111 Simpésio de Propagacao de Plantas e Produc¢do de Mudas ISBN

Campinas-SP
27 a 29 de setembro de 2023 978-65-88904-06-0

INICIACAO DE CALOS EM PLUMULAS DE Cocos nucifera L.
VISANDO A EMBRIOGENESE SOMATICA

CALLI INITIATION IN PLUMULES OF Cocos nucifera L. AIMING AT SOMATIC
EMBRYOGENESIS

Giuliano Carvalho Frugeri'; Inaé Marié de Aratjo Silva®; Sueli Maria Gomes?; Jonny Everson
Scherwinski-Pereira®

'Doutorando da Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro, CEP 70910-900, Brasilia, DF, Brasil.
giulianofrugeri@gmail.com. Apresentador do trabalho. 2Pés-doutoranda da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, CEP 70770-917,
Brasilia, DF, Brasil. inaemarie@hotmail.com. Professora da Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro, CEP 70910-900,
Brasilia, DF, Brasil. suelimariagomes@gmail.com. *Pesquisador da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, CEP 70770-917, Brasilia,
DF, Brasil. jonny.pereira@embrapa.br.

INTRODUCAO

A palmeira Cocos nucifera (coqueiro) é uma planta versatil, da qual cerca de 100 produtos ou
bioprodutos podem ser explorados (SAENZ-CARBONELL et al., 2016; LEDO et al., 2019). A
propagacio sexuada é a principal via para multiplicagdo dessa espécie (LEDO et al., 2019). No entanto,
além desta via ser de baixo rendimento para atender a rapida e crescente demanda por mudas, a formagao
de plantas a partir de sementes sem identidade genética apresenta a inconveniéncia de reproduzir
materiais com alta variabilidade e pouco resistente a pragas, geralmente ocasionando baixa
produtividade em campo (ARELLANO; OROPEZA, 2008; SAENZ-CARBONELL et al., 2016). Como
consequéncia, plantagdes de baixa produtividade, uso de material sem melhoramento e de praticas
culturais marginais tém ameacado a industria de C. nucifera (BANDUPRIYA; FERNANDO;
VIDHANAARACHCHIL, 2016).

Logo, o desenvolvimento de métodos eficientes de propagacdo ¢ crucial. Todavia, ndo sdo
conhecidos métodos de propagacdo vegetativa convencionais para espécie. Nesse sentido, as técnicas
de cultivo in vitro surgem como uma alternativa para propagacao de gendtipos elites de coqueiros, com
destaque para a rota da embriogénese somatica. Segundo Samosir, Godwin e Adkins (1999), essa técnica
configura-se como potencial para acelerar o melhoramento genético convencional de C. nucifera por
propagagdo clonal.

Dentre os explantes passiveis de serem utilizados na propagagdo de coqueiros, as plumulas sdo
consideradas os mais utilizados (HORNUNG, 1995). Apesar de tratar-se de material embrionario e de
origem sexuada, essa caracteristica pode ser contornada mediante o uso de plimulas oriundas de
progénies obtidas por poliniza¢ido controlada de genétipos elites (SAENZ-CARBONELL et al., 2016).
Salienta-se ainda que essa palmeira ¢ considerada recalcitrante (VERDEIL et al., 1994), o que exige
continuos estudos dos diferentes fatores que influenciam suas respostas in vitro.

Nesse contexto, o presente trabalho objetivou avaliar a iniciacdo de calos em plumulas de Cocos
nucifera visando a embriogénese somatica, a partir de diferentes concentragdes do acido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D) e da presenca de carvao ativado.
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MATERIAIS E METODOS

A inducdo de calos visando a embriogénese somatica foi conduzida a partir de plamulas
extraidas de embrides zigdticos de Cocos nucifera (Figura 1A, B), provenientes da Fazenda
Experimental da Embrapa Tabuleiros Costeiros, localizada no municipio de Itaporanga D'Ajuda,
Sergipe, Brasil. O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais 2 (LCT2)
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia, Distrito Federal, Brasil.

Os embrides zigoticos foram manipulados no interior de uma camera de fluxo laminar, com
auxilio de estereomicroscopio. Apos a excisdo, as plumulas foram inoculadas imediatamente em meio
de cultura Y3 (EEUWENS, 1976), com Fe-EDTA e vitaminas mantidas de acordo com a concentragao
original do meio de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962). Os meios foram suplementados com 30 g/L
de sacarose e diferentes concentragoes de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D): 450 pM ou 600 uM
em meio suplementado com 2,5 g/L de carvéo ativado e 13,56 uM ou 20,12 uM em meio desprovido
de carvao ativado. O pH dos meios foi ajustado para 5,8 £+ 0,1 antes da adi¢ao do agente gelificante (2,5
g/L de Phytagel) e para a esterilizagdo, os meios foram autoclavados por 20 minutos a 121 °C e 1,5 atm
de pressao.

As plimulas permaneceram por 120 dias no meio de indugdo de calos, com subcultivos
realizados mensalmente. Apos esse periodo, avaliaram-se os percentuais de explantes oxidados e de
explantes com formacao de calo. Os explantes avaliados como oxidados foram aqueles que apresentaram
todo o tecido escurecido. Os explantes foram cultivados em placas de Petri (15 x 90 mm), com
aproximadamente 25 mL de meio de cultura por placa, que foram seladas com policloreto de polivinila
(PVC) transparente e armazenadas em sala de crescimento escura, a 25° +2 °C.

O experimento foi montado em delineamento estatistico inteiramente casualizado, considerando
quatro tratamentos referentes as diferentes concentragdes de auxina. Cada tratamento foi composto por
cinco repeti¢cdes, com cinco plimulas cada. O conjunto de dados obtido foi submetido a analise de
varidncia (ANOVA) pelo teste F e, quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste de

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

RESULTADOS E DISCUSSAO

Independentemente do tratamento testado, a auxina 2,4-D proporcionou a formagao de calos ja
aos 30 dias de cultivo, os quais tornaram-se mais visiveis aos 60 dias (Figura 1C). Aos 120 dias em
meios com carvao ativado, observaram-se calos semifriaveis, caracterizados como estruturas esféricas
diminutas com coloragdo branca ou amarela (Figura 1D). Conforme as analises estatisticas, os
tratamentos nao diferiram entre si em relagdo ao percentual de calos formados, com valor médio de 95%

(Tabela 1).
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FIGURA 1 - Iniciagdo de calos a partir de plimulas de Cocos nucifera. A. Embrido zigético. B:
Localizagdo da plumula (seta). C: Inicio de formagao de calo sobre a plimula. D: Calo semifriavel
oriundo de plimula cultivada em meio com acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e carvao ativado. E,
F: Explantes escurecidos cultivados em meio com 2,4-D desprovido de carvao ativado. Abreviagdes:
(csf) calo semifriavel e (ez) embrido zigético. Escalas: A, C: 2 mm ¢ B, D-F: 1 mm.

O bom desempenho do 2,4-D na indugdo de calos visando & embriogénese somatica de C.
nucifera tem sido comumente relatado na literatura (KARUNARATNE; PERIYAPPERUMA, 1989;
VERDEIL et al., 1994; FERNANDO et al., 2003; SAENZ et al., 2006; SANDOVAL-CANCINO et al.,
2016; BETT; MWEU; NYENDE, 2019), com concentragdes variando em func¢io do explante utilizado,
dos cultivares estudados (NGUYEN et al., 2015) e da presenga ou ndo de carvao ativado. O uso de
outras auxinas, como o acido l-naftalenoacético (ANA), acido indol-3-acético (AIA)
(KARUNARATNE; PERIYAPPERUMA, 1989) e acido 4-amino-3, 5, 6-tricloropicolinico (Picloram)
(PERERA et al., 2009), ndo tem provido bons resultados.

TABELA 1 - Influéncia de diferentes concentragdes do acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e da

presenca (+) ou auséncia (-) de carvao ativado na indugao de calos a partir de plumulas de Cocos nucifera

2,4-D Carvio ativado Calo Oxidacao
Concentragoes (uM) Preser;;aﬁll;sencla (%) (%)
13,57 ) 100+0,0a 100+0,0
20,36 ) 100+0,0a 100+0,0
450 G) 92,0+8,0a 0,0+0,0
600 (+) 88,0+12,0a 0,0+0,0
MEDIA 95,0 50

Letras minusculas iguais indicam auséncia de diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Barras
representam o erro padrao.
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Ja com relagdo a taxa de oxidagdo, verificou-se auséncia de oxidagdo em explantes cultivados
em meios com alta concentracdo de auxinas, porém suplementados com carvéo ativado (Figura 1D e
Tabela 1). Por outro lado, explantes cultivados em meios suplementados com baixa concentragdo de
auxina e auséncia de carvdo ativado oxidaram (Figura 1E, F e Tabela 1), o que inviabilizou o
desenvolvimento posterior. Assim, apesar da ocorréncia de 100% de calogénese em plimulas cultivadas
em meio sem carvao (Tabela 1), os calos formados apresentaram evolucdo defeituosa para poderem
serem usados em etapas posteriores do processo (Figura 1E, F).

Esses resultados confirmam a importancia do uso de carvdo ativado para a prevengdo do
escurecimento dos explantes, considerado uma problematica na micropropagacdo de C. nucifera
(BANDUPRIYA; FERNANDO; VIDHANAARACHCHIL, 2016). O carvao ativado adsorve fenois e
outros compostos inibitérios do crescimento (PERERA et al., 2007), embora isso também ocorra com
os reguladores de crescimento, como as auxinas, o que torna as condi¢gdes de cultivo indefinidas e,
geralmente, exige que as concentragdes dos reguladores de crescimento utilizados sejam aumentados
(BANDUPRIYA; FERNANDO; VIDHANAARACHCHIL, 2016). Em protocolos de embriogénese
somatica dessa palmeira, as concentra¢des utilizadas variam entre 0,1 ¢ 0,3 % (NGUYEN et al., 2015)
e, de acordo com Perera et al. (2007), a combinagdo adequada entre a auxina 2,4-D e o carvio ativado é

considerada um fator critico para a indugéo de calos.

CONCLUSOES
Pode-se concluir que, nas condi¢des de estudo, o tratamento 450 uM de 2,4-D com 2,5 g/L de
carvao ativado ¢ o mais indicado para indugdo de calos em pluimulas de C. nucifera visando a

embriogénese somatica.
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