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Introducao

Apesar de todo potencial da pupunha e dos esforcos da pesquisa no intuito de selecionar materiais
com caracteristicas agrondmicas de interesse, a propagacdo da pupunheira é feita por sementes que,
apesar de ser a mais utilizada pela facilidade e economia, apresenta o inconveniente da formacédo de
plantios heterogéneos, segregando para a maioria das caracteristicas, causando desuniformidade na
producéo, inclusive no perfilhamento das plantas. De acordo com Bergo (2004) ha uma preocupacdo quanto
a multiplicag@o de progénies selecionadas nos programas de melhoramento da espécie, pois a multiplicagéo
por sementes requer um periodo de regeneragdo excessivamente longo (superior a 4 anos) até que entrem
em floragéo para entdo obter novas sementes. A propagacao vegetativa, feita por perfilhos, € problemética e
apresenta pouco sucesso, uma vez que as mudas formadas sao frageis, necessitando de um periodo
prolongado de adaptacdo em viveiros, ndo sendo um meétodo recomendavel de propagacdo pela baixa
eficiéncia (Bovi et al., 1994; Yokoo, et al., 1992). Portanto, a sele¢cdo de plantas que reunam caracteristicas
agrondmicas desejaveis, aliada a um processo mais eficiente de multiplicacdo é de grande importancia para
o desenvolvimento da cultura na regido Amazonica.

Devido a impraticabilidade de se usar a propagacao via sementes e via perfilhos, a micropropagagao
surge como uma importante opcgdo para a multiplicacdo clonal da pupunha, pois a multiplicacdo pela via
sexual produz plantas altamente heterozigotas e populacdes desuniformes, além do ciclo longo para
produzir novas sementes (Yokoo et al, 1992). Dessa forma, é de fundamental importancia o
estabelecimento de protocolos para a propagacédo clonal in vitro desta cultura, seja para a implantacdo de
populacées economicamente viaveis ou para acelerar os programas de melhoramento genético da espécie.

Embora a técnica de cultura de tecidos ja tenha proporcionado bons resultados para algumas
palméceas, na cultura da pupunha a técnica é ainda pouco explorada com resultados ndo satisfatorios. De
acordo com alguns autores (Arias & Huert, 1983; Almeida & Kerbauy, 1996; Crespo, 1997), de modo geral,
as expressbes morfogenéticas em pupunha apresentam baixa freqiéncia, com elevado grau de
aleatoriedade, o que torna dificil o trabalho desta espécie in vitro, especialmente se alguns aspectos basicos
do cultivo, como a contaminacdo e oxidacdo dos tecidos, ndo forem controlados de forma eficiente. No
entanto, concordam que a cultura de tecidos € uma das alternativas promissoras para a espécie, numa clara
evidéncia que os trabalhos in vitro com a pupunha devem ser melhor e mais estudados.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar respostas de brotagbes de pupunheira estabelecidas in

vitro em meio com diferentes concentracdes de benzilaminopurina.

Material e Métodos
Os estudos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa Acre,
Rio Branco, AC.
Estabelecimento in vitro das brota¢gdes de pupunheira
Brotacdes de 3 a 4 cm de altura, obtidos a partir de sementes germinadas em viveiro, passaram por

lavagem em agua corrente para retirada do substrato (vermiculita). Em seguida, foram separadas da



semente, passando pelo primeiro processo de desinfestacdo que consistiu na imersdo das brotacées em

alcool (70%) por 1 minuto e hipoclorito de calcio (CaOCIl,) (1%) por 15 minutos. Em condicGes assépticas

raizes e folhas basais foram eliminadas passando pela segunda desinfestacdo, realizada com alcool (70%)
por 2 minutos e 15 minutos em hipoclorito de soédio (NaClO) (50% v/iv do produto comercial) e triplice
lavagem em agua destilada e esterilizada. As brotacfes tiveram o tamanho reduzido para cerca de 1,5 cm
sendo inoculados, individualmente, em tubos de ensaio com 10 ml de meio de cultura de MS (Murashige &
Skoog, 1962), suplementado com 0,25 mg.L* de acido giberélico, 0,1 mg.L* de acido naftalenoacético e
cinco concentragBes de Benzilaminopurina (BAP): 0; 2,5; 5; 7,5 e 10 mg.L*. O pH do meio de cultura foi
ajustado para 5,8 antes da adicdo de 5 g.L* de agar e esterilizacdo por autoclavagem.

Avaliacdo de protocolos para a descontaminacao das brotacdes

Visando diminuir os altos indices de contaminac¢do observados no estabelecimento, num segundo
ensaio, brotagBes, apds imersdo por 1 min em alcool 70%, tiveram as bainhas e os tecidos sub-apicais
retirados até atingirem a regido de folhas aclorofiladas. Em seguida foram tratadas por cinco protocolos de
descontaminacéo (PD), assim definidos: PD1: 1 min em &alcool (70%) e 15 min em CaOCl, (1%); PD2: 1 min

em alcool (70%) e 15 min em NaClO (1%); PD3: 1 min em alcool (70%) e 15 min em bicloreto de mercurio
(HgCl,) (0,25%); PD4: 1 min em alcool (70%), 10 min em HgCl, (0,25%) e 10 min em CaOCl, (1%); PD5: 1
min em alcool (70%), 10 min em HgCl, (0,25%) e 10 min em NaClO (1%).

AplOs os tratamentos, todos o0s explantes passaram por ftriplice lavagem em agua destilada e
esterilizada, sendo colocados individualmente em tubos de ensaio com 10 ml de meio de cultura de MS,
solidificado com 5,0 g.L™* de agar.

Para ambos experimentos, o delineamento experimental foi inteiramente casualizados, com quatro
repeticdes, sendo cada parcela formada por quatro tubos de ensaio com uma brotacdo. Foram coletados
dados sobre contaminacgdo geral, contaminacado fungica, contaminag¢édo bacteriana, contaminagéo fangica e
bacteriana e crescimento das brotacdes por um periodo de até 35 dias.

O cultivo foi mantido em sala de crescimento a 25+2°C, 16 horas de fotoperiodo e irradiacao
luminosa de 25umol.m?.s™ fornecida por lampadas fluorescentes (40w).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e regressdo. As médias foram comparadas pelo
teste Duncan em 5% de probabilidade. Dados expressos em percentagem (x) foram transformados segundo

x/100
arco seno )

Resultados e Discusséo
Foi constatada contaminacgéo por fungos e bactérias, sendo que a contaminacao fungica deu-se em
proporcdes superiores aquela causada por bactérias. Aos 35 dias de cultivo 66,7% dos explantes
apresentaram algum tipo de contaminacao, sendo que, deste total, a contaminacado fungica foi de 87,5% e a

contaminacao bacteriana de 7,2%. A ocorréncia conjunta de fungos e bactérias somou 5,3% (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem de contaminagcédo de brotacfes de pupunha estabelecidas in vitro em relagdo aos
dias de cultivo. Embrapa Acre, 2004.

Dias de cultivo

7 14 21 28 35 Média

Contaminacao Total (%) 44,0 63,3 64,3 65,3 66,7 60,7



Contaminacao fangica (F) (%)? 90,0 88,7 87,0 87,3 87,5 88,1
Contaminacao bacteriana (B) (%) 33 57 7.4 7.3 7,2 6,2
F + B (%)* 6,7 5,6 5,6 55 53 57

1 contaminacao relativa ao total de explantes em cultivo; 2 porcentagem de contaminagdo causada por fungos em relacdo a
contaminacdo total observada; : porcentagem de contaminagdo causada por bactérias em relagdo a contaminacdo total
observada; « porcentagem de contaminacao causada por fungos e bactéria em relagdo a contaminacao total observada.

Escurecimento na base de algumas brotagbes e no meio de cultura destas foi observados apos
cerca de trés semanas de cultivo do material propagativo (Figura 1). Autores descreveram o escurecimento
do explante como consequéncia de oxidacdes dos compostos fendlicos liberados pelos tecidos injuriados e
levando inclusive a morte dos explantes (Reynolds, 1984).

Verificou-se que o BAP exerceu influéncia significativa sobre a altura das brotacbes, embora a
concentracdo mais baixa deste regulador ja tivesse proporcionado melhoria nas resposta do cultivo (Figura
2). Apesar do baixo coeficiente de determinacédo observado (R*= 0,60), os melhores resultados para altura
das brotagbes foram obtidas com a concentragdo de 10 mg.L* de BAP. Em média, nesta concentragcdo o
ganho de crescimento das brotacdes atingiu até 70% ao final de 35 dias de cultivo (Figura 2A).

Foto: Jonny EVeson Sc@nski Pereira

Figura 1. Brotagbes de pupunheira sob desenvolvimento in vitro apresentando aspecto oxidado (A) e nédo
oxidado (B) em meio de cultura. Embrapa Acre, 2004.

A curva de regressdo para altura das brotacbes em relagdo ao tempo de cultivo mostrou um
comportamento linear ascendente, com uma tendéncia de aumentar as diferencas de ganho em tamanho
das brotagbes com o aumento do tempo de permanéncia das mesmas no meio de cultura (Figura 2B).

Apesar das elevadas concentracdes de BAP no meio de cultura, ndo foi observada a indugéo direta
de gemas na base das brota¢cGes estabelecidas.
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Figura 2. Efeito das concentragdes de BAP (A) e das épocas de avaliacdo (B) no crescimento de brotacfes apicais de
pupunheira estabelecidas in vitro. Embrapa Acre, 2004.



No ensaio de descontaminacdo das brotacdes, os melhores resultados foram obtidos com os
protocolos T3, T4 e T5, com taxas de 12,5%, 5,6% e 0% de contaminagdo dos explantes. Ndo houve
contaminacao por fungos nos tratamentos T4 e T5 e, especialmente no tratamento T4 a contaminagéo foi
causada exclusivamente por bactérias (Tabela 2). O aspecto das brotacdes de pupunha estabelecidas in
vitro pode ser observado na Figura 3.

Tabela 2. Avaliacdo de protocolos de descontaminacdo (PD) visando o estabelecimento in vitro de
brotacdes apicais de pupunha. Embrapa Acre, 2004.

Tratamento Explantes Contaminados Desenvolvidos Né&o Mortos Contaminados Contaminados por F+B
inoculados (%) (%) desenvolvidos (%) por Fungos (F) bactérias (B)
(%) (%) (%)

T1 17 88,2 11,8 0 0 40 13,3 46,7
T2 16 87,5 6,25 0 6,25 42,9 14,2 42,9
T3 16 12,5 31,25 43,75 12,5 0 50 50
T4 18 5,6 22,2 16,7 55,5 0 100 0
T5 16 0 12,5 31,25 43,75 0 0 0

T1: 1 min em &lcool (70%) e 15 min em CaOCl, (1%); T2: 1 min em alcool (70%) e 15 min em NaClO (1%); T3: 1 min em &lcool (70%) e 15 min em
bicloreto de mercurio (HgCl,) (0,25%); T4: 1 min em &lcool (70%), 10 min em HgCl, (0,25%) e 10 min em CaOCl, (1%); T5: 1 min em &lcool (70%), 10
min em HgCl, (0,25%) e 10 min em NaCIO (1%). Apos os tratamentos, todos os explantes passaram por triplice lavagem em &gua destilada e
esterilizada.
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Figura 3. BrotagGes de pupunha sob desenvolvimento in vitro: aspecto das contaminagdes ocorridas (A); diferentes
estadios de desenvolvimento observados (B); aspecto de brotagfes mais ou menos oxidadas (C) e aspecto de brotacGes
desenvolvidas e ndo desenvolvidas ap6s a retirada mais intensa das folhas e bainhas externas no momento do
estabelecimento (D). Embrapa Acre, 2004.

Conclusdes

Algumas dificuldades nos trabalhos in vitro ficaram evidentes e sinalizam para que as pesquisas
avancem para se obter e adaptar protocolos nas diferentes etapas do processo de clonagem da pupunha.
As elevadas taxas de contaminacao, principalmente fangica, evidenciam que medidas preventivas e o teste
de novos protocolos e substancias antimicrobianas sejam estudados. Apesar de ndo se ter observado a
formagdo de mdltiplas gemas, brotacdes podem ser promissores materiais propagativos iniciais por
fornecerem diferentes tipos de explantes, como por exemplo folhas, de grande interesse para futuros
trabalhos de calogénese e organogénese, inclusive embriogénese somética.
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