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APRESENTAÇÃO

Quando utilizamos o termo Biotecnologia estamos mencionando um conceito 
na verdade muito antigo, porém estremamente atual e futurista. A muito tempo 
a humanidade se utiliza dos processos biotecnológicos para a obtenção de novos 
produtos, todavia o avanço da tecnologia em todos os seus aspectos tem oferecido 
estratégias e ferramentas altamente eficientes para maximizar a obtenção desses 
produtos essenciais para a subsistência do homem.

A revolução tecnológica contribuiu grandemente com a evolução no campo da 
pesquisa básica e aplicada e as descobertas propciadas por tecnologias mais apuradas 
possibilitaram um entendimento mais profundo dos mecanimos moleculares gerando 
cada vez mais novas perspectivas. 

Tudo isso culminou em investimentos públicos e privados, favorecendo o 
desenvolvimento principalmente de regiões onde a tecnologia é priorizada. Todavia 
outras regiões também tem crescido e avançado à medida que investem esforços 
em patentes, aplicações comerciais e prestação de serviços especializados. Assim, 
destacamos a importancia desta literatura aqui publicada, haja vista a diversidade de 
capítulos que abordam temas e conceitos atuais das nanociências aplicadas.

São diversas as possibilidades de aplicações biotecnológicas em diversos 
campos, neste livro tentaremos otimizar os conceitos biotecnológicos e das 
nanociências abordando potencialidades de aplicação da biotecnologia no campo 
da saúde, nutrição, farmacologia, toxicologia e biologia molecular que têm atraído o 
interesse de pesquisadores, da indústria, investidores privados e empreendedores e 
muitos outros visionários.

Nosso profundo desejo é que esta obra seja o “ponta-pé” inicial para que 
outros livros nessa mesma perspectiva possam ser elaborados pela comunidade 
científica do nosso país. Parabenizamos cada autor pela teoria bem fundamentada 
aliada à resultados promissores, e principalmente à Atena Editora por permitir que 
o conhecimento seja difundido e disponibilizado para que acadêmicos e docentes 
tenham em mãos material fundamentado nessa área tão promissora. 

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: O pequizeiro (Caryocar brasiliense) 
apresenta sementes com baixa taxa de 
germinação, assim as técnicas de cultivo 
in vitro são importantes para a produção e 
micropropagação de mudas. O objetivo deste 
trabalho foi avaliar o comportamento de explantes 
foliares juvenis de pequizeiro na regeneração 
in vitro. Foram realizados cinco ensaios com 
diferentes concentrações e combinações entre 
auxinas (ácido-2,4-diclorofenoxiacético, ácido 
indol-3-butírico e ácido naftaleno acético) e 
citocininas (benzilaminopurina e cinetina). Os 
experimentos foram instalados no delineamento 
inteiramente casualizado, sendo que cada 
tratamento foi composto por três repetições e 
cada repetição por um frasco de cultivo contendo 
10 explantes. Ao final dos 60 dias foram avaliados 
a porcentagem de enraizamento e formação de 
calos. Os dados foram submetidos a análise de 
variância e as médias comparadas pelo teste 
Tukey (p ≤ 0,05). Observou-se a formação de 
calos nos explantes foliares a partir do 25º dia 
estabelecimento. A utilização de 2,0 mg L-1 de 
cinetina em combinação com 2,0 mg L-1 de 
ácido 2,4-diclorofenoxiacético levou a 7,34% 
de calos induzidos. Para a indução de raízes, a 
utilização de 4,0 mg L-1 de ácido indol-3-butírico 
isolado ou em combinação com 1,0 mg L-1 ou 
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2,0 mg L-1 de cinetina permitiu a formação de maior número de raízes por explante 
inoculado. Mais estudos são necessários para verificar a competência e totipotência 
celular para a regeneração in vitro de explantes foliares de pequizeiro.
PALAVRAS-CHAVE: Calogênese, Rizogênese, reguladores de crescimento, 

ABSTRACT: The pequi tree (Caryocar brasiliense) have seeds with low germination rate, 
so in vitro cultivation techniques are important for the production and micropropagation 
of seedlings. The aim of this work was to evaluate the behavior of young leaf explants 
of pequi tree in the regeneration in vitro. Five assays with different concentrations and 
combinations between auxins (2,4-dichlorophenoxyacetic acid, indole-3-butyric acid 
and naphthalene acetic acid) and cytokinins (benzylaminopurine and kinetin) were 
carried out. The experiments were installed in the completely randomized design, with 
each treatment consisting of three replicates and each replicate by petri dish containing 
10 explants. At the end of the 60 days the percentage of rooting and callus formation 
were evaluated. The data were submitted to analysis of variance and the means were 
compared by the Tukey test (p ≤ 0.05). Callus formation was observed in leaf explants 
after 25th day establishment. The use of 2.0 mg L-1 of kinetin in combination with 2.0 
mg L-1 of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, yielding on average 7.34% of callus. For the 
induction of roots, the use of 4.0 mg L-1 of indole-3-butyric acid alone or in combination 
with 1.0 mg L-1 or 2.0 mg L-1 of kinetin allowed the formation of more roots per inoculated 
explant. More studies are needed to verify cell competence and totipotency for in vitro 
regeneration of leaf explants.
KEYWORDS: Calogenesis, Rizogenesis, growth regulators

1 | 	INTRODUÇÃO

O pequizeiro (Caryocar brasiliense) é considerada uma espécie de base 
econômica extrativista, que alimenta diversas famílias e serve como alternativa de 
renda, principalmente, para o meio rural (SANTOS et al., 2013). O pequizeiro oferece 
diversas aplicabilidades desde fonte de alimentação, matriz energética, prospecção 
de moléculas com efeitos farmacológicos, reflorestamento, madeireiro entre outros 
usos. Os frutos e folhas são muito utilizados tanto para fins de alimentação quanto 
terapêuticos (VIEIRA; MARTINS, 2000). Na culinária, a polpa do fruto é empregada em 
diversas preparações, tais como arroz com pequi, frango com pequi, farofas, paçocas, 
licores, entre outras (CARRAZA; ÁVILA, 2010).

A expansão das fronteiras agrícolas e a exploração intensiva do cerrado para 
produção de carvão vegetal nativo, pastagens e urbanização têm posto em risco a 
preservação e a variabilidade do pequizeiro (JÚNIOR et al., 2004). O extrativismo 
intensivo pode gerar perdas de material genético e genes de interesse agronômico 
e farmacológico, em razão da coleta, consumo e/ou comercialização dos pequis de 
maior qualidade, oriundos de genótipos superiores, o que impede a reprodução natural 
a partir das sementes destes frutos (SANTOS et al., 2006).
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Outro fator importante para a reprodução natural do pequizeiro é a dormência 
de suas sementes. A germinação das sementes do pequizeiro é lenta, com índices 
de germinação em torno de 30% - 85% (HERINGER, 1970; MIRANDA, 1986; MELO, 
1987; MIRANDA et al., 1988; ARAÚJO, 1994; SÁ et al., 1994) em até um ano da 
semeadura (HERINGER, 1970; SÁ et al., 1994), sendo que essa grande variação 
se deve ao método de quebra de dormência empregado (PREIRA et al., 2000). A 
dormência pode ser ocasionada pelo endocarpo rígido, servindo como impedimento 
mecânico para o desenvolvimento do embrião (DOMBROSKI, 1998; OLIVEIRA, 2002) 
e pela dormência do próprio embrião (DOMBROSKI, 1998). 

Foram desenvolvidas pesquisas de cultivo in vitro desta espécie (SANTOS et al., 
2006; SANTOS et al., 2011; DAMASCENA et al., 2014; BRANDÃO et al., 2014) para 
otimizar e estabelecer técnicas de cultivo de baixo custo e grande taxa de sucesso. 
Os primeiros trabalhos relacionados ao cultivo in vitro do pequizeiro foram realizados 
por Cardoso (1991) na germinação de sementes in vitro. Mais tarde, Dombroski (1997) 
realizou estudos sobre a oxidação de segmentos nodais e a indução de calogênese a 
partir de explantes juvenis obtidos de mudas produzidas ex vitro. 

Em estudos de regeneração in vitro, de explantes caulinares de pequizeiro, 
Damascena et al. (2014) avaliaram a influência do Ácido Naftalenoacético (ANA) e 
do 6-Benzilaminopurina (BAP) na indução de brotações em pequizeiro. Estes autores 
obtiveram resultados promissores na obtenção de brotos utilizando 0,5 mg L-1 de BAP 
e 3,0 mg L-1 de BAP (média de 7,15 brotações por explante). Pesquisa desenvolvida 
por Brandão et al. (2014) visando o alongamento de explantes de pequizeiro in vitro, 
mostrou que o desenvolvimento foi possível devido utilização de carvão ativado no 
meio de cultura. 

Há a necessidade de estabelecer técnicas de cultivo e micropropagação in vitro 
de forma a garantir o fornecimento de mudas, pois a produção de mudas do pequizeiro 
ocorre apenas através do uso de sementes. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho é 
avaliar as condições de estabelecimento in vitro por meio da indução de calos e raízes 
em explantes foliares de pequizeiro para subsidiar estratégias de micropropagação da 
espécie.

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

As folhas dos pequizeiros cultivados em casa de vegetação foram cortadas em 
fragmentos de 0,5 cm2 e estabelecidas em frascos de cultivo. Os explantes foliares 
foram previamente desinfetados com hipoclorito de sódio 7,5% por 15 minutos antes 
da inoculação no meio de cultura. Cada frasco de cultivo foi composto por 20 mL do 
meio de cultura WPM  (LLOYD G; MCCOWN B, 1980) acrescido de 30,0 g L-1  de 
sacarose e 6,5 g L-1  de ágar e 800,0 mg L-1 de polivinilpirrolidona (PVP) suplementados 
com diferentes concentrações de reguladores de crescimento (Tabela 1). Foram 
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conduzidos 5 experimentos com combinações de diferentes auxinas e citocininas. O 
pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem que ocorreu a 121 
°C e 1,1 atm de pressão por 20 min. Os explantes foram mantidos em sala de cultivo 
por 60 dias sob temperatura de 27 ºC ± 2 ºC e intensidade luminosa de 35 µmol m-2 
s-1, fornecida por lâmpadas fluorescentes brancas frias, com fotoperíodo de 16 horas 
de luz e 8 horas de escuro.

Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 Exp. 5
[2,4-D] 
mg L-1

[KIN] 
mg L-1

[2,4-D]
mg L-1 

[BAP]
mg L-1

[AIB]
mg L-1 

[KIN]
mg L-1

[BAP]
mg L-1

[AIB]
mg L-1

[BAP]
mg L-1  

[ANA]
mg L-1

0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,0 1,0 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0 0,5 0,0 0,5
0,0 2,0 0,0 2,0 0,0 2,0 0,0 0,75 0,0 0,75
0,0 4,0 0,0 4,0 0,0 4,0 0,0 1,0 0,0 1,0
1,0 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0 0,5 0,0 0,5 0,0
1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,5 0,5 0,5 0,5
1,0 2,0 1,0 2,0 1,0 2,0 0,5 0,75 0,5 0,75
1,0 4,0 1,0 4,0 1,0 4,0 0,5 1,0 0,5 1,0
2,0 0,0 2,0 0,0 2,0 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0
2,0 1,0 2,0 1,0 2,0 1,0 1,0 0,5 1,0 0,5
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 1,0 0,75 1,0 0,75
2,0 4,0 2,0 4,0 2,0 4,0 1,0 1,0 1,0 1,0
4,0 0,0 4,0 0,0 4,0 0,0 2,0 0,0 2,0 0,0
4,0 1,0 4,0 1,0 4,0 1,0 2,0 0,5 2,0 0,5
4,0 2,0 4,0 2,0 4,0 2,0 2,0 0,75 2,0 0,75
4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 2,0 1,0 2,0 1,0

3,0 0,0 3,0 0,0
3,0 0,5 3,0 0,5
3,0 0,75 3,0 0,75
3,0 1,0 3,0 1,0

Tabela 1 – Combinações e concentrações de reguladores de crescimento utilizados na 
instalação dos 5 experimentos (Exp.) de regeneração in vitro de explantes foliares de pequizeiro

Auxinas: 2,4-D - ácido 2,4 diclorofenoxiacético, AIB – ácido indol-3-butírico, ANA – ácido alfa-naftaleno acético. 
Citocininas: BAP – benzilaminopurina, KIN – cinetina

Os experimentos foram instalados no delineamento inteiramente casualizado, 
variando entre 16 ou 20 tratamentos dependendo da condição e disponibilidade de 
material biológico para a condução do ensaio. Cada tratamento foi composto por três 
repetições e cada repetição por um frasco de cultivo contendo 10 explantes. 

Ao final dos 60 dias foram avaliados o número de brotações, número de raízes, 
comprimento das raízes, pela medida com régua milimetrada e formação de calos por 
explante (ausência ou presença). Os dados foram submetidos à análise de variância 
e as médias comparadas pelo teste Tukey (p ≤ 0,05). Quando necessário os dados 
foram transformados para .
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3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os reguladores de crescimento exógenos como as auxinas e as citocininas 
adicionados ao meio de cultura influenciam o metabolismo vegetal e promovem a 
indução de diferentes rotas metabólicas. A diferenciação do material vegetal in 
vitro culmina no desenvolvimento de raízes, brotos, embriões somáticos e calos, 
dependendo do estímulo apropriado.

Os experimentos 2, 4 e 5 (Tabela 1) não foram capazes de induzir raízes, calos 
ou brotos nos explantes foliares de pequizeiro, nas condições testadas. Nestes três 
experimentos ocorreu a morte do explante e ao final de 60 dias foi possível observar 
muitos explantes enrugados, entretanto, este enrugamento não se deve às alterações 
influenciadas pelos reguladores de crescimento, uma vez que foram encontrados 
explantes enrugados em todos os tratamentos testemunhas (sem adição de reguladores 
de crescimento).

Foi observada a capacidade de regeneração dos explantes foliares de pequizeiro 
em formar calos, nas condições do experimento 1 (Figura 1). 

Figura 1 – Calos obtidos a partir de explantes foliares de pequizeiros submetidos a diferentes 
reguladores de crescimento em meio de cultura WPM. A-B: Calos embriogênicos, C: Calo 
oxidado com pequenas porções embiogênicas, D-H: Calos oxidados, I: Calo fotossintético. 

Fonte: Do autor

A mesma fonte de explante pode apresentar comportamentos diferentes, 
mesmo quando submetida às condições idênticas. Conforme observado por Landa 
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et al. (2000), os explantes podem apresentar comportamentos como enrugamento da 
folha, calos compactos e coloração variando entre o branco, marrom e acinzentado. 
Estes resultados indicam a ação dos diferentes reguladores de crescimento sobre o 
metabolismo dos explantes de pequizeiros cultivados in vitro, mostrando que o tecido 
apresenta competência celular. 

Observou-se a formação de calos em explantes foliares de pequizeiro a partir do 
25º dia estabelecimento in vitro no meio de cultivo, em fotoperíodo de 16 horas de luz 
e 8 horas de escuro. Landa et al. (2000) demostraram a competência dos explantes 
foliares na formação de calos, aos 20 dias de cultivo, em meio WPM (LLOYD G; 
MCCOWN B, 1980) suplementado com 3% de sacarose e 0,65% de ágar e combinação 
de reguladores de crescimento de ANA (2,0 mg.L-1) e BAP (0,5 mg.L-1  ou 1,0 mg.L-1). 

Novos órgãos vegetais, como raízes e brotos, podem ser induzidos em tecidos 
nos quais antes não ocorriam, sendo este processo chamado de morfogênese ou 
organogênese. Foi verificada a regeneração apenas de raízes nos explantes foliares 
de pequizeiro (Figura 2). 

Figura 2 – Organogênese de explantes foliares de pequizeiro submetidos as diferentes 
concentrações de AIB e KIN para a regeneração de raízes. KIN: Cinetina, AIB: Ácido-3-Indol 

butírico. Fonte: Do autor

Nos experimentos para a regeneração in vitro de explantes foliares de pequizeiro 
não foi verificada a presença de raízes e/ou brotações nos calos produzidos. As raízes 
foram induzidas diretamente no explante foliar, sem antes passar pela fase de calo, 
ou seja, o processo de rizogênese ocorreu de forma direta (Figura 2), e não houve 
brotações em nenhum dos tratamentos. A tabela 2 mostra a existência de interação 
significativa (Teste F, p< 0,01) para os reguladores de crescimento 2,4-D e KIN na 
indução de calos, e para AIB e KIN na indução de raízes, bem como para os fatores 
isoladamente.
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Calos - 2,4-D x KIN 
Fatores de variação GL QM
2,4-D 3 80,19**
KIN 3 85,65**
2,4-D*KIN 7 65,66**
Resíduo 222 8,04
CV = 136,7%
---------------------------------------------------------------------------------------------------------
Raízes – AIB x KIN
Fatores de variação GL QM
AIB 3 4,28*
KIN 3 12,53**
AIB*KIN 4 7,78**
Resíduo 98 1,17
CV = 86,84%

Tabela 2 – Resumo da análise de variância para indução de calos e raízes em explantes 
foliares de pequizeiro produtores de frutos sem espinhos no endocarpo, submetidos a 

diferentes tratamentos com reguladores de crescimento. 
2,4-D: Ácido 2,4-Diclorofenoxiacético, KIN: Cinetina, CV: Coeficiente de variação, * e **: significativo a 5% e 1% 

de probabilidade, pelo teste de F

Uma vez que houve interação entre os reguladores de crescimento, constatou-se 
a combinação que promoveu a maior porcentagem de calos foi com a utilização de 2,0 
mg L-1 de KIN  em combinação com 2,0 mg L-1 de 2,4-D, com obtenção de, em média, 
7,34% de calos induzidos, seguido de 2,0 mg L-1 de KIN  em combinação com 1,0 mg 
L-1 de 2,4-D, com 4,62% de calos (Tabela 3). 

Calos
---------------------------------------2,4-D mg L-1-----------------------------------------------

KIN mg L-1 0 1 2 4
0 1,00Aa 1,00aA 1,00cA 1,00aA
1 1,00Ba 2,81aAB 1,00bA 2,81aAB
2 1,00Ba 4,62aB 7,34aA 1,00aB
4 1,00Aa 2,81aA 2,81cA 1,00aA

Raízes
---------------------------------------AIB mg L-1--------------------------------------------

KIN mg L-1 0 1 2 4
0 1,00aA 1,00aC 1,00bA 1,38cA
1 1,00aC 1,00aC 1,69aB 2,13bA
2 1,00aB 1,00aB 1,00bB 2,74cA
4 1,00aA 1,00aA 1,00bA 1,00cA

Tabela 3 – Porcentagem de indução de calos e média de raízes por tratamento, induzidos em 
explantes foliares de pequizeiro

2,4-D: Ácido 2,4-Diclorofenoxiacético, KIN: Cinetina. Médias seguidas pelas mesmas letras 
maiúsculas na horizontal e minúsculas na vertical não diferem estatisticamente entre si.
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Para a indução de raízes, a utilização de 4,0 mg L-1 de AIB  isolado ou em 
combinação com 1,0 mg L-1 de KIN ou 2,0 mg L-1 de KIN permitiu a formação de maior 
número de raízes por explante inoculado (Tabela 3). Pela análise da Tabela 3, pode-se 
verificar que há dificuldade em se obter um protocolo eficaz e com alto rendimento de 
diferenciação e regeneração celular, mesmo com a utilização diferentes reguladores 
de crescimento e em diferentes combinações de doses de auxinas e citocininas. A 
indução de raízes adventícias tem ocorrido, na maioria das vezes, de forma empírica, 
a partir da adição de auxinas no meio de cultura, levando a uma alteração na relação 
auxina/citocinina endógena dos tecidos (LEMOS, 2010).

 Santos et al. (2006) obtiveram altos níveis de raízes mediante a utilização de 
3 mg L-1 de AIB, o qual proporcionou a indução de raízes em 100% dos explantes, 
gerando um número médio de 12,87 raízes por brotação. Para estes autores, as raízes 
desenvolvidas no meio de cultivo contendo carvão ativado foram maiores (33,16 mm), 
com maior número de raízes secundárias (média de 19,53).

Apesar da dificuldade para obtenção de plântulas in vitro de pequizeiro, pesquisas 
mostram que é possível estabelecer o cultivo in vitro da espécie. Damascena 
et al. (2014)”title” : “Influ\u00eancia do \u00c1cido Naftalenoac\u00e9tico (ANA 
demonstraram a eficiência da indução de brotações em segmentos nodais, obtidos 
in vitro a partir de sementes de C. brasiliense. Estes autores obtiveram indução de 
brotações de pequizeiro com a utilização de 0,05 mg L-1 de ANA + 0,5 mg L-1  de BAP 
(com média de 4,79 brotações por explante) e 0,05 mg L-1 de ANA + 3,0 mg L-1 de BAP 
(com média de 6,59 brotações por explante) em meio de cultivo WPM acrescido de 30 
mg L-1 de sacarose, 7,0 mg L-1 de ágar e antioxidantes (800 mg L-1 de ácido ascórbico, 
400 mg L-1 de PVP). 

Avaliando a capacidade de formação de brotos e raízes em segmentos nodais, 
Santos et al. (2006) utilizaram diferentes combinações de BAP e ANA em meio de 
cultura WPM contendo 800 mg L-1 de PVP, 30 mg L-1 de sacarose, 7 mg L-1 de ágar e 
carvão ativado (0 g L-1  e 4 g L-1). De acordo com estes autores melhores brotações 
foram obtidas com 0,05 mg L-1 de ANA combinada 0,75 mg L-1 de BAP (média de 6 
brotações por explante), induzindo maior número de gemas por explante (17,4), o que 
proporcionou a maior taxa de multiplicação (8,7). 

Conforme verificado nos explantes foliares de pequizeiro no presente estudo, 
mesmo realizando ensaios em que o objetivo era a indução de brotações, esta rota 
não foi observada. Isto pode ser explicado pela competência celular. As células 
competentes possuem a habilidade de se dividir e seguir em direção de um novo 
caminho de desenvolvimento. Entretanto, esse caminho pode ser limitado, pois as 
células competentes para formar brotos nem sempre são competentes para formar 
raízes, e vice-versa (LEMOS, 2010).

A utilização de calos para a multiplicação de espécies é uma alternativa promissora, 
uma vez que, de uma única massa celular com crescimento desorganizado, pode-se 
formar um grande número de plantas através da micropropagação. Para o pequizeiro, 
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esta forma de reprodução se torna importante do ponto de vista comercial, pois pode 
resultar em plantas uniformes quanto às características de crescimento, floração, 
frutificação, sendo estas características desejadas do ponto de vista agronômico.

CONCLUSÃO

De acordo com os resultados obtidos e nas condições testadas, explantes foliares 
de pequizeiro apresentam competência e totipotência celular para a regeneração 
in vitro em calos e raízes, mostrando-se promissores para serem empregados em 
processos de micropropagação. Estudos devem ser aprofundados para viabilizar está 
técnica biotecnológica de produção de mudas in vitro.
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