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1. INTRODUGCAO 

Trabalhos pioneiros, visando à utilização da auto-incompatibilidade na produ- 

ção de hibridos comerciais de Bréssicas no Brasil, foram realizados por IKUTA (6). 

A identificacéo e estabilizacdo de linhagens parentais auto-incompativeis de brécolos 

requerem, sucessivamente, varias autofecundacées. Sua manutencéo exige polini- 

zação manual das flores no estadio de botéo floral (10). Esse procedimento conduz 

as plantas a rapida endogamia, que provoca acentuada perda de vigor em bróco- 

los, a qual se manifesta, dentre outras características, pela redução do porte e da 

capacidade reprodutiva das plantas (1, 10). Dessa forma, a manutenção e a propa- 

gação vegetativa de linhagens parentais auto-incompatíveis de brócolos, logo de- 

pois da identificação daquelas que têm capacidade superior de combinação, são 

de grande utilidade. Evita-se, com essa técnica, a depressão causada pela endoga- 

mia e garantem-se a produção normal de sementes parentais básicas e a manuten- 

ção da qualidade dos híbridos comerciais. 

Com as técnicas de cultura de tecidos, vários pesquisadores obtiveram exce- 

lentes resultados na propagação vegetativa de Brássicas, conseguindo aumentar 

significativamente o número de plantas obtidas a partir de uma planta seleciona- 

da (1, 2, 3, 4,7,8, 11, 12,13). ANDERSON e CARSTENS (2), utilizando meios e téc- 

nicas diferentes daquelas até então utilizadas na cultura de tecidos de Brássicas, 

tiveram êxito na obtenção de plântulas de brócolos com taxas de 90% de sobrevi- 

vência, depois de serem plantadas em vasos com solo. 
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Este trabalho visou a desenvolver a técnica de cultura de tecidos das varieda- 
des de brócolos plantadas no Brasil, visando à sua utilização na manutenção de li- 
nhagens auto-incompatíveis ou macho estéreis destinadas à produção de hfbridos 
comerciais. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

Botões florais de brócolos, com 3 a 6mm de tamanho (Figura 1), tomados de 
plantas em estádio de colheita, desenvolvidas na época fria, foram tratados duran- 
te 10 minutos em solução de hipoclorito de cálcio a 2% e lavados em água deioni- 
zada estéril imediatamente depois do tratamento. 

2.1. Diferenciação de Ezplantes em Brotações 

Tntroduziram-se os explantes em frascos de 120 ml, que continham 30 ml do 
meio básico e vitaminas de MURASHIGE e SKOOG (9), acrescidos de combina- 
ção de 6-furfurilaminopurina (0; 4; 6 e 10 mg/1), benziladenina (0; 1; 2 e 4 mg/)), ade- 
nina (0 e 27 mg/l), ácido giberélico (0 e 0,35 mg/l), ácido naftaleno-acético 0;0,1;02 
€ 0,3 mg/l), fosfato monobésico de sédio (170 mg/), mio-inositol (100 mg/l), ágar 
(6,5 g/1), sacarose (30 g/l), com pH ajustado para 5,7 + 0,1. Os frascos que conti- 
nham os meios de cultura foram previamente autoclavados. 

Grupos de 30 frascos que continham os explantes foram mantidos em camara 
de crescimento com intensidade luminosa de 3.000 lux, ciclo fotoperiédico de 16 
horas e regime de temperatura diurna/noturna de 25/18°C. 

2.2. Obtenção de Plintulas 

Depois da diferenciacao e desenvolvimento da parte aérea, repicaram-se por- 
¢bes apicais desta, com 2 a 3 cm de comprimento, para recipientes iguais, que con- 
tinham 30 ml do meio básico e vitaminas de MURASHIGE e SKOOG (9), acresci- 
dos de 10 ml/l de 4cido indolbutirico, 6,5 g/l de ágar, 30 g/l de sacarose, com PH 
ajustado para 5,7 + 0,1. Os frascos que continham o meio de cultura foram previa- 
mente autoclavados. Os frascos foram mantidos em câmara de crescimento, nas 
mesmas condicdes descritas em 2.1. 

Depois de obtidas, as plantulas foram transplantadas para vasos plésticos, de 
100 ml, que continham areia e vermiculite esterilizadas, em proporções iguais. Co- 
briram-se os vasos com campénulas de pléstico, que permaneceram em câmara de 
crescimento, nas mesmas condições descritas em 2.1. O substrato recebeu aplica- 
ções peri6dicas de solução de Hoagland. 

3. RESULTADOS E DISCUSSAO 

Observou-se que as condições ambientais de desenvolvimento de plantas de 
brécolos, sua idade fisiologica, a combinação e a concentração de substancias 
de crescimento tém influéncia morfogenética determinativa na diferenciacéo e de- 
senvolvimento dos sistemas caulinar e radicular em explantes florais cultivados 
in vitro. Explantes florais retirados de plantas de brécolos desenvolvidas em épo- 
ca quente apresentaram acentuado desenvolvimento do sistema radicular e do 
ovario, ocorrendo diferenciação da parte aérea em 10% do material. Em explantes 
florais retirados de plantas desenvolvidas em época fria ocorreram diferenciação e 
desenvolvimento da parte aérea em 65% do material. ANDERSON e CARSTENS
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(1) verificaram que explantes florais retirados de plantas de brócolos mantidas à 

temperatura de 16ºC normalmente diferenciavam parte aérea ao serem cultivados 
in vitro. No entanto, quando as plantas se desenvolviam à temperatura de 21ºC, 
os explantes florais morriam rapidamente em cultura. Alguns trabalhos (1, 5) mos- 
tram a importância da temperatura em que as plantas se desenvolvem na sua 

posterior propagação in vitro. 
Nas condições estabelecidas, explantes retirados de botões florais com 3 a 

6mm de comprimento são os indicados para cultura in vitro . Flores e botões 

maiores que 6mm apresentam diferenciação e desenvolvimento do sistema radicu- 

lar e do ovário em 80% dos casos. Botões florais com menos de 3mm morrem em 
cultura. No entanto, ANDERSON e CARTENS (1) obtiveram melhores resultados 
em cultura in vitro de brócolos utilizando explantes de botões florais com 1 a 
2mm de comprimento. A organogênese, em explantes florais de brócolos, proces- 

sa-se em duas etapas: a) diferenciação dos explantes em brotações; b) diferencia- 

ção e desenvolvimento de sistema radicular a partir de brotações. Esses resulta- 
dos são semelhantes aos obtidos por ANDERSON e CARTENS (1), em brócolos, e 
por TORRES et alii (12) e TRIMBOLI et alii (13), em couve-flor. 

3.1. Diferenciação dos Explantes em Brotações 

Melhores resultados referentes à diferenciação e ao desenvolvimento de brota- 
ções foram obtidos com o explante cultivado no meio que continha macro, micro- 
nutrientes e vitaminas de MURASHIGE e SKOOG (9), acrescidos de 4mg/l de 6- 
furfurilaminopurina, 27 mg/l de adenina, 100 mg/1 de mio-inositol, 170 mg/l de fos- 

fato monobésico de sédio, 6,5 g/1 de 4gar, 30 g/l de sacarose, com pH ajustado para 

57 + 0,1. Observaram-se diferentes respostas morfogenéticas: diferenciacéo de 
gemas por meio dos tecidos do receptéculo floral (Figura 2a), da regido mediana 

do pedunculo floral (Figura 2b), bem como da sua extremidade basal (Figura 2c). 

Em alguns casos, da extremidade basal do pedúnculo do explante ocorriam a dife- 

renciação e o desenvolvimento de raizes e folhas. Estas últimas, em contato com o 
meio de cultura, podiam diferenciar-se em gemas caulinares (Figura 3). 

Entre 5 e 10 dias depois da introdução dos explantes no meio de cultivo, 
observou-se que sua espessura foi aumentada. Dos 10 aos 30 dias, ocorreram dife- 

renciacéo e desenvolvimento de primérdios foliares. Entre 30 e 40 dias, 60% do 
material apresentaram intenso desenvolvimento vegetativo (Figura 4). Foram 
obtidos 3 a 4 brotos com folha a partir de um único explante introduzido no meio 

de cultura. Nos 40% restantes, féz-se necesséria sua transferéncia para novo meio 
de cultura de composicéo idéntica a do anterior, obtendo-se, desse modo, melhor 
desenvolvimento vegetativo e proliferacdo de novas brotacdes. 

Concentragées de 6-furfurilaminopurina e benziladenina acima de 4 mg/l e 1 mg/l, 
respectivamente, induzem a formacéo e o desenvolvimento de pronunciado calo, que 
se diferencia em parte aérea. Com a adição de ácido naftaleno acético aos trata- 
mentos com 6-furfurilaminopurina, verificou-se a formação de volumoso calo, em 

todas as dosagens testadas, com posterior diferenciacéo e desenvolvimento anor- 

mal dos sistemas caulinar e radicular. Benziladenina, na concentracéo de 1 mg/l, pode 
substituir a adenina na inducéo de diferenciacdo da parte aérea, porém seu efeito 

no desenvolvimento é retardado. 

3.2. Diferenciação e Desenvolvimento do Sistema Radicular 

Repicaram-se porgdes de brotações (Figura 5) para o meio bésico e vitami- 
nas de MURASHIGE e SKOOG (9), acrescidas de 100 mg/l de mio-inositol, 10 mg/l 
de 4cido indolbutirico, 6,5 mg/l de agar, 30 g/l de sacarose, com pH ajustado para
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FIGURA 1 - Explantes florais de brócolos utilizados para cultu- 
ra in vitro. 

FIGURA 2 - a) Diferenciagio de gemas dos tecidos do recepti- 
culo floral. 

b) idem, da região mediana do pedúnculo floral. 
c) idem, da extremidade basal do pedinculo floral. 
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FIGURA 3 - Aspecto da diferenciação e desenvolvimento de ge- 
mas caulinares a partir do limbo e do pecíolo  fo- 
liares. 

FIGURA 4 - Desenvolvimento vegetativo de explantes de brdcolos. 
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5,7 + 0,1. Com esse procedimento, foi obtida a diferenciação do sistema radicular e 

posterior desenvolvimento polar dos dois sistemas em 80% do material. Os 20% 

restantes foram repicados para novo meio de cultura, de composição idêntica à do 
anterior. A exigência de meios de cultura distintos na diferenciação e desenvolvi- 

mento dos sistemas caulinar e radicular tem sido observada em vários trabalhos 
de propagação in vitro (1, 6, 12, 13). 

Entre 10 e 15 dias, primórdios de raízes adventícias surgiram na porção basilar 
dos brotos. Dos 25 aos 35 dias obtiveram-se plântulas (Figura 6) que foram trans- 

plantadas para vasos que continham, em proporções iguais, vermiculite e areia, a- 
presentando bom pegamento e, posteriormente, desenvolvimento normal. 

FIGURA 5 - Porções apicais de brotagbes utilizados na repica- 
gem. 

FIGURA 6 - Plintulas de brdcolos em fase de transferéncia para 
substrato definitivo. 
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4. RESUMO 

Botdes florais de brócolos, com 3 a 6mm de tamanho, foram cultivados em 
meio que continha macro, micronutriente e vitaminas de MURASHIGE e SKOOG, 

acrescidos de 4 mg/l de 6-furfurilaminopurina, 27 mg/l de adenina, 100 mg/1 de mio- 
-inositol, 170 mg/1 de fosfato monobésico de sédio, 6,5 g/1 de 4gar, 30 g/l de sacarose, 

com pH ajustado para 5,7 = 0,1. Frascos com os explantes foram mantidos em ca- 
mara de crescimento com intensidade luminosa de 3.000 lux, ciclo fotoperiédico de 
16 horas e regime de temperatura diurna/noturna de 25/18°C. Nessas condigdes, 
obtiveram-se diferenciacéo e desenvolvimento da parte aérea em 60% do material 
colocado para cultivo. Repicaram-se porções apicais dessas brotagdes para novo 

meio, que continha macro e micronutrientes e vitaminas de MURASHIGE e 
SKOOG, acrescidos de 10 mg/l de 4cido indolbutirico, 100 mg/l de mio-inositol, 

6,5 g/l de agar, 30 g/l de sacarose, com pH ajustado para 5,7 + 0,1. Com esse pro- 

cedimento observou-se, em 80% do material, diferenciacéo do sistema radicular e 

posterior desenvolvimento polar dos dois sistemas. Entre 25 e 35 dias depois da 

repicagem, obtiveram-se plantulas que foram transplantadas para vasos que con- 

tinham proporcoes iguais de vermiculite e areia, apresentando pegamento e desen- 

volvimento normais. 
Essa técnica pode ser usada para a propagação e manutencéo clonal de linha- 

gens parentais auto-incompativeis de brécolos ou de plantas macho estéreis, des- 

tinadas à producéo de hfbridos comerciais. 

5. SUMMARY 

Broccoli flower buds about 3 to 6 mm in length were cultured in medium 
consisting of Murashige and Skoog inorganic salts and vitamins, with the addition 
of 4 mg/l of kinetin, 27 mg/l of adenine, 100 mg/l of myo-inositol, 170 mg of 

NaHgP04, 6,5 g/l of agar, 30 g/l of sucrose, with the pH adjusted to 5,7 + 0,1. The 
recipients containing the explants were submitted to a light intensity of 3,000 lux, 
photoperiod of 16 hours and day/night temperature regime of 25/18°C. Under these 

conditions, 60% of the flower buds produced shoots. An average of 3 to 4 shoots 

was obtained per explant within 20 to 40 days. When apical parts of these shoots 

were transferred to the basic medium and vitamins of Murashige and Skoog 

supplemented with 30 g/l sucrose, 6,5 g/l of agar, 10 mg/l indolebutyric acid with 

pH adjusted to 5,7 + 0,1, the differentiation of a root system was obtained in 80% 

of the cultures, and normal polar development of the root and shoot followed. 

Between 25 to 30 days after transfer to the second medium, the plantlets were 

large enough to transplant to a 1:1 mixture of sterile sand and vermiculite. 
The use of this technique is suggested for clonal propagation and maintenance 

of self-incompatible breeding lines of broccoli or for the maintenance of male 
sterile plants, for the production of commercial hybrids. 
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