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INTRODUCAO

Cocos nucifera L. (coqueiro) ¢ uma palmeira de significativa importancia econdmica mundial,
em fung¢do da sua multiplicidade de usos, com destaque para o uso alimenticio. No entanto, a propagagao
sexuada ndo esta sendo suficiente para atender a demanda crescente por mudas dessa espécie que, em
Giltima andlise, tém comprometido a produgao e longevidade dos coqueiros (SAENZ-CARBONELL et
al., 2016).

Por apresentar longo ciclo de vida, alto grau de polinizagdo cruzada, producdo de apenas uma
semente por fruto (BANDUPRIYA; FERNANDO; VIDHANAARACHCHIL, 2016) e lenta taxa de
multiplicacdo por sementes (BETT; MWEU; NYENDE, 2019), o melhoramento convencional dessa
espécie é considerado dificil (BANDUPRIYA; FERNANDO; VIDHANAARACHCHIL, 2016) e caro
(BETT; MWEU; NYENDE, 2019).

Nesse sentido, métodos alternativos e eficientes de propagacdo devem ser considerados visando
ndo somente subsidiar programas de melhoramento genético, mas também a produgdo de mudas de
genoétipos selecionados em larga-escala da espécie. Todavia, C. nucifera exibe apenas meristemas
apicais, e, portanto, ndo sdo conhecidos métodos de propagagdo vegetativa convencionais para espécie.
Nesse sentido, as técnicas de cultivo in vitro, em especial a embriogénese somatica, ¢ uma alternativa
para propagagao de gendtipos de coqueiro de alto rendimento e livres de doengas. Contudo, essa espécie
¢ considerada recalcitrante (SAENZ—CARBONELL et al., 2016; BETT; MWEU; NYENDE, 2019), o
que exige constante investigagdes dos diferentes fatores que influenciam suas respostas in vitro, como
os reguladores de crescimento utilizados.

Com este trabalho, objetivou-se avaliar o efeito de auxinas na morfologia diferencial de calos

obtidos de plumulas durante a indug@o da embriogénese somatica em Cocos nucifera L.

MATERIAIS E METODOS
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A inducdo de calos visando a embriogénese somatica foi conduzida a partir de plamulas
extraidas de embrides zigoticos de Cocos nucifera (Figura 1A-C) oriundos da Fazenda Experimental da
Embrapa Tabuleiros Costeiros, localizada no municipio de Itaporanga D'Ajuda, Sergipe, Brasil.

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais 2 (LCT2) da
Embrapa Recursos Genéticos ¢ Biotecnologia, em Brasilia, Distrito Federal, Brasil. No LCT2, os
embrides zigbdticos foram manipulados no interior de uma camera de fluxo laminar utilizando-se um
estereomicroscopio. Para a excisdo das plumulas foram utilizadas pingas, papel filtro e bisturis
previamente esterilizados. Apos a excisao, as plumulas foram inoculadas imediatamente em meio de
cultura Y3 (EEUWENS, 1976), com Fe-EDTA ¢ vitaminas mantidas conforme a concentragao original
do meio de cultura de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962). Adicionalmente, os meios foram
suplementados com 30 g/L de sacarose, 2,5 g/L de carvao ativado, 2,5 g/ de Phytagel e 600 uM das
auxinas acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico (Picloram) ou acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). O
pH dos meios foi ajustado para 5,8 £ 0,1 antes da adigdo do agente gelificante. Os meios foram
esterilizados por autoclavagem por 20 minutos a 121 °C e 1,5 atm de pressao.

As plimulas permaneceram por 120 dias nos meios supracitados, com subcultivos realizados
mensalmente. As avaliagdes com relagdo aos percentuais de explantes oxidados, de explantes com
formag@o de calo e do tipo de calo obtido (compacto globular ou semifriavel) foram realizadas aos 120
dias de cultivo. Os explantes foram cultivados em placas de Petri (15 x 90 mm), com aproximadamente
25 mL de meio de cultura por placa e armazenadas em sala de crescimento escura, a 25° + 2 °C.

Adotou-se delineamento inteiramente casualizado, com dois tratamentos (2,4-D e Picloram),
com 10 repeti¢cdes cada e com cinco pliumulas por repeti¢ao. O conjunto de dados obtido foi submetido
a analise de varidncia (ANOVA) pelo teste F e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, ao

nivel de 5% de significancia, por meio do software estatistico R.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Aos 30 dias de cultivo observou-se a formag@o das primeiras formagdes calogénicas (Figura
1D) que evoluiram para estruturas translucidas compactas aos 60 dias (Figura 1E, F). Calos mais
proeminentes foram notados apds 120 dias de cultivo, com dois padrdes morfologicos bem distintos:
calos com uma textura semifridvel, caracterizados morfologicamente como estruturas diminutas
esféricas com coloracdo branca ou amarela (Figura 1G, H), e calos compactos globulares com superficie

lisa, brilhante e translacida, similar ao observado aos 60 dias de cultivo (Figura 1H).
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FIGURA 1 - Calos de Cocos nucifera obtidos a partir de plimulas cultivadas em diferentes auxinas
visando a embriogénese somatica. A. Embrido zigotico. B: Localizagdo da plimula (seta). C: Plumula
extraida. D: Calo sobre plimula cultivada em meio com 2,4-D, apds 30 dias de cultivo. E, F: Calos sobre
plimulas cultivadas em meio com Picloram, apds 60 dias de cultivo. G: Calo semifriavel oriundo de
plimula cultivada em meio com 2,4-D; notar oxidagao (seta). H: Calos semifriavel e compacto oriundos
de plumula cultivada em meio com Picloram. Abreviagdes: (cc) calo compacto; (csf) calo semifriavel;
(ez) embrido zigotico e (pl) plamula. Escalas: A, E, G, H: 2 mm; B, D, F: 1 mm e C: 0,5 mm.

Com relagdo ao percentual de formacao de calos, apds 120 dias de cultivo ndo foram constatadas
diferencas significativas entre as auxinas testadas, com valor médio de 88% (Figura 2). Esse valor ¢é
superior ao reportado por Hornung (1995) e Fernando et al. (2003), também ao utilizarem plumulas de
C. nucifera. Contudo, quanto a taxa de oxidagado, verificou-se que a auxina 2,4-D proporcionou maior
percentual de oxidacdo dos explantes (60%), comparativamente a auxina Picloram (14,5%) (Figura 1G
e 2). Essa alta taxa de oxidagdo ocasionada pelo 2,4-D ndo foi um fator limitante a obtencao de calos.

O 2,4-D ¢ a auxina mais comumente utilizada para indug@o de calos visando a embriogénese

somatica em C. nucifera (SAENZ et al., 2006; SANDOVAL-CANCINO et al., 2016; BETT; MWEU;
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NYENDE, 2019). Em paralelo, a auxina Picloram foi utilizada para inducdo da androgénese na espécie,
sem resultados positivos (PERERA et al., 2009).

Salienta-se que plimulas cultivadas em meio suplementado com 2,4-D apresentaram somente
calos semifriaveis (Figura 1G e 2), ao passo que plimulas cultivadas em meio com Picloram
apresentaram tanto calos semifriaveis, quanto calos compactos globulares translucidos (Figura 1H e 2),

com destaque em frequéncia para esse ultimo calo.
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FIGURA 2 - Efeito de diferentes auxinas (2,4-D e Picloram) nos percentuais de oxidagao dos explantes
e de formagao de diferentes tipos de calos (semifridvel e compacto globular), a partir de plimulas de
Cocos nucifera visando a embriogénese somatica. Letras mintsculas diferentes indicam diferenga
significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Barras representam o erro
padrao.

Os calos compactos obtidos assemelham-se aqueles classificados como embriogénicos por
Saenz et al. (2006), também oriundos de plimulas de C. nucifera. Calos caracterizados como friaveis
foram previamente descritos na espécie por Branton ¢ Blake (1983), a partir de inflorescéncias jovens.
Apesar dos calos compactos serem considerados embriogénicos (SAENZ et al., 2006), conforme Kong
et al. (2020), calos com natureza “dura” sdo considerados inadequados para o estabelecimento de
suspensodes celulares em C. nucifera, visando o incremento da taxa de multiplicagdo de plantas. Isso ¢
um importante aspecto a ser considerado, uma vez que, a maioria dos protocolos de embriogénese
somatica disponiveis para essa espécie apresenta baixa eficiéncia. Logo, ¢ crucial o desenvolvimento de

estratégias relacionadas a multiplicagdo eficiente de calos embriogénicos.

CONCLUSOES
Diante dos resultados, conclui-se que plumulas de C. nucifera sao explantes responsivos ao

cultivo in vitro sob altas concentragdes de auxinas, independentemente da auxina utilizada. Para fins de
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multiplicacdo de calos, recomenda-se o uso da auxina acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), por

proporcionar a formagao de calos com maior friabilidade, o que favorece a multiplicagdo posterior.
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