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1. Introdugao
1.1. Algumas palavras sobre Wye College

As informagOes contidas no presente relatdrio estdo relacionados com o estd
gio de quatro meses (05/84 -~ 08/84) feito pelo autor do mesmo, no laboratdrio de
cultura de tecido do departamento de horticultura de Wye College dependente da
Universidade de Londres. Wye College estd localizado no condado de Kent, no vila

rejo de Wye, entre as cidades de Ashford e Canterbury no sul da Inglaterra.

A tradigao pedagdgica deste Centro, remonta-se ao século XIV (D.C.). Mas
foi a partir de 1900 que ficou vinculado a Universidade de Londres e desde entao,
sua grande vocagao pelos estudos das ciéncias agronomicas comeca a  acentuar-se
cada vez mais até nossos dias, em contraposigdo, & orientacio humanistica (es
tudo da filosofia, letras, etc.) que lhe havia sido imprimida desde suas origens

medievais.

Na atualidade com mais de quinhentos estudantes de graduagac e  pds-gradua
cao, Wye College oferece aos estudantes uma excelente infraestrutura de pesquisa

e ensino nas mais diversas areas da agronomia.
1.2. Importincia do Estagio

No Brasil, a expansao da dendeicultura, visando converte-la numa opgéo
agricola no mais curto periodo de tempo possivel, regides em que as condigoes
ecologicas sao adequadadas: algumas areas da regido Amazonica e sul da Bahia, im
poe desafios técnicos muito sérios a serem resolvidos pela pesquisa. A falta de
bons campos de germoplasmas consolidados, a baixa produtividade média das planta
goes e o pouco conhecimento dos aspectos fitossanitirios e nutricionais, sdo al
guns destes desafios cujas solugoes deverao acompanhar o avanco da cultura. Por
outro lado, dentro do contexto de uma programagao firmemente tracada e coordena-
da, a capacitagcao de recursos humanos constitue uma exigéneia que ndo pode  dei
xar de ser atendida, na perspectiva do aumento da produtividade da cultura. Em
consonancia a esta exigéncia, deve entender-se o estigio em Wye College, visando
O aperfeicoamento em cultura de tecido, pois, a multiplicacac vegetativa do den
dezeiro €, também uma das agOes prioritarias do Programa Nacional da Cultura tan
to pelo seu impacto nos programas de melhoramento genético, quanto pela sua con

tribuicao para aumentar a produtividade e uniformidade das plantagOes comerciais.



2. Instituicoes Visitadas

Por intermedio da Dra. Jennet Blake, tive oportunidade de visitar dois laboratd
rios particulares que trabalhavam em escala comercial na drea de cultura de tecido,
foram eles: TWYFORD PLANT LABORATORIES (TPL) e UNIFIELD T.C. LTDA.

O primeiro sediado em Boltonsborough no Sul do Oeste da Inglaterra. O segundo ,
sediado em Bedford, a poucos quilometros de Londres. Trata-se de modernas equipes
e instalagoes com amplas unidades de producdo e pesquisa. As unidades de produgao
de ambas empresas, tem capacidade para produzir milhares de plantas por ano. A
UNIFIELD, por exemplo, exportou mudas clonais de dendé suficiente para instalacdo
de campos de provas em Zaire, Cameron, Papua, Nova Guinée, Coldmbia, e Indonésia .
Quanto a TPL, esta trabalha com grande nimero de espécies de clima temperado e tro
pical, incluindo espécies hortigranjeiras, ornamentais e florais na sua maioria ,

vendidas no mercado europeu.

Em relagcao as unidades de pesquisa, estas constituem a retaguarda das unidades
de produgao e, no caso particular da TPL, entre as muitas linhas de pesquisa, es
tao: propagagao clonal, cultura de hapldides, fus3o de protoplastos, inducdo de mu

tacoes, limpeza clonal, armazenamento de germoplasma, etc.

De outro lado, a unidade de pesquisa da UNIFIEID tenta contornar as dificulda-
des inerentes a propagacao vegetativa de coco e procura o aprimoramento das técni
cas relacionadas com a avaliacao da estabilidade genotipica do dendé, através da
eletroforese, imunofluorescéncia e determinacdo de niveis de DNA nas células das

plantas tidas como material clonal.
3. Pessoas Contactadas

3.1. Departamento de Horticultura de Wye College

Dr. W. W. Schwabe - Diretor do Departamento

Dr. J. Blake - Laboratdrio de Cultura de Tecido
Dr. A. Blackpool - Laboratorio de Cultura de Tecido
Dr. S. H. Mantell - Laboratdrio de Cultura de Tecido
Dr. R. L. Branton - Laboratdrio de Cultura de Tecido
Dr. P. Maxwell - Laboratdrio de Cultura de Tecido



3.2. UNIFIELD T.C.

C. J. Beuwens - Laboratorio de Cultura de Tecido
L. H. Jones -~ Laboratdrio de Cultura de Tecido

3.3. TWYFORD PLANT LABORATORIES

Mr. J. Richards - Relagoes Plblicas

4. Aspectos Gerais sobre o Laboratdrio de Cultura de Tecido do Departamento de
Horticultura

Trata-se de um laboratdrio muito bem provido de reagentes, aparelhos, instru

mentos e varias salas. As salas existentes s3o:

- para preparacao de meios, provida de dois autoclaves automiticos e um sis

tema para &gua desionizada.

- para manutencao do material inoculado com temperatura regulada a 290C e

sem luz.

- para a manutencao do material inoculado com luz controlada a  temperatura
reqgulada a 29°C.

- para manutencao do material inoculados com luz controlada e temperatura
requlada a 18°cC.

- para manutencao de incubadoras (5)

- para estocagem de reagentes e solugoes a uma temperatura aproximada de 50C.

- para tirar fotografias.

No laboratério trabalham cinco Ph.D. liderados pela Dra. Jennet Blake, os
quais orientam aos estudantes estrangeiros e nacionais na realizacdo de esta

gios nos graus académicos: MSc, e Ph.D.

Diferentes linhas de pesquisas estao sendo desenvolvidas, algumas com plan
tas anuais: batata, morango, crisantemos, etc, e outras com plantas tropicais
perene tais como: coco, dendé e cacau. Em geral, estas linhas de pesquisas re
lacionam-se com: inducdo e selecdo de mutantes, cultura de protoplastos e propa

gacao clonal.

Com respeito a este Gltimo item, cabe mencionar os intensos esforcos realiza
dos visando dominar a técnica de embriogeneses (coco, dendé) e o microenraiza

mento de estacas, (cacau), em condi¢Bes in vitro. Em relacéo a coco, tem se usa
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do intensivamente explantes de inflorescéncia imaturas. Uma alta proporgao de ca
los primarios tem sido alcancado, mas os resultados em relacao ao embriogeneses
somaticas tem sido muito limitados. Um detalhe importante a ressaltar e a grande
tendéncia dos calos a apresentarem pardeamento, por isso, o carvao ativado, tor
nou-se imprescindivel nos meios utilizados. Maiores informagoes a respeito, pode
rao ser encontradas em: BRANTON & BLAKE 1983.

Os trabalhos com dendé, até agora, tem sido desenvolvidos com embriSes de se

rmentes, inflorescéncias imaturas e folhas jovens de seedlings.

A embriogeneses somatica a partir de embrides sexuais tem sido alcancada com
nuito mais sucesso que, a partir dos outros explantes, embora, com os outros ex
plantes hajam obtidos plantas também.

Entretanto, existe o convencimento de que o fendtipo do material, é muito

mais decisivo que os tipos de tratamentos.

Quanto ao microenraizamento de pequenas estacas de cacau, o sucesso tem sido
bastante limitado. Mas, o ponto de estrangulamento do processo, ndo tem estado a
nivel de brotagdo da gema, a qual brota bem, sendo que, no enraizante propriamen
te tal, o qual & muito vagaroso e limitado. Talvds em decorréncia deste proble
a, as pequenas folhas do broto dentro do tubo de ensaio, comegam a entrar em se
necencia (amarelecem) e destacam-se do rebento, depois de algum tempo.

Neste ambiente académico riquissimo e variado, desenvolveu-se meu estagio. Ca
be mensionar que tanto para os estagidrios como para os postulantes a M.Sc. e
Ph.D. o regime de trabalho ndo contempla aulas ou provas, porém, apenas  pesqui
sas. Dentro desse sistema "laissez faire", o progresso do aluno dependera de sua
auto motivagcao e grau de compenetragao para identificar os problemas em forma se
quenciada e ldgica, objetivando encontrar as solugdes & problematica previamente
fixada, entre seu orientador e ele. Por tanto, sao as horas de biblioteca e estu
do, além das entrevistas periddicas com seu orientador, os fatores que guiarao a
execucao dos trabalhos e aprendizado do aluno.

5. Atividades Especificas Desenvolvidas durante o Estagio

5.1. Esterelizacdo de raizes: Introdugao

Considerando o nimero limitado de plantas de dendéd no departamento de horti
cultura de Wye College, e, o tempo necessario para a observacio e avaliacdo dos



resultados alcangados, foi decidido realizar basicamente ensaios sobre desinfeccao
de raizes pertencentes a "seedlings" de dendezeiro visto que, as informagoes sobre
esta problematica, na literatura do dendezeiro, tamb@m n3o tem sido abordada.

5.1.1. Material e Mé&todos

Os seedlings de dendezeiro, (Elaeis guineensis J.), do qual as raizes foram
extraidas, tinham aproximadamente dois anos de idade, altura variaveis, e eram man
tidos em cada de vegetagac com luz natural e temperatura de 28 + 5 C. Os vasos que
continham estas plantas, eram de plasticos com solo nao esterelizado, mas, sendo

este periodicamente adubado, com uma mistura comercial de N P K Mg.

As raizes extraidas mediante uma tesoura, sob jato de gua de torneira. A
sequir colocadas num pequeno saco plastico e lavadas ao laboratfrio, onde, depois
de ser lavadas com dgua de torneira, eram separadas em grupos de acordo com sua
cor. Os seguintes grupos de raizes foram estabelecidos: primirias brancas, secunda

rias brancas, primarias e secundarias marrons.

Una vez separados os diferentes grupos de raizes, estas foram submetidas aos
diferentes ensaios programados no processo de assepsia. Estes ensaios, incluiam ai
ferentes agentes, concentracoes e tempos de exposicao, tabela 1. Depois da exposi
gao ao cloreto de mercirio, HgCl2, permanganato de potissio, KMnO4, hipoclorito de
s&dio, NaCl0, e, carvao ativado, as raizes eram rigorosamente lavadas com A&gua |,
(esterelizada e desionizada), mediante auxilio de um oscilador mecinico. Uma  vez
concluido o processo geral de assepsia, amostras de raizes, foram submetidas ao
teste de viabilidade, enquanto que os restantes delas, foram inoculadas no meio nu
tritivo basico.



TABELA 1 - Substincia, concentracoes e tempo que foram utilizados nos testes de de

sinfecgao.
COMPOSTO CONCENTRAQEO TEMPO
Cloreto de mercirio 0,13 1,0; 2,5 e 5.0 min.
Permanganato de Potassio 0,12 2,5; 5,0 e 10.0 min.

*Benlate

*Captan

Hipoclorito de Sodio
Carvao Ativado

**Bacitracin

***Ri fampin

***Mycostatin

5,0%; 10,0%
2,5%; 5,0%

0,025%; 0,1%

0,01%; 0,005%

0,01%; 0,005%

15,0; 24,0 e 48.0h.
15,0; 24,0 e 48.0h.

10,0 e 20,0 min.

24,0, 1,0 e 0.5h.

5,0 min. e incluido no
meio.

incluido no meio

incluido no meio.

* Autoclszvado

** Dissolvido em agua e logo ultrafiltrado.

*** Dissolvido num pouco de alcool, depois em dgua quente, e logo, ultrafiltrados.



Meios Solidos

Nestes meios, foram usados explantes ao redor de Zm de comprimento. Mas,
independente da cor das raizes utilizadas foi constatado que a contaminacao
bacteriana comegava na area subjacente das mesmas, sugerindo com isso, que
a contaminacdo foi mais um fendmeno externo que intermo, entretanto, nas
raizes marrons ou amarelas as infestagoes foram mais pesadas e fregquentes .
Cabe assinalar que em relacao a estes Gltimos tipos de raizes, nao foi fa

cil distinguir entre uma e outra. Por este motivo, a denominacao de cor mar

rons, incluira também, a cor amarela.

As pesadas infestagOes observadas nas raizes marrons, € explicavel devi
do a tendéncia deste tipo de raizes, mais velhas, para produzir considerd
vel substancias orgdnicas, tais como: exudados, mucilagos, secrecoes, etc.,
(Rovira et af 1979) tudo o qual favoreceria na area circundante a raiz, ri

zosfera, um terreno propicio para a proliferacao bacteriana.

O tratamento apenas com fungicida, ndo contornou a contaminagao com fun
gos nas raizes brancas ou marrons, apesar de ficarem varias horas imersas
nessas subst@ncias. Foi necessario inclui-las em cloreto de merclrio
(HgC12) , para contornar definitivamente o problema. Com base no curto tempo
que as raizes passaram no HgCl2, infere-se que esta substancia nao se aden
trou profundamente no tecido, e sua agao foi mais superficial. Por este mo
tivo, apenas o tratamento com HgCl2 nac eliminou a contaminacao por fungos,
demonstrando com isso que as contaminacoes poderiam emerger tanto de dentro
quanto da superficie externa mesma. Esta verificacao foi importante, devido
ao fato de que os fungicidas haviam sido previamente autoclavados, podendo
conduzir & conclusao errada de que os principios ativos de ambos, ou ac me

nos de um deles, teriam sido inativados.

O KMnO4 foi eficaz contra a proliferacao de fungos quando logo apds foi
aplicado fungicida, mas, foi considerado ser bastante indcuwo, em relacao a

bactérias, nos tempos e concentracoes usados.



As evidéncias experimentais indicam que a remogao da contaminacao bacteriana
da superficie externa das ralzes, especialmente as marrons foi dificil de erra

dicar.

Preocupados com este aspecto, foi incorporado, no processo asséptico o car
vao ativado, pois conhece-se de longa data, suas propriedades absorventes. Foi
postulado que o carvao poderia dificultar ou neutralizar o subsequente  cresci
mento das bactérias no meio. Os resultados observados nao foram decisivos neste
ponto, de modo que, finalmente, sua incorporagao obedeceu mais a razao de ordem

tedrica que pratica.

Em geral, na cultura de tecido, tem-se recomendado utilizar o hipoclorito de
sédio, (NaCl0), na sua formulagdo comercial de uso doméstico, para a  assepsia
dos explantes, por este motivo foi também introduzido na sequéncia de passos im
plicados na limpeza das raizes. Na pratica, ndo foram acumuladas evidéncias, co
mo para justificar sua inclusao, entretanto, resultou eficaz para remover o car
vao ativado, absorvido pela superficie das raizes. Por este caminho, ensaio e
erro, foi tomando forma o procedimento de assepsia que foi adotado como rotina,

nos tratamentos das raizes e cujas caracterisitas foram as seguintes.

Cloreto de mercario 0,1%, 2,5 minutos
Benlate mais captan 0,05%, 15,0 h
Carvao ativado 2.5 1,80 1
Hipoclorito de sodio 10,0%, 10,0 minutos

Com este procedimento foi possivel cbter, nas raizes brancas, ao redor de
50% de nao contaminacao bacteriana, de outro lado, nas raizes marrons esta per

centagem foi sempre muito baixa, perto de zero.

O teste de viabilidade feito logo apds a aplicacao de NaCl0, mostrou que as
raizes, especialmente brancas, permaneciam vivas. Como referéncia de viabilida
de foi considerada a coloragao do cilindro central, e, mais especialmente, a re
gido do periciclo. Nas raizes marrons primirias, mas, com menor grau nas raizes
secundirias, esta coloracio foi mais fraca. E possivel que em fungao de sua
maior idade, (menor reserva, maior lignificacZo, menor atividade  (metabdlica)

e/ou, uma maior posorosidade para o HgCl2, estes resultados sejam explicado.



Foi considerado, a regiao do periciclo como tecido indicativo de viabilidade, por
que foi observado que depois da assepsia, a coloragao dos dpices radiculares de
caiu notoriamente, especialmente, nas raizes secundarias, quando camparadas a sua

coloracao com as apresentadas pelas raizes controles.

Em dend@, sdo encontradas raizes com diferentes idades, diametro, lignifica
gao, cor, etc., por tanto, estas raizes podem refletir diferentes grau de resis

téncias a um definido procedimento de assepsia.

De outro lado, o teste do brometo de tetrazolio (TTB) nao forneceu resultados
sequros e uniformes, sendo até que foi usado sob condigoes estandarizadas de tem

peratura, escuridade, tempo de exposigéo, tipo de raizes e tecido a ser observado.

Considerando-se que as evidéncias indicavam que as contaminagoes bacterianas
foram basicamente um fendmeno de localizacao externa, foi pensando que um  trata
mento com antibidticos poderia ter um efeito positivo sobre a assepsia do mate
rial. Por este motivo, as raizes, antes da inoculagéo, foram imediatamente  imer
sas numa solucdo aquosa de Bacitracin 0,1%, durante cinco minutos. Uma semana de
pois de ser incubadas a 29°C, os resultados, mostraram a mesma tendéncia que nas
brancas; concomitantemente a esta verificacdo, foi observado também, um declinio
da viabilidade nas raizes nao contaminadas. Esta perda da intensidade da cor, foi
sempre constante nas marrons, por possuir as raizes marrons mais aerénquima inte
rior que as raizes brancas, & possivel que a assepsia tenha atingindo as primei

ras, mais negativamente que as segqundas.

Em relacdo aos resultados das raizes brancas, estes foram mais variaveis, no
caso das primirias brancas, este declinio nfo foi t3o marcante como nas  secundd
rias da mesma cor. Por este comportamento das raizes brancas, foi considerado que
ademais do provavel fator de toxicidade, também, haveria que considerar outros fa
tores relacionados com a viabilidade, estes outros fatores poderiam ser o nivel

de sacarose e de auxina no meio, (Oda Research Schemes, sem data).

Uso de Meios Liquidos

Utilizando o sistema de pontes de papeis, no interior dos tubos de ensaios, co
MO suporte dos explantes, a hipdtese da sacarose e da auxina foi testada. Foram
usadas apenas raizes brancas, primarias e secundirias, de dois centimetros de com
primento. A concentracdo da sacarose foi de 60.0 g/1, como auxina foi usado o aci
do « naftaleneacético (ANA) em duas concentragGes 2,7 1078 e 2,7 x 107 7M.



Em alguns tratamentos foi incluido o Bacitracin, 0,025%. Os frascos inoculados
foram mantidos a 299C. As avaliacoes foram feitas visualmente e a intervalos sema
nal até os 21 dias. Os resultados mostraram nao haver diferencas marcantes entre
os tratamentos com e sem antibidticos, em ambos casos a contaminagao alcangou per
to de 60%. De outro lado, nao foram encontradas diferencas na viabilidade entre
tratamentos com e sem ANA. Entretanto, as raizes primarias brancas, mostram maior
viabilidade que as secundarias. Foi verificado também, presenca de pardeamento na
regido do corte das raizes, sendo que em alguns casos o pardeamento nao apenas es
tava na superficie externa das raizes, mais também, no cilindro central das mes

mas.

Por considerar que alta temperatura usada, 29 C, e a alta concentracao de saca
rose, 60,0 g/1, poderia ter contribuido para a oxidagcao fendlica, um outro ensaio
foi preparado, mas, agora usando carvao ativado, 1,0 g/1, sacarose 40,0 g/1, ANA
1,1l x 10™° M, Bacitracin na mesma concentracio e explantes de raizes brancas com
cinco cm de comprimento. A temperatura usada foi de 18°C. Como controles foram
udados os mesmos tratamentos a 29° C. Em ambos os casos foram colocados — frascos
sem carvao ativado como ponto de referéncias para valiar melhor o efeito da oxida
cao fendlica. Depois de trés dias, os explantes mantidos a 29° C, mostraram sem
excecao, um incipiente cor opaca, mas, os mantidos a 18°C, nao. Aos sete dias os
primeiros estavam visivelmente contaminados, mas, os pertencentes ao outro grupo,
18 C, tinham a cor do meio liquido inalterada em alguns casos, em outros, algo
opaco. O problema do pardeamento ou oxidacdo fendlica nao foi obser-
vado, nem mesmo nos controles, segerindo com isso, que um cuidado para nao danifi

car as raizes tem uma importancia muito mais decisiva que a presenca do carvao no
meio.

Foi verificado que 40% dos frascos mantidos a 18°C mostraram uma cor opaca in

Cipiente e as raizes ndo contaminadas deram reagao positiva com o TTB.

Para verificar se aquela coloracdo opaca foi causada por bactérias os frascos
foram transferidos para temperatura de 29°C em outra sala.

Nos trés dias seguintes, foi visto que oitenta por cento dos frascos,  tinham
contaminacdes, levantando diividas acerca da real eficacia do Bacitracin e impedin
do uma correta interpretacdo acerca da real agdo do ANA.




Com base neste fltimo ensaio, foi pensado que a combinagao de 297 € e alta con
centracdo de aglicar ndo & recomendavel para alcangar uma boa limpeza neste — tipo

de material. Por este motivo, o proximo ensaio foi feito em trés etapas.

Na primeira fase, foram usados: ANA, 1,1 x 107° M; carvao ativado 0,1%; Rifam
pin + Mycostatin 0,01%; mas, nao foi incluido aglcar. Foram usadas novamente ral
ses brancas (primirias e secundarias, 5 cm de comprimento) colocando-se quatro

raizes por frasco. Os frascos foram mantidos a 18° 4.

Depois de uma semana, O aspecto transparente dos meios nao foi alterado, e, o
reste do TTB demonstrou na maioria das raizes reagao positiva inclusive, naquelas

dos frascos sem carvao ativado, usados como controle.

Na segunda fase, as raizes foram mantidas sob as mesmas condigGes, exceto que,
nesta oportunidade foi incluida a sacarose 2,0%. Apds uma semana foi  verificado
que 60% dos frascos n3o mostravam qualquer aparente contaminacao. Entretanto, a
presenca de aglicar estimulou o desenvolvimento bacteriano, (40% dos frascos) , mas
este, provavelmente ndo foi maior devido a temperatura usada e a combinagao de
antibidticos.

Na terceira fase, quinze dias, as raizes nao contaminadas, foram transferidas
para outro meio, o qual continha as mesmas caracteristicas anteriores, mas, com a
sacarose a 4,0% e ANA, 2,7 X lO_7M. Nao foi adicionado carvao ativado e a  tempe
ratura foi de 25° C. Foi inoculada uma raiz por frasco, resultando um total de
vinte frascos, os quais foram separados em dois grupos: com € sem a combinagao de
antibidticos ja mencionados, mas, agora a uma concentragao de 0,005%. Por ter as
raizes primirias melhor aspecto que as secundarias, aquelas foram preferidas a

estas em maior nimero.

Depois de uma semana, vinte e um dias, foi observado que oitenta por cento dos
frascos sem antibibticos estavam contaminados, a cor do liquido dentro dos  fras
cos era opaca. No outro grupo, havia apenas uns vinte por cento. O teste do TIB ,
mostrou, nas raizes nao infestadas, alta viabilidade. Estes resultados confirmam
a hipdtese inicial no sentido que as raizes primarias brancas, tinham mais ca

pacidade para suportar o trauma da assepsia.

Desde o ponto de vista dos objetivos do trabalho, o conjunto de ensaios reali
zados foram orientados basicamente a encontrar efetivo método para desinfetar e

manter a viabilidade das raizes e n3o para testar meios para a indugao de calos.




5.1.5. Conclusoes

As informagoes apresentadas aqui permitem tirar as seguintes conclusoes:

le

As raizes marrons tem uma maior carga de contaminagao que as raizes bran

cas.

A contaminagdo bacteriana & mais dificil de vencer que a contaminagao

por fungos.

A mistura Benlate e Captan, contribuiram efetivamente para o controle de

fungos das raizes.

As raizes primirias brancas foram as que resistiram melhor o trauma da

assepsia, apresentando uma viabilidade mais duradoura.

O teste TTB & um bom procedimento para detectar viabilidade das raizes ,

desque que seja usado sob condigoes estandarizadas.

Nas raizes vivas, os tecidos com maior afinidade pelo teste TTB foram O

apice radicular e o periciclo.

A mistura Rifampin-Mycostatin, foi mais efetiva que o Bacitracim no con

trole bacteriano.

O prétratamento de 18°C e MS sem aclicar, resultou um bom artificio para

mitigar o crescimento bacteriano.

Quando usados explantes de 5 cm de comprimento, nao foi verificado par

deamento, independente da presenca de carvao ativado.
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5.2. Cultura de Embrices
5.2.1. Introducao

Como uma atividade paralela e subsidiaria, foram inoculados embrices em
condigoes in vitro, visando por um lado, inducao de calos e por outro, germina

¢ao com fins embriogenéticos.
5.2.2. Material e Métodos

Sementes de dendezeiro extraidos de frutos maduros no CNPSD - Manaus ,
foram previamente isolados de seus respectivos endocarpos lenhosos, logo, lava
das com dgua de torneira e sabdo. A seguir colocadas a embeber em dgua estereli
zada e destilada em copo becker por 24 h. Mais tarde todas as sementes  foram
submetidas por 20 minutos a uma solugdo de hipoclorito de sddio 20% (v/v), con
tendo 0,05% (v/v)de "tween 20".

A sequir lavadas com agua esterelizada e desionizada.



Os embrides foram removidos assepticamente com auxilio de pincas e bistu
ris dentro de uma camara de fluxo laminar e inoculados em frascos com 10 ml de
meio basico MS implementando com as seguintes substancias (g/1): NaHpPOy, 2H0
(0.170) ; sulfato de adenina (0.040); sacarose (40,0) caseina hidrolisada (0.3) ;
agar (6.0); carvao ativado (1,0), e, com ou sem acido 2,4 diclorofenoxiacético
(2,4D) 4.5 x 1074 M. O pH do meio foi ajustada a 5.8 com 0.1N de NaHO ou HC1
prévio a adigdo do agar e carvao ativado, e logo autoclavado a 1,0 kg/cm por 20

minutos.

Os frascos inoculados foram mantidos em escuridade a 29° C.

5.2.3. Repicagem

Os embrices germinados, no meio carente de 2,4D, foram transferidos para
una outra sala com fotoperiodo de 12 h luz, mas, com a mesma temperatura ante

rior.

Depois de sete semanas, as pequenas plantas foram transferidas para ou
tro meio, para estimular seu enraizamento. Foi udado o meio basico MS, mas, com
a adigcao de (g/l): sacarose (3.0), NaHyPO4, 2HO (0,170) e agar (6.0). As condi
goes de luz e temperatura nao foram modificadas.

Em relacdo aos calos formados, estes foram repicados, apds sete semanas, pa
ra um outro meio similar, mas, suplemento com 2,4D 2.5 x 106 M ou 2.5 x 1074M.

Os frascos inoculados foram mantidos a 299c e 12 h luz.

5.2.4. Resultados e Discussao

Aproximadamente 50% dos embrices inoculados germinaram depois de duas se
manas. As condigoes de armazenamento das sementes, e, outras causas ligadas a

fatores genéticos, podem explicar esta baixa viabilidade

Dos 50% restantes, alguns infestaram-se, outros, mostraram alguma expan
sao do tecido, mas ndo chegaram a produzir raizes ou parte aérea, enquanto que
outros ficaram completamente indiferentes. Dos embrides que germinaram 45%
(22,5% do total) revelaram uma germinacio normal produzindo folhas e raizes
35% (17,5% do total) mostraram somente desenvolvimento da parte aérea, enquanto
que 20% (10% do total) formou apenas ralzes. Esta filtima percentagem inclue par
te area com menos de 2 om de comprimento, em contraposicdo ao tamanho da folha

dos outros grupos 0 qual foi mais do dobro.



Apds 2 meses, O comprimento das raizes variou entre 1 a 5 cm, enguanto

que, a parte area variou entre 2 a 5 cm.

Quanto a variabilidade dos resultados alcangados, tanto na germinagao
como no posterior crescimento dos embrides, esta também tem sido observada em
maior ou menor grau no CNPSD usando a mesma temperatura e meio nutritivo. E
possivel que fatores genéticos, danos mecdnicos, ou mesmo, influéncia domeio,

possam estar envolvidos neste comportamento dos embrioes.

Fm relagdo & formagao de calos, estes ja haviam-se tornado incipientes

acs 15 dias de inoculagao.

Quinze semanas apds a inoculacao, alguns calos em 2,4D 2,4 X 1076 ti
nham aproximadamente 1,0cm de didmetro e cor amarelada, enquanto que outros
eram menores, mas, clorofildceos. Por outro lado, os calos mantidos em
2,4D x 10'4 M foram sempre de menor tamanho e mais compactos em relagao aos
crescidos em presenca de 2,4D 2,4 X 10_6 M, infelizmente, alguns frascos do
tratamento de 2,4D 2,5 X 10~4 M infestaram-se algum tempo depois da primeira
transferéncia. Como a infestagdo ndo estava no lugar do explante, senao que ,
na mesma espessura do meio, este problema foi atribuido a entrada de ar conta
minado, quando os frascos foram retirados quente do autoclave, para ser agita
do dentro da cimara de fluxo laminar com vista a uniformizar o carvao ativado

dentro do meio, durante o resfriamento.

Pelo avancado tempo no estdgio, nao foi possivel realizar ensaios sO
bre embriogéneses somatica, tomando como ponto de partida raizes dos embrioes

sexuais ou calos destes.

5.2.5. Conclusoes

Nao foi dificil induzir calos de embrides sexuais empresenca de uma al

ta concentracao de 2,4D e carvao ativado.
A partir dos quinze dias, a formagao de calos torna-se incipiente.

A repicagem dos calos para um meio com alta concentracao de 2,4D  tor
Na-os mais compactos e de lento crescimento. Efeitos opostos foram verifica-

dos quando repicados para meios com baixa concentragao de 2,4D.
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Em se tratando de um meio adequado e de embrices viavel a germinacao dos mes

mos & rapida, ao redor de 15 dias. A aparicao de raizes pode ser um fendmeno

paralelo ao desenvolvimento da estrutura foliar, ou pode estar muito adiado.

Fatores genéticos, dano mecanico ou mas condigoes de armazenagem, podem  es

tar relacionadas com a baixa germinacao e a falta de enraizamento.

Em geral foi verificado, que os resultados quanto a indugao de calos, e ger-

minacdo dos enbrioces foram similares aos obtidos no CNPSD.

6. Balanco sobre principais contribuigoes do estagio

0

periodo de treinamento foi importante porque, permitiu:

Conversar e trocar idéias, com outros profissionais altamente gabaritados,

na area de cultura de tecido.

Apreciar melhor a utilidade dos novos equipamentos e procedimentos na préa
tica do trabalho de laboratério.

Acentuar, mais ainda, a convicgao de que um laboratorio insuficientemente
aparelhado, limita muito a descoberta de fatos novos, embora, possa ter um
brilhante pesquisador na sua direcao.

Consolidar, todavia mais o espirito profissional, no sentido que a ativida
de cientifica nao tem magica, ja que o trabalho constante e sério, & quem

finalmente, conduz a fatos novos e relevantes.

Sentir, a fluidez e o dinamismo das técnicas de cultura de tecido, e o tre

mendo dano que & estar a margem dos conhecimentos dessas inovagoes.

Conhecer o grau de progresso dos trabalhos em dendé e coco.
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