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RESUMO

A pesquisa teve por objetivo desenvolver tecnologia
para a propaga¢ao vegetativa do coqueiro por meio da cultura de
tecidos. Foram utilizadas a folha de planta jovem e adulta e in-
florescéncia, como fontes de explantes. Supondo que o material
proveniente de inflorescéncia era asséptico, foram testados tra-
tamentos de assepsia, para aquele proveniente de folhas. 0 meio
basico wutilizado foi constituido dos macroelementos de MURASHIGE
& SKD0G27, com 0s microelementos de EEUWENSYS, acrescido de com-
ponentes organicos e carvio ativado, conforme BRANTON & BLAKES,

Nos tratamentos antioxidantes, foram utilizados os acidos citrico
e aschrbico (folha de planta jovem) & polivinil-polypyrrolidone
(PUP) para folha de planta adulta e inflorescéncia. No crescimen-
to de explantes e induglo de calo, foram utilizadas concentragies
progressivas de acido 2,4~diclorofenoxiacético (2,4-D). Para in-
diig3no de calo, foram testados, ainda, diferentes concentragies de
d-benzilaminopurina (BAP) e 2-isopentenil adenina (2ip) separada-
mente, e em conjunto; complementares ao 2,4~D. Na indugio das
brotagies, Fforam utilizadas dosagens progressivas de BAP. Con-
cluin-se que o material proveniente de folha de planta jovem e
adulta, a exemplo do de inflorescéncia, & asséptico, mas altamen-
te susceptivel ao processo de oxidagin. Us 3cidos citrico € as—
cirbico controlam 50 X da incidéncia de oxidaglo. 0 isolamento
inicial em meio liquido @ altamente eficiente no controle deste
Processo, propiciando altas taxas de obtengfo de emxplantes sa-
dios. As tawxas mais elevadas de crescimento, de explantes de fo-
lha de planta Jjovem, foram obtidas com as concentragoes de 6,8 i
1079 M e B,1 x 1079 M de 2,4-Di as maiores taxas para folha de
planta adulta foram de 8,1 1079 M e ?,0 105 M, € para inflo~
rescéncia, de 1074 M. & concentracio de 1,4 » 1074 M de 2,4-D, em
meio edlido, com uma passagem inicial de uma semana em meio 11—
quido (com 2,3 % 10-4 M), induziu o inicio de formagSo de calo,
no maior minero de explantes de tecido de folha de planta adulta.
Para inflorescéncia, 05 melhores resultados foram obtidos com as
concentragies entre 1,1 % 1074 M e 1,7 12 1074 M. Verificou-se a
completa Forma¢3o de calo em explantes de inflorescéncia; em ex-—
plantes de folha de planta jovem e adulta, ao contrario, isso nio
ocorrenn. N3o se evidenciouw nenhuma influéncia do BAP e do 2ip, no
processo de formaglo de calo. Houve diferenciaglo da parte aérea
em calos de inflorescéncia, em meio desprovido de regulador de
crescimento e incubados no escuro.



ABSTRACT

The pPuUrpose of this study was to develop technology
for vegetative propagation of coconut palm through tissue
culture. Young and adult plant leaves and inflorescence were used
as explant sources. Assuming that the material originated from
inflorescence was asseptic, assepsys treatments were tested for
leaves. The basic nutritional media consisted of macroelements of
MURASHIGE & SKO0OG27, with the microelements of EEUWENS1S, pilus
organic components and activated charcoal according to BRANTON &
BLAKEB. 1In the antioxidant treatments citric and ascorbic acids
Were need for explants of Yyoung plant leaves and
polivinil-polypyrrolidone (PUP) Ffor explants of adult leaves and
inflorescence. For the growth of explants and callus induction
Progressive concentrations of 2,4-diclorofenoxiacetic acid
(2,4-0) were tested. For the ¢allus induction di fferent
concentrations of é-benzilaminopurine (BAP) and 2-isopentenil
adenine (2ip) were used separately, on the whole and as a
complementary Ffor the 2,4-D. For the shoot induction progressive
dosages . of HAP were nsed. It was concluded that the material

proceeding from young and adult leaves are asseptic, but
increasingly susceptible to browning. Citric and ascorbic acids
control S0% of browning incidence. The inicial isolation in

liquid media is increasingly efficient in the control of this
process, resulting high rates of healthy explants obtention. The
highest growth rates for explants of 3oungcleaves explants were
obtained with concentrations of 6,8 x 107Y M of 2,4-D, whereas
the highest for explants of adult plant leaves were 6,8 ¢ 1079 M,
and for inflorescence, 106~% M_ The concentration of 1,1 % 1074 M

of 2,4-D in solid media after a week in liquid media induced the
formation of callus in the majority of explants of adult plant
leat tissue. For inflorescence the best results were obtained
with concentrations between 1,1 x 10674 e 1,7 % 1674 M in solid
media. It was observed a complete callus Formation on
inflorescence explants. This was not observed on young and adult
plant leaf explants. No influence of BAP and 2ip in the callus
formation process were obhserved. Some shoot differentiation was
observed on inflorescence calli in media free of growth
treguulators and incubated in the dark.



1 INTRODUGCAD

0 coqueiro (Locos nucifera) € uma das espécies tropicais
mais importantes utilizada pelo homem, pois dele pode-se obter
bebidas, alimentos "in natura’, madeira, fibras, combustivel, ra-
Gan animal; matéria-prima para producio de cosmét icos, remddios,
pldasticos, &lcool, dleos e muitos outros produtos. Ate 1962,
quando suplantado pela soja, constituia-se _ns maior fonte de
dleos vegetais, ocupando ainda hoje posi¢lao de destaque no merca-
do mundial, com uma produ¢gio de seis milHSes e trezentas mil to-
neladas (FAni?)y,

No Brasil, estimou-se, em 1987, a existéncia de uma area
plantada de 3%50.000 hectares, com uma producio bruta de 579 mi-
lhies de frutos (EMBRAPAL/), distribuida desde o Equador até o
Tropico de Capricdrnio, ocupando, sobretudo, terras arennsas si-
tuadas ao longo da faixa litordnea, que se estende do Parda ao Rio
de Janeiro (ASCENSD%). Todavia, 95 4 desses coqueirais estlo lo-
calizados no Nordeste, estendendowée do norte do Ceara ab sul da
Bahia, entre os paralelos 32 § ¢ 182 §. Os maiores produtores sio
os Estados da Bahia, Ceard, Sergipe, Alagoas ¢ Rio Grande do Nor-

te, responséveis por 81 % da produgio nacional (EMBRAPAL7 ),



Ao contrario dos outros paises produtores, a quase totali-
dade da produgio brasileira é destinada & alimentagdo humana (AS-
CENSD%): "in natura’ (égua e uso doméstico) € produtos industria-
lizados (farinha, leite, dagua, creme, flocos e outros). Somente o
refugo, isto &, os frutos imprdprios para consumo " in natura’ ou
para processos industriais sfo utilizados para copra (albimen so-
lido desidratad6 a 9 %X de umidade).

Pe um total de vinte e sete égroinddstrias de coco existen-
tes no Brasil, apenas quinze est3o em funcionamento, trabalhando
com S@ X% de sua capacidade, por insuficiéncia de matéria-prima
(EMBRAPAL7 ), Essa escassez decorre da baixa produtividade dos co-
queirsis, resultante, dentre outros fatores, da inexisténcia de
material genético melhorado para implantag8o de coqueirais mais
produtivoé. A solugin, para algumas empresas do setor e mesmo al-
guns Arglos estatais, tem sido a importac8o de sementes hibridas
da Costa do Marfim. Fssas sementes 30 quase que exclusivamente
de wum hibrido, denominado PB-i24, proveniente do cruzamento da
var iedade OGigante do Oeste Africano com a An3o Amarelo da Mala-
sia, produzido pelo Instituto de Pesquisas de Oleos e Oleaginosas
(IRHD), da Franga, para as condig¢des do Oeste da &frica (SIQUEIRA
& FRANGA-DANTAS33),

0 uso de sementes, de um g hibrido, pode acarretar conse-
quénciés graves devido ao estreitamento da base genética. Também
merece uma profunda reflexfSo a introduclo desses hibridos em am-
bientes diferentes daqueles em que foram produzidos, o que impli-

ca em riscos nos ambientes receptores.



Uma das alternativas é a produc3o de maior numero de hibri-
dos de variedades adaptadas as condi¢ies brasileiras. No entanto,
0. processo de produc3o e teste desses hibridos necessitaria de,
pelo menos, catorze anos. Por outro lado, a melhor soluglo, do
ponto de vista genético, € o melhoramento de populagdes que, para
atingir um nivel satisfatdrio, demandaria n8o menos de vinte e
Cinco anos.

0 uso da propagagao, exclusivamente por sementes, para o
coqueiro prende-se as suas particularidades morfolidgicas € fisio-
ldgicas, pois ele tem apenas um estipe, sem nenhum langamento.
Adicionaimente, gemas axilares produzem apenas inflorescéncias e
a unica gema vegetativa € a apical. Assim sendo, os métodos tra-
dicionais de propaga¢io vegetativa (enraizamento de estacas e en-—
xertia) nio se aplicam (PANNETIER & RUFFARD-MORELS?).

Considerando as particularidades morfoldgicas, a cultura de
tecidos € o método mais vidvel de propaga¢c3o vegetativa do co-
queiro (PANNETIER & BUFFARD-MORELZ?). Ela & uma técnica pela qual
pequenas partes de tecidos ou drglos s3o removidos de uma planta
doadora e cnltivados assepticamente num meio de cultura (BONGA”).
Esta técnica n3o se restringe ao uso de material vegetativo juve-
nil, exige pouco espago, apresenta economia de tempo e permite a
obten¢io de altas taxas de multiplicacSo (GONCALVESZZ),

Considerando a necessidade de producio de material genéti-
camente melhorado, a pesquisa teve por finalidade principal de-
senvolver tecndlog%a para a propagagiao vegetétiva do coqueiro por
meio da cultura de tecidos. Desse modo, os principais objetivos

do trabalho foram:



a) desenvolver um meio de cultura para a propagagao "in vi-
tro®, via formag3o de calo, por meio de investigagies com regula-
dores de crescimento;

b) avaliar diferentes fontes de explantes: folhas (de plan-~
ta Jovem e adulta) € inflorescéncia e seu comportamento nas di-

versas etapas do processo.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS

apesar da existéncia de controvérsias, o Sudeste Asidtico &
tido como 2 mais proviavel regildo de origem do coqueiro, princi-
palmente as ilhas entre os oceanos Indico e Pacifico. Desta re-
gido, o coqueiro foi levado para a india e, dai, para o Leste
Africano. Apds o descobrimento do Cabo'da Boa Esperanca, foi le-
vado para o Oeste Africano e, desta regido, para as Américas e
toda a regifo tropical do globo (PURSEGLOVES3®),

& distribuicio geografica do coqueiro compreende as regives
tropicais entre as latitudes 202 N e 202 S (FREMOND et. al1.21 &
PURSEGLOVES3?), Estima-se uma drea plantada em torno de dez mi-
lhdes de hectares, distribuida por oitenta paises (PANNETIER &
BUFFARD~MORELS? ) -

Existe uma sd espécie de coqueiro (focos nucifera L.) e duas
variedadeé principais; a Gigante e a And. Esta iltima divide-se
en trés subvar iedades: Verde, Vermelha e Amarela, A variedade Gi-
gante, que forma a maioria dos coqueirais em produgio, apresenta,
geralmente, fecundaglo cruzada; seu crescimento € rapido e sua

fase vegetativa longa (cerca de sete anos), Esta variedade produz



nm nimero médio de 50 a 60 frutos grandes por ano. Ao contra-
rio, a variedade An& apresenta um desenvolvimento vegetativo
lento, reproduz-se por autofecundac3o, € mais precoce (trés a
quatro anos de crescimento vegetativo) e produz um grande mimero
de frutos pequencos (100@¢ a 12@ por anod). As flores masculinas e
femininas estl3o distribuidas, separadamente, na mesma inflores-
céncia (PANNETIER & BUFFARD-MORELZ?), 0 tipo de fecundacfo é de-
Finido pela simultaneidade, ou n3o, da época de maturacido das
flores masculinas e femininas.

A var{edade Gigante foi introduzida pela primeira vez no
Brasil em 15953, da Ilha de Cabo Verde. As introduc¢ies de Andes se
procederam da seaguinte forma: Ando Verde, em 1925, de Java, e em
1939, do Norte da Maldsia; Ando Amarelo, em 1938, do mesmo local;
e Anfo Vermelho, em 1939, também do Norte da Maldsia (DIASL4),

Em 1978, a Comisslo Executiva da Lavoura Cacaueira (CEPLAC),
através do Instituto de Pesquisas de Dleos e Oleaginosas (IRHO),
introduziu da Costa do Marfim, o Gigante do Oeste Africano, An&o
Amarelo da Maldsia € o Anfo Vermelho de Camardes (DIASL4). Essas
duas dltimas variedades foram reintroduzidas em 1982, pela EMBRA-
PA, acrescidas do An3o Vermelho da Malasia (SIQUEIRA & FRANCA-
DANTAS33) |

Em 41983, a EMBRAPA introduziu da Costa do Marfim o Gigante
do Oeéte Africano, G.vde Rennell, G. da Polinésia, G. de Novas
Hébridas, 6. da Maldsia,G. de Rotuma e G. de Tonga (SIQUEIRA &
FRANCA-DANTAS33), Essas introdugies foram implantadas no sul da
Bahia (CEPLAC) e Sergipe (EMHRAPA), locais de condi¢des edafocli-

miaticas similares as exigidas pela cultura.



Sendo uma espécie tropical, o coqueiro n3ao suporta mudangas
climaticas bruscas, motivo provavel de sua adaptagfo & regifo li-
toranca. A temperatura Stima fica ao redor de 272 C, sendo que
temperaturas abaixo de 182 C e acima de 322 C afetam a sua fisio~-
logia. A blanta necessita nio somente de boa precipitagio (1.700
a 2.300 mm/ano), mas de uma distribuigio regular de chuvas com,
pelo menos 13¢ mm por més. A insolacio acima de 2.000 horas ¢ a
ideal, com um nivel critico de 1.800 horas. Ele € pouco exigente
em s0los e cresce satisfatoriamente em pH entre 5 e 8; todavia,
em pH acima de 7,9 comeg¢a a mostrar deficiéncias nutricionais
(ENCICLOPEDIA MIRADDRIB)

Est ima~se que possa haver excelentes produghfes mesmo com ni-
veis de insolag3o mais baixos que o critico de 1.800 horas por
ano. Isso se explica pela possibilidade de a fotossintese se pro-
cessar em baixas intensidades luminosas. Na regifdo tradicional-
mente produtora de coco do Nordeste, constata-se a ocorréncia de
um déficit hidrico generalizado, com excessiao do sul da Bahia,
onde, registram~se baixas temperaturas.

Uma das principais preocupa¢cihes da pesquisa em melhoramento
genético do coqueiro, nos outros paises, tem sido o aumento da
quant idade de copra. Como no Brasil, praticamente, toda a produ-
¢ao €& utilizada na alimentaglo humana, o aumento da quantidade de
Copra é véljdo principalmente para fins industriais, enquanto que
para o consumo "in natura’, nfo hd grandes exigéncias quanto ao
tamanho do fruto. Assim, para as condi¢ides de consumo de CoOCO no
Brasil, o nimero de frutos e as caracteristicas organolépticas

550 a5 mais importantes (SIQUEIRA & FRANCA-DANTAS33).



Orientado nas exigéncias edafoclimdticas ¢ de mercado da
cultura, o programa de melhoramento genético do coqueiro no Bra-
sil, estd sendo conduzido com base nos metodos clissicos de sele~
¢3o fenotipica, produgfo e teste de hibridos, € produ¢clo de com-
posto.

0 método de melhoramento utilizado pelo IRHO, e adotado sob
sua orientag3o, em diversas regines do Mundo, ¢ baseado na capa-
cidade de combinagio entre individuos & na sele¢io fenotipica pa-
ra o0s caracteres com alta herdabilidade. De acordo com PANNETIER
& BUFFARD-MORELZ?, este programa pode ser sumarizado do seguinte
modo:  a) infroducﬁes s3ao efetuadas para obtenc3o de um maximo de
variabilidade genética; b) hibridos entre diferentes ecotipos e
var iedades <30 produzidos e avaliados em testes comparativos. 0Os
melhores hibridos s&o reproduzidos para produglo de sementesi c)
cruzamentos entre individuos, das variedades € ecotipos, dos hi-
bridos selecionados s30 realizados, para produzirem recombinagio
para novos ciclos de melhoramento; d) simultansamente, um melho-
ramento dos melhores hibridos € realizado, escolhendo~se, dentro
de ambos progenitores, os individuos que produzem uma melhor pro-
génie (seleglo intra-hibridos).

Para a produglo de sementes, os melhores hibridos detectados
no programa de melhoramento s3o0 reproduzidos em largs escala. No
presenfe, esta produclo € relativamente facil devido ao uso das
var iedades An3s, que sio autégamas, como plantas mies. Para re-
produzir um bom hibrido (A % B), do qual A évuma var iedade anH,
um  campo de producio de sementes de A € implantado e os melhores

individuos de B s30 usados como polinizadores. Esse campo deve

_estar totalmente isolado de qualquer pdlen estranho. € um método



relat ivamente caro e demanda rigidos controles (emasculag3o, con-
servacio de pdlen e a polinizacl0) e uma sofisticada organizacio

(PANNETIER & BUFFARD-MORELZY).

2

.2 PROPAGACAD VEGETATIVA

A propagacao vegetativa do coqueiro, por meio da cultura de
tecidos, poderd permitir significantes aumentos de produtividade
pela propagacio de individuos de alta producio. Da mesma forma, &
dbhvio o intéresse de € propagar individuos resistentes a certas
doengas, ou com uma particular adaptaclo a condi¢ihes adversas de
ambiente (PANNETIER & BUFFARD-MORELZ?),

Devido a suas caracteristicas morfoligicas, © coqueiro niAo
tem sido propagado vegetativamente, apesar de ramificagdes ocor-
rerem, de forma natural, e esporadicamente, pela transformagio de
inflorescéncias, ramos florais & mesmo florés, em brotagies vege-
tativas (DAVIS1®, 11y, Apesar de tentativas bem sucedidas no en-
raizamento desses langamentos (SUDARISP et. 21.34), o problema da
reversido do meristema floral para vegetativo permanece sem solu-
¢ao. Apesar da alporaquia se realizar com éxito € proporcionar o
rejuvenescimento de coqueiros, particularmente valiosos, ela nio
leva é sua multiplicacio (PANNETIER & BUFFARD-MORELZ2?), 0 desen~
volvimento de diversos lancamentos foi obtido pela divis3o do
ponto de crescihento de mudas jovens (DAVISiL), contudo o resul-
tado desses experimentos nl3o pode ser usado para a propagac¢io de

Plantas adultas superiores.
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2.3 CULTURA DE TECIDOS

Os primeiros trabalhos com a cultura *in vitro® do cogueiro
foram realizados com embrides zigodticos (CUTTER & WILSON? : ARRA~
HAMS & THOMASL, e VENTURA et. al.34).

GUZMANLZ e DEL ROSARIO & DE GUZMANI3 obtiveram o cultivo "in
vitro® do embrido da variedade Macapuno. 0 embr ifo desta varieda-
de n3o germina naturalmente, mas, quando removido da noz e colo-
cado em meio de cultura, ele origina uma plantula que pode ser
cultivada normalmente e produz frutos tipicos desta variedade.

0 mesmo tipo de pesquisas, realizado com éxito, em outras
var iedades de Anides e Gigantes, encontra-se na literaturé (FISHER
& TSAIZ®; IYER®Y i GUPTA et. al.®3 e KARUNARATE et. al.2¢)-

ASSY BAHZ trabalhou com embrifes do hibrido PB-121, com a
transferéncia das plintulas, obtidas "in vitro™, para condigies
naturais de crescimento. 0 método desenvolvido, para este hibri-
do, foi aplicado com bons resultados, para dez variedades de
Antes e dex de Gigantes.

A abordagem principal que vem sendo utilizada na tentativa
de propagacio vegetativa do coqueiro é a que envolve a producio
de calos numa tentativa de neq¥ormac50 de gemas ou embrises soma-
ticos de fragmentos de canles, folhas, raizes € inflorescéncias
(PANNETIER & BUFFARD-MOREL2?).

Pesﬁuisas tém sido desenvolvidas para induzir caleos, em ex-
plantes, de diferentés partes da planta: caule (APAVATJRUT & BlLA-
KE3); raizes e folhas (PANNETIER & BUFFARD-MORELZ8); inflorescén-

cia (EEUWENS16 ¢ BLAKE & EEUWENSY); endosperma (FISHER & TSAIS?);
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gema apical de mudas jovens (BLAKE & EEUWENS®) e embriBes culti-
vados "in vitro" (EEUWENS1S.16),

Com relaclo & desinfecclo, fragmentos de raizes originam sé-
rios problemas, devido a alta contaminac3o. As inflorescéncias
jovens tém a vantagem de fornecer material asseptico, pois apre-
sentam—-se inseridas em espatas protetoras. A espata externa € la-
vada, satisfatoriamente, com hipoclorito de sddio a é X (v/v)
(BRANTON & BLAKES),

As primeiras pesquisas sobre a formaglo de calos foram rea-
lizadas, principalmente, para determinar as condi¢gdes de cultura
que requeriam os explantes para sobreviver € crescer. Problemas
de oxidag3o foram relatados nas primeiras culturas "in vitro™;
contudo, as publicagiies disponiveis davam poucos detalhes acerca
de sua intensidade,localizacio nos tecidos, emergéncia € conse-
quéncias (PANNETIER & BUFFARD-MORELZ?).

EEUWENSL1® estudou a influéncia do meio mineral em explantes
provenientes de ramos florais, estipe € fragmentos da base das
folhas. Apesar do pouco tempo em cultura (seis semanas), o autor
constatou a influéncia favoravel de uma solugdo mineral especial-
mente desenvolvida (macro € micronutrientes) no aumento de peso
fresco dos tecidos, quando comparada aos meios de MURASHIGE &
SK00627 (MS);  HELLERZ24 e WHITES3®S, Esée meio, denominado de Y3,
continﬁa o nitrogénio em ambas as formas, amdnia € nitrato, com
altos niveis de potdssio € iodo.

Em outra pesquisa, o mesmo autor verificou a influéncia da
nutricio orgdnica e ﬁos reguiadores de crescimento nos explantes
de tecido de inflorescéncia. Ficou evidenciada a influéncia das

diferentes fontes de nitrogénio organico (aminodcidos, caseina
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hidrolisada e aminodcidos), carboidratos, auxinas, citocininas e
giberelinas. 0Os resultados mostraram que 0s reguladores de cres-
cimento, tais como, o0s acidos 2,4~dicloro fenoxiacético (2,4-D) e
naftalenoaceético (NAA), estimularam o crescimento dos tecidos
apenas em baixas concentraghes (1077M) e que sua presenga no meio
de cultura foi inibitdria e causou a morte dos tecidos em concen-
traciies de 10~ °M. Entre as citocininas usadas na concentragfo de
1076M, &6-benzilaminopurina (BAP) e zeatina encontram-se entre as
mais eficientes (EEUWENS1®). Além do crescimento dos explantes,
diferentes tipos de proliferagides foram obtidas. Divisfes celula-
res que levaram & formagHo de calo na superficie ocorreram na
parte superior de explantes de caule, base das folhas e inflores-
céncia (EEUWENS1S). Contudo, o incremento no peso fresco dos ex-
plantes resultou principalmente do crescimento do tecido original
(EEUWENS1S) |

Calos, obtidos de explantes de tecido do meristema apical
(APAVATJRUT & BLAKE3) e do rdauis (EEUWENSIS.16), nZo puderam ser
subculturados devido ao problema de oxidag3o. Subculturas de calo
s foram possiveis quando carvio ativado (0,25 %) e uma alta con-
centragi de 2,4-D (1074%M a 1073M) foram adicionados ao nmeio

(BLAKE®) .

ERANTON & BLAKEB, utilizando explantes de inflorescéncias
Jovens, obtiveram a inicia¢c3o de caldides (calos originados pela
expansio do meristema floral) num meio com 2,4-D a 10~9%M. Esses
caldides eram nodulares e observagies mostraram pequenas células
coﬁ densas estruturas citoplasmiticas , com miito pouca diferen-

’

ciacio. Reduclo na concentracio de 2,4-D para cerca de 1078M por
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diversas subculturas resultou na producio de caldides com estru-
turas de cor branca semelhante a embridides. Em muitos casos, es—
sas estruturas desenvolviam-se em brotagdes anormais ou estrutu-
ras parecidas com folhas, frequentemente com um bom nimero de

raizes primarias. Contudo, duas plintulas normais foram obtidas.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Para o desenvolvimento do trabalho, foram utilizadas plantas
Jovens e adultas da variedade An3o Verde. O material vegetal de
planta adulta foi enviado do Centro Nacional de Pesquisa de Coco,
localizado em Aracaju, Sergipe. 0 material jovem foi obtido de
mudas ‘Produ;idas no Centro Nacional de Pesquisa de Florestas, em

Colomho, Parana, onde foi realizado o trabalho.

3.2 HM&TODOS

A metodologia empregada na realizaclo do trabalho seguiu o

esquems. delineado na FIGURA 1.
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FIGURA 1. ESQUEMA DOS EXPERIMENTOS ENVOLVIDOS NO DESENVOLVIMENTO

DO TRABALHO.
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3.2.1 Origem dos Explantes

0Os explantes provenientes de folhas de planta Jovem ¢
adulta, foram ohtidos daquelas mais jovens, possiveis de se¢ ob~-
ter, sem causar dano & gema apical. Foram coletados cilindros (de
8 x 12 mm) de tecido de foliolos desprovidos de nerviura central,
que foram submet idos aos tratamentos de assepsia. Apds esta fase,
um cilindro menor (de 4 % 42 mm) foi cortado assepticamente dos
originais, novamente seccionado para 4 x & mm e lavados em @dgua
bidestilada. Esses ltimos foram cortados transversalmente em
segmentos de aproximadamente 0,25 mm de espessura e colocados no
meio de cnltura.

fis inflorescéncias Jjovens foram lavadas, externamente, com
hipoclorito de sddio (6 % v/v). Apds 3 remo¢io das espatas exter-
na e interna, os ramos florais (de 8-350 mm de comprimento? foram
cortados transversalmente em segmentos de, aproximadamente, 0,25

a 1,9 mm de espessura.

’

2e?  Assepsia

Como métodos de assepsia, do material proveniente de fo-
lhas,' foram utilizadas combina¢des de dois fatores: hipoclorito
de sidio (L € 2 %) € dcido citrico (7,8 x 1074 M), 0 experimen-
to, no arranjo fatorial ficou constituido, entl3o, dos seguintes
tratamentos:

(1) hipoclorito de sddio (4 %)

(2) hipoclorito de sidio (1 %) e acido citrico;
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(3) hipoclorito de sidio (2 %)

(4) hipoclorito de sédio (2 X) e dcido citricoi

(5) dcido citricoi;

(6) testemunha (sem tratamento).

Cada tratamento foi repetido 30 vézes. 0 delineamento uti-
1}zado foi o inteiramente casualizado.

Apds  os tratamentos, o0s explantes foram lavados por tréé
vézes com agua esterilizada e bidestilada e, ent3o, colocados no
meio de cultura mais completo e incubados a 3¢2 C, no escuro.

A avaliac8o foi realizada apds duas semanas em cultura,

pela porcentagem de contaminacio.

3.2.3 Meio Basico

0 meio basico utilizado foi constituido dos macroelementos
de MURASHIGE & SKOOGZ7, os microelementos de EEUWENSIZ, acrescido
dos componentes orgdnicos e carvido ativado (0,25 %), conforme
BRANTON & BLAKEB. A estérilizacﬁo foi feita em autoclave a 1212
£, por dez minutos. 0 pH do meio foi ajustado, antes da esterili-

za¢io, em 5,8.

3.2.4. Antioxidantes

Como métodos antioxidantes, foram utilizados dojs tipos de
experimentos. O primeiro consistiu da utilizac3o do dcido ascdr-
bico (5,7 x 1074 M) e dcido citrico (7,8 x 1074 M) para folha de
_Planta Jovemi os tratamentos foram, ent3o, os seguintes:

(1) acido citrico, sem mudan¢a de local;
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(2) acido ascirbico, sem mudan¢a de local;

(3) acido ascirbico, com mudanga de local dos explan~-
tes, no mesmo frasco, a intervalos de dois diasi

(4) acido citrico, com mudanca de local dos explantes no
mesmo frasco, a intervalos de dois dias;

(5) imersao em agua, com mudanga de local dos explantes
no mesmo frasco, a intervalos de dois dias;

(4) imers3o em Agual.

Os tratamentos constituiram—se da imersfo dos explantes
nestas solugdes, por 30 minutos, antes do isolamento em meio bha-
s5iCco.

No segundo experimento, testou-se a eficiéncia do polivi=-
nil-polypyrrolidone (PVUP) ¢ do isolamento inicial em meio 1iqui-
do, para explantes de folha de planta adulta e inflorescéncia.
. Ds explantes foram isolados neste meio, PoOr uma semana; apos esse
periodo, foram transferidos para meio silido. Os dois tipos de
meins tiveram a mesma composicio: a unica diferenga foi o emprrego
de dgar no meio sdlido.

Os tratamentos foram os seguintes:

(1) meio sdlido sem PVUP;

(2) meio liguido sem PVP;

(3) meio sidlido com PVUP;

(4) meio liquido com PVPR,

A concentracio de PUP foi de 1,0 mg/1l.

0s tratamentos tiveram um mimero inicial de &0 repetigoes.



19

A variavel foi a presenca de oxidacio, o desvio padrio foi
calculado pela Fdrnula da distribuiclo binomial, € o teste esta~
tistico utilizado no primeiro experimento foi o teste exato de
Fisher e, no segundo, o qui-quadrado (SIEGEL32Z) .,

As culturas foram mantidas a 302C, no escuro, por.um pe-

riodo de 21 dias, quando foram avaliadas.

3.2.9 Cregcimento de Explanfes

Para avalfar o desenvolvimento dos explantes, os tratamen-
tos consistiram de concentragies wvarisveis de 2,4-D (6,8 x 1079
Mi 8,1 x 1079 M; 9,0 x 1079 M; 1074 M e 1,08 x 1074 M) e fixas de
2ip (4,9 x 1075 M) e BAP (4,4 x 1076 M),

Cada tratamento foi representado, inicialmente, por.5® e~
plantes.

A variavel analisada foi o crescimento do explante; o des-
vio padr3o foi calculado pela Ffdrmula da distribuigio h?nomial e
0o teste estatistico utilizado foi o teste exato de Fisher (SIE-
GEL32),

Devido & impossibilidade de se medir diretamente os ex-—
plantes (devido a sua forma irregular e ao risco de contaminécﬁo)
ou pesa-losi optou-se por avaliar o crescimento de forma indire-
ta. Adbtaram~se quatro classes de crescimento péra avalig~los:
NENH. (nenhum):i PEQ. (pequeno); REG. (regular) e GR. (gfande).
Foram selecionados 0s explantes padrides para cada classe e, por
comparacdo, foi realizada a a§aiiac§o. 0 mesmo critério foi ado-
tado para avaliar o aspecto, com trés classégt RUIM; REG. (regu-

lar) e BOM.



As condi¢gies de incubagio foram idénticas as anteriores.

3.2.6 Induglo de Calo

Para induzir a forma¢io de calo, foram utilizados dois ti~
pos de experimentos. 0 primeiro, consistiun do isolamento inicial
em meio liquido, por uma semana, em concentragies variaveis de
2,4-D (1,1 x 1074 M;i 2,3 x 1074 M; 3,4 x 1074 M e 4,5 x 1074 M) e
fixas de BAP (4,4 1 1076 M) e 2ip (4,9 x 1076 M).

Apds  esse periodo, 0% explantes foram transferidos  para
meio sedlido com a metade das concentragiaes anteriores de 2,4-D
(5,6 % 1079 Mi 1,4 x 1074 Mi 4,7 1074 M e 2,3 % 1074 M).

D outro experimento consistin do isolamento inicial em
meio liquido, com o dobro da concentraglo atima de 2,4-D, identi-
ficada no primeiro experimento. Apds uma semana deste isolamento,
os explantes foram transferidos para meio sdlido cém a concentra-~-
c¢Ho Stima de 2,4-D e varidveis de 2ip (4,9 3 1076 M; 7,4 x 1076 M
e 14,8 x 104 M) e BAP (4,4 x 10676 Mi 6,7 x 1075 M e 13,3 x 1076

M), Ds tratamentos foram, entlo, os seguintes:
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1. BAP (4,4 x 1076 M),

2. 2ip (4,9 x 1076 M),

3. BAP (4,4 x 1076 M) + 2ip (4,9 x 1076 M);
4. BAP (13,3 x 107% M);

2ip (14,8 x 1076 M),

G
L ]

. BAP (6,7 ¢ 1076 M) + 2ip (7,4 % 1076 M);

o~

7. Testemunha.

A variavel analisada foi presen¢a de caloi o desvio padrio
foi calculado pela firmula da distribuic8o binomial e o teste es-
tatistico utilizado foi o teste exato de Fisher.

As culturas foram mantidas a 302C, no escuro, por periodos

de 45, 60 e 90 dias, quando foram avaliadas.

3.2.7 Inducio da Parte Aérea

_Para induzir a diferenciaclo da parte aérea foram utiliza-
das diferentes concent}acﬁes de BAP (@,0; 4,4 x 1075 M, 13,3 x
1070 M; 4,4 % 1079 M; 6,7 x 1079 M e 8,9 x 1079 M).

Foram utilizadas diferentes condigies de incubag¢lo, quanto
3 luminosidade: a) incubacio imediata em baixa intensidade lumi-
nosa (1000 1u:)i b) incuba¢lo inicial no escuro (por uma semana),
antes da transferéncia para uma baixa intensidade luminosa: c¢)
permanéncia de 21 dias no escuro, antes da transferéndia para a
uz e finalmente, d) incubagio no escuro até o surgimento das
brotagfes. A temperatura, nas condighes de luz e escuro, foi de
302C.

Cada tratamento foi repetido 30 vézes.

A variavel utilizada foi a presenga de brotagies.



4. RESULTADOS

Nos experimentos conduzidos para avaliar tratamentos de as-
sepsia da folha, dé material proveniente de folha de planta jovem
e adulta, detectou-se que n&o houve nenhum tipo de contaminagio
nns  diversos tratamentos, inclusive'na testemunha. Isso mostra
que as folhas mais jovens, utilizadas como fontes de emplantes,
estdo protegidas pelas mais velhas e est8o totalmente isnladas do
ambiente externo,

Ao contrario da contamina¢iao, houve oxidagio de fodos 08 M-

plantes (FIGURA 2).

4.2 ANTIOXIDANTE
4.2.1 Folha de Planta Jovem

Pela andalise da TABELA 1, pode-se observar um efeito bené-
fico dos dcidos citrico £ ascirbico, no controle das oxidagles de
explantes provenientes de folha de planta jovem. Apesar disso,
persiste uma incidéncia relativamente alta de oxidagbes.

A remocRo, com mudanca de local, a intervalos de dois
dias, nfo diminuiu a taxa de oxidaglo. Ao contrario, agravou-a,

chegando & anular o efeito benéfico dos antiovxidantes.



FIGURA 2. PROCESSO DE OXIDACAO (COILLORACAD MARROM) EM EXPLANTES DE

INFLORESCENCIA.




TABELA 1. EFEITO DE ANTIOXIDANTES EM EXPLANTES DE FOLHA DE PLANTA JOVEM, APGS TRES SEMANAS OE

ISOLAMENTO.
| I T0TAL I X DE | EXPLANTES SADIOS i
| TRATAMENTOS | DE { OXIDADOS l
l__ ) 1 EXPLANTES 1. Ao TOTAL { X l._s___1
{ | | | | | |
1. dcido citrico | 45 | 46,7 | 24 I 53,3al 7,4 |
| | i | | | |
{2. dcido ascorbico I 50 | 54,0 | 23 | 44,03l 7,8 |
| f { l H } |
(3. Acido ascorbico, com remogdo | 30 1 99,8 | 83 | 48,6b 1! 5,5 |
| | | | ' | | |
{4, Acido citrico, com remogdo { 25 I 10,0 | 00 | ee,0 t+ - |
| | | | | | |
IS. Imers3o em dgua, com remogao | 15 | 100,0 | 00 i e8,86 1 - |
| [ | | { { {
6. Imersdo em agua | 40 [ 1900,0 | 00 | ee,06 1 - |
{ | | | | | |
| | 1 ! — { i |

Valores sequidos pela mesma letra ndo diferem pelo teste exato de Fisher (P ) 9,05).

s - Desvio-padrio



4.2.2 Folha de Planta Adulta

0 isolamento direto em meio silido causa uma oxidagao sig-
nificativa em explantes provenientes de folha de planta adulta,
que nio é amenizada pela presenga do PVUP (TABELA 2). 0O meio 1i-
quido, independente da presenga do PUP, diminui significativamen-
te a incidéncia de oxidaglo. Pelo seu comportamento, tanto no
meio sdlido, como liquido, fica evidenciado que o PUP n3o tem ne-

nhum efeito no controle das oxidagoes.

4.2.3 Inflorescéncia

0 comportamento dos explantes de infloreScéncia, submet i~
dos ao0s tratamentos antioxidantes, € idéntico aos de folha de
planta adnlta (TABELA 3). Neste caso, também verificaram~se altas

taxas de ohtenclo de explantes sadios.



TABELA 2. EFEITO DE ANTIOXIDANTES EM EXPLANTES DE FOLHA DE PLANTA ADULTA, APGS TRES SEMANAS DE

ISOLAMENTO.
{ {  TO0TAL | | EXPLANTES  SADIOS ]
[ TRATAMENTOS | DE i 4 i {
{ 1 _EXPLANTES_|_0XIDADOS_L TOTAL 1 x s __|
| { | t | l |
1. Meio solido sem PYP ! 59 | 42,0 | 34 | S8,0b | 6,4 |
{ { | | | | !
12, Meio liquido sem PVYP | 32 ! 3,8 | 590 I 9%,2a | 2,6 1|
{ t | { | t {
13. Meio solido com PUP | 59 I 54,3 | 23 I 45,5b | 4,7 |
! | ! { { | [
t4. Meio liquido com PVP | 50 | 8,6 | 44 I 92,0a t 3,8 |
| | | l | | {
| 1 | | N i |

Valores seguidos pela mesma letra nio diferem pelo teste qui-quadrado (P ) @,05).

s - Desvio-padrio



TABELA 3. EFEITO DE ANTIOXIDANTES EM EXPLANTES DE INFLORESCENCIA, APdS TRES SEMANAS DE

ISOLAMENTO.
| | T0TAL | % DE | EXPLANTES  SADIOSI |
I TRATAMENTOS I DE | OXIDADOS 1| |
I — - L EXPLANTES_1 Lo ___TOTAL________ § I S S
:i. Meio solido sea PVUP : 35 : 45,7 : i9 : 94,3 b : 8,4
:2. Neio liquido sem PUP : 43 : 9,3 : 39 : 90,7 a : 4,4
: :3. Meio sélido com PVUP : 43 : 40,0 : 27 : 40,0 b : 7,3
:4. Neio liquido com PUP : 44 : 7,3 : 38 : 92,7 a : 4,1
| | A b T

Valores sequidos pela mesma letra n3o diferem pelo teste qui-quadrado (P ) 0,05).

- Pesvio-padrio
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4.3 CRESCIMENTO DE EXPLANTES

4.3.4 Folha de Planta Jovem
As maiores taxas de crescimento de explantes, provenientes
de folha de planta jovem, verificam—se nas concentragies de 6,8 x

1079 M e 8,1 % 1079 M de 2,4-D (TABELA 4).

Pelos graficos das FIGURAS 3 e 4, observa-se uma proporcio-
nalidade entre concentracfo do produto, porcentagem de crescimen-
to e aspecto. Concentra¢gies maiores que 8,1 1079 M deprimem o©
crescimento. 0 mesmo ocorre com o aspecto; os melhores situam-se
nas menores concentracdes e, nas demais, hd predominincia dos

piores.



TABELA 4, CRESCINENTO E ASPECTO DE EXPLANTES OE FOLHA DE PLANTA JOVEN, APGS QUATRD SENAWAS DE ISOLANENTO,

ITRATAHENTOL  TOTAL | CRESCINENTD (1) | ASPECTO (1) |
I (molar.} | DE | | |
[ 2,4-D | EXPLANTES | NENH. { s I PEQ. | s IREG. | s | GR. | s IRUINI s IREG. 1 s | BOMN | 5 |
f ] | ] | ] 1 1 ] ] ] 1 | 1 | ] ]
[ | | | | | | | | | i | | | | ] |
16,8 x W51 3 | 13,906212,718112,017,3140,0a018912,01 7,3130018415,0a219,41
| i | | | { I | { | l | | | | i i
18,1 x 4979 B 1 751421 R251661125152157,5a17,8150017,9112,5152137,4ab17,41
i | ] | | | | | | | i | | | | l |
90x i B H3I1801RBIT74114315,9128,6bc!7,6154,4184128,617,6120,0bcl6,8!
| l | | | ] | | | | i 1 | | | | |
It B O AIITAL ST 291281 748418571591 291281 1,4c15,41
1 | | | (I | | i | I | | | | | 1
11,08x4074 | BTGB 8614711431591 4cIS54174,417,61 2001681 86c14,71
|

| | | 1 l_ | | | | ] ] | | | 1 |
Valores seguidos pela messa letra ndo diferes pelo teste exato de Fisher (P ) 9,05).

NENH. - Nenhup
PEQ. - Pequeno
REG. - Regular
6R. - Grande
s - Desvio-padrio
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FIGURA 3. GRAFICO REPRESENTATIVO DO CRESCIMENTO DE EXPLANTES DE
FOLLHA DE PLLANTA JOVEM.

80 T

70 +

6@ -+

5@ 4

44 +

33+

&8 x 1470

Ty
atelete

8.4 x io;s '
CONCENTRACAO DE 2,4-D (wlir.)

J NENHLM
N PEQUENO
REGULAR

Z GRANDE




ASPECTO ()

31

FIGURA 4. GRAFICO REPRESENTATIVO DO ASPECTO DE EXPLANTES DE FOLHA
DE PILANTA JOVEM.
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4.3.2 Folha de Planta Adulta

As concentracoes de 8,1 x 1079 M e 9,0 x 1079 M foram as
que provocaram as maiores taxas de crescimento (TABELA S).

Quanto ao aspecto, os melhores resultados foram os das
concentragies de 6,8 x 1079 M, 8,1 x 10" M, 9,0 % 1079 M e 1,08
x 104 ﬁ, sem diferenga estatistica entre eles.

A& andlise dos graficos das FIGURAS O e & real¢a um desem-
penho negativo, ténto para crescimento e aspecto, na concentrac¢lo
de 10”4 M, e um desempenho melhor, na de 1,09 ¥ 1074 M, o que ¢
de dificil explicacio. 0O esperado era que, a partir de uma con-
centrécﬁo At ima, houvesse uma desaceleragfo proporcional do cres-—

cimento, nas concentracies maiores.

4.3.3 Inflorescéncia

Para os explantes de inflorescéncia, a concentragio dé
106°4 M de 2,4-D foi a <que provocou a maior taxa de crescimento
(TABELA 6).

O0s melhores resultados, em termos de aspecto, se situam
nas concentragres de 1074 M e 1,08 x 1074 M.

A analise do grafico da FIGURA 7 evidencia uma haixa taxa
de ocorvréncia na classe de NENHUM crescimento, em relagio ao de
folha, tanto de planta jovem, como de adulta.

A mesma observagio vale para o grafico da FIGURA 8, refe-

rente a0 aspecto, na classe RUIM.



TABELA 5. CRESCIMENTO € ASPECTO OE EXPLANTES DE FOLWA DE PLANTA ADULTA, APGS QUATRO SENANAS DE ISOLAMENTO.

ITRATAKENTOl TOTAL | CRESCIKENTO (1)
| (solar) | OE |
i 2,4-D | EXPLANTES | MENH. | s I PEQ. | s |
| | ] 1 | 1 |
| { | | { | i
16,8 x 9791 50 P01 4611001 42128014831 56,0b 17,4
| [ | { { | | i i | l l | |
18,1 x 05 s P BT 414000 421480 15,4 154,0ab 17,01 401701 20015613%,0a14,8
| | [ | | I i | | { | | - i
19,0 x 16751 45 | 1561541 -1 - 143,354 1724,4a 685,817,401 B91421400217,31
{
|
1
]
1

ASPECTD (1)

RE6. 5

I

1

] 6R. s LRUIKI s IREG. | s 808
i | 1
l |
I !

I ! I
J_1 A
o | (N

001691 18,0154

2402

|
]
|
| 1,8
|

!

!
! I
|
o
| I
P
!
|

| | { ! { | | { | | | i { | | i
Lot 1w 0017,7142,91 6,01 R,017,21482,5¢ 1521725174 1145015,61123b135,21
i i | { i t | { | { | i i ! | |
TR RN ) 20015611401 491 28,0163138,00 16,9155,017,0114,015,2128,0abl 6,31
| 1 I AR RO 1 ] { ] Ao N ] [ |
Valores seguidos pela sesaa letra ndo diferen pelo teste exato de Fisher (P ) 0,85).

NENH, - Nenhum
PEQ. - Pequeno
REG. - Regular
6R. - Erande
s - Desvio-padrdo
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FIGURA 5. GRAFICO REPRESENTATIVO DO CRESCIMENTO DE EXPLANTES DE
FOLHA DE PILLANTA ADULTA.
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FIGURA &. GRAFICO REPRESENTATIVO DO ASPECTO DE EXPLANTES DE FOLHA

86

70 +

64

50 1

40 +

30 4

20 4

16 +

DE PLANTA ADULTA.

BixiS - gaxird

O RUIM
¥ REGULAR
B BOM

gt

CONCENTRACAC DE 2,4-D imlar.)



TABELA 6, CRESCINENTO E ASPECTO 0E EXPLANTES DE INFLORESCENCIA, APGS QUATRO SENAMAS DE ISOLANENTD.

{TRATANENTO!  TOTAL | CRESCINENTD (T) | ASPECTOD (2) |
| (solar,) | | S AL |
I 2,40 | EXPLANTES | MEMH. | s IPEQ. | s IREB.I s| BR. t s TRUINI s IREG. I s | BON | s |
| i { b i | N S { | ] ! | i
] i | | | | | ] | i | | i | | | t
BBx 1079 S0 1 16,01521 14,01 491260 1462100 17,01 20,016,001 30,0185188c17,01
{ | i | | | | | i l | | | | | | i
18,1x10'5‘l ¥ 1L 0156140010 42!2“!60!46”!70!24”6“12.”4,6!64”(!68!
i | [ | i i 4 | | | | | | | ] | |
19,0 x 1009 S0 1 201431 16,01 21840 14918200 17,01360146814601521480c¢17,41
| i | | { | { | | i | | | { | | |
et 1 s S - 68 A R28144618240a1541 4,812811401491820a15,41
{ | | | | | i | | | i i i { |
eextoed 1 45 1 -1 - 12001 6012001 6,014800017,31 4,413,0126,716,61468,9abl4,9!
| i { Lo | | l ] ] L4 | | Lo 1 |

Valores seguides pela mesaa letra nao diferea pelo teste exato de Fisher (P ) ,85).

NEMH, - Nenhua
PEQ. - Pequeno
REG. - Regular
6. - Grande
s - Desvio-padrdo
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FIGURA 7. GRAFICO REPRESENTATIVO
INFLLORESCENCIA.
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FIGURA 8. GRAFICO REPRESENTATIVD DO ASPECTO DE EXPLANTES DE IN-
FLORESCENCIA.
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4.4. INDUCAO DE CALO -~ EXPERIMENTOS COM 2,4-D

4.4.4 Folha de Planta Jovem

Nos experimentos instalados, na primeira avaliac3o, aos 45
dias, em nenhum explante houve inicio de formaclo de calo, € o
nimero de explantes viéQeis Jja estava bem reduzido. Assim, nfo
foi possivel a coleta de dados de indugio de calo néste tipo de

material.

4.4.2 Folha de Planta Adulta

Uma percentagem razoavel de explantes, de folha de planta
adulta, apresentou o inicio da formag3o de calo, aos 45 dias de
isolamento (TABELA 7). 0 processo tinha iniciado, em todos os ex-
plantes, aos 90 dias (FIGURA 9).

A diminyigRo drastica do niumero de repetigies dificulta a
interpretacio dos dados. Pode-se observar casos de diminuwi¢cio de
valores, de uma avaliacio mais adiantada, em relacio a uma ante-
rior, no nesmo tratamento; quando deveriam ser, no minimo,
iguais.

A concentﬁacﬁo de 2,3 x 1074/1,1 % 16™% M foi a melhor,

visto que Ffoi a unica superior tanto aos 45, como aos 60 dias.



TABELA 7. INDUCXO DE CALO EM EXPLANTES DE FOLHA DE PLANTA ADULTA, APGS 45, 40 E 90 DIAS )3
ISOLAMENTO.

| TRATAMENTOS | NUMERO DE REPETICGES  f___INJCID DA FORMACED DE CALO NOS EXPLANTES |
I (molar.) | I____45DIAS 1| 40 DIAS | _ 99 DIAS !
I 2.4-D 145DIAS | 4B DIAS 1 99 DIAS | %X | & | %2 s 1 %1 | & |
1, 1,1 x 1074/ | I I i | I | | i {
| S6x1079 | 125 | 48 1| 45 131,2b 14, 11583ab 17,101 100,861 - |
i I { ! | | ! o | I |
12, 2,3 x 1074/ 1| ! I [ I I ! | I I
Iof,0 %107 1 9% 1 0 1 &0 156,2alS1 166,02 |6,31100,01 - |
I I i i ! I | I ! [ i
13. 3,4 x 1074/ 4 I I i | 1 ! ! I I
I 1,7x107% 1 183 1 60 1 60 146,02 14,7 144,7b | 6,41 100,01 - |
! I ! I I | i I I i I
14, 4,5 x 1074/ | I ! ! | ! I ! | {
I 2,3x10™4 1 & 1 & 1 60 13,3b157 1250c |561100,01 - |
l | L 1 | 1 1 L1 1 [
Valores seguidos pela mesma letra n3o diferem pelo teste exato de Fisher (P ) @,05).

s - Desvio-padrao

40



41

FIGURA 9. INICIO DE FORMACAO DE CALO EM EXPLANTE FOLHA DE PLANTA

ADULTA
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4.4.3 Inflorescéncia

A concentraco stima para induzir a iniciacio de calo, em
explantes de inflorescéncia, se situa numa faixa entre 2,3 x
107471,14 x 1074 M e 3,4 x 107%/1,7 x 1074 M de 2,4-D (TABELA 8).

Ao contrario das outras fontes de explantes, neste caso,
ndo ocorre a degeneracldo dos explantes e o processo de completa
formagdo do calo se verifica (FIGURA 10).

Dhserva;se que todos os tratamentos induzem a iniciaglo de
calo, tal como ocorrido em material de folha de planté adulta.
Isso pode ocorrer devido a passagem pelo meio liquido, ou pela

propria concentragio do meio sdlido.

4.5 INDUCRO DE CALD - EXPERIMENTOS COM CITOCININAS

Semelhante a0 que ocorreu no experimento de induglo de calo,
utilizand02,4~0, houve degenera¢cio dos explantes provenientes de
folha de planta jovem, impossibilitando a coleta dos dados covr-
respondentes.

Para explantes provenientes de folha de planta adulta e

inflorescéncia, ndo houve nenhuma diferenga entre os tratamentos

(TABELAS 9 & 10).



TABELA 8. INDUCXO DE CALO EM EXPLANTES DE INFLORESCENCIA, APGS 45, 6@ E 9@ DIAS DE ISOLAMENTO.

| TRATAHENTOS | NUNERO DE REPETICSES  {__INZCID DA FORMACAD DE CALO NOS EXPLANTES 1
I (molar.) | |___ASDIAS ___1__ 40 DIAS |___90 DIAS |
f 2.4-D L45DIAS 1 4B DIAS 1 90 DIAS | % 1 s t % | & | % | g |
. §,1 x 1074/ | [ i i ! | 1 | I |
| S6x1079 | 4 1 32 1 32 127,5bcl 7,41 100,02l - 1|100,0 1 - |
| I i | { { I [ i [ [
2. 2,3 x 107V | ! I I ! l ! | I
Pof,ix10% 1 68 t 30 1 19 177,0alS541 4,7bl 8,61 100,01 - |
i ! | | l I | | | | i
13. 3,4 x 1074/ | | : I I I | | | [
b7 x1074 0 20 1 28 1 20 1 95¢c 6,41 100,0al - 100,01 - |
| | | | ! I I I I 1 {
14, 4,5 x 1074/ 1 i ! ! I I I I ! l
I 23x40% 1 31 1 17 1 47 1452b 1891 52,90l 12,1 | 100,86 | - |
[ 1 i 1 1 1 1 i 1 L i

Valores seguidos pela mesma letra n3o diferem pelo teste exato de Fisher (P ) 9,05).

& - Desvio-padrdn



FIGURA 1¢. CALO EM EXPLANTES DE INFLORESCENCIA.
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FIGURA 1i. CALO EMBRIOGENICO EM EXPLANTE DE INFLLROESCENCIA.




TABELA 9. INDUCZ0 DE CALO DE EXPLANTES DE FOLHA DE PLANTA ADULTA, UTILIZANDO CITOCININAS,
APAS 45 DIAS DE ISOLAMENTO.

I TRATANENTOS I | INICIO DA FORMAGRO DE CALD |
| (molar.) | REPETIGOES ! i
[ 1 1 1 1 § .|
! t | ! I
| . BAP (4,4 x 1076) I 35 | 100,03 | - 1
i I i | 1
I 2, 2ip (4,9 x 1076 ! 40 I 92,5a | 4,2 !
i i | | I
| 3. BAP (4,4 x 1076) + 2ip i ! ! |
I (4,9 x 1076 I 40 | 100,02 | - I
i i i | 1
| 4. BAP (13,3 x 1074 I 45 I 95,63 | 3,0 I
| | | i I
| 5. 2ip (14,8 x 1076 i 49 I 95,03 | 3,4 I
I | | i I
| 6. BAP (4,7 x 1076) + 2ip I I | !
| (7,4 x 1076) | 35 | 100,02 | - |
I | | [ i
| 7. Testemunha | - 45 | 93,33 | 3,7 |
I 1 1 1 !
Y

alores seguidos pela mesma 1etra ndo diterem pelo teste exato de Fisher (P } @,05),

s - Desvio-padrio



TABELA 10. INDUCZD DE CALO EM EXPLANTES DE INFLORESCENCIA, UTILIZANDO CITOCININAS,

A5 DIAS DE ISOLAMENTO.

#PdS

I TRATANENTOS I | INZCIO DA FORMAGCAO DE CALOD
| (molar.) I REPETICOES |

i Il 1. il 5
! 1 i |

| 4. BAP (4,4 x 1076) | 20 |  850a | 80
| I I |

I 2. 2ip (4,9 x 1076) I 25 i 9,523 | 3,9
! | I l

| 3. BAP (4,4 x 1078 + 2ip f 20 I 95,02 | 4,9
I (4,9 x 1076 I | |

P i I I

| 4. BAP (13,3 x 1076 | 20 | 90,0 a | 6,7
I l | |

| 5. 2ip (14,8 x 10™%) | 25 | 9%,6a | 3,9
[ I { [

| 6. BAP (6,7 x 1076) + 2ip | 30 I 9,02 | 5,5
I (7,4 x 1076) ! | {

| I | I

| 7. Testemunha I 20 | 95,062 | 4,9
| 1 1 1

Valores seguidos pelas mesmas letras nao diferem pelo teste exato de Fisher (P ) 9,05)

s - Desvio-padrao
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4.6 INDUCAO DA PARTE AE=REA

0Os experimentos, dessa fase, foram repetidos quatro vézes,
utilizando-se calos de material de inflorescéncia, visto que, em
explantes de folha de planta jovem e adulta, a completa formaglo
de calo n3o ocorreu.

Os “plantes, do primeiro experimento foram incubados em
condigio de baixa intensidade luminosa. Todos explantes, apds um
més do isolamento, apresentaram—-se enegrecidos € inviaveis.

Na segunda tentativa, houve uma incuba¢c3o inicial no escuro,
por uma semana; apds esse tempo, houve a transferéncia para uma
baixka intensidade luminosa. 0s explantes sofreram uma deteriora-
¢80 mais lenta. No segundo més do isolamento, a maioria deles
aﬁresentou uma tonalidade clara. Apds dois méses, houve uma de-
generagao de todo materiai.

Na terceira tentativa, houve uma permanéncia de 21 dias no
escuro, antes da transferéncia para a luz. 0 resultado foi um
pouco melhor que os anteriores. Alguns calos chegaram a ficar com
uma, tonalidade verde. Mas, também neste caso, todos os calos
tornaram-se inviaveis.

Na quarta tentativa, permanéncia no escuro até o surgimento
das brotac¢ies, antes da transferéncia para a luz, o resultado foi
melhor dque os anteriores. A grande maioria do material permane-
ceuw com um bom aspecto. No terceiro més da permanéncia nestas

condighes, houve diferenciagio, apenas no tratamento onde n&o ha-
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via regulador de crescimento FIGURAS( 12 e 13).

Houve um- desenvolvimento bem diferenciado dos calos. De um
aspecto mais compacto e amarelado (FIGURA 10), até uma espécie de
agregado de pequenas partes € fridvel, de cor branca (FIGURA 11).

Diversos tipos de diferenci¢8o foram obtidos (FIGURAS 12 e 13).



EXPLANTE DE INFLORES-

FIGURA 12. DIFERENCIACAD DA PARTE AEREA EM

CENCIA.




FIGURA 13. OUTRO ASPECTO DA DIFERENCIACZO DA PARTE AEREA EM EX-

PLANTE DE INFLORESCENCIA.




5. DISCUSSZOD

Tal como ocorre com os explantes de inflorescéncia, aqueles
provenienteé de folhas, tanto de plants Jjovem, como de adulta,
nao apresentaram nenhum tipo de contaminaglo.

A imersian do palmito em hipoclorito de siddio (62).‘por dex
minutos, com a posterior eliminagdao das folhas mais velhas, foi
suficiente para obtenc3o de explantes assépticos.

Ressalva-se que, éuando da existéncia de bactérias enddgenas,
celas nio s8o eliminadas pelos tratamentos de assepsia; estes res—
tringemn-se uma desinfestaclo externa.

Uma hipdtese a ser testada, para evitar a contaminagadao por
bactéria enddgena, € a permanéncia em geladeira, por um, dois,
trés ou mais dias, do material fonte de explantes. Ele permanece
totalmente viavel, nestas circunstancias, por dez dias.

Ao contrario da contaminag8o, a oxidagdo € um problems grave
na cultura de tecidos do coqueiro. Nos primeiros sete dias de
isolamento, no experimento de assepsia, nao se detectou nenhum
sintoma de oxidaeﬁo. Entre a primeira € a segunda semana, teve
inicio um amarelecimento do materiél, agravado entre a segunda €
a terceira semana €, no final desta todos os explantes estavam

oxidados. Ao final de 3¢ dias, todo o material estava morto.



A gravidade do processo ¢ tH3o grande que, sem uma hoa técnica
antioxidante, fica impossivel a cultura desses tecidos.

€ interessante ressaltar a inexisténcia, na literatura, de
qualquer registro de Qma metodologia para se evitar o processo de
oxidagHo, com excessfo do trabalho de REYNOLDS & MURASHIGESL. A
observacio de PANNETIER & BUFFARD-MORELS?, em 1986, de que pro-
blemas de oxidaglo haviam sido relatados nas primeiras culturas
"in wvitro®, sem contudo dar detalhes de sua incidéncia, continua
valida. Evidente que esse problema deve ter sido contornado pois,
fases mais avangadas de pesquisas nesta drea sio registradas. 0
grande interesse comercial envolvido € a preocupacio de obtencio
de patentes nos avangos tecnolidgicos, como registra BLAKES, pode
ser uma explicacio para o fato.

No experimento realizado com explantes de folha de planta Jjo-
vem, contornou-se, de maneira signifaicativa, em relagio a teste-
munha, o processo de oxidacio. Mas persistin ainda uma taxa ele-~
vada, em torno de 504 de explantes oxidados.

A técnica antioxidante, mais adequada que se infere daquele

sperimento, € a que se segue: explantes prontos para o isolamen-~
to sfo imersos em solufes de dcido citrico (7,8 x 1674 M) 6u de
dcido ascérbico (5,7 X 1674 M), por, no minimo, 30 minutos, antes
da colocaglo definitiva no meio de cultura.

€ importante salientar que esses acidos nlo sio termoestaveis,
e, portanto, nio podem ser submetidos 20 processo de autoclava-
gem. Suas solﬁcﬁes devem,ent3o, ser esterilizadas por outros pro-
cessos  que n3o envolvam a utilizag8o de calori por exemplo. Fil~

tragem por meio de miliporos.



Para se tentar baixar ainda mais a taxa de incidéncia de oxi-
daglo prossecauiran-se com 0% experimentos, com folha de planta
adulta e inflorescéncia, para identificar uma técnica antioxidan-
te. Testou-se a eficiéncia de um terceiro antioxidante, o PVP.
Considerando que 0 processo de oxidaclo se deve, principalmente,
a intoxicagio dos tecidos por fendis liberados por tecidos recém
feridos , testou-se um segundo fator, que foi o meio liquido. A
hipdtese era que esses fendis difundiriam-se no meio liguido, ao
contrario de suas localizagdo fixa, praxima aos explantes, no meio
salido.

As altas taxas de obtenglo de explantes sadios mostraram que é
permanéncia em meio liquido, por uma semana, antes do isolamento
em meid sihlido € altamente eficiente no controle deste processo.

As maiores taxas de crescimento de explantes de folha de
planta Jjovem, OcCOrreram cOm as menores concentragies de 2,4-D,
seguidas pelas de folha de planta adulta, e por fim pelas de in-
florescéhcia.

A necessidade de se identificar a correlagio entre o cresci-
mento dos tecidos, com a formagio de calo, para se determinar
qual a menor qoncentracﬁo, que no menor espago de tempo, esti-
mula 3 indugl3o de calos embriogénicos, sem a desarganizagﬁo do
material genetico; Justificam o prosseguimento de experimentos de
crescimento de explantes.

Nos exper imentos instalados para induglo de calos (com 2,4-D),
em explantes de folha de planta jovenm, em nenhum explante houve
inicio de formaglio de calo, € o numero de explantes vidaveis esta-
va muito reduzido‘aos 4% dias do isolamento. A causa desta redu-

¢ao ndo é o processo de oxidag830, cujos sintomas aparecem 1090 na



segunda semana e ans 3¢ dias, todos os explantes que oxidam, mor-
rem.

Neste caso, aos 30 dias de isolamento, os explantes que apre-
sentavam um bom crescimento € aspecto continuavam a crescer ate
aos 45, 5@ dias. A partir desse momento, comegava um amareleci-
mento lento,e, aos 60 dias, 0 explante estva invidvel. € como se
existissem, no meio de cultura, todas as condighes para um bom
desenvolvimento inicial do explante €, a partir de certo momento,
faltasse um fator importante.

Ao contrario dos explantes de folha de planta jovem, aqueles
de planta adulta apresentaram inicio da formacio de calo, aos 495
dias de isolamento. Aos 90 dias, todos os explantes estavam nesta
sitnacgio. Apesar de ter ocorrido a iniciagio, a comopleta forma—-
30 de calo, nesse tipo de explante, n3o foi detectada. A causa
foi a degeneracio dos tecidos por um processo semelhante dquele
que ocorreu em planta jovem, porém, em fase mais adiantada.

Em explantes de inflorescéncia, todos os tratamentos induziram
a iniciacf%o de calo, o que também ocorreu em material de folha de
planta adulta. Isso pode ter ocorrido devido a passagem pelo meio
liquido, ou pela prdpria concentragio do meio sdlido. 0O meio 1i-
quido, tedricamente, deve predispor mais fortemente o explante a
formacio de calo, pela maior concentragfo, como também pela me-
lhor distribuicSo e penetrac8o do 2,4-D nos tecidos.

Neste tipo de explante, verificou-se a completa formacio de
calo.

Também nesta fase, como naquela de crescimento dos explantes,
os melhores resultados se dio com concentracio mais elevada de

2,4-D que o0s exigidos por explantes de fdlha de planta adulta.



Nos experimentos de indu¢lo de calos, utilizando citocininas,
o mesmo processo de degeneraglo, em explantes de folha de planta
Jovem, ocorreun neste caso, semelhante ao que sg verificou nos ex-
perimentos com 2,4-D. Isso mostra que as citocininas BAP e 2ip
nfo s80 o0s fatores exigidos para a completa forma¢cio de calo,
neste tipo de material.

Para tecidos de folha de planta adulta e de inflorescéncia,
houve um acréscimo no mimero de explantes que iniciaram a forma-
¢3o de calo e, aos 4% dias, praticamente, todos os exhlantes es—-
tavam nesta condigio. Isso, provavelmente, se deve ao uso da con-
centragao mais adequada do 2,4~D, identificada nos experimentos
anteriores.

Nio houve diferenga entre as citocininas utilizadas, ou entre
as concentragoes do mesmo produto, nem entre os tratamentos e a
testemunha. Isso mostra que apenas o 2,4-D, sem nenhum outro tipo
de regulador de crescimento, € suficiente para produzir o inicio
da formagio de calos.

Na fase de indugio da parte aérea ficou evidenciada a grande
influéncia do fater luz na evolucio dos calos e na organogénese.

Houve diferenciacfo apenas na auséncia de luz.

He

= longo o tempo'de permanéncia dos explantes, no meio de cul-
tura praprio, antes do inicio da diferenciacio. Somente a partir
do terceiro més & que houve infcio do aparecimento da parte adrea
e de raizes.

Até o final do quarto més de cultura dos calos, apenas no meio
de cultura desprovido de reguladores de crescimento, houve dife-

renciagio.



Simultaneamente a diferenciagio da parte aérea, houve o apare-
cimentb de rafzés em porgies do calo, n3o necessariamente conec-
tadas com a parte aérea.

0 interessante, a partir do calo embriogénico obtido, sera o
desenvolvimento de uma tecnologia de separa¢3o e cultivo de célu-
las individuais, que possibilitar3o a obtencio de verdadeiros em-
brifies somdticos. Quando do dominio dessa tecnologia, perspecti-
vas interessantes se apresentar3o, como a fuslo de protoplastos,
para hibridizacio somatica; selegio de mutantes e engenharia ge-~

nética.



6. CONCLUSGES

i. O material proveniente de folha de planta jovem e adulta €
asséptico. Necessita apenas de uma desinfestacio externa para ob-

tengao de explantes sem nenhum tipo de contaminaglo.

2. As fontes de explantes pesquisadas (folha de planta jovem e
adulta e inflorescéncia) sS50 altamente suscetiveis ao processo de
oxidag80. A cultura desses tecidos s € possivel com o emprégo de

uma teécnica antioxidante.

3. Os dcidos citrico e ascidrbico s3o eficientes no controle do
processo de oxidag3o. Apesar disso, quando de sua utilizacio,
ainda persiste uma incidéncia relativamente alta, em torno de 50
“Ze A remogdo, com a mudanga de local, dos explantes;, ndo diminui
a taxa de oxidagdo; ao contrdrio, agrava o processo. 0 PVUP n&o
foi eficiente no.controle da oxida¢g3o. 0 isolamento inicial‘ em
meio liquido, por uma semana, & altamente eficiente no controle
de oxida¢80, proporcionando elevadas taxas de obten¢3o de explan~
tes sadios. 0 comportamento de empléntes de folha de planta adul-~
ta, em relaglo aos tratamentos antioxidantes, € idéntico ao de

inflorescéncia.



4. As concentfacﬁes de 6,8 x 1077 M e 8,1 x 107 M de 2,4-D
provocaram as maiores taxas de crescimento € melhor aspecto, em
explantes de folha de planta jovem. Para tecidos de folha de
planta adulta, as maiores taxas de crescimento ocorreram nas con-
centragdes dev8,1 X i@‘s_ﬂ e 9,6 x 1079 M de 2,4-D. Em relagio ao
aspecto, nSo houve diferenca entre as concentracies de 6,8 x 10™9
Mi B,1 % 1079 M e 1,08 x 10~4 M. A maior taxa de crescimento, em
tecido de inflorescéncia, se verificou.na concentracio de 1074 M
de 2,4-D. As de 1074 M e 1,08 x 1074 M causaram os melhores as-

pectos.

5. A concentracho de 1,1 % 1074 M de 2,4-D, em meio sdlido,
com uma passagem anterior, de uma semana, em meio liquido, com
2,3 x 1074 M, foi a que induziu a formacio de calo no maior nime-
ro de explantes de tecido de folha de planta adulta. Com técnica
semelhante & de folha de planta adulta, as concentracbes entre
1,4 2 1074 M e 1,7 % 1074 M de 2,4-D foram as que provocaram por-
centagens maiores de iniciagio de calo, em explantes de tecido de
inflorescéncia. Nio se detectou a completa formaclo de calo em
explantes de folha de planta jovem € adulta.Em explantes de teci-
do de inflorescéncia, o processo de completa formagio de calo se

verificou. NAo se detectou influéncia das citocininas BAP e 2ip,

utilizadas com o 2,4-D, no processo de iniciaglo de calo.

6. A permanéncia dos calos de inflorescéncia no escuro, até a

7

diferenciacio da parte aérea, € a melhor condi¢g8o de incubagio

para esta fase.
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7. Houve diferenciacio da parte aédrea, em calos de inflorescén—

cia, no tratamento sem nenhum tipo de regulador de crescimento.
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