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RESUMO - O objetivo deste estudo foi obter calos e embrides somaticos de couve-comum (Brassica
oleracea L., var. leucocephala) e caracteriza-los por meio de observagdes histologicas. Foram cultiva-
das, in vitro, explantes foliares, sob condi¢des assépticas, em meio nutritivo MS, suplementado com
varias combinagdes entre 2,4-D/BAP e 2,4-D/KIN. Na fase de indug@o de calos (fase I), houve o
desenvolvimento de calos com caracteristicas embriogénicas nos meios suplementados com 5,0 mg/L de
2,4-D; 1,0 mg/L de 2,4-D ¢ 0,1 mg/L de BAP; 1,0 mg/L de 2,4-D ¢ 1,0 mg/L de BAP ¢ 2,0 mg/L de 2,4-D
¢ 0,05 mg/L de BAP, que foram selecionados para o subcultivo em meio de regeneracdo (fase II). Nesta
fase, foram utilizados meios de cultura suplementados com reduzidas concentragdes de 2,4-D, BAP ¢
AG,, ou totalmente desprovidos destes, em que os calos permaneceram por mais 30 dias em cultivo. Os
calos subcultivados nos meios de regeneracao com 0,1 mg/L de BAP (R3)e 0,01 ¢ 0,001 mg/L de BAP
¢ 2,4-D respectivamente (R8), provenientes dos meios para indugdo, acrescidos de 5,0 mg/L de
2,4-D (M16) e 1,0 e 1,0 mg/L de BAP e 2,4-D (M30), desenvolveram estruturas semelhantes a
embrides. No entanto, a caracterizagao histologica revelou a superioridade da interagdo entre os meios
M30 ¢ R8, para a regeneracao de calos ¢ embrides somaticos.

Termos para indexagao: cultura de tecidos, calos, embrides somaticos.

IN VITRO SOMATIC EMBRYOGENESIS OF COMMON CABBAGE

ABSTRACT - The aim of this study was to obtain calluses and somatic embryos of common cabbage
(Brassica oleracea L., var. leucocephala) and to characterize them by means of histological observa-
tions in vitro; foliar explants were cultivated under asseptic conditions in a nutritive MS medium
supplemented with various combinations of 2,4-D/BAP and 2,4-D/KIN. During the induction phase of
calluses (phase I), there was a development of calluses with embryogenic characteristics derived from
the media (5.0 mg/L of 2,4-D), (1.0 mg/L of 2,4-D plus 0.1 mg/L of BAP), (1.0 mg/L of 2,4-D plus
1.0 mg/L of BAP) and (2.0 mg/L 0f 2,4-D plus 0.05 mg/L of BAP), that were chosen for subcultivation
in regeneration media (phase II). In this phase, culture media were supplemented with reduced concen-
trations of 2,4-D, BAP and GA,, or they were totally deprived of these supplements. In this case, the
calluses remained in cultivation for other 30 days. The calluses that were subcultivated in the regenera-
tion media R3 (0.1 mg/L of BAP) and R8 (0.001 mg/L of 2,4-D plus 0.01 mg/L of BAP), derived from
the induction media M16 (5.0 mg/L of 2,4-D) and M30 (1.0 and 1.0 mg/L of 2,4-D and BAP),
respectively, developed structures similar to embryos. However, this histological characterization
revealed the superiority of the interaction between the M30 and R8 media for regeneration of the
calluses and somatic embryos.

Index terms: tissue culture, calluses, somatic embryos.
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A embriogénese somatica ¢ definida como o
processo de desenvolvimento de embrides a partir
de células somaticas, ou seja, células que ndo sdo
produto da fusdo gamética (Dodds & Roberts,
1985). Embrides somaticos podem ser obtidos se-
gundo dois padrdes de desenvolvimento: a
embriogénese somatica indireta, na qual o calo ¢
mantido formado ¢ proliferado antes do desenvol-
vimento dos embrides, ¢ a direta, em que os embrides
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se originam diretamente sobre a superficie do
explante sem passar pela fase de proliferacdo de calo
(Sharp etal., 1980; Mordhorst etal., 1997).

No caso da embriogénese indireta, o tecido cul-
tivado desenvolve aglomerados de células que se
dividem sucessivamente (calo), formando
meristemoides ou nodulos vasculares que podem
originar brotos, primoérdios de raiz ou embridides
(Dodds & Roberts, 1985). Para determinar se o
processo de desenvolvimento ¢ organogénico ou
embriogénico, sdo utilizados, com freqiiéncia, em
trabalhos desta natureza, estudos histologicos dos
calos ¢ estruturas regeneradas (Falco et al., 1996a,
1996b; Matsumoto et al., 1996).

O primeiro caso de embriogénese somatica
in vitro foi relatado por Steward et al. (1958), em
tecidos de cenoura (Daucus carota L.). Desde en-
tao, vem sendo estudado o potencial embriogénico
das mais variadas culturas. No que se refere as
brassicas, a regeneracdo via cultivo in vitro se da,
na maioria das vezes, pela diferenciagdo ou
organogénese direta ou indireta, como foi obtido
por Dunwell (1981) em tecidos foliares de couve-co-
mum (Brassica oleracea L. var. acephala), de
B. napus ¢ B. campestris, ou a partir de segmentos
de pedunculo (Chrystey & Earle, 1991).

Lustinec & Horak (1970), por outro lado, relata-
ram a obtencdo de embrides somaticos de
B. campestris. Huang et al. (1990) e Phippen &
Ockendon (1990) conseguiram regenerar embrides
a partir de microsporos de B. napus ¢ B. campestris,
respectivamente, viabilizando assim o estabeleci-
mento de metodologias para a obteng@o de plantas
haploides.

Este trabalho teve como objetivo estabelecer um
protocolo adequado para a regeneragdo de embrides
somaticos a partir de tecido foliar de couve-comum e
subseqiiente caracterizagdo por meio de estudos
histolégicos.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal utilizado neste trabalho, couve-co-
mum (B. oleracea L. var. acephala), foi fornecido pelo
programa de hortalicas do IPA (Empresa Pernambucana
de Pesquisa Agropecuaria). Como fonte de explante, fo-
ram utilizadas folhas imaturas coletadas em gemas
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caulinares apicais ¢ laterais de plantas transplantadas, com
aproximadamente 20 dias, mantidas em telado.

Antes da sec¢do dos explantes, as folhas foram subme-
tidas a um processo de assepsia em alcool a 70% (v/v) por
1-3 minutos, e, em seguida, em hipoclorito de calcio a 2%
(p/v), por 15 minutos, e, finalmente, trés lavagens em agua
destilada estéril.

Para indugéo de calos (fase ), foi utilizado o meio nutri-
tivo MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado com
uma fonte de auxina, o 2,4-D, combinado com as citocininas
BAP ¢ KIN (Tabelas 1 ¢ 2), em que os explantes permane-
ceram por 30 dias em cultivo em sala de crescimento, com
temperatura de 24 + 1°C, 16 horas de luz e 8 horas de escu-
ro. Foram realizados dois experimentos com 20 tratamen-
tos e quatro repetigdes, sendo distribuidos de forma inteira-
mente casualizada.

As avaliagdes foram realizadas ap6s 30 dias de cultivo,
levando-se em consideragdo a presenca e intensidade de
regeneracgdo dos calos, para os quais foram atribuidas as
notas de 0, 1 e 2 no tocante a auséncia de calo, pouco calo
e muito calo, respectivamente, e no tocante a presenga ou
auséncia de nodulos, 0 ou 1. Para analisar os dados obti-
dos, foi aplicada a analise ndo-paramétrica pelo Kruskal-
Wallis Statistic.

TABELA 1.Combinac¢des entre 2,4-D e KIN, em
meio MS, utilizadas para promover o de-
senvolvimento de calos.

2,4-D KIN (mg/L)

(mg/L) 00 001 005 010 1,00
0,50 M1 M2 M3 M4 M5
1,00 M6 M7 M8 M9  MI0
2,00 MIl M2 MI3 Ml4 Ml
5,00 M16 MI17 MI8 MI9  M20

TABELA 2.Combinacdes entre 2,4-D e BAP, em
meio MS, utilizadas para promover o de-
senvolvimento de calos.

2,4-D BAP (mg/L)

(mg/L) 00 001 005 010 1,00
0,50 M2l M22  M23  M24  M25
1,00 M26  M27 M28  M29  M30
2,00 M3l  M32  M33  M34 M35
5,00 M36  M37  M38  M39 M40
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Para a regeneragdo ou amadurecimento das estruturas
semelhantes a embrides somaticos (fase II), utilizou-se o
mesmo meio nutritivo, com a concentragdo de sacarose
reduzida de 30 para 20 g/L e suplementado com reduzidas
concentragdes de 2,4-D, BAP e AG; ou totalmente des-
provido destes (Tabela 3). Nesta fase, os calos provenien-
tes da fase I, avaliados e selecionados como calos
embriogénicos, foram subcultivados por mais 30 dias, nas
mesmas condi¢oes. Todos os meios foram solidificados com
agar, ¢ o pH foi ajustado para 5,9 antes da autoclavagem a
120°C por 15 minutos, para esterilizagdo do meio de cultu-
ra.

O material usado para as observagdes histologicas foi
fixado em Carnoy (ac. acético: alcool etilico - 1:3 v/v),
durante 8 horas, e, apos este periodo, mantidos em alcool a
70% (v/v) a temperatura ambiente. Os tecidos fixados fo-
ram desidratados e em seguida infiltrados e envoltos em
parafina, segundo Johansen (1950). O material foi cortado
com 10-15 pm, para montagem das laminas, que foram,
parte, coradas com safrarina e fast green, ¢ parte, com
hematoxilina eosina, para visualizagdo dos ntcleos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inducio de calos de aspecto embriogénico

As citocininas podem favorecer a producdo de
calos embriogénicos (Chée & Cantliffe, 1990), mas,
em algumas familias, por exemplo, nas Umbelliferae,
parece que ndo sdo necessarias (Horak et al., 1975).
No presente trabalho, verificou-se que a KIN foi

TABELA 3.Combinacdes entre 2,4-D, BAP e GA,,
em meio MS, utilizadas para regenera-
¢ao dos embrides.

Meios Suplementag¢des (mg/L)
2,4-D BAP GA;
R1 0 0 0
R2 0,01 0
R3 0,1 0
R4 0,01 0 0
RS 0,01 0
R6 0,1 0,1
R7 0,001 0 0,1
R8 0,01 0
R9 0,100 0
R10 0,100 0,5
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inefetiva para indugdo de calos embriogénicos, pois
das 20 combinag¢des entre 2,4-D e KIN somente fo-
ram selecionados os calos desenvolvidos nos meios
desprovidos de KIN.

Mesmo assim, os calos provenientes dos meios
acima referidos foram repicados, sendo parte sub-
metida a observagdes histologicas, e parte subculti-
vada em meio para regeneracdo ou amadurecimento
dos embrides, a partir do que, se verificou que os
calos ndo apresentavam desenvolvimento de estru-
turas isoladas semelhantes a embrides somaticos,
porém mostraram, nos estudos histologicos, que as
células que constituiam os calos eram, na maioria,
tipicamente embriogénicas. Ao contrario, para ou-
tras culturas, como o aipo (Willians & Collin, 1976),
café (Sondahl & Sharp, 1977) ¢ pepino (Chée, 1990),
os autores observaram que entre outros reguladores
de crescimento avaliados, a combinagdo entre 2,4-D
e KIN apresentava maior freqiiéncia de indugao, tan-
to de calos como do proprio embrido somatico.

Por outro lado, quanto as combinagdes entre
2,4-D e BAP, verificou-se que até mesmo na pre-
senca das mais reduzidas concentra¢des de BAP,
como nos meios suplementados com 0,01 e
0,05 mg/L, os calos apresentavam melhor desen-
volvimento e caracteristicas embriogénicas mais
definidas, como os nddulos mais proeminentes em
relagdo aos calos cultivados na presenga de KIN
(Fig. 1A). Esses nodulos estiveram presentes em
82% dos calos cultivados na presenca do BAP, en-
quanto na presen¢a da KIN, apenas 60% dos calos
apresentavam nodulagdes pouco desenvolvidas.

De acordo com a analise estatistica, ndo houve
diferenca significativa quanto a intensidade de calo
e a presenga ou auséncia de nddulos, tanto entre os
tratamentos que combinaram o 2,4-D e KIN
(Tabela 4), como entre os que combinaram 2,4-D e
BAP (Tabela 5). No entanto, foram selecionados os
provenientes dos meios contendo 0,01 ¢ 1,0; 0,1 ¢
1,0;1,0e 1,0;0,05 ¢ 2,0 mg/L de BAP ¢ 2,4-D, respec-
tivamente, pois apresentavam maior quantidade de
calo de coloragdo amarelada, além da presenca in-
tensa de nodulos, caracteristicas que sdo atribuidas
a calos embriogénicos (Chée, 1990). Esses resulta-
dos foram semelhantes as observagdes realizadas
por Quazi (1978) em brécolis, ¢ Chée & Cantliffe
(1990) em batata-doce. Ambos afirmam que a pre-
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senga de 0,45 mg/L de BAP aumen-
tou o percentual de proliferacdo de
calos embriogénicos. Os calos sele-
cionados foram subdivididos, sendo
uma parte subcultivada em meios de
regeneracdo (Fase II) e outra parte
destinada as observacgdes histolo-
gicas.

A partir das analises histologicas,
verificou-se que apenas os calos cul-
tivados nos meios suplementados
com 0,1 ¢ 1,0; 1,0 e 1,0; 0,05 ¢
2,0 mg/L de BAP ¢ 2,4-D, respectiva-
mente, apresentavam estruturas iso-
ladas muito semelhantes a embrides
somaticos (Figs. 1B, 1C e 1D). Subse-
qiientemente, observou-se que o meio
que continha maior concentragdo de
BAP (1,0 mg/L) destacou-se, por apre-
sentar maior numero de estruturas que
mostravam tecido vascular bem for-
mado, além de apresentar duas pola-
ridades, que se constituiram em ca-
racteristicas muito evidentes de em-
brides somaticos.

As evidéncias de diferenciagdo de
embrides somaticos apresentados
neste trabalho foram baseadas em
estudos histologicos dos calos culti-
vados com maior ¢ menor concentra-
¢oes de BAP, o que permitiu observar
apresenga de estruturas isoladas bem
definidas, semelhantes a embrides
somaticos, nos calos selecionados em
meio de cultura com maior concentra-
¢do de BAP (1,0 mg/L). Essas estru-
turas apresentavam dupla polaridade
e vasos bem visiveis, conectando o
p6lo meristematico apical ao radicular
(Fig. 1E).

Regeneraciio de estruturas seme-
Ihantes a embrides somaticos

Segundo observagdes realizadas
neste trabalho, dos calos seleciona-
dos durante a fase de indugdo, ape-
nas os provenientes do meio com
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FIG.1. Estudo histolégico de calos embriogénicos, cultivados in vitro

por 30 dias na presenca de BAP e 2,4-D. A. Calo com carac-
teristica embriogénica regenerado na presenca de BAP (bar-
ra horizontal = 1 mm). B. Estrutura semelhante a embriao,
proveniente de calos cultivados em meio de indu¢io com
1,0 e 1,0 mg/L de BAP e 2,4-D respectivamente (barra hori-
zontal = 300 pm). C. Estrutura proveniente de calos cultiva-
dos em meio de induciio com 0,1 e 1,0 mg/L. de BAP e 2,4-D
(barra horizontal = 300 um). D. Estrutura proveniente de
calos cultivados em meio de induc¢ao com 0,05 e
2,0 mg/L de BAP e 2,4-D (barra horizontal = 300 pm).
E. Estrutura com dupla polaridade, proveniente de calos cul-
tivados em meio de inducio com 0,1 e 1,0 mg/L de BAP e
2,4-D (barra horizontal = 300 pm).
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5,00 mg/L de 2,4-D apresentaram caracteristicas apa-
rentes de diferenciagdo embriogénica, quando
subcultivados em meios de regeneragdo (Fase II).
Entre eles, apenas aquele com 0,1 mg/L de BAP des-
tacou-se por promover o desenvolvimento de estru-
turas facilmente destacaveis, bem definidas ¢ com
dupla polaridade. Para melhor caracterizagao, esses
calos e estruturas provenientes dos meios com
5,0 mg/L de 2,4-D na fase de indugdo de calo e
0,1 mg/L de BAP na fase de regeneragédo, foram sub-
metidos a preparagdes ¢ observagdes histologicas
que confirmaram a habilidade embriogénica desse
material, pela presenca de estruturas que apresenta-
vam tecido vascular bem formado ¢ sem conexdo com
o calo de origem.

Da mesma forma, Nomura & Komamine (1985)
observaram que embrides somaticos de cenoura fo-
ram induzidos pela transferéncia dos agregados de

TABELA 4.Representacdo qualitativa das respostas
morfolégicas observadas em explantes
foliares apos 30 dias de cultivo em meio
nutritivo MS, suplementado com distin-
tos niveis de KIN e 2,4-D'.

Tratamentos Média Média
de calo de nodulo
M1 34.250a 22.500a
M2 15.500a 22.500a
M3 34.250a 22.500a
M4 34.250a 22.500a
M5 43.625a 52.500a
M6 46.750a 42.500a
M7 53.000a 62.500a
MS8 34.250a 42.500a
M9 34.250a 42.500a
M10 34.250a 22.500a
M1 40.500a 42.500a
M12 43.625a 52.500a
M13 34.250a 42.500a
M14 34.250a 42.500a
M15 53.000a 42.500a
M16 46.750a 42.500a
M17 53.000a 42.500a
M18 34.250a 42.500a
M19 53.000a 62.500a
M20 53.000a 42.500a
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células embriogénicas para meios de cultura que con-
tinham apenas citocinina. Ao contrario, Smith &
Street (1974) e McWilliam et al. (1974) observaram
que o desenvolvimento de embrides somaticos, tam-
bém de cenoura, foi promovido pela transferéncia do
calo de um meio contendo 2,4-D, para outro total-
mente desprovido de reguladores de crescimento.
De acordo com Evans et al. (1981), se o desenvol-
vimento do calo foi iniciado ¢ mantido em meio com
2,4-D, este deve ser utilizado para completar o pro-
cesso de desenvolvimento dos embrides. Entre os
calos pré-cultivados em meios que combinaram BAP
e 2,4-D, os meios com 0,1 ¢ 1,0; 1,0 e 1,0; 0,05 ¢
2,0 mg/L de BAP e 2,4-D, respectivamente, destaca-
ram-se, na primeira fase, inicialmente, por apresenta-
rem calos com ndédulos mais proeminentes, ¢ poste-
riormente, pela presenga de células com caracteristi-
cas embriogénicas e com estruturas semelhantes a

TABELA 5.Representacdo qualitativa das respostas
morfolégicas observadas em explantes
foliares apos 30 dias de cultivo em meio
nutritivo MS, suplementado com distin-
tos niveis de BAP e 2,4-D'.

Tratamentos Média de Média
calo de nddulo
M21 28.250a 34.000a
M22 28.250a 34.000a
M23 36.625a 24.000a
M24 43.875a 54.000a
M25 52.250a 34.000a
M26 28.250a 44.000a
M27 43.875a 34.000a
M28 28.250a 34.000a
M29 51.125a 54.000a
M30 52.250a 54.000a
M31 59.500a 54.000a
M32 45.000a 54.000a
M33 52.250a 34.000a
M34 42.750a 54.000a
M35 45.000a 34.000a
M36 28.250a 34.000a
M37 28.250a 34.000a
M38 42.750a 34.000a
M39 28.250a 54.000a
M40 45.000a 40.000a

! Médias da mesma coluna seguidas pela mesma letra ndo diferem entre
si a 5% de probabilidade pelo teste de comparagdo multipla.

I Médias da mesma coluna seguidas pela mesma letra ndo diferem entre
si a 5% de probabilidade pelo teste de comparagdo multipla.
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embrides, constatadas nas analises histologicas.
Durante a segunda fase, verificou-se que apenas os
calos provenientes do meio constituido de 1,0 e
1,0 mg/L de BAP ¢ 2,4-D, respectivamente, quando
subcultivados em meio de regeneragdo com
0,001 mg/L de 2,4-D ¢ 0,01 mg/L de BAP destacaram-
se por promover o desenvolvimento de nédulos mais
proeminentes, além de estruturas isoladas muito se-
melhantes a embrides (Fig. 2A).

Foi possivel observar, mediante cortes longitudi-
nais dos calos provenientes dos meios com 1,0 ¢
1,0 mg/L de BAP ¢ 2,4-D (fase I) ¢ 0,001mg/L de
2,4-D ¢ 0,01 mg/L de BAP (fase II), o desenvolvimen-
to de um embrido somatico, desde o inicio da organi-
zacao celular do nodulo (Fig. 2B), passando pela fase
intermediaria, onde se verificou que o embrido
somatico em desenvolvimento se encontrava preso
ao calo original, embora os vasos estivessem fechan-
do a conexdo com o mesmo (Fig. 2C). Chegou-se
finalmente, a Gltima fase, em que o embrido se encon-
trava isolado e totalmente independente, apresen-
tando os meristemas radicular e apical conectados
por vasos completamente formados semelhantes a
embrides zigdticos (Fig. 2D). Desta forma, uma vez
que essas estruturas assemelham-se a embrides
zigoticos pelas suas similaridades morfologicas e
histologicas, e considerando que elas ndo estabele-
cem conexao vascular com o calo de origem, segun-
do Haccius (1978), elas podem ser chamadas de em-
brides somaticos.

Quanto aos efeitos causados pela presenga do
AGj; nos meios de cultura para regeneracao
(Fase II), observou-se que em todos os calos
subcultivados na presenga deste regulador de cres-
cimento ocorreu uma estimulagdo expressiva de
enraizamento, ou seja, os nédulos presentes nos
calos diferenciaram-se em raiz. Resultado semelhan-
te foi observado por Kochba et al. (1974), os quais
denominaram de falsos nédulos os que na presenga
de AG3desenvolveram raiz. De acordo com Ammirato
(1983), as giberelinas sdo utilizadas freqiientemente
para promover a maturacdo ou estimular o
enraizamento. Por outro lado, segundo Sharp et al.
(1980), as giberelinas ndo tém efeito na frequéncia de
embriogénese, embora afetem o indice de desenvol-
vimento dos embrides.
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Caracteristicas das células e calos embriogénicos

Foi possivel observar, mediante estudos histo-
logicos, duas categorias de células, uma das quais
muito semelhante as células meristematicas, o que

Estudo histolégico de estruturas embrio-
génicas, provenientes de calos cultivados
in vitro nos meios com 1,0 e 1,0 (Fase I); 0,01
e 0,001 (Fase II) mg/L de BAP e 2,4-D, res-
pectivamente. A. Estruturas isoladas (barra
horizontal = 1 mm). B. Fase inicial do desen-
volvimento de um embrido somatico (nédu-
lo) (barra horizontal = 300 pm). C. Pré-em-
brido, mostrando os vasos sem conexio com
os calos de origem (barra horizontal =
300 wm). D. Embrido isolado com dupla po-
laridade (barra horizontal =300 pm).
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concorda com as observagdes de Sharp et al. (1980),
quando afirmam que as células embriogénicas po-
dem ser diferenciadas de outras dentro do calo, por
sua semelhanga morfologica com as células do
meristema apical. Um outro tipo de célula observada
apresentava formato ndo muito regular e com vacuolo
grande, semelhante as descritas por El Maataoni
etal. (1990) como células ndo-embriogénicas.

As células embriogénicas encontravam-se locali-
zadas nos pontos de diferenciagdo, ou nddulos. Da
mesma forma, McCain et al. (1988) afirmaram que
embrides somaticos de milho surgiram de calos
com superficie nodular, e constataram, por meio
de analises histologicas, que estes nodulos eram
constituidos de grupos de 2-8 células tipicas que
regeneravam embrides. Foi observado, por meio de
estudos histoldgicos, que as células presentes nos
calos com caracteristicas embriogénicas também
encontravam-se distribuidas em grupos de 3-8 cé-
lulas. Nomura & Komamine (1985) também rela-
tam a presenga de aglomerados embriogénicos dis-
tribuidos em grupos de 3-10 células, em culturas
de cenoura.

CONCLUSOES

1. A KIN néo ¢ a fonte de citocinina mais indicada
para promover o desenvolvimento de calos
embriogénicos em couve-comum.

2. A BAP demonstra ser a melhor fonte de
citocinina para a promogao do desenvolvimento de
estruturas semelhantes a embrides somaticos; 0 meio
de cultura suplementado com 1,0 e 1,0 mg/L de BAP
e 2,4-D respectivamente, ¢ responsavel pelo desen-
volvimento de estruturas semelhantes a embrides em
maior nimero ¢ melhor definidas.

3. A interagdo entre o meio de cultura para indugéo
de calos (1,0 mg/L de BAPe 1,0 mg/L de 2,4-D - fase I)
¢ o meio para regeneragio (0,01 de BAP ¢ 0,001 mg/L
de 2,4-D - fase II) ¢ a mais eficiente para a promogao
do desenvolvimento de estruturas semelhantes a
embrides somaticos em couve-comum.

4. A presenca do AG3 nos meios de regeneragdo
promove o desenvolvimento de raiz, sendo dispen-
sada a sua utilizagdo para regeneragdo de estruturas
semelhantes a embrides somaticos em couve-comum.
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