PROPAGACAO VEGETATIVA DO COQUEIRO
ATRAVES DA CULTURA DE TECIDOS'

EDMAR RAMOS DE SIQUEIRAZ e MARIO TAKAO INOUE?

RESUMO - Objetivou-se desenvolver método para a propagacfio vegetativa do coqueiro por
meio da cultura de tecidos. Foram utilizadas as folhas de plantas jovens e adultas € a inflo-
rescéncia, como fontes de explantes. Para a indugho de calo, foram testadas, ainda, concen-
traghes de 6-benzilamindpurina (BAP) e 2-isopentenil adenina (2ip), separadamente € em con-
junto, além do 4cido (2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Na indugfio de brotages, foram uliliza-
das dosagens progressivas de BAP. A concentragfio de 1,1 x 10* M de 2,4-D em meio sélido,
com uma passagem inicial de uma semana em meio liquido (2,3 x 10-* M), induziu infcio de for-
magdo de cato, no maior nimero de explantes de tecido de folha da planta adulta. Para a inflo-
rescéncia, os melhores resultados foram obtidos com as concentragoes entre 1,1x 10* Me 1,7x

10-' M. Verificou-se a completa formagfio de calo e diferenciagfio da parte aérea em explantes
de inflorescéncias.

Termos para indexagio: Cocos nucifera, folha de plantas jovens, folha de plantas adultas, inflo-
rescéncia, propagacio clonal, calo.

VEGETATIVE PROPAGATION OF COCONUT PALM
THROUGH IN VITRO CULTURE TECHNIQUE

ABSTRACT - The purpose of this study was to develop a method for vegetative propagation of
coconut palm through tissue culture. Young and adult plant leaves and inflorescence were used
as explant sources., For the callus induction different concentrations of 6-benzilaminopurine
(BAP), 2-isopentyl adenine (2ip) and 2.4-dichlorophenoxyacetic acid (2.4-D) were used. For the
shoot induction progressive dosages of BAP were used. Callus was induced on most of the leaf
tissues of adult plant by culturing on solid medium (1.1 x 10* M 2.4-D), following one week of
culture in liquid medium (2.3 x 10 M 2.4-D). For inflorescence the best results were obtained
with concentrations between 1.1 x 10 and 1.7 x 10 M in solid medium. Complete callus
formation and shoot differentiation was observed on inflorescence explants.

Index terms: Cocos nwcifera, young plant leaves, adult plant leaves, inflorescence, clonal
propagation, tissue culiure, callus.

INTRODUCAO

Devido as suas caracteristicas morfoldgicas,
0 coqueiroe nio tem sido propagado vegetativa-
mente, apesar de as ramificagdes ocorrerem, de
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forma natural e esporadicamente, pela trans-
formagao de inflorescéncias, ramos florais e
mesmo flores, em brotagbes vegetativas (Davis
1962 ¢ 1969). Apcsar de tentativas bem sucedi-
das no enraizamento desses lancamentos
(Sudarisp et al. 1978), o problema de reversao
do meristema floral para o vegelativo permane-
ce sem solugio. Apesar de o alporque se reali-
zar com éxito e proporcionar o rejuvenescimen-
to de coqueiros particularmente valiosos, ela
ndo leva A sua multiplicagio (Pannetier &
Buffard-Morel 1986). O desenvolvimento de di-
versos lancamentos foi obtido pela divisdo do

Pesq. agropec. bras., Brasflia, 27(4):639-646, abr. 1992



ponto de crescimento de mudas jovens (Davis
1969); contudo, o resultado desses experimen-
tos nao pode ser usado para a propagagio de
plantas superiores.

A propagagdo vegetativa do coqueiro por
meio da cultura de tecidos poderd permitir sig-
nificantes aumentos de produtividade pela pro-
pagagao de individuos de alta produgio. Da
mesma forma, € 0bvio o interesse de propagar
individuos resistentes a certas doengas ou dota-
dos de uma particular capacidade de adaptacio
a condigdes adversas de ambiente (Pannetier &
Buffard-Morel 1986).

A abordagem principal que vem sendo utili-
zada, na tentativa de propagagio vegetativa do
coqueiro, € a que envolve a produgdo de calos,
tentando a neoformacgdo de gemas ou embrides
somaticos de fragmentos de caules, folhas, rai-
zes ¢ inflorescéncias (Pannetier & Buffard-
-Morel 1986).

As primeiras pesquisas sobre a formagio de
calos foram realizadas principalmente para de-
terminar as condi¢des de cultura que requeriam
os explantes para sobreviver e crescer. Proble-
mas de oxida¢do foram relatados nas primeiras
culturas in virro; contudo, as publicagbes dis-
poniveis davam poucos detalhes acerca de sua
intensidade, localizagdo nos tecidos, emergéncia
e conseqiiéncias (Pannetier & Buffard-Morel
1985). A gravidade do processo de oxidagio &
tdo grande, que sem uma boa técnica antioxi-
dante fica impossivel a cultura desses tecidos. E
interessante ressaitar a inexisténcia, na literatu-
ra, de qualquer registro de um método eficiente
para se evitar o processo de oxidagdo. E eviden-
te que este problema deve ter side contornado,
pois sdo registradas fases mais avangadas de
pesquisas nesia drea. O grande interesse comer-
cial envolvido e a preocupagdo de obter paten-
tes nos avangos tecnoldgicos pode ser uma ex-
plicagao para o fato, Siqueira (1988) verificou
que o isolamento inicial em meio liquido, por
uma semana, ¢ altamente eficiente no controle
de oxidagdo, por proporcionar elevadas taxas de
obtengao de explantes sadios.

Eeuwens (1978) estudou a influéncia do
meio mineral em explantes provenientes de ra-
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mos florais, estirpe ¢ fragmentos da base das fo-
lhas. Apesar do pouco tempo em cultura (seis
semanas), 0 autor constatow a influéncia fa-
vordvel de uma solugdo mineral especialmente
desenvolvida (macro € micronutrientes) no au-
mento de peso fresco dos tecidos, quando com-
parada aos meios de Murashige & Skoog (1962)
(MS), Heller (1953) ¢ White (1943). Esse meio,
denominado de Y3, continha o nitrogénio em
ambas as formas, amdnia e nitrato, com altos
niveis de pot4ssio e iodo.

Em outra pesquisa, © mesmo autor verificou
a influéncia da nutri¢do orgénica ¢ dos regula-
dores de crescimento nos explantes de tecido de
inflorescéncia. Ficou evidenciada a influéncia
das diferentes fontes de nitrogénio orgénico
(amino4cidos e casefna hidrolisada), carboidra-
tos, auxinas, citocininas e giberelinas. Os resul-
tados mostraram que os reguladores de cresci-
mento, tais como os Acidos 2,4-diclorofeno-
xiacético (2,4-D) e naftaleno acético (NAA), es-
timularam o crescimento dos tecidos apenas em
baixas concentragdes (107 M), ¢ que sua pre-
senga no meio de cultura foi inibitoria e causou
a morte dos tecidos em comncentragbes de
10 M. Entre as citocininas usadas na concen-
tragio de 10+ M, a 6-benzilaminopurina (BAP)
¢ a zealina encontram-se entre as mais eficien-
tes (Eeuwens 1978). Além do crescimento dos
explantes, diferentes tipos de proliferagdes fo-
ram obtidos. Divisdes celulares, que levaram 2
formagao de calo na superficie, ocorreram na
parte superior de explantes de caule, folhas e
inflorescéncia (Eeuwens 1976). Contudo, 0 in-
cremento no peso fresco dos explantes resultou
principalmente do crescimento do tecido origi-
nal (Eeuwens 1978).

Calos obtidos de explantes dc tecido do me-
ristema apical (Apavatjrut & Blake 1977) e da
rdquis (Eeuwens 1976 e 1978) nao puderam ser
subculturados, devido ao problema de oxidacao.
Subculturas de calo s6 foram possiveis quando
carvao ativado (0,25%) € uma alta concentragio
de 2,4-D (10 M a 10 M) foram adicionados ao
meio (Blake 1983).

Branton & Blake (1983), utilizando explan-
tes de inflorescéncias jovens, obtiveram a ini-
ciagdo de caloides (calos originados pela- ex-
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pansic do meristema floral) num meio com
2.4-D a 10 M. Esses caldides eram nodulares, e
observagdes mostraram pequenas células com
densas estruturas citoplasmaticas, com muito
pouca diferenciagdo. Redugdo na concentragdo
de 2,4-D, para cerca de 10® M, por diversas sub-
culturas, resultou na produgio de caldides com
estruturas de cor branca semelhante a embrioi-
des. Em muitos casos, essas estruturas desen-
volviam-se em brotagdes anormais ou estrutu-
ras parecidas com folhas, freqientemente com
um bom namero de raizes primdrias. Contudo,
duas plintulas normais foram obtidas.

Passos importantes € decisivos, registrados
na literatura, para o avango na cultura de teci-
dos de coqueiro foram o ajuste dos componen-
tes do meio de cultura (Eeuwens 1976 ¢ 1978),
a determinagio da necessidade de altas concen-
tragoes de 2,4-D para que houvesse formagio
de calos, e, em seguida, a utilizagio de carvao
ativado para viabilizar a subcultura desses calos
{Blake 1983).

Permanecem sem solugdo as fases de dife-
renciagio, pelo menos em relagio a resultados
publicados. As formagdes embriogénicas neo-
formadas, obtidas em calos, conduzem a uma
embriogénese somdtica incompleta.

A pesquisa foi realizada considerando a
grande importéncia s6cio-econdmica da cultura
do coco para o Brasil, seu potencial de expor-
1agdo e a necessidade de produgio de material
genético melhorado, no mais curto espago de
tempo. Desse modo, os principais objetivos fo-
ram: a) desenvolver um meio de cultura para a
propagacéo in vitro, via formagio de calo, por
meio de investigagio com reguladores de cres-
cimento; e b) avaliar diferentes fontes de ex-
plantes: folhas (de plantas jovens ¢ adultas) e
inflorescéncia, e seu comportamento nas diver-
sas ctapas do processo.

MATERIAL E METODOS

Para ¢ desenvolvimento do trabalho, foram utiliza-
das plantas jovens ¢ adultas da variedade Anfio Verde.
O material vegetal da planta adulta foi enviado do
Centro Nacional de Pesquisa de Coco, localizado em
Aracaju, SE. O material jovem foi obtido de mudas de
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seis meses de idade, produzidas no Centro Nacional
de Pesquisa de Florestas, em Colombo, PR, onde foi
realizado o trabalho, conforme recomendagoes técni-
cas (EMBRAPA 1986).

Os explantes provenientes de plantas jovens € adul-
tas (25 anos) foram obtidos das folhas mais jovens,
possiveis de se obter sem causar dano 2 gema apical,
conforme Ecuwens (1976 ¢ 1978). As inflorescéncias
jovens foram lavadas, externamente, com hipoclorito
de sédio (6% v/v). ApGs a remogfo das espatas extet-
na € interna, os ramos florais (de 8-50 mm de com-
primento) foram cortados transversalmente em seg-
mentos de, aproximadamente, 0,25 a 1,0 mm de es-
pessura. O meio bdsico utilizado foi constituido dos
macroelementos de Murashige & Skoog (1962) e dos
microelementos de Eeuwens (1976), e acrescido dos
componentes orgnicos e carvio ativado (0,25%),
conforme Branton & Blake (1983). A esterilizagio foi
feita em autoclave a 121°C, por dez minutos. O pH
do meio foi ajustado em 5,8, antes da esterilizagio.

Como métodos de assepsia, do material provenien-
te de folhas, foram utilizadas combinagoes de dois fa-
tores: hipoclorito de sédio (1 e 2%} e 4cido citrico (7,8
x 10 M). Cada tratamento consistiu de 30 repetigoes.
O delineamento utilizado foi o inteiramente casualiza-
do.

ApGs 0s tratamentos, 08 explantes foram lavados
por trés vezes com &dgua esterilizada e bidestilada e,
entdo, colocados no meio constitufdo dos componen-
tes bdsicos, acrescidos de 2,3 x 10 M de 2,4-D, 6,7 x
10% M do BAP e 7,4 x 10 M de 2ip e inoculados a
30°C, no escuro. A contaminagfio foi avaliada apés
duas semanas de cultivo.

Indugiio de calo

Para induzir calos, foram utilizados dois tipos de
experimentos. O primeiro consistiu da inoculagdo ini-
cial em meio lfquido, por uma semana, em concen-
tragdes varidveis de 2,4-D (1,1 x 10* M; 2,3 x 104 M;
3,4x 10' M € 4,5 x 10* M) e fixas de BAP (4,4 x 10
M) € 2ip (4,9 x 10 M). Ap6s esse perfodo, os explan-
tes foram transferidos para meio sélide, com a metade
das concentragdes anteriores de 2,4-D (5,6 x 10° M;
1,1x10'M; 1,7x 104 Me 23x 104 M).

O outro experimento consistiu da inoculagio ini-
cial em meio lfiquido, com 2,3 x 104 M de 2,4-D. Ap6s
uma semana de cultivo, os explantes foram transferi-
dos para meio sélido, com a concentragio de 1,1 x
10 M de 2,4-D e varidveis de 2ip (4,9 x 109 M; 7,4 x
10¢*M e 14,8 x 10° M) ¢ BAP (4,4 x 10° M; 6,7 x
10¢Me 13,3x 10¢ M).
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A varidve! analisada foi a presenga de calo; o des-
vio-padréo foi calculado pela férmula da distribuicio
binomial, € o teste estatistico utilizado foi o teste exato
de Fisher. As culturas foram mantidas a 30 + 10C,
no escuro, por perfodos de 45, 60 e 90 dias, quando
foram avaliadas,

Indugfio da parte aérea

Para induzir a diferenciacdo da parte aérea foram
utilizadas diferentes concentragtes de BAP (0,0; 4.4 x
10°M; 133x 10 M; 4,4 x 10° M; 6,7x 10° M e 89x
10* M). Foram utilizadas diferentes condigdes de in-
cubagdo, quanto 3 luminosidade: a) incubagdo com
baixa intensidade luminasa (1000 lux); b) incubagio
inicial no escuro (por uma semana), antes da trans-
feréncia para uma baixa intensidade luminosa; )
permanéncia de 21 dias no escuro, antes da trans-
feréncia para a luz, ¢, finalmente, d) incubagso no es-
curo até o surgimento das brotacdes. A temperatura,
nas condigbes de luz e escuro, foi de 30 + 19C.

Cada tratamento consistiu de 30 repetigles, ¢ a va-
ridvel utilizada foi a presenga de brotagges.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Nos experimentos conduzidos para avaliar
tratamentos de assepsia da folha, de material
proveniente de folha de plantas jovens e adul-
tas, detectou-s¢ que ndo houve nenhum tipo de
contaminagdo nos diversos tratamentos, inclu-
sive na testemunha.

Indugéo de calo - experimentos com 2,4-D

Nos experimentos, na primeira avaliagiio, aos
45 dias, em nenhum explante de folha de planta
jovem houve inicio de formacio de calo, e o
nimero de explantes vidveis j4 estava bem re-
duzido. Assim, n&o foi possivel a coleta de da-
dos de indugio de calo neste tipo de material,

Uma percentagem razodvel de explantes, de
folha da planta adulta, apresentou o inicio de
formagio de calo, aos 45 dias de isolamento
(Tabela 1). O processo tinha iniciado, em todos
os explanies, aos 90 dias. A concentragio de 2,3
x 10-/1,1 x 10+ M foi a melhor, visto que foi a
dnica syperior, tanto aos 45 como aos 60 dias,

A concentragio 6tima para induzir a ini-
ciagio de calo, em explantes de inflorescéncia,
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se situou numa faixa entre 1,1 x 10456 x 105’ M
€23 x 101,1 x 10 M de 2,4-D (Tabela 2), Ao
contrdrio das outras fontes de explantes, neste
caso ndo ocorreu a degeneragio dos explantes,
€ 0 processo de completa formacgio do calo se
verificou.

Observou-se que todos os tratamentos indu-
ziram a iniciacao de calo, tal como ocorrido em
material de folha adulta. Isso pode ter ocorrido
devido a passagem pelo meio liquido, ou pela
propria concentragio do 2,4-D no meio sélido.

Inducio de calo - experimentos com citocininas

Semelhante ao que ocorreu no experimento
de indugdo de calo utilizando 2,4-D, houve de-
generacio dos explantes provenientes de folha
da planta jovem, impossibilitando a coleta de
dados correspondentes. Para explantes prove-
nientes de folha da planta adulta ¢ inflorescén-
cida, ndo houve nenhuma diferenca entre os tra-
tamentos (Tabelas 3 ¢ 4).

Induciio da parte aérea

Os experimentos dessa fase foram repetidos
quatro vezes, utilizando-se calos de material de
inflorescéncia, visto que, em explantes de folha
de plantas jovens e adultas, a completa for-
magdo de calo nao foi observada.

Os explantes do primeiro experimento foram
incubados em condigdo de baixa intensidade
luminosa. Todos os explantes, ap6s um més do
cultivo, apresentaram-se enegrecidos e invid-
veis.

Na segunda tentativa, houve uma incubagio
inicial no escuro durante uma semana. Apés es-
se tempo, houve a transferéncia para uma baixa
intensidade luminosa. Os explantes sofreram
enegrecimento mais lento. No segundo més do
isolamento, a maioria deles apresentou uma to-
nalidade clara. Ap6s dois meses, houve uma de-
generagio de todo o material.

Na terceira tentativa, houve uma permanén-
cia de 21 dias no escuro, antes da transferéncia
para a luz. O resultado foi um pouco melhor
que os anteriores. Alguns calos chegaram a ficar
com uma tonalidade verde. Mas, também, neste
caso, todos 0s calos morreram.
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TABELA 1. Inducfio de calo em explantes de folha da planta adulta, apés 45, 60 e 90 dias de cultivo,

Inicio da formaco de calo nos explantes

Tratamentos Nimero de repetictes
(molar.) 45 dias 60 dias 90 dias
24D 45dias 60 dias 90 dias
% s % s % s
L. 1,1x 10
56x10° 125 48 45 31,2b 4,1 583ab 7,1 100,0 -
2. 23x 10
1,1x 107 96 60 60 56,2a 51  600a 6,3 100,0 -
3. 34x 10
1,7 x 104 103 60 60 66,0a 47  417b 6,4 100,0 -
4, 45x 104
2,3x 104 67 60 60 31,3b 57  250c 56 100,0 .

Valores seguidos pela mesma letra néo diferem pelo teste exato de Fisher (P > 0,05).

s - Desvio-padrio.

TABELA 2. Inducéo de calo em explantes de inflorescéncia, ap6s 45, 60 e 90 dias de cultivo.

Infcio da formagdo de calo nos explantes

Tratamentos Niumero de repeticdes
(molar.) 45 dias 60 dias 90 dias
2,4-D 45 dias 60 dias 90 dias
% E] % s % s
1. 1,1x 10
56x 105 40 32 32  275bc 7.1 100,0a - 100,0 -
2.23x107
1,1 x 10 61 30 19 77.0a 54 66,7b 8,6 100,0 -
3. 34x 10
1,7x 104 21 21 21 9,5¢ 6,4 100,0a - 100,0 -
4. 45% 10+
2,3 x 10 31 17 17 45,2b 8,9 52,9b i21 100,0 -

Valores seguidos pela mesma letra nio diferem pelo teste exato de Fisher (P > 0,05).

s - Desvio-padréo.

Na quarta tentativa, permanéncia no escuro
-até o surgimento das brotagdes, antes da trans-
feréncia para a luz, o resultado foi melhor gue
0s anteriores. A grande maioria do material
permaneceu com um bom aspecto. No terceiro
més de permanéncia nestas condig¢bes, houve
diferenciacido apenas no tratamento onde nao
havia regulador de crescimento. Houve desen-
volvimento bem diferenciado dos calos: De um
aspecto mais compacto ¢ amarelado, até uma

espécie de agregado de pequenas partes e frid-
vel, de cor branca.

Nos experimentos instalados para a indugio
de calos (com 2,4-D), em explantes de folha da
plania jovem, em nenhum explante houve inicio
de formacao de calo, € o nimero de explantes
vidveis estava muito reduzido aos 45 dias do iso-
lamento. A causa desta redugdo nao é o proces-
so de oxidagdo, cujos sintomas aparecem logo
na segunda semana, ¢ aos 30 dias todos os ex-
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TABELA 3. Inducfio de calo de explantes de folha da
planta adulta, utilizando citocininas,
apés 45 dias de cultivo.

Inicio da formagao

Tratamentos Repe- de calo
(molar.) tigdes % s

1.BAP (44x10°%) 35  100,0a -
2. 2ip (49 x 10°%) 40 92,5a 42
3. BAP (4,4x 10°%) + 2ip

49x10% 100,0a R
4. BAP (13,3x10°%) 45 95,6a 3,0
5.2ip(14,8x10%) 40 95,0a 34
6. BAP (6,7x 10%) + 2ip

(7.4 x10°%) k3 100,0a -
7. Sem citocininas 45 93,3a 37

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem pelo teste
exato de Fisher (P > 0,05).

s - Desvio-padréo.

Todos os tratamentos contém 1,1 x 104 M de 24-D, em
meio s6lido, com uma passagem anterior em meic liquido,
com 2,3x107* M.

TABELA 4. Indugio de calo em explantes de inflo-
rescéncia, utilizando citocininas, apos
45 dias de isolamento.

Inicio da formagio

Tratamentos Repe- de calo
(molar.) Lighes % 3

1. BAP (4,4x10%) 20 85,0a 8,0
2. 2ip (4,9 x 10°) 25 96,5a 39
3. BAP (4,4x 10%) + 2ip

(4,9 x 16°%) 20 95,0a 49
4.BAP (133x10%) 20 90,0a 6.7
5. 2ip (14,8x10°%) 25 96,0a 39
6. BAP (6,7x10°%) + 2ip

(74x10°%) 30 90,02 55
7. Sem citocininas 20 95,0a 49

Valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem pelo teste
exato de Fisher (P > 0,05).
s - Desvio-padrio,

plantes que oxidaram morreram. Neste caso,
aos 30 dias de isolamento, os explantes que
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apresentavam um bom crescimento ¢ aspecto
continuavam a crescer até os 45 ou 50 dias. A
partir desse momento, comegava um amarele-
cimento lento, e aos 60 dias, o explante estava
invidvel. E como se existissem, no meio de cul-
tura, todas as condigbes para um bom desenvol-
vimento inicial do explante, ¢ a partir de certo
momento faltasse um fator importante.

Ao contrdrio dos explantes de folha da plan-
ta jovem, os da planta adulta apresentaram inf-
cio de formacgdo de calo, aos 45 dias de isola-
mento. Aos 90 dias, todos os explantes estavam
nesta situagido. Apesar de ter ocorrido a ini-
Ciagao, a formagio de calo, neste tipo de explan-
te, nao foi detectada. A causa foi a degeneragio
dos tecidos por um processo semelhante ao que
ocorreu em planta jovem, porém em fase mais
adiantada.

Em explantes de inflorescéncia, todos os tra-
tamentos induziram a inicia¢io de calo, o que
também ocorreu em material de folha da pianta
adulta. Isso pode ter ocorrido devido 3 passa-
gem pelo meio liquido, ou pela prépria concen-
tragio do 2,4-D no meio s6lido. O meio liquido
deve predispor mais fortemente o explante 2
formacio de calo, pela maior concentragio,
como também pela melhor distribuicio e pene-
tragado do 2,4-D nos tecidos. Neste tipo de ex-
plante, verificou-se a completa formagio de ca-
lo. Também nesta fase, os melhores resultados
se ddo com concentragao mais elevada de 2,4-D
que os exigidos por explantes.de folha da planta
adulta.

Nos experimentos de indugido de calos utili-
zando citocininas, 0 mesmo processo de dege-
neragdo, em explantes de folha da planta jovem,
ocorreu neste caso, de modo semethante ao que
se verificou nos experimentos com 2,4-D. Isso
mostra que as citocininas BAP e 2ip, nas con-
centragdes usadas, ndo sdo os fatores exigidos
para a completa formagio de calo, neste tipo de
material. Para tecidos de folha da planta adulta
e de inflorescéncia, houve um acréscimo do
nimero de explantes que iniciaram a formagio
de calos, ¢ aos 45 dias praticamente todos os
explantes estavam nesta condicfo. Isso, prova-
velmente, se deve ao uso da concentracio mais
adequada do 2,4-D, identificada nos experimen-



PROPAGAGCAO VEGETATIVA DO COQUEIRO

tos anteriores. Nio houve diferenca entre as ci-
tocininas utilizadas ou entre as concentragbes
do mesmo produto, nem entre 0s tratamentos e
a testemunha. Isso mostra que apenas o 2,4-D,
sem nenhum tipo de regulador de crescimento,
€ suficiente para produzir o inicio de formagfo
de calos,

Na fase de indugio da parte aérea, ficou evi-
denciada a grande influéncia do fater luz na
evolugiio dos calos e na organogénese. Houve
diferenciagio apenas na auséncia de luz. E lon-
go o tempo de permanéncia dos explantes, no
meio de cultura proprio, antes do inicio da dife-
renciagdo. Somente a partir do terceiro més €
que houve inicio do aparecimento da parte aé-
rea ¢ das rafzes. Até o final do quarto més de
cultura de calos, houve diferenciacdo apenas no
meio de cultura desprovido de reguladores de
crescimento. Simultaneamente 3 diferenciagio
da parte a€rea, houve o aparecimento de rafzes
em por¢des do calo, ndo necessariamente ¢o-
nectadas com a parte aérea.

O interessante, a partir do calo embriogénico
obtido, serd o desenvolvimento de uma tecno-
logia de separacio e cultivo de células indivi-
duais que possibilitardo a obtengdo de verda-
deiros embriGes sométicos.

CONCLUSOES

1. O material proveniente de folha de plantas
jovens e adultas é asséptico. Necessita apenas
de uma desinfestagio externa, para a obtengio
de explantes sem nenhum tipo de contami-
nagio.

2. A concentragio de 1,1 x 104 M de 24-D,
em meio sélido, com uma passagem antetior, de
uma semana, em meio liquido, com 2,3 x 10 M,
foi ¢ que induziu a formagdo de calo no maior
nidmero de explantes de tecido de folha da plan-
ta adulta. Com técnica semelhante a de folha da
planta adulta, as concentragbes entre 5,6 X 10+
Me 1,1 x 10* M de 2,4-D foram as que provoca-
ram percentagens maiores de iniciagio de calo,
em explantes de tecido de inflorescéncia. Nao se
detectou a completa formagdo de calo em ex-
plantes de folha de plantas jovens ¢ adultas. O
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processo de completa formagio de calo se veri-
ficou em explantes de tecido de inflorescéncia.
Nao se detectou influéncia das citocininas BAP
e 2ip, utilizadas com 2,4-D, no processo de ini-
ciagéo de calo.

3. A permanéncia dos calos de inflorescéncia
no escuro, at¢ a diferenciagio da parte aérea, é
a melhor condi¢ao de incubagio para esta fase,

4. Houve diferenciacdio da parte aérea, em
calos de inflorescéncia, no tratamento sem ne-
nhum tipo de regulador de crescimento.
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