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INDUCAO DE CALO A PARTIR DE EIXO EMBRIONARIO DE COQUEIRO
(Cocos nucifera L.)*

KICIA KARINNE PEREIRA GOMES?3, VIRGINIA CARLA DE OLIVEIRA3®*, ANA DA SILVA LEDO?S,
PAULA CRISTINA DA SILVA ANGELO?%, JEFFERSON LUIS DA SILVA COSTA3’

RESUM O - Este estudo teve como objetivo avaliar a capacidade de formagdo de calos a partir de tecidos originérios do eixo embrionério de embrides
zigdticosde coqueiro (CocosnuciferaL.) em diferentes concentragBesde 2,4-D. O experimento foi instalado em delineamento i nteiramente casudizado,
em esquemafatorial 4x5 (4 concentragdes de 2,4-D x 5 segmentos do eixo embrionério). Os eixos embrionarios foram excisados | ongitudinal mente dos
embriBes zig6ticos e, em seguida, submetidos aassepsiacom hipoclorito de sodio (0,2%) por dois minutos, lavados com aguadestilada estéril eimersos
por dois minutos em solugdo de &cido citrico estéril (100 mg.L™). Oseixosembrionérios foram enté@o seccionados em cinco segmentos correspondentes
asposicdesA, B, C, D eE, etransferidos paraplacas de Petri contendo meio de culturaY 3, suplementado com quatro concentragdesde 2,4-D (104; 1,36x10
4 3,62x10*e4,52x10* M), sacarose (50 g.L 1), carvdo ativado (2,5 g.L %) evitaminasde Morel e Wetmore, manti dos em ambi ente escuro, em temperatura
de 25+ 2°C. Apéds 15 diasdeinoculacdo, os segmentosA e B apresentaram 97,5% de explantes com calosfridveisnaconcentracéo de 104 M de 2,4-D, e
92,5% e 80%, respectivamente, naconcentracdo de 1,36x10* M. O segmento E, em ambas as concentragdes, apresentou 60% de cal ogénese. Apés 30 dias
deinoculagdo, os segmentosA e B apresentaram 100% e 97,5% de cal ogénese naconcentracdo de 104 M, e 90% e 80%, respectivamente, naconcentracdo
de1,36x10* M. Em ambas as concentragBes, 0 segmento E apresentou de 55 a57,5% deformagéo de cal os. As concentraces de 2,4-D que melhor induzem
calogénese, sfo asde 10 e 1,36x10“ M. Os segmentosA, B e E apresentaram maior competéncia para cal ogénese.

Termosparaindexacdo: Culturadetecidos, reguladores de crescimento, culturainvitro

CALLUS INDUCTION FROM COCONUT EMBRYOGENIC AXIS (Cocos nucifera L.)

ABSTRACT —The ability of callus formation from the embryo axes of coconut in different concentrations of 2,4-D was evaluated. The experimental
design was completely randomized in a4x5 factorial scheme (4 concentrations of 2,4-D x 5 segments of the embryogenic axis). The axeswere excised
longitudinally out of zigotic embryosand were then disinfected with sodium hipocloride (0.2%) for two minutes, washed with sterile distilled water, and
soaked for two minutesin asol ution of sterilecitric acid (100 mg.L™). Theembryogenic axeswere split in five segments corresponding to positionsA, B,
C, D and E, and transferred to Petri dishes containing the culture media Y 3, suplemented with four concentrations of 2,4-D (10 1.36x10*; 3.62x10
4.52x10* M), sucrose (50 g.L %), activated charcoal (2.5 g.L*) and vitaminsof Morel and Wetmore. The Petri disheswereincubated in adark atmosphere
under thetemperature of 25+ 2°C. After 15 daysof inoculation, the segmentsA and B in the concentration of 10 M of 2,4-D presented 97.5% of explants
with friable callus, and 92,5% and 80%, respectively, in the concentrationsof 1.36x10 M of 2,4-D. The E segment, in both concentrations, presented 60%
of callusformation. After 30 days of inoculation, the segmentsA and B promoted 100% and 97.5% in the concentration of 104 M, and 90% and 80%,

respectively, in the concentrations of 1.36x10* M. The E segment promoted 55% to 57.5% of callusinduction in both concentrations.

Index terms: Tissue culture, growth regulators, invitro culture
INTRODUCAO

Apesar daimportancia do coco (Cocos nucifera L.) no cen&rio
mundia, no Brasil eno Nordeste, asuaprodutividade aindaé extremamente
baixa, sendo ocasionada, principalmente, pelo uso de cultivares ndo
selecionadas, nutricionais, manejo inadequado de &gua e por problemas
fitossanitérios que diminuem significativamente aareafoliar, promovendo
perdas de até 50% na producdo daculturano Pais (Siqueiraet al., 1995).

Astécnicasde culturadetecidostém sido aplicadasde diferentes
formas em programas de melhoramento, na conservagdo e avaliacdo de
germoplasma, aumento davariabilidade genética parafins de selegco, na
introgressdo de genes de interesse, para acelerar programas de
mel horamento e naclonagem de gendtipos. Dentretodas as aplicacfesda
cultura de tecidos de plantas, sem davida, as de maior impacto so as de
utilizacdo no melhoramento genético de plantase narecuperacdo deplantas
livres de virus e outros agentes fitopatogénicos (S et al ., 2000).

A propagagéo clona do coqueiro tem sido avo de estudos nos
ultimos 20 anos por organizagBes de pesquisa publica e privada. Essas
pesqui sas tém se concentrado na obtencdo de protocol osde multiplicacdo
invitro a partir da embriogénese somética e organogénese, em todos os
tipos de tecidos meristematicos e a partir da reversdo floral (Branton &
Blake, 1986; Buffard-Morel et a., 1988; Verdell et d., 1994; Blake &
Hornung, 1995; Hornung, 1995). A técnica de clonagem apresenta
enormeimportanciapraticapor produzir plantas maisuniformes, sadiase
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emumavelocidademuitomaior do que osmétodosconvencionais. Algum
sucesso tem sido obtido com acultura in vitro de embrides zig6ticos de
coco, técnica que pode ser usada para conservacdo e intercAmbio de
germoplasmae parapropagacéo de hibridosraros (Rillo & Paloma, 1990).

A propagacéo vegetativa do coqueiro por meio de cultura de
tecidos podera permitir significativos aumentos de produtividade pela
multiplicag8o deindividuos produtivos, resi stentes adoencas ou dotados
de uma particular capacidade de adaptacdo a condi¢des adversas de
ambiente (Pannetier & Buffard-Morel, 1986).

Eeuwens (1978) verificou ainfluénciadanutricdo organicae dos
regul adores de crescimento nos explantes detecido deinflorescéncia. Os
resultados mostraram que regul adores de crescimento, taiscomo 0 2,4-D
(2,4-diclorofenoxiacético) eANA (écido naftaleno acético), estimularam o
crescimento dos tecidos apenas em baixas concentragdes e que sua
presenca em altas concentragdes causou a morte dos tecidos. Além do
crescimento dos explantes, diferentestiposde proliferagdesforam obtidos,
como formagao de calo naparte superior de explantescom caule, folhase
inflorescéncia(Eeuwens, 1976).Chan et d. (1998) estabel eceram protocolo
de regeneracdo de coco por embriogénese somética, usando plumulasde
embrides zigbticos como explante, combinando reguladores de
crescimento, 2,4-D e BAP (6-benzilaminopurina), no meio de cultura.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a capacidade de
formagdo de calos a partir de tecidos originarios do eixo embrionério de
embrides zigbticos de coqueiro-Ando Verde de Jiqui em diferentes
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concentracBes de 2,4-D.
MATERIAL E METODOS

Foram utilizados eixos embrionéarios obtidos apartir de embrides
zigoticos maduros de plantas de coqueiro-Anao Verde de Jiqui
provenientes do Banco de Germopl asmadaEmbrapa Tabuleiros Costeiros,
localizado no Campo Experimental do Betume, em Neodpolis-SE. O
experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatoria 4 x 5 (quatro concentragdes de 2,4-D combinadas com
cinco segmentos do eixo embrionario), com quatro repeticdes, sendo cada
parcel aexperimental compostapor dez placasde Petri com cinco segmentos
cada.

Os eixos embrionarios foram excisados longitudinal mente, dos
embrides zigéticos sem corte dos primérdiosfoliares, em cmaradefluxo
laminar, com o auxilio de um microscdpio estereoscopio. Em seguida, foram
submetidos aassepsiacom hipoclorito de sodio (0,2%), por dois minutos,
lavados com agua destilada estéril, por trés vezes, e imersos por dois
minutos em solucdo de &cido citrico estéril (100 mg.L ). Os eixos
embrionérios foram entdo seccionados em cinco segmentos
correspondentes as posicoesA (porcéo apical), B, C, D e E (porgéo basal)
(Figural), etransferidos paraplacas de Petri contendo meio deculturaY 3
(Eeuwens, 1976), suplementado com quatro concentragBesde 2,4-D (104
1,36x10% 3,62x10“e4,52x10* M), sacarose (509.L ), carvao ativado (2,5
g.L™?) evitaminas de Morel & Wetmore (1951). As placas contendo os
explantesforam mantidasem salade crescimento, com temperaturavariando
de 25+ 2°C, umidaderelativado ar médiaem torno de 70% eausénciatotal
deluz.

FIGURA 1 - Seccdo do embrido do coqueiro-Ando Verde de Jiqui,
seccionado em cinco segmentos, denominadosA, B, C, D
e E. EmbrapaTabuleiros Costeiros, Aracaju-SE, 2002.

Aos 15 e 30 dias ap6s a inoculagdo, foi determinada a
porcentagem de formacdo de calo friavel nos segmentos de eixo
embriondrio, nas quatro concentracGes de 2,4-D. As médias foram
submetidas a analise de variancia e, quando significativas, foram
comparadas pelo teste de Tukey, a 1% de significancia. Os dados foram
transformados em Vx +1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se a formacédo de calos friaveis nos explantes
originariosdo eixo embrionério do coqueiro, nos 15 primeiros dias apos
ainoculacdo (Tabela 1). Outros autores tém observado umavariacdo no
tempo de inicio de formagéo de calos, de 2 a 3 meses (Rillo, 1989), 6
meses(Verdell et ., 1992) e4 meses(Verdeil et d., 1994) apdsainoculacéo,
em diferentes explantes. Dessa forma, o fato de obter-se sucesso na
formacao de cal os nessestecidosem 1/4 a 1/6 do tempo al cancado pelos
autores mencionados, serade grandeimportancia para o estabel ecimento
de futuros protocolos de regeneracdo in vitro de coqueiro.

As concentragBes mais baixas de 2,4-D (10* e 1,36x10* M)
mostraram-se as mai s fi cientes naindug&o de calosemtecidos originarios
de eixo embrionério do coqueiro, ndo diferindo estatisticamente entre s
(Tabelal). Obtiveram-se umacorrelagdo negativaentre aconcentracdo de
2,4-D eaformacdo decaosfridveis(Figura2). O explante C, naconcentragio
de 3,62x10* M, ndo desenvolveu calo durante o periodo de 15 ede 30 dias,
porém apresentou 2,5% de cal ogénese na concentracdo de 4,52x10“ M,
aos30diasdecultura O explante D, submetido a2,4-D nas concentragBes
de 3,62x10*e4,52x10* M, desenvol veu baixaporcentagem decalos (12,5
% e 5%, respectivamente), aos 15 e 30 dias de cultura. Estes resultados
concordam com os obtidos por Eeuwens (1976), onde auxinas (2,4-D e
ANA) estimularam o crescimento dos tecidos apenas em baixas
concentracOes (107 M) e que sua presenca, em altas concentracoes, no
meio de cultura, foi inibitéria e causou a morte dos tecidos. Entretanto,
Verdell et al. (1994) relataram o estabel ecimento de calosembriogénicose
aregeneracdo deplantulas, apartir de explantesdeinflorescénciaimatura,
obtendo aformag&o dos calos, aos oito meses de cultura, sem subcultivo
emniveisatosde2,4-D.

A interacdo tipo de segmento x concentragdo de 2,4-D foi
altamente significativa para a inducéo de calos. Aos 15 e 30 dias de
inoculagdo, ossegmentosA, B e E apresentaram mel hor respostaquanto
aformagdo de calos. A obtencdo de maior calogénese nos segmentosA
eB sedeve, provavel mente, & sua proximidade dazonameristematicado
eixo embriondrio, ou segja, nas partes regenerativas competentes. Por
outro lado, o desenvolvimento de calos no segmento E deve-se a sua
proximidade em relagdo ao haustorio, constatado pela aparéncia
esponjosa do tecido caracteristico. Nos segmentos C e D, ndo foi
observada aformagdo satisfatéria de calos, nas concentracoes testadas
nos periodos analisados, provavelmente, devido ao fato de terem sido
seccionados da parte intermediaria do eixo embrionério, distante dos
tecidos mencionados.

TABELA 1 - Porcentagem deformacao de calo fridvel em cinco tipos de segmentos de e xo embrionério de coqueiro-Ando Verde de Jiqui combinados
com concentracBes de 2,4-D, aos 15 e 30 dias de cultura. Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju-SE, 2002.

Aos 15 dias

% de Calos

Concentragao de 2,4-D

Posigao dos Explantes

A B C D E
10*M 97,5 aA 97,5 aA 22,5 cA 10 cA 60 bA
1,36x10* M 92,5 aA 80 abA 7,5 acA 5cA 60 bA
3,62x10* M 42,5 abB 10 cB 0cA 12,5 bcA 45 aAB
4,52x10* M 37,5 aB 2,5bB 0 bA 5 bA 27,5 abB
Aos 30 dias
10* M 100 aA 97,5 aA 20bcA 5cA 55 abA
1,36x10* M 90 aAB 80 aA 15 bA 5 bA 57,5 aA
3,62x10* M 45 aBC 10 cB 0cA 12,5 bcA 42,5 abA
4,52x10* M 37,5 aC 5bB 2,5 bA 5 bA 30 abA

M édias seguidas de mesmalletra, maiUsculanavertical e mintsculanahorizontal, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 1% de probabilidade.
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FIGURA 2 - Andlisederegresséo do efeito daconcentragéo de 2,4-D na
formagdo de calofriavel deeixo embrionario de coqueiro-
Anéo Verdede Jiqui, aos 15 e 30 dias de cultura. Embrapa
Tabuleiros Costeiros, Aracaju-SE, 2002.

4,52x10-4 M

CONCLUSDES

1) Asconcentracfes de 2,4-D que melhor induzem aformagéo
decalos, sdoasde 104 M e1,36x10* M, em um espaco detempode 15a
20dias.

2) Forma-se calo aos 15 dias a partir de segmentos proximos a
zonameristeméticado eixo embrionério.

3) Os segmentos do eixo embrionario seccionados nas posi ¢des
A, B (regibes apical do eixo embrionario) e E (regido basa do eixo
embrionério) apresentam melhores resultados para calogénese nas
concentragdes analisadas.
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