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ORGANOGENESE DIRETA DE Phoenix dactylifera L.
VIA PECIOLO COTILEDONAR!

NajaraMariade Sena Coste? e Magdi Ahmed Ibrahim Aloufa®

ABSTRACT

DIRECT ORGANOGENESIS IN Phoenix dactylifera L.
THROUGH COTILEDONAR PETIOLE

Thereismuch interest with respect to the success of the
application of tissue culture for propagation of palm family
members. Date palm (Phoenix dactylifera L.) is originary from
the Middle East, where climate is hot and dry, and due to its
botanical characteristics constitutes agood option for cultivation
of adapted fruits to Brazilian Northeast. This study had as
objectiveto test 6-Benzilaminopurine (BAP) and indole-3-acetic
acid (IAA) growth regulatorsfor date pal m micropropagation by
direct organogenesis, using Khadrawy cultivar. Cotiledonar
petioleswereinocul ated in M S medium supplemented with four
combinationsof IAA and BAP, on equal concentrations(0Omg.L?,
0.5 mg.L%, 1.0 mg.L* and 2.0 mg.L"?). The hormonal
concentrations used did not propitiate the multiple buds, but
showed relative efficiency in aeria parts and primary roots
differentiation, contributing for in vitro conservation strategies
of this species.

RESUMO

Existe hoje bastante interesse com respeito ao sucesso
daaplicacdo daculturade tecidos para propagacdo de membros
dafamiliadas pameiras. A tamareira (Phoenix dactyliferal.) é
uma planta originéria do Oriente Médio, cujo clima é quente e
arido, e devido aos seus caracteres boténi cos constitui-se numa
boa opc¢do para a cultura de frutas adaptadas ao Nordeste
brasileiro. Este trabalho teve como objetivo testar os hormonios
&cido indolacético (IAA) e 6-benzilaminopurina (BAP) com a
finalidade de micropropagar atamareirapor organogénese direta,
utilizando a cultivar Khadrawy. Peciolos cotiledonares foram
inoculados em mei o M S suplementado com quatro combinagdes
deBAPelAA, emiguaisconcentrages(0 mg.L2,0,5mg.L 2, 1,0
mg.L*e2,0mg.L ™). Asconcentragdes hormonais utilizadas n&o
propiciaram aformagéo debrotos, mas mostraram-serel ativamente
eficientesnadiferenciagéo daspartesagreaeradicul ar, contribuindo
paraestratégias de conservagao in vitro daespécie.
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INTRODUCAO

A tamareira (Phoenix dactylifera L.) é uma
palmeira de ampla utilizagdo, origin&ria do Oriente
Médio, que produz frutos comestiveis altamente
nutritivos. E comerciamente explorada em muitas
regides tropicais e subtropicais do mundo, espe-
cialmente por paisesdo nortedaAfrica, OrienteMédio
e Asiaoriental (Nunes et al. 1989).

A tamareira é uma cultura que além de
apresentar 6timaadaptabilidade aregi&o dostropicos,
apresenta ainda certas particularidades como: bom

PALAVRAS-CHAVE: tamareira, regeneracdo, reguladoresvegetais.

desenvolvimento em terrenos arenosos, salinizadose
alta luminosidade. Quando a umidade no solo ndo é
satisfatoria, ocorre o aprofundamento de suas raizes
para atingir a &gua das camadas mais profundas do
solo. Estas caracteristicas tornam a tamareira uma
excelente opc&o para o Nordeste brasileiro.

Essa espécie pode ser propagada por semen-
tes, rebentos e por cultivo in vitro. Deve-se lembrar
gue plantas obtidas por sementes apresentam variabi-
lidade genética, devido asegregacdo e arecombinacdo
de genes que ocorrem durante a reproduc&o sexual
(Sumianah et al. 1984). A propagacéo por rebentos
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possibilita a preservacdo dos caracteres da planta-
mée (Nunes et al. 1989), mas, por vezes, torna-se
um método inviavel devido a baixa quantidade de
rebentos produzidos pelapalmeira. Assim, a cultura
de tecidos aparece como uma ferramenta que torna
possivel propagar grandes quantidades de plantasde
altafidelidade genética.

A micropropagacdo é uma importante
tecnol ogia paraamultiplicagdo de diversas espéecies
de plantaslenhosas (Fidelis 1998). Segundo Alveset
al. (2004), normalmente, na propagacéo in vitro, 0s
reguladores de crescimento constituem-se numa
primeira etapa a ser abordada, em que o modo de
interagdo entre auxinas e citocininas é freqlientemente
dependente da espécie da planta e do tipo de tecido
utilizado nacultura

O uso detécnicasin vitro para estudos morfo-
genéticos e para micropropagagdo em palmeiras
neotropicaistem aumentado significativamente. 1sso,
especial mente em espécies com alto interesse econd-
mico tais como P. dactylifera, Elaeis guineensis e
Cocos nucifera (Guerra & Handro 1988, Tisserat
1979).

Estetrabalho teve como objetivo testar o efeito
dos reguladores de crescimento |1AA (&cido 3-
indolacético) e BAP (6-benzilaminopurina), com a
finalidade de micropropagar a tamareira, cultivar
Khadrawy, por meio da multiplicac&o de brotos por
organogénese direta.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério
de Biotecnologia Vegetal do Departamento de
Botanica, Ecologia e Zoologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte (UFRN). As
sementes de tamareira, cultivar Khadrawy, foram
coletadas em 2004, em Bebedouro-PE, e fornecidas
pela Embrapa Semi-Arido, situadaem Petrolina-PE.

Apbsoisolamento, peciol os cotiledonarescom
3,0cma4,0 cm e aproximadamente 28 diasdeidade,
excisados a partir de sementes germinadas in vitro,
foram inoculados na posicéo vertical, em meio de
Murashige & Skoog (1962), com saisevitaminas. O
meio foi suplementado aindacom 30 g.L* desacarose
€0,1g.Ldemio-inositol. Foram estabel ecidas quatro
combinagBes hormonai s daauxinaacido indolacético
(IAA) edacitocinina6-benzilaminopurina(BAP), em
iguaisconcentracbes(Omg.L*,0,5mg.L?, 1,0mg.L*
e 2,0 mg.L?Y), definindo-se os tratamentos, identi-
ficados por TO (testemunha), T1, T2e T3.

O pH do meio foi gustado em 5,8 e 0 meio
solidificado com 7 g.L! de agar, previamente a
autoclavagem dos meios a 121°C durante vinte
minutos. Distribuiram-se aliquotasde 50 mL demeio
de cultura em frascos de 300 mL de capacidade.
Foram utilizados de seisadez unidades experimentais
(cada unidade experimental apresenta um Unico
explante inoculado em cada frasco contendo meio
de cultura) para cada tratamento.

No total foram efetuados trés subcultivos, em
meios de mesma composicdo, para todos os
tratamentos. Os subcultivos eram realizados a cada
trintadias, ocasido em que ocorriam as pesagens dos
peciolos cotiledonares. Os demais critérios citados
eram observados diariamente. As culturas foram
mantidas em sala de crescimento sob fotoperiodo de
16/8 horas (claro/escuro), temperaturade 26 + 2°C e
intensidade luminosade 20 umol.m2.s*.

As caracteristicas avaliadas foram: formagéo
de parte aérea, de raiz priméria e de raizes laterais;
espessamento do peciolo; peso fresco dos explantes;
e numero médio defolhas. A andlise esta-tistica dos
dados seguiu o delineamento experimental inteira-
mente casualizado, com aplicacdo de andlise de
variancia e teste F a 5% de significancia, para as
variaveis peso fresco dos explantes e nimero médio
defolhas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentrages dos reguladores vegetais
IAA e BAP utilizadas neste estudo n&o propiciaram
a formag&o de brotos, mas mostraram-se relati-
vamente eficientes na diferenciacéo de parte aérea
eraizes (Figural).

Aos doze dias de cultura, os peciolos cotile-
donares apresentaram esverdeamento de leve a
moderado. Isso ocorreu em 16,6% dos explantes de
T1 (0,5 mg.L* de IAA e 0,5 mg.L* de BAP), em
50%deT2(1,0mg.L*delAA e1,0mg.L* de BAP)
eem555% de T3 (2,0 mg.L*delAA e2,0 mg.L™
de BAP). Registrou-se o espessamento (regido
"inchada" do explante devido acentuada diviséo
celular) do peciolo cotiledonar naregido do explante
gue se encontrava em contato com o meio de cultura.
N&o houve espessamento nos explantes do meio sem
suplementacéo dos reguladores (Figura 1).

O inicio dadiferenciago de raiz primériafoi
identificado aos 32 dias de cultura, especia mente nos
explantes do meio suplementado com 2,0 mg.L* de
IAA e 2,0 mg.L? de BAP; destes, 77,7% apre-
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Figura 1. Taxa de formac&o de parte aérea (PA), raiz priméria (RP),
espessamento (ESP) e raizes laterais (RL) para os diferentes
tratamentos (TO: meio MS sem reguladores vegetais; T1:
MS+0,5mg.L*delAA e0,5mg.Ltde BAP, T2: MS+ 1,0
mg.L* de IAA e 1,0 mg.L* de BAP; T3: MS + 2,0 mg.L™*
de IAA e 2,0 mg.L? de BAP), administrados na cultura de
peciolo cotiledonar de tamareira, aos noventa dias de
cultura. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre
si, segundo teste F (5% de probabilidade).

sentaram a formag&o desta estrutura. Aos quarenta
dias de cultura, quando havia pronunciado
esverdeamento dos explantes, verificou-se a
emergénciado foliolo atravésde umafendano peciolo
(muitas vezes na regido do espessamento ou logo
acimadele), em 33,3%, 16,6% e 28,5% dos explantes
correspondentes a T1, T2 e T3, respectivamente.

No caso dos explantes do meio de culturasem
0s bhioreguladores (TQ), o primeiro registro de
diferenciagdo de parte aérea ocorreu apenas 72 dias
apdsainoculacdo. O desenvolvimento deraiz priméria
também aconteceu mais tardiamente em TO,
comparado aos outros tratamentos. 1Sso ocorreu por
volta do septagésimo dia de cultura, em 20% dos
peciolos cotiledonares.

Sharmaet al. (1980) constataram gue, dentro
de seis semanas, embrides zigdticos de tamareiradéo
origem aplantul as, resultado semelhante ao verificado
neste trabalho, em que as primeiras plantulas foram
obtidas a partir do quadragésimo dia de cultura.

Ao completar noventa dias de cultura, os
percentuais para formagdo de parte aérea, raiz
priméria, raizes laterais e espessamento foram
registrados conforme pode se observar na Figura 1.
Foi observado nos explantes submetidos a todos os
tratamentos, excetuando-se TO, 0 espessamento do
peciolo cotiledonar préximo aregido radicular, sendo
gueem T1eT3atotalidade dosexplantes demonstrou
essa modificagdo. O meio sem reguladores vegetais
(TO) e as concentracdes utilizadas no tratamento T2
(1,0mg.L*delAA e1,0mg.L*deBAP) propiciaram
a maior diferenciagdo de parte aérea (50%), e as
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concentragdes correspondentes a T3 (2,0 mg.L™ de
IAA e 2,0 mg.L de BAP) propiciaram a maior
formacdo de raiz priméria. Essas taxas, entretanto,
ndo diferiram significativamente das obtidas nos
demaistratamentos. Raizes|ateraisforam observadas
em apenas 16,6% do tratamento T1.

Ledo et al. (2001), com o objetivo de estabe-
lecer protocolo paraa producéo de plantasin vitro a
partir daconversdo de embriBes zigéticosde agaizeiro
(Euterpe oleracea Mart.), verificaram que a concen-
tracdo de 2,68 UM de NAA (&cido naftal enoacético),
combinada com 1,55 uM ou 2,22 uM de BAPR,
promoveu o melhor crescimento da parte aérea das
plantulas. Frota et al. (2004) observaram que as
melhores combinagbes e concentracdes dos
reguladores vegetais, adicionadas ao meio M S, para
inducéo e crescimento de brotos de Opuntia ficus-
indica, foram: 2,0 mg.L* de BAP + 0,25 mg.L* de
IAA; e 0,5 mg.L* de BAP + 0,25 mg.L* de IAA.
Na presente pesquisa, contudo, a combinagdo de
BAP, nestas concentragdes, com doses maiselevadas
del AA néo foram adequadas paraobtencéo de brotos
de tamareira.

Debias et al. (2004) relatam que o meio de
cultura MS sem suplementac&o com reguladores, e
MS+ 1,0 mg.L*de BAP + 1,0 mg.L* de IAA sdo
igualmente eficientes para inducdo de brotos de
gengibre. Osmesmostratamentos, neste trabal ho, ndo
induziram aformac&o de brotos, mas propiciaram a
formac&o de 50% de plantulas com parte aérea e
raiz primaria. Este fato corrobora os resultados de
Silva(2002), que observou serem os meios de cultura
sem bioreguladores os mais ef etivos paraa obtencéo
de pléantulas mais completas de coqueiro (Cocos
nucifera), via cultura de embrides.

O numero médio de folhas obtidas e o peso
fresco médio dos explantes, por tratamento, sdo
expostos na Tabela 1. Asmaiores médias paraambos
atributos corresponderam ao tratamento sem
reguladores vegetais e as concentragdes 1,0 mg.L*
de IAA e 1,0 mg.L* de BAP. Porém, os valores
obtidos mostraram que as médias ndo diferem
significativamente entre si (teste F a 5% de proba
bilidade).

O indice de contaminagdo na cultura foi
elevado, como também foram os niveis de oxidacéo.
Vinte por cento do total de frascos da cultura
apresentaram contaminagdo de origem exogena. O
tratamento T1 foi 0 que apresentou amaior taxa, com
30% de explantes contaminados.

Os explantes foram ainda bastante afetados
por oxidac&o. Cercade 74% dos peciolosregistraram
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Tabela 1. Nimero médio de folhas (NMF) e peso fresco médio
dos explantes (PFM), em gramas, por tratamento, na
culturade peciolo cotiledonar detamareira, aosnoventa
diasdecultura.

Tratamentos*
Variavel
TO T1 T2 T3
NMF 1,0A2 0,3A 10A 0,3A
PFM(g) 0,165a 0,162 a 0,172a 0,150 a

. T0: MS sem reguladores vegetais, T1: MS+ 0,5mg.L* de|AA e0,5mg.L* de
BAP; T2 MS+1,0mg.L*delAA e1,0mg.L*deBAP; T3: MS+2,0mg.L*de
IAA e2,0mg.L* de BAP.

2-Médias seguidas deletrasiguais, nalinha, ndo diferem entresi, pelo teste F, a5%
de probabilidade (letras maiGscul as sdo usadas para comparar médiasde NMF e
letras minUscul as para comparar as médias de PFM).

alto nivel de oxidagéo naregi&o do espessamento do
peciolo cotiledonar, prejudicando o desenvolvimento
daraiz e acarretando o seu atrofiamento.

Aloufa & Oliveira (1989), em estudo sobre a
cultura de peciolo cotiledonar de P. dactylifera L.
cv. Zaglool, relataram resultados semelhantes aos
obtidos no presente trabalho. Nessa pesquisa 0s
peciolos cotiledonares, cultivados em meio MS
(Murashige & Skoog 1962), adicionadode 1,0mg.L™*?
de IAA e mesma concentragdo de BAP, também
desenvolveram espessamentos de coloragdo marfim
ou castanha. Segundo os autores, o crescimento dos
explantes foi impedido apds trés semanas de cultura
devido aoxidacdo pronunciada dos explantes. Porém,
0s resultados apresentados na presente pesquisa
demonstraram gue o escurecimento dos explantes na
culturade peciolo cotiledonar da cultivar Khadrawy
ndo impediu a manutencdo da cultura por tempo
prolongado.

CONCLUSAO

As concentracfes de reguladores vegetais
avaliadas ndo propiciaram aformagéo de brotos, mas
mostraram-se eficientes na diferenciagdo de parte
aéreaeraizes, com destaque paraos meiosde cultura
MS sem suplementacéo de reguladorese MS + 1,0
mg.L*deBAP+1,0mg.L*delAA. Isso credencia
estes meios de cultura para a regeneracéo e a
conservacdo in vitro de tamareira cv. Kradrawy.
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