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RESUMO GERAL

MARTINOTTO, Cristiano. Embriogénese somatica e isolamento de
protoplastos de pequizeiro. 2007. 106 p. Tese (Doutorado em Agronomia -
Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

O pequizeiro é uma das espécies frutiferas nativas do Cerrado de maior
potencial econémico e ecoldgico e de grande importancia social. Nas dltimas
décadas, grandes extensdes de terra no Cerrado t€m sido incorporadas ao sistema
agricola. Este fato, aliado a baixa taxa de regeneracdo natural, tem levado ao
declinio de populacGes naturais da espécie. Em vista disso, estudos de técnicas
de propagacdo para a producdo de mudas visando ao plantio racional da espécie
e recuperacdo de dreas degradadas tornam-se necessdrios. O presente trabalho
foi realizado com o objetivo de estudar o cultivo in vitro do pequizeiro por
calogénese, organogénese, embriogénese somdtica e isolamento de protoplastos.
Foram testadas, para indu¢do de embrides somaticos e calos embriogénicos,
combinacdes de concentracdes de 2,4-D x sacarose e 2,4-D x 2-iP. Para o
desenvolvimento de embrides foi testado o ABA. Quanto ao isolamento de
protoplastos, foram testadas duas solugdes enzimdticas, tempo de incubacgio,
concentracdes de manitol e sistema de incubacdo (estaciondrio e agitagdo
orbital). Para o cultivo in vitro foram testadas combinagdes de concentracdes de
BAP x ANA e de cinetina x picloran. Foi testado também o cultivo em meio
liquido e sé6lido e na presenca e auséncia de luz. De acordo com os resultados,
obtiveram-se embrides e calos embriogénicos aos 45 dias de cultivo e de calos
embriogénicos em subcultivo aos 45 dias com o uso de 60 g L™ de sacarose em
meio MS. Obtiveram-se 18,32 x 10° £1,18 protoplastos por grama de massa
fresca de tecido foliar obtido in vitro, com didmetro médio de 25,19 +4,75 pum.
Utilizou-se solucdo enzimatica composta por 1% (p/v) Cellulase “Onozuca R-
10” (Yakult Honsha) + 0,2% (p/v) de “Macerozyme R10” (Yakult Honsha) +
0,1% (p/v) de Driselase (Sigma London Chemical Co Ltda) + 5 mM de MES,
em meio CPW a 0,6M de manitol em incubag@o por 10 horas em sistema
estaciondrio, com 96,7% de protoplastos vidveis. No cultivo in vitro, obtiveram-
se maiores médias para nimero de folhas (3,74), tamanho médio das trés
maiores brotacdes (9,45 mm), massa fresca (1,23 g) e massa seca (0,15 g)
utilizando cultivo em meio liquido. Folhas obtidas do cultivo em meio sélido
apresentaram maior espessura. Brotacdes na auséncia de luz apresentaram maior
comprimento médio. Maior nimero e tamanho de brotacdes (13,3 e 22,94mm)
foram obtidos com 0/1 e 0/0,5 de ANA/BAP, respectivamente. Maior niimero e
tamanho da maior raiz (28,07 e 29,07 mm), foi obtido com 1/0 mg L' de
ANA/BAP.

Comité Orientador: Dr. Renato Paiva - UFLA (Orientador); Dra. Patricia Duarte
de Oliveira Paiva (Co-orientadora); Dr. Breno Regis Santos (Co-orientador).



ABSTRACT

MARTINOTTO, Cristiano. Somatic embryogenesis and protoplast
isolation of Caryocar brasiliense CAMB. 2007, 106 p. Doctorate thesis in
Agronomy, Plant Phisiology. Universidade Federal de Lavras-Lavras-MG.

The Caryocar brasiliense is one of the native fruit species from Cerrado with
higher economical, ecological and social importance. In the last decades, large
land extensions in the “ Cerrado ““ has been used for agricultural system. This
fact associated with a natural low regeneration rate has caused the reduction in
natural populations of the species. Based on these facts, it is important to
optimize the propagation technique for seedling production in order to regulate
the production of the species and use it to recover degraded areas. The objective
of the present work was to study aspects of the in vitro cultivation of Caryocar
brasiliense through calogenesis, organogenesis, somatic embryogenesis and
isolation of protoplast. For the induction of somatic embryos and embryogenic
calli, combinations of different concentrations of 2,4-D x sucrose and 2,4-D x 2-
iP were tested. For embryo development, ABA was tested. For protoplast
isolation, two enzymatic solutions, incubation time, manitol concentration and
incubation system (stationary and orbital agitation) were tested. For the in vitro
cultivation, combinations of BAP x ANA and cinetina x picloran were evaluated.
It was also tested, the effect of the cultivation in liquid and solid medium in the
absence or presence of light. The results demonstrated that embryos and
embryogenic callus can be obtained with 45 days of cultivation as well as
embryogenic callus in sub cultivation at 45 days in MS medium supplemented
with 60 g L' sucrose. 18.32 x 10° +1.18 protoplasts were obtained per gram of
in vitro leaf tissue fresh mass with an average diameter of 25.19 £4.75 um. 96%
of viable protoplasts were obtained using the enzymatic solution composed by
1% (p/v) Cellulase “Onozuca R-10" (Yakult Honsha) + 0.2% (p/v)
“Macerozyme R10” (Yakult Honsha) + 0.1% (p/v) Driselase (Sigma London
Chemical Co Ltda) + 5 mM MES in CPW medium and maintained in incubation
for 10 hours in stationary system. The in vitro cultivation promoted the highest
leaf number average (3.74), length average of the three largest shoots (94.5 mm),
fresh mass (1.23 g) and dry mass (0.15 g) using cultivation in liquid medium.
Leaves obtained in solid medium showed higher thickness. Shoots grown in the
absence of light presented higher average length. Higher number and size of
shoot (13.3 and 22.94 mm) were obtained with 0/1; 0/0.5 NAA/BAP,
respectively. Higher number and higher root size (28.07 and 29.07 mm) were
obtained with 1/0 mg L' NAA/BAP.

Guidance committee: Renato Paiva, PhD (Adviser); Dra. Patricia Duarte de
Oliveira Paiva (Co-adviser); Dr. Breno Regis Santos (Co-adviser).
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CAPITULO I

INTRODUCAO GERAL



1 INTRODUCAO

O Cerrado brasileiro é considerado um dos biomas mais ricos em
biodiversidade do planeta, apresentando inimeras espécies endémicas (Myers et
al., 2000). Apesar de apresentar fauna e flora riquissimas, esse bioma vem sendo
intensivamente degradado, sucumbindo ao avango de desmatamentos e
queimadas, dando lugar a pecudria extensiva, a grandes monoculturas, como a
soja e o milho e a culturas para a producdo de biocombustiveis, causando o
empobrecimento biolégico.

A flora do Cerrado apresenta diversas espécies frutiferas com grande
potencial econdmico, ecoldgico e social. Tal fato tem despertado o interesse da
comunidade cientifica a respeito das técnicas de domesticacdo e inclusdo destas
em cultivos racionais. Dessa forma, a diminuicdo de pressdo de coleta em
populacdes nativas, por meio de alternativas ao extrativismo, concorre para a
conservacdo de sua flora e a preservacao de espécies ameagadas.

Algumas dessas espécies frutiferas apresentam problemas quanto a
propagacdo. Entre elas, destaca-se o pequizeiro, que tem grande potencial como
planta frutifera, cujos frutos oleaginosos, ricos em precursores da vitamina A,
sdo muito apreciados pela populagdo local e pela fauna, além de possuir madeira
de alta qualidade. Suas sementes apresentam dois mecanismos de dorméncia,
sendo um causado pelo impedimento fisico do endocarpo rigido e o outro pela
dorméncia do préprio embrido (Dombroski et al., 1998). Ainda, suas sementes
perdem rapidamente a viabilidade.

Assim, tornam-se necessarios estudos para a inclusdo desta espécie em
sistemas produtivos, a fim de implantar cultivos racionais, solucionando
problemas de producdo que afetam a comercializacdo do produto e a
conservagdo da espécie.

Técnicas biotecnoldgicas, como a cultura de tecidos, t€ém desempenhado



funcdo importante no que diz respeito a estudos de espécies nativas, tanto
auxiliando no melhoramento quanto contornando problemas de propagagdo
destas, viabilizando cultivos racionais em curto espaco de tempo.

O presente trabalho teve por objetivo estudar o cultivo in vitro do
pequizeiro por meio da calogénese, organogénese, embriogénese somaitica e

isolamento de protoplastos.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O Cerrado

O Cerrado brasileiro constitui um bioma caracterizado por apresentar
grande biodiversidade vegetal, sendo muitas espécies endémicas, 0 que o torna
uma das savanas mais ricas do mundo. Ocupa cerca de 23 % (2.000.000 km?) do
territorio nacional, ficando atrds apenas da Floresta Amazonica. Sua distribui¢io
abrange os estados de Goids, Tocantins, Distrito Federal e parte dos estados da
Bahia, Cearda, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Piaui, Rondo6nia e Sao Paulo. Contudo, pode ser encontrado em pequenas dreas
isoladas nos estados do Amap4d, Amazonas, Pard, Rondonia e Parand (Ribeiro &
Walter, 1998).

O Cerrado é considerado um dos 25 “hotspots” (dreas mundiais de
concentracdo de biodiversidade) de espécies vegetais e de vertebrados
ameacados (Myers et al., 2000). Apenas 0,5% da sua area total estd protegida
por unidades de conservagdo de uso restrito (Bruck et al., 1995) e 3,6% dela é
protegida por alguma categoria de unidade de conservagao (Dias, 1990).

Segundo Felfili et al. (2002), cerca de 37% da cobertura vegetal original
do Cerrado j4 foi devastada. Klink et al. (1995) relatam que a degradagdo do
Cerrado pode influenciar no clima da regido, uma vez que apresenta,

potencialmente, grande assimilag@o e actimulo de carbono, tanto em parte aérea



quanto em raizes. Os reservatdrios de carbono podem ser substancialmente
alterados por causa da grande abrangéncia geogrifica das modificacdes que se
processam neste bioma. Modelos ecoldgicos de predi¢@o de alteracdes climaticas
mostram que a substitui¢do da vegetacdo nativa por monoculturas de pastagens
plantadas pode levar ao declinio da precipitagdo e ao aumento da freqiiéncia de
veranicos no Brasil Central (Hoffmann & Jackson 2000).

Para Pozo (1997), o manejo adequado do Cerrado pode gerar mao-de-
obra permanente para um grande nimero de pessoas e fornecer matéria-prima
para a industria, conciliando a preservacdo da biodiversidade e garantindo a
conservagdo de espécies nativas, bem como a manutengdo da qualidade da dgua.
O mesmo autor, em estudos realizados em comunidades do Norte de Minas
Gerais, observou que a exploragcdo da vegetacdo do Cerrado ocorre de forma
extrativista.

Dessa forma, estudos de propagacdo de espécies nativas, como o
pequizeiro, sdo importantes por gerarem tecnologias para a sua conservagio e

producdo.

2.2 O pequizeiro

O pequizeiro (Caryocar brasiliense CAMB.) é uma espécie arbdrea
nativa do Cerrado pertencente a classe Magnoliopdida (Dicotiledonae), ordem
Guttiferales, familia Caryocaraceae e ao género Caryocar L. (Ferri, 1969).
Popularmente, também € conhecido por piqui, piquia-bravo, pequi, améndoa-de-
espinho, grao-de-cavalo, pequid, pequia-pedra pequerim, suari e piquid (Lorenzi,
2000). O nome pequi se origina da palavra tupi pyqui, em que py = casca e qui =
espinho (Almeida & Silva, 1994).

E uma planta xerdfila, heliéfila, semidecidua, caracteristica do Cerrado.
Em sua drea de dispersdo, ocorre, geralmente, em agrupamentos mais ou menos

densos em determinados pontos e faltando em muitos outros. Ocorre tanto em



formagdes primdrias quanto em secundarias e pioneiras (Lorenzi, 2000).

O pequizeiro ocorre no cerraddo distrofico e mesotréfico, cerrado denso,
cerrado strictu sensu e cerrado ralo, nos estados da Bahia, Ceara, Distrito
Federal, Goias, Maranhdo, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Minas Gerais,
Piaui, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Tocantins (Almeida & Silva, 1994).

As plantas apresentam porte médio, com 7 metros de altura, podendo
chegar aos 10 metros. Seu tronco mede de 30 a 40 cm de diametro e sua madeira
tem colorac@o amarelo-parda com alburno bege-escuro (Donadio et al., 2002).

Suas plantas florescem durante os meses de setembro a novembro e a
maturacdo dos frutos inicia-se em meados de novembro, prolongando-se até
inicio de fevereiro (Lorenzi, 2000). Pelo menos cinco espécies de morcego

foram catalogadas como polinizadoras potenciais (Gribel & Hay, 1993).

2.3 Usos da espécie

O pequizeiro destaca-se na flora do Cerrado por ser uma das espécies
mais conhecidas e apreciadas por populagdes do Brasil Central. E utilizado
como alimento, sendo o pirénio com a polpa cozido com arroz, feijao, galinha ou
batido com leite; também € utilizado no preparo de doces, de licor e para a
extragdo de manteiga. Seu consumo complementa a dieta de populacdes locais
devido a riqueza nutricional de seus frutos (Almeida & Silva, 1994; Almeida et
al., 1998; Lorenzi, 2000; Santos et al., 2005). Em adi¢ao, seus frutos também
garantem fonte alternativa de renda a populagdo regional que, por meio do
extrativismo, comercializam seus frutos as margens de rodovias, em feiras e em
mercados locais.

A casca do pequizeiro e as suas folhas sdo tintoriais, fornecendo tinta
amarelo-castanho, bastante empregada pelos teceldes de Minas Gerais. Sua
casca também ¢ utilizada em curtume (Brandido et al., 2002; Donadio et al.,

2002).



A madeira é de 6tima qualidade, tem alta resisténcia (Almeida & Silva,
1994), ¢ moderadamente pesada, macia e de boa durabilidade natural (Lorenzi,
2000), utilizada como moirdes e lenha, considerada prdpria para xilografia,
construgdo civil e naval, dormentes, fabricagao de moveis e fonte de carvio para
siderurgia (Ribeiro, 1996).

Pela beleza de sua copa e suas flores alvas, que atraem insetos como
abelhas, a planta é considerada ornamental e melifera (Almeida et al., 1998).

O fruto oleaginoso, por apresentar grande quantidade de lipideos,
permitiu que o pequizeiro fosse incluido entre as espécies para estudo de
producdo de biodiesel, apresentando resultados relevantes em testes
laboratoriais. Porém, pelo cardter extrativista de sua produgdo, sua utilizagdo de
imediato ndo € vidvel (Bilich & Silva, 2006). Segundo estudos realizados por
Ferreira et al. (1988), sua polpa apresenta 61,79 g/100g de teor de 6leo e a
améndoa, 42,20 g/100g de polpa.

Segundo Donadio et al. (2002), o d6leo de sua améndoa apresenta
quantidades considerdveis de acido linoléico. Seu 6leo € utilizado na medicina
popular para sanar problemas oftalmoldgicos relacionados a deficiéncia de
vitamina A, uma vez que seu fruto apresenta altissimo teor de carotendides
(Brandao et al., 2002; Ribeiro, 1996). Suas folhas, por serem adstringentes, sdo
utilizadas para a elaboragdo de chi com propriedades reguladoras do fluxo
menstrual e estimulacdo da secrecdo da bilis (Brandao et al., 1992). Por ser rico
em 4cido oléico, um componente natural da emulsdo epicutinea e betacaroteno,
0s quais absorvem os raios ultravioleta nocivos a saide, pode ser usado em
cremes e logdes protetoras, evitando produg@o de radicais livres no organismo
por acdo da radiag@o solar (Paula-Junior, 2004).

Os frutos s@o consumidos por vdrias espécies da fauna, auxiliando sua
disseminacdo (Lorenzi, 2000) e indicando ser uma espécie adequada para

programas de reflorestamento e recuperacio de dreas degradadas do Cerrado.



2.4 Propagacao do pequizeiro

Diversos estudos tém demonstrado que a propagacdo sexuada do
pequizeiro é complexa e invidvel em larga escala devido a caracteristicas da
prépria semente, como a dorméncia, o que provoca uma germinacdo lenta e
irregular (Aradjo, 1994; Miranda et al., 1988; Dombroski et al., 1998).

Segundo Miranda et al. (1988), as sementes, quando plantadas em
condi¢des ideais de temperatura e umidade, iniciavam sua germinagao a partir de
um més, podendo se estender até os 11 meses do plantio. Dombroski et al.
(1998), testando niveis de escarificacdo e efeito de diferentes concentragdes de
GA;, verificaram que a germinag¢do pode se estender até os 56 dias apds o
plantio, indicando um efeito benéfico de reguladores sobre a germinagdo. Melo
(1987) e Miranda et al. (1988), trabalhando com diferentes temperaturas em pré-
tratamento, obtiveram resultados semelhantes de germinacdo de sementes com
36% (4°C, por 24 horas, em pirenos sem espinhos) e 30% (2°C, por 24 horas),
respectivamente. S4 et al. (1994) verificaram que a maior germinacdo de
sementes de pequi ocorre aos nove meses apds a semeadura.

Oliveira (2002) verificou problemas na conservacdo da viabilidade de
sementes de pequizeiro, as quais, em um periodo de quatro meses de
armazenamento, apresentaram queda na porcentagem de germinacdo em
sementes frescas de 70% para 19%, demonstrando a ocorréncia de certo grau de
recalcitrancia.

Outro problema enfrentado pela propagacdo sexuada é a elevada
susceptibilidade a contaminacdo fingica das sementes. Esse aspecto foi
verificado por Barradas (1972) e comprovado por Oliveira (2002), que
obtiveram sensivel aumento na porcentagem de germinagdo com a utilizacio de
pré-tratamento antifingico das sementes (3 mL kg™ de carbendazim+250 mg L™
de thiram).

Neste contexto, a propagacdo da espécie por via sexuada apresenta-se



invidvel a produg¢do massal de mudas, dificultando o trabalho em viveiros,
aumentando o custo de produgdo das mudas e, principalmente, dificultando o
planejamento dos plantios definitivos.

Com relagdo a propagacdo assexuada, técnicas de enxertia tém sido
utilizadas. Pereira et al. (2001) e Pereira et al. (2002a) obtiveram, por enxertia de
garfagem, 60% de indice de pegamento e, em borbulhia de placa sem lenho e
com janela aberta, em torno de 90%. Silva & Fonseca (1991) e Silva et al.
(2001) relataram resultados superiores a estes por enxertia por garfagem,
obtendo mais de 90% de pegamento. Segundo Pereira et al. (2002b), em
trabalhos recentes desenvolvidos pela Embrapa atingiram-se resultados acima de
95% de indice de pegamento com enxertia por borbulhia.

Técnicas de enxertia proporcionam producdo de mudas com
caracteristicas da planta-mde, originando plantios uniformes quanto a
desenvolvimento, precocidade, producido e qualidade dos frutos, permitindo a
selecdo de plantas matrizes elite de caracteristicas altamente desejdveis. Porém,
para que esta técnica tenha sucesso, € necessdria a obtencdo eficiente de porta-
enxertos, deparando-se, novamente, com problemas de germinacgdo apresentados
pela espécie. Técnicas de cultura de tecidos, neste caso, podem ser tteis, uma
vez que, em um curto intervalo de tempo, podem produzir mudas em larga

escala, idénticas a planta matriz e livre de patdgenos.

2.5 Cultura de tecidos

A cultura de tecidos vegetais refere-se as técnicas de cultura em meio
nutritivo, em condi¢des assépticas, de células, tecidos ou drgaos de plantas, sob
condi¢des controladas de luminosidade e temperatura (Torres et al., 2000).

De acordo com Souza et al. (2006), o emprego racional de técnicas de
cultura de tecidos pode tanto propiciar a producdo comercial continua de grande

nimero de plantas de alta qualidade e com fidelidade genética mantida, aspectos



fundamentais para a conservagdo in vitro de germoplasma, como gerar
variabilidade, tdo importante para o melhoramento genético.

Tais técnicas vém sendo amplamente aplicadas na recuperacdo de
plantas livres de virus e outros agentes causadores de doengas, na conservacao e
no intercambio de germoplasma in vitro, micropropagagao rapida de genétipos
elites, producdo de hapléides, transformacdo genética de plantas e propagagao
comercial de plantas com potencial economico, dentre outras (Torres et al.,
2000).

A cultura de tecidos de plantas baseia-se no principio da totipoté€ncia
celular, caracteristica de células vegetais que, segundo Taiz & Zeiger (2004), é
definida como a capacidade que células vegetais nucleadas possuem de reterem
informacdo genética para se desdiferenciarem e serem potencialmente capazes
de dar origem a uma planta completa.

Mantell et al. (1994) relatam que tecidos somdticos de uma planta sao,
essencialmente, os produtos de divisdes mitdticas, em que cada célula dentro do
organismo pode regenerar novas réplicas do mesmo organismo, desde que
condi¢bes apropriadas sejam fornecidas. Essas condi¢des incluem o
fornecimento de macro e micronutrientes e vitaminas de forma equilibrada e em
quantidade suficiente, ajuste do pH do meio, condicdes fisicas (temperatura,
qualidade e quantidade de luz adequada) e balanco hormonal adequado a
inducdo de processos morfogénicos, embriogénicos ou mesmo a calogénese.

Para que os explantes possam se desenvolver satisfatoriamente, o meio
de cultura deve fornecer os principios nutritivos indispensdveis para que
ocorram processos morfogénicos. Entre os principais componentes de um meio
de cultura estdo as fontes de carbono e de energia (geralmente sacarose) e as
fontes de nitrogénio, foésforo e sais minerais. Pode-se ainda adicionar substancias
complexas de composi¢do quimica indefinida, como dgua de coco, extrato de

malte, caseina hidrolisada, glutamina, bem como adi¢do de fitorreguladores de



crescimento (Santos-Serejo et al., 2006). A formulacio MS de Murashige &
Skoog (1962) € a mais utilizada para diferentes processos de cultura de tecidos;
ja o meio de cultura WPM (Lloyd & Mc Cown, 1980) tem sido muito utilizado
para a propagacao in vitro de espécies lenhosas (Vengadesan et al., 2002).

A propagagdo in vitro, também denominada de micropropagacdo em
funcdo dos propdgulos utilizados, €, indiscutivelmente, a aplicagdo mais
concreta da cultura de tecidos de 6rgdos vegetais (Grattapaglia & Machado,
1998; Santiago et al., 2001). Souza, F. et al. (2006) destacam que esta técnica de
cultura de tecidos tem possibilitado que os agricultores tenham rapido acesso a
novas cultivares desenvolvidas por programas de melhoramento genético, além
da multiplicagdo de clones superiores de espécies que se propagam por
sementes, evitando, assim, perdas por segregacdo. A principal vantagem da
micropropagacdo € a fixacdo de ganhos genéticos nas populacdes clonais e a
obtenc¢do de um grande niimero de plantas sadias e de alta qualidade em pequeno
espaco fisico e em curto espaco de tempo, independente de fatores climdticos
limitantes (George, 1993), além de proporcionar maior precocidade na produgdo
(Melo et al., 1999).

Segundo Pierik (1990), a micropropagacdo pode ocorrer de forma direta,
na qual gemas e dpices caulinares se desenvolvem dando origem a brotagdes que
posteriormente passam pela fase de enraizamento, formando uma planta
completa ou por meio indireto, em que tecidos vegetais se desdiferenciam
passando pela fase de calo e, posteriormente, por estimulos fisicos e ou quimicos
que podem originar brotagdes, que podem enraizar e formar uma planta. Para
isso, podem-se utilizar a cultura de 4pices caulinares e segmentos nodais,
embriogénese somdtica e formagdo de gemas adventicias em diversos tipos de
explantes (Torres et al., 2000).

A adicdo de reguladores de crescimento no meio nutritivo tem como

objetivo suprir as possiveis deficiéncias dos teores endégenos de hormdnios nos
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explantes que foram isolados da planta matriz, bem como estimular o
alongamento ou a multiplicacdo da parte aérea (Santos-Serejo et al., 2006).

O sinergismo entre auxinas e citocininas é determinante no controle da
morfogénese in vitro. Elevadas concentracdes de citocininas e baixas de auxinas
proporcionam a formacdo de gemas em detrimento da formacdo de raizes e,
invertendo-se esta relagdo, as gemas s@o inibidas, havendo indugdo de raizes

(Santana, 2003).

2.6 Cultivo em meio liquido

Os meios liquidos sdo ideais na micropropagagdo, por evitarem o
emprego de agentes solidificantes do meio de cultura (como o dgar) e
proporcionarem a possibilidade de automacdo do processo (Aitken-Christie,
1991). Segundo Caldas et al. (1998), o cultivo em meio liquido necessita de
algum tipo de suporte ou agitacdo para fornecer oxigé€nio necessirio para a
respiracido do explante, mas, apresenta vantagens como menor custo e preparo
mais rdpido.

A metodologia convencional de micropropagagdo baseia-se no cultivo
em pequenos frascos, com nimero reduzido de plantas por recipiente, utilizando
meio contendo agentes solidificantes, acarretando em uma intensa manipulacio
das culturas, exigindo mao-de-obra especializada (Teixeira, 2002).

Com a utilizagdo do cultivo em meio liquido, diminui o nimero de
subcultivos, melhora o aproveitamento do meio de cultura, reduz a necessidade
de investimento em vidraria, além de facilitar a limpeza e o preparo dos
mesmos, reduzindo, assim, os custos de producdo de plantas micropropagadas.

O cultivo em meio liquido permite um melhor desenvolvimento dos
explantes por permitir maior difusdo dos nutrientes no meio de cultura, evitando
gradientes (Caldas et al., 1998). Debergh (1982) observou que quanto maior for

a drea de contato da planta com o meio, maior serd a absor¢do dos seus
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compostos e, em conseqiiéncia, maior também a taxa de crescimento dos
explantes. A caracteristica fisica do meio de cultura liquido permite um contato
muito maior com o explante do que o meio sdlido, aumentando
consideravelmente a absorcdo de nutrientes, tanto pelas folhas, como por caules
e raizes, proporcionando maior produgdo de biomassa.

Biorreatores e agitadores orbitais sdo dois sistemas utilizados no cultivo
in vitro com meio liquido. Segundo Silva (2006), a utilizacdo comercial de
biorreatores € limitada pela falta de estudos e também pelo elevado custo do

equipamento.

2.7 Embriogénese somatica

Segundo Haccius (1978), a embriogénese somdtica ou adventicia é o
processo pelo qual novos individuos se originam a partir de células simples, que
ndo sdo produtos da fusdo de gametas e que ndo apresentam conexdes vasculares
com 0s tecidos maternos.

A embriogénese e a organogénese podem distinguir-se com base em
critérios morfoldgicos e anatdomicos. De acordo com Costa et al. (2006), a
formagdo de embrides a partir de tecidos somadticos in vitro é semelhante a
embriogénese zigdtica que ocorre em Orgdos reprodutivos de plantas,
culminando na formagdo de uma planta completa a partir de uma Unica célula.
Em certos explantes, de acordo com Kerbauy (1998), embrides somadticos
formam-se a partir da diferenciacio conjunta de grupos de células
embriogénicas. Este sistema € utilizado para a propagacdo massal de plantas
elites, apresentando grande potencial, pois possibilita elevadas taxas de
multiplicacdo (Gupta et al., 1993).

No processo de embriogé€nese, anatomicamente, os tecidos do caule e da
raiz estdo conectados por um soélido procambio, que dd origem ao tecido

vascular. O dpice radicular é fechado, sem conexdao vascular com o tecido
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materno. Ja a organogénese implica na formacdo de estruturas monopolares que
estabelecem conexdo vascular com o tecido de origem, em que, normalmente os
caules e raizes se formam de modo independente, muitas vezes com auséncia de
conexdo vascular entre eles (Costa et al., 2006). De acordo com os mesmos
autores, podem ocorrer duas maneiras de padrdes morfogénicos: um de maneira
direta, no qual embrides se originam diretamente do explante sem formagao de
calo e outro de maneira indireta, em que ha prévia formacao de calos antes do
desenvolvimento de estruturas organizadas.

Segundo Grattapaglia & Machado (1998), a grande maioria dos sistemas
de embriogénese somdtica ocorre pela via indireta, na qual calos embriogénicos
sdo induzidos e mantidos ao longo do processo de multiplicagdo. Do ponto de
vista de multiplicacdo e de custos envolvidos, a embriogénese somadtica
apresenta enorme vantagem sobre 0s outros sistemas de micropropagacdo, pois
grande quantidade de embrides pode ser formada em suspensdo de células
embriogénicas com um minimo de manipulacdo e espaco fisico do laboratério.

A embriogénese apresenta algumas limitacdes que t€m dificultado sua
utilizacdo em sistemas de micropropagacdo. A primeira e maior delas é a
obtencdo de um sistema de embriogénese reproduzivel em larga escala. Outra
limitagdo € quanto a variabilidade genética indesejdvel, as vezes, introduzida
pelo processo ao passar pela fase de calo. Outro problema é a perda da
capacidade embriogénica das culturas apds alguns subcultivos, embora sistemas
embriogénicos em algumas espécies tenham permanecido com alta capacidade
por mais de dois anos (Grattapaglia & Machado, 1998).

Segundo Vasil (1982), a competéncia embriogenética é aparentemente
adquirida durante o periodo inicial em cultura na presenca de altos niveis de 2,4-
D, sendo, posteriormente, necessario remové-la ou reduzir seus niveis para que a
embriog€nese somdtica se expresse nestes tecidos. Segundo Ammirato (1983), o

2,4-D induz a formacdo de calos mais facilmente que outros reguladores, sendo
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conhecido como determinante da embriogénese somadtica.

Também € descrita, na literatura, uma dependéncia do GA; no meio de
inducdo de embriogé€nese somdtica (Germana, 2005; Rugini et al., 2005).

O estiddio de desenvolvimento dos embrides zigéticos utilizados como
fonte de explante é fundamental para a expressio de seu potencial
morfogenético (Chalupa, 1999). A germinacgdo in vitro de embrides zigdticos
imaturos e maturos pode ser utilizada para o resgate de embrides em programas
de conservacdo e melhoramento genético, na recuperacdo de hibridos de
cruzamentos incompativeis e também como fonte de explante para a cultura de
tecidos, como a embriogénese somdtica (Zhang & Lespinasse, 1991).

O sucesso em se obter a expressdao da embriogénese somatica depende
da utilizacdo de explantes juvenis ou embriondrios e da manipulacdo adequada

de uma auxina, como o 2,4-D (Guerra & Nodari, 2006).

2.8 Isolamento de protoplastos

Protoplastos s@o células vegetais desprovidas da parede celular, obtidas
em laboratério. Dessa forma, podem ser manipuladas como células animais e
microorganismos, conservando ainda as potencialidades de células vegetais
(Carneiro et al., 1998). De acordo com Matsumoto (2006), protoplasto ¢ um
estado transitério de uma célula desprovida de parede celular, comumente obtido
pela acdo de enzimas pectoceluloliticas. Sem parede celular, os protoplastos
adquirem capacidade de incorporar materiais como DNA e de fundirem-se entre
si. Quando a fusdo ocorre entre protoplastos de espécies diferentes, hibridos
somdticos sdo obtidos.

Para a obtengdo de protoplastos vidveis, diversos fatores sdo
importantes. Entre eles, a espécie, o estado fisiol6gico da planta, o tipo e a idade
do explante e as condicdes de isolamento. O método mais utilizado na obtengao

de protoplastos é a degradacdo dos componentes da parede celular com a
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utilizacdo de enzimas pectoceluloliticas. A selecdo destas, bem como a
adequagdo de suas concentragdes, € muito importante para o isolamento de
quantidade elevada de protoplastos vidveis (Carneiro et al., 1998).

As enzimas mais utilizadas no isolamento de protoplastos sdo: Cellulase
“Onozuca” R-10 (Yakult Honsha), que possui atividade celulolitica,
descristalizacdo de cadeias e despolimerizagdo da celulose; Macerozyme R-10
(Yakult Honsha), que tem importante atividade endo-poligalacturonase,
desdobrando assim a pectina e Driselase, que possui atividade pectinolitica e
celulolitica. S@o também utilizadas a celulase Cellulysin, a hemicelulase
Rhozyme e a pectinase Pectolyase Y-23 (Carneiro et al., 1998).

Para a permanéncia de protoplastos vidveis durante todo o processo de
isolamento e purificacdo, determinadas necessidades da célula devem ser
supridas, tais como nutrientes bdsicos, solugdo em pH adequado tanto para a
acdo das enzimas como para a viabilidade dos protoplastos e um potencial
osmotico que permita a estabilizacdo da membrana plasmadtica, para que nao
ocorra a ruptura, devido a pressdo hidrostatica interna, devendo a mesma sofrer
uma leve plasmolise. A solu¢cdo comumente utilizada para pré-plasmélise dos
tecidos, isolamento de protoplastos, dissolucdo de enzimas e lavagem dos
protoplastos tem sido o CPW 13, que é uma solugao salina de baixa viscosidade
universalmente conhecida como CPW - Cell Washing Protoplasts (Frearson et
al.,, 1973) e manitol a 13% (Dornelas & Vieira, 1993; D’Utra Vaz et al., 1993;
Dornelas, 1995; Otoni, 1995; Passos et al., 2004).

A fusdo de protoplastos € um dos métodos utilizados em transformacao
de plantas baseada na utilizagdo de sistemas celulares desprovidos de parede
celular. Esta técnica vem sendo utilizada no melhoramento de espécies de
interesse agrondmico, para a obtencdo de plantas transgénicas, de hibridos
somaticos, de mutantes ou variantes somaclonais (Carneiro et al., 1998).

Em condicdes bem estabelecidas de cultura, os protoplastos sdo capazes
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de manter a totipotencialidade celular, reconstituindo suas paredes, dividindo-se,
formando calos e regenerando plantas por embriogénese ou organogénese
(Barros & Carneiro, 1998).

A hibridacdo somdtica por meio da fusdo de protoplastos € uma
alternativa para a reproducdo sexual, a fim de combinar (por meio de
tratamentos quimicos ou por eletrofusdo) dois genomas completos, incluindo as
organelas citoplasmadticas (Binsfeld, 1999). Segundo Liu et al. (2005), a fusao de
células somdticas tem potencial de aplicacio no melhoramento genético em
casos de alta incompatibilidade sexual ou de barreiras de reproducdo entre as
espécies ndo relacionadas, inclusive pela recombinagdo de novas combinagdes
dos genomas nuclear e ou citoplasmatico.

Entretanto, em muitas espécies, podem-se superar incompatibilidades
sexuais pela fusdo de protoplastos, permitindo, assim, a transferéncia e a
incorporagdo de caracteres poligénicos (Liu et al., 2005). Alguns caracteres
introduzidos pelas técnicas de DNA recombinante, como, por exemplo,
resisténcia a virus ou a insetos (Meyer et al., 1987), sdo codificados por um
Unico gene. Entretanto, na maioria das culturas de importancia econdmica,
caracteres, tais como resisténcias a doencgas, tolerncia a estresse e producao,
estdo sob controle de poligenes. Estes podem ser transferidos pela fusdo de
protoplastos (Binsfeld, 1999).

A indugdo da fusdo pode ser alcangada utilizando-se tratamentos
quimicos ou fisicos comuns. Em ambos os casos, a fusdo € um processo de dois
estdgios. Primeiro, os protoplastos tém que ser aproximados para contato
préoximo entre membranas, em que o grau de adesdo da membrana plasmadtica
depende dos protoplastos parentais (Binsfeld, 1999).

Davey et al. (2005) apresentam resultados positivos, em que a fusdo de
protoplastos, simétrica ou assimétrica, colaborou no melhoramento genético de

diversas culturas economicamente importantes, como batata, plantas
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ornamentais, citrus, brdssicas e cereais. Ainda segundo os autores, 0s
protoplastos fornecem também sistemas para investigar a maioria dos aspectos
da genética e da fisiologia celular das plantas, incluindo estudos da gendmica,

protedmica e metaboldmica.
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CAPITULO I

EMBRIOGENESE SOMATICA E ANALISE ULTRA-ESTRUTURAL DE
CALOS DE PEQUIZEIRO
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RESUMO

MARTINOTTO, Cristiano. Embriogénese somadtica e andlise ultra-estrutural de
calos de pequizeiro. In: . Embriogénese somatica e isolamento de
protoplastos de pequizeiro. 2007. Cap.2, p.27-50. Tese (Doutorado em
Agronomia - Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

O pequizeiro apresenta sementes recalcitrantes, o que dificulta a
producdo em larga escala de mudas para o estabelecimento de plantios
comerciais e para fins de reflorestamento. Em vista disso, técnicas de cultivo in
vitro sdo alternativas para a propagacio desta espécie. A embriogénese somdtica
€ o processo pelo qual células somdticas desenvolvem-se por meio de diferentes
estddios embriogénicos, formando embrides, sem que ocorra a fusdo de gametas.
Este trabalho teve por objetivo a inducdo de embrides somdticos e calos
embriog€nicos a partir de embrides zigdticos de pequizeiro. Estudaram-se, em
meio de cultura MS, o efeito da combinagao entre diferentes concentragdes de
sacarose (30, 60e 90 g L’l) e 2,4-D (0; 0,75; 1,5; 3,0 € 6,0 mg L'l), o subcultivo
nas mesmas combinacdes aos 45 dias e o efeito da combinacgdo entre diferentes
concentracgdes de 2,4-D (0; 0,75; 1,5; 3,0 € 6,0 mg L'l) e 2iP (0; 0,5; 1,0 e 2,0 mg
L"), cultivados no escuro. Aos 45 dias foram avaliados a formacdo de calos
embriogénicos, embrides somaticos € o tamanho dos calos. Foram realizados
estudos de microscopia eletronica de varredura nos calos obtidos. Para o
desenvolvimento de embrides somaticos foi testada a adi¢do de 10 mg L' de
ABA em meio MS liquido. Foram obtidos uma taxa de 10% de induc¢do de calos
embriogénicos e a inducdo de embrides somaticos no meio MS contendo 60 g L
! de sacarose na auséncia de 2,4-D. Em subcultivo, foi obtida a inducao de calos
embriogénicos em meio MS contendo 60 g L' (40% de indugdo), 30 g L' (30
% de indugio) de sacarose, seguido de meio com 30 g L' de sacarose mais 6 mg
L' de24D (10% de indugao). A combinagdo de 2,4-D e 2-iP promoveu apenas
o desenvolvimento de calos com caracteristicas ndo embriogénicas. O ABA nado
foi eficiente para promover o desenvolvimento de embrides somdticos nas
concentracgoes utilizadas. Calos embriogénicos de pequizeiro caracterizam-se por
apresentar coloracdo branco-clara translicida, mucilaginosa e brilhante com
aspecto granular. Sob andlise de microscopia eletronica de varredura, calos
embriog€nicos obtidos apresentaram células pequenas e isodiamétricas, ao passo
que calos brancos fridveis apresentaram células alongadas e calos amarelados
apresentaram células alongadas em tecido desorganizado e fragil.

Comité Orientador: Dr. Renato Paiva - UFLA (Orientador); Dr. Eduardo Alves.
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ABSTRACT

MARTINOTTO, Cristiano. Somatic embryogenesis and ultra structural analysis
of Caryocar brasiliense Camb. callus. In: . Somatic embryogenesis and
protoplasts isolation of Caryocar brasiliense CAMB. 2007. Chap.2, p.27-50.
Thesis (Doctorate in Agronomy - Plant Physiology) - Universidade Federal de
Lavras, Lavras.

The Caryocar brasiliense Camb. Species present recalcitrant seeds, that
difficulty the production in large scale of seedlings for the establishment of
commercial plantations and for reforestation. Based on this fact, in vitro
cultivation techniques may be an alternative for this species propagation. The
somatic embryogenesis is the process by which somatic cells develop on
different embryogenic stages, forming embryos without gamete fusion. The
objective of this work was to induce the somatic embryos and embryogenic
callus from zygotic embryos of Caryocar brasiliense. The effect of different
combinations of sucrose (30, 60 and 90 g L'l) and 2,4-D (0; 0.75; 1.5; 3.0 e 6.0
mg L), the sub cultivation in the same concentrations occurred at 45 days and
the effect of the combination of different concentrations of 2,4-D (0; 0.75; 1.5;
3.0e 6.0 mg L") and 2-iP (0; 0.5; 1.0 e 2.0 mg L") on MS medium maintained
in the dark was studied. After 45 days cultivation, embryogenic callus formation,
somatic embryos and callus size were evaluated. Analysis on eletronic scanning
microscopy of the formed callus was also performed. For somatic embryo
development, the addition of 10 mg L' ABA in MS liquid medium was tested.
The results showed a rate of 10% of the embryogenic callus induction and
induction of somatic embryos in MS medium containing 60 g L™ sucrose in the
absence of 2,4-D. In the subcultivation, it was obtained induction of
embryogenic callus in MS medium containing 60 g L' (40% induction), 30 g L™
(30 % induction) sucrose followed by the medium composed by 30 g L' sucrose
plus 6 mg L' 24D (10 % induction). The combination of 2,4-D and 2-iP
promoted only the development of callus with non embriogenic characteristics.
The ABA was not effective to promote the somatic embryo development in the
used concentrations. Embryogenic callus of C. brasiliense was characterized by
a white translucid color, mucilaginous and bright with granular aspect. The
scanning microscopy of these calluses showed small and isodiametric cells. The
white friable callus showed elongated cells and the yellowish callus showed
elongated cells in disorganized and fragile tissue.

Guidance Committee: Dr. Renato Paiva (UFLA); Dr. Eduardo Alves (UFLA).
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1 INTRODUCAO

O pequizeiro é uma importante frutifera nativa do Cerrado brasileiro,
sendo encontrado em diversos estados, tais como Bahia, Ceara, Distrito Federal,
Goias, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Piaui,
Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Tocantins (Almeida et al., 1998). E uma espécie de
grande potencial econdmico devido aos seus frutos, os quais sdo utilizados na
culinaria como fonte de vitaminas, ou na forma de licores, tendo ainda o seu
6leo utilizado na produgdo de cosméticos (Almeida et al., 1998; Lorenzi, 2000).

Apresenta dificuldade quanto a propagacdo sexuada, devido a dorméncia
de suas sementes, ocasionando um baixo IVG. Com isso, a producio de mudas a
partir de sementes tem sido incipiente. Tal caracteristica é um entrave a
implantacao de plantios racionais e a exploracdo comercial, limitada atualmente
pelo seu cardter extrativista.

Técnicas biotecnoldgicas de cultura de tecidos como a embriogénese
somdtica sdo uma alternativa para a propagacdo sexuada, principalmente em
espécies perenes. Elas possibilitam a producdo de elevado ndmero de propagulos
livres de patégenos em curto espaco de tempo, além de evitar a segregacdo
g€nica e contornar problemas inerentes as sementes, como recalcitrancia e
dorméncia, dentre outros.

A embriogénese somdtica € o processo pelo qual células somdticas
desenvolvem-se por meio de diferentes estddios embriogénicos, formando
embrides que dardo origem a uma planta, sem que ocorra a fusdo de gametas.
Esta técnica apresenta grande potencial, entretanto, o seu sucesso em plantas
lenhosas ainda € incipiente (Guerra et al., 1998).

De acordo com Sharp et al. (1980), a embriogé€nese somdtica in vitro
apresenta dois padrdes basicos de desenvolvimento de embrides: a embriogénese

somdtica direta, na qual os embrides somdticos originam-se diretamente de
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tecidos matrizes, sem a formacdo de estddios intermedidrios de calos, e a
embriogénese indireta, na qual os embrides somdticos se formam a partir de um
calo. De acordo com Guerra et al. (1998), em ambos os padrdes, o embrido
somdtico segue a mesma seqiiéncia de desenvolvimento do zigético, ou seja, a
passagem pelos estadios globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar.

Diversos autores relatam que o 2,4-D € o desencadeador do processo
embriogénico em tecidos somdticos, necessitando, posteriormente, que esse
regulador seja reduzido ou eliminado do meio de cultura subseqiiente, para que
ocorra o desenvolvimento dos embrides somdticos. Entretanto, Nadgauda &
Gogate (2005) obtiveram embrides somdticos de cajueiro utilizando no meio de
desenvolvimento de embrides somdticos a mesma concentragdo de 2,4-D do
meio de inducdo de calos embriogénicos (5 pM).

Segundo Yeung & Thorpe (2005), o ABA € necessdrio para o
desenvolvimento de embrides somdticos apds a indu¢do com auxina. O ABA
paraliza a clivagem poliembridnica e inibe a germinacdo precoce dos embrides
em desenvolvimento (Newton et al., 2005).

Carboidratos sdo significantes fatores no processo de maturacdo de
embrides. Garin et al. (2000) verificaram que a sacarose combinada com elevada
concentracdo de agente gelificante favoreceu a maturagdo de embrides de Pinus
strobus. Meio de cultura com potencial osmético elevado auxilia na inducgdo e na
maturacdo de embrides somdticos, podendo ser obtido com alta concentragdo de
sacarose, manitol, polietilenoglicol (PEG) ou outro composto osmoticamente
ativo que ndo prejudique o tecido embriogénico. A inclusdo de elevadas
concentracdes de sacarose (9%) no meio de indug@o ocasiona grande aumento
na formagao de embrides soméaticos (Guimaraes et al., 1996).

Embora todos os tecidos sejam potencialmente capazes de
desdiferenciarem e redirecionarem sua rota morfogénica, alguns tecidos tém

maior capacidade de gerarem embrides somdticos, dentre os quais, destacam-se
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a epiderme do embrido zigdtico e as folhas cotiledonares.

A manutencdo e a proliferacdo de calos embriogénicos de Pinus foi
realizada por subcultivos no mesmo meio utilizado na indug@o (Harvengt, 2005;
Salajova et al., 2005).

Para um eficiente protocolo de embriogénese somatica é necessdria a
caracterizacdo de calos embriogénicos para cada espécie. Nao € regra, mas sim
consenso de que calos embriogénicos apresentam caracteristicas comuns em
todas as espécies. Segundo Newton et al. (2005), calos embriogénicos de Pinus
elliottii sao branco-transldcidos, brilhantes e mucilaginosos. Além do aspecto
visual, técnicas de microscopia de luz e eletronica sdo importantes na
caracterizacgao de tais tecidos.

Salajova et al. (2005), trabalhando com Pinus nigra relataram que a
iniciacdo de tecidos embriogénicos € profundamente afetada pelo estddio de
desenvolvimento do embrido zigético utilizado como explante. Embrides
zigbticos maduros nesta espécie geralmente nao respondem a tratamentos para a
obtencdo de embrides somdticos. Os mesmos autores verificaram que a
freqiiéncia de iniciacdo de calos embriogénicos nesta espécie varia de ano para
ano, encontrando valores de inducéo entre 1,53% e 24,4%.

O objetivo do presente trabalho foi realizar a indu¢do de embriogénese

somdtica em embrides zigbticos de pequizeiro visando a regeneracdo de plantas.

2 MATERIAL E METODOS
O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de

Tecidos de Plantas, no Setor de Fisiologia Vegetal, Departamento de Biologia,

na Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG.
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2.1 Material vegetal

Frutos foram coletados de plantas nativas localizadas no municipio de
Jjaci, MG, na primeira quinzena de dezembro. Foram utilizados como explante
embrides zigéticos imaturos seccionados ao meio (Figura 1), extraidos de frutos
com aproximadamente 60 dias apds a antese e 4 cm de diametro. Apds serem
coletados, os frutos foram selecionados e submetidos a uma desinfestacdo prévia
em camara de fluxo laminar por imersdo em alcool 70%, por dois minutos,
seguida de imersdo em solugdo de hipoclorito de s6dio a 1% de cloro ativo por
40 minutos. Em seguida, os mesmos foram enxaguados por trés vezes em agua
destilada e autoclavada. A extra¢do dos embrides zigdticos imaturos foi realizada
com o auxilio de bisturi e martelo, previamente autoclavados e imediatamente

inoculados em meio de cultura.

FIGURA 1. Embrido imaturo de pequizeiro in vitro, com aproximadamente 60
dias ap0s a antese (Barra = 5 mm). UFLA, Lavras, MG, 2007.

2.2 Efeito da interacao entre 2,4-D e sacarose na inducdo de calos
embriogénicos em embrides zigoticos imaturos de pequizeiro

Para a indug@o de calos embriogénicos foi utilizado o meio de cultura

MS (Murashige & Skoog, 1962) com 10% de dgua de coco, acrescido de 6 g L™
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de 4gar, 400 mg L' de PVP (polivinilpirrolidona), sendo o pH do meio de
cultivo ajustado para 5,8, posteriormente autoclavado a 121°C, por 20 minutos.

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio (25 mm ® x 150 mm
de comprimento) contendo 15 mL de meio de cultura. Os tratamentos
consistiram de combinag¢des de diferentes concentracdes de 2,4-D (0; 0,75; 1,5;
3,0e 6,0 mg L'l) e sacarose (30; 60e90 g L'l) adicionadas ao meio de cultura. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 15 tratamentos
compostos de cinco repeti¢des que, por sua vez, eram compostas por dois tubos.

Apés a inoculacdo dos explantes, os tubos foram mantidos em sala de
crescimento, a temperatura de 25°C+2, no escuro.

Aos 45 dias de cultivo, foram avaliados a presenca de embrides e o
tamanho de calos, atribuindo notas de 1 a 5 (0%, 25%, 50%, 75% e 100% de
cobertura de calos sobre o explante), de acordo com o desenvolvimento dos
mesmos.

As caracteristicas avaliadas por notas foram submetidas ao teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis (Siegel, 1977), realizado com o auxilio do

programa estatistico R (R Development Core Team, 2006).

2.3 Efeito da interacao entre 2,4-D e sacarose na inducao de calos
embriogénicos em subcultivo

Calos provenientes do experimento anterior foram subcultivados nos
mesmos tratamentos e condi¢cdes de meio de cultura e ambiente de cultivo do
experimento 2.2, a fim de verificar a proliferacdo e a inducdo de calos
embriogénicos e a producio de embrides em subcultivo.

Aos 45 dias da inoculacdo, foram avaliados o tamanho dos calos,
atribuindo-se notas de 1 a 5 (0%, 25%, 50%, 75% e 100% de cobertura de calos
sobre o explante), a presenca de embrides e a proliferacdio de calos

embriogénicos. As caracteristicas avaliadas por notas foram submetidas ao teste
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ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (Siegel, 1977), com o auxilio do software

estatistico R (R Development Core Team, 2006).

2.4 Efeito do acido abscisico (ABA) na inducio de embrides somaticos em
pequizeiro

Por¢des de cerca de 200 mg de calos obtidos de embrides zigéticos
cultivados in vitro (experimento 2.2) foram avaliados quanto a indugdo de
embrides somaticos na presenca e na auséncia de ABA.

Foi utilizado o meio de cultura MS liquido com pH ajustado para 5,8
acrescido de 6% de sacarose, 5 mg L' de GA;, 200 mg de caseina hidrolisada,
10% de 4gua de coco, 400 mg de PVP, 200 mg L' de mio-inositol e 200 mg L™
de L-glutamina esterilizada a frio com filtro Millipore® 0,22 ym em cAmara de
fluxo laminar e adicionada ao meio de cultura apés um pré-resfriamento do
mesmo (aproximadamente 40°C). Os tratamentos foram constituidos de duas
concentracdes de ABA (0 e 10 mg L") com 4 repeticdes, sendo cada repeticio
composta por um frasco contendo 25 mL de meio.

Apés a inoculacdo, os frascos permaneceram em agitador orbital, a 90

rpm, no escuro, sob 26°C. Aos 30 dias de cultivo foram avaliados a presenca de

embrides e o crescimento dos calos.

2.5 Efeito da interacao entre 2,4-D e 2-iP na inducio de calos embriogénicos
em embrioes zigoticos de pequizeiro

Foram utilizados embrides zigéticos seccionados a metade, extraidos de
frutos com aproximadamente 70 dias apds a antese e 6 cm de diametro,
coletados no municipio de Ijaci. Apds a coleta e o descarte de frutos com broca,
os mesmos foram submetidos a uma desinfestacdo prévia em camara de fluxo
laminar por imersdo em dlcool 70% por dois minutos, seguido de imersdo em
solu¢do de hipoclorito de sédio a 1% de cloro ativo por 40 minutos. Em seguida,

os mesmos foram enxaguados por trés vezes em dgua destilada e autoclavada. A
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extracdo dos embrides zigdticos imaturos foi realizada com o auxilio de bisturi e
martelo em camara de fluxo laminar, sendo os mesmos imediatamente
inoculados em meio de cultura.

Para a indugdo de calos embriogénicos foi utilizado o meio de cultura
MS (Murashige & Skoog, 1962) com 10% de dgua de coco, acrescido de 6 g L™
de 4gar, 400 mg L' de polivinilpirrolidona (PVP), 450 mg L™ de L-glutamina,
450 mg L' de casefna hidrolisada, 3% de sacarose, sendo o pH do meio de
cultivo ajustado para 5,8 e posteriormente autoclavado a 121°C, por 20 minutos.

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio (25 mm ® x 150 mm
de comprimento) contendo 15 mL de meio de cultura. Os tratamentos
consistiram de combinagdes de diferentes concentracdes de 2,4-D (0; 0,75; 1,5;
3,0e 6,0 mg L’l) e 2iP (0;0,5;1,0 e 2,0 mg L'l) adicionadas ao meio de cultura. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 20 tratamentos
compostos de 5 repeticdes compostas por dois tubos.

Ap6s a inoculagdo dos explantes, os tubos foram mantidos em sala de
crescimento a temperatura de 25°C+2 no escuro. Aos 45 dias da inoculagio,
foram avaliados: o tamanho dos calos, atribuindo-lhes notas de 1 a 5 (0%, 25%,
50%, 75% e 100% de cobertura de calos sobre o explante), a presenca de
embrides e a proliferacdo de calos embriogé€nicos. As caracteristicas avaliadas
por notas foram submetidas ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (Siegel,
1977) com o auxilio do software estatistico R (R Development Core Team,

2006).

2.6 Analise morfologica e ultra-estrutural de calos de pequizeiro

Para as andlises morfoldgicas e ultra-estruturais, calos obtidos do
experimento 2.3 foram separados em trés grupos, de acordo com suas
caracteristicas: calo branco claro translicido, mucilaginoso e brilhante granular

(embriogénico); calo branco leitoso fridvel e calo amarelado granular compacto,
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os quais foram submetidos a microscopia eletronica de varredura (MEV).

Os calos foram fixados em Karnovisky por um periodo de 24 horas, a
temperatura ambiente. Posteriormente, foram lavados em tampdo cacodilato
0,05 M (3 vezes de 10 minutos) e pds-fixados em tetréxido de ésmio 1% em
tampao cacodilato 0,05 M por 4 horas. Em seguida, foi realizada a desidrata¢ao
em gradiente de acetona (25%, 50%, 75% e 90%, por 10 minutos e 3 vezes com
100%, por 10 minutos cada). Apés a desidratacdo, foi realizada secagem em
aparelho de ponto critico CPD 030, por meio de CO, liquido e as amostras
metalizadas com ouro. As observagdes e as fotomicrografias foram realizadas

em microscopio eletronico (LEO Evo 040), operando entre 10 e 20 kV.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito da interacdo entre 2,4-D e sacarose na inducdo de calos
embriogénicos em embrides zigoticos imaturos de pequizeiro

A combinacdo de diferentes concentragdes de 2,4-D e sacarose testadas
ndo induziu o desenvolvimento de embrides soméaticos ou a formagao de calos
embriogé€nicos in vitro a partir de embrides zigdticos imaturos de pequizeiro.

De acordo com a andlise dos dados, foi possivel obter a inducdo de
embrides somdticos e calos embriogénicos aos 45 dias de cultivo, no escuro, na
presenca de 60 g L' de sacarose e auséncia de 2,4-D. Nessas condigdes,
embrides somaticos na fase globular e cordiforme e calos embriogénicos foram
induzidos em 10% dos explantes cultivados (Figura 2). Os calos embriogénicos
obtidos caracterizam-se por apresentar coloracdo branca clara, sendo

translicidos, mucilaginosos brilhantes e granulares.
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FIGURA 2. Embrides somdticos de pequizeiro. A - Embrides (Emb)
desenvolvendo-se sobre calo embriogénico (barra 5 mm); B -
embrides em estagio globular e torpedo (barra = 1 mm); C -
embrides em estagio torpedo (barra = 0,5 mm). UFLA, Lavras,
MG, 2007.

Steinmacher et al. (2007), utilizando 10 uM de picloran, obtiveram uma
taxa de 9,8% de inducgdo de calos embriogénicos, utilizando calos de embrides
zigdticos de Bactris gasipaes como explante.

Segundo Fehér et al. (2003), a transicdo entre um tecido somadtico para
um tecido embriogénico é mediadA por um mecanismo de transicio adaptativa a
um estresse ocasionado por algum fator imposto pela condicdo de cultivo in
Vitro.

Segundo Guerra & Nodari (2006), uma auxina, geralmente, € utilizada,

como o caso do 24-D, para a inducdo de embriogénese somatica, porém, é
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necessario que os explantes, apds a inducdo, sejam subcultivados na auséncia
desta auxina ou em concentracdes reduzidas para que ocorra o desenvolvimento
destes embrides, fato ndo ocorrido neste experimento. Isso pode explicar o fato
de nido ter ocorrido a formacdo de tecidos embriogé€nicos nos tratamentos com
2,4-D no presente estudo.

Os resultados deste estudo indicam que o elevado potencial osmético do
meio proporcionado pela sacarose possivelmente foi determinante na formagao
de embrides somadticos.

A sacarose, nas concentracdes de 30, 60 e 90 g L', apresenta potencial
osmoético de -0,237, -0,461 e -0,713 Mpa a 25°C, respectivamente, calculado
pela férmula de Van’t Hoff’s: ¥ = CiRT, em que C corresponde a concentragio
do soluto (mol L), i é a constante de ionizacao do soluto, R € a constante dos
gases (0,00831 kg MPa mol" K™') e T a temperatura em Kelvin (Paiva Neto &
Otoni, 2003).

Segundo Karami et al. (2006), o aumento da concentragdo de sacarose
no meio causa um estresse osmoético nos explantes, proporcionando melhor
resposta embriogénica. Os mesmos autores, testando diferentes concentragdes de
sacarose, conseguiram maior freqiiéncia de calos embriogénicos de Dianthus
caryophyllus L. em meio contendo de 90 a 120 g L' de sacarose em meio MS.
Nakagawa et al. (2001), estudando a utilizacdo de diferentes concentracdes de
manitol, sacarose ¢ ABA na embriogénese somatica de melado, verificaram que
elevadas concentracdes de sacarose e manitol foram necessdrias para a indugao
de embriogénese somdtica. Os mesmos autores verificaram, ainda, que calos
embriogénicos submetidos 2 elevada concentracio de sacarose (68,5 g L)
apresentavam elevada acumulacido enddgena de ABA. Isso os levou a supor que
este hormonio esteja envolvido na inducdo de calos embriogénicos e na
formagdo de embrides somdticos, sendo seus niveis enddgenos induzidos pelo

estresse osmético proporcionado pelo meio. Estudos demonstram que o aumento
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da concentracdo de substincias osmoticamente ativas, como a sacarose, tem
aumentado a eficiéncia na inducdo de tecidos embriogénicos (Guimardes et al.,
1996).

Quanto a avaliagdo do tamanho de calos obtidos, independente de esses
serem embriogénicos ou ndo, a andlise estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis
nio demonstrou diferenga significativa entre os tratamentos (p-valor = 0,2383;

ou seja, >5% de probabilidade de aceitar HO).

3.2 Efeito da interacdo entre 2,4-D e sacarose na inducio de calos
embriogénicos em subcultivo

Foi observado efeito significativo na inducdo e na proliferacdo de
tecidos embriogénicos. Os dados avaliados quanto a presenga e a auséncia de
calos embriogénicos apresentam distribui¢cdo binomial. Porém, nio foi possivel
realizar um ajuste dos dados por modelos lineares generalizados, devido a
caracteristica das respostas neste tipo de experimento (excesso de zeros). Dessa
forma, realizou-se uma andlise estatistica descritiva dos mesmos com a
porcentagem de inducdo de calos embriogénicos por tratamento.

Com relacdo ao subcultivo dos explantes, verificou-se formacio de
tecidos embriogénicos, tanto em tratamentos em que ocorreram a embriogénese
e a formacdo de calos embriogénicos (6% de sacarose em auséncia de 2,4-D),
bem como nos tratamentos que ndo apresentaram esta transicio no experimento
anterior. Destacam-se os tratamentos contendo 60 ou 30 g L' de sacarose sem a
presenca de 2,4-D, seguidos do tratamento em que o meio foi acrescido de 30 g

L' de sacarose € 6,0 mg L'de24-D (Figura 3).
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FIGURA 3. Porcentagem de inducdo de calos embriogénicos em embrides

zigbticos de pequizeiro em subcultivo, aos 45 da inoculagdo no
escuro.

Nas Figuras 4A e 4B, observam-se detalhes dos calos embriogénicos
obtidos nos tratamentos contendo 30 e 60 g L' de sacarose. J4 na figura 4C
verifica-se a diferenga entre um tecido branco fridvel ndo embriogénico e um

tecido embriogénico em um mesmo explante.
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FIGURA 4. Calos embriogénicos induzidos em meio MS com 6% (A) e 3% (B)
de sacarose em subcultivo, aos 45 dias de cultivo no escuro; calo
embriogénico (C. Emb) e calo branco (C. Br) desenvolvendo-se no
mesmo explante (C). UFLA, Lavras, MG, 2007.

Segundo Newton et al. (2005), calos embriogénicos de Pinus elliottii sdo
brancos transldicidos, brilhantes e mucilaginosos. Tang & Newton (2005)
verificaram quatro tipos de calos em Pinus taeda: branco transparente,
mucilaginoso e brilhante, amarelado, verde-claro e bege-claro, dos quais apenas
o branco transparente, brilhante e mucilaginoso foi capaz de gerar embrides
somaticos.

De acordo com as andlises pelo teste de Kruskall-Wallis para tamanho
de calos, houve diferenca significativa entre os tratamentos (p-valor <0,05), ou
seja, existem pelo menos dois tratamentos com diferenga estatistica significativa

entre si (Tabela 1 em anexo).
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Conforme se pode observar na Figura 5, o tratamento que mais se
destacou para crescimento de calos foi o que utilizou 3,0 mg L™ de 2,4-D, com

60 g L™ de sacarose.
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FIGURA 5. Notas médias para tamanho de calos em embrides zigéticos de
pequizeiro em subcultivo, aos 45 de cultivo in vitro no escuro.

Na concentragdo de 60 g L' de sacarose, as médias das notas foram
maiores nas diferentes concentragdes de 2,4-D, com exceg¢do da concentragdo
0,75 ¢ 1,5 mg L' Na primeira, os valores foram muito préximos da maior
média. Isso pode indicar que a sacarose em maiores concentracdes do que a
usual para o meio MS (30 g L) pode ser melhor para o desenvolvimento de
calos de pequizeiro in vitro, demonstrando um efeito nutricional da mesma. Ishii
et al. (1998) observaram que o crescimento de calos da orquidea Phalaenopsis é
influenciado pelo tipo e pela quantidade de carboidrato no meio de cultura e que,

para a indugio de calos, a quantidade ideal de sacarose seria de 40 g.L"".
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3.3 Efeito do acido abscisico (ABA) na inducao de embrides soméaticos em
pequizeiro

O ABA ndo teve efeito no desenvolvimento de embrides soméaticos. Ao
contrdrio, Gupta & Holmstrom (2005) obtiveram sucesso ao induzir o
desenvolvimento de embrides somdticos de Pseudotsuga menzienssi utilizando 5
mg L' de ABA em meio liquido.

Mihaljevic (2005) utilizou meio de cultura para matura¢do de embrides
de Picea omorika com concentracdes entre 20 a 40 mg L' de ABA. Todavia,
Thompson & Harrington (2005) utilizaram 50 mg L' de ABA para promover o
desenvolvimento e a matura¢do de embrides somdaticos de Picea sitchensisi.

Tais citagdes demonstram que a dependéncia por ABA para o
desenvolvimento de embrides somdticos varia de espécie para espécie. Ao que
tudo indica, a utilizacio de 10 mg L' de ABA no presente trabalho nio foi
eficiente para promover o desenvolvimento de embrides somdticos de

pequizeiro.

3.4 Efeito da interacao entre 2,4-D e 2-iP na induc¢ao de calos embriogénicos
em embrides zigéticos de pequizeiro

O 24-D e 2iP nido promoveram o desenvolvimento de calos
embriog€nicos nem embrides somaticos em embrides zigdticos de pequizeiro
nas concentragdes utilizadas. Entretanto, Steinmacher et al. (2007) relataram o
sucesso na inducdo de culturas embriogénicas utilizando esses reguladores em
interacao.

Um fator que pode ter influenciado na resposta a indug¢do foi a idade do
explante inicial (70 dias apds a antese). Salajova et al. (2005), trabalhando com
Pinus nigra relataram que a iniciacdo de tecidos embriogénicos sdo
profundamente afetados pelo estdgio de desenvolvimento do embrido zigdtico

utilizado como explante.
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Quanto ao desenvolvimento de calos avaliados por meio de notas (1 a
5), de acordo com o p-valor obtido pelo teste de Kruskall-Wallis (0,7599% de
probabilidade de ndo haver diferenca significativa entre pelo menos duas médias
dos tratamentos) para tamanho de calos, houve diferencga altamente significativa
(Tabela 2 em anexo).

Pode se observar, pela Figura 6, que o tratamento que proporcionou
maior crescimento de calos foi aquele que utilizou 4 mg L™ de 2,4-D na auséncia
de 2iP, seguido dos que utilizaram as relagdes entre 2,4-D/2iP de 0,5/1, 1/0 e 1/2
mg L.
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Notas médias para tamanho de calos
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FIGURA 6. Notas médias para crescimento de calos em funcdo da combinacdo
de diferentes concentragdes de 2,4-D e 2iP, aos 45 dias de cultivo in
Vitro no escuro.
3.5 Analise morfologica e ultra-estrutural de calos de pequizeiro
As andlises realizadas por meio do uso de microscopia eletronica de

varredura demonstraram diferencas morfoldgicas nos trés tipos de calos em

estudo (Figura 7).
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FIGURA 7. Fotografias e eletromicrografias de varredura de calos de pequizeiro,
aos 45 dias de cultivo in vitro. Coluna ADG - Calo embriogénico,
branco claro translicido, mucilaginoso, brilhante e granular; Coluna
BEH - Calo branco leitoso friavel; Coluna CFI - Calo amarelo
globular. (Barras = 200um). UFLA, Lavras, MG, 2007.

Os calos embriogénicos obtidos nos tratamentos contendo 30 e 60 g L'
de sacarose na ausé€ncia de 2,4-D do experimento 2.3. apresentam coloragdo
branca clara translicida, mucilaginosa, brilhante e granular (Figura 7A).

Tang & Newton (2005) observaram que, em Pinus taeda, apenas calos
brancos transparentes, brilhantes e mucilaginosos foram capazes de gerar
embrides somaticos.

Quanto a andlise por microscopia eletronica de varredura (MEV), os

calos embriogénicos apresentaram células isodiamétricas, pequenas e com tecido

organizado, como pode ser observado nas Figuras 7D e 7G.
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Figueiredo (2007), estudando calos cultivados em 2,4-D e cinetina, com
caracteristicas embriogénicas em Passiflora spp., encontrou células
isodiamétricas em tecido organizado.

Calos com coloracdo branco-leitosa, fridveis (Figura 7B) apresentaram
células alongadas com pequena quantidade de células isodiamétrica e tecido
organizado (Figuras 7TEe 7H). J4 os calos amarelados globulares (7C),
apresentaram células alongadas com tecido altamente desorganizado e fragil
(Figuras 7F e 7).

Zuo et al. (2002) conseguiram obter formacdo de raizes, centros
meristematicos e embrides somdticos a partir de calos amarelo-globulares, o que
nao foi verificado no presente trabalho.

Schumann et al. (1995) descreveram que a formagdo de embrides
somdticos por via indireta consiste na seqiiéncia do desenvolvimento do calo
que, primeiramente, forma uma massa fina, aquosa e translicida, consistindo de
células alongadas, seguida da formacdo de uma massa de calos compacta,
quebradica e de coloragdo amarelada com células isodiamétricas e, finalmente, a

formacao de estruturas globulares com os embrides.

4 CONCLUSOES

A sacarose a 60 g L' foi eficiente na indugio de embrides somiticos e
calos embriogénicos em embrides zigdticos de pequizeiro, aos 45 dias de
cultivo.

O 2,4-D, nas concentracdes utilizadas, nao foi eficiente na indugdo de
embrides somdticos em embrides zigdticos de pequizeiro.

O subcultivo aos 45 dias no mesmo meio de indugdo propiciou a
proliferacdo de calos embriogénicos.

O uso do 2,4-D e o 2iP nas concentragdes utilizadas ndo foi eficiente na

inducdo de calos embriogénicos em embrides zigéticos de pequizeiro.
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A utilizagdo de 10 mg L' de ABA em meio liquido nio foi eficiente para
induzir o desenvolvimento de embrides somdticos de pequizeiro.
Calos embriogénicos de pequizeiro apresentam colorac¢do branca clara,

sendo translicidos, mucilaginosos, brilhantes e granulares.
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CAPITULO III

ISOLAMENTO DE PROTOPLASTOS DE TECIDO FOLIAR DE
PEQUIZEIRO OBTIDO IN VITRO
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RESUMO

MARTINOTTO, Cristiano. Isolamento de protoplastos de tecido foliar de
pequizeiro obtido in vitro. In: . Embriogénese somatica e isolamento
de protoplastos de pequizeiro. 2007. Cap.3, p.51-72 Tese (Doutorado em
Agronomia - Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

O pequizeiro apresenta problemas quanto a sua propagacdo sexuada. Dessa
forma, a regeneracdo de plantulas por meio de técnicas de cultura de tecidos é
uma alternativa para a sua propaga¢do. Entre elas, tem-se o cultivo in vitro de
protoplastos, podendo servir ainda como base para o melhoramento genético da
espécie por transformacio de plantas utilizando eletrofusdo ou acdo de agentes
osmoticos, sendo, em seguida, regeneradas. Este trabalho foi realizado com o
objetivo obter protoplastos isolados vidveis de tecido foliar obtido in vitro de
pequizeiro, visando a regeneragdo de plantas e o melhoramento genético. Para o
isolamento de protoplastos, foram testadas duas solu¢des enzimadticas: solucao A
— 3 % (p/v) de Cellulase “Onozuca R-10” (Yakult Honsha) + 1% (p/v) de
“Pectolyase Y23 (Sishim Pharmaceutical., USA) (Yakult Honsha) + 1 % (p/v)
de Driselase (Sigma London Chemical Co Ltd) + 5 mM de MES e solucdo B — 1
% (p/v) Cellulase “Onozuca R-10” (Yakult Honsha) + 0,2 % (p/v) de
“Macerozyme R10” (Yakult Honsha) + 0,1 % (p/v) de Driselase (Sigma London
Chemical Co Ltd) + 5 mM de MES, em 4 tempos de incubag¢do no escuro (5, 10,
15 e 20 horas). Também foram testadas trés concentracdes de manitol (0,5; 0,6 e
0,7 M) em meio CPW e sistema de incubacdo estaciondrio e rotagdo orbital.
Foram avaliados a viabilidade dos protoplastos obtidos e o didmetro médio dos
mesmos. O melhor sistema para a obtengdo de protoplastos vidveis foi a
utilizacdo da solug@o enzimética composta por 1 % (p/v) Cellulase “Onozuca R-
10” (Yakult Honsha) + 0,2 % (p/v) de “Macerozyme R10” (Yakult Honsha) +
0,1 % (p/v) de Driselase (Sigma London Chemical Co Ltd) + 5 mM de MES em
0,6 M de manitol sob sistema de incubagao estaciondrio por 10 horas no escuro,
obtendo-se 18,32 x 10°+3.9 protoplastos com 96,7% £3.,9 de protoplastos vidveis
com um didmetro médio de 25,19 +4,75 um.

Comité Orientador: Prof. Dr. Renato Paiva - UFLA (Orientador); Prof. Dr.
Wagner Campos Otoni - UFV.
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ABSTRACT

MARTINOTTO, Cristiano. Isolation of protoplasts from Caryocar brasiliense
CAMB. leaves obtained in vitro In: . Somatic embryogenesis and
protoplasts isolation of Caryocar brasiliense CAMB. 2007. Chap.3, p. 51-72.
Thesis (Doctorate in Agronomy - Plant Physiology) - Federal University of
Lavras, Lavras, MG.

The Caryocar brasiliense present problems related with its sexual propagation.
In this context, plantlet regeneration using tissue culture techniques may be
considered as an alternative for its propagation. Among the techniques available,
the protoplast in vitro culture may help the genetic improvement of the species
through plant transformation using eletrofusion or osmotic agents to regenerate
new plants. The objective of this was to isolate viable protoplasts from Caryocar
brasiliense leaf tissue obtained in vitro for further plant regeneration and genetic
breeding. For the protoplasts isolation, two enzymatic solutions: (A) 3 % (w/v)
Cellulase “Onozuca R-10" (Yakult Honsha) + 1 % (w/v) “Pectolyase Y23”
(Sishim Pharmaceutical., USA) (Yakult Honsha) + 1 % (w/v) Driselase (Sigma
London Chemical Co Ltd) + 5 mM MES and solution (B) 1 % (w/v) Cellulase
“Onozuca R-10" (Yakult Honsha) + 0.2% (w/v) “Macerozyme R10” (Yakult
Honsha) + 0.1 % (w/v) Driselase (Sigma London Chemical Co Ltd) + 5 mM of
MES and 4 incubation time in dark (5, 10, 15 and 20 hours) were tested. Three
concentrations of manitol (0.5; 0.6 and 0.7 M) in CPW medium as well as the
systems of stationary incubation and orbital rotation were also tested. Protoplasts
viability and average diameter were evaluated. The best system to obtain viable
protoplast was the use of the enzymatic solutions composed by 1 % (w/v)
Cellulase “Onozuca R-10” (Yakult Honsha) + 0.2 % (w/v) “Macerozyme R10”
(Yakult Honsha) + 0.1 % (w/v) Driselase (Sigma London Chemical Co Ltda) + 5
mM MES in manitol 0.6 M on stationary incubation system for 10 hours in the
dark, which produced 18.32 x 10 +3.9 protoplasts with 96.7% + 3.9 viable
protoplasts with an average diameter of 25.19 +4.75 pm.

Guidance Committee: Dr. Renato Paiva (UFLA); Dr. Wagner Campos Otoni
(UFV).
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de espécies nativas com potencial econdmico em plantios
comerciais e em programas de reflorestamento exige que o processo de
propagacao da mesma esteja dominado.

Sob condi¢des adequadas de temperatura e umidade, a semente de pequi
inicia a germinacdo a partir de um més de plantio, podendo levar de 6 a 11
meses para concretizar o processo (Miranda et al., 1987). Estes elevados tempo e
desuniformidade de germinagdo dificultam a producdo de mudas. Resultados
positivos foram alcancados utilizando-se giberelinas e escarificagdo, diminuindo
o tempo de germinagdo para 56 dias (Dombroski et al., 1998), porém, com baixa
porcentagem de germinagdo.

Neste contexto, a propagacdo via cultura de tecidos se torna uma
alternativa para a propagacdo do pequizeiro, a qual pode ocorrer por meio de
organogénese direta via brotacdes de gemas apicais e axilares, ou via
regeneragdo de calos, suspensdes celulares e mesmo protoplastos.

De acordo com Matsumoto (2006), protoplasto é um estado transitdrio
de uma célula desprovida de parede celular, comumente obtido pela acdo de
enzimas pectoceluloliticas. O cultivo de protoplastos consiste no cultivo de
células desprovidas de parede celular, podendo esta técnica ser utilizada na
transformacdo genética por meio de eletroporagido ou microinje¢do, auxiliando
programas de melhoramento. Dessa forma, caracteristicas desejaveis, como
qualidade nutricional, auséncia de espinhos, diminui¢do do grau de dorméncia
entre outras, poderdo ser incorporadas ao pequizeiro por transformacgdo genética.
Os protoplastos, ao serem cultivados em suspensdo, mantém sua
totipotencialidade, dividindo-se, podendo formar coldnias, calos e regenerar
plantas por embriogénese ou organogénese (Barros & Carneiro, 1998).

Para que esta técnica seja realizada com sucesso € necessario o
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desenvolvimento de um protocolo eficiente de isolamento dos mesmos a partir
de tecidos organizados ou calos. A correta escolha de enzimas, concentracio,
tempo de incubagdo, velocidade de agitacdo, temperatura, condicionador
osmotico € de fundamental importincia.

Ap6s o isolamento, € necessdrio verificar a viabilidade dos protoplastos
para determinar a densidade de plaqueamento a ser utilizada no cultivo, por ter
essa varidvel influéncia nos seus processos de divisdes e diferenciacao.

O objetivo deste trabalho foi a obten¢do de protoplastos isolados vidveis
de tecido foliar obtido in vitro de pequizeiro, visando a regeneracao de plantas e

o melhoramento genético.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos de
Plantas, no Setor de Fisiologia Vegetal, Departamento de Biologia, na
Universidade Federal de Lavras e no Laboratério de Cultura de Tecidos II, no

Departamento de Biologia da Universidade Federal de Vicosa, em Vigosa, MG.

2.1 Material vegetal

Foram utilizadas, para o isolamento de protoplastos, folhas de plantulas
de pequizeiro cultivadas in vitro em fase de multiplicacdo com cerca de 60 dias
de idade. Para a obtengdo dessas plantulas, segmentos nodais foram inoculados
em meio de cultura constituido por sais e vitaminas do meio WPM, acrescido de
3% de sacarose, 6,5 g L' de agar, 0,75 mg L' de BAP, 0,05 mg L' de ANA, pH
ajustado para 5,8 e, posteriormente, autoclavado por 20 minutos a 120°C,
segundo o protocolo desenvolvido por Santos et al. (2006). Apds a inoculagao
dos explantes, os mesmos foram mantidos em sala de crescimento com

temperatura de 25°C 2, fotoperiodo de 16 horas e 35 umol m” s™ de densidade

55



de fluxo de fétons.

2.2 Avaliacdo de combinacdes enzimiticas e tempo de incubacido no
isolamento de protoplastos

Para avaliar a melhor combinacdo enzimética e o melhor tempo de
incubagdo para o isolamento de protoplastos de pequizeiro, para cada
combinacdo, foi depositado um grama de folhas de plantulas de pequizeiro
cultivadas in vitro, seccionadas em cortes paralelos de aproximadamente 1 mm
em placa de Petri (90 mm @ X 15 mm) com 10 mL de solu¢do CPW 0,6 M para
pré-plasmolise. Ap6s permanecer por uma hora na auséncia de luz, a solugdo de
pré-plasmolise foi retirada com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, sendo
adicionados 10 mL de cada solu¢fo enzimatica a ser testada (solug@o A e solugdo
B).

As solugdes enzimdticas testadas foram diluidas em CPW 0,6 M, tendo

seu pH ajustado a 5,6, cujas composi¢des encontram-se descritas abaixo:

. a solugd@o enzimatica A foi composta por:

- 3% (p/v) de Cellulase “Onozuca R-10" (Yakult Honsha) + 1% (p/v) de
“Pectolyase Y23 (Sishim Pharmaceutical., USA) (Yakult Honsha) + 1% (p/v)
de Driselase (Sigma London Chemical Co Ltd) + 5 mM de MES;

. a solugd@o enzimdtica B foi composta por:

- 1% (p/v) Cellulase “Onozuca R-10" (Yakult Honsha) + 0,2% (p/v) de
“Macerozyme R10” (Yakult Honsha) + 0,1% (p/v) de Driselase (Sigma London
Chemical Co Ltd) + 5 mM de MES.

Apés o preparo, as combinag¢des enzimdticas passaram por um processo

de purificagdo por centrifugagdo a 5.000 rpm, por 5 minutos, sendo o
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sobrenadante microesterilizado por meio de filtros de membrana com poros de
0,22 um de didmetro (Millipore®) e armazenados a -20°C, sendo o pellet
descartado.

A incubagdo foi realizada a temperatura de 26°C+2, no escuro, em

agitador orbital, a 40 rpm.

2.2.1 Purificacao

Apés a fase de incubagdo, a suspensdo obtida (protoplastos isolados e
tecidos nao digeridos) foi filtrada, utilizando-se peneira de ndilon 64 pm (Wilson
Sieves, Nottingham, UK), centrifugada a 700 rpm, por 5 minutos e novamente
ressuspendida com a solu¢do de CPW + manitol utilizada na pré-plasmélise. O
processo foi repetido por mais duas vezes para a eliminagdo da solucdo
enzimdtica. Na tltima vez, o precipitado foi ressuspenso com 2 mL de CPW +
manitol e transferido para novo tubo de centrifuga contendo gradiente de
sacarose (CPW 30%, 25%, 20%, 21%, 18% e 15% de sacarose) e, na seqiiéncia,
centrifugado, por 5 minutos, a 700 rpm.

Os protoplastos purificados ficaram concentrados na interface entre dois
meios com diferente gradiente de sacarose. Em seguida, foram coletados com o
auxilio de uma pipeta de Pasteur e transferidos para a determinagdo do
rendimento, utilizando-se um hemacitometro (Hausser Scientific, USA), sob

microscopio 6tico (Figura 3).
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FIGURA 3. Processo de isolamento e purificacido de protoplastos.

Cada tratamento (combinacdo enzimatica) foi composto por duas
repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por uma placa de isolamento. A
eficiéncia do isolamento foi determinada por meio de contagens de protoplastos

liberados, sendo realizada a cada 5 horas, das 5 as 20 horas de incubagio.

2.3 Efeito de diferentes concentracdes de manitol no isolamento de
protoplastos de tecido foliar in vitro

Para testar a melhor concentracdo de manitol para isolamento de
protoplastos, plantulas de pequizeiro com 60 dias de idade, cultivadas in vitro,
foram levadas para camara de fluxo laminar previamente desinfestada, onde
tiveram suas folhas excisadas e seccionadas em cortes paralelos de
aproximadamente 1 mm de distancia um do outro. Em seguida, porcdes de um

grama deste material foram transferidas para pré-plasmoélise em placas de petri
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(90 mm @ X 15 mm), sendo adicionados, em seguida, 10 mL de solucio CPW e
testadas trés concentracdes de manitol 0,5 M, 0,6 M e 0,7 M. As por¢des de
material permaneceram por uma hora nestas trés solugdes na auséncia de luz.

Apds decorrido o tempo, as solugdes de pré-plasmdlise foram
descartadas com o auxilio de pipeta de Pasteur e, em seguida, foram adicionados
ao material 10 mL da solu¢do enziméitica preparada, composta por 1% (p/v)
Cellulase “Onozuka R-10” (Yakult Honsha) + 0,2% (p/v) de “Macerozyme R10”
(Yakult Honsha) + 0,1% (p/v) de Driselase (Sigma London Chemical Co Ltd) +
5 mM de MES, em CPW nas respectivas concentragdes de manitol e, em
seguida, incubadas a temperatura de 26°C+2 no escuro em agitador orbital a 40
rpm.

O processo de purificacdio foi o mesmo utilizado no experimento
anterior (Figura 3). Cada tratamento (concentracio de manitol) foi composto por
duas repeti¢cdes, sendo cada repeticdo constituida por uma placa de isolamento.
A eficiéncia do isolamento foi avaliada pelo nimero de protoplastos liberados,
obtidos por meio de contagens, realizadas a cada 5 horas, das 5 as 20 horas de
incubagdo, com o auxilio de um hematocitometro sob microscépio 6tico.

Ap6s a etapa final do processo de purificagdo, os protoplastos foram
ressuspensos em 10 ou 15 mL de meio CPW 9 M, sendo tomadas trés amostras
(50 a 75 pL por aliquotas) em duas repeticdes e transferidas para um
hematocitdometro (Fuchs-Rosenthal-B.S. 74B - Weber Scientific Int. LTD.,
Sussex, U.K.) com o qual foi obtido o nimero de protoplastos a partir da

digestdo enzimdtica de 1,0 g de tecido foliar.

2.4 Efeito do sistema de incubacio estacionario ou em rotacdo orbital na
eficiéncia do isolamento de protoplastos de tecido foliar

Para avaliar o melhor processo de incubagao para a digestdo enzimatica,

foi testada a influéncia do repouso e da agitacdo orbital (40 rpm).
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Porcdes de um grama do material vegetal utilizado foram transferidas
para pré-plasmdlise em placas de Petri (90 mm @ x 15 mm), sendo adicionados,
em seguida, 10 mL de solucito CPW com 0,6 M de manitol (melhor
concentracdo osmotica obtida no experimento 2.3). Apds decorrida uma hora, a
solugdo de pré-plasmolise foi descartada com o auxilio de pipeta de Pasteur e,
em seguida, foram adicionados ao material 10 mL da solucdo enzimdtica B,
preparada em CPW com 0,6 M de manitol e, em seguida, incubada a uma
temperatura de 26°C+2 no escuro em agitador orbital a 40 rpm e em regime
estaciondrio. O processo de purificagdo foi o mesmo utilizado anteriormente.

Cada tratamento (agitacdo orbital e regime estaciondrio) foi composto
por duas repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por uma placa de
isolamento. A eficiéncia do isolamento foi avaliada pelo nimero de protoplastos
liberados, obtidos por meio de contagens realizadas a cada 5 horas, das 5 as 20

horas de incubacio, com o auxilio de um hemacitdmetro sob microscépio 6tico.

2.5 Avaliacao de diferentes concentracoes de manitol na viabilidade de
protoplastos

A viabilidade dos protoplastos foi avaliada para cada concentragdo de
manitol do experimento 2.3, sendo determinada por meio da coloracio com
DAF (Widholm, 1972). Uma mistura de volumes iguais de suspensdo de
protoplastos e da solu¢do de DAF (0,01%) foi deixada em repouso por 3 a 5
minutos em temperatura ambiente e, posteriormente, observada sob luz UV
(com filtro azul) utilizando microscépio invertido (Olympus IMT 2). Os
protoplastos vidveis foram indicados por uma fluorescéncia verde e a viabilidade
definida pela percentagem de protoplastos fluorescentes (Aditya & Baker, 2003).

Para andlise estatistica, foi avaliada a porcentagem de protoplastos com
fluorescéncia verde, em relagdo ao nimero de protoplastos total por campo

(aumento 400x), sob microscopia de fluorescéncia. Foi calculado a média de, no
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minimo, 200 protoplastos por repeticdo (2 repeti¢des) e os dados foram

submetidos a analise de variincia e ao teste SNK (5%) de separacdo de médias.

2.6 Avaliacao dos diametros de protoplastos isolados de tecido foliar

O diametro dos protoplastos obtidos do tecido foliar de plantulas in vitro
de pequizeiro, por digestdo em solu¢do enzimdtica (1% (p/v) “Cellulase”
Onozuka R10; 0,2% (p/v) “Macerozyme” Onozuka R10; 0,1% (p/v) “Driselase’;
MES 5 mM, pH 5,6 em CPW 0,6M de manitol) foram determinados por meio de
medi¢cdes com o auxilio de uma ocular micrometrada acoplada a um
microscopio Otico. Foram avaliadas quatro repeticdes de 50 protoplastos,

ressuspensos em solucao CPW 0,6 M.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacdo de combinacdes enzimaticas e tempo de incubacio no
isolamento de protoplastos

A solucdo enzimadtica B, constituida de 1% (p/v) Cellulase “Onozuca R-
10” (Yakult Honsha) + 0,2% (p/v) de “Macerozyme R10” (Yakult Honsha) +
0,1% (p/v) de Driselase (Sigma London Chemical Co Ltd) + 5 mM de MES foi
mais eficiente no processo de isolamento de protoplastos em relacdo a solucio
enzimdtica A em todos os tempos de incubacdo testados. Para a solucdo B, o
melhor tempo de incubagdo foi de 10 horas sob agitacdo (40 rpm) no escuro,
com o qual, foram obtidos 18,32 x10° £1,21 protoplastos por grama de massa

fresca (Tabela 1).
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TABELA 1. Rendimento de isolamento de protoplastos em tecido foliar de
pequizeiro in vitro, em func¢do de diferentes solucdes enzimadticas e
tempos de incubagdo (médiatdesvio padrao).

Tempo de Protoplastos /g MF Protoplastos /g MF
incubacio (h) A* B*
5 horas 9,54 x10° 2,12 17 x10° 0,18
10 horas 10 x10° £1,78 18,32 x10° 1,21
15 horas 6,21 x10° £0,68 12,01 x10° 0,28
20 horas 4,87 x10° 3,54 8 x10° +1,57

A - 3% Cellulase “Onozuka” R-10 + 2% Meicelase + 1% Driselase em 0,6 M de
manitol, pH 5,6.

B - 1% (p/v) “Cellulase” Onozuka R10; 0,2% (p/v) “Macerozyme” Onozuka R10; 0,1%
(p/v) “Driselase”; MES 5 mM, pH 5,6.

O processo de isolamento de protoplastos em tecido foliar de pequizeiro

obtido in vitro esté ilustrado na Figura 4.
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FIGURA 4. Processo de isolamento e purificacdo de protoplastos de pequizeiro.
A - folhas de pequizeiro cultivado in vitro; B - pré-plasmélise das
células em CPW 0,6 M; C e D - processo de purificacio de
protoplastos (centrifugacdo, ressuspensdo em CPW 0,6 M); E-
digestdo enzimdtica (100X) e F-detalhe dos protoplastos isolados
em solucdo enzimdtica B por 10 horas (400X). UFLA, Lavras, MG,
2007.

Observou-se que tempos superiores a 10 horas de incubagdo foram
prejudiciais quanto a eficiéncia no isolamento de protoplastos.

Silva-Junior (2007), trabalhando com bastdo-do-imperador, encontrou
resultados superiores embora com maior tempo de incubacdo. O autor obteve
22,0 x 10° protoplastos por grama de tecido fresco de mesofilo de bastdo-de-
imperador com 15 horas de incubacdo em solugcdo composta por 3% de Cellulase
+ 2% de Meicelase + 1% de Driselase + 1% Dextran A 40 rpm no escuro.

Ochatt et al. (1987), trabalhando com cerejeira (Prunus avium X
Pseudocerasus), obtiveram um isolamento de 0,6 x 10" a 1,5 x 10® protoplastos

g de matéria fresca, superior ao observado no presente trabalho.
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Todavia, Costa et al. (2002), trabalhando com calos de laranja Pera cv.
158, utilizando uma solu¢do enzimdtica composta de 1% de Cellulase
“Onozuka” R-10 + 0,2% de Macerozyme R-10 e 0,1% de Driselase, obtiveram
um rendimento de 4,8 x 10° protoplastos g-1 de calos. Este valor obtido foi
também superior aos encontrados para tecido foliar in vitro de pequizeiro.
Oliveira et al. (1995), trabalhando com suspensdo celular de porta-enxertos de
citros, limoeiro Cravo e tangerina Cledpatra, conseguiram um rendimento de 0,5
x 10%e 0,7 x 10° protoplastos por mL de células em suspensio, respectivamente.

A solucdo A utilizada apresenta, em sua composicdo, trés vezes mais
celulase e dez vezes mais driselase do que a solugcdo B. A baixa eficiéncia da
solugdo A em relagdo a B, quanto ao isolamento de protoplastos, possivelmente
foi conseqiiéncia da falta de especificidade das enzimas utilizadas pela parede
celular, atacando também a membrana plasmdtica. Este efeito, embora também
possa estar presente na solugdo B, ocorreu de maneira mais suave, nio
degradando os protoplastos a medida que eram liberados no meio de incubacio.
A diferenca das solugdes também pode ter afetado o processo de isolamento. A
solucdo A era composta por meicelase enquanto a solu¢do B pela macerozyme,
sendo esta mais eficiente no isolamento de protoplastos em tecidos foliares de

pequizeiro.

3.2 Efeito de diferentes concentracoes de manitol no isolamento de
protoplastos de tecido foliar in vitro

Quanto ao efeito da concentracio do manitol no isolamento de
protoplastos, verificou-se que a concentracao de 0,6 M de manitol no meio CPW
em pré-plasmdlise e durante a incubagdo e a purificagdo de protoplastos foi a
mais eficiente em todos os tempos de incubagdo testados. Com tal concentragio,
o melhor tempo de incubagdo foi de 10 horas no escuro, com o qual foram

obtidos 18,32 x10°+ 1,18 protoplastos por grama de massa fresca (Tabela 2).
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TABELA 2. Numero de protoplastos isolados a partir da digestdo enzimatica de
1,0 g de folhas in vitro de pequizeiro e fungdo de trés
concentracdes de manitol em diferentes tempos de incubagio.

MANITOL
Tempo de 0,5 M* 0,6 M** 0,7 M***
incubagdo
5 horas 1,23x10°+1,98 17x10° +3,65 15x10°+ 1,37
10 horas 1,1x10°+ 2,47 18,32 x10°+ 1,18 14,32x10°+0,12
15 horas 0,98x10°+ 1,81 12,1x10°+ 1,63 9x10°+0,87
20 horas 0,80x10°+ 1,1 8x10°+ 0,35 7,89x10°+1,7

*  Manitol 0,5 M (9 g/ 100 mL de CPW)
*% Manitol 0,6 M (11 g/ 100 mL de CPW)
*#% Manitol 0,7 M (13 g/ 100 mL de CPW)

Esses resultados divergem dos obtidos por diversos autores, os quais
utilizaram o CPW 0,7 M (CPW 13) para o isolamento de protoplastos em
Passiflora (Dornelas & Vieira, 1993; D’Utra Vaz, 1993; Dornelas et al., 1995;
Otoni, 1995; Passos et al., 2004).

No entanto, resultados semelhantes foram encontrados por Matsumoto
(2006), em bananeira, testando a eficiéncia de isolamento de protoplastos,
utilizando solucdes de manitol a 0,6 M e a 0,7 M. O autor concluiu que o
rendimento foi aumentado quando a pré-plasmélise e a incubagdo eram

realizadas em manitol a 0,6 M.
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3.3 Efeito do sistema de incubacdo estacionario ou rotacdo orbital na
eficiéncia do isolamento de protoplastos de tecido foliar

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 3), o numero de
protoplastos isolados foi maior em sistema estaciondrio em relagdo a rotacao
orbital a 40 rpm. Com 10 horas de incubag¢do em solug@o enzimética B com 0,6
M de manitol em sistema estacionario foi obtido o isolamento de 17,55X105
+1,56 protoplastos por grama de tecido foliar obtido in vitro de pequizeiro

(Tabela 3).

TABELA 3. Niimero de protoplastos isolados a partir da digestdo enzimdtica de
1,0 g de tecido foliar in vitro de pequizeiro em incubag¢do com
agitagdo orbital (40 rpm) e estaciondrio.

Tempo de Protopl.” (g MF)™ Protopl. * (g MF)"!
incubacio estacionario rotacionado
5 horas 16,54x10° 2,35 13,41x10° £ 0,67
10 horas 17,55x10° +1,56 11x10°+ 1,87
15 horas 11,36x10°+ 0,35 8x10°+ 1,58
20 horas 7,65x10°+ 1,74 3,55x10° 2,63

- 1% (p/v) “Cellulase” Onozuka R10; 0,2% (p/v) “Macerozyme” Onozuka R10; 0,1%
(p/v) “Driselase”’; MES 5 mM, pH 5,6 (escuro).

Estes resultados confrontam os obtidos por Monteiro et al. (2003), os
quais verificaram elevados rendimentos ao utilizarem sistema de rotagdo
continua (35 rpm) em condi¢do de escuro no isolamento de protoplastos de

alfafa (Medicago sativa). Esses autores obtiveram maiores rendimentos quando
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a rotagdo e o recobrimento da placa de isolamento eram realizados. Silva-Junior
(2007) obteve maior rendimento utilizando sistema orbital a 40 rpm para o
isolamento de protoplastos de tecido foliar de bastao-do-imperador (Etlingera
elatior).

A medida que os protoplastos vdo sendo isolados, os mesmos
permanecem na solug@o enzimdtica até o final do tempo de incubagdo. Neste
periodo, a agitagdo mecanica pode causar danos a membrana plasmética, devido
a sua fragilidade, rompendo-a e inviabilizando os protoplastos j4 isolados. Outro
fator que pode ser considerado é a falta de especificidade das enzimas com
relacdo a parede celular, a qual pode atacar também a membrana plasmadtica. A
agitacdo pode ser um fator que potencializa a degradac@o desta, diminuindo a

eficiéncia de isolamento.

3.4 Avaliacdo de diferentes concentracées de manitol na viabilidade
de protoplastos

A utilizacdo de uma concentragdo de manitol em meio CPW de 0,6 M
tornou mais eficiente o isolamento de protoplastos vidveis em tecido foliar in
vitro (96,7%), seguido da solugd@o contendo 0,5 M (81,8%), conforme Tabela 4.

Uma expressiva queda na viabilidade dos protoplastos foi verificada
quando utilizou-se uma concentra¢do de 0,7 M de manitol, obtendo-se apenas
30,2% de protoplastos vidveis (Tabela 4).

Resultados divergentes foram obtidos por Monteiro et al. (2003), os
quais obtiveram elevada viabilidade (78,29% a 85,61%) de protoplastos isolados
de tecido foliar em diferentes cultivares de alfafa, utilizando solu¢ao de manitol

a 0,7 M.

67



TABELA 4. Viabilidade de protoplastos isolados de tecido foliar in vitro de
pequizeiro, em fun¢do de trés concentracdes de manitol.

Manitol Viabilidade ° (%)
0,5M 81,8
0,6 M 96,7
0,7M 30,2

" Porcentagem de protoplastos com fluorescéncia verde, em relagio ao nimero de
protoplastos total por campo, sob microscopia de fluorescéncia. Média da observagdo de,
no minimo, 200 protoplastos por repeticio (2 repetigdes).

O estado fisiolégico da planta pode interferir na obtencdo de
protoplastos vidveis, uma vez que células com maior quantidade de solutos
tendem a absorver maior quantidade de 4gua, necessitando de condicionadores
osmoéticos mais concentrados para estabilizar a membrana plasmdtica no
processo de isolamento para manter a sua integridade.

O estudo da viabilidade apds isolamento tem grande importincia na
determinacdo da densidade de plaqueamento a ser utilizada no cultivo de
protoplastos, uma vez que essa variavel influencia os processos de divisdo e

diferenciagao celular.

3.5 Avaliacao dos didmetros de protoplastos isolados de tecido foliar

Os protoplastos isolados a partir de tecidos foliares de pequizeiro
obtidos in vitro apresentaram didmetro médio de 25,19+4,75 pm. Tal resultado
estd de acordo com o apresentado por Dornelas et al. (1995), segundo os quais o

tamanho médio dos protoplastos depende da espécie analisada e do explante
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utilizado, podendo variar de 19 a 47 um, quando isolados de tecidos foliares ou
de 30 a 60 pm, quando os protoplastos derivam de tecidos cotiledonares.

Silva-Junior (2007), estudando protoplastos de bastdo-de-imperador
(Etlingera elatior), obteve 36,7 um de diametro médio para folha obtida in vitro,
superior ao encontrado no mesmo tecido em pequizeiro. Kanchanapoomak et al.
(2001) isolaram protoplastos de Dendrobium pompadour, obtendo valores muito
superiores para tecido foliar com um diametro de protoplastos de 50 a 80 um.

Segundo Zimmermann & Schevrich (1981), o conhecimento do
diametro dos protoplastos € importante em trabalhos de fusdo usando o método
de eletrofusdo, pois existe relacdo inversa entre o didmetro e a voltagem
necessdaria para a fusio dos protoplastos.

A caracterizagdo dos protoplastos quanto ao didmetro € um pré-requisito
para o sucesso na manipulacdo dos mesmos no contexto da fusdo e ou
subseqiiente selecdo de heterocariontes pela citometria de fluxo (Ochatt &
Power, 1992). Existe, ainda, relacdo entre tamanho do protoplasto e sua
capacidade de responder a estimulos elétricos, tanto em relacdo a aspectos que
envolvam a transformacdo por absor¢do de DNA exdgeno por eletroporagio,
como do incremento, pelo estimulo elétrico das respostas dos protoplastos em

cultura.
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4 CONCLUSOES

A solucdo enzimdtica (B), composta por 1% (p/v) Cellulase “Onozuca
R-10” (Yakult Honsha) + 0,2% (p/v) de “Macerozyme R10” (Yakult Honsha) +
0,1% (p/v) de Driselase (Sigma London Chemical Co Ltd) + 5 mM de MES, foi
eficiente no isolamento de protoplastos de tecido foliar de pequizeiro.

O meio CPW com 0,6 M de manitol em regime estaciondrio de
incubacgdo foi o mais eficiente no isolamento de protoplastos de tecido foliar de
pequizeiro.

Protoplastos de tecido foliar de pequizeiro obtidos in vitro apresentam

um didmetro médio de 25,1944,75 um em meio CPW com 0,6M de manitol.
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CAPITULO IV

CULTIVO IN VITRO DE PEQUIZEIRO (Caryocar brasiliense CAMB.)
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RESUMO

MARTINOTTO, Cristiano. Cultivo in vitro de pequizeiro (Caryocar brasiliense
CAMB.). In: . Embriogénese somatica e isolamento de protoplastos
de pequizeiro. 2007. Cap.4, p.73-97. Tese (Doutorado em Agronomia -
Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

O pequizeiro é considerado uma espécie social, visto a importancia dada
por populacdes locais que fazem uso de seus frutos em periodo de producio e
complementam a renda por meio do extrativismo e venda em feiras livres e a
margem de estradas. Embora exista grande interesse na producido comercial do
pequizeiro, agricultores esbarram no problema da obtencdo de mudas. As
sementes de pequizeiro apresentam problemas quanto a germinagdo, por serem
dormentes e apresentarem certo grau de recalcitrancia. Dessa forma, técnicas de
propagacdo vegetativa como a cultura de tecidos pode ser aplicada na obtencao
de mudas de qualidade e em quantidade. O objetivo do presente trabalho foi o
estudo de aspectos do cultivo in vitro de pequizeiro. Foram utilizados como
explantes brotacdes obtidas in vitro com cerca de 0,7 cm de comprimento.
Foram testados o efeito do meio WPM liquido e o meio WPM sélido, luz e
escuro, combinagdes entre diferentes concentragdes BAP (0; 0,5; 1 e 2 mg L'l) e
ANA (0; 0,5;1; 2; 4 e 8 mg L'l), no escuro. Também foram testadas diferentes
combinacdes entre cinetina (0; 0,5 e 1 mg L’l) e picloran (0; 0,5; 1; 2; 4 e 8 mg
L'l), no escuro. Aos 45 dias de cultivo, foram avaliados nimero de folhas,
nimero de brotagdes, comprimento médio das trés maiores brotagdes, nlimero de
raizes e tamanho da maior raiz. Foi realizado, ainda, estudo anatdmico foliar no
cultivo em meio liquido e sélido e massa fresca e massa seca. O cultivo em meio
liquido apresentou maior nimero de folhas (3,74), comprimento médio das trés
maiores brotacdes (9,45 mm), massa fresca (1,23 g) e massa seca (0,15 g) do que
o meio solido. Folhas obtidas em meio s6lido foram mais espessas do que em
meio liquido. A auséncia de luz promoveu um maior comprimento médio das
brotacdes (10,72 mm). A melhor concentragdo de ANA/BAP para nimero de
brotacdes foi 0/1 mg L' (13,3 brotacdes). Para tamanho médio das trés maiores
brotagdes, a melhor concentracio foi 0/0,5 mg L' (22,94 mm). Para namero de
raizes e maior comprimento médio de raiz 1/0 mg L! (28,07 raizes € 29,07 mm).
Para a combinagdo de cinetina/picloran, a melhor concentracio para nimero de
brotacdes foi 1/0 mg L™ (9,07 brotacdes) e, para tamanho médio das trés maiores
brotagdes, 0,5/0 mg L! (21,96 mm). Nao foi obtida inducdo de raizes com
cinetina e picloran.

Comité Orientador: Prof. Dr. Renato Paiva - UFLA (Orientador); Prof. Dr.
Evaristo Mauro de Castro.
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ABSTRACT

MARTINOTTO, Cristiano. In vitro cultivation of Caryocar brasiliense CAMB.
In: . Somatic embryogenesis and protoplasts isolation of Caryocar
brasiliense CAMB.. 2007. Chap.4, p. 73-97. Thesis (Doctorate in Agronomy -
Plant Physiology) - Federal University of Lavras, Lavras, MG.

The Caryocar brasiliense is considered a social species, due to its importance
for local populations that make use of its fruits during the harvest period to
complement their income. Although there is a high interest in the commercial
production of C. brasiliense, farms have problems with the seedling production.
The C. brasiliense seed show problems in germination due to dormancy as well
as certain level of recalcitrance. In this context, techniques of vegetative
propagation like tissue culture may help to obtain plantlets with high quality and
in large scale. The objective of this work was to optimize aspects of the in vitro
culture of C. brasiliense. Shoots obtained in vitro with 0.7 cm length were used
as explants. The effect of liquid and solid WPM medium, absence and presence
of light and combinations of different concentrations of BAP (0; 0.5; 1.0 and 2.0
mg L’l) and NAA (0; 0.5; 1.0; 2.0; 4.0 and 8.0 mg L’l) in the dark were tested.
Different combinations between kinetin (0; 0.5 and 1.0 mg L") and picloran (0O;
0.5; 1.0; 2.0; 4.0 and 8.0 mg L'l) in the absence of light were also tested. After
45 days of cultivation, the number of leaves and shoots, average length of the
three largest shoots, root number and largest root size were also evaluated. An
anatomical study of leaves obtained through the cultivation in liquid and solid
medium as well a dry and fresh mass was also performed. The cultivation in
liquid medium showed higher number of leaves (3.74), average length of the
three largest shoots (9.45 mm), fresh mass (1.23 g) and dry mass (0.15 g) than
the solid medium. Leaves obtained in solid medium were thicker than those
obtained from liquid medium. The absence of light promoted a higher average
length of shoots (10.72 mm). The best NAA/BAP concentration for number of
shoots was 0/1 mg L™ (13.3 shoots). For the size of three higher shoots, the best
concentration was 0/0.5 mg L™ (22.94 mm). For root number and higher average
root length, the best concentration was 1/0 mg L™ (28.07 roots and 29.07 mm).
For the combination of kinetin/picloran, the best concentration for shoot number
was 1/0 mg L™ (9.07 shoots) and for the average size of three higher shoots was
0.5/0 mg L™ (21.96 mm). No root induction was pbtained with the use of kinetin
and picloran.

Guidance committee: Dr. Renato Paiva (UFLA); Dr. Evaristo Mauro de Castro
(UFLA).
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1 INTRODUCAO

O pequizeiro € uma das espécies arbdreas nativas do Cerrado brasileiro
que mais tem despertado interesse do setor produtivo agricola. Apresenta
indmeros usos, tanto de seus frutos na culindria, bem como por sua madeira de
6tima qualidade, propriedades medicinais, curtume, paisagistica e melifera
(Santos et al., 2006). E uma espécie social, visto a importancia dada por
populagdes locais que fazem uso no periodo de producdo e complementam a
renda por meio do extrativismo, vendendo seus frutos em feiras livres e margens
de estradas.

Porém, nas udltimas décadas, tem sofrido considerdvel reducdo de sua
populagdo natural, devido, principalmente, a ocupacdo do Cerrado pelo setor
agricola, incorporando extensas dreas da regido de ocorréncia natural desta
espécie. Isto, aliado a baixa regeneracdo natural da espécie, tem colocado o
pequizeiro na lista de espécies ameacadas, sendo criadas, até mesmo, leis de
protecdo contra o corte desta espécie (Werneck, 2001).

Embora exista grande interesse na producdo comercial do pequizeiro,
agricultores esbarram no problema da obtencdo de mudas. As sementes de
pequizeiro apresentam problemas quanto a sua germinacdo, por serem
dormentes (Dombroski et al., 1998).

Dessa forma, técnicas de cultura de tecidos se tornam uteis, permitindo,
por meio da micropropagagdo, a producdo de grande quantidade de mudas em
pequeno intervalo de tempo e, ainda, a selecdo de plantas elite e fixacdo de
caracteristicas desejdveis, sem ter que passar por técnicas demoradas de
melhoramento genético classico de espécies.

A cultura de tecido se baseia no principio da totipoténcia celular vegetal,
em que, potencialmente, qualquer célula nucleada possui, em determinadas

condi¢des de cultivo, a capacidade de regenerar uma planta adulta. Tais
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condi¢gdes variam de espécie para espécie, bem como em funcido do tipo de
tecido celular utilizado como explante e do grau de diferenciacdo celular. O
sucesso da micropropagacdo depende de um balanco hormonal interno que
propicie o redirecionamento da rota de crescimento estabelecida, a fim de se
obter os resultados desejados (Kerbauy, 1998). Os fitorreguladores, neste
sentido, sdo essenciais na obtengdo de mudas micropropagadas, sendo
necessario o estudo do efeito destes nos padrdes de desenvolvimento de espécies
de interesse.

As auxinas e citocininas s@o as classes de reguladores mais utilizadas na
cultura de tecidos, a formagdo de raizes, parte aérea e calos € regulada pela
disponibilidade e interacdo entre estas duas classes de reguladores de
crescimento (Skoog & Miller, 1967). O sinergismo entre auxinas e citocininas é
critico para o controle da morfogénese in vitro,em que um balango favorecendo
a auxina tende a formar raizes em detrimento de gemas, sendo o contririo
observado quando as citocininas estdo em maior quantidade no meio de cultura,
favorecendo a formacao de gemas. Quando ocorre um balancgo equilibrado entre
as duas classes, ocorre a formagdo de calos (Santana, 2003).

Quanto as condi¢des de cultivo, a luz é um dos principais componentes
do ambiente a influenciarem o desenvolvimento de culturas in vitro. Exerce
grande influéncia no metabolismo das células e efeito morfogenético no
desenvolvimento da planta in vitro (Ammirato, 1986).

O presente trabalho teve por objetivo estudar o efeito de fitorreguladores
sobre os padrdes de desenvolvimento de brotagdes de pequizeiro em fungdo de

diferentes combinagdes de citocininas, auxinas e condi¢des de cultivo.

2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de
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Tecidos de Plantas, no Setor de Fisiologia Vegetal, Departamento de Biologia,

da Universidade Federal de Lavras.

2.1 Material vegetal

Foram utilizados, como explantes iniciais, brotacdes de pequizeiro de
aproximadamente 0,7 cm, obtidas do cultivo in vitro de segmentos caulinares
(Santos et al., 2006) provenientes de sementes germinadas in vifro em meio

WPM (Lloyd & McCown, 1980).

2.2 Efeito do meio liquido e s6lido no cultivo in vitro de pequizeiro

Para avaliar o efeito do cultivo in vitro do pequizeiro em meio liquido e
na presenca de agar, foi utilizado o meio WPM com 0,75 mg L™ de BAP e 0,05
mg L' de ANA, acrescido de 3% de sacarose e 400 mg L' de PVP. Apés o
ajuste de pH para 5,8, os meios foram esterilizados por autoclavagem a 120°C,
por 20 minutos. Apds a inoculagdo em camara de fluxo laminar, os explantes
foram mantidos em sala de crescimento a temperatura de 26+1°C, com
fotoperiodo de 16 horas, a densidade de fluxo de fétons de 30 pumol m™s™. Para
o meio solido, foram utilizados 15 mL de meio solidificado com édgar (0,6%) em
tubos de ensaio (25 mm ® x 150 mm) e, para o meio liquido, foram utilizados
15 mL de meio liquido em frascos de 300 mL em agitador orbital, a 90 rpm.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com dois
tratamentos (meio sélido e meio liquido), sendo cada um composto por 32
repeti¢des. Aos 45 dias de cultivo, foram avaliados nimero de folhas, nimero de
gemas, tamanho médio das trés maiores brotacdes, massa fresca e massa seca e

realizado estudo anatomico das folhas obtidas.

2.2.1 Estudo anatomico foliar

Folhas de cada tratamento foram coletadas e fixadas em alcool 70%,
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sendo posteriormente desidratadas e emblocadas em parafina, segundo
metodologia de Johansen (1940). Foram realizados cortes histolégicos
transversais da por¢ao mediana da folha na espessura de 12 a 15 um com auxilio
de um micrétomo de mesa. Usou-se a coloragdo safra-blau e montagem em
resina sintética. Apds preparo das laminas, os cortes foram fotografados com
camara fotogréfica digital (Canon PowerShot A710) acoplada a um microscépio,

sendo realizadas as medigdes da espessura das epidermes e mesofilo foliar com

o auxilio do software Sigma Scan Pro 5® apos calibracdo. Foram avaliados 40
cortes transversais de cada tratamento. Os dados foram analisados pelo teste de
Scott-Knott (1974), a 5 % de probabilidade, com auxilio do software estatistico

Sisvar® (Ferreira, 2000).

2.3 Efeito da luminosidade no cultivo in vitro de pequizeiro

Para avaliar o cultivo in vitro do pequizeiro na presenca e na auséncia de
luz foi utilizado o meio WPM com 0,75 mg L' de BAP e 0,05 mg L' de ANA,
acrescido de 3% de sacarose e 400 mg L' de PVP. Apés o ajuste do pH a 5,8, os
meios foram esterilizados por autoclavagem, a 120°C, por 20 minutos.

Apés a inoculacdo, os explantes foram mantidos em sala de crescimento
a temperatura de 26+1°C e, nos tratamentos na luz, fotoperiodo de 16 horas a
uma densidade de fluxo de fétons de 30 pmol m™s™.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 2
tratamentos (cultivo sob luz e escuro), sendo cada um composto por 32
repeti¢des. Aos 45 dias de cultivo, foram avaliados nimero de folhas, nimero de
gemas, tamanho da maior brotacdo, massa fresca e massa seca. Os dados foram
analisados pelo teste de Scott-Knott (1974), a 5 % de probabilidade, com auxilio
do software estatistico SISVAR® (Ferreira, 2000).
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2.4 Efeito da interacio BAP e ANA no cultivo in vitro de pequizeiro

Para verificar o efeito da interacdo entre BAP e o ANA, foi utilizado o
meio de cultivo WPM acrescido de 6 g L' de agar, 400 mg L' de PVP, 3% de
sacarose e diferentes concentracdes de BAP (0; 0,5; 1 e 2 mg L'l) e ANA (0; 0,5;
1;2;4e8mg L'l).

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio (25 mm @ x 150
mm) contendo 15 mL de meio, sendo o pH do meio de cultivo ajustado para 5,8,
sendo posteriormente autoclavado a 121°C, por 20 minutos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 24
tratamentos compostos por 15 repeticdes cada um. Apés a inoculagado, os tubos
foram mantidos em sala de crescimento a temperatura de 25°C+2, no escuro.

Aos 45 dias de cultivo, foram avaliados o nimero de brotacdes >3 mm,
o comprimento médio das trés maiores brotacdes, o nimero de raizes e o
comprimento da maior raiz.

Os dados foram analisados pelo teste de Scott-Knott (1974), a 5% de

probabilidade, com auxilio do software estatistico SISVAR® (Ferreira, 2000).

2.5 Efeito da interacao cinetina e picloran no cultivo in vitro de pequizeiro

Para verificar o efeito da interagdo entre a cinetina e o picloran, foi
utilizado o meio de cultivo WPM acrescido de 6 g L™ de dgar, 400 mg L™ de
PVP, 3% de sacarose e combinagdes de diferentes concentragdes de cinetina (0;
0,5e 1,0 mg L'l) e picloran (0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mg L'l). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com 18 tratamentos compostos por
15 repeticoes.

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio (25 mm @ x 150
mm) contendo 15 mL de meio, sendo o pH do meio de cultivo ajustado para 5,8
e, posteriormente, autoclavados a 121°C, por 20 minutos.

Ap6s a inoculagdo, os tubos foram mantidos em sala de crescimento a
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temperatura de 25°C+2, no escuro.

Aos 45 dias de cultivo, foram avaliados o nimero de brotagdes >3 mm,
o comprimento médio das trés maiores brota¢des, o nimero de raizes e o
comprimento da maior raiz. Os dados foram analisados pelo teste de Scott-Knott
(1974), a 5 % de probabilidade, com auxilio do software estatistico SISVAR®
(Ferreira, 2000).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito do meio liquido e s6lido no cultivo in vitro de pequizeiro

De acordo com a analise de varidncia dos dados avaliados, foi
constatada, com exce¢do do nimero de gemas, diferenca significativa para todas
as caracteristicas avaliadas (Tabelas de 3 a 7, em anexo).

O cultivo em meio liquido foi o que proporcionou melhor
desenvolvimento aos explantes, ao considerar o nimero de folhas, comprimento
médio das trés maiores brotacdes, massa fresca e massa seca, cujos valores
chegaram a 98%, 75%, 83% e 150% maiores, respectivamente (Figura 2).

O cultivo em meio liquido proporcionou um melhor desenvolvimento
das folhas, as quais se apresentaram mais expandidas que as formadas em meio
sOlido (Figura 3). A presenca de folhas é de grande importancia no periodo de
aclimatizagdo, pois é fonte de auxina, favorecendo maior formagdao de novas
raizes, muito importante para o estabelecimento das plantulas ex vitro. Além da
auxina, a qual € translocada para a base da plantula, permite a produgdo de
carboidratos por meio da fotossintese pela planta, tornando as mudas mais

vigorosas (Hartmann et al., 1990).
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FIGURA 2. Valores médios das caracteristicas avaliadas aos 45 dias de cultivo.
NF - nimero de folhas; NG - nimero de gemas (*nao significativo);
TMB - tamanho médio das trés maiores brotacdes; MF - massa
fresca; MS - massa seca.

4

FIGURA 3. Brotacdes obtidas em meio sélido (A) e brotagdes obtidas em meio
liquido (B). UFLA, Lavras, MG, 2007.
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3.1.1 Estudo anatomico foliar

De acordo com as andlises estatisticas realizadas nos dados de medidas
de espessura, todas as caracteristicas avaliadas apresentaram diferenca
significativa a 1%, pelo teste de F (Tabelas 8, 9 e 10, em anexo).

Folhas formadas em cultivo em meio s6lido apresentaram maior
espessura tanto das epidermes quanto do parénquima fundamental, o qual
apresentou, em média, uma espessura cerca de duas vezes maior do que o

cultivado em meio liquido (Figuras 4 e 5).
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FIGURA 4. Espessura média foliar avaliada aos 45 dias de cultivo. EAD -
espessura da epiderme adaxial; PF - espessura do parénquima
fundamental; EAB - espessura da epiderme abaxial.

De acordo com Wright et al. (2004), uma alta relagcdo massa/drea foliar
(folhas mais espessas) estd associada a estratégias de crescimento lento,
geralmente encontradas em plantas que vivem sob condi¢gdes de menor

disponibilidade de recursos, tais como ambientes sombreados ou com baixa
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disponibilidade de nutrientes. Isso estd de acordo com os dados encontrados,
uma vez que a difusdo de nutrientes em meio de cultura sélido é menor do que
em meio de cultivo liquido, além de que, em meio de cultura liquido, o maior
contato com o explante favorece a absor¢ao de nutrientes.

De acordo com a Figura 5, observa-se que folhas desenvolvidas em meio

s6lido apresentam uma maior desorganizagdo em seus tecidos.

FIGURA 5. Fotomicrografias dos cortes anatomicos realizados na porgdo
mediana do limbo foliar. A - Meio de cultura liquido; B - Meio de
cultura solidificado com 0,6% de agar. UFLA, Lavras, MG, 2007.

3.2 Efeito da luminosidade no cultivo in vitro de pequizeiro

De acordo com a andlise estatistica dos dados avaliados, apenas o cariter
comprimento médio das trés maiores brotagdes apresentou diferenca estatistica
significativa pelo teste de F a 1% de probabilidade (Tabela 11, em anexo).

Brotagdes obtidas do cultivo no escuro apresentaram média de 10,7 mm
de comprimento enquanto que, para o cultivo na luz, obteve-se uma média de

5,4 mm de comprimento (Figura 6).
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FIGURA 6. Tamanho médio das trés maiores brotacdes (TMB), aos 45 dias de
cultivo.

As brotacdes obtidas na ausé€ncia de luz apresentaram-se maiores em
comprimento e com pouca pigmentacio (Figura 7), resultado de um processo de
estiolamento. Santos (2006), cultivando segmentos nodais de pequizeiro no
escuro obteve brotacdes com 28,13 mm de comprimento médio, utilizando 0,05

mg L' de ANAe 0,75 mg L' de BAP.

ke

FIG[EI_{-A 7. Brotagdes obtidas na presenca de luz (A) e na auséncia de luz (B).
UFLA, Lavras, MG, 2007.
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O estiolamento € o desenvolvimento de brotos, ramos ou partes desses,
decorrente da auséncia de luz, o que causa o crescimento, geralmente alongado e
com coloragdo amarela ou branca (Hartmann & Kester, 1990). Brotacdes
estioladas podem apresentar maior capacidade de enraizamento, por
apresentarem uma menor lignificacio de seus tecidos e uma maior concentragao
de auxinas, devido a maior estabilidade de sua estrutura quimica e maior
eficiéncia nos processos de diferenciagdo e crescimento celular (Tais & Zeiger,

2004).

3.3 Efeito da interacio BAP e ANA no cultivo in vitro de pequizeiro

De acordo com a andlise de varidncia realizada, houve diferenca
significativa, a 5%, pelo teste de F para o nimero de brotagdes e comprimento
médio das trés maiores brotacdes (Tabelas 12 e 13, em anexo).

Os melhores resultados obtidos para nimero de brota¢des foram com os
tratamentos 0/1, 1/1, 0/2, 0,5/1 e 0,5/2 (ANA/BAP mg L'l) com 13,3, 12,2, 11,9,
11,7 e 10,5 brotagdes por explante, respectivamente, os quais nao diferiram

estatisticamente entre si (Figura 8).
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FIGURA 8. Numero médio de brotagdes, em funcdo do BAP e ANA, aos 45dias
de cultivo no escuro.

Estes resultados mostram-se bem superiores aos obtidos por Santos et al.
(2006), também com pequi, os quais obtiveram seis brotagdes por explante,
utilizando 0,75 mg L' de BAPe 0,05 mg L' de ANA, cultivado na presenca de
luz. Esta diferenca também pode estar associada a origem do explante, uma vez
que os autores utilizaram brotacdes de plantulas germinadas in vitro, enquanto
que, neste trabalho, foram utilizadas brotagdes obtidas pelo protocolo
desenvolvido por Santos et al. (2006). Maran et al. (2004) obtiveram maior
biomassa seca e fresca de parte aérea e de raiz e maior drea foliar na
micropropagacdo do morangueiro a medida que foi subcultivado in vitro,
indicando que plantas estabelecidas por maior tempo in vitro respondem
diferenciadamente em relagdo as plantas recém-estabelecidas.

Para o comprimento médio das trés maiores brotacdes, o melhor
resultado foi obtido pelo tratamento composto por 0/0,5 mg L' de ANA/BAP,
com 22,9 mm de comprimento seguido de 0/ mg L' de ANA/BAP com
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16,2mm, os quais diferiram significativamente entre si (Figura 9). No melhor
tratamento, a média das trés maiores brotacdes foi cerca de duas vezes maior do
que o melhor tratamento obtido por Santos et al. (2006) na mesma espécie,
utilizando cultivo na presenca de luz. Tal resultado observado pode,
provavelmente, ser devido ao estiolamento das brota¢des obtidas no presente

experimento (Figura 10).
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FIGURA 9. Comprimento médio das trés maiores brotacdes por explante.
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FIGURA 10. Brotagdes obtidas durante o experimento. UFLA, Lavras, MG,
2007.

Além do fator fonte do explante citado anteriormente, pode-se inferir
que o cultivo no escuro proporcionou maior crescimento em altura no cultivo in
vitro de pequizeiro, em funcdo do estiolamento das brota¢des. O estiolamento
pode ser Ttil na micropropagacido de plantas, proporcionando maior quantidade
de explantes e maior taxa de multiplicacdo entre repicagens (Kiss et al., 1995).

Quanto ao numero de raizes e tamanho da maior raiz, a andlise de
varidncia demonstrou que houve diferenca estatistica significativa para as duas
caracteristicas avaliadas (Tabelas 14 e 15, em anexo).

Os melhores tratamentos para nimero médio de raizes foi o composto
por 1/0 (28,07 raizes) e 2/0 mg L' (24,67 raizes) de ANA/BAP seguidos de
0,5/0 (20,93 raizes) e 4/0 mg L' (20,33 raizes) de ANA/BAP. Os resultados
demonstram que, quanto menor a concentracio de BAP no meio de cultura,
maior o nimero de raizes e que, na auséncia de ANA, apenas houve pouca
formacdo de raizes (0,27 raizes por explante) na auséncia de BAP (Figura 11).
Santos et al. (2006) relatam média de 12,87 raizes por brotagdo usando 3 mg L™

de AIB.
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FIGURA 11. Nimero médio de raizes em funcdo do BAP e ANA, avaliado aos
45 dias de cultivo.

No que diz respeito ao comprimento médio da maior raiz, destacam-se
os tratamentos compostos por 1/0 e 0,5/0 mg L' de ANA/BAP seguidos de 2/0
mg L' de ANA/BAP com, respectivamente, 29,0; 27,5 e 16,7 mm de
comprimento (Figura 12). De acordo com os dados avaliados, quanto menor a
concentracdo de BAP em meio de cultura, maior o comprimento das raizes. As
raizes obtidas apresentaram coloracdo clara e com vdrias raizes secunddrias

(Figura 13).
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FIGURA 12. Comprimento médio da maior raiz em fungdo do ANA e BAP, aos
45 dias de cultivo no escuro.

FIGURA 13. Raizes obtidas no cultivo in vitro utilizando 1 mg L "' de ANA no
meio de cultura, aos 45 dias de cultivo. UFLA, Lavras, MG, 2007.
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3.4 Efeito da interacao cinetina e picloran no cultivo in vitro de pequizeiro

De acordo com a andlise de varidncia realizada, houve diferenca
significativa entre os tratamentos utilizados, tanto para média das trés maiores
brotagdes quanto para nimero de brotacdes (Tabelas 16 e 17, em anexo).

Para a inducao de brotacdes, verificou-se que o tratamento composto por
1,0 mg L' cinetina foi o mais eficiente, apresentando, em média, 9,07 brotacdes
por explante, seguido de 0,5 mg L' de cinetina e 1,0 mg L' de cinetina + 0,5 mg
L' de picloran com 5 e 4,07 brota¢des por explante, em média, respectivamente
(Figura 14). Fraguas (2003) também obteve maior comprimento de brotacdes em
figueira utilizando a concentragdao de 0,5 mg L' de cinetina. Nicioli (2000),
estudando a cinetina em interacdo com outras auxinas, verificou que esta foi
essencial a proliferacio de brotacdes em barbatimdo, sendo a melhor
concentracio 5,0 mg L™ de cinetina, obtendo, em média, 3 brotos por explante.
Aumento na produgdo de brotos de Salix humboldtiana foi possivel utilizando

0,5 mg.L’1 de cinetina (Pereira et al., 2000).
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FIGURA 14. Nimero médio de brotacdes por explante em funcdo da cinetina e
picloran, aos 45 dias de cultivo no escuro.

Considerando o comprimento médio das trés maiores brotacoes,
verificou-se que o melhor tratamento foi o meio de cultivo contendo 0,5 mg L™
de cinetina, com 21,96 mm de comprimento, seguido de 1,0 mg L' cinetina,
com um comprimento médio de 11,67 mm (Figura 15). Os tratamentos que
continham picloram, mesmo em quantidades minimas, promoveram reducdes no
tamanho das brotacdes, ndo ultrapassando os 3,33 mm de comprimento. Fraguas
(2003) encontrou resultados préximos a este (5,2 mm) ao empregar meio

contendo 0,5 mg L™ de picloran.
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No presente experimento ndo houve inducdo e desenvolvimento de

raizes.
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4 CONCLUSOES

O cultivo em meio liquido foi superior ao cultivo em meio sélido quanto
ao numero de folhas, comprimento médio das trés maiores brotagdes, massa
fresca e massa seca.

Folhas desenvolvidas em cultivo com meio s6lido sdo mais espessas em
relacdo aquelas desenvolvidas em cultivo com meio liquido.

O cultivo na auséncia de luz proporcionou maior comprimento de
brotagdes.

A presenca de BAP no meio de cultura causou redugdo na formacgado de
raizes.

O picloran ndo foi eficiente na indug¢do de raizes em pequizeiro nas
concentracdes utilizadas, tendo efeito prejudicial ou inibitério no comprimento
das brotacgdes.

O 4cido naftaleno acético (ANA) foi essencial para a inducdo de raizes.
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TABELAS

TABELA 1. Teste de Kruskall-Wallis para tamanho de calos (notas de 1 a 5), em
func¢do do 2,4-D x sacarose em subcultivo.

Kruskal-Wallis rank sum test

data: notas

chi-squared = 176,9691, df =1 p-value < 2,2e-16

TABELA 2. Teste de Kruskall-Wallis para tamanho de calos (notas de 1 a 5), em
funcdo do 2,4-D x 2-ip.

Kruskal-Wallis rank sum test

data: notas

Chi-squared = 13,9067, df =4, p-value = 0,007599

TABELA 3. Andlise de variincia para niimero de folhas.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
MEIO 1 55,074952 55,074952 14,415  0,0003 **
erro 62 236,877984  3,820613

Total corrigido 63 291,952936

CV (%)= 69,49

Média geral: 2,8129687

** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de F.
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TABELA 4. Andlise de variincia para niimero de gemas.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
MEIO 1 34,266389 34,266389 2,446 0,1229 ns.
erro 62 868,703297 14,011343

Total corrigido 63 902,969686

CV (%)= 46,85

Média geral: 7,9895313

ns — ndo significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste de F..

TABELA 5. Anélise de varidncia para dados de tamanho médio das trés maiores

brotagdes.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
MEIO 1 262,723577 262,723577 36,920 0,0000 **
erro 62 441,189497 7,115960

Total corrigido 63 703,913073

CV (%)= 35,92

Média geral: 7,4264063

** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de F.
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TABELA 6. Anélise de variancia para dados de massa fresca.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
MEIO 1 5,017600 5,017600 35,758  0,0000 **
erro 62 8,699900 0,140321

Total corrigido 63 13,717500

CV (%) = 39,28

Média geral: 0,95

** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de F.
TABELA 7. Andlise de variincia para dados de massa seca.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
MEIO 1 0,132314 0,132314 166,621  0,0000 **
erro 62 0,049234 0,000794

Total corrigido 63 0,181548

CV (%) = 26,18

Média geral: 0,108

** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de F.
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TABELA 8. Andlise de variincia para dados de espessura de epiderme adaxial.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 1 912,938281 912,938281 43,477 0,0000%**
erro 78 1637,852987 20,998115

Total corrigido 79 2550,791269

CV (%) = 19,25

Média geral: 23,81

** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de F.

TABELA 9. Andlise de varidncia para dados de espessura de parénquima

fundamental.
FV GL  SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 1 175416,751651 175416,751651 214,545 0,0000%*
erro 78 63774,499218 817,621785

Total corrigido 79 239191,250869

CV (%) = 21,81

Média geral: 131,1106250

** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de F.

102



TABELA 10. Anélise de variancia para dados de espessura de epiderme abaxial.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 1 522,548645 522,548645 23,963  0,0000 **
erro 78 1700,918150  21,806643

Total corrigido 9 2223,466795

CV (%) = 21,88

Média geral: 21,3422500
** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de F.

TABELA 11. Andlise de varidncia para dados de tamanho médio das trés
maiores brotacdes.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
LUZ 1 452944806  452,944806 21,301  0,0000%*
erro 62 1318,360169 21,263874

Total corrigido 63 1771,304975

CV (%) = 57,21

Média geral: 8,0606250

** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de F.
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TABELA 12. Anélise de varidncia para dados de nimero de brotagdes.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 24 3614,255556 150,593981 9,617 0,0000%*
erro 330 5167,592332 15,659371

Total corrigido 354 8781,847887

CV (%)= 55,26

Meédia geral: 7,1605634

** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de F.

TABELA 13. Anilise de varidncia para dados de média de comprimento das trés
maiores brotacdes.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 24 7341,442000 305,893417 12,577 0,0000%*
erro 330 8026,076479 24,321444

Total corrigido 354 15367,518479

CV (%) = 71,64

Média geral: 6,8839437

** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de F.
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TABELA 14. Anélise de variancia para dados de nimero de raizes.

FV GL  SQ oM Fc Pr>Fc
TRAT 23 27345,775000 1188,946739 37,702 0,0000%*
erro 336 10596,000000 31,535714

Total corrigido 359 37941,775000

CV (%) = 125,49

Média geral: 4,4750000

** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de F.

TABELA 15. Anélise de variancia para dados de comprimento da maior raiz.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 23 24985,866667  1086,342029 43,370 0,0000%*
erro 336 8416,133333 25,048016

Total corrigido 359 33402,000000

CV (%)= 120,12

Média geral: 4,1666667

** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de F.

105



TABELA 16. Anélise de varidncia para dados de nimero de brotagdes.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 17 59,389368 3,493492 10,391 0,0000%#*
erro 252 84,720043 0,336191

Total corrigido 269 144,109411

CV (%)= 3531

Média geral: 1,6419169

** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de F.

TABELA 17. Andlise de variancia para dados de comprimento médio das trés
maiores brotacdes.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 17 168,571103 9,915947 16,151 0,0000%**
erro 252 154,713327 0,613942

Total corrigido 269 323,284430

CV (%)= 41,92

Média geral: 1,8690615

** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de F.
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