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A hibridacao entre o caiaué (E/aeis oleifera (Kunth)
Cortés) e o dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.)
tem como objetivo obter hibridos tdo produtivos
quanto o dendezeiro, mas que também apresentem
as caracteristicas do caiaué, como: resisténcia a
pragas e doencas, principalmente a anomalia
denominada amarelecimento-fatal, e crescimento
vertical do tronco reduzido. O programa de
melhoramento avalia tanto hibridos F, como
geracoOes de retrocruzamentos, RC, e RC,
(BARCELOS et al., 2000; CUNHA et al., 2005).

A clonagem é essencial para o programa de
melhoramento de hibridos interespecificos, tanto
para multiplicacdo do material destinado a
realizacdo de ensaios clonais como para plantios
comerciais. Por se tratarem de plantas aldégamas,
os hibridos F, apresentam grande variabilidade
dentro dos cruzamentos, por isso, embora os
melhores cruzamentos possam ser identificados e
reproduzidos por sementes, a selecdo e a clonagem
de individuos proporcionam ganhos genéticos muito
mais elevados. A selecao de plantas RC, e RC,
também demanda a clonagem para multiplicacao do
material selecionado. Na fase de avaliacao, a
clonagem permite multiplicar a progénie F, e de
retrocruzamentos, para instalacao de ensaios com
repeticoes dos gendtipos e de locais,

proporcionando maior eficiéncia e
representatividade de ambientes no processo de
selecao.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a aptidao de
embrides zigéticos imaturos de hibridos
interespecificos entre caiaué e dendezeiro para
geracao in vitro de embrides somaticos.

Material e Métodos

Material vegetal

O trabalho foi desenvolvido com progénies de trés
cruzamentos interespecificos, que utilizaram como
genitores femininos plantas de caiaué selecionadas
no Banco de Germoplasma da Embrapa Amazénia
Ocidental (CUNHA et al., 2007) e como genitores
masculinos, plantas de dendezeiro do tipo pisifera
utilizadas no programa de producao de sementes
comerciais. As progénies SJ 165 (B34-55-12 x RU
39P), SJ 163 (B34-54-18 x RU 49P) e SJ 162
(B34-55-18 x RU 49P) foram identificadas pelos
numeros |, Il e lll, respectivamente. Os
cruzamentos foram realizados no Campo
Experimental do Rio Urubu, no Municipio de Rio
Preto da Eva, AM, e os frutos foram coletados aos
100 dias ap6s a polinizacao.
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Assepsia

Os frutos colhidos foram despolpados, e, no
Laboratério de Biotecnologia Vegetal da Embrapa
Amazoénia Ocidental, as améndoas foram
desinfestadas em agua sanitaria a 50%, lavadas
em detergente e enxaguadas em agua destilada e
autoclavada. Os embriées foram retirados por
seccdo do endosperma, no ponto de emergéncia da
radicula e da plimula. Em camera de fluxo laminar,
passaram por assepsia com agua sanitariaa 5% e
por trés enxadgues consecutivos em agua destilada
autoclavada.

Cultivo in vitro

Para inducao da formacéao de calli em tecidos dos
embrides zigéticos imaturos, foi utilizado o
procedimento descrito por Teixeira et al. (1993)
para hibridos intraespecificos tenera (E. guineensis
dura x pisifera), com excecao de que foram
utilizados sais de Murashige & Skoog (1962) e 170
mg L' de NaH,PO,.H,0 (Murashige et al. apud
George et al.,, 1988). Os embrides foram cultivados
em placas de Petri (10 embrides por placa) até a
metade do segundo més e, em seguida,
transferidos para frascos com 8 cm de didametro
(cinco calli por frasco).

Histologia

No sexto més de cultivo, calli da progénie I,
escolhidos aleatoriamente, foram fixados em FAA
(etanol 50%, &cido acético 5% e formaldeido 10%)
e desidratados em série de etanol; imersos em
butanol tercidrio, por trés vezes, com trocas a cada
20 minutos, e em butanol:cloroférmio (3:1). Em
seguida, foram imersos em parafina a 35 °C E 40
°C, nos primeiros trés dias, e a 58 °C E 60°C nos
dois dias seguintes e montados em bloco para a
realizacdo dos cortes em micré6tomo. Os cortes
foram desparafinados com xilol, reidratados em
série de etanol e corados com safranina. Algumas
preparagtes foram novamente submetidas a
reidratacdo em etanol, coradas com “fast green”,
lavadas em isopropanol, etanol absoluto e xilol e
montadas em balsamo do Canadd, para observacao
em microscoépio 6ptico.

Coleta de dados e andlise estatistica
Foram avaliados o nimero de embrides que
geraram calli e o nUmero de embrides que
germinaram, apesar de cultivados em meio para
inducao de calogénese. A diferenca entre a
proporcao de embrides apresentando calli e
germinados (condicGes nao exclusivas), aos dois e
aos quatro meses de cultivo, nas trés progénies, foi
submetida ao teste Z (Sigma Stat v 2.0). O peso de
15 calli por progénie foi tomado a partir do sexto
més em cultivo. A contagem de embrides e calli
contaminados foi realizada.

Resultados e Discussao

O desenvolvimento simultaneo dos calli e de parte
aérea e mais raramente de radicula (Tabela 1) ocorreu
para uma parte dos embrides imaturos cultivados, e
houve diferenca significativa entre as progénies
quanto a essa caracteristica. Isso foi observado para
um ndmero maior de embrides da progénie | (P10,05)
do que nas outras duas progénies, desde o primeiro
més de cultivo. Aos quatro meses, o nimero de
embridoes das progénies Il e Ill em que ocorreu o
desenvolvimento de o6rgaos, principalmente
pliumulas, aumentou, mas a significancia da diferenca
com relacao a progénie | foi mantida. Os calli foram,
independentemente da progénie, induzidos no polo
oposto ao da emergéncia da parte aérea e
continuaram a se desenvolver concomitantemente ao
alongamento da plimula. Resultados similares foram
observados para embrides hibridos intraespecificos
tenera com 77, 91 e 114 a 193 dias apdés a
polinizacdo (TEIXEIRA et al., 1993).

Tabela 1. Numero de embrides zigéticos imaturos
pertencentes a trés progénies F, de E. oleifera x E.
guineensis que apresentaram calli e desenvolvimento de
érgaos, quando cultivados in vitro, em meio para inducao
(EMBRAPA AMAZONIA OCIDENTAL, 20086).

Um meés de cultivo

| 72 23 73
Il 97 7 99
1] 99 8 99

Quatro meses de cultivo

| 50 31 52
Il 97 26 97
Il 89 24 89

'1: SJ 165 (B34-55-12 x RU 39P), II: SJ 163 (B34-54-18 x RU
49P) e lll: SJ 162 (B34-55-18 x RU 49P).

Observou-se que os calli das trés progénies
cresceram ao longo de todo o periodo de avaliacao.
O periodo de proliferacdo mais rapida ocorreu
durante os primeiros meses de cultivo e nao foi
acompanhado por tomadas de peso. A partir do
sexto més, o ganho de peso indicou que os calli
estavam ativos (Fig. 1), mas proliferavam muito
lentamente. Os embrides da progénie |, além de
apresentarem tendéncia maior para a germinacao
(Tabela 1), geraram os menores calli. Além disso,
os calli das progénies Il e lll dobraram de peso ao
longo das avaliacdes, o que nao foi verificado para
os calli da progénies I.
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Fig. 1. Peso médio (g) de 15 calli oriundos de embrides
pertencentes a cada uma das progénies |, Il e lll de
hibridos de E. oleifera x E. guineensis. O peso foi tomado
a partir do sexto més de cultivo em meio para inducao de
calli.

A anélise histolégica de seccoes de calli cultivados
por seis meses revelou caracteristicas de calli
embriogénicos, como a organizacao de estruturas
de proliferacao globulares (Fig. 2, eg), tendendo a
individualizacao. Essas estruturas eram, muito
provavelmente, pré-embrides soméaticos
(KANCHANAPOOM e DOMYOAS, 1999;
SCHWENDIMAN et al., 1988). A atividade mitética
(Fig. 2, m), indicada pelo acimulo de células
menores e mais densas e coradas, concentrou-se
nas bordas dessas estruturas, e, no centro de
alguns dos glébulos, verificou-se a diferenciacao de
elementos de vaso (Fig. 2, ev). Nessas estruturas
globulares havia, aparentemente, potencial para
individualizacao, organizacao do feixe vascular, de
polos apical e radicular e desenvolvimento de
embrides somaticos.

Leve oxidacao foi observada ao longo dos noves
meses em que os calli foram cultivados, o que
resultou em coloracao amarelada. Setores
relativamente fridveis, e também o
desenvolvimento de estruturas claras e densas (Fig.
3A, setas pretas), foram observados em calli de
embrides das trés progénies, especialmente
naqueles da progénie Il, que também foram os que
apresentaram maior peso médio.

Teixeira et al. (1993) registraram que, sobre calli
primarios globulares oriundos de embrides zigéticos
de hibridos intraespecificos de E. guineensis
(tenera) com 100 dias, desenvolveram-se, a partir
do nono més de cultivo em meio de inducao,
setores diferenciados, fridveis, compostos de
células redondas e pequenas, crescendo em
pequenos grumos. A diferenciacao de embrides
normais ocorreu a partir desses setores, quando
isolados e transferidos para meio de regeneracao.
Embrides zigéticos com 100 dias, hibridos de
dendezeiro e caiaué, foram selecionados como
explantes para a realizacdo dos experimentos aqui
relatados, com o objetivo de reproduzir os
resultados alcancados para os tenera, e descritos
acima. No entanto, setores como os descritos

acima, fridveis e altamente embriogénicos, nao
foram observados sobre os calli de hibridos
interespecificos. Ainda assim, tendo em vista que
os calli obtidos eram embriogénicos (Fig. 2),
embora compactos e nodulares, foram cultivados
em meio de regeneracao (TEIXEIRA et al., 1993)
por dois meses e depois em meio MS (MURASHIGE
e SKOOG, 1962) sem reguladores do crescimento.

Fig. 2. Preparacdes citoldgicas de calli formados em
embrides zigéticos hibridos de E. oleifera x E. guineensis,
observados ao microscépio 6ptico e fotografados por
camera digital. A: corte longitudinal, aumento de 16 X,
m indica atividade mitética, mais precisamente localizada
nos pontos indicados por *. B: corte transversal,
aumento 16 X, desenvolvimento de elementos de vaso
(ev), mais precisamente localizado nos pontos indicados
por *. C: corte transversal, aumento 25 X,
individualizacdo de estruturas globulares (eg) e D: o
mesmo corte em aumento de 63 X, com indicacao de
zonas de atividade mitética (m) e desenvolvimento de
elementos de vaso (ev). E: corte transversal, da base do
nucleo de proliferacao de um callus embriogénico, com
estruturas globulares (eg) menos individualizadas e zonas
de atividade mitética intensa indicadas por m, aumento
de 42,5 X. F: evidenciacado de elementos de vaso (ev),
no centro das estruturas globulares

Nesta ultima condicdo, quando também ocorreu
aceleracao do ganho de peso (Fig. 1) em alguns
calli, houve o alongamento de estruturas similares a
embrides (Fig. 3A e 3C, seta branca) e plumulas
(Fig. 3B e D) mal formados, onde anteriormente
estavam localizadas as estruturas globulares, com
células densas e coloracao branca opaca,
identificadas também pela andlise histoldgica (Fig.
2).
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Fig. 3. Calli embriogénicos desenvolvidos a partir de embrides soméaticos hibridos de E. oleifera x E. guineensis. A: as
setas pretas indicam estruturas globulares (pré-embriées) que ndo se tornaram individualizados do restante do callus. B:
seta vermelha indica embrido mal-formado néo individualizado, em processo de alongamento. C e D: desenvolvimento de
embrides mal formados e estruturas similares a plimulas sobre calli embriogénicos.

Teixeira et al. (1993) registram ainda que a
concentracao muito alta de auxina fornecida no
meio de inducéo (500 [IM de 2,4D) foi a causa da
desorganizacao do polo radicular dos embrides
tenera, resultando na formacao de ca/li. Uma vez
que, neste trabalho, alguns embrides hibridos
interespecificos desenvolveram raizes além de calli,
pode ser que ajustes na concentracado de 2,4-D
propiciem melhores resultados nos préximos
experimentos com esses hibridos. A realizacao de
experimentos com embrides coletados em outros
estadios de desenvolvimento também podera ser
atil.

Conclusoes

e Calli embriogénicos compactos e nodulares
foram induzidos em embrides zigéticos de
hibridos interespecificos entre o caiaué e o
dendezeiro.

e Houve variabilidade na resposta de embrides
zigobticos cultivados em meio de inducao e
multiplicacao de calli.
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