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RESUMO

O hibrido interespecifico da palma de dleo (E. oleifera x E, guineensis)tem se mostrado dessa
espécie. Apesar do langamento do Hibrido BRS Manicoré, a expansio da cultura tem sido
realizada com a importacio de sementes de variedades sem a avaliagdo prévia do
comportamento em solo brasileiro. As técnicas de resgate de embrifio e embriogénese
somatica sio alternativas a serem aplicadas para solucionar o desafio da oferta de propagulos
vegetativos de hibridos. Esse trabalho teve como objetivo produzir mudas a partir do cultivo
in vifro de embrides zigbticos, desenvolver protocolo de assepsia e selecionar explantes de
inflorescéncia competentes para embriogénese somatica de hibrido interespecifico. Para
producio de mudas via cultivo de embrides, as pesquisas foram realizadas em trés fases: a
primeira consistiu em germinar os embrides dos hibridos CQ266, CQ246 ¢ CQ362 em
temperaturas de 25 e 39 °C em meio MS; a segunda consistiu em testar o enraizamento das
plantulas dos hibridos CQ362 e CQ246 em ANA nas concentragdes (1,0; 2,0 ¢ 3,0 mg L"l) em
meio MS/2 e a terceira foi realizado a aclimatizacio em tubete das plantulas dos hibridos

(CQ362 ¢ CQ246) em substratos (terra preta + PO de coco, terra preta e terra preta + palha de

L™ de ANA foi responsavel pelo enraizamento de 100% das plantulas do hibrido CQ362, com
numero de folhas e tamanho médio de 3,2 ¢ 17,4 mm, respectivamente. O substrato terra preta
+ pod de coco permitiu que 100% das plantulas do hibrido CQ362 sobrevivessem. Para
estabelecimento de condi¢des assépticas, as inflorescéncias abertas e fechadas foram imersas
em alcool (70%), hipoclorito de sédio (1,0 2 2,5%), antibisticos (Estreptomicina e Timentin) e
lavagens com agua estéril e cultivo em meio basico de cultura com metade da concentragio
dos sais de MS (MS/2). As variaveis analisadas semanalmente foram: % (percentagem) de
contaminacéo e oxidacio. Para indugio da embriogénese somatica foram testadas diferentes
estruturas da inflorescéncia (bracteas, estaminddios, raquila, botio floral € espata externa) em
meio de cultura MS suplementado com as auxinas Picloram e 2,4-D (0, 225, 450 ¢ 675 pM) e
a citocinina BAP (0, 25 ¢ 50 HM). As varidveis analisadas foram % de formacio de calos,
alongamento, oxidag¢do, intumescimento do botio floral e formacio de embridides,
semanalmente durante 90 dias. Os resultados indicaram que a inflorescéncia deve ser coletada
fechada, pois reduz a incidéncia de agentes contaminantes e ¢ desnecessirio o uso de

antibidtico para assepsia. Constatou-se também que o Picloram ¢ a auxina mais indicada para
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induzir o crescimento celular do tecido do botio floral, sendo esta estrutura da inflorescéncia

feminina mais indicada para indugdo da embriogénese somatica de hibridos interespecificos
de palma de 6leo (£ oleiferax E guineensis).




20

ABSTRACT

The interspecific hybrid of oil palm (E. oleifera x E. guineensis) has been shown to be the
only viable alternative to control the advance of the Fatal Yellowing ( AF), mainly in northern
of Brazil is the largest producer of oil from this species . Despite the launch of the hybrid
BRS Manicoré, the expansion of cultivation has been carried out with the importation of seed
varieties without prior assessment of behavior in Brazilian soil. The techniques of embryo
rescue and the somatic embryogenesis are alternatives to be implemented to solve the
challenge of offering hybrid vegetative propagules. This study aimed to produce seedlings
from in vitro culture of zygotic embryos develop aseptic protocol and select the appropriate
inflorescence explants for somatic embryogenesis of interspecific hybrid. For seedlings via
embryo culture | surveys were conducted in three phases: the first consisted of germinating
embryos of hybrid CQ266, CQ246 and CQ362 at temperatures of 25 and 39 °C ip MS
medium , the second was to test rooting of seedlings of hybrid CQ362 and CQ246 in NAA
concentrations (1.0 | 2.0, and 3.0 mgL Y MS/2 medium and the third acclimatization was
carried out on seedlings of hybrid cartridge ( CQ362 and CQ246 ) substrates (black earth +
coconut powder , black soil and black earth + carbonized rice straw). The hybrid CQ 362 had
the highest percentage of germination with 91.5 % in the temperature of 39 °C and growth of
36.5 mm in three weeks. The concentration of 1.0 mg L' ! NAA was responsible for the
rooting of seedlings to 100% of hybrid CQ 362, with leaf number and mean size of 3.2 and
17.4 mm, respectively. The black soil substrate + coconut powder allowed 100% of the
seedlings of the hybrid CQ362 survived. To establish aseptic conditions, open and closed
inflorescences were immersed in ethanol (70%), sodium hypochlorite (1.0 to 2, 5%),
antibiotics (Streptomycin and Timentin) and washes with sterile water and culture in basal
medium culture with half concentration of MS salts (MS/2). The variables analyzed were
weekly: % (percent) of contamination and oxidation. For induction of somatic embryogenesis
were tested different structures of the inflorescence (bracts, staminodes, raquila, flower bud

and outer sheath) on MS medium supplemented with Picloram and 2,4- D (0, 225, 450 and

the incidence of contaminants and is unnecessary antibiotic use for disinfection . It was also

found that the auxin Picloram is the most appropriate to induce cell tissue growth and flower
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bud, which is the female inflorescence structure most suitable for induction of somatic

embryogenesis in interspecific hybrids of oil palm (E. oletferax E. ZQuineensis).




~——

22

1. CONTEXTUALIZACAO

A palma de éleo (Elaeis guineenses Jacq.), denominacdo utilizada internacionalmente e
nacionalmente tem-se empregado o mesmo termo em algumas publicagdes brasileiras a partir
de 2010, em substitui¢io a “dendezeiro” ou “Dend€”, pertence a familia Arecaceae ou Palmae
e cujo o género Elaeis é de distribuicio tropical (Africa ¢ América Tropical), subfamilia
Arecoideae, subtribo Elacidinae, tribo Cocoseae, ordem Arecales foi descrita em 1763 por
Nicholas Joseph Jacquim. Elaeis é derivado da palavra grega “elaion” que significa dleo e
guineensis atribuida a sua origem 4 Costa da Guiné, com duas espécies E. guineensis e E.
oleifera (HL.B K) Cortés (caiaué) (GOMES, 201 1).

Segundo informacdes historicas a palma de oleo foi trazida para o Brasil no século XVII por
escravos vindos de diversas regides da Africa e que se disseminou espontaneamente
principalmente na costa da Bahia, porém teve sua maior expansdao por incentivo fiscal do
governo na Regido Norte do pais. A cultura da palma de dleo encontrou no Norte do pais
condi¢des edafoclimaticas satisfatérias para seu pleno desenvolvimento (MECEDO:;
RODRIGUES, 2000; CABRAL, 2000; BASTOS, 2000).

A palma de 6leo é uma planta monéica, cujas inflorescéncias possuem sexos separados na
mesma planta. As inflorescéncias sio protegidas por duas bracteas fibrosas (espatas), sdo
espadices compostas por espigas na axila de cada folha (Figura 1). As inflorescéncias
possuem dois sexos, porém um é rudimentar (Gomes, 2011). Os frutos sdo do tipo drupa
séssil, mais ou menos esférico e alongado, possuindo 2 a 5 cm de comprimento e 3 a 30 g de
peso. A principal caracteristica comercial do fruto é a espessura do endocarpo, controlada por
um gene principal, classificando as variedades em trés grupos: Dura (sh+ sh+); Psifera (sh-
sh-) e Tenera (sh+ sh-), cujas sementes sio recomendadas para o plantio comercial
(CARVALHO, 2009).

A palma de 6leo é considerada a mais produtiva das espécies oleaginosas, seu rendimento de
cerca de 3,94 ton./ ha/ano de 6leo, enquanto que a soja na mesma area produz 0,38 ton.ha/ano,
isto equivale a aproximadamente dez vezes a produtividade da soja, podendo ser explorada
pelo menos até 25 anos, somando-se a isso ¢ uma atividade que necessita de muita mio de
obra local auxiliando a geraciio de emprego e renda nos locais de cultivo, além do que palma
de 6leo € a tinica espécie oleaginosa que se pode extrair dois dleos: o de palma ou dendé (do
fruto) e o de palmiste (da semente)(VILLELA, 2009).
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Figura 1. Inflorescéncia feminina imatura do Hibrido interespecifico (HIE): a- Inflorescéncia
Feminina aderida a planta; b-Inflorescéncia fechada; ¢~ Espata interna (ei) e externa (ex); d-

Rafes imaturas; e- flores femininas (boto floral); f- flor masculina rudimentar (estaminédio).

A producio mundial de 6leo vegetal na safra 2012/2013 foi de 159,86 milhGes de toneladas e
a palma de dleo foi responsavel por 34,6% dessa producao, superando os 26,9% gerados pela
soja. Quanto ao consumo, foi a espécie mais consumida com 53,61 milhdes de toneladas
(USDA, 2013).

Os maiores produtores de palma de 6leo no mundo sio Indonésia e Maldsia que na safra
2012/2013 produziram cerca de 28,5 e 19, 2 milhdes de toneladas de 6leo, respectivamente e
juntas foram responsaveis por 86,2 % de toda produgio mundial que foi de 55,3 milhdes de
toneladas. Na América Latina o destaque foi para Coldémbia que ocupa a quarta posigio no
ranque mundial com 960 mil toneladas (USDA, 2013). O Brasil em 2011 estava ocupando a
112 posi¢do, com cerca de 270 mil de toneladas, entre os anos de 2008 e 2009 foi observado o
maior incremento na produgdo de cerca de 30 mil toneladas (FAOSTAT, 2011). Acredita-se

que esse Incremento fol resultado do Programa Nacional de Producio € Uso do Biodiesel
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(PNPB), lancado pelo governo federal em 2004, assim como a implementacdo em 2010 do
Programa de produgfo sustentavel da palma de 6leo no Brasil que tem como objetivo
disciplinar a expansdo da producgdo de dleo de palma no Brasil e ofertar instrumentos para
garantir uma produgio em bases ambientais e sociais sustentéveis.

O dleo da palma de 6leo tem uma gama de utilizagdes e pode se utilizado pela industria
alimenticia para produ¢io de margarina, cremes, maioneses, tortas, sorvetes, chocolates etc;
na industria de cosmético, na indtistria farmacéutica e também na indistria petro-quimica para
produgfo de biodiesel. De acordo com o contexto nacional, o éleo de palma € uma alternativa
para diversificagdo da matriz energética brasileira, uma vez que pode ser utilizada para
produgdo de biodiesel, com enfoque na inclusdo social e no desenvolvimento regional, por se
tratar de uma cultura que demanda grande quantidade de mio de obra, principalmente de
agricultores familiares, e geradora de emprego e renda.

Segundo o Ministério de Minas ¢ Energia em 2012, a oferta total de bioenergia foi
responsavel por 28,1% da matriz energética brasileira. Os produtos da cana (bagaco e etanol)
responderam por 54,8% da biomassa e por 15% da matriz. A lenha foi responsavel por 32 4%
da biomassa e por 9,1% da matriz. Qutras biomassas (lixivia, residuos de madeira e da
agroindustria e biodiesel) responderam por 12,8% da biomassa e por 3,6% da matriz,
enquanto que a producio de biodiesel representou 0,8% da matriz energética brasileira.
Quanto ao aspecto ambiental reduz a producéio de CO, pela queima de combustivel fossil,
protege o solo, sequestradora de carbono, reduz a pressio sobre a floresta etc. Desta forma o
governo federal, para incentivar o processo de inclusio social tanto de agricultores quanto de
empresas, criou em 2004 o Selo de Combustivel Social, que é fornecido as empresas que
comprarem matéria-prima de agricultores familiares para produgio de biodiesel, com
vantagens de acessos a financiamentos, desoneracio de certos tributos (PIS/PASEP e
COFINS) e participa¢do nos leildes de biodiesel. Enquanto que para o agricultor as vantagens
englobam acesso a linha de crédito junto aos bancos, além da assisténcia técnica oferecida
pela empresa.

A participacdo no Brasil da palma de 6leo como mix de matéria-prima para producio de
biodiesel ainda € muito pequena e com distribuicio irregular durante o ano. Em 2012 a
producdo de biodiesel foi de 2,7 milhdes de m> o percentual de participacdo media da palma
de Oleo foi apenas de 0,22 % e que gerou a produgio de 4,0 mil m’, enquanto que a
participagdo da soja foi de 68,74% gerando cerca de 2,0 milhdes de m> (TAVARES, 2013).



25

O Par4 atualmente nio produz biodiesel, apesar de ter duas usinas construidas, uma localizada
no municipio de Tailindia, com capacidade de 13 mil de toneladas/ ano, pertencente a
Agropalma, outra em Belém com capacidade de 11 mil toneladas/ano, porém ambas se
encontram paradas. E a terceira que ainda esta em planejamento pertencente a Petrobras com
capacidade de 120 mil toneladas/ano. (HERMAN, 2013).

Apesar do incentivo que houve por parte do Governo Brasileiro a produgdo de dleo de palma
ainda estd muito aquém das necessidades nacionais, uma vez que em 2011 o governo
importou 214,5 mil toneladas que corresponde a 79,4 % do que se produziu no mesmo
periodo. Segundo Nunes (2013), para satisfazer a demanda nacional seria necessario plantio
de 445 mil ha e a produgio de 1,7 milhdes de toneladas.

Para Venturieri (2011), somente o Par4 concentrava em 2010 cerca de 90% dos plantios com
a palma de 6leo no pais, e que a cultura tem necessitado novas areas para se expandir. De
acordo com Nunes (2013), o Para tem 140 mil ha plantados com a cultura e que segundo o
planejamento das nove empresas instaladas no estado, devera alcancar cerca de 329 mil ha,
tornando o Paré o terceiro maior produtor mundial de palma de dleo.

Conforme informacgdes da Secretaria Especial de Estado de Desenvolvimento Econdmico e
Incentivo a Producio (Sedip), no Para serfio utilizados para plantio nos préximos 15 anos
cerca de um milhfo de ha de palma. A previsdo é que em 10 anos o Par4 seja um dos maiores
produtores de 6leo de palma do mundo (BIODIESEL.COM, 2012).

Ramatho-Filho et al. (2010), ao realizar o zoneamento agroecoldgico para palma de 6leo nas
areas desmatadas da Amazénia Legal, de acordo com a aptidio agricola e adotando-se o tipo
de manejo classificado como B, menos tecnificado, classificaram as areas em preferencial,
regular, marginal e inaptas para o plantio com cerca de 1,45, 4,42, 0,4; 7,67% da Amazonia
legal, respectivamente. Para esses autores as areas aptas correspondem a cerca de 29.655.133
ha, que corresponde 5,87% da Amazénia Legal. Com destaque para o estado do Para que
ocupa o primeiro lugar com 13.121.766 ha.

A expansio da cultura pa regido deve ser tratada com certa cautela, uma vez que mais
estudos necessitam ser realizados no sentido de estigar, avaliar e discutir as atuais politicas
publicas, bem como de que forma essa expansao acelerada estd influenciando as questdes
relacionadas as demandas sociais, ambientais e econdmicas trazidos por esse empreendimento
no entorno das comunidades. Existem ainda poucas informagdes sobre os beneficios que a
expansio da palma de 6leo tem gerado aos agricultores no que se refere: aos lucros
financeiros nessa atividade, a seguranca alimentar, as condi¢Ges de satide fisica e mental, bem

€omo os possiveis impactos ambientais causados pelo uso de insumos agricolas nos igarapés.
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A cultura da palma de 6leo tem encontrado alguns entraves regionais para sua expansio
dentre as quais tem-se destacado principalmente as questdes de regulariza¢do fundiaria, uma
vez que a maioria das terras no Para ndo sdo regularizadas e isso dificulta a participacdo da
agricultura familiar na cadeia produtiva, pela dificuldade de se conseguir financiamento junto
aos bancos. Assim como as empresas sdo impedidas de adquirir novas terras. Qutro entrave
estd relacionado com a parte tecnologica da produgfio de sementes de cultivares de alta
performance que € muito inferior a demanda atual das empresas. E por ultimo, a questio de
fitossanidade das variedades da palma de Oleo africana que sdo susceptiveis ao
Amarelecimento Fatal (AF), doenga que ainda n3o se sabe o agente etioldgico, e que segundo
Albertazzi et al. (2005 apud BOARI, 2010) sé ocorre na América tropical e tem dizimado
grandes plantagbes comerciais em paises como Panama, Nicaragua, Colémbia, Equador,
Suriname e Brasil.

Segundo Brito e Barreto (2011), o programa do governo federal Terra Legal que objetivava
fazer a regularizagdo fundiaria de terras ocupadas na Amazdnia Legal ¢ cuja meta era
regularizar no Par4 31.935 posses informais em terras pliblicas até 2011, no entanto essa meta
ndo foi atingida, pois durante a implantagio do programa apenas foram concedidos 332 titulos
de terra, que correspondeu a 0,8% dos cadastros e 1,73% da 4rea. Os municipios
contemplados com titulos foram: Novo progresso, Concordia do Para, Altamira, Bujaru,
Marab4 e Itaituba.

E importante que o programa Terra Legal tenha continuidade, para que as politicas piiblicas
sejam melhor implementadas com a garantia da participagio dos demais municipios na cadeia
de produgdo da palma de 6leo, visto que os municipios citados acima somente Concordia do
Para e Bujaru estdo inseridos como municipios produtores de palma de o6leo e tiveram
participagdo em 2011 de 2,22% e 0,42%, respectivamente da produgio de palma de leo
(NUNES, 2013).

A produgio integrada com as empresas produtoras de palma de oleo no Pari teve inicio em
2002 com a integradora Agropalma no municipio de Mojii, na comunidade de Soledade com a
participac¢do inicial de 50 familias. Mais tarde, em 2006 esse niimero chegaria a 185 familias
com 1700 ha plantados com a palma de 6leo (Banco da Amazénia, 2012). No Parg, 889
familias sdo responsaveis por 26.095 ha plantados dos 141.653 ha. A estimativa & chegar a
329.000 ha, em 2012 foram gerados 10.914 empregos diretos (NUNES, 2013).

Somente a Biopalma Vale sera responsavel pela expansio de 80.000 ha, sendo 60.000 em
terras proprias e 20.000 ha com agricultura familiar. O projeto prevé também a instalacio de

duas usinas de extracdio. A primeira ja se encontra em operagdo com capacidade de 120
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toneladas de cachos frutos frescos por hora {(cff/h), com rendimento de 25 toneladas de oleo/h.
A segunda sera iniciada no segundo semestre de 2013, e tera capacidade de extracdo de 570
toneladas de cachos frutos frescos por hora (cff/h). Além disso, esti no planejamento a
inauguragdo em 2015, no municipio do Acara, uma usina para produgio de 200 mi! toneladas
de biodiesel ano, para atender a demanda da empresa com B20, em toda Regido Norte.
(HERMAN, 2013).

Segundo o Banco da Amazénia (2013) os financiamentos realizados pelo Pronaf Eco dendé
na safra 2012/2013 as integradoras: Agropalma, ADM do Brasil, Petrobras, BioPalma,
Marborges e Belém Bioenergia foram responsaveis pela demanda de cerca de 1610 contratos
originados com agricultores familiares em 15300 ha plantados com a palma de oleo, gerando
0 montante de R$ 124.800.000,00 em crédito de fomento no Para.

Em relagio a doenga Amarelecimento Fatal (AF) o primeiro relato no Brasil ocorreu no Para
em 1974, no municipio de Benevides em plantagdes com a palma de 6leo africana (£
8uineensis), com explosio epidemiolégica dizimando dez anos depois praticamente todo o
plantio e se entendendo por um raio de 20 Km (TRINDADE; FURLAN JUNIOR, 2001).
Segundo Boari (2010), AF é uma ameaca para o desenvolvimento da produgdo de palma de
6leo no Para, sendo que sua ocorréncia ainda estd restrita as 4reas dos municipios de
Benevides, Santa Béarbara, Santa Isabel do Pard, Tomé-acu, Santa Barbara, Santo Anténio do
Taug, Bujaru, Moju, Belém e Acara.

Nesse contexto pesquisas tém sido realizadas ha 30 anos, através de programas de
melhoramento para conter o avanco do AF. A alternativa encontrada foi transferéncia de
genes de resisténcia da variedade £, oleifera, denominada de palma americana (Caiaué) de
ocorréncia espontinea nas Américas, através da hibridagio com a palma africana E.
guineenses (Tenera), que resultou no hibrido interespecifico (HIE) que apresenta
caracteristicas importantes como: porte reduzido, menor acidez e maior teor de insaturacdo no
Oleo, resistente ao AF, porém apresenta menor produtividade de 6leo e baixa atratividade da
inflorescéncia feminina aos insetos polinizadores, resultando na necessidade da polinizag¢io
assistida.

Para Cunha et al. (2005) apesar da baixa produtividade do HIE, a variabilidade genética das
populagbes Manicoré e a produtividade das variedades africanas indicam que € possivel obter,
através do melhoramento genético, variedades de hibridos interespecificos tio ou mais
produtivas que a palma de leo cultivado comercialmente, bem com se apresenta como op¢io

para plantio em 4reas com AF.
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Em 2010, foi langado o hibrido BRS Manicoré, resultante do cruzamento entre a palma de
Oleo africana de origem La Mé e o caiaué de origem Manicoré, da regido Amazonica. A
comercializagdo das sementes dessa cultivar sdo realizadas pela Embrapa e Denpasa que
juntas tem capacidade para producdo de 3 milhdes de sementes pré-germinadas. (TAVARES,
2013).

O Brasil ainda n3o € suficiente na produgdo de sementes e esta aquém da demanda atual, nos
anos de 2011 e 2012 foram importadas 11.047.445 sementes, totalizando US$ 21.104.724,
cujos principais exportadores foram Costa Rica, Colombia e Equador. A Costa Rica foi o
maior fornecedor da variedade hibrida intraespecifica, enquanto que a Coldmbia foi o inico
fornecedor da variedade HIE (MAPA, 2012).

Apesar da ameaga iminente dos plantios no Pard, as empresas ditas integradoras ainda
importam sementes para o plantio da palma de oleo africana da variedade Tenera, que
segundo os dados de importagdo de sementes dos anos de 2011 ¢ 2012 do Ministério da
Agricultura, cerca de 74,5% das sementes importadas sao Tenera, enquanto que 25,5% sdo
hibridos interespecificos (HIE).

Para Alves (2011), as empresas que plantam palma de 6leo no Para compram sementes de
quatro centros produtores, ASD (Costa Rica), CIRAD (Franga), Univanish (Taildndia) e
Embrapa (CERU), ¢ que os plantios sio classificados em trés senérios. O primeiro com
plantas de 25 a 30 anos, que estdo sendo renovadas, pertencente a variedade Tenera
compradas do CIRAD. O segundo de 15 a 20 anos, com variedades HIE compradas do
CIRAD e Embrapa, e a terceira de 0 a 4 anos, compradas da ASD, Univanish, CIRAD e
Embrapa.

Acredita-se que as empresas ainda continuam plantando a variedade Tenera em regides que
ndo houve registro do AF, por serem plantas mais produtivas e nfo necessitar de poliniza¢io
assistida, aumentando a rentabilidade do cultivo. Alves (2011) fez recomendagio para os
quatro polos de producdo de palma de dleo, polo Belém, polo Bonito, polo Moju e polo
Tomeagu, levando em consideracdo a precipitagio pluviométrica, casos de AF e resisténcia a
seca. Para o polo Belém deve ser utilizada as variedades Compacia x Ghana, Compacta x
Nigéria e Deli compacta; para os polos bonito e Moju foram feitas as mesmas recomendacdes
usadas para o polo Belém e Deli LaMe e para o polo Tomeacu recomendou Deli Ghana, Deli
LaMe, Compacta x Ghana, Compacta x Nigeria e Deli Avros.

Nesse sentido, apesar da utilizag8o de hibridos interespecificos de palma de éleo ser uma

alternativa para conter o avango do AF, apresenta inconveniente de apresentar baixa
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germinagdo, entorno de 30 a 35,6% (ANGELO et al., 2007, MAQUINE et al,, 2012). A
producio de sementes pré-germinadas € um processo que demanda longo tempo desde a
coleta e beneficiamento do fruto até a exposi¢io do eixo do embrido. Segundo Green (2012) o
processo convencional de germinagio da palma de Oleo africana (E.guineensis) é de
aproximadamente 130 dias, podendo ser reduzido o periodo de germinagdo no
termogerminador passando de 80 dias para 60 dias, dependendo do gendtipo utilizado.

Diante desse contexto, o desenvolvimento de técnmicas biotecnologicas pode ser uma
alternativa para permitir desenvolver ou aprimorar protocolos de micropropagacio tanto para
obtencdo de clones quanto para melhorar o processo de germinacdo de sementes de HIE a
patamares de producdo comercial, ao auxiliar o mercado brasileiro com a oferta de mudas
produzidas in vitro e dessa forma oferecer materiais genéticos tanto para o mercado interno
(quanto para o externo.

Os primeiro trabathos realizados com resgate de embrides de palma de 6leo foi realizado no
Brasil com o hibrido interespecifico, focando em estudo de desinfestacdo, oxidagio e
formacdo da plantula in vifro (Alves, 2007). Enquanto que Angelo et al. (2007) testou a
germinag¢do de HIE em meio MS sélido e liquido e obteve 97 % de germinacdo em meio
liquido.

Segundo Soh et al. (2011), o primeiro registro de regeneracio de planta de palma de éleo foi
realizada por grupos Britanicos (Unilever) e franceses (CIRAD) em 1974. Porém somente em
1986, a Pesquisa da Agricultura Aplicada (AAR), na Malassia, regenerou e plantou um clone.
No mesmo ano foi reportado o surgimento de anormalidade nos frutos resultantes da
feminilizacdo das flores masculinas (estames) e estaminoides de flores femininas que se
caracteriza pela formacgio de carpelos suplementares denominados de “Mantled”, podendo
causar a total esterilidade das inflorescéncia ou a redugio na taxa de extracdo do dleo de
frutos (CORLEY et al., 1986; GUZMAN, 2010).

Apesar da presenca de anormalidades florais observada nas plantas estabelecidas através de
embriogénese somatica direta ou indireta, estudos tém indicado que € possivel minimizar a
presenga de flores “Mantled” mediante o controle dos processos in vitro como: tempo de
cultivo, uso de hormdnios, condigdes de estresse etc. Desta forma € possivel a producgio
comercial de clones de palma de 6leo, desde que essa anormalidade fique abaixo de 5%
(GUZMAN, 2010). Para Eeuwens (2002), o surgimento de flores “Mantled” pode variar de 0
a 100% dependendo do status de risco do clone que pode ser: baixo, médio e alto, da duragfio
do intervalo de transferéncia dos embridides ¢ da composi¢ao do regulador de crescimento

usado no meio.
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Segundo trabalhos recentes publicados sobre propagacdo da palma de 6leo, somente foi
realizada para variedades africanas, portanto ndo se encontrou trabalhos de propagacdo via
embriogénese somatica para o hibrido interespecifico. Tem se utilizado varios tipos de
explantes para clonagem da palma de dleo dentre os quais: folha e inflorescéncia imaturas de
plantas adultas, raizes (BALZON et al, 2013; EEUWENS, 2002, GUZMAN, 2010,
TEIXEIRA, 1988; TEIXEIRA, 1994), embrifio zigdtico (KANCHANAPOMM; DOMYOAS,
1999; SILLVA et al., 2012; TEIXEIRA et al ,1995; THUZAR et al., 2011,) assim como caule
e folhas de planta jovem (CARVALHO, 2009; GUEDES, 2008).

Para producio comercial, tem-se preferido utilizar folha imatura de planta adulta apesar de
que o uso desse explante causa maior dano a planta levando maior tempo para a mesma se
recuperar, contudo esse tecido produz maior quantidade de calo e maior taxa de clonagem,
porém a formacio dos embrides ocorre por vias indiretas, que pode ser considerada uma
desvantagem. Enquanto o uso de inflorescéncia imatura tem a vantagem de reduzir o dano a
planta, porém com desvantagem de produzir baixa taxa de calos e alta frequéncia de
embriogénese direta (GUZMAN, 2010).

Segundo Soh et al. (2011), a estimativa mundial para produciio de plantulas de palma de dleo,
através da cultura de tecido e de cerca de 3,5 milhdes/ano e os paises produtores sdo: a
Malasia, Costa Rica e Indonésia qué produziram cerca de 2.5, 0,5 e 0,5 milhdes,

respectivamente e que para 2010 a previsdo ¢ que esse valor chegasse a 4,81 milhdes/ano.

1.2. Objetivo Geral: Desenvolver protocolos para produgdo in vifro de plantulas do hibrido

interespecifico de palma de 6leo (E. oleifera x E. guineensis).
1.3. Objetivos especificos:

1.3.1. Obten¢do de protocolo de cultura de tecidos para o desenvolvimento de plantulas

completas in vitro, apartir de embrides zigoticos;

1.3.2. Obter protocolo de micropropagacio para a inducido da embriogénese somética em

inflorescéncia de HIE.

1.4. Problema: Baixa producio de sementes ¢ mudas melhoradas e adaptadas as condigdes
edafoclimaticas regionais do hibrido interespecifico (E. oleifera x E. guineensis) para atender

a demanda da expansio da cultura no Brasil.

1.5.1. Hipotese 1: Pode-se maximizar a producio de mudas sadias do hibrido interespecifico

(E. oleifera x E. guineensis) cultivados in vitro, através do resgate de embrides.
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1.5.2. Hipétese 2: E possivel a propaga¢do em grande escala de mudas, através de embrides
somaticos do hibrido interespecifico (E. oleffera x E. guineensis) pela utilizagdo tecido

somatico de inflorescéncia feminina.
Estrutura da Tese

A presente tese esta estruturada em uma introdugdo geral, contendo a contextualizagdo do
desenvolvimento da dendeicultura no pais e no Para, os objetivos gerais ¢ especificos. Os
temas de trabalho so apresentados na forma de capitulos, sendo que o Capitulo I abordara o
desenvolvimento de protocolo para produgdo de plantulas completas de embrides zigoticos in
vitro de hibridos interespecificos da palma de 6leo (E. oleifera x E. guineensis); no Capitulo Il
sera estabelecido protocolo de assepsia de inflorescéncia, assim como avaliar diferentes
explantes e meios de para induc¢iio da embriogénese somatica de hibridos interespecificos da

Palma de Oleo (E. oleifera x E. guineensis).
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Capitulo I
Produgio de mudas in vifro de hibridos interespecificos (£. oleifera x E. guineensis) da Palma

de dleo a partir de embrides zigoticos.

Resumo

O hibrido interespecifico (£. oleifera x E. guineensis) é atualmente uma alternativa para
conter o avango do Amarelecimento Fatal no Brasil, mas a produgio de sementes pré-
germinadas dessa variedade ¢ limitada por problemas de ordem fisiolégica e ndo atende
empresas do setor para a expansfo do cultivo desse material na regido. Esse trabalho teve
como objetivo desenvolver plantulas a partir do cultivo in vitro de embrides zigdticos e
aclimatados para produc@o de mudas de hibridos interespecificos (HIE). Foram realizados
testes basicos de umidade das sementes e testes de tetrazolio nos embrides para verificar a
viabilidade. A pesquisa foi realizada em trés fases: a primeira consistiu em germinar os
embrides dos hibridos CQ266, CQ246 e CQ362 em temperaturas de 25 e 39 °C em meio MS,
suplementado com sacarose a 3%, NaH,PO4 0,017% e phytagel 0,22%; a segunda consistiu
em induzir o enraizamento para a produc¢do de plantulas normais dos hibridos CQ 362 e
CQ246 em ANA nas concentracdes (1,0; 2,0 € 3,0 mg L) em meio MS/2 suplementado com
3% de sacarose, NaH,PO, 0,017%, phytagel 0,22% e 3g L' carvdo ativado e a terceira
consistin na aclimatizagio das plintulas dos hibridos (CQ362 e CQ246) em tubetes contendo
substratos regionais na propor¢do de 1:1 (Terra preta + p6é de coco; terra preta e terra preta +
palha de arroz carbonizada). A imersio de embrides zigbticos por 17 horas em solucio de
tetrazolio na concentragdo de 0,5% em temperatura de 39 °C permitiu verificar a viabilidade,
O hibrido CQ362 apresentou o maior percentual de germinacdo de 91,5% em temperatura de
39°C e crescimento de 36,5 mm em trés semanas. A concentragio de 1,0 mg L™ de ANA foi
responsavel pelo enraizamento de 100% das plantulas do hibrido CQ362, com nimero e
tamanho médio de raizes de 3,2 e 17,4 mm, respectivamente. O substrato mais indicado para
aclimatizacio em tubete foi a terra preta + pd de coco que permitiu que 100% das plantulas do
hibrido CQ 362 sobrevivessem.

Palavras-chave: resgate de embrido, germinagdo in vitro, cultura de tecidos, micropropagaco.
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Abstract

The interspecific hybrid (E. oleifera x E. guineensis) is currently an alternative to stop the
progress of Fatal Yellowing in Brazil, but the production of pre - germinated seeds of this
variety is limited by problems of physiological order and does not meet companies in the
industry to expand the cultivation of this material in the region. This study aimed to develop
plantlets from in vitro culture of zygotic and acclimated for seedlings of interspecific hybrids
(HIE) embryos. Basic tests of seed moisture and tetrazolium tests on embryos were performed
to verify the feasibility. The survey was conducted in three phases: the first consisted of
germinating embryos of hybrid CQ266, CQ246 and CQ362 in the temperatures of 25 and 39
°C on MS medium supplemented with 3% sucrose , NaH2PO4 0.017% and phytagel 0.22 %
and the second consisted of inducing rooting in the production of normal seedlings of the
hybrid CQ362 and CQ246 in NAA concentrations (1.0, 2.0, and 3.0 mg L ™) MS/2 medjum
supplemented with 3 % sucrose, NaH2PO4 0.017%, phytagel 0.22% and 3g L' ! activated
charcoal and the third consisted of acclimatization of the plants of hybrids (CQ362 and
CQ246) in vials containing substrates regional 1:1 (Earth black + coconut powder , black soil
and black earth + carbonized rice straw ). The immersion of zygotic embryos for 17 hours
tetrazolium solution at a concentration of 0.5 % ar a temperature of 39 °C demonstrated the
feasibility. The hybrid CQ362 had the highest percentage of germination of 91.5% at a
temperature of 390C and a growth of 36.5 mm in three weeks. The concentration of 1.0mg L~
' NAA was responsible for the rooting of seedlings to 100% of hybrid CQ362, with number
average size of roots and 3.2 and 174 mm, respectively. The most suitable substrate for
acclimatization in cartridge was black earth + coconut powder that allowed 100% of the
seedlings of the hybrid CQ362 survived.

Keywords: embryo rescue, in vitro germination, tissue culture, micropropagation.
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2.1 INTRODUCAO

As pesquisas com o hibrido interespecifico surgiram com a necessidade de conter o avango na
América Latina da anomalia amarelecimento fatal (AF) que apesar das intensas pesquisas, ndo
foi encontrado correlagio com insetos, problemas fisiologicos, solo e fitopatologicos
(BOARJ, 2010).

Devido & estreita base genética das variedades africanas introduzidas no banco de
germoplasma da Embrapa Amazonia Ocidental, ndo foi encontrado fonte de resisténcia nessas
variedades. A melhor alternativa para o avango dos programas de melhoramento genético da
palma de 6leo foi trabalhar com a introgressio da resisténcia com a espécie selvagem
Americana Caiaué (E. oleifera), através da hibridagio interespecifica, que além da resisténcia
a pragas, doengas € ao AF, apresenta outras caracteristicas importantes como maior proporgio
de acidos graxos insaturados e crescimento vertical reduzido (ALVES, 2011; CHIA, 2008).
Os primeiros relatos do surgimento de AF na América Latina foram reportados em 1963, na
Colémbia, se estendendo pelo Peru, Equador, Suriname, Venezuela ¢ Panama. No Brasil, foi
observado inicialmente nos plantios da empresa Dendé do Pard S/A (DENPASA) em 1974,
localizada em Benevides/PA, que dizimou milhares de plantas, e concomitantemente a
necessidade da formagio de competéncia tecnoldgica nacional. Pesquisas tém sido
desenvolvidas através do melhoramento genético para desenvolver variedades resistentes ou
tolerantes a essa anomalia, fato esse que levou a criagio em 1982 do Campo Experimental de
Dendé do Rio Urubu (CERU) em Manaus/AM, cujo objetivo ¢ desenvolver variedades
promissoras em relagdo & producio e qualidade de 6leo, resisténcia a doengas e crescimento
em altura e produggo de sementes (BOARI, 2010).

Apds trinta anos de pesquisa com a cultura consegui-se grandes avangos na criagio de
variedades com alta performance, tanto na produgio de éleo quanto a resisténcia a doengas e
redugdo do crescimento vertical. Em 2010 gragas ao intenso trabalho nos programas de
melhoramento genético foi langado a cultivar BRS Manicoré que foi resultado do cruzamento
entre a palma de dleo Africana (F. guineensis) de origem La Mé e o a palma de oleo
Americana (E. oleifera) de origem Manicoré (BIODIESEL.COM, 2012).

Segundo Cunha e Lopes (2010) a produgdo de cacho do BRS Manicoré ¢ similar a producio
das variedades do dendezeiro africano Tenera entorno de 25 a 30 t/ha/ano, contudo com taxa
de extragio de dleo inferior variando de 18 a 20%, com produtividade de 4,5 a 6 t de éleo de
palma/ha/ano, crescimento de caule de 17 a 24 cm/ano, contudo os autores ressaltam que
devido a baixa viabilidade do griio de polen e a pouca atratividade das flores femininas, ha

necessidade de se fazer a polinizagdo artificial para que as plantas desenvolvam todo seu
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potencial genético, caso ndo seja realizada a produtividade podera ser inferior a 10 t/ha/ano e
a extragdo de dleo reduzida em até 12%.

De acordo com Gomes (2011), ao comparar a taxa de formagdo de frutos com sementes de
plantas de HIE e Tenera, verificou que a menor taxa cerca de 13% foi obtida com a
polinizagdo natural do HIE, em relacio ao tenera e a polinizagdo assistida do HIE, que
obtiveram 60 e 40%, respectivamente, evidenciando nesse estudo 2 necessidade da
polinizagdo assistida para o HIE. No mesmo estudo verificou-se que ao se comparar a
producdo de estragole, substincia volatil liberada pelas inflorescéncias masculinas e
femininas utilizada pelas palmeiras como estratégia reprodutiva para atrair polinizadores,
entre o Caiaué, HIE e Tenera verificou-se que tanto o Caiaué quanto o HIE produzem baixa
quantidade daquela substancia em relagio ao Tenera.

Outro inconveniente para os HIE ¢ o surgimento de anomalias florais nas flores masculinas,
fendmeno conhecido como ginandromorfia, que se caracteriza pela formagio de flores
femininas na inflorescéncia masculina, o que evita a producdo de poélen nessa inflorescéncia,
havendo a redugdo da polinizacio das flores femininas em 4reas de plantio do hibrido em que
ndo ha dendezais nas proximidades e consequentemente reduzindo a formagio de frutos, na
auséncia de polen se faz necessaria a polinizagio assistida (CHIA, 2008).

Segundo Chia (2008) a obtengiio de HIE através do cruzamento com o Caiaué e os genitores
do dendezeiro das variedades Tenera, Dura e Psifera, em relagio a frequéncia mensal de
formagdo de inflorescéncia ginandromorfa, verificon que a maior frequéncia mensal de
formacgdo de inflorescéncia ginandromorfica foi de 60,42% para o cruzamento interespecifico
entre Caiaué e o dendezeiro Psifera (O x P), ndo sendo reversivel e de ocorréncia mensal,
portanto restrita ao gene do dendezeiro da variedade psifera. O mesmo autor verificou
também que a percentagem de germinacdo do polen dos hibridos foi superior a 50%, apesar
de ser inferior a apresentada pelo dendezeiro e Caiaué, que obtiveram percentuais de 84,81 e
73,13%, respectivamente. Esse autor sugeri que aquele percentual nio deva restringir a boa
frutificagdo e produtividade em plantios hibridos desde que haja inflorescéncia suficiente em
antese ¢ populagdo de polinizadores para assegurar a dispersdo adequada de griios de polen.
Para Moura (2008), ao avaliar a acdo dos polinizadores Elaedobius Kamerunicus e Elaedobiu
subvitattus na fecundacio de dendezeiro e HIE no sul da Bahia, verificou que a menor taxa de
fecundacdo foi de 28,3% para o HIE, enquanto que o do dendezeiro foi de 79,4%. Esse
resultado foi devido a inflorescéncia feminina do HIE atrair menor quantidade desses

polinizadores.
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No entanto com todas as limitagdes na utilizagdo de HIE, ainda € uma alternativa que
empresas e produtores de 6leo de palma tém para investir na expansio da cultura, uma vez
que nio se encontrou nas areas plantadas da regifio individuos acometidos pelo AF,
assegurando seu potencial de resisténcia, além de apresentar alto teor de acidos graxos
insaturados muito indicado para o uso na inddstria alimenticia e para produgio de biodiesel.
Acredita-se que as limitacOes, devido tanto a produtividade quanto em relacdo a anomalias
florais, serdo resolvidas através do melhoramento genético, pois existe na variedade Manicoré
grande diversidade genética, principalmente nas encontradas em sub-regides Amazonicas.

No Brasil, atualmente somente as empresas Denpasa ¢ Embrapa sfo responsaveis pela
comercializa¢do de sementes do HIE BRS Manicoré, entretanto a produgdo de sementes ainda
¢ baixa ndo atendendo as necessidades de expansio da cultura. De acordo com o0 MAPA
(2012) no periodo de 2009/2011 cerca de 15,6 milhdes de sementes foram importadas pelas
empresas produtoras de dleo de palma no Para, sendo que 80% foi importada da Costa Rica,
para plantio de 80 mil ha.

Nesse contexto, a producdo atual de sementes pré-germinadas do hibrido ndo atende a
demanda existente, havendo a necessidade de ampliacio dos campos de produgio de
sementes. Contudo, ainda serdo necessartos alguns anos para atender essa demanda (Cunha, et
al., 2010). E concomitante a isso, as pesquisas t€m mostrado que a germina¢do do hibrido
BRS Manicoré € baixa € oscila em torno de 30 a 35,6 % (ANGELQ, et al, 2007, CARDOSO,
2010; MAQUINE et al., 2012).

Estima-se que para atender a demanda nacional para produg¢io de Oleo de palma ha
necessidade de plantio de cerca de 445.000 ha. No Para, em 2012, ja haviam sido plantados
140.000 ba e estima-se, segundo dados das empresas, que a previsdo é de plantar mais
329.000 ha.

No Para, segundo informacdes da Secretaria Especial de Estado de Desenvolvimento
Econdmico e Incentivo a Produg@o (Sedip), serfio utilizados para plantio nos proximos 15
anos cerca de um milhfo de ha de palma. A previsio é que em 10 anos o Para sera um dos
maiores produtores de 6leo de palma do mundo. (Revista Biodiesel, 2012).

Algumas empresas internacionais sdo fornecedoras de outras variedades de HIE dentre elas
ASD (Agricultural Services & Development), sediada na costa Rica, fornecedora dos hibridos
Brunca ¢ Amazon, La Cabafia, empresa colombiana, responsavel pelo desenvolvimento do
hibrido “Marborges Inducoaril” e PalmElit empresa subsidiaria do Cirad (Centro de
Cooperagdo Internacional em Pesquisa Agrondmica para o desenvolvimento) (CUNHA et al
2010).
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A grande davida sobre a aquisi¢do de propagulos, seja sementes pré-germinadas ou plantulas
in vitro, de empresas internacionais fornecedoras de HIE ¢ como serd a adaptagiio dessas
variedades nas condi¢des edafoclimaticas regionais, no que se diz respeito a produtividade e
sanidade, uma vez que essas variedades foram desenvolvidas para terem seu vigor pleno em
condighes diferentes. Assim, necessitam que seu desenvolvimento possa ser avaliado em
condigdes locais por empresas nacionais e internacionais validando ou néo seu potencial.
Alves (2011) em seu trabalho listou dez variedades de palma de 6leo que sdo plantadas pelas
principais empresas no estado do Para, obtidas do campo experimental da Embrapa ¢ a
maioria da ASD, a partir de 1990. Dessas variedades somente trés sio HIE (Compacta x
Ghana, Compacta x Nigeria e Deli x compacta).
Apesar do risco de plantar outras variedades nfo resistente ao AF, empresas que produzem
6leo de palma no Pard importam variedades susceptiveis ou sem comprovagdo sobre sua
resisténcia ao AF. Acredita-se que esta decisdo seja devido ainda a alta produtividade das
variedades africanas e a dificuldade em se obter sementes pré-germinadas de HIE. Segundo o
Ministério da Agricultura em 2012, foram importadas cerca de 80% de sementes pré-
germinadas das variedades africanas por empresas do Para.
Para o Ministério da Agricultura, no Registro Nacional de Cultivares até julho de 2013
haviam cerca de 29 registros de variedades de hibridos distribuidos entre intraespecifico e
interespecifico, das quais apenas dois sdo interespecificos BRS Manicoré sob registro n’
26031, cujo requerente do registro foi a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria-
Embrapa, e Marborges Inducoari 1, sob registro n’ 20642, cujo requerente foi Marborges
Agroindustria S.A. (MAPA, 2013)
Diante desse contexto, o desenvolvimento de técnicas biotecnolégicas pode ser uma
alternativa que permita a melhoria do processo de germina¢io de sementes de HIE para
patamares de produgio comercial, ao auxiliar a oferta ou inovar o mercado brasileiro com
mudas produzidas in vitro, ¢ dessa forma aumentar a oferta tanto para o mercado interno
quanto externo.

O resgate de embrides € uma ferramenta da cultura de tecido que oferece todas as condi¢Ges
necessarias para que os embrides possam se desenvolver originando uma plantula normal
semelhante ao processo convencional.

Na tentativa de contribuir para o incremento da produgio de sementes hibridas de dendé
esfor¢cos tém sido feitos para auxiliar a produgio de mudas sadias, através do resgate de
embrides dos hibridos interespecificos para o desenvolvimento de mudas sadias (ANGELO et

al., 2007; ALVES, 2011; CARDOSO, 2010).
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Nos trabalhos realizados com cultivo de embrides de hibridos interespecificos de dendé néo
foram reportados problemas de enraizamento dos explantes, uma vez que ndo houve a
necessidade de submeter os explantes a indugdo por auxinas (ALVES, 2007, CARDOSO,
2010).

Por outro lado, verifica-se a utilizagio tanto de ANA (1,0 mg L™), quanto de AIB (2,0 mg L)
no enraizamento de palma de oleo (K. guineensis) a partir de plantulas, originados de
embrides zigoticos e brotagles de tecido somatico, respectivamente (KONAN et al., 2007;
MUNIRAN et al., 2008).

Acredita-se que os laboratorios de producio comercial de clones intraespecificos de palma de
oleo na Malasia utilizam algum tipo de auxina para aumentar a indugio de enraizamento das
brotagdes obtidas por embriogénese somatica. Porém essa informacio ndo € divulgada
diretamente por se tratar de segredo comercial.

Alves (2007), ao trabalhar com resgate de embrides de hibridos interespecificos de dendé,
aclimatizou em substrato de vermiculita cerca de 133 plantulas sem registro € apds 60 dias
ndo houve registro de plantulas mortas. Enquanto Angelo et al. 2007, na tentativa de
descrever um protocolo para obten¢do de pléntulas de hibridos interespecifico de dendé,
também através de embrides zigdticos e utilizando substrato comercial obteve plantulas bem
formadas e aclimatizadas aos 125 dias.

Na tentativa de eliminar a fase de pré-viveiro para a produgiio de mudas ex vifro pesquisas
tem sido realizadas com tubetes para reduzir os gastos nessa fase e obter mudas de alta
qualidade. Para Teixeira et al. (2009), verificando o crescimento de mudas de dendezeiro
através do método de sacolas plasticas e tubetes de 120 cm’, observaram que nio existe
diferengas entre as mudas produzidas.

Para Fabiano et al. (2008), testando tubetes plasticos para produgio de mudas de hibrido
intraespecifico de dendé (Tenera), verificaram que as mudas produzidas até os trés meses em
viveiro apresentaram maior crescimento em altura e didmetro e maior produgio de matéria
seca em relagio a0 método convencional (sacolas plasticas) em pré-viveiro.

Essa pesquisa tem como objetivo otimizar o processo de producio de mudas completas e

achimatizadas através da utilizagio de embrides zigéticos de hibridos interespecificos (Elaeis

guineensis x Flaeis oleifera) cultivados in vitro.
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2.2. MATERIAL E METODOS

Essas pesquisas constaram do resgate dos embrides zigéticos, enraizamento das plantulas dos
hibridos que no formaram raizes e aclimatiza¢io das plantas.

As atividades de pesquisas foram realizadas no Laboratorio de Biotecnologia de Plantas da
Embrapa Amazdnia Oriental, Belém/PA. Os frutos dos hibridos CQ266, CQ246, CQ267,
CQ362 e CQ396, provenientes da Embrapa Amazdnia ocidental, Manaus/AM, vieram
despolpados mecanicamente e com endocarpo tratado com fungicida. Esses hibridos estio
sendo caracterizados agronomicamente e avaliados no campo, quanto a producio de cachos e
pardmetros genéticos.

O endocarpo foi quebrado com auxilio de martelo de madeira sobre um pedaco de madeira
contendo um pano cobrindo a superficie cuidadosamente para evitar danos a améndoa
(endosperma) e aos embrides.

As sementes com tegumento foram lavadas com sabdo liquido e 4gua corrente por cerca de
cinco minutos, ¢ em cimara de fluxo laminar foram desinfestadas com alcool a 70% por um
minuto, hipoclorito de sédio a 2,5% por 15 minutos e enxaguadas com &gua autoclavada por
trés vezes e imersdo por 24 horas em 4gua esterelizada.

Os embrides foram retirados da regido da protuberdncia do tegumento da semente, com
auxilio de bisturi, removendo cuidadosamente o tecido adjacente do embrifio sem causar
danos. Com auxilio de pingas o embriio foi removido do endosperma para placas de Petri e
mantidos em 4gua destilada e autoclavada até o momento da assepsia.

A assepsia nos embrides constou de lcool a 70% por um minuto e hipoclorito de sodio a 1%
por dez minutos, seguido de trés lavagens com 4gua autoclavada antes da inoculacio em meio
MS (MURASHIGUE e SKOOG, 1962), suplementado com 3% de sacarose, NaH,PO,
0,017% e phytagel 0,22% .

Para determinagfio da umidade, as sementes dos hibridos com endocarpo inteiro foram
previamente pesadas e submetidas a estufa a 103 + 2 °C por 24 horas de acordo com Regras
para Andlise de Sementes (Brasil, 2009), com quatro repeticdes contendo 10 sementes para
cada hibrido e determinada pela formula: %U = (Pu-Ps/Pu) X 100, onde:

% U =teor de agua; Pu = peso timido das sementes; Ps = peso seco das sementes

Para verificagdo da viabilidade e/ou vigor dos embrides, utilizou-se o teste de tetrazolio
utilizado para a maioria das espécies listadas pela RAS (Brasil, 2009). Os embrides foram
pré-umidecidos por cerca de uma hora, seguido da imersio por 17 horas em solugio de
tetrazolio a 0,5%, no escuro a temperatura de 39 °C, sendo utilizados cinco embrides por
hibrido.



Para a avaliagio individual do teste foi observado as seguintes caracteristicas: coloragio,
resultante da redugdo do sal de tetrazdlio (2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio ou TCT) pela
desidrogenase do acido maélico; intensidade; uniformidade; local da coloragdo; e turgescéncia
dos tecidos do embrido.

Foram considerados viaveis os embrides que apresentaram coloragio vermelho claro
brilhantes, na parte superior, e turgidez no haustorio e inviaveis aqueles que apresentaram
coloracdo vermelho itenso e flacidos no haustério (Figura 2). Os testes de percentual de

umidade e tetrazolio realizados nos hibridos foram considerados como preliminares.

S Parte superior

Haustdrio

Figura 2. Embnido do hibrido interespecifico da palma de oleo (E. oleifera x E. guineensis)

colorido pelos sais de tetrazolio, evidenciando: parte superior ¢ haustorio.

2.2.2 Influéncia da temperatura na Germinacio in vitro de hibridos interespecificos de
palma de 6leo

Os embrides dos hibridos CQ266, CQ246 ¢ CQ362 foram submetidos a dois niveis de
temperatura {25 e 39 °C) para germinar em estufa modelo EL 202/4 no escuro.

O delineamento utilizado foi o fatorial 3 X 2 (Hibrido X temperatura), inteiramente
casualizado com cinco repetigdes por tratamento e a unidade experimental foi composta por
cinco tubos de ensaio contendo um embrifio em cada tubo. Foram avaliados a percentagem
(%) de germinagdo ap6s uma e trés semanas apos a inoculagdo, nimero de embrides
contaminados e altura das plantulas. Foi considerado germinado o embriio que apresentou a
saida lateral do eixo embrionario. Os dados discretos da variavel % de germinacio e nimero
de embrides contaminados foram transformados por V x + 0,5. Para o teste de comparagdo de
médias foi utilizado o teste Tukey a 5% de probabilidade. Para a andlise estatistica foi
utilizado o programa SANEST (ZONTA; MACHADO, 19384).
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2.2.3 Enraizamento de hibridos submetidos a diferentes concentracées de ANA.

As plantulas dos hibridos CQ362 e CQ246 sem raizes tiveram as bases levemente cortadas em
bizel e inoculadas em meio MS suplementado com sacarose a 3%, phytagel a 0,22% e ANA
nas concentracdes de 1,0; 2,0 e 3,0 mg L™ que foram cultivados por seis dias em estufa
modelo EL 202/4 no escuro a 25°C. Em seguida foram transferidos para meio MS/2 com a
mesma constitui¢do do anterior e suplementado de carvio ativado a 3g L' ¢ em fotoperiodo
de 16 horas, e intensidade luminosa de 52 pmolm™s™ de irradisncia fornecidas por lampadas
fluorescentes brancas.

O experimento foi em fatorial 2 X 3, inteiramente casualizado com cinco repeticdes, € a
unidade experimental foi composta por dois tubos com um explante cada. Para a variavel
percentagem (%) de enraizamento foi utilizado o teste de qui-quadrado, enquanto que para
nimero e comprimento de raizes foi utilizada a analise de variancia e teste de comparagio de
medias Tukey a 5% de probabilidade. Os dados discretos da variavel namero de raizes foram
transformados por V x + 0,5. As observagdes foram realizadas quinzenalmente durante 40

dias.

2.2.4 Aclimatizacio de hibridos em tubetes

As plantulas dos hibridos enraizadas in vifro usadas nos experimentos de aclimatizaciio foram
transferidas para viveiro com sistema de nebuliza¢io do Laboratério de Ecofisiologia da
Embrapa Amazdnia Oriental, Belém, Para. Inicialmente, as raizes foram lavadas com agua
corrente para retirar o excesso de meio de cultura. Nesse experimento foram utilizados tubetes
de polipropileno com cerca de 19 X 5 cm. Foram testados os fatores: hibridos (CQ362 e CQ
246); substrato na proporgiio de 1:1 (Terra preta + P6 de coco, Terra Preta e Terra preta +
Palha arroz carbonizada).

Em cada tubete foi adicionado cerca de 0,4 g Osmocot, adubo de liberacdo lenta, apés uma
semana do plantio. A nebuliza¢fio era didria e intermitente com frequéncia de cerca de 2
minutos.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado com cerca de cinco repeticdes, a
unidade experimental foi composta de duas plantulas. As varidveis analisadas foram % de
sobrevivéncia, que foi transformada através de Vx +0,5, e niimero de folhas. As observacdes
foram realizadas mensalmente durante 90 dias. Para a analise estatistica foi utilizado 0

programa SANEST (ZONTA; MACHADOQ, 1984).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Testes preliminares

Os resultados dos testes preliminares deram um indicativo da qualidade fisiolégica (vigor e
viabilidade) dos embries que haviam sido beneficiados no més de jutho de 2011 e somente
foram utilizados em outubro do mesmo ano.

A umidade das sementes dos hibridos CQ246 e CQ362, variaram de 15,69% ¢ 18,61%,
respectivamente (Tabela 1). Sugere-se que as sementes dos hibridos tém capacidade de
armazenar uma quantidade maior de dgua em relagdo ao Tenera (. guinnenesis), uma vez
que Green (2012) observou que sementes de Tenera armazenadas em camaras frias por cerca
de um e cinco meses, apods a coleta obtiveram percentuais médios de umidade em base Gimida
em torno de 14,78% e 14,66%, respectivamente.

Esses resultados mostram que a dorméncia causada pelo tegumento da semente do hibrido
evita que as mesmas percam umidade para o ambiente, sugerindo que essas sementes
apresentam viabilidade longa, como também foi reportado por Costa e Marchi (2008). A
umidade ndo deve ser o unico fator importante para determinacio da germinacio de embrides
do hibrido, as caracteristicas fisicas também devem ser consideradas, uma vez que sementes
com menor percentual de umidade apresentaram maior viabilidade comparada aquelas com
maior percentual, como ser4 visto na tabela 2.

Tabela 1. Percentagem de umidade em sementes dos hibridos interespecifico de palma de
Oleo (K. oleifera x E. guineensis),sob teor de 4gua em base Umida. Embrapa Amazénia
Oriental, Belém, PA, 2013,

Hibrido % Umidade
CQ-246 15,69
CQ-396 16,65
CQ-266 17,07
CQ-267 17,46
CQ-362 18,61

Quanto ao teste de tetrazélio realizado inicialmente nos embrides dos hibridos foi verificado
que todos sofreram reacgio de redugdo dos sais pela desidrogenase do acido malico em
temperatura de 39 °C, no escuro, imersos por 18 horas. A coloracio do embrifo apresentou
tonalidades variando de vermelho intenso a0 vermelho claro. Todos os embrides foram
coloridos, porém somente com a mudanga de cor ndo foi possivel classificar com precisdo a

viabilidade dos mesmos, havendo necessidade de associar outra caracteristica como o
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intumescimento para afirmar a respeito de sua viabilidade, que s6 foi confirmada apds a
germinagao.

Foram considerados viaveis os embrides dos hibridos CQ266, CQ246, CQ362, e ndo viaveis
os embrides CQ396 e CQ267 (Tabela 2). Todos os hibridos viaveis originaram plantulas com
parte area bem formada e vigorosa, contudo apenas 22% das plintulas apresentaram raizes.

Tabela 2. Teste de tetrazdlio para embrides (x16) de hibridos interespecificos de palma de
Oleo (E. oleifera x E. guineensis), submetidos a imersdio por 17 horas em solucio de sais de
tetrazolio a 0,5% a 39 °C, no escuro. Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA, 2013.

~ Hibrido Coleracio Caracteristica fisica Classificacio
Vermelho claro nio Turgido brilhante no Viavel/vigorosa
uniforme na parte haustério

superior

Vermelho claro no Turgido brilhante no Vidvel/vigorosa
uniforme na parte haustorio
superior

Vermelho intenso  Flacido no haustério  Ni3o  viavel/ndo
uniforme na parte vigorosa
superior

Vermeltho claro nio Turgido brilhante no Viavel/vigor
uniforme pa parte haustorio
superior
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Vermelho claro ndo Flacido no haustério  Nido  vidvel/nfo
uniforme na parte vigorosa
superior

CQ 396

2.3.2 Germinacio de hibridos em diferentes temperaturas

Os resultados aqui obtidos da germinago in vifro corroboraram com os obtidos pelo teste de
tetraz6lio que evidenciou que os embrides dos hibridos CQ267 e CQ396 ndo se encontravam
vidveis, portanto nio germinaram, ambos com percentual endégeno de contaminagdo médio
de 61,9% de origem bacteriana. Por esse motivo ndo foram utilizados nesse experimento

sendo, portanto descartados da analise estatistica.

A germinacdo in vitro é morfologicamente bem distinta da germinagiio ex vitro, enquanto
nesta ocorre a formagdo de uma massa denominada de botfo germinativo (COSTA;
MARCHI, 2008), na in vitro surge lateralmente na regifio superior do embrifio, com a
formagiio de um eixo cilindrico esbranqui¢ado com encurvamento em direciio ao meio de
cultura (Figura 3). Observou-se que o embrifio apresenta duas regides bem distintas uma mais
alargada de coloragio creme, denominada aqui de superior, e outra branco-leitosa definida
como haustério, regido que permite a nutricio do embriio no interior da semente. Na

germinacdo in vitro esse tecido desaparece lentamente durante o desenvolvimento da plantula.

Figura 3. Embrido do Hibrido da palma de 6leo (. oleifera x E. guineensis). a-embrido e b-
eixo embrionario. Embrapa Amaz6nia Oriental, Belém, PA, 2013.
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A germinagdo dos embribes teve inicio aos seis dias em temperatura de 39 °C, enquanto a 25
°C iniciara a partir de 14 dias, com caracteristicas semelhantes de germinagdo.

A fase inicial de germinagio dos embrides na primeira semana teve influéncia altamente
significativa (p<0,001), somente para o fator temperatura (Tabela 3). Mantendo-se o0 mesmo
resultado na terceira semana, evidenciando que ndo houve influéncia do gendtipo (hibrido)
durante a germinacao, que essa dependeu exclusivamente das temperaturas 25 e 39 °C.

Para a variavel nimero de embrides contaminados, verificou-se que a contaminagdo foi
ocasionada somente pelos genétipo com (p<0,01).

No entanto, para a variavel altura de plantulas foi verificado que esta caracteristica é mais
dependente do gendtipo e que a temperatura tem influencia para essa manifestagio (Tabela 3).

Tabela 3. Analise da varidncia para percentagem (%) de germinac¢3o na primeira (1* sem.) e
terceira semana (3" sem.), nimero de embrides contaminados e altura das plantulas (Alt.) dos
hibridos interespecificos (£. oleifera x E. guineensis) submetidos a temperaturas de 25 e 39
°C. Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA, 2013.

QM(l)

% Germinacio

Fonte de variagio GL 1%sem. 3"sem. N.emb.cont. Alt. (mm)

Hibrido (Hb) 2 3.0™ 0,52 0,117 258,77
Temp.(Tp) 1 54587 43" 0,1% 8427
Hb X Tp 2 1,5 0,18™ 0,02 ™ 317,5
Residuo 24 16 0,71 0,03 59,23
Total 29

CV(%) 27.8 9,0 22.3 36,8

"Quadrado médio. ™ Nio significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.” ¢~ Significativoa 1% e
0,1%, de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

De acordo com a Figura 4, verifica-se que a temperatura de 39°C induziu na primeira semana
o malor percentual de germinagdo de 77,9%, enquanto que os embrides submetidos a
temperatura de 25 °C, apenas 0,1 % germinaram, diferindo estatisticamente entre si. Acredita-
se que a maior temperatura (39 °C) desencadeou mais rapido o processo germinativo nos
embrides, uma vez que induz a aceleragdo dos processos fisicos e metabolismo, como a
embebicdo e ativag@o das enzimas desidrogenases que catalisam as reagdes respiratérias no

interior das mitocOndrias, durante a glicolise € o ciclo de Krebs, no embridio.
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Costa e Marchi (2008) citam vérios trabalhos com temperaturas na faixa de 38 a 42 °C
utilizadas para acelerar o processo germinativo pelo inicio das atividades metabblicas em

sementes de k. guineensis, durante o tempo de 30 a 80 dias.

Logo, o teste de tetrazolio feito com objetivo de verificar a qualidade fisioldgica dos embrides
indicou grande atividade das enzimas desidrogenases na temperatura de 39 °C, que resultou
na colorago vermelho fraco, principalmente na regido superior do embrifio, sinalizando

grande atividade respiratéria, que culminou na germinagio daqueles embrides.

c‘//
80 -/; )
70+
///
!g 60 f / /’/W
On i /
& 50 . p
£ ay
£ 40 /,/ -
P H -
e
&30 7
o e
=20 - s
10 -+ 7
0 3‘ 4 H
25°C 39 °C
Temperatura

Figura 4. Percentagem (%) de germinacdo de hibridos de palma de dleo (E. oleifera x E.
guineensis), na primeira semana, em que foram submetidos as temperaturas de 25 e 39 °C.
(médias seguidas pelas mesmas letras mintisculas, niio diferiram entre si, pelo teste de Tukey,
a 5%). Embrapa Amaz6nia Oriental, Belém, PA, 2013,

Na terceira semana, o percentual de germinacio foi supertor em ambas as temperaturas se
comparado com percentual da primeira semana. Portanto os embrides submetidos a
temperatura de 39 °C apresentaram percentual de germinacio de 94,4%, em comparagio a 25
°C cujo percentual foi de 80,3%, diferindo estatisticamente entre si. (Figura 5). Os embrides
submetidos a temperatura mais baixa tiveram um tempo maior para ativagio do processo
germinativo que ocorreu de forma mais lenta até o final da avaliagdo. Nessa fase, observou-
se que os embrides que se encontravam viaveis e que foram inoculados na temperatura de 25
°C tiveram comportamento semelhante aos inoculados em 39 °C, mesmo que as respostas

para diferenciacdo tenha ocorrido para germinar na menor temperatura em maior tempo, o que
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esta relacionado as enzimas desidrogenases responsavels por desencadear o processo

germinativo.
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Figura 5. Percentagem (%) de germinacdo de hibridos de palma de 6leo (. oleifera x E.
guineensis), na terceira semana, em que foram submetidos as temperaturas de 25 °C e 39 °C.
(médias seguidas pelas mesmas letras minusculas, nio diferiram entre si, pelo teste de Tukey,
a 5%). Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA, 2013.

Em relacido a variadvel nimero de embriSes contaminados, verificou-se que a contaminagio
dos embrides foi baixa e que o hibrido CQ266 apresentou maior incidéncia com média de 0,3
embrides, ndo diferindo estatisticamente do CQ362 que alcangou média de 0,1 embrides. E a
auséncia de contaminac¢do fo1 obtida pelo CQ246. As contaminagfes foram exclusivamente
causadas por fungos (Figura 6). Em experimentos anteriores foi verificada a grande incidéncia
de contaminacdo, inviabilizando os experimentos montados, principalmente por bactérias que
fez com que fossem realizados dois procedimentos de assepsia. Essa dupla assepsia realizada

ndo foi verificada em outros trabalhos ja realizados com palmeiras (ALVES, 2011;
CARDOSO et al. 2010; MOURA 2007; PADUA, 2012).

Acredita-se que esses baixos valores de contaminagdo foi devido a dupla assepsia realizada,
uma na semente e outra no embrido, contribuiram para tal, pois percentuais foram menores

que os obtidos por Cardoso et al. (2010), em sementes de 17 variedades de hibridos de palma

de dleo, que variaram de 7,5% a 37%.



52

/2]

Q

0

5 03 -

E 2025 +—

BT 02 -

25015

gE"

‘EE 0,1 T

o 9005 - b

o]

.E O Am___u—r—-“’m

= . ._
] CQ246 CQ266 CQ362

Hibrido

Figura 6. Média do nimero de embribes contaminados de hibridos de palma de 6leo (E.
oleifera x E. guineensis), na terceira semana, em que foram submetidos as temperaturas de 25
°C e 39°C. (médias seguidas pelas mesmas letras minasculas, ndo diferiram entre si, pelo teste
de Tukey, a 5%). Embrapa Amazdnia Oriental, Belém, PA, 2013.

As plantulas dos hibridos produzidas in vitro, durante as trés semanas, apresentaram
crescimento do epicotilo normal semelhante aquelas desenvolvidas pelo processo
convencional com diferencial de serem esbranquicados pela auséncia de luz. Também foi
observada a auséncia de raizes em 78% das plantulas formadas, e surgimento de 22% de
raizes no hibrido CQ 246, o que pode estar relacionada a constitui¢io genética do hibrido, ao
meio de cultura, a fonte e concentragio de sacarose ou a outros fatores intrinsecos.

Cardoso et al. (2010), ao estudar a germinaciio de HIE em diferentes meios de cultura durante
12 semanas, ndo reportaram a ocorréncia de plantulas sem raizes ¢ nem a qualidade do
sistema radicular formado, obtendo até 100% de germinagiio, dependendo do hibrido, em
meio Y3. Enquanto que Alves et al. (2011), ao resgatar embrides zigoticos de HIE obtiveram
durante 60 dias 57,9% e 37,9% das plantulas com formacio de folhas e raizes,
respectivamente, em meio MS e ¥ MS livres de reguladores de crescimento.

Segundo Angelo et al. (2011) ao testarem diferentes fontes de carbono em meio MS para
estudar o desenvolvimento de embrides zigoticos de HIE, verificaram que a maior quantidade
de raizes formadas foi obtida com fonte de glicose na concentragiio de 20g L™, em relacdo ao
uso de sacarose em concentragdes de 30, 20 e 10g L™, as quais apresentaram menores mimero

de raizes formadas. Enquanto que para Muniran et al. (2008), ao utilizarem o meio Ng, MS e
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Y5 no desenvolvimento de embrides de E.guineensis, verificaram que 0s maiores percentuais
de plantulas enraizadas foram obtidas em meio Y3 com a adigéo de 2 mg L de AIB.
Konan et al. (2007) ao enraizarem plantulas incompletas de E. guineensis obtidas via
embriogénese somatica, verificaram que os percentuais de enraizamento variaram segundo o
material genético e tamanho da parte aérea em mejo de cultura MS com adigdo de 1,0 mg Lt
de ANA.
A altura de plantula foi influenciada pela temperatura de 39°C, na qual o maior crescimento
foi de 36,4 mm no hibrido CQ362, que nio diferiu estatisticamente, apenas do CQ246 (Figura
7). Enquanto que na temperatura de 25 °C, a maior altura alcangada foi de 21,2 mm para o
hibrido CQ246, semelhante estatisticamente ao CQ266 e CQ362, que atingiram 13 mm ¢ 12,9
mm, respectivamente apds 21 dias. Percebe-se que com o aumento da temperatura houve
maior crescimento das plantulas in vitro de acordo com o gendtipo.

Angelo et al. (2011) ao inocularem embrides de HIE em meio MS em temperatura de 26 +2
°C, com diferentes fontes de agucar e concentragdo obteve aos 60 dias de cultivo, plantulas
com 6,5 cm de comprimento. Enquanto que Cardoso et al. (2010) & temperatura de 25 £3 °C
em 12 semanas obtiveram maior comprimento em hibrido com 3,8 cm em meio Y3, e Alves

(2007), na mesma temperatura, HIE cultivados por 60 dias, 2,61 cm em meio 2 MS.
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Figura 7. Altura médias de hibridos de palma de 6leo (E. oleifera x E. guineensis), na terceira
semana, em temperaturas de 25 °C e 39 °C. (médias seguidas pelas mesmas letras minasculas
na linha e maisculas na coluna nio diferiram entre si, pelo teste de Tukey, a 5%). Embrapa
Amazonia Oriental, Belém, PA, 2013.
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2.3.3 Enraizamento de hibridos submetidos a diferentes concentracdes de ANA

Na primeira avaliagdo apos 15 dias de cultivo houve certa dificuldade de visualizag¢do do
momento exato da indugdo dos primérdios radiculares, devido a presenca do carvio ativado
no meio de cultura, o que deve ter ocorrido com cerca de 10 dias de cultivo. Iniciando
primeiramente pelo hibrido CQ362 na concentragio de 1,0 mg L' de ANA (Figura 8-a) em
60% das plantulas apds 17 dias de cultivo. O enraizamento do hibrido CQ 246 s6 foi
verificado apés 34 dias, na mesma concentracdo, em 40% das plantulas que se estendeu até
aos 40 dias de cultivo quando mais de 50% das plantulas apresentavam raizes.

As plantulas apresentavam-se vigorosas e de coloragio verde, com niimero médio de foliolos
de 2,8 e 2,4 para os hibridos CQ362 e CQ 246, respectivamente. A altura média alcancada
pelo hibrido CQ362 foi de 80,2 mm, seguido pelo CQ246 de 24,6 mm de comprimento
(Figura 8-b).

As raizes formadas apresentavam-se esbranquicadas, com formacio de raizes secundarias no
hibrido CQ362, mas sem presenca de pelos absorventes (Figura 8-c,d). Enquanto que para o
hibrido CQ246 as raizes eram mais grossas, nio houve a formacdo de raizes secundarias e
nem pélos absorventes.

Acredita-se que as plantulas do hibrido CQ362 apresentaram maior crescimento vegetativo
devido as caracteristicas do sistema radicular, que se encontravam bem formado com

distribuicdo de raizes secundérias no entorno da raiz priméria.
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Figura 8. Enraizamento de plantulas de hibridos interespecificos de palma de oleo (E.
oleifera x E. guineensis), submetidos a diferentes concentragdes de ANA apés transferéncia
para o meio de cultura MS. Evidenciando: a- Plantulas do hibrido CQ362 com raiz; b-
Plantula vigorosa do hibrido com dois foliolos; ¢- Raiz priméria e secundaria, sem pelos
absorventes do hibrido CQ362; d-Plantulas enraizadas do hibrido CQ362 nas concentra¢des
de 1,0e2,0mg Lt da esquerda para direita. Embrapa Amazdnia Oriental, Belém, PA, 2013.

As plantulas enraizaram independente do hibrido (Tabela 4) mas a concentragio de ANA
(Tabela 5) apresentou diferenca significativa com (p<0,05) gquanto ao niimero de raizes
obtidas, sendo que maior nimero de plintulas enraizadas, com 16 individuos, ocorreu em
ANA a 1,0 mg L, entretanto, observa-se que a concentracdo mais indicada ndo diferiu
significativamente da concentra¢io de 2,0 mg L' que proporcionou o enraizamento de 12
individuos (Figura 9). Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por Konan et al.
(2007), ao enraizarem brotagdes de trés clones de E. guineensis obtidos através de
embriogénese somatica, usando concentragio de 1,0 mg L™ de ANA e obtendo 81,5% de taxa

de enraizamento.
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Ledo et al. (2007) ao transferir plantulas germinadas in vifro de coqueiro-ando-verde para

meio Y3, suplementado com 1,0 mg L™ de ANA e 0,5 mg L™ BAP, verificaram o incremento

no pumero de raizes formadas.

Tabela 4. Teste de qui-quadrado para comparagio de plantas enraizadas in vitro nos hibridos
interespecificos de palma de oleo (E. oleffera x £. guineensis).

Hibridos Plantulas enraizadas  Plantulas ndo enraizadas Total
CQ362 20 10 30
CQ246 16 14 30

Total 36 24 60
K =L1%gl=1

™ Nio significativo

Tabela 5. Teste de qui-quadrado para comparacdo entre concentragdes de ANA no
enraizamento de plantas in vitro de hibridos interespecificos de palma de 6leo (E. oleifera x E.

guineensis).
ANA (mg L") Plintulas enraizadas  Plantulas ndo enraizadas Total
1,0 16 4 20
2,0 12 8 20
3,0 8 12 20
Total 36 24 60
' =6,6:gl=2

" Significativo a 5 % de probabilidade
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Figura 9. Comparagio de médias para o namero de plantas enraizadas in vitro de hibridos de
palma de dleo (E. oleifera x E. guineensis), submetidos a diferentes concentracdes de ANA
(1,0, 2,0 € 3,0 mg LY. (médias seguidas pelas mesmas letras minisculas ndo diferiram entre
si, pelo teste de y°, a 5% de probabilidade). Embrapa Amazénia Oriental, Belém, PA, 2013.
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Nesse trabalho a interac@o entre gendtipo e regulador de crescimento para enraizamento foi
significativa com (p< 0,05) de probabilidade, indicando que pelo menos um gendtipo em
determinada concentragdo se diferenciou das demais combina¢bes quanto ao nimero de
plantas enraizadas (tabela 6). As combinag¢des que proporcionaram maior nimero de plantulas
enraizadas com cerca de 10 e 7 individuos foram as combinac¢des T1{CQ362 + 1,0 mg L~
'ANA) e T5 (CQ246 + 2,0 mg L™ ANA), respectivamente, as quais ndo diferiram entre s
(Figura 10).

Tabela 6. Teste de qui-quadrado para comparagdo das interacdes entre hibridos e
concentra¢oes de ANA no enraizamento de plantas HIE de palma de 6leo (E. oleifera x E.

guineensis).

Tratamentos Plantulas enraizadas Plantulas nio enraizadas Total
T1-CQ362 + 1,0ANA 10 0 10
T2-CQ362 + 2,0ANA 5 5 10
T3-CQ362 + 3,0ANA 5 5 10
T4-CQ246 + 1,0ANA 6 4 10
T5-CQ246 + 2 0ANA 7 3 10
T6-CQ246 + 3,0ANA 3 7 10

Total 36 2 60

*

Y=11,65;gL=5

" Significativo a 5% de probabilidade

Verificou-se também que foram induzidas raizes de trés tipos: raizes primarias de maior
diametro e comprimento diferenciadas do mesmo eixo da parte area; adventicias diferenciadas
lateralmente; e raizes secundarias que surgiram das primarias ¢ estavam bem distribuidas ao
longo do eixo radicular e caracterizavam-se por terem menor didmetro e comprimento. N&o
foi observado a formagao de pelos absorventes nas raizes formadas nas plantulas.

As raizes apresentaram diferentes distribuigdes do sistema radicular, denominadas de
polimérficas (MUNIRAN et al, 2008). Foram registradas as seguintes arquiteturas
radiculares: Raiz priméria vertical para baixo e para cima, secundaria vertical para cima e
adventicia para baixo e para cima. Muniran et al. (2008) observaram que embrides
germinados in vitro de E.guineensis formaram somente dois tipos polimorficos de sistema
radicular, o vertical e o horizontal. Acredita-se que no atual trabatho, houve maior
polimorfismo do sistema radicular, devido ao corte feito na base das plantulas expondo maior
quantidade de tecidos organogénicos ao meio de cultura, que culminaram na formagio de

raizes.
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Figura 10. Comparacio de médias para o nimero de plantas enraizadas in vifro de hibridos
CQ362 e CQ246 de palma de dleo (K. oleifera x E. guineensis), submetidos a diferentes
concentraces de ANA. (médias seguidas pelas mesmas letras mintisculas ndo diferiram entre
si, pelo teste de y°, a 5% de probabilidade). Embrapa Amazdnia Oriental, Belém, PA, 2013.

Ocorreu diferenca significativa (p<0,05) quanto ao nimero de raizes induzidas (Tabela 7),
considerando como fator de variagao a concentracdo de ANA e o comprimento das raizes,
considerando os hibridos a concentragdo de ANA muito significativo com (p<0,01), altamente

significativo com (p<0,001), e interacido também considerada significativa com (p<0,05).

Tabela 7. Analise da varidncia para as varidveis numero e comprimento de raizes de plantulas
de hibridos interespecificos de paima de dleo (. oleifera x E. guineensis), apos transferéncia
para o meio de cultura MS. Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA, 2013.

QM(l)
Fonte de variacio GL Numero raizes Comprimento raiz
Hibrido (Hb) 1 1,07™ 146,34
ANA 2 1,35 24936
Hb X ANA 2 0,78 ™ 69,6
Residuo 24 0,25 16,16
Total 29
CV (%) 31,9 61,3

M) Quadrado médio. ™ Nio significativo.  , ¢ = Significativo a 0,1; 1 ¢ 5%, de probabilidade,
respectivamente, pelo teste F.

O maior nimero de raizes foi verificado a 1,0 mg L™ de ANA com média (3,2), cuja diferenca

ndo significativa a 2,0 mg L™ foi de 2,1 (Figura 11). As plintulas enraizadas através desse
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experimento foram comparadas com outras obtidas in vifro que enraizaram naturalmente, ou
seja, sem a adigdo de reguladores de crescimento. Morfologicamente ambas apresentaram as
mesmas estruturas que se caracterizavam por raizes primarias, secundarias e auséncia de pélos
radiculares, porém com a diferenca da presenca de raizes adventicias nas plintulas induzidas a

enraizar (Figura 12).
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Figura 11. Comparacio de médias do numero de raizes formadas em plantas enraizadas de
hibridos de palma de 6leo (E. oleifera x E. guineensis), submetidos a diferentes concentractes
(1,0; 2,0 e 3,0 mgL™) de ANA. (médias seguidas pelas mesmas letras minusculas ndo

diferiram entre si, pelo teste de x% a 5% de probabilidade). Embrapa Amaz6nia Oriental,
Belém, PA, 2013.

Os resultados mostraram que plantulas iz vifro foram enraizadas com maior percentual e em
menor tempo com a utilizagdo de ANA, se comparado com outros trabalhos publicados. Alves
(2007), ao utilizar variagbes do meio MS sem regulador de crescimento para o
desenvolvimento de plantulas de duas variedades de HIE, obteve em 60 dias média de 1,4
raizes por plantula, enquanto Angelo et al. (2011) a partir de embrides de HIE em meio MS
com diferentes fontes de carbono (glicose e sacarose) e sem regulador de crescimento,
obtiveram em glicose na concentragio de 30 g L™ aos 50 dias média de 3,3 raizes por
plantula.

Os resultados evidenciaram que a indugio de raizes in vifro é semelhante a formagio natural
de raizes nos embrides de HIE germinados nas mesmas condigdes, e que essa técnica pode ser
uma solucdo para resolver o problema de enraizamento que variedades de hibridos
apresentam, assim como para o enraizamento de brota¢des obtidas via embriogénese

somatica.
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Figura 12. Raizes de plantulas de hibridos interespecificos de palma de 6leo (E. oleffera x F.
guineensis). Evidenciando: a- Raiz primaria (rp) e secundaria (rs) do hibrido CQ246 obtida da
germinagdo i vitro em meio MS; b- Raizes do hibrido CQ362 obtida da germinacio in vitro
em meio MS; c- Raizes do hibrido CQ362 induzidos na concentra¢do de 1,0 mg L'iANA; d-

Os hibridos apresentaram comprimento de raiz diferente, ao serem submetidos as diferentes
concentragGes de ANA (Figura 13). Para as plantulas do hibrido CQ362 o0 maior comprimento
foi de 17,4 mm, obtido na concentragdo de 1,0 mg L™ de ANA, diferindo estatisticamente das
demais concentrages. Enquanto que para as plantulas do hibrido CQ246 o maior
comprimento foi de 6,9 mm, apesar de ndo diferir estatisticamente nas demais concentragdes,
Ocorreu que ambos os hibridos, nas concentragbes de 2,0 e 3,0 mg L7 apresentaram
crescimento das raizes semelhantes.

Esses resultados, apesar de terem sido obtidos através da inducio ao enraizamento de
plantulas com a utilizagio de ANA no decorrer de 40 dias, sdo similares aos obtidos por Alves
(2007) que obteve plantulas de HIE com raiz medindo no méximo 2.4 cm de comprimento,
assim como os obtidos por Cardoso (2010) que obteve plantulas de HIE com comprimento de
raiz de 2,22 cm e Angelo et al. (2011) que obtiveram plantulas de HIE com 1,82 cm de

comprimento de raiz.
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A resposta morfogénica ao regulador de crescimento ANA foi diferente e dependeu do tipo de
tecido, do gendtipo, da concentragdo e da especificidade desse regulador ao tecido vegetal
exposto. O ANA teve maior especificidade para a rizogénese no hibrido CQ362, na
concentragdo de 1,0 mg L™ e tornou-se de menor efeito em maiores concentracdes, assim

como ndo foi tdo eficiente para o hibrido CQ246.

matasculas na coluna ndo diferiram entre si, pelo teste de y% a 5% de probabilidade).
Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA, 2013.

2.3.4 Aclimatizaciio de hibridos em tubetes

A utiliza¢do de tubetes para substitui¢do de sacolas plasticas na produgéio de mudas de palma
de dleo na fase de pré-viveiro é uma técnica recente e pouco adotada pelas empresas que
fazem plantio na regido, que preferem o método de produgdo convencional de mudas pelo uso
de sacolas plasticas nio renovaveis. Acredita-se que essa escolha seja cultural, a limitada
informagdo sobre as caracteristicas do uso da técnica e a falta de empresas locais que possam
fornecer material para atender a grande demanda. Poucos trabalhos foram realizados com
objetivo de suprir essa importante informag3o, principalmente com a palma de odleo
(TEIXEIRA et al, 2009), que oportunizaré tanto a reducdo dos custos de manejo, quanto a

pressao sobre os recursos naturais das reas utilizadas, durante essa fase.
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Até 0 momento ndo se tem relato de trabalhos que tenham utilizado a producio de HIE em
tubetes e nem aclimatizagdo de mudas obtidas 7 vizro tanto da variedade Tenera quanto do
HIE. Portanto, essa pesquisa é pioneira em se tratando de aclimatiza¢do de plantulas de HIE
produzidas in vitro.

As plantulas aclimatizadas dos hibridos CQ246 ¢ CQ362 que apresentavam sistema radicular
bem formado em tubetes contendo substratos regional e de ficil obtengdio. A aclimatizacio
ocorreu no periodo conhecido como inverno amazOnico, que caracteriza-se por chuvas
intensas principalmente no periodo da tarde. A estufa de nebulizacdo era coberta apenas com
sombrite, 0 que submetia as plantulas ao excesso de umidade, principalmente no substrato de
dificil percolagio.

Durante as avaliagdes verificou-se que as plantulas estavam sendo atacadas por insetos que
danificavam as folhas, o que inviabilizou a coleta dos dados em relacdo ao tamanho das
folhas. Nas primeiras duas semanas a mortalidade foi de 31,67% de plantulas,
independentemente do tipo de substrato, sendo que o maior percentual (21,67%) foi
verificado no hibrido CQ246, enquanto que 0 menor percentual de 10% no CQ362. Aos 90
dias, foi realizada a avaliacio final que apresentou taxa de 61,7% de mortalidade das
plantulas, sendo a maior (38,3%) no CQ246, seguido pelo CQ362 com 23,3%. Acredita-se
que essas mortes foram devidas principalmente ao excesso de umidade no substrato e is
chuvas constantes.

A sobrevivéncia das plantulas durante a aclimatizacio foi significativa considerando o tipo de
hibrido e substrato com (p<0,05) e muito significativo (p<0,01), sendo também significativa a
interagio (p<0,05). Fato semelhante foi observado para o nimero de folhas desenvolvidas
(Tabela 8).
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Tabela 8. Analise da varidncia para as varaveis percentagem (%) de sobrevivéncia e niimero
de folhas de plantulas de hibridos interespecificos de palma de Gleo (E. oleifera x F.
guineensis), aclimatizadas em tubetes com diferentes substratos. Embrapa Amazénia Oriental,
Belém, PA, 2013.

QMY
Fonte de variacio GL % sobrevivéncia Niimero de folhas
Hibrido (Hb) 1 44917 1.8
Substrato (Sb) 2 84,417 2,887
Hb X Sb 2 41,01 ° 1,75
Residuo 24 87 0,27
Total 29
CV (%) 63,2 37.3

% Quadrado médio, ™ Nao significativo pelo teste F. ¢~ Significativo 2 19 & 0,1%, de probabilidade,
respectivamente, pelo teste F.

Verificou-se que 100% das plantulas do hibrido CQ362 sobreviveram no substrato composto
por terra preta + p6 de Coco, apesar de ndo apresentar diferencas estatisticamente
significativas do substrato somente contendo terra preta. Quanto as plantulas do hibrido CQ
246 o melhor substrato foi somente terra preta, com percentual de sobrevivéncia de 25,8%,
porém ndo diferindo estatisticamente dos demais (Figura 14).

Ha indicagiio de que o substrato de terra + p6 de coco sejJa mais propicio na fase de
aclimatizacio das plantas, devido a0 p6 de coco ter agido como barreira para evitar que o
excesso de agua fosse distribuido por todo o substrato, uma vez que foi observada a formacio
de lamina de agua na superficie, ¢ abaixo dessa ndo foi observado excesso de agua,
permitindo que as raizes nio fossem estressadas pelo excesso de 4gua. As trocas gasosas
foram realizadas provavelmente pela abertura inferior do tubete, evitando o apodrecimento
das raizes, concomitante a isso o sistema radicular do hibrido CQ362 foi bem formado
durante o processo de enraizamento com desenvolvimento de raiz. adventicia, principal e
secundarias bem distribuidas.

Segundo Ramos et al. (2012), a fibra ou pé de coco é um excelente substrato agricola por
apresentar estrutura fisica vantajosa, proporcionando alta porosidade e potencial de retencio
de umidade, porém seu melhor efeito esta associado 20 uso de solugdes nutritivas.

Ao comparar a densidade dos substratos terra preta, terra preta + po6 de coco e terra preta +
palha de arroz, verificou-se que a terra preta apresenta maior densidade em torno de 3,27 g

cm” em relagdo aos demais substratos testados, enquanto os dois Gltimos apresentam
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praticamente a mesma densidade entorno de 2,43 g cm™, isso nas mesmas condig¢des. Desta
forma evidenciando que o p6 de coco e palha de arroz sdo substratos que fazem com que o
tubete fique mais leve facilitando o manejo no campo.

Esses resultado foram semelhantes aos obtidos por Saidelles et al. (2009) que testaram a
utilizagdo da casca de arroz carbonizada em diferentes proporgdes de solo em tubetes para
formacdo de mudas de Tamboriu-da-mata (Enterolobium contortisiliquum) e Garapeira
(Apuleia leiocarpa) ¢ verificaram que com a adigio de arroz carbonizado ao solo houve a
reducdo na densidade do substrato e concluiram que a methor propor¢do é de 1:1, por
favorecer o maior desenvolvimento da muda de E. contortisiliguum, enquanto que o aumento
da proporgdo diminui o desenvolvimento das mudas de 4. leiocarpa.

Para Teixeira et al. (2010), a utilizacio de tubetes em substituicdo a sacolas plastica na fase de
pré-viveiro para palma de 6leo apresenta vantagens onde se destacam a boa formacdo do
sistema radicular, rapido crescimento inicial das mudas, menor consumo de substrato, maior
namero de mudas por area, possibilidade de reciclagem e facilidades operacionais, como

peso, transporte ¢ transplante das mudas,
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Figura 14. Percentagem (%) de sobrevivéncia de plantulas de hibridos interespecificos (CQ
246 ¢ CQ362) de palma de 6leo (E. oleifera x E. guineensis), aclimatizadas em tubetes com
diferentes substratos. (médias seguidas pelas mesmas letras miniisculas na linha e maitsculas
na coluna nio diferiram entre si, pelo teste de Tukey, a 5%). Embrapa Amazdnia Oriental,
Belém, PA, 2013.
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Verificou-se também que em relagdo ao numero de folhas o methor substrato foi terra preta +
po de coco, que resultou na formagdo de 5,9 folhas no hibrido CQ362, apresentou diferencas
estatisticamente significativas em relagiio aos dois outros substratos (Figura 15). No entanto
para o hibrido CQ246, o melhor substrato foi terra preta com 1,6 folhas formadas, apesar de
nao diferir estatisticamente da combinacdo de terra preta com p6 de coco e patha de arroz.
Resultados promissores também foram obtidos por Reis et al. (2013) ao testarem diferentes
composi¢do de substratos em tubetes para adaptacdo e desenvolvimento de mudas de
pupunheira (Bactris galsipaes) aos 4 e seis meses. Verificaram que as melhores composicdes
foram utilizando 80% de fibra de coco + 20% de Plantmax e 80% de fibra de coco + 20% de
fibra de pupunheira composta que obtiveram os maiores valores para as caracteristicas altura,
diametro do coleto e niimero de folbas e maior peso de massa seca.

A utilizagdo de tubetes para realizar a aclimatizagdo de plantulas produzidas in vifro, pode ser
uma alternativa viavel para produ¢io de mudas bem formadas. Essa pesquisa obteve
resultados que corraboram com os de Texeira et al (2009), que ao testar tubetes juntamente
com adubo de liberagio lenta, mostraram que se pode fazer a substituicio do sistema
convencional da produgio de mudas pela utilizagdo de tubetes sem comprometer o
desenvolvimento final das mudas.

Acredita-se que todos os substratos testados possam ser utilizados ndo ficando evidenciado
nesse experimento, provavelmente pelo excesso de umidade no ambiente durante a execucio
do experimento. Torna-se importante a mistura da terra preta com outros substratos leves
regionais de facil obtencdo, boa qualidade ¢ de baixo custo, dessa forma resultando na
redugdo tanto do impacto nas areas de pré-viveiro, causada pela grande pressio de utilizagio
do terrigo no local, quanto da redugdo do custo na fase de pré-viveiro.

Vieira e Pauletto (2009) ao testarem o uso de polimero condicionador hidroabsorvente sobre
os atributos fisicos da casca de arroz carbonizada, concluiram que a adigdo desse polimero
aumenta a agua de reserva da casca de arroz facilitando o desenvolvimento da muda em

periodos secos do ano.
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Figura 15. Numero de folhas de plantulas dos hibridos interespecificos (CQ246 e CQ362) de
palma de dleo (. oleifera x E. guineensis), aclimatizadas em tubetes com diferentes
substratos. (médias seguidas pelas mesmas letras mintisculas na linha e manisculas na coluna
ndo diferiram entre si, pelo teste de Tukey, a 5%). Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA,
2013.

Ao comparar plantulas dos hibridos CQ246 e CQ362 com raizes formadas durante o processo
de germinago in vitro, com aquelas cujas raizes foram induzidas pela presenga do ANA,
percebeu-se que durante a aclimatizagio, as plantulas obtidas pelos dois Processos
apresentaram ambas desenvolvimento vigoroso caracterizando-se por apresentar folhas bem

desenvolvidas, aparéncia normal e boa adaptacdo ao ambiente externo (Figura 16).
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Figura 16. Aclimatizagdo de plantulas normais de hibridos interespecificos de palma de dleo
(E. oleifera x E. guineensis), em tubetes, Evidenciando: a- Hibrido CQ362, no substrato terra
preta + p6 de coco; b- Plantula do Hibrido CQ362 formada sem adi¢do de ANA, no substrato
terra preta + palha de arroz; c- vigor da plantula do hibrido CQ362, no substrato de terra preta
+ palha de arroz ; d- vigor da plantula do hibrido CQ362, no substrato de terra preta, Embrapa
Amazénia Oriental, Belém, PA, 2013.
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2.4 CONCLUSAO

1) A temperatura de 39 °C acelera o inicio da germinagdo e o desenvolvimento in vitro em

embrides de hibridos interespecificos de palma de dleo.

2) As concentragdes de 1,0 e 2,0 mg L de ANA sio indicadas para induzir maiores
quantidade de plantulas enraizadas, assim como maior nimero de raizes nos hibridos CQ362
e CQ246;

3) Plantulas dos hibridos interespecifico CQ246 e CQ362, que foram enraizadas in vitro,
podem ser eficientemente aclimatizadas em tubetes contendo substrato recomendado, desde

que seja evitado a exposicio das mesmas a0 excesso de umidade durante o processo;
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Capitulo IT

Aspectos sobre a embriogénese soméitica em inflorescéncia de hibrido interespecifico de

palma de 6leo (E. oleifera x E. guineensis)

Resumo
O hibrido interespecifico da palma de oleo (E. oleifera x F, guineensis) tem sido plantado por
apresentar boas caracteristica como baixo porte, qualidade de éleo e resisténcia a doengas,
apesar da baixa produtividade em relagio as variedades africanas e necessitar de polinizacio
assistida. No entanto, trabalhos para sua propagac¢ao em alta escala sfio inexistentes no Brasil.
Esse trabalho foi realizado com objetivo de desenvolver um protocolo para assepsia ¢ a
inducio da embriogénese somética em inflorescéncia de plantas de hibrido interespecifico
(HIE) obtidos em campo. As inflorescéncias femininas foram coletadas em plantas adultas no
campo, aberta e fechada, e as estruturas da inflorescéncia submetidas a diferentes tratamentos
para assepsia, testando-se alcool (70%) hipoclorito de s6dio NaOCl (1,0 a 2,5%), antibiéticos
(Estreptomicina, Timentin), lavagens com dgua destilada e autoclavada, secagem em papel
esterilizado antes da inoculagdo. O meio utilizado para esses testes foi 0 MS/2, suplementado
com sacarose a 30 g L™ NaH,P0, 0,17gLte phytagel 0,22%. As condi¢des de cultivo dos
explantes foram de escuro e temperatura a 25°C, e as caracteristicas avaliadas semanalmente
consistiram de % (percentagem) de contaminagio e oxidacio. Para inducdo da embriogénese
somatica, inflorescéncia asséptica foi utilizada. As raquilas foram cortadas transversalmente
com cerca de 0,5 cm de espessura. Foram testadas as auxinas Picloram e 2,4-D nas
concentragdes (0, 225, 450 e 675 uM) e a citocinina BAP nas concentragdes (0, 25 e 50 uM).
As variaveis analisadas foram % de formagdo de calos, alongamento, oxidacio e
intumescimento do botio floral. Para indugdio da embriogénese diferentes explantes de
inflorescéncia foram utilizados (bracteas, estaminédios, raquila botdo floral ¢ espata externa).
As variaveis analisadas foram % de intumescimento, de calo formado, de oxidacio e
formagdo de embriéides, inoculados em 450 UM de Picloram. O meio de cultura utilizado foi
MS, suplementado com sacarose a3 gL phytagel 0,22% e carviio ativado a 0,3%,
mantidos no escuro a 25 °C e avaliados semanalmente por 90 dias. N&o h4 necessidade do uso
de antibidticos, desde que as inflorescéncias sejam coletadas imaturas caracterizadas por
apresentar suas espatas intactas e fechadas. Picloram é a auxina mais indicada para induzir o

crescimento celular do tecido do botéo floral. O botio floral inteiro é o explante mais indicado
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da inflorescéncia feminina para a indugio da embriogénese somética de hibridos

interespecificos de palma de dleo (E. guineensis x E. oleifera).

Palavras-chave: micropropagagdo, produgdo de mudas, regeneragdo de plantas, calos

embriogénicos.
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Abstract
The interspecific hybrid of oil palm (. oleifera x E. guineensis) has been planted to provide
good feature such as low size, oil quality and disease resistance, despite the low productivity
in relation to African varieties and require assisted pollination. However, jobs for the
propagation in large scale are inexistent in Brazil. This study was conducted to develop a
protocol for disinfection and induction of somatic embryogenesis in inflorescences of plants
of interspecific hybrid (HIE) obtained in the field. Female flowers were collected from mature
plants in the field , open and closed, and the inflorescence structures subjected to different
treatments for disinfection, testing alcohol (70%) sodium hypochlorite NaOCl (1.0 to 2.5%),
antibiotics (Streptomycin , Timentin ) washes with autoclaved distilled water, drying in a
sterile paper before inoculation . The medium used for these tests was the MS/2 medium
supplemented with sucrose at 30 g L ' NaH2P04 0.17 g L™ ! and 0.22% phytagel. Growing
conditions of explants were dark and temperature at 25 °C, and the characteristics evaluated
weekly consisted of % (percentage) of contamination and oxidation. For induction of somatic
embryogenesis, aseptic inflorescence was used. The rachilles were spliced with approximately
0.5 cm thick. The auxins Picloram and 2,4-D were tested at concentrations (0, 225, 450 and
675 uM ) and BAP concentrations (0, 25 and 50 pM ). The variables analyzed were % of
callus formation, elongation , rust and swelling of the bud. For induction of different explants
embryogenesis inflorescence (bracts , staminodes, raquila bud and outer sheath ) were used .
The variables analyzed were % swelling, callus formed , oxidation and formation of embryoid
inoculated in 450 uM of Picloram . The culture medium used was MS supplemented with
sucrose at 30 g L', phytagel 0.22% and 0.3% activated charcoal kept in the dark at 25°C and
evaluated weekly for 90 days. No need to use antibiotics since collected immature
inflorescences are characterized by having their sheaths intact and close. Picloram is the most
suitable auxin to induce cell tissue growth and flower bud. The whole flower bud is the most
suitable explant female inflorescence for induction of somatic embryogenesis from

interspecific hybrids of oil palm (E. oleifera x E. guineensis).

Keywords: micropropagation, plant propagation, plant regeneration, embryogenic calli.
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3.1 INTRODUCAO

Em 2010 foi langado o hibrido BRS Manicoré, resultante do cruzamento entre a palma de
dleo africana de origem La Mé e o caiaué da origem Manicoré, da regido Amazbnica. A
comercializacdo das sementes dessa cultivar sdo realizadas pela Embrapa e Denpasa que
juntas tem capacidade para producio de 3 mithdes de sementes pré-germinadas. (TAVARES,
2013).

O Brasil ainda n3o ¢ suficiente na produgio de sementes de hibridos estando aquém da
demanda atual. Nos anos de 2011 e 2012 foram importadas 11.047.445 sementes, totalizando
US$ 21.104.724, cujos principais exportadores foram Costa Rica, Colombia e Equador. A
Costa Rica foi o maior fornecedor da variedade hibrida intraespecifica, enquanto que a
Colombia foi o tinico fornecedor da variedade HIE (MAPA, 2012).

A embriogénese somatica surge como alternativa para auxiliar a propagacfio da paima de
Oleo, principalmente de hibridos mterespecificos (HIE) que atualmente é unica alternativa
para conter o avango do Amarelecimento fatal (AF) no Brasil (CUNHA et al , 2010). Além de
que essa técnica pode permitir que sejam produzidas plantas que mantenham as caracteristica
desejaveis apresentadas pelos HIE, como reduzido crescimento de caule, maior insaturacgio de
oleo e tolerdncia a pragas e doengas.

A embriogénese somatica ¢ uma das aplica¢gdes muito utilizada na cultura de tecidos para
propagacdo em larga escada de plantas, em que células haploides ou somaticas desenvolvem
plantas normais com caracteristicas genéticas idénticas ou ndo da planta que se quer propagar,
dependendo da via de regeneracio se direta ou indireta (GUERRA et al., 1998).

A descontaminac¢io do explante € um passo fundamental para iniciar a cultura de tecidos de
qualquer espécie de interesse (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). As plantas crescidas
em condicdes naturais estdo submetidas aos microorganismos presentes no ambiente, sob
equilibrio ndo afetando o desenvolvimento daquelas, porém esse estado pode ser alterado pela
mudanga das condigbes externas.

A coleta de inflorescéncia em estado juvenil tem sido adotada em alguns trabalhos com dendé
(E. guineensis) usando as variedades Dura, Psifera e Tenera para iniciar a propaga¢io
vegetativa (CARVALHO, 2009; GUEDES, 2008; TEIXEIRA et al, 1994), porém
comercialmente os laboratérios da Malasia tem utilizado principalmente folhas novas para

propagacio de clones (SOH et al., 2011).



77

Vifias e Jiméz (2011), ao relatar os fatores que afetam a embriogenese somética em palmeiras
citam que sdo utilizados inflorescéncia, folhas e embrides ziglticos como explantes para
indugdo da embriogenese somatica em £, guineensis.

Até o momento nio foram registrado trabalhos publicados na integra com assepsia de
inflorescéncia de hibrido interespecifico (HIE), apesar de que essa tecnologia ja vem sendo
desenvolvida por laboratérios na Maldsia para variedade africana e sugerida como uma das
alternativas para reduzir o surgimento de anormalidades nas inflorescéncias e frutos
“Mantled” (SOH et al. 201 1). Enquanto que na Costa Rica, a Empresa ASD produz clones
através do uso de inflorescéncia, por apresentar menor taxa de surgimento de “mantled”
(GUZMAN, 2010). No campo, a adogiio dessa metodologia para inflorescéncia de HIE tem
sido dificultosa, principalmente pelo seu porte baixo que induz o crescimento das folhas de
forma mais compactada, que torna a retirada da inflorescéncia mais trabalhosa e demorada,
causando grande injuria a planta fornecedora de explante (Matriz), sem contudo leva-la a
morte.

Para producio de plantas de palma de 6leo sdo raros os trabathos de regeneracio via
embriogénese somatica direta (GUEDES, 2008), em que os embrides sio formados
diretamente dos tecidos somaticos, e indireta, em que os embrides sio originados a partir de
calo. Os trabalhos publicados em nivel de pesquisa reportam somente a utilizacdo dessa
técnica para a variedade africana. Em se tratando de produgiio comercial a maior frequéncia
de informacBes também se reporta 4 variedade africana, enquanto que para o HIE sio raras as
mformagdes e quando disponiveis s3o incompletas.

Os primeiros trabalhos registrados com a calogénese em dendé, utilizando embrido zigdtico
foi realizado por Rabechault et al. (1970), seguido por Smith e Thomas (1973), apud Teixeira
(1996). Outros trabalhos foram realizados com a palma de 6leo africana (E.guineensis)
utilizaram embrides zigdticos como explante para iniciar a indugio de calos embriogénicos
(KANCHANAPOOM et al., 2010; MONTEIRO et al., 2012; MUNIRAN et al., 2008; SILVA
et al., 2012; TEIXEIRA et al., 1993, 1995).

Segundo Vifias e Jiméz (2011) existem quatro etapas para embriogénese somética indireta que
ocorre de maneira geral nas palmeiras. Calo pré-embriogénico (CP): onde se estabelece o
estimulo celular e a formagdo de massa pré-embriogénica, em resposta a reguladores de
crescimento, usualmente as auxinas; Desenvolvimento pré-embriogénico (DP): crescimento
da massa celular; Maturacio de pro-embrides (MP): estimula a conversio de pro-embrides em
embrides e acumulo de reserva e Desenvolvimento de embrides (DE): que estimula o

crescimento dos embrides que passam pelas fases caracteristicas de seu desenvolvimento




78

(globular, escutelar e coleoptilar) e se convertem em pequenas plantas completas (germinagio
dos embrides).

Os fatores que mais influenciam a embriogénese somatica em ordem de importincia sio: Os
reguladores de crescimento, o tipo de explante, o genétipo, o estado de desenvolvimento do
explante, 0 meio de cultivo e o tamanho do explante. (VINAS; JIMEZ , 2011). Os mesmos
autores comentam que tanto em palma como em outras familias de plantas, as auxinas sio os
reguladores de crescimento mais amplamente utilizados para induzir calo com potencial
embriogénico.

Os trabalhos publicados mostram que as auxinas mais utilizadas para inducio da
embriogénese somatica direta ou indireta sdo: 2,4-D (4cido 2,4-diclorofendxiacético),
Picloram (4cido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico) e Dicamba (4cido 3,6-ddicloro-2-
metoxibenzoico) que podem ser utilizadas em diferentes concentragdes dependendo do tipo de
explante ¢ sua resposta morfogénica, em palma de 6leo (BALZON et al, 2013; GUEDES
2008, SCHERWINSKI-PEREIRA et al, 2010; THUZAR et al., 2011,) e outras palmeiras
(SCHERWINSKI-PEREIRA et al, 2012; STEINMACHER et al., 2007).

A propagacio de plantas via embriogénese indireta pode ocasionar o surgimento de
variabilidade genética ou somaclonal, a mais conhecida é a formacdo de frutos “mantlet”,
anormalidade no fruto resultante da feminilizacio das flores masculinas (estames) e
estaminoides de flores femininas que se caracteriza pela formacio de carpelos suplementares,
que pode o causar a total esterilidade das inflorescéncia ou a reducdo na taxa de extragio do
6leo de frutos. (CORLEY et al., 1986; GUZMAN, 2010).

Gomes et al. (2012) estudando a fidelidade de clones de dendezeiro, via RAPD, produzidos
via embriogénese somatica, verificaram que ao comparar 2,4-D em relacdo ao Picloram,
constataram que verificou-se que esse ultimo nfo causa mutagdes genbmicas nas plantulas
produzidas.

Segundo Soh et al. (2011), os laborat6rios que trabalham com a produgiio comercial de clones
na Malasia tém reportado que as taxas de formacio de “Mantled” estio abaixo de 5%,
enquanto que Guzman e Peralta (2010) na Costa Rica tem verificado taxas inferiores a 1%.
Esse trabalho tem como objetivo desenvolver um protocolo para assepsia ¢ estudos sobre a
indugiio da embriogénese somatica em inflorescéncia de hibrido interespecifico (HIE) obtidos

em campo.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Material genético

Inflorescéncia de hibridos interespecificos de Palma de 6leo (E. oleffera x E. guineenses)
foram coletadas na indistria MARBORGES localizada no municipio de Moju/PA.

A defini¢do do processo de assepsia de inflorescéncia foi realizada em trés etapas:

3.2.2 Assepsia de inflorescéncia com antibidtice estreptomicina

A inflorescéncia com a espata aberta, do hibrido (L31 P21) foi inicialmente coletada de planta
com cerca de seis anos ¢ no laboratorio foram lavadas com detergente liquido € agua em
abundancia. As raquilas foram removidas e na camara de fluxo laminar foram imersas em
alcool a 70% por um minuto, hipoclorito de soédio (NaOCl) a 2,5% por 15 minutos e lavadas
por trés vezes com agua destilada e autoclavada. Em seguida, os botdes florais foram retirados
e submetidos a assepsia, testando-se dois fatores: NaQCl nas concentragdes de 1,0; 1,5; 2.0 e
2,5%, e antibi6tico estreptomicina 200 mg L. (com e sem), com imersdo por 15 minutos. O
meio utilizado foi MS/2, suplementado com sacarose a 30 g L7, NaH,PO, 0,17 g L'e
phytagel 0,22%. Os botdes foram inoculados em tubos de ensaio e mantidos em estufa
modelo EL 202/4 no escuro a 25 °C, sendo avaliados semanalmente. O delineamento utilizado
foi inteiramente casualizado com cinco repeticdes por tratamento a unidade experimental
foram cinco botdes florais. As variaveis analisadas foram % de contaminagio e % de
oxidagdo. Para o teste de comparag@io de média foi utilizado Tukey a 0,5% de probabilidade,
utilizado o programa Sanest (ZONTA; MACHADO,1984).

3.2.3 Assepsia de inflorescéncia com antibiético Timentin e Estreptomicina

Nesse experimento, inflorescéncia com a espata fechada do hibrido (.31 P21) foi removida
dentro da cidmara de fluxo laminar e apés o procedimento de assepsia, sendo o mesmo do
experimento anterior, diferindo apenas pela imersdo de toda a inflorescéncia na solugio de
assepsia. Para assepsia, as raquilas foram imersas em NaOCl a 2% por 15 minuto, seguido do
corte transversal com cerca de 0,5 cm de espessura ¢ imersas em estreptomicina a 200 mg L™
por cerca de 30 minutos, e secas em papel de filtro autoclavado antes da inoculagdo. Os
explantes foram inoculados em meio MS/2, suplementado com sacarose a 30 g L™, NaH,PO,
0,17 g L™ e phytagel 0,22% e adicdo de Timentin (Ticarcilina + Clavulanato de potassio) a
0,0, 200, 300 e 400 mg L', Os botdes inoculados em tubos de ensaio foram mantidos em
estufa modelo EL 202/4 no escuro a 25 °C e avaliados semanalmente.

O delineamento foi inteiramente casualizado com cinco repeti¢gdes por tratamento, a unidade

experimental constituida de cinco explantes. As variaveis analisadas foram percentagem (%)
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de contaminagdo e de oxidagdo. Para o teste de comparagdo de média foi utilizado Tukey a
0,5% de probabilidade, usando o programa estatistico Sanest (ZONTA; MACHADO,1984).

3.2.4 Assepsia de inflorescéncia com uso de hipoclorito de sédio.

A inflorescéncia com a espata fechada do hibrido (L31 P23) tiveram removidas suas espatas
externa e a interna, sendo a interna dentro da cimara de flux laminar. A assepsia constou de
imersdo de toda inflorescéncia em alcool a 70% por um minuto € NaOCl a 1% por 30
minutos, seguida de lavagens por trés vezes com 4gua destilada autoclavada. As raquilas das
inflorescéncias foram removidas ¢ passaram por outra assepsia com hipoclorito de sédio (0,0;
1,0; 1,5 e 2,0%), por 15 minutos, seguido de trés lavagens com agua destilada autoclavada,
sendo cortadas transversalmente com cerca de 0,5 cm de espessura. Os explantes foram
inoculados em meio MS/2, suplementado com sacarose a 30 g L7 NaHPO,; 0,17 g Lte
phytagel 0,22%. Os segmentos de rafes foram mantidos em estufa modelo EL 202/4 no escuro
a 25 °C e avaliados semanalmente. O delineamento foi inteiramente casualizado com quatro
tratamentos € cinco repeticdes, a unidade experimental com cinco segdes de rafes. As

variaveis analisadas foram % de contaminaciio ¢ % de oxidagdo. Para o teste de comparagido
de médias foi utilizado Tukey a 0,5% de probabilidade.

3.2.5 Inducio da embriogénese somatica em inflorescéncia feminina

Nesse experimento, a inflorescéncia com as espatas fechadas, do hibrido (L31 P20) foram
lavadas com agua e sabdio previamente a remog¢io da espata externa. Em cdmara de fluxo
laminar a assepsia constou de alcool a 70% por um minuto e NaOClI a 2,5% por 15 minutos,
com lavagem por trés vezes com agua destilada autoclavada, para retirar o excesso de cloro.
As raquilas foram retiradas individualmente, com auxilio de pinga e bisturi, e transferidas para
frascos autoclavados com hipoclorito de sodio a 2% por 15 minutos, seguido de trés lavagens
com agua destilada autoclavada.

As raquilas receberam cortes transversais com cerca de 0,5 cm de comprimento e foram
inoculados em potes plasticos de polipropileno com capacidade maxima de 250 ml. As
auxinas (Picloram e 2,4-D) nas concentragdes (0, 225, 450 e 675 pM) e a citocinina BAP (0,
25 e 50 uM) foram testadas em meio MS, suplementado com sacarose a 30 g L™, phytagel
0,22 % e carvio ativado a 0,3%. Os explantes foram mantidos em estufa modelo EL 202/4 no
escuro a 25 °C e avaliados semanalmente por cerca de 90 dias.

O experimento foi instalado em fatorial 2 X 4 X 3, inteiramente casualizado com vinte e

quatro tratamentos e cinco repetigdes, sendo a unidade experimental constituida de cinco



81

segbes de raquila. As varidveis analisadas foram percentual (%) de formagio de calos,
alongamento, oxidacdo e intumescimento do botdo floral. Para o teste de comparagio de
medias fo1 utihizado Tukey a 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram executadas

no programa Sanest (ZONTA; MACHADQ, 1984).

3.2.6 Inducio da embriogénese somatica em diferentes explantes da inflorescéncia

Nesse experimento foram utilizada inflorescéncia com espata fechada da planta adulta de
hibrido interespecifico de palma de dleo (£.guineensis) coletados em Moju/PA, em area de
plantio da empresa MARBORGES S/A. A inflorescéncia no Laboratorio de Biotecnologia de
Plantas da Embrapa Amaz6nia Oriental, lavada com agua e sabdo liquidos por cerca de 5
minutos em agua corrente em abundéncia, e removida a espata externa. A inflorescéncia, em
cdmara de fluxo laminar, passou por assepsia que constou de imersio em 4lcool a 70% por um
minuto, NaOCl a 2,5% por 15 minutos, seguido de trés lavagens com Agua destilada
autoclavada. As raquilas removidas passaram por outra etapa de assepsia que constou de
imersdo em hipoclorito de sédio a 2% por 15 minutos e lavagens com agua autoclavada por
trés vezes. Os explantes foram excisados com auxilio de bisturi inoculados em meio MS,
suplementado com 30 g L sacarose, carvio ativado 3 g L™, 450 uM de Picloram e
solidificado com fitagel a 0,22%. O meio teve seu pH ajustado para 35,8 e autoclavado por 15
minutos a 120°C.

Foram testados os seguintes tipo de explante: T1-Bracteas, T2-Estaminédios, T3-Raquila com
botdo floral, T4-Raquila sem botdo floral, T5- Botdo floral segmentado, T6- Botdo floral
inteiro e T7- Espata interna.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com sete tratamentos e cinco
repeticdes, sendo a unidade experimental constituida por um frasco com cinco explantes. Os
explantes foram mantidos em estufa modelo EL 202/4 a 25 %1 °C, no escuro e observados
mensalmente. As varidveis observadas foram percentagem (%) de intumescimento de calo
formado, de oxidacdo e de formagdo de embridides. Para o teste de comparacio de médias foi
utilizado Tukey a 5% de probabilidade, sendo as analises estatisticas executados usando o
programa Sanest (ZONTA; MACHADO,1984).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.3.1. Assepsia de inflorescéncia com antibidtico estreptomicina

O uso somente hipoclorito de sddio ou combinado com o antibidtico estreptomicina, em todas
as concentracdes, foram eficientes no controle de fungos nos botdes florais em cultura. No
entanto, ndo houve controle de bactérias, uma vez que em 100% dos explantes ocorreram esse
tipo de contaminante (Tabela 9).

Esses resultados estdo de acordo com Picolotto et al. (2007) que ao utilizar NaOCl nas
concentracdes de 2,5 ¢ 5% para desinfestar sementes de jabuticabeira (Myrciaria spp),
eliminaram 100% dos fungos, porém o mesmo ndo ocorreu com as bactérias obtendo até
86,73% de contamina¢do em baixa temperatura. Enquanto que Brondani et al. 2009 ao
realizar assepsia em mini cepas de clones de hibridos de Eucalyptus com NaOCl nas
concentragdes de 0,5; 1,0; 1,5 e 2%, n3o reduziu a incidéncia de fungos que alcangou em
média 41,33%, no entanto a contamina¢do por bactéria variou de 0 a 9% e ressaltaram a
importancia de identificar a fonte de contaminagio durante o estabelecimento para auxiliar a
estratégia de manejo fitossanitarios na planta matriz que servira de fonte de explante.

No trabalho atual acredita-se que as bactérias responsaveis pela contaminacgdo dos botbes sdo
enddgenas, uma vez que a inflorescéncia se encontrava madura, a espata aberta com
exposi¢io dos botdes ao meio externo. A contaminagdo enddgena € aquela que esta presente
nas células dos tecidos e que dificulta a a¢do dos agentes de descontaminag@io por necessitar
de tempo maior para sua atuagio.

Para Ribeiro ¢ Bastos (2008), deve-se tomar cuidado com o6rgdos cronologicamente mais
velhos, pois estdo mais contaminados de que o0s juvenis, devido ao maior tempo de exposigdo
aos agentes contaminantes.

Nio foi observado Oxidacdo nos explantes, o que indica que os agentes usados ndo
provocaram fitotoxidez dos tecidos do botdo floral, que permaneceram esbranquicados. Para
Pereira ¢ Fortes (2003), que avaliaram toxidade dos antibidticos ampicilina, tetraciclina,
clorafenicol e estreptomicina na cultura de batata in vitro, verificaram que os antibioticos
tetraciclina, cloranfenicol e estreptomicina apresentam efeito fitotoxico, afetando a taxa de
sobrevivéncia, altura de brotagdes e taxa de multiplicacdo, quando usado nas concentragdes a
partir de 64 até 1024 mg L, enquanto que a ampicilina ndo apresentou esse efeito. Para Pali
et al. (2011) uma das limitacdes no uso de antibidticos adicionado em meio nutritivo,

juntamente com o explante, ¢ a fitotoxidez dessas substdncias em altas concentragdes.
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Tabela 9. Efeito de hipoclorito de sodio e estreptomicina na assepsia de inflorescéncia aberta
de hibrido interespecifico de palma de oleo (E. oleifera x E. guineensis) quanto a
contaminagdo e oxidagdo de botdes florais, durante 15 dias de cultivo in vitro. Embrapa
Amaz0dnia Oriental, Belém, PA, 2013.

Tratamentos % contaminacio % oxidacio
Hipoclorito (%) Estreptomicina (mg L") Fungo Bactéria
1,0 0 0 100 0
1,5 0 0 100 0
2,0 0 0 100 0
2,5 0 0 160 0
1,0 200 0 100 0
L5 200 0 100 0
2,0 200 0 100 0
2,5 200 0 100 0

3.3.2 Assepsia de inflorescéncia com antibiético Timentin e estreptomicina

A contaminagio e a oxidagdo ndo ocorreram, e os antibidticos estreptomicina e Timentin
combinados n3o apresentaram efeito fitotoxico nos explantes (Tabela 10). Esses resultados
foram semelhantes aos mostrados por Mantovani (2007) que verificou a adigdo no meio de
cuttura de PPM™ (Plant Preservative Mixture) a 1% e dos antibiéticos Timentin e
Agrimicina isoladamente ou combinados nfio ocasionaram efeito fitotdxico aos explantes de
urucum. No entanto, Pali et al. (2011), ao utilizarem os antibidticos (cloranfenicol 30,
cefalotina sodica 150, norfloxacina 400, ampicilina sddica 250, acido nalidicico 500 e
tetraciclina 500 mg L") em meio de cultura, verificaram que Os mesmos apresentam
diferentes fitotoxidez em figueira (Ficus carica), evidenciado pelo percentual de
sobrevivéncia dos explantes, que foi de 90,6% usando ampicilina sodica 250 e de 33,5% com
a norfloxacina 400 mg L™

Observou-se também que ndo ha necessidade do uso dos antibidticos, pois os resultados no
tratamento usando alcool e hipoclorito de sédio se mostraram eficiente para a desinfestagio
superficial. Acredita-se que esse resultado foi devido & inflorescéncia ter sido coletada ainda

imatura, com as espatas interna € externa intactas e fechadas envolvendo as raquilas e botdes



florais, reduzindo assim o contato com 0 meio externo durante o desenvolvimento da

inflorescéncia.

As inflorescéncias fechadas indicam que n3o ha necessidade de uso de antibibticos na
assepsia, podendo serem usadas com estratégia para evitar o uso dos antibidticos quando se
pretende obter explantes assépticos, j& que muitos retardam o crescimento de plantas in vitro,
a formacio de calos embriogénicos, assim como $30 tdxicos aos vegetais mesmo em baixas
concentracdes (BIASIL 1995; DODDS; GRATAPAGLIA; MACHADO, 1990; ROBERTS,
1985; PALU et al., 2011; PEREIRA; FORTES, 2003).

Para Biasi, (1995), o uso de antibidticos para o controle de bactérias, deve ser feito somente
em extrema necessidade e em concentracdo necessaria para seu controle.

Em se tratando de contaminagdes endogenas por bactérias, Donato et al. (2005) relataram que
os antibidticos em meio de cultura tém apenas agdo bacteriostatica e ndo bactericida, apenas
paralisando o crescimento nos tecidos da planta.

Segundo Reed et al(1998), verificaram que a fitotoxidade dos antibi6ticos Timentin,
gentamicina € estreptomicina € baixa, quando adicionados simultaneamente. Enquanto que
em explantes de Eucalyptus concentragdes de Timentin e carbenicilina de até 600 mg L™ ndo
prejudicaram o processo morfogénico dessa espécie (PICOLI et al., 2005).

Tabela 10. Efeito do antibidtico estreptomicina e Timentin na assepsia de inflorescéncia de
hibrido interespecifico de palma de 6leo (E. oleifera x E. guineensis) quanto a contamina¢io e
oxidagio de raquila, durante 15 dias de cultivo in vifro. Embrapa Amazdnia Oriental, Belém,
PA. 2013,

Antibiéticos (mg.L™) % contaminacio % oxidacao
Estreptomicina Timentin Fungo Bactéria
0 0 0 0 0
200 200 0 0 0
200 300 0 0 0
200 400 0 0 0

3.3.3 Assepsia de inflorescéncia com uso de hipeclorito de sédio.

A assepsia realizada por 15 minutos somente nas raquilas com hipoclorito de sodio,
controlaram a contaminag¢io tanto de fungos quanto de bactérias a zero “0” nas concentragdes
de 1,5 e 2,0% (Figura 17). Esse efeito foi mais evidente nas bactérias com o aumento da

concentragio do desinfestante, que mesmo apods a realizacio da primeira assepsia ainda
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permaneceu nos explantes com elevado percentual de 64%, enquanto que os fungos estavam
presentes em niveis aceitaveis, cerca de 12%. Logo fica indicado que a maior contaminagao
externa apresentada pela inflorescéncia fechada é causada principalmente por bactérias que se
encontram superficialmente nos explantes, e que podem ser eliminadas facilmente com

desinfestagio superficial utilizando NaOCl.

70,0 Bactéria (-0,36x* - 5,9273x + 12,327, R*=0,8909)

60,0 Fungo (8,73% ~ 51,34x + 64,94, R*=0,9644)

Oxidaciio (16x° — 41,6x + 44,8, R” = 0,8656)

Percentaqgem de contaminacio (%)

Hipoclorito de sédio (%)

Figura 17. Desinfestacio de segmentos de raquila da inflorescéncia de hibridos
interespecificos de palma de Oleo (£ oleifera x E. guineensis), usando diferentes
concentragdes de hipoclorito de sédio por 15 minutos, durante 30 dias de cultivo in vitro.
Embrapa Amaz0nia Oriental, Belém, PA, 2013.

Em relagio a oxidacgio dos explantes, o uso de hipoclorito de sodio a partir de 1,0% provocou
tendéncia a0 aumento da percentagem de oxida¢ido das raquilas, o que ndo ocorreu na
auséncia (0,0%). Acredita-se que o maior percentual de oxidag@o na auséncia do reagente foi
devido a dois fatores. O primeiro devido ao maior tempo de exposicdo do explante ao
hipoclorito de sodio durante a primeira assepsia, que foi de 30 minutos ¢ o segundo em
relacdio ao nimero de enxague realizados nos explantes, uma vez que nessa fase houve apenas
um, enquanto que apos a imersdo em NaOCl nas concentracdes de 1,0; 1,5 e 2% houve mais
um enxague, que acredita-se ter reduzido o excesso daquela substincia nos explantes.

Ressalta-se que durante o corte da raquila observou que a mesma era composta por tecidos
fibrosos e por botdes florais, os quais foram cortados em varias alturas, apresentando-se

esbranquigados no inicio do experimento (Figura 18- d).
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A oxidacio sofrida pelo segmento da raquila somente ocorreu nos tecidos fibrosos,
caracterizados pelo escurecimento progressivo desse tecido, enquanto que 0s botdes que
receberam cortes em locais aleatérios permaneceram esbranquicados em toda sua extensdo
(Figura 18- ¢, d, f). Contudo, verificou-se que os tecidos fibrosos tendem a oxidar com o
passar do tempo, em ambas as situagBes necessitando de uma atencio especial em trabalhos

futuros que possam testar antioxidantes no controle dessa oxidagao.

Figura 18. Raquila da Inflorescéncia de hibridos interespecificos de palma de 6leo ((£.
oleifera x E. guineensis), em cultivo in vitro: a- Raquila sendo segmentada; b- Botdo floral
(bf) aderido pela base a réquila; c- Raquila com botdo floral inserido; d- Raquila em corte
transversal; e- Raquila segmentada com botdo floral (bf) e tecidos fibroso (tf), ambos ndo
oxidados; f- Raquila com tecidos fibrosos oxidados e botdes florais alongados. Embrapa
Amazdnia Oriental, Belém, PA, 2013.
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Pelo teste de comparacio de médias das varidveis analisadas contaminagdo por fungo,
bactéria e oxidacdo (Tabela 11), os tratamentos nio diferiram estatisticamente entre si quanto
ao percentual de contaminagdo de fungo, porém néo houve contaminagdo nas concentra¢oes
de NaOC! entre 1,5 e 2,0%. Para o percentual de contaminagio por bactérias, o maior
percentual de contaminagdio (60,78%) foi observado na auséncia de NaQCl que diferiu
estatisticamente em relacio as demais concentragdes. A auséncia de contaminagdo bacteriana
foi observado na concentracdo de 1,5 a 2,0%, enquanto que o percentual de oxida¢do nio
diferiu estatisticamente para as concentracdes utilizadas, apresentando leve tendéncia para
aumentar a oxida¢io com o aumento das concentragdes de NaOCl. Os botoes florais
permaneceram sem oxida¢éo em todas as concentragoes usadas.

Tabela 11. Comparacio de médias das varidveis percentagem (%) de contaminagdo por
fungo, por bactéria e oxidaglo de raquila de inflorescéncia de hibrido interespecifico de palma
de bleo (E. oleifera x E. guineensis), com diferentes concentragdes de hipoclorito de sddio
(NaOCl) por 15 minutos, durante 30 dias de cultivo #n vitro. Embrapa Amazdnia Oriental,
Belém, PA, 2013.

Percentual (%)
Tratamento Contaminacao Contaminacio Oxidacio
NaOCl (%) Fungo Bactéria
0,0 6,27 a 60,78 a 349a
1,0 2,88a 22360 19,73 a
1,5 0,0a Oc 8,49a
2,0 0,0a Oc 27,19 a

Meédias seguidas pelas mesmas letras minasculas na coluna, ndo diferiram entre si, pelo teste de Tukey, a 3%)

3.3.4 Induciie da embriogénese somatica em inflorescéncia

A embriogénese como via de regeneracdo de plantas pode ocorrer direta ou indiretamente a
partir do tecido. Nesta altima, os embrides sao originados a partir de calos formados dos
tecidos, mas ha possibilidade de variagio somaclonal, que consiste na falta de fidelidade
genética, enquanto que a primeira ocorrer diretamente do tecido origindrio sem altera¢Ges
genéticas.

Na palma de oleo verificou-se que o botdo floral ¢ composto de sépalas e gineceu que esta
protegido por um perianto com dois conjuntos de sépalas, em niveis distintos, que segundo
Drude (1874) esta estrutura € caracteristica apenas das flores femininas, que ficam
distribuidas em dois verticilos, enquanto que as masculinas possuem sépalas e pétalas bem
distintas.

Nesse experimento ndo houve a formagio de calo em nenhum dos tratamentos aplicados,

porém foi observado que houve o intumescimento tanto do tecido das sépalas quanto da base
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do ginecen. Embora tivesse ocorrido o intumescimento em ambos os tecidos, as sépalas
apresentaram desenvolvimento de células no local do corte € entre as mesmas, enquanto que o
tecido do gineceu somente se expandiu. Acredita-se que pelas caracteristicas mostradas pelos
tecidos das sépalas, as mesmas podem servir como indicativo de células competentes para
iniciar processos embriogénicos em HIE da palma de 6leo.

Pelos resultados de percentagem (%) de intumescimento, alongamento e oxidagéo, verificou-
se que a auxina e citocinina (BAP) nas concentragles testadas apresentaram efeitos
significativos isoladamente (p<0,001), porém sem influéncia significativa da citocinina
quanto a oxida¢do dos explantes (Tabela 12). Enquanto que a interagdo entre os fatores
apresentou efeitos altamente significativos (p<0,001) com exceg¢@o para a analise da interac¢do
tendo a citocinina como fator para a vanavel oxida¢do, em que ndo apresentou diferenga
significativa.

Tabela 12. Analise da varidncia para o efeito dos fatores auxina, concentragdo ¢ BAP em
relagio as varaveis percentagem (%) de intumescimento, alongamento e oxidacdo de botdes
florais de hibridos interespecificos de palma de 6leo (L. oleifera x E. guineensis) durante 90
dias em cultivo in vitro. Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA, 2013.

QM (%)

Fonte de variacio GL Intumescimento Alongamento Oxidacio

Auxina (A) 1 577,74 ¥** 21,7%** 1112,9%**

Concentragdo (C) 3 144 96%** 446 8 *** 126,4%**

BAP (B) 2 11,09%** 11,75%%* 0,58 ns

AXC 3 78,14%%* 26,2 *** 119, 2%

AXB 2 9,0%** 10,6%** 0,193 ns

CXB 6 8, 17%** 10,2%** 0,57 ns

AXCXB 6 5, 13%&* 10,5%%* 0,69 ns

Residuo 72 8,7 0,67 0,41

Total 95

CV (%) 17,5 23,5 9.8
QM-Quadrado médio

ns- Nio significativo pelo teste F
*** Altamente significativo 0,1%, de probabilidade, pelo teste F.

De acordo com os resultados de comparagio de média (Tabela 13) de percentagem (%) de
intumescimento dentre as auxinas, destaca-se o Picloram a 225 pM, sem a presenca de BAP,

com os maiores percentuais, alcangando 100 % dos botdes, diferente estatisticamente das



89

demais concentragdes de BAP. Entretanto, a presenca de BAP, mesmo com o aumento da
concentragio de Picloram, ndo favoreceu ao intumescimento do botdo floral.

Guedes (2008), ao utilizar o meio MS e Y3 com a adigio de 450 uM de 2,4-D e diferentes
concentracdes de BAP (0, 25 € 50 uM) para induggo da embriogenese somatica em segmentos
transversais de inflorescéncia feminina de E. guineensis, verificou que o melhor meio foi o
MS que induziu em média 54,8% embrides somiticos pela via direta apés 90 dias
independente da concentracdo de BAP.

Verificou-se que o percentual (%) de alongamento € um processo natural que ocorreu no
botdo floral, principalmente no tecido do gineceu, uma vez que os maiores percentuais foram
obtidos na auséncia das auxinas Picloram e 2,4-D, que inibiram esse processo nas células,
com exce¢dio da concentragdo de 225 uM de 2,4-D, combinado com 25 uM de BAP, que
alcangou cerca de 94,8% de explantes alongados, diferindo estatisticamente das demais
concentragdes de BAP (Tabela 13).

Esses resultados sdo contrarios aos que relatam que as auxinas s3o efetivas para o aumento da
extensibilidade da parede celular, que podera ocorrer através de trés etapas: absor¢do
osmética da dgua pela membrana plasmatica; aumento da pressio de turgidez; e afrouxamento
bioquimico da parede resultante da extrusdo de prétons pelo aumento do pH do meio (TAIZ;
ZEIGER, 2009). Segundo 0s mesmos autores a auxina também tem aplicacdo comercial na
indugio do crescimento do gineceu de flores de frutos ndo polinizados denominados de
partenocarpos.

Tabela 13. Comparagio de médias das varidveis percentagem (%) de intumescimento,
alongamento e oxidagdo de botdo floral de hibrido interespecifico de palma de 6leo (L.
oleifera x E. guineensis), submetidos a concentragdo (0, 225, 450 e 675 uM) de auxinas
Picloram e 2,4-D em combinagio com BAP (0, 25 e 50 puM). Durante 90 dias em cultivo in
vitro. Embrapa Amazdnia Oriental, Belém, PA, 2013.

Intumescimento Alongamento Oxidagao
BAP (uM) BAP (uM)
Auxina (uM) 0 25 50 0 25 50

0  002A 00aA 00aA 948aA 1002A 100aA 974 A
Picloran 225 100aB 647bB 68,1bB 0,0aB 00aB 00aB 0,0B
450 89,7aB 74,1aB 432bB 00aB 00aB 0,0aB 09B

675 897aB S578bB 647bB 00aB 00aB 0,0aB 0,0B

0 00aA 00aA 00aA 89aA 948aA 948aA 100 A
225 292bB 00cA 495aB O0cB 948aA 146bB 926A

24D 450 0,0aA 00aA 00aA 00aB 00aB 00aB  100A
675 00aA 00aA 00aA 002B 00aB 00aB  100A

Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha ¢ maidscula na coluna nfo diferem estatisticamente pelo
teste Tukey a 5%
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Quando se analisa a atuagio do Picloram combinado com diferentes concentragdes de BAP,
mostrado no grafico de andlise de regressdo (Figura 19), percebe-se que a medida que se
aumenta a concentracio dessa auxina o percentual de intumescimento tende a aumentar até
atingir o percentual maximo 104,5% com 425 pM, na auséncia de BAP, e verifica-se que essa
citocinina inibiu o intumescimento do botdo floral e por conseguinte do tecido que compdem

o gineceu e as sépalas.
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Figura 19. Grafico de regressio polinomial para concentragdes de Picloram combinado com
BAP (0,0 , 25, 50 uM) em relagio a média da variavel percentagem (%) de intumescimento
de botéo floral de hibrido interespecifico de palma de 6leo (£. oleifera x E. guineensis),
durante 90 dias em cultivo in vifro. Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA, 2013.

Observou-se que as menores taxas de oxidagdio ocorreram na presenga de Picloram nas
concentragdes de 225, 450 e 675 pM, que nio diferiram estatisticamente entre si. No entanto,
as maiores taxas foram obtidas na auséncia das auxinas e em todas as concentragtes de 2,4-D.
Acredita-se que o Picloram induz a multiplicacdo celular evitando a necrose dos tecidos das
sépalas e gineceu (Figura 20).

Esses resultados foram semelhantes aos obtidos por Steinmacher et al. (2007) ao testarem
diferentes concentragdes (150, 300 ¢ 600 uM) das auxinas Picloram, 2,4-D e Dicamba para
inducdo da embriogenese somatica em inflorescéncia imatura de dois gendtiopos de Bactris
gasipaes, verificando que as maiores taxas de oxidac¢do foram obtidas com 2,4-D para ambos

0s genotipos avaliados.
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Acredita-se que as respostas da oxidagio dos tecidos pela agdio das auxinas sdo diferentes e
dependem do tipo de explante que serd definido, uma vez que Thuzar et al. (2011) ao
utilizarem embrides zigdticos nos meios de cultura N6 e MS com as auxinas Picloram, 2,4-D
e Dicamba na concentragio de 2 mg L™ para indugiio da embriogénese somatica, verificaram
que a maior taxa de oxidacdo foi de 11,5; 9,8 e 9,3% com Picloram, 2,4-D e Dicamba,
respectivamente, apesar de ndo diferirem estatisticamente, nos calos durante os trés meses de

avaliagdo.

Figura 20. Raquila de hibrido interespecifico da palma de oleo (E. oleifera x E. guineensis),
submetidos a auxinas Picloram e 2,4-D em combinacdo com BAP, durante 90 dias em cultivo
in vitro. Evidenciando: a- Botdo floral com sépalas (se) e gineceu (g) intumescidos, b- Botdo
floral oxidado e ndo alongado, ¢- botdo floral alongado e ndo intumescido; d- verticilos
protetores internos € externos do botdo floral. Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA, 2013.

3.3.5 Inducio da embriogénese somatica em diferentes explantes da inflorescéncia

Na busca de definicio de tecidos competentes embriogenicamente foram testados diferentes
tipos de explantes (Figura 21) obtidos de apenas uma inflorescéncia, pois havia diuvidas de
quais tecidos florais sdo mais eficientes na formacdo de linhagens embriogénicas, de qual

local sdao formados e quanto tempo devem permanecer na fase de indugéo.
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A contaminaciio dos explantes, foi muito baixa, com exce¢do da espata interna que apresentou
cerca de 17,1% de contaminacdo, o que deve estar associado a ter passado por apenas uma
etapa de assepsia. Logo, esse experimento comprovou que o procedimento de assepsia
adotado foi eficiente.

O experimeﬁto foi conduzido durante 66 dias e foi finalizado quando houve a formagio de
estruturas semelhantes a embrides somaticos. Considerando o tempo abaixo do observado
para formagdo de linhas embriogénicas em palma de o6leo, superior a 90 dias (BALZON et al.,
2013; GUEDES, 2008; SCHERWINSKI-PEREIRA et al, 2012; STEINMACHER et al,
2007; THUZAR et al., 2011;), houve sinaliza¢8io que outros explantes sdo competentes.

A avaliagdo final aos 66 dias permitiu observar caracteristicas morfolégicas externas
semelhantes a embrides somaticos que foram avaliadas quanto ao nimero e tamanho dessas
estruturas, indicando que as mesmas foram formadas em menor tempo, provavelmente entre o
periodo de 45 a 66 dias.

Verificou-se que na raquila existem bracteas que constituem o apéndice de protecdo tanto para
os botdes florais quanto para os estaminédios, que se caracterizam como flores masculinas
inférteis, que também estio inseridos na raquila. Os estaminodios formam um par localizado
na parte superior do botéo e tendo seu pedunculo aderido a raquila (Figura 22-b), sdo inférteis
e abortivos e formam com as flores femininas uma triade, conjunto de duas flores masculinas
ao redor de uma feminina, também encontrada em outras palmeiras (BURQUEZ et al., 1987,
KUCHMEISTER et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2003). No caso da palma de dleo, essas
informagdes sobre a morfologia da inflorescéncia sdo raras ou incompletas na literatura, pois
ndo descrevem com exatiddo os detalhes.

As flores femininas sdo constituidas por calice e corola, cada uma constituida por trés
verticilos protetores, porém a corola ¢ semelhante as sépalas em tamanho e cor, por isso
denominada de estrutura sepaloide.

O mtumescimento do explante foi um bom indicativo para a formagdo de estruturas
semelhantes a embrides somaticos, apesar de que o seu surgimento ndo implicou na formagao
de embrides, como foi verificado para os tecidos das bricteas, estamindédios e botdo
segmentado.

O termo intumescimento utilizado aqui nesse experimento pode ser considerado como
expansdo celular, uma vez que Raven et al. (2007) descreveram que dois fatores sio
importantes para multiplicacio dos seres multicelulares: a expansdo celular e a divisio

celular, e que a primeira compreende ao aumento do volume celular na fase G1 do ciclo
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celular, enquanto a segunda é responsavel para originar uma réplica perfeita da informagio
genética ou hereditaria da célula-mae.

Os explantes que sofreram intumescimento apresentaram as seguintes caracteristicas: bordas
dos tecidos aumentadas e¢ enrugadas e auséncia de oxidagfo caracterizado pelo tecido de
coloragio esbranquicada. E importante relatar que durante as avaliagdes do experimento, o
pistilo dos botBes inteiro teve crescimento exagerado, intumesceu e ndo oxidou, mas ndo
induziu a formacio de calos, nem a formagio de embrides, mantendo a parede lisa e brilhante

do tecido (Tabela 14).

Figura 21. Explantes de inflorescéncia utilizados para indugdo da embriogénese somatica de
hibrido interespecifico da palma de Oleo (E. oleifera x E. guineensis), submetidos a
concentragdo de 450 pM de Picloram. Durante 66 dias em cultivo in vifro. Evidenciando: a-
Botéo floral inteiro (bf), b- Estaminddio (stm) inserido na raquila, pelo pedinculo (pd) , c-
Bractea; d- Estaminddio aberto com verticilo protetor (vp) e estames infertéis (et); e- Raquila
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com botdio; f- Raquila sem botdo; g- Botdo segmentado; h- Espata interna. Embrapa
Amazdnia Oriental, Belém, PA, 2013.

Segundo a analise da varidncia (Tabela 15), para o fator tipo de explante, as variaveis
analisadas (percentagem de: intumescimento, embrides somdticos e oxida¢do), foram
altamente significativa (p<0,001), indicando que pelo menos um tipo de explante diferiu
estatisticamente em relacio aos demais.

Tabela 15. Analise da varifncia para efeito do tipo de explante de inflorescéncia do hibrido
interespecifico de palma de Oleo (E. oleifera x E. guineensis), submetidos a concentragio de
450 uM de Picloram, em relagfio as varidveis percentagem (%) de: intumescimento, embrides
somaticos ¢ oxidagdo. Durante 66 dias em cultivo in vifro. Embrapa Amazbmnia Oriental,
Belém, PA, 2013.

QM
(%)

Fonte de variacio GL intumescimento embrides soméiticos  oxidacao

Tipo de explante 6 118,4 *** 14, 8%** 58,7 ***

Residuo 28 0,34 0,14 2,74

Total 34

CV (%) 10,1 28 59.8
QM-Quadrado médio

ns- Néo significativo pelo teste F
*kx Altamente significativo 0,1%, de probabilidade, pelo teste F.

Os explantes que apresentaram maiores taxas de intumescimento (Tabela 16) foram: bracteas
(100%), botido floral segmentado (100%), botdo floral inteiro (100%) e estaminddios (81,9%),
diferindo estatisticamente dos demais tipos. Porém somente o botdo floral inteiro teve
percentual de formagio de estruturas semelhantes a embrides somaticos de 27,2%, diferindo
estatisticamente em relacdo aos demais explantes avaliados. As evidéncias indicam a presenga
de células meristematicas nos tecidos das sépalas, com grande potencial para formacgdo de
linhagens embriogénicas e que respondem a indugio pela auxina Picloram em espaco curto de
tempo em relagdo a outros trabalhos realizados.

Esses resultados s3o semelhantes aos obtidos por Balzon et al. (2013), que ao induzirem
embriogénese somatica em embrides zigbticos maduros da variedade Tenera, submetidos as
auxinas Picloram e 2,4-D na concentracdo de 450 pM, obtiveram com o uso Picloram 97,5%
de calos embriogénicos formados na presenca de carvdo ativado, enquanto que no meio de
cultura contendo 2,4-D houve a formagdo de 79,4% de calos embriogénicos. Enquanto que

Scherwinski-Pereira et al. (2012) ao utilizarem embrides zigdticos imaturos da palmeira agai
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(Euterpe oleracea) em meio de cultura MS com as auxinas Picloram e 2.4-D nas
concentragdes (0,0; 250 e 450 uM), obtiveram 72% de calos embriogénicos com embrides
somaticos formados em meio contendo Picloram na concentragido de 250 uM, enquanto que
nio houve formacio de embrides somaticos nas concentragdes de utilizadas de 2,4-D.

Até o momento esses resultados sdo inéditos, pois nfo se verifica na literatura referéncias
sobre a utilizacdo de sépalas para inducfio da calogénese ou embriogénese somatica em HIE
da palma de 6leo.

Durante a indu¢io da embriogénese ndo houve a formacio de calos ou massa pré-
embriogénica. As estruturas embriogénicas foram formadas diretamente do tecido do
explante, indicando via de regenerag¢do por embriogénese direta, sendo considerado um dos
pouco casos com sucesso em palma de 6leo (GUEDES, 2008).

Em rela¢do a oxidagdo, os explantes que menos oxidaram foram botdo inteiro, botdo
segmentado, espadice interna, estaminddio e bractea, com 0, 0, 0, 7.8 e 12,8%,
respectivamente, semelhantes estatisticamente entre si. Enquanto que as maiores oxidagdes
foram das raquilas com e sem botdo que alcancaram 100% e diferiram dos demais. E
importante mencionar que a oxtdacio foi somente do tecido fibroso das raquilas, enquanto
que os botdes inseridos nelas nao oxidaram.

Tabela 16. Comparagdo de média para tipos de explantes obtidos da inflorescéncia do hibrido
interespecifico de palma de oleo (. oleifera x E. guineensis), submetidos a concentragio de
450 uM de Picloram, em relagdo as variaveis percentagem (%) de: intumescimento, embrides
somaticos e oxidagdo, durante 66 dias em cultivo in vitro. Embrapa Amaz0nia Oriental,
Belém, PA, 2013.

% (Percentagem)

Tipo de explante Intumescimento  Embrides somaticos Oxidacéo
Bractea 100 a 0b 12,8b
Estaminodio 819a 0b 78b
Raquila com botdo Ob 0b 100 a
Raquila sem botdo 0b 0b 100 a
Botdo segmentado 100 a 0b 0b
Botio inteiro 100 a 27,2 a 0b
Espadice interna 0b 0b 0b

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna nfo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5%

Acredita-se que os demais tecidos poderdo formar embrides somaticos, porém com tempo

maior de exposi¢do ao Picloram na concentragio testada.
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Tabela 14. Caracterizacio das fases de formagdio das estruturas semelhantes a embrides
somaticos obtidas a partir de explantes de botdio inteiro da inflorescéncia do hibrido
interespecifico de palma de 6leo (E. oleifera x E. guineensis) submetidos & concentracio de
450 pM de Picloram. Durante 66 dias em cultivo in vitro. Embrapa Amaz6nia Oriental,
Belém, PA, 2013.

Fases Caracteristica

S Botio floral da flor feminina composto por dois grupos de
verticilos (sépalas e sepaldide) protetores e um pistilo
trifido, retirado da raquila

Assepsia/Isolamento

Botdo floral com sépatas intumescidas envolvendo o pistilo
em meio MS suplementado com 450 uM de Picloram, apds
9 dias de cultivo.

Estabelecimento

Crescimento do pistilo evidenciando tecido liso e
intumescimento das sépalas e sepaloides, apds 19 dias de
culttvo.

Inducio

Formacdo de estruturas globulares semelhantes a embrides
somaticos em fase globular formadas diretamente da base
do tecido da sépala, sem passar pela fase de calo, apds 66
dias de cultivo.

Formacao de estruturas
embriogénicas
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3.4 CONCLUSAO

1) O hipoclorito de sodio a partir de 1,5% controlam a contaminagio por fungos em botdes
florais de HIE da palma de 6leo;

2) A utilizagio do antibibtico estreptomicina a 200 mg L ndo controla a infestagdo dos
botdes florais por bactérias;

3) A utilizacio de hipoclorito de sodio e estreptomicina nao provocam oxidagdo nos tecidos
dos botdes florais de HIE.

4) A combinagio dos antibidticos estreptomicina ¢ Timentin ndo causam efeitos de
fitotoxidade aos botdes florais de HIE;

5) Picloram na concentragdo de 450 pM ¢ a auxina mais indicada para induzir o crescimento
celular do tecido do botdo floral do hibrido interespecifico de palma de 6leo;

6) As sépalas sio explantes mais competentes para iniciar a multiplicacdo de células
embriogénicas;

7) As caracteristicas da embriogénese somatica a partir de explantes florais de HIE de palma
de oleo indica ocorrer de forma direta sem passar pela fase de calo, ou seja, ocorre

diretamente das células meristematica.
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3.6 CONCLUSOES GERAIS

A palma de 6leo é uma espécie que tem se destacado no senario nacional e internacional,
devido a seus inimeros usos pelas indistrias e por sua alta produtividade de 6leo, entorno de
4 a 6 ton.ha™, superior a muitas commodities agricolas como a soja e outras. No entanto, 0s
maiores paises produtores tém sido questionados pela comunidade internacional, quanto, aos
impactos gerados ao meio ambiente por essa atividade, tais como na redugfio das areas
florestadas e da biodiversidade, principalmente na Malasia e Indonésia, principais paises

produtores.

No Brasil, particularmente no estado do Pard, destacam-se os impactos relacionados a baixa
oferta de alimentos pelos pequenos agricultores, pois essa atividade tem concorrido com a

producdo de farinha, milho e feijdo, comprometendo a seguranca alimentar.

Por outro lado, a cultura da palma de 6leo tem se caracterizado como geradora de emprego,
com a absor¢do da mao de obra local que reflete na redugido da pressdo das comunidades

sobre a floresta e protege o solo contra a erosio etc.

Em relagdo ao uso da técnica de embriogénese somatica para produgio de mudas da palma de
6leo, paises como Malasia, Costa Rica e Equador tém dominado essa tecnologia e produzem
comercialmente clones, principalmente de variedades africanas, além de serem os maiores
fornecedores de sementes pré-germinadas. O uso da clonagem tem garantido aos paises
detentores dessa tecnologia alcangarem maior uniformidade e produtividade das plantas nas

areas plantadas, pois sdo selecionadas e propagadas as variedades mais produtivas.

O Brasil esta muito aquém no uso dessa técnica para produgio comercial, estima-se atraso de
cerca de 30 anos, e para tanto, necessita de maior investimentos e de politicas voltadas para o
fortalecimento da pesquisa e desenvolvimento da cultura para dar suporte 4 produgio. As
pesquisas de propagacido da palma de éleo tem utilizado a variedade comercial Tenera com
resultados promissores via embriogénese somatica indireta. Essa tese apresenta resultados
inéditos com o HIE, tanto para embriogénese somatica quanto para a germinacio in vifro, e
dard suporte para outros trabalhos futuros. Foi possivel verificar também que nio ha
informagio sobre a atuacdo de empresas brasileiras aplicando os resultados das pesquisas de

clonagem para a produg@o de mudas, seja de variedades intraespecificas ou interespecificas.
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Os laboratérios que utilizam a técnica de propagacdo em larga escala da palma de 6leo ja
trabalham na reducdo de gastos e fazem estudos para reducdo da mio de obra por meio do uso
de bioreatores. Agora a meta é testar e desenvolver biorreatores para produzir clones
superiores em larga escala, com o cuidado de selecionar na fase inicial mudas que nfo
apresente varia¢do somaclonal, adotando marcadores genéticos e moleculares para detectar

quaisquer alteragdes genética ou cromossonal nas célujas.

Os resultados obtidos no trabalho atual mostram que € possivel acelerar o processo de
germina¢ido de embrides de HIE maduros ao serem submetidos a temperatura de 39°C em até
21 dias, permitindo a producdo de mudas em trés meses, ¢ maiores taxas de obtengdo de

plantas pelo aproveitamento dos embrides i1solados.

Os resultados obtidos indicam a utiliza¢do de botdes florais de inflorescéncia para regenerar
plantas via embriogénese somatica, pois ocorre indugio e formagio de estruturas semelhantes
a embrides somdaticos, diretamente do tecido reprodutivo, sem passar pela fase de calo, em
meio basico de cultura MS com a adi¢io da auxina Picloram a 450 pM durante 60 dias de

cultivo.
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Tabela 1A. Composigio do meio MS (Murashigue; Skoog, 1962)

N° Composto Conc.Solugio estoque  Volume (SE) (mg L™)
(SE) Conc. mg/1000 ml _mg/100ml 1000 m!

1 NH4NO; 1650 50 X 82.500 82.500 20 ml
KH,PO, 170 50 X 8.500 850
2  KNO; 1.900 50 X 95.000 9.500 20 ml
MgSQO,4.7H,0 370 50 X 18.500 1.850
3  CaChL.2H,O 440 50 X 22.000 2.200 20 ml
4 FeEDTA
FeSO,.7H,0 27,8 100 X 2.780 2780
Na,EDTA 37,3 100 X 3.730 373,0 10 ml
5  MnSO;4H,0 22,3 100X 2.230 2230
ZnS0O4.TH,0O 8,6 100X 860 86,0
H;BO; 6,2 100X 620 62,0
Ki 0,83 100 X383 8,30 10 ml
NaMo0O4.2H,0 0,25 100 X 25 2,5
CuS04.5H0 0,025 100 X 2,5 0,25
CoCl. 6H,0 0,025 100 X 2.5 0,25

1amina- 0,1 500X 5.0 0.5
Piridoxina- HCL 0,5 500 X 25 2.5
Acido nicotinico 0,5 500 X 25 2.5 2 ml
Glicina 2.0 500 X 100,0 10,0
Mio-mositol 00,0 5.

Sacarose

pH 58




