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Pelo presente relatorio e%taﬁm% submetendo a apreciacao
05 trabalhos realizados no emegrgente Laboratorio de Culiuara  de
Tecidos do Departamento de Fitotecnia do CCA-UFSE  durante o
periodo  aue  envolved a nossa colaboracao, dg Abril de 1984 A
Junho de 1987.

Neste abordamos inicialmente 08 aspectos basicos =
envolven a Biotecnologia e gue comprovam a necesidade de  se
implementar e estrobturar uma area desta natuwreza no Centro de
Ciencias Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina  em

Florianopolis.

Na segunda parte sao onfatizadas as atividades desenvolvidas
2 as perspectivas  que englobam.Neste estao relacionadas as
atividades conjuntas real izadas no periodo de Abril de 1984 a
Marco de 1985, quando i aluna atuou como estagiaria, sob
orientacao do Pof. Miguel Pedro Buegrra, =m colaboracao com  a
prof. Geni Sunta Toni; de Marco de 1985 a Dezxembro de 1986 como
hbolsista de Pesquisa da LFSC e de Marco de 1984 ate o presente
como bolsista de Iniciacan Cientifica do CNPyg.

Finalmente serao relacionados os estagios realizados  enm
outras instituicoes & que serviram nao apenas de complemento  as
atividades desenvolvidas , mas permitiram a intraduﬂao de novas
tecnicas nas rotinas do  laboratorio bem como a rvelacao de

trabalhos publicados /00 arxresentados.
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0 desenvolvimento cientifico ¢ tecnologico tem sido
considerado  como  um dos fatores que permite a independencia  de
Fato de um pais ¢ que leva ao incremento no seu desenvolvimento e
melhoria das condicoes sociais de sed povo.

0 setor primario como base de toda uma economia em constante
evolucao, tem tido o seu papel comprovado pelos avancos obtidos a
nivel de produtividade e eficiencia biologica, bem como no apro-
veitamento de novas arsas € culturas .« Uma avaliacan da evolucao
recente da agricultura , por mais superficial que seja realizada
pernite esta constatacao .

Os beneticios ¢ nmaleficios de algumas inovacoes tecnologicas
na area agricola, gquando constatados levaram a uma serie de ques-
tionamentos gue hode se antagonizam ¢ cuja profundidade & amplia-
da em paises como o Brasil,onde o crescimento populacional & eco-
nomico desordenado leva a contrastes ¢ problemas gritantes. E 0O
caso da Revolucao Verde que de "ponte’ de desenvolvimento preco-
nirada na sua introducan,chega aos dias atuais sendo questionada,
ou mesno repudiada pelos mais extremistas.

Estes poderao vir a ser os dois pontos de maior impacto das
tecnicas or iundas da Biotecnologia. Por permitirem a adapbtacao de
novas cuitivares a solos de baixa fertilidade , ou regines inos-
pitas para as cultivares tradicionais, a Biotecnologia abre-se
como um instrumento para a abertura de novas fronteiras agricolas
alem de maiores indices de produtividade e maior eficiencia na
producas animal , vegetal ou microbiana.

Guanto a independencia tecnologica, esta vai SEF FRAZAC




direta da capacidade empreendedora ¢ de priorizacao de governos &
instivgicoes de pesquisa gue viabilizem a pesquisa nesta  area
Formando recursos humanos ¢ desenvolvendo tecnologia.

0 papel que a&%uﬁe a Universidade neste contexto & de sxtre-
ma importancia no desenvolvimento de pesquisa basica € aprimora-
mento de pesquisa aplicada nesta area levando a formacao de  te-
nicos cientifica € socialmente capacitados de forma que se obte-
nham resultados o oque permitam um  real desenvolvimento da
Biotecnologia no Brasil.

Como se discutira no decorrer deste , uma das principais
areas de  impacto da Biotecnologia ¢ a area Vegetal, onde
particularmente =as  tecnicas oriundas da Cultuwra de Tecidos
Vegetais ( e culminando com a Engenharia Genetica e Biologia
Molecular) permitem novas opcogs para a agricultura.

E dentro deste contexto que o Centro de Cigncias Agrarias da
LUFSE vem desde 1984 viabilizando a implantacao do Laboratorio de
Cultura de Tecidos , onde apesar do cuwrto espaco de tempo ¢ dag
dificuldades oriundas do complexo socio-economico do pais,alguns
resultados comprovam a necessidade de se implementar e estruturar
e atuacan.

Ligado & wum grupo de pesquisadores preocupado  Com A
a erosao genetica da Mata Atlantica e com o risco de extinsao de

= encontram

o=

NUMEr OS8as BEPECies cuja origem & 2 dispersao %
primordialmente em $.0. ,0% trabalhos tem sido direcionados em
tres areas basicas ¢ Nativas F}orestaiﬁ , Plantas Medicinais e
Frﬁti?&raﬁ de potencial economico para o Estado .

No pPresente relatorio  iremos  abordar AE atividades

desenvolvidas no Laboratorio e que envoalveram nossa participacaos

-



L. BIOTECNOLOGIA - ABDRDAGEM INICTAL

0 termo biotecnologia g definido atualmente como um
conjunto de tecnicas que se wtiliza de organismos vivos ou parte
destes para melhorar plantas o animais,modificar  produtos oo
desenvolver microorganismos para aplicacoes cientificas.

Dentro deste conceito, um grande numero de tecnicas quE tem
a SR o igen mais remota poderia  ser enquadrado COmo
Biotecnoliogia, desde as tecnicas de Melhoramento conveEncionsis
ate as fermentacoes alcoolica o lactica. Mas o advento da
Fngenhar ia Genetica em 1953, com a descodificacao do Acido Deso-
wirribonucleico (DNAY , & o descobrimento da estruturas basica dos
Fatores da heranca genetica a nivel celular levouw a uma  svolucao
nas tecnicas que hoje snglobam a Bioteonologia.

O conhecimento atingido ate o presente permite a manipulacao
do  interior das celulas para direcionar , controlar & presservar
determinadas caracteristicas desejaveis.

f manipulacan de organismos a nivel celular pode  ser
caracterizada em duas areas basicas | Fermentacoes ¢ Cultura de
Tecidos . No primgiro caso o aproveitamento Biotecnologico pode
g  dar diretamente pela producao de  biomassa  , fabricacao de
produtos S transformacao ou destruican de substratos organicos. Na
Cultura de Tecidos da-se a manutencao de tecidos vivos “in vitro®

Surgem desta novas perspectivas para as areas medico-farma-
ceutica, energetica, alimenticia, biogletronica,controle & despo-
luican ambiental .

Na  area de saude o desenvolvimento da  biotecnologis  pode

o>




pernitir a producan de o antibioticos, aminoacidos, esteroides,
insulina, albumina, vitaminas, vacinas (hepatite,nalaria,bherpes )
ant icorpons monocionais, interferons e tecidos para transplantes.
0 aumento da eficiencia , pela manipulacao dis organismos
envolvidos na catalizacao dos processos fermentat ivos, pode levar
A um maior aproveitamento de residuos industriais,na producan de

alcool e de outros combustiveis. A biocatalizacao, pesrmitindn a

extracan de metais ou a eliminacao de poluentes, apresenta  uma
importantcia nao s0 economica como social .

& biosletronica, como uma das muitas perspectivas que s
levantam atualmente, enconframﬁe APENAS N0 camnpo especulativo, Ja
que o5 resultados obtidos ate o momento nao permitem que s ob-
btenham previsoes num curto espaco de tempo.

fe  potencialidades socio-sconomicas destas tecnicas, devem
ser avaliadas racionalmente , pois o volume de investimsntos ¢
principalmente recursos  humanos  especializados devera HEE
realizado num curto esspaco de tempo, pars que os resulitados, con-
cretet izando-se as tendencias atuais, sejam obtidos em 10-19 anos

Ao se avaliar o potencial da Biotecnologia, deve Se
considerar que o sed desenvolvimento € os objetivos a  serem
visados deverao ser comnpativeis com as necessidades sconomicas de
cada pais. & experiencia obtida com a Revolucao Verde deve ser
avaliada e analisada cuidadosamente guando da execucan da Politi-
ca  sobre Biotecnologia no Terceiro Mundo.Por outro lado estes
PAIGES nag podem Fficar a wmargem,pois se  para atingir A
independencia tecnologica & necessario pesquisa, 0 Mmacico
investimento nesta area por smpresas de grande porte ,  demonstra

que esta sera uma das areas de maior dependencia no futuro.



CNOLOGTA £ AGRICULTURA

MNa  area agricola o potencial da Biotecnologia extende-se
tanto na area animal , com a producao de vacinas, & transferencia
de embricoes, como na ares vegestal, pelo incremento na‘produtiviw
dade oriundo da limpeza clonal, do surgimento de novas cultivares
Fitoalexinas inseticidas biologicos. Esta tem sido uma das
areas da Biotecnologia onde os avancos obtidos sao representados
tanto no kBraﬁil como em oubtros paises, pelo grande numeru de
enpresas tanto publicas & privadas que operamn na area, inclusive
com a producan e venda de mudas e programnas de melhoramento.

s avancos se apresentam como a viabilizacan da ampliacao da
producao mundial de alimentos, atraves do  aumento da produtivi-
dade , (pelo incremento na eficiencia fotossintebica a nivel ce~
fulary, tornando agriculiuravel cerca de 30% da area do planeta |
cujas condicoes edafo-climaticas nao permitem »  sustentacao
das cultivares tradicionais ( desertos, regioes salinas).Pode vir
a  concretizar-se reducao do uso de insumos agricolas  que  hojs
aumentam o9 custos da producao € sao responsaveis pela poluicao
ambiental.Este fato se daria pela adaptacao das plantas ao meio €
nap o0 inverso como esta ocorrendo na agricultwra atual.

Constituindo-se na principal fonte de materias-primas para
a hiotecnologia & competindo com as tradicionais fontes (petroleo
principalmente) , alem do suprimento de produtos “convencionais’
novos  produtos serao anexados pela exploracan agricola.

Fetas possihbilidades apresentam-se com um custo menor do que

Jo



as aplicacoes industriais ja citadas, & com um reforno  a curto
espaco de tempo. Por outro lado, irao caracterizar uma depeniden-
dencia cada vezr maior do setor de producac de sementes e poderao
alterar substancialmente a sstrutura social & de producas no came
po, pelo que analises profundas do impacto da biotecnologia devem
ser realizadas, com o sstabelecimento de planos de acao .

Como a maior Ffonte de germoplasma mundial se @ncmntr# nos
paises subdesenvolvidos e nestes que os impactos podem ser  mais
signiticativos. F dentro destes o Brasil pela alta diversidade
genetica  em  suas Florestas apresenta-se como um dos  paises de
maior colecao de germoplasma ,  aumentando o potencial 2 a

Justificativa de se implementar ssta tecnologia.

Nk



S. DESENVOLVIMENTD DA 3IOTECNOLOGIA B UNIVERSID

ADE

PBentro da Biotecnologia, a necessidade de recursos humanos e

tecnologias nacionais ¢ gritante. Ora, a Universidade nao  dewve

a2 mero mecanismo de transmissan do Saber, mas deve ser geradora

de conhecimentos © tecnologias .«

Por outro lado,o processo de interacao gue tem-ase delineado

nos ultimos anos entre a ciencia ¢ a tecnologia, tem demonstrado

7

* . - o 4 .
que & impossivel S8 PEnsAar em novos processos tecnologicos, sem

\ —_
unir a universidade a instituicoes de pesguisa.

S
Nela a ciencia basica deve ser apoiada pois se constitui num

patrimonio cultural & & wum instrumento central, pelo seu poder a-

7 7, . . .
nalitico & critico , NAa COMPFENSAD & Fesolunao indepe

problemas que a sociedade coloca « Agindo de  Forma

ndente  dos

antonoma a

universidade deve PrOpOor 08 MECHn i Smos que  permitam 1410
" . . rar e w 4. . .
desenvolvimento cientifico & tecnologico, possibilitando  a

resolucan  dos problemas mais cruciais da sociedade brasileira.

ore - - ‘ .
Seaundn GUERRACLPES)Y, para que seja viavel o desenvolvimento

. /.. .
cientifico (considerando este CcOomo 08 Processos que

permitem 2

-~ A R o .
evolucao da ciencia Ffundamental), devemn ser avaliados gquatro

/
pontos bhasicos dentro  de uma  universidade
. . ~ . /. .
capacitados, informagao cientifica, pessoal de apoio

& equipamentos adeguados .

cientistas

competente

N
Desta Fforma para gue uma das aress de pesauisa de ponta  na

\ / ’ /
area agricola se desenvolva @ necessario estrutarar

que permitam a capacitacao tecnica ,tanto de docentes
discentes ¢ corpo de apoio para que 05 resultados

sedam condizentes com o investimento social realizado.

mECER | smos
,  comd  de

. -~
cientificos

{1



S UMA TECNICE ESPEIIFICA — A CULTURA DY TECIDOL.

4.4 DEFINICAO

B cultura de Tecidos baseia-se no pringipio da totipotencialidade
celular  , onde a celula e a unidade estrutuwral basica de todo o
ser vivo @ tem potencialidade total como unidade fisiologica @
de desenvolvimento possuindo toda a informacan NECEsSSAria para se
desenvolver num organismo.

A celula tem capacidade atraves de reacoss quimicas produxir
ligacoes fosfatadas , ricas em engrgia (ATP JADPY  assim  como
realizar  processos  de Dbiossintese de macro € meganoleculas
utilizando~se dests energia.

0 ATP e DHNA, unidades guimicas & biologicas pressntes nas
celulas propiciam, a0 se colocar pries de tecido vivo sm meio de
cultura apropriado ,estes desempenhem Funaaﬁﬁ RIEOPEias em pErioe-
dos muitas veres superioress Ao proprio ciclo de vida do proprio
Organismo.

A cultura de Tecidos & definida assim como & tecnica  de

cultivo de plantas, partes de plantas ou partes de animais,

propiciando a reducao do organismo a seus constituintes celulares

ou na obtencao de complexos multicelulares.

4.2. METODOLOGIAS
Os Ffenomenos morfogenicos observados "in vitro® resultam da
diferenciacao, dediferenciacan ou rediferenciacan do  explante

(parte da planta inogoculada) e podem ser agrupados  quanto a0

il

o



mecanisng de regensracao (morfogenesse via direta ou indireta)l,

AQ gran de

organizacan atingido (embriogeness, Organogeness) .

©

Para que este processo sg gfetive, alauns fatores devem sEr

considerados ¢ a fonte de explante, o meio de cultura & condicoss

ambientais

apropriadas  .Guanto a  fonte de gxplante, SR0

clagssiticas dentro de tres classes | cultivo de massas celulares,

cultivo de celulas, cultivo de tecidos a partivr de embrioes,

anteras ,ovarios, raizes, gemas ou outros tecidos.

Para

planta  par

0% " @& gue

a obtencao de um protocolo para determinada  especi
deven ser contemplados os seguintes gstagios | Estabelecimento
uma cultura aseptica, multiplicacao dos propagulos ,preparacan

a reestabelecimento no solo.Ewm cada uma destas  etap

imentos nutricionais (macro & micronutriente

vitaminas,
AaguAar & amb
seran func

qQue se prop

4

=)
de explant
caltlius, ne
protoplasto

0
madao  por
desordenada

tecido de

aminoacidos, SACArDBE, reguladores de crescimento
ientais (femperatuwra , umidade, radiacao, fotopsriod
an da especie | da fonte de suplante ¢ do objetivoe

e o trabalho.

3. TECNICAS E PERSPECTIVAS

cultura de Tecidos ¢ sub-dividida consoante a  fon
2 o oa btecnica a ser  empregada o oem 0 culibura
ristemas, embrioes, obtencan de haploides, cultura
¢ engenharia genetica ou DNA recombinante.

callus ¢ definido como um tecido nao organizado, fo

2,
de
da
AG
N
&
)

a

te

de

de

(oS

celulas  regularmente diferenciadas gque se it iplicam

mente.ds culturas de callus nao correspondem 2  nenbum

desenvolvimento normal da planta, mas de proliferacan

/H{



de explantes induzida pela injuria das celulas na incisao .

Inicialmente as culturas foram enpregadas em estudos mor fo-
logicos e de crescimento, na preservacan de germoplasma € na
fonte de material para fusao protoplasmatica e transferencia de
DNA.  Alguns trabalhos de avaliacao de doencas €  Fformacao  de
plantas resistentes tem tido bons resultados.

Nos callus, pela alta taxa de alteracoess somaticas que ocor-
rem, o maior emprego ssta na exploracao desta variabilidade, com
excessan para as monocotiledonegas, onde algumas formas de callus
apresentam alta estabilidade.

A cultura de meristemas consiste em isolar os meriste-
mas € propaga-los vegetativamente em meio de cnltura apropriado.

As principais aplicacoes deste sistema sao ¢ eliminacao  de
viroses, € outros patogenos , estudos da acao destes patogenos
isnlamento de ftoxinas liberadas , aspectos de mutualismo e
simbiose entre bﬁ Organismos, preservacan de germoplasma & propa-
gacan clonal rapida. E o processo gue tem atualmente o protocolo
Ja desenvolvido para © mnaior numero de especies, I T W Eul:t
resultados Jja estao sendo aplicados a nivel comercial , na
ohtencao de porta-enxertos ¢ variedades copa  para numerosas froe
tiferas ( maca. pera, ameixa, pessego, videira, banana, abacaxi |
abacate entre outras) , mnudas ou sementss de alta qualidade
sanitaria e elevando a producan  (morango, batata, aipim,) & na
manubtencan , preservacan € intercambio de germoplasma.

A cultura de anteras, ovario nao fecundado & polen pro-
picia a obtencao de plantas haploides. Esta haploidia & snpregada
em programnas de melhoramento da seguinte forma:

~avaliacao de genes recessivos @ nutacoes em (pela obtencao

P

e

e
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de plantas haploides ou duplo-haploides)

~ phtencao de plantas haploides ou linhagens para progranas
capecificos |

- preducan da duracao de programas pela fixacao de genes.

i Forma  de inducao da-se por dois caminhos | polen-embrioci-
de-planta  , o polen-callus planta. As  vantagens de  obter
haploides pela cultura de tecidos sao

- g numero de plantas hapliodes obtidas e ilimitado guando a
tecnica for corretamente adapbada para as cSspeCcies,

—- a cultura de tecidos ¢ apropriada para viabilizar tecidos
que nao seriam viaveis na naturesa;

~ partindo do polen & possivel obeservar num sistema simples

0o efeito citoplasmatico de um cruzamento ( tamanho de organelas

alteracoes &m aua  constituicao, pareamento ® anormalias

Cromossonmicas).

) cultura  de embriao permite estudos morfologicos da
planta em relacao a seu desenvolvimento, eliminar a dormencia de
sementes ou embrioes reduxindo o tempo die de melhoramsnto desde a
polinixécao ate a GErminACRO, satudos Fisiologicos da
vernalizacao & germinacao em sementes & embrioes, estabelecinento

de sistemas  para estudos de genetica molecular, producao de

aneuoploides o tetraploides, s Facilitar =a hibridizacao
interespecifica oLl intergenerica  entre g9eneros §° 0 0 ESpecies

incompat iveis , & asssegurar a preservacao Jde germoplasma pela
cryoconssrvacan ( conservacao & baixas temperaturas ).

Dentro das tecnicas mais avancadas , & oulitura de
protoplasto , propiciandn o desenvolvimento das celulas removendo

a parede celular por processos enzimaticos, possibilita sstudos

A



morfologicos e obtencao de hibridos pela fusao protoplasmatica.

Devido a perda da heranca citoplasmatica durante o Processo
de fusao de protoplastos, um direcionamento maior tem sido dado a
transferencia de DNA. & manipulacao de DNA  recombinante
propiciando a alteracao genetica de individuos , iniciou-ge com O
descobrimento de um grupo de enzimas,as endonucleases restritivas
que dividen o DNA em sequencias especificas, permitindo o
mapeamento genetico.d partir de fragmentos de DNA de dois oo mais
organismos, torna-se possivel a sintese ou hibridizacao de mole-
culas hibridas .

Pela dificuldade de se manipular microorganismos, alem  do
aspecto etico que esta tecnica engloba, um grande destaque  tem
sido dado quanto a sua aplicacao na aren vegetal. Nesta, algumas
aplicacoes Jja Foram comprovadas ¢ avaliadas em seuw potencial,como
o aumentpo proteico em semsntes para consumo humano ou animal, Fi-
acan de nitrogenio, resistencia a pragas € doencas, aumento da
eficiencia fotossintetica de plantas C3 pela  introducao  das
caracteristicas das plantas C4 ,tolerancia a situacoes de stress
e Finalmente o surgimento de novas cultivares.

A obtencao de embrioides somaticos, & uma das becnicas mais
pesquisadas . Independente do processo ubilizado , 8 regengracan
Final da planta , se daria nao na  forma de mada mas  sim de
embrioide ou embriao somatico , permitindo a manutencan do sis-
tema  produtivo atual  por sementes, Jja  gque s=stes embrioides |
quando protegidos por uma camada membranosa  permitiriam o seuy

plantio.dentro dos moldes tradicionais. Cj#f
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H. WABORATORIOD DE CULTURS OF TITINNE D0 COA-UFEC
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Se.i. OBJETIVOS

Estabelecer protocolos para  a propagacao  in vitro® de
gepecics de interesse, com snfoque para 3 pesquisa em plantas na-
tivas da Mata Atlantica , viabilizando o uso de tecnicas biotec-

nologicas na preservacao ¢ nelhoramento destas.

5.2. HISTORICO

A idealizacao do Laboratorio surgiu com o Projeto Nativas
Florestais, fTinanciado pelo FINEP,onde a necessidade de se propa-
aar especies por metodos nao  convencionais € de se estuwdarem as
caracteristicas ecofisiologicas de alguams especies levou a consg-
trucao de um (Fitotront, em area angxa ao  atual Departamento  de
Fngenharia Rural. Este fitotron, apresenta temperatura, fotoperio-
do, luminosidade ¢ umidade controlada, tendo sido projetado e
instalado pelo Eng.Paunlo da Prefeitura Universitaria, o que @
bastante significative, Ja que 08 similares eram importados.

Com o projeto Palmito-Manedo & Melhoramento ,Ffinanciado
pelo FIPEG deu-se inicio aos trabalhos de cultura de Tecidos, com
a utilizacao dos Laboratorios de Microbiologia do Solo  ,Solos
Pitopatologia & Bromatologia (mesa de Tiuxo laminar).iste projeto
permitig 8 aguisicao de material (vidrarias e reagentes) & a mon-
tagem da camara de crescimento.

s Projetos Canela-sassafras (CNPg) e Mandevilla velubina

FINEP) permitiram a aguisicao de equipamentos iniciais & que se



b
~

permita  projetar uma expansan ¢ a efetivacao deste laboratorio.

Desta forma ¢ possivel concluir  gue as at ividades

desenvolividas ate o momento foram fruto do trabalbho conjunto & da

visao global de universidade no CCA, no que respeita ao

desenvolvimento de pesquisa.

H.3. Organizacao

0 Laboratorio tem comd recursos humanos envolvidos
te em suas atividades

Prof. Miguel Pedro Guerra ( Coor. atualmente em

doutorado )

Proft. aparecido Lima da Silva ( Coordenador em exer

Prof. Mauricio Sedrex dos Reis

Prof. Enio Luis Pedrotti

Prof Shiow Show 1in ( atualmente em curso de pos-do

Prof. Ana Viana

s atividades desenvolvidas tem como clientela
pesauisadores ¢ discenttes do Depto de Fitotsonia
Botanico JUFSC 5 estagiarios de outras instituwicoes de

e/ou ensing ¢ pesquisadores de outras instituwicoss.

e

atuaimen

curso  de

cicio 3

ctor?

Docentes
& Horto

Pesquisa



HATIVIDADES DESENVOLVILAS

G4 MICROPROPAGACAD DE PALKITO

b4 Introducao

0 Palmiteiro (Buterpe edulis) , especie nativa da  Mata
Atlantica,e de grande importancia economica para o Estado em fun-
cao da extracao do miolo para comercializacan. A exploracan de-

senfﬂ%da, aliada ao intenso desmatamento da  Ffloresta, levou ao

risco de extingao para esta planta & a erosao  genstica na  su

regian de origem.

Num  projeto  coordenado pelo Prof. Rubsns Nodari sy hem se
buscado  estudar o seu comportamento ecofisiologico  ,buscando-se
alternativas que permitam a sua exploracao comgrcial , atraves de
programas de Manejo Sustentado (exploracan racional da Mata como
um  todo) melhoramento (pela avaliacao de genotipos ,procedencias
& programas especificos).

& cultura de tecidos caracterizou-s$e neste CASO COmo mRis
uma tecnica adicional ao Melhoramento convencional Ja que permite
a propagacao vegetativa, que pelas caracteristicas morfofisiolo-
gicas da especie se tornaria inviavel por outras tecnicas. Na ta-
bela ¢ possivel se avaliar as perspectivas que a cultura de
tecidos viabilizara,una vezr estabelecidas as ftecnicas basicas.

Us eatudos baseiam~se na determinacao  de protocolios
sequenciais que possibilitem a regeneracao de plantas  consoante
a fonte de explante a segr empregada.

Pelas caracteristicas 2 pela bibliogratia classica referente

a
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cultura de tecidos que seleciona as diferentes fontes de explante
e 0o seu potencial morfogenico , foram utilizados embrioes, folhas

Jovens, meristemas apicais ¢ radiculares ¢ inflorescencias.

bd.4.2.0valiacaon do Potencial Morfogenico "in vitro
dos Embrioes
dul2atBvaliacao do Metodo de Desinfestacao
Foram testados dois tratamentos basicos!
1 Retirada do Embriao, desinfestacao com alcool a 79X
durante 3¢ segundos & posterior imnersao em hipoclorito de sodio a
2,47 durante 1@ minutos.
2. Desinfestacan da  semente de Fforma semslhante F:
anterior e posterior retirada do embriao.
0 primgiro processo mostrod-ase altamente negativo pois 08
embrioss tornavam—se mais susceptiveis a oxidacoes 2 Com mEnOr
potencial “in vitro® « BDada a eficiencia na desinfestacao  do

segundo processo , optou-se por esta.

b.4.2.2.. Cultura "in Vitro©

Apos a desinfestacao das  sementes, os  emnbriogs foram
retirados das mesmas € inocuiados em meio MURASHIGE & SKOOG  (MS)
modi Ficado para mig-inositol (1@Gmg/1) yacido nicotinico
(4,@mgs/1) piridoxina.HCl (£, mas1) tiamina (4,9 mg/1) Dbiotina
(0,91 wma/1) & pantetonato de Calcio (4,0 mas1))

Num  primeiro estagio buscou-se determinar BROCOMPOSICAD
nubritiva do meio @ o sew efeito no crescimento e desenvolvimento
normal do  embriao ,  bem como am possivel efeito inibitorio do

carvao ativado ou dos anti -oxidantes. Foram wusados diferentes



concentracoes de  acucar  (sacarose,sucrose’  bem  como  de N
Cincremento de NHEPO4 em relacao a KNO3)Y . Para ambos 08  casos
nao  se notaram diferencas entre os tratamentos resultando em
todos num  perfeito desenvolvimento e crescimento das plantulas
sem qualaguer sintoma aparente de deficiencia nutritiva comparado
com plantas germinadas no solo.

Num segundo passo foi realizado o isolamento de embriogs  em

mein basico de MS modificado e com concentracoss variaveis de
reguladores. A AUBENC A inicial de redutores (acido

ascorbico,acido citrico & ocisteina )} ou dé Fivadores (carvao
at ivado) prejudicor as avaliacoes iniciais dos meios, Jja  que
ocorred oxidacao ¢ posterior necrose dos explantes. Este fenomeno
ocorre  pela  liberacao de fenois nos tecidos ,  9ue uma  vYEE  Em
concentracoes muito elevadas tornam—se letais. Quando a fonte de
auxina era o acido naftaleno acetico (ANAY  ou gquando  Fforam
utilizadas concentracoes elevadas de Benzilaminopurins (B&P )
esbta condicao foi observada com mais intensidade .

fs  culturas mantidas no  escuwro  mostraram viabilidade
durante um periodo maior de tenpo . A repicagem consecub iva para
tentar eliminar ou reduzir os problemas de oxidacao nao  foi
efetiva € reduziu o desenvolvimento dos explantes. & colocacao de
carvao ativado aliado ao uso de meio Tiguido & reducan de Bg/l
de agar para 6&ég/1 levouw ao desenvolvimento dos  embrioss |
caracterizando~se inicialmente pelo entumescimento dos tecidos &
posterior formacan de callus.

PDentro  dos tratamentos mostrou-se mais efetivo a2 utbtilizacao
de 2,4-D em relacao a oubras auxinas ,  principalmente nas

concentracoes de 99 a 190 ma/l.Nestes meios notou-se a  FOrmacao

=2
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de callus que uma vesr repicados para meios contendo AN& (18 mgsl)
levou a Fformacao de um sistema radicular maltiplo SEm

OQFganQyenese .

6.1 .3.Avaliacao do Potencial Morfogenico das Raizes

G.1.3 0.Avaliacao do Metodo de Desinfestacao

(s apices radiculares apresentam  um alto potencial
mor fogenico in wvitro® , tanto pela forma de crescimento
detfinido que assumem  ,guanto pela grande disponibilidade de
material & pela rapida resposta "in vitro'.

0 objetivo de obter um metodo que seja adequado a utilizacao
de raizes de plantas a campo como fonte de explante levou =
implantacan de uma serie de experimentos visando a determinacan
do metodo mais eficiente.

Dentro dos tratamentos realizados ate o presente nao  houve
eficiencia da desinfestacao , pelo ques optou-se pelo uso  de

semnentes de plantas germinadas assepticamenie.

6.4.3.2. Cultura "in vitro®

0 problema da grande contaminacao dos apices radiculares
dificultou a obtencao de culturas assepticas .

Nos explantes oriundos de sementes germinadas assepticamente
és Formulacoes determinadas para o meios liguidos tem  se
mostrado efetivas no controle da oxidacao ,  sendo qﬁe apos  duas
SEMANAS de inoculacao o tecido se alonga e SNt mESsneE.,
principalmente nos meios contendo 2,4-0.

Uma wvez isolados notou-se dois comportanentos diferenciados



guando  eam  concentracoes baixas de 2,4-D 0o tecido se alonga
nornalmente sem a  formacao  de pelos ou raizes secundarias.  Em

altas tawas de 2,4-D ocorre a formacao de pequenos callus.

bGoid. Avaliacan do Potencial Morfogenico das Folhas

6.4.4.4. Avaliacao dos Metodos de Desinfestacao
Procurou-se  testar o comportamento das  folhas  ,base do
peciolo & regioes do caunle aos metodos convencionais a  estes
tecidos & ajusta-los para a perfeita assepsia do material.dssim
considerando-se os metodos citados por HENKE & HUGHES (4985) foi
enpregaida a imersao em alcool 70 ¥ durante 20 segundos seguido

de hipoclorito de Sodio a 2,4% durante 1€ minuios & Cinco

rinsagens em agua bidestilada e esterelizada. Lm seaundo
tratamento Ffoi empregado constando de  lTimpesa superficial  com
alcool absoluto 96 G durante 19 minutos e retirada das folhas

mais extérnas antes da inoculacao  sob condicoss asseplicas.dpos
o6 tratamentos Fforam Ffeitos cortes ¢ inoculados em meio Mb.

Os metodos testados mostraram-se eficares PAara @
desinfestacao , embora a utilizacao do hipoclorito leve a una
rapida dessecacao € necrose , pelo gue dificulta o iﬁmlamento‘de
tecidos vivos.fio se proceder aos cortes dentro de uma  solucao
contendo acido ascorbico a €,8% e cobrindo supsrficialmente os
tecido do explante durante o processo de preparacag & possivel o
controle da dessecacao ¢ a inoculacao do explante em  condicoes

propicias ao seu desenvolvimento.

Heteda. Cultura "in vitre®

fe Ffolhas  jovens apresentam como caracteristica o cresci-

o



mento indefinido,encontrando-se 2onas de maior potencial junto as
nerviuras e base da folha. Pelas caracteristicas do palmiteiro
torna-se necessario ainda determinar as Jdinensoes do sxplante benm
como avaliar o fator juvenilidade no desenvolvimento "in vitro® .

Com estes obletivos Toram inoculados explantses em meio MH
empregando diferentes concentracoes de reguladores de forma a se
combinar o efeito do 2,4~D ¢ ANA com 2iF , KIN & BAP.

0 desenvolvimento da cultura “in vitro® se da principalmente

das folhas mais internas onde ocorre a formacao de callus  de
coloracan clara e fornam-se Clorofiladas e de  estruabura

aglobulosa.Esta segunda Fforma apresenta-se mais homogsnsa  em meio
solido enquanto  aque os callus  iniciais, mais friaveis
apresentam uma manubtencao mais efetiva em meio liguido.

Estao sendo real izados novos  testes huscando-sse A
embriogenese dos callus globulosos pela alteracao nos reguladores

de crescimento,principalmente auxinas como sugere PANNETIER(1984)

4.4.5. Avaliacao do Potencial Morfogenico do Meristema

Apical

G.0.9.4. Avaliacao dos Metodos de Desinfestacao
O resultado  Jja abtido com outras fontes de explante levou
a que Fossem realizados apenas os testes com a wubtilizacao de
Hipoclorito de Sodio & Alcool & uma ver comprovada  a HBILA

eficiencia ,proceden~-se a sua aplicacao como rotina Iaboratorial.

b.1.5.2. Cultura "in vitro®

A cultura de meristemas € a de maior potencial de reapoiiiﬁ%/

N



“in vitro”© (MURASHIGE , 1974) . Neste aspecto buscou-se determinar
0 meio gue permitisse 0 seu desenvolvimento.

Dentro dos meios enmpregados, notou-se um dessnvolvimento bem
diferenciado. Em concentracoes menores que 1@ mgsl de 2,40
gcorre desenvolvimento normal  de gema resultando sm organogensgse
sem regeneracan do sistema radicularEm concentracao  variavel de
25 a %0 mos1 de 2,4-D sem citocinina da-se a formacao de callus
friaveis que rapidamente neEcrosam a0 SeFem repicados. Em
concentracoes superiores a 450 mg/l de 2,40 verificou-se a

necrose dos tecidos.

HG.lcb6 Avaliacan oo Potencial Morfogenico das

Inflorescencias

H.1.6.4. Avaliacan dos Metodos de Desinfestacao

apresentando-se em diferentes gstagios de dessnvolvimentio na
planta ¢ com grande disponibilidadede material o uso das inflores
cencias nao implica na destraicao da planta matriz permitindo a
clonificacao de plantas superiores com a manutencan da mesma.

Na desinfestacao foram realizados dois procedimentios!:

Lo Retirada das inflorescencias, colocacao destas numa €0lu-
cao de acido ascorbico (Sg/1)com posterior desinfestacan em Hipo-
em Hipoclorito de Sodio a 2,44 ¢ 9 lavagens em agua esterilizada,

2. Desinfestacao da parte mais externa das  espatas  com
aicool absoluto 9246 GL durante 1@ minutos 2m toda a superficie e
posterior rFetirada dos tecidos sob condicoss assepticas de  forma
que nao ocorre-se 0 contato das superficies mais externas com as
inflorescencias.

Fata sequnda metodologia mostrou-se mais efeciente, desde

PN



~
que nao houvesse danos ou rachaduras nas espatas que permitissen

a entrada de microorganismos.

oiob 2. Cultura "in vitro®
Visando o desenvolvimento "in vitreo®, a obtencao de estrutu-
ras morfogenicas e a determinacao do sstadio de crescimento ideal
Foram inoculados explantes de inflorescencias em meio basico M5
modificado em concentracoes variaveis de 2,4~ D e 2iP, tendo sido
hlogqueados o desenvolvimento da inflorescencia e a localizacao do
explante em relacan ao raquis.Fakam emprregados 29 tratamentos di-

ferenciados quanto aos reguladores, em meio liguido & solido.

0s resuyltados iniciais demonstram uma maior eficiencia no

controle da oxidacao & no entunescimento dos tecidos nns meios

i

liguidos. éaApesar de repicagens periodicas dos explantes em meio
gsolido nao houve eficiencia no controle da oxidacao , ocorrendo a
necrose dos tecidos em 5@ dias.

Apos um periodo de 3 meses em meio liguido os sxplantes Foram
repicados para m2io solido contendo 69/1 de agar.Nestes foi " pos-
possivel ate o presente observar a formacao de callus na base do
corte dos explantes € na regiao basal das flores, onde sstes apre
sentam seu maior desenvolvimento « Com estes resultados sspera-se

com a alteracao dos meios obter a orientacan da morfogenese

G.1.7. Consideracoes

0 estabelecimento de um protocolo para o palmito 2 um pro-
cesso . extremamnente dinamico,onde diariamente sao acrescidos novos
conhecimentos . Pelos resultados obtidos demonstram-se dois fatos

que Jja foram discut idos para as palmaceas por diversos autores. 0

1%



desenvolvimento dos explantes ¢ extremamente lento e envolve uma
serie de fatores ainda pouco esclarecidos.

Apesar da dificuldade de se trabalhar com culturas  in
vitro 7 de palmaceas, miitos passos Jja foram dados o que e
comprovado pela obtencao de calius.

Considerando-se gue, segundo BLAKEC(I?83)a mor fogensse direta
em palmaceas e de dificil ocorrencia,e qgue as plantas regeneradas
destes callus apresentam estabilidade genetica, os resultados
obtidos sao altamente promissores. Estes demonstram gue uma ver
vencidas algomas etapas, € Com o apoio gque uma pesquisa  desta
naturera engloba, sera viavel a regensracao de plantas, objetivo

desta primgira etapa dos trabalhos envolvendo o palmiteiro.

6.2, MICROPROPAGATAD S0 ABACAXI

bu2ie Introducao

0 Abacaxi {Ananas comosus? e umad das  especies  frutiferas
cuja plantio no sstado, apesar do enorme potencial de mercado tem
vindo a decair, em funcao principalm@nté da  grande incidencia da
Fusar iose ou Gomose (Fusaridam moliniforme L.) nas regioss de
plantio , aue pela rapida disseminacao ¢ capacidade de permanen-
cia no solo provocouw o rapido declinio da abacaxicultura.BEste
fato aliado a inexistencia de mudas de sanidade comprovada tem
restringido esta cultura no estado.

A propagacag in vitro® permite gue se obtenham um grande nu-
mero de mudas de alta qualidade num curto sspaco de tenpo 2 el
a vantagem adicional de serem totalmente isentas de Fusarium.

0 protoclo basico para esta cultura foi  desenvolvido por

a8



ZEPEDA & SAGAWA (1981) que obtiveram um numero superior a 5.009
mudas um prazo de 12 nmeses.0 ONPFT ~EMBRAPS  desenvolveu a micro-
propagacao  em sedw laboratorio, embora a eficisncia na faxa  de
multiplicacan fosse relativamente baixa.

No nosso  laboratorio buscamos obter uma comnposican mais
adequada na formwlacao do meio de multiplicacao que permitisse na
imizar a obtencao de mudas para posteriores plantios comerciais.

A selecao pelo CNPF-EMBRAPA (Cruz das Almas ) de duas novas
cultivares, a Perolera’e a Primavera’  resistentes a Fusariose
levou a intensificacao do trabalho, buscando-se taxas de propaga-
can que permitissem testes de competicao , viabilizando a  intro-
ducao  destas no estado, adequando o protocolo obtido para a

culivar ‘Smooth Cavenne .

duid.2e BAvaliacao dos Meios de Multiplicacao

Utilizando-se 0 meio de Murashige & Skoog, foi realizado um
experinento fatorial com 20 repeticoes por tratamento, snvolvendo
o reguiadores de crescimento ANA e BﬁP.‘ A5 gemas laterais,
usadas como explante, foram extraidos de plantas adultas da culti-
var ‘Smooth  Cavenne’, sofrendo uma desinfestacan previa e poste-
rior isolamento nos meios de Crescimento.

Dos meios utilizados, demonstrod ser mais eficiente o meio
M8 com Smg/1 de BAP, gque proporcionog uma taxa 8 verRes superior a

obtida com o meio empregado pela EMBRAPA ¢ usado como testemunha,

Fete experimento permitin gue se desenvolvessem no Labora-
torio todas as tecnicas ¢ rotinas laboratoriais que permitem a

realizacao de novos estudos com as duas novas cultivares,trabalho

gue psta sendo desenvolvido atuaimente pelo aluno Daniel Uba.

Wt
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bH..3. MICROPROPAGACAD DO FIGO
.34 Intrpdunao

Tious  caricalr  wvem  sofrendo

-
i3

B ocuituwra da  Figueira

incremento de cuitivo em boa parte dos estados brasileiros e
consolida-se como uma boa opcao para a ampliacan & oferta  de
produtos frutiferas nos mercados interno & gxterno,bem como pode
propiciar um bom retorno ao produtor.
Um dos maiores problemas enfrentados pelos produtores & a  falta
de material de propagacao de boas caractsristicas genetica &  sa-
nitaria. Como a propagacao ¢ feita por estacas,mudas enraizadas e
rebentoss o Filhotes sao comuns problemas ﬂe dissiminacan de
nematoides (Meloidogune incognita ¢ Modera Ficis) i o virus g
algumas molestias, como o enfezamento dos ramos (PEREIRA,L981).

Por outro lado como a densidade de plantio & alta e 0% PoOma-
res  sao renpovados com intensidade maior gque oubtras Frutiferas e
necessario que se disponha de um grande numero de mudas para no-
vos plantios € reposicons.

Dos modelos morfogeneticos que ocorrem em tecidos oulbiva-
dos "in wvitro® a cultura de meristemas & a de wmaior viabilidade
para eetn especie, pois assegura  a uniformidade genetica da
planta a ser propagada, ao mesmo tempo que permite a limpeza clo-
nal ,eliminando virus = outfos organismos sistemicos € permite o-
bter com rapider um grande numsro de plantas.

fe  escassas referencias bibliograficas de micropropagacas,
levou A  que se busca-se desenvolver tecnicads para a  cultivar

‘Roxo de VYalinhos .



6.3.2. Estabelecimento do protocolo

Foram realizadas tres stapas basicas | Estabelecimento  da
cultura asseptica, nantendo-se =a viabilidade dos explantes,
multiplicacao & enraizamento das plantulas obtidas.

Foram realizados tres experinentos basicos em cada uma  das
etapas , envolvendo tratamentos diferenciados guanto A0S
reguladores de crescimento (&N& & BAP) num delineamesnto fatorial
completamente casualisado, com 20 repeticoes por tratamento.

Diferentes respostas morfogenet icas foram observadas como
resultado das variacoes gunato as fontes e niveis de reguladores
adicionadas a0 meio, bem como as condicoes de manutencao  das
culturas. Foram obtidos callus bem friaveis, cujo naior potencial
e encontra na exploracan da variabilidade induzida in wvitro
para programas de melhoramento.

0 meio M5 adicionado de img/s1 de BaP ;5 @,061 mgs/1 de ANA e
@,% mgsl de GAZ levou a formacaon de gemas multiplas, gue Fforam en-
raizadas no meio MS com reducao de macro & wmicronubrientes e
adicao de ¢,1 ma/1 de ANA.Estes resultados encontram-se descritos
com maior detalhe no trabalho publicado . (anexo .

/

6.4 GLOMPANHAMENTD DE QUTROS PROJETOS

Conjuntamente com a execucad dos trabalhos ja relaciondados,
tivemns a oportunidade de acompanhar o desenvolvimanto das
atividades referentes a Canela Sassafras ( Jcotea pratiosal & a
Jalapa (Mandevilla wvelutina),desde a fase de gelaboracan ate =&

execucan, que esta se desenvolvendo no presente.

AV



6.5, ORGANIZACAD DO LABORATORIO

A organizacao de um laboratorio desta natureza sxige algumas
pecularidades , Ja gue a coﬁtaminacao deve ser reduzida ao minimo
e deve ser funcional para as atividades desenvolvidas.

fs atividades desenvolvidas envolveram desde os aspectos de
organizacao dos equipamentos e vidrarias,procurando-se adequar en
funcao do espaco fisico existente e do coeficiente de uso destas,
ate a elaboracao de Fichas de controle de estoque, vidrarias
reguladores.

fi area existente foi dividida em 3 salas basicas ©  Sala

de limpeza € preparo de neios, Sala para transferencia =

2

armazenamento € %ala de crescimento.Nestas procurod-se adequar as

at ividades para que se obtivesse o madimo rendimento.

N
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7. CONCLUISEAD

Os objetivos que levaram a realizacao deste sstagio foram
altamente compensatorios,dado o aprendizado tecnico e cientifico
e permitiog 2 ao acompanhamento das metodologias gue s2nvolvem as
pesquisas nesta area.

Assim, por um lado o aluno e estimulado & uam maior  aprofun-
damento, tanto na area gue concerne, comd nos oubtros  aspectos
que  envolvem a vida academica, permitindo a integracao entre o
ensing teorico € pratico , atraves da valorizacao das atividades

de pesquisa .

I

participacan efetiva em projetos de pesquisa , onde a  ca-
cidade empreendedora ¢ estimuiada, permite que 0 aluno sEja um
membro atuante da pesquisa desenvolvida dentro da uaniversidade,

giue conheca  tanto o rigor cientifico como o valor social da

CienCia.
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? . ANEXDS

P.i. Estagios ¢ Treinamentos

Os estagios abaixo relacionados permitiram a assimilacan de
novas  tecnicas @ rotinas laboratoriais que puderam ser aplicados
¢ adaptados as condicoes de trabalbho do Laboratorio de Cuoltura de
Tecidos do CCA~UFSC. A possibhilidade de discutivr ¢  abordar os
aspectos  teoricos permitiu a troca de informacoes € levou a0
incremento do conhecimento, alem do acesso a novas bibliografias

auxiliando na complementacan das atividades desenvolvidas.,

Peivie Titulo: ESTAGIO DE CAPACITACAD EM CULTURA DE TECIDOS

a) Local | Laboratorio de Cultura de Tecidos

b)) Objetivos: Propiciar o dominio das tecnicas e
¢ rotinas laboratoriais

c)y  Instituicao Centro Nacional de Pesauisas de
Fruteiras de Clima Temperado CNPFT-EMBRAPA

d) Orientador @ Dr. Marcio de Assis

) Data ! Outubro a Novembro de 19895

) Duracao | 20 dias

P 8.2, Titulo (ESTAGID DE COMPLEMENTACAD EM CULTURA DE TECIDOS

a) Local | Laboratorio de Cultura de Tecidos

b)Y Qjetivos © Propiciar o dominio das Teonicas de Inde~
wacan @ bteste de Elisa  para avaliacao de plan-
tas propagadas "in vitro®

£y Instituicaoc Centro Nacional de Pesquisa  de

Fruteiras de Clima Tempesrado CNPFT-EMBRAPA

U
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d) Orientador | Dr. Peters

) Data | Fevereiro de 19846

) Duracan @ 29 dias.

.4.3.Titulo @ ESTAGIO DE CAPACITACAOD

a) Local © Laboratorio de Cultura de Tecidos

g

by Objetivos o Propiciar o dominio das  ftecnicas  de

Cultura de tecidos em monocotiledoneas (banana

4

e dende) e o contato com as  tecnicas de

isolamento e cultura de protoplasto.

o) Instituwicao 0 Centro Nacional de Recwrsos Geneticos
CENARGEN-EMBRAP .

d) Qrientador @ Dr. Frederic Bakry- Consultor

@) Data @ Julho de 1986

Y Duracao @ 2¢ dias.

.4.4.Titulo @ ESTAGIO DE CAPACITACAD

a) Local ¢ Laboratorio de Citogenstica

h) Objetivos: Propiciar o contato com a cultuwra de an-
teras de trigo , permitir o treinamento nas

tecnicas de contagem cromossomica @ avaliacao

da estabilidade meiotica.

) Instituwicao © Centro Nacional de Pesquissa de Trigo

UNPT-EMBRAPA
d) Orientador @ Dr Maria Irene Moraes Fernandes
@) Data @ Janciro de 1987

) Duracas 45 dias

N
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.2 0ursos, Congressos € Simposios de Relevancia com as

At ividades do Presente Relatorio

ar Titulo - IT  CONGRESSO BRASILEIRD DE  INICIACAD
CIENTIFICA EM CIENCIAS AGRARIAS
by Local @ Florianopolis 8.0.

c) Data ¢ 19 4 15 de Setembro de {983

) Titulo @ VII CONGRESSO BRASILEIRD DE FRUTICULTURA
b)) Local © Florianopolis 8.0.

¢) Data © 25 A 29 de Julho de 1983

ay Titulo © SIMPOSIO IMPACTD DA BIOTECNUOLOGIA NaA
AGROPECUARTA
hy Local Pelotas R.5.

) PData @ 29 a 31 de Outubro de 19895

a) Titulo @ CURSD AUTOMACAD EM SINTESE E SEQUENCIAMENTO
DE BIOMOLECULAS

b} Local ¢ Curitiba PR.

o) Data 46 a 17 de Junho de 1984

d) Duracao | 16 hs

A7) Titulo © XIX CONGRESST BRASILEIRD DE FITOPATOLOGIA
SIMPOSTIO LATINO-AMERICANG DE VIROLOGIA
h) Local © Brasilia D.F.

o) Data!l 13 a 18 de Julho de 1986
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d)

Titulo @ SIMPDSIO SOBRE O US0 DE BIOTECNOLOGIA EM

FRUTICULTURA
Local: Campinas 8.P.
PData 0 2 a 3 de Outubro de 1984

Puracan | 1é hs

Tituwlo @ U SERIAGRT BIOTECNOLDGIA FLORESTAL-
PERSPECTIVAS F aPLICACOES
Local @ Piracicaba 8.P.

ata ¢ 2% a 39 de Qutubro de 17984,

Titulo @ XXEVITI CONGRESS0 NaCIONAL D& SOCIEDADE

BOTANICA DO BRASIL
Local! Sao Paulo S.P.

Data @ 285 a 31 de Jansiro de 1987

Titulo © CURSD CULTURA DE TECIDOS
Local | Sao Pauwlo 5.7.
Pata @ 259 a 31 de Janeiro de 1987

Duracan @ 9 hs

Titulo @ EFICIENCTA BIOLOGICA PARAG A PRODUCAD VEGETAL

Local @ Piracicaba 8.P.

Pata | 26 a 28 de Agosto de 1987

Titwlo @ I SIMPOSIO BRASILEIRD DE  CULTURA

TECIDOS VEGETAIS
Local: Brasilia D.F.

Data: % a 8 de Quitubro de 1987
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9.3, Adpresentacaon de trabalhos em congressos

?.3.4 a) Titulo DETERMINACAD DA TAXA  DE

MULTIPLITACAD
IN VITRO B0 ABACAXTI (Ananss ConosLs)
CULTIVAR SMOOTH CAYENNE =M DIFERENTES

CONCENTRACOES DE ANA E BaP.
h) Autores COSTA,R.MeF o elocdn i GUERRA , M.P.
¢y Entidade & Congresso Frasileiro de Iniciacso

Cientitica em Ciencias AYrarias

R
-

Data @1 2 9 de Setembro de 1986
2) Local Lages 5.0,

9.3.2.00Titulo: PROPAGACAD VEGETATIVA DO FIGO(™ cus car i)
CULTIVAR  ROXO  DE VALINHOS PELA CULTURA  DE
MERISTEMAS

by Autores | COSTA, R.M.B.F.L.da; GUERRA ,M.P

3 n

¢ Entidade & Congresso Brasileiro de Iniciacan
Cientifica em Ciencias Agrarias
d) Data @ 91 a 8 de Setembro de 1984

) Local ages S.0.

9.3.38.a) Tituwlo MICROPROPAGACAD DO PALMITEIRO(Zule-oe

R
b)) Autores GUERRA,M.P.iCO08TA, R.MJB.FLodaSILVA, AP .da

¢ Entidade i

fncontro Brasileiro de Pesquisadores em
Paimito

d) Data ¢ 24 a 28 de Maio de 1787

e) Local Curitiba PR.



