CONTROLE DE OXIDAGAO NA CULTURA DE TECIDOS DO COQUEIRO!

EDMAR RAMOS DE SIQUEIRA? e MARIO TAKAO INOUE®

RESUMO - A pesquisa teve como objetivo obter uma metodologia para contornar o proble-
ma de oxidagdo em culturas de tecidos do coqueiro (Cocos nucifera L.). Foram utilizados os
4cidos citrico e ascérbico (folha de planta jovem) e polivinilpirrolidone (PVP), para a folha de
planta adulta e inflorescéncia. Os 4cidos citrico e ascérbico controlam 50% da incidéncia de
oxidagdo. A cultura inicial, em meio liquido, ¢ altamente eficiente no controle deste processo,
propiciando altas taxas de obtencdo de explantes sadios.

Termos para indexagio: Coces nucifera, antioxidante, 4cido ascérbico, 4cido citrico, polivi-
nilpirrolidone.

BROWNING CONTROL IN COCONUT PALMS TISSUE CULTURE

ABSTRACT - The purpose of this study was to develop technology in order to avoid
browning in tissue culture of coconut (Cocos nucifera L.) tree. In the antioxidant treatments
citric and ascorbic acids were used for explants of young plant leaves, and
polyvinylpyrrolidone (PVP for explants of adult leaves and inflorescence. Citric and ascorbic
acids control 50% of browning incidence. The initial culture in liquid media was increasingly
efficient in the control of this process, resulting in high rates of healthy explants obtention.

Index terms: Cocos nucifera, antioxidant, ascorbic acid, citric acid, polyvinylpyrrolidone.

INTRODUCAO

A propagagdo vegetativa do coqueiro por
meio da cultura de tecidos poderd permitir
significantes aumentos de produtividade pela
propagacdo de individuos de alta produgio.
Da mesma forma, & 6bvio o interesse de se
propagarem individuos resistentes a certas
doencas, ou com uma particular adaptagdo a
condicoes adversas de ambiente (Pannetier &
Buffard-Morel 1986).

A abordagem principal que vem sendo uti-
lizada, na tentativa de propagacio vegetativa
do coqueiro, é a que envolve a producdo de
calos, numa tentativa de néo-formagiio de ge-
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mas ou embrides somiéticos de fragmentos de
caules, folhas, raizes e inflorescéncias
(Pannetier & Buffard-Morel 1984).

A oxidag@o € um problema grave na cultura
de tecidos do coqueiro. Em tentativas de se
propagar vegetativamente o coqueiro por meio
da cultura de tecidos, nos laboratérios do
Centro Nacional de Pesquisa de Floresta da
EMBRAPA, em Colombo, Parand, observou-
se que nos primeiros sete dias do isolamento
dos tecidos ndo se detecta nenhum sintoma de
oxidagdo. Entre a primeira e a segunda sema-
na, tem inicio um amarelecimento do material,
agravado entre a segunda e a terceira semana;
no final desta, todos os explantes estio oxida-
dos. Ao final de 30 dias, todo o material est4
morto.

A gravidade do processo é tdo grande, que
sem uma boa técnica antioxidante fica impos-
sivel a cultura desses tecidos.

Nio existe, na literatura, registro de uma
metodologia para se evitar o processo de oxi-
dagdo, com excecdo do trabalho de Reynolds
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& Murashige (1979), que abordam o uso dos
4cidos citrico e ascérbico, e do PVP. A obser-
vacdo de Pannetier & Buffard-Morel (1986),
de que problemas de oxidagdo haviam sido
relatados nas primeiras culturas in vitro, sem
contudo dar detalhes de sua incidéncia, conti-
nua vilida. E evidente que este problema deve
ter sido contornado, pois fases mais avancadas
de pesquisas nesta 4rea sdo registradas. O
grande interesse comercial envolvido e a preo-
cupacido de obtengdo de patentes nos avangos
tecnoldgicos, como registra Branton & Blake
(1983), podem ser uma explicagdo para o fato.

Este trabalho foi realizado visando a obten-
¢do de uma metodologia para contornar o pro-
blema de oxidacdao em culturas de tecidos pro-
venientes de coqueiro.

MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento da pesquisa, foram utili-
zadas plantas jovens e adultas da variedade Ando
Verde. O material vegetal de planta adulta foi rece-
bido do Centro Nacional de Pesquisa de Coco, loca-
lizado em Aracaju, SE. O material jovem foi obtido
de mudas produzidas no Centro Nacional de Pes-
quisa de Floresta, em Colombo, PR, onde foi reali-
zado o trabalho.

Origem dos explantes

Os explantes provenientes de plantas jovens e
adultas foram preparados conforme a metodologia
de Eeuwens (1976, 1978).

As inflorescéncias jovens foram lavadas, exter-
namente, com hipoclorito de sédio (6% v/v). Ap6s a
remogdo das espatas externa € interna, os ramos
florais (de 8,0-50,0 mm de comprimento) foram
cortados transversalmente em segmentos de, apro-
ximadamente, 0,25 a 1,0 mm de espessura.

Meio bésico

O meio bdsico utilizado foi constituido dos ma-
croelementos de Murashige & Skoog (1962) e dos
microelementos de Eeuwens (1976), acrescido dos
componentes orgdnicos e carvdo ativado (0,25%),
conforme Branton & Blake (1983). A esterilizagdo
foi feita em autoclave a 120°C, por dez minutos. O
pH do meio foi ajustado em 5,8, antes da esteriliza-
gdo.
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Antioxidantes

Os métodos de pré-tratamento com antioxidantes
envolveram a realizacdo de dois tipos de experi-
mentos. O primeiro consistiu da utilizacao das solu-
¢des aqudticas dos 4cidos ascérbico (5,7 x 107* M) e
citrico (7,8 x 10-* M), para a folha de planta jovem.
Os tratamentos foram, entdo, os seguintes: 1) dcido
citrico, sem mudanga de local dos explantes no meio
de cultura; 2) 4cido ascérbico, sem mudanga de local;
3) 4cido ascérbico, com mudanga de local dos ex-
plantes, no mesmo frasco, a intervalos de dois dias;
4) 4cido citrico, com mudanca de local dos explantes
no mesmo frasco, a intervalos de dois dias; 5) imer-
sd0 em 4gua, com mudanga de local dos explantes no
mesmo frasco, a intervalos de dois dias; 6) imersio
em 4gua.

Os tratamentos consistiram da imersdo dos ex-
plantes nestas solugdes, por 30 minutos, antes da
inoculagdo em meio bésico.

No segundo experimento, testou-se a eficiéncia
do polivinilpirrolidone (PVP) e da inoculagdo inicial
em meio liquido, para explantes da folha de planta
adulta e inflorescéncia. Os explantes foram isolados
e cultivados neste meio, durante uma semana; apés
este perfodo, foram transferidos para meio sélido.
Os dois tipos de meios tiveram a mesma composigao
quimica; a dnica diferenga foi o emprego de 4gar, a
5%, no meio sélido.

Os tratamentos foram os seguintes: 1) meio sélido
sem PVP; 2) meio liquido sem PVP; 3) meio sélido
com PVP; e 4) meio liquido com PVP.

A concentragio de PVP foi de 1,0 g/1.

Os tratamentos tiveram um ndmero inicial de 60
repeti¢des e foram inoculados no escuro, a uma tem-
peratura de 300C £ 1.

A varidvel foi a presenca de oxidagao; o desvio-
padrio foi calculado pela f6rmula da distribuigao bi-
nomial, € o teste estatistico utilizado no primeiro ex-
perimento foi o teste exato de Fisher €, no segundo,
o qui-quadrado.

RESULTADOS

Folha de planta jovem

Pela andlise da Tabela 1, pode-se observar
um efeito benéfico dos 4cidos citrico e ascor-
bico, no controle das oxidagbes de explantes
provenientes da folha de planta jovem. Apesar
disto, persiste uma incidéncia relativamente
alta de oxidagoes.
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A remogdo (com mudanga de local) a inter-
valos de dois dias ndo diminuiu a taxa de oxi-
dacdo. Ao contrdrio, agravou-a, chegando a
anular o efeito benéfico dos antioxidantes.

Folha de planta adulta

A inoculagdo direta em meio sélido causa
uma oxidagdo significativa em explantes pro-
venientes da folha de planta adulta, que nio &
amenizada pela presenga de PVP (Tabela 2).
O meio liquido, independentemente da presen-
¢a do PVP, diminui significativamente a inci-
déncia de oxidagao. Pelo seu comportamento,
tanto no meio sélido como no liquido, fica
evidenciado que o PVP, na concentracéo usa-

da, ndo tem nenhum efeito no controle das
oxidagoes.

Inflorescéncia

O comportamento dos explantes de inflo-
rescéncia, submetidos aos tratamentos antioxi-
dantes, ¢ idéntico ao da folha de planta adulta
(Tabela 3). Neste caso, também verificaram-se
altas taxas de explantes sadios.

DISCUSSAO

No experimento realizado com explantes da
folha de planta jovem, contornou-se, de ma-

TABELA 1. Efeito de antioxidantes em explantes da folha de planta jovem, apés trés semanas de

cultivo.
Total de % de Explantes sadios

Tratamentos explantes oxidados

Total % S
1. Acido citrico 45 46,7 24 533a 7,4
2. Acido asc6rbico 50 54,0 23 46,0 a 7,0
3. Acido ascérbico, com remogio 30 90,0 03 10,0b 5,5
4. Acido citrico, com remogao 25 100,0 00 00,0 -
5. Imersdo em 4gua, com remogio 15 100,0 00 00,0 -
6. Imersdo em 4gua 40 100,0 00 00,0 -

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

s - Desvio-padrio.

TABELA 2. Efeito de antioxidantes em explantes da folha de planta adulta, ap6s trés semanas de

cultivo.
Total de % de Explantes sadios
Tratamentos explantes oxidados
Total % s

1. Meio s6lido sem PVP 59 420 34 58,0b 6,4
2. Meio liquido sem PVP 52 3,8 50 96,2 a 2,6
3. Meio sé6lido com PVP 55 54,5 25 45,5b 6,7
4. Meio liquido com PVP 50 8,0 46 920a 3,8

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem pelo teste qui-quadrado (P > 0,05).

s - Desvio-padrao.
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TABELA 3. Efeito de antioxidantes em explantes de inflorescéncia, apés trés semanas de cultivo.

Explantes sadios

Total de % de
Tratamentos explantes oxidados
Total % s
1. Meio s6lido sem PVP 35 45,7 19 54,3b 8.4
2. Meio liquido sem PVP 43 9,3 39 90,7 a 4.4
3. Meio sélido com PVP 45 40,0 27 60,0 b 7,3
4. Meio liquido com PVP 41 7,3 38 92,7 a 4,1

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem pelo teste qui-quadrado (P > 0,05).

s - Desvio-padrao.

neira significativa, em relacdo a testemunha, o
processo de oxidacdo. Entretanto, ainda per-
siste uma taxa elevada de explantes oxidados
(em torno de 50%).

A técnica antioxidante mais adequada, que
se infere daquele experimento, € a seguinte:
explantes prontos para a inoculag@o sdo imer-
sos em solugdes de 4cido citrico (7,8 x
10~* M) ou de 4cido ascérbico (5,7 x 10-* M)
por, no minimo, 30 minutos, antes da coloca-
¢ao definitiva no meio de cultura.

E importante salientar que estes 4cidos ndo
sdo termoestdveis; portanto, ndo podem ser
submetidos ao processo de autoclavagem.
Suas solugdes devem, entdo, ser esterilizadas
por outros processos que nao envolvam a uti-
lizagdo de calor; por exemplo, filtragem por
meio de miliporos.

Para se tentar baixar ainda mais a taxa de
incidéncia da oxidag#o, realizou-se o segundo
tipo de experimento, com folha de planta
adulta e inflorescéncia, para identificar uma
técnica antioxidante. Testou-se a eficiéncia de
um terceiro antioxidante, o PVP. Consideran-
do que o processo de oxidagao se deve princi-
palmente 2 intoxicag@o dos tecidos por fenéis
liberados por tecidos recém-feridos, testou-se
um segundo fator, que foi o meio liquido. A
hipStese era que esses fendis se difundiriam
no meio liquido, ao contririo de sua localiza-
¢ao fixa, préxima aos explantes, no meio sSli-
do.

As altas taxas de obtengao de explantes sa-
dios mostraram que a permanéncia em meio li-
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quido, por uma semana, antes da inoculagio
em meio sdlido, é altamente eficiente no con-
trole deste processo.

CONCLUSOES

1. As fontes de explantes pesquisadas (fo-
Iha de planta jovem e adulta e inflorescéncia)
sdo altamente suscetiveis ao processo de oxi-
dagdo. A cultura destes tecidos sé é possivel
com o emprego de uma técnica antioxidante.

2. Os 4cidos citrico e ascérbico sdo efi-
cientes no controle do processo de oxidagéo.
Apesar disso, quando utilizados, ainda persiste
uma incidéncia relativamente alta, em tomo de
50%.

3. A remogdo dos explantes, com mudanga
de local, ndo diminui a taxa de oxidagdo; ao
contrério, agrava O processo.

4. O PVP, na concentracio analisada, ndo
foi eficiente no controle da oxidagao.

5. A inoculagdo inicial em meio liquido,
por uma semana, & altamente eficiente no
controle da oxidagdo, proporcionando eleva-
das taxas de explantes sadios.

6. O comportamento de explantes da folha
de planta adulta, em relacdo aos tratamentos
antioxidantes, € idéntico ao da inflorescéncia.
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