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EMBRIOGENESE SOMATICA DO CAQUIZEIRO!

DAY SE CRISTINA DE CARVALHQO? LUIZ ANTONIO BIASI3, LUCIANA LOPES FORTES RIBAS?,
CHARLES ALLAN TELLES’, FLAVIO ZANETTE®

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi 0 estabel ecimento de um protocol o para a embriogénese somética do caquizeiro. Como explantes, foram
utilizados embrides zigéticos em diversos estédios de desenvol vimento, retirados de frutos col etados de plantas adultas a campo, a partir de quatro
semanas apos o pleno florescimento até 22 semanas. O meio basico paraos experimentosfoi o MS2NO,. O meioinicial deindugéo foi suplementado
com 20uM de 2,4-D e 2uM decinetina. Os cal os escuros obtidos foram repicados paraoutro meio deinducéo, com concentragdes 10 ou 20 UM de 2,4-
D e 2 uM de cinetina. Os calos com massas pro-embriogéni cas obtidos foram transferidos para meio de manutencdo e multiplicagdo com 2 uM de
cinetinae 2,4-D nasconcentragdes 2,5; 5,0 e 10 uM. Asmassas embriogéni cas formadas foram transferidas parameio de maturagéo suplementado com
0,5 uM deAlB easconcentragdes 5; 10 e 20 uM de 2-iP. Os embrides formados foram isolados em dois mei os de conversdo, sendo o primeiro com 5
UM de2-iP,5uM deAG, e0,5uM deAlB eo segundo com 0,5 uM deAG, eBAP, nas concentragdes0; 0,25; 0,5e 1,0 uM. Como resultados, obteve-
se 0 padrdo indireto de embriogénese somatica a partir de embrides zigoticos maduros, com mais de 22 semanas de formacdo, quando cultivadosem
meio de culturacom 10 uM de 2,4-D combinado com 2 uM de cinetina. A manutencéo e a multiplicagdo das culturas embriogénicas foram mais
eficientescom 5 uM de 2,4-D, naqual os pré-embrifes avangaram para o estédio globular. Nafase de maturag&o, as concentracdes de 2-iP testadas
atuaram promovendo os embrides globulares a estadios mais avancados da ontogenia como cordiforme, torpedo e cotiledonar. A suplementacéo do
meio de culturacom 1 uM deBAPe 0,5 uM deAG, gerou aformagéo de plantas mais desenvolvidas, com maior numero e tamanho de folhas.
Termosparalndexacdo: Diospyroskaki, culturade tecidos, fruticultura, micropropagacéo.

SOMATIC EMBRYOGENESIS OF JAPANESE PERSIMMON

ABSTRACT - Thegoa of thiswork wasto devel op aprotocol for persimmon cloning through somatic embryogenesis. Zygotic embryosexcised from
fruits collected from adult plants were tested at several developmental phases. They were collected during 22 weeks after 4 weeks blossoming. The
basic medium tested was MS2NO,. Initia induction medium was supplemented with 20 uM 2,4-D + 2 uM kinetin. Dark calluses obtained were
transferred to induction medium, with concentrations of 10 and 20 uM 2,4-D + 2 uM kinetin. The calli with pro-embryogenic massesweretransferred
to amaintenance and multiplication medium, with 2 uM kinetin and 2,4-D at the concentrations of 2.5, 5.0 and 10 uM. Embryogenic massesformed were
transferred to amaturation medium supplemented with 0.5 uM IBA and 5, 10 and 20 uM 2iP. Embryosformed wereisolated in two conversion media,
one with 5 UM 2-iP + 5 uM GA and 0.5 uM IBA, and another medium with 0.5 uM GA, and BAP at 0, 0.25, 0.5 and 1.0 uM. Indirect somatic
embryogenesiswere obtained from mature zygotic embryos collected after 22 weeks, when cultivated in culture medium with 10 uM 2,4D combined
with 2 uM kinetin. Embryos maintenance and multiplication were more efficient with 5 uM 2,4-D, in which the pro-embryos advanced to the globul ar
embryos phase. At the maturation phase the concentrations of 2-iPtested promoted globular embryosto more advanced stages of ontogeny, such as
cordiform, torpedo and cotiledonary. Supplementation of the culture medium with 1 uM BAP generated better devel oped plants, with highest number
of leavesand size.

Index Terms: Diospyros kaki, tissue culture, fruit production, micropropagation.

INTRODUCAO

A propagacdo convencional de caquizeiros pelavia sexuada é
dificil, devido ao seu longo periodo juvenil, elevado porte das plantase
heterozigoze. Além disso, o cruzamento € prejudicado pelo limitado
numero de cultivares, que carregam flores masculinas €/ou hermafroditas
(Choi et al., 2001). A propagacdo vegetativa via enxertia € também
dificultada pelo fato de os porta-enxertos serem provenientes de
sementes, o que causa grande desuniformidade quanto ao porte e vigor
das plantas, além de ser um processo demorado, oneroso e com baixas
taxasde pegamento (Biasi et al., 2002).

A solucéo para este problema passa pelo desenvolvimento de
uma tecnologia de propagacdo vegetativa para a formagéo direta das
mudas ou de porta-enxertos, o que representaraum significativo avango
naculturado caquizeiro (Martins & Pereira, 1989).

Barros (1999) ressalta que dentre os processos de
micropropagacao, a embriogénese somatica &, teoricamente, a melhor
0pcao para a propagacdo in vitro de fruteiras por apresentar algumas
vantagens, taiscomo: aaltataxade multiplicacdo comparadaaqual quer
outro processo de propagacéo; o escalonamento da producgédo pela
manuten¢do daculturaem meio liquido; o plantio direto damudaobtida

! (Trabalho 140/2003). Recebido: 03/06/2003. Aceito para publicacdo: 24/05/2004.

via embriogénese somatica sem necessidade de enxertia, com menor
custo de producéo, além de a planta ser geneticamente igual a planta-
mée, sem asinfluéncias do porta-enxerto, como acontece com as plantas
obtidas por métodos de propagacdo vegetativa convencionals.

O trabalho pioneiro com ainducdo daembriogénese sométicaa
partir detecidos de caquizeirofoi realizado por Hirokazu et a. (1998), no
Japéo, trabalhando com segmentos foliares provenientes de plantas
obti das de api ces meristematicos cultivadosin vitro, en meio MS/2NO,
suplementado com BAP e ANA, em diferentes concentracdes.
Posteriormente, ndo se encontraram trabal hos semel hantes publicados,
ainda que se saiba que a técnica de inducdo da embriogénese somética
sejaumaferramentacom grande potencial paraapropagacdo massal do
caquizeiro. Assim, o objetivo deste trabalho foi 0 estabel ecimento deum
protocolo para a embriogénese somética do caquizeiro a partir de
embriBes zigdticos. Esse protocolo podera servir de embasamento para
futuros estudos com tecidos sométicos, ja que os tecidos de origem
zZigGticaapresentam variabilidade natural decorrente do cruzamento.

MATERIAL EMETODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
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Micropropagagdo de Plantas do Departamento de Fitotecnia e
Fitossanitarismo do Setor de CiénciasAgrarias daUniversidade Federal
do Paranid. Como explantes, foram utilizados embrides zigoticos em
diversos estadios de desenvolvimento, retirados de frutos coletados de
plantas adultas de caquizeiro do tipo ‘ Café', apartir de quatro semanas
apos o pleno florescimento até 22 semanas. A assepsiafoi realizadanos
frutosinteiros quando possuiam até 3,5 cm de didmetro e posteriormente
nas sementes, com etanol 70% por um minuto, imersdo em solugdo de
hipoclorito de sodio 2,5% por trintaminutos e quatro lavagens em agua
esterilizada

Efeito do estédio dedesenvolvimento doembrido zigéticonainducdode
culturasembriogénicas.

Foi avaliado o melhor estadio de desenvolvimento do embrido
zig6tico para induzir a formagdo de massas embriogénicas, sendo
testados seis estadios, apartir de quatro semanas ap6s o florescimento,
até a maturagdo com 22 semanas. Em cada coleta, foram isolados 40
embrides em dois meios de cultura, um livre de reguladores e outro
contendo 20 uM de2,4-D e2 UM decinetina. O meio de culturautilizado
foi 0 MS/2NO, solidificado com 5,5 g.L* de agar. Os frascos foram
mantidos no escuro e avaliados apés 90 dias pela porcentagem de
explantes com calo. Os 40 cal os obtidos no primeiro isolamento foram
repicados paradoismeios de cultura, um com 10 UM e outro com 20 UM
de 2,4-D, ambos acrescidos com 2 uM de cinetina. Os explantes foram
mantidos no escuro e avaliados apds 60 dias do isolamento, pela
porcentagem de cal os com massas pré-embriogénicas.

Efeito deregulador esde cr escimento namanutencdo emultiplicacdo
dasculturasembriogénicas

Asculturas pré-embriogéni cas obtidas no experimento anterior
foram identificadas e utilizadas neste experimento. O meio de cultura
utilizado foi o MS/2NO, com 2 uM de cinetinae as concentragbes de 2,5;
5e10uM de2,4-D. O delineamento foi em blocos ao acaso, com cinco
repetices e dez calos por parcela. Os explantes permaneceram no escuro
eforam avaliados apds 90 dias pela porcentagem de calos com culturas
embriogénicas e nimero de embrides globulares por calo.

Efeito de reguladores de crescimento na maturagdo dos embrides
sométicos

As culturas embriogénicas desenvolvidas no experimento
anterior foram identificadas e utilizadas neste experimento. O meio de
culturautilizado foi o MS/2NO, com 0,5 uM deAlB e as concentragoes
de5; 10 e 20 uM de 2-iP. O delineamento foi em blocos ao acaso, com
cinco repeticdes e dez calos por parcela. Os explantes foram mantidos
no escuro e avaiados apés 60 dias pela porcentagem de calos com
massas embriogénicas, nimero de embrifes globulares, cordiformes,
torpedos e cotiledonares por calo.

Efeito de reguladores de crescimento na conversdo de embrides
somaticosem plantas

Os primeiros cinquenta embrides formados foram
individualizados e cultivadosem meio de culturaM S/2NO,com 5 uM de
2-iP, 5uM deAG, e0,5 UM deAlB paraasuaconversdo em plantas. As
culturas foram mantidas naluz, e aavaiacdo foi realizada apds 30 dias
pela porcentagem de embrides convertidos em plantas, comprimento
medio daraiz e daparte aérea e nimero de folhas por planta.

Depois foi instalado um experimento de conversdo, testando
diferentes concentragdes de BAP. O meio de cultura foi o MS/2NO,
suplementado com 0,5 uM de AG, e 0; 0,25; 0,5 e 1,0uM de BAP. O
delineamento foi em blocosao acaso, com 3 repeticdes e 10 embribes por
parcela. Os embrides foram mantidos naluz, eaavaliagéo foi realizada
apos 30 dias pela porcentagem de embrides convertidos em plantas,
porcentagem de embrides oxidados, comprimento da parte aérea e da
raiz, e nimero defolhas por planta.

A sala de crescimento possuia iluminagdo com |ampadas
fluorescentes do tipo brancafria, fotoperiodo de 16 horas eintensidade

luminosade 40 umol.m2.s™.

A andliseestatisticafoi realizadacom o programacomputacional
MSTAT, sendo que, inicialmente, os dados foram analisados pelo teste
de Bartllet paratestar ahomogenei dade das variancias dos tratamentos
e aquel es ndo-homogéneos foram transformados paraa analise. Depois
foi realizada a andlise de variancia e o teste de Tukey, a 5% de
probabilidade de erro, quando o efeito dostratamentosfoi significativo
pelo teste .

RESULTADOSE DISCUSSAO

Efeito do estédio dedesenvolvimentodoembrido zigéticonainducdode
culturasembriogénicas

Quanto as fontes de explantes testadas no presente trabal ho,
apenas 0s embrides zigoticos maduros (frutos com 22 semanas de
formagdo) permitiram a inducdo e o desenvolvimento dos embrides
sométicos no meio suplementado com reguladores de crescimento. Os
explantes isolados em meio de cultura sem reguladores de crescimento
ndo formaram cal os. A formagao de cal os escuros ocorreu em 86,7% dos
guarenta explantes isolados de frutos a partir de 18 semanas de
desenvolvimento, em meio suplementado com 20 uM de 2,4-D mais 2
MM de cinetina, indicando que embrifes com idade inferior apresentam
fatores intrinsecos a sua maturidade fisiolégica que bloquearam uma
resposta aos reguladores de crescimento nas concentragdes testadas e
a0 desencadeamento do processo de embriogénese somética.

Aos 150 dias de cultivo dos explantes, foi possivel verificar a
formacdo de complexos ou massas cel ulares pro-embriogénicasem 52%
dos cal os cultivados em meio suplementado com 10 uM de 2,4-D mais2
MM decinetina(TABELA 1). Estescomplexos caracterizam-se por serem
regides friaveis, normamente branco-translUcidas e mucilaginosas
quando comparados com calos ndo-embriogénicos que foram
esverdeados e duros. Os embriGes maduros apresentaram o padréo
indireto de embriogénese, induzindo inicialmente uma massa celular
embriogénica, com embriBes sométicos desenvolvendo-se em sua
superficie(FIGURA 1).

TABELA 1- Efeito das concentragtes 10 e 20uM de 2,4-D mais2 uM de
cinetina na indugcdo de calos com massas pro-
embriogénicasapartir de calosobtidosem meio de cultura
com20uM de2,4-D e2 uM decinetina(150 diasdecultivo).

2,4-D (M)

n (numero de calos Calos com massas pro-

avaliados) embriogénicas (%)
10 40 52,00
20 40 15,15

FIGURA 1—Complexos celulares pro-embriogénicosformados apartir
de embrides zigoticos em meio MSY2NO, com 10 uM de
2,4-D e2 uM decinetina, aos 150 dias de cultivo.
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Efeito deregulador esde cr escimento na manutencdo e multiplicacéo
dasculturasembriogénicas

Houve umaevolucdo dos pro-embribes parao estadio globular,
mais pronunciadamente no tratamento com 5 uM de 2,4-D, apesar de
ndo diferir significativamente das demais concentracfes (TABELA 2). A
transferénciadas culturas embriogénicas paraum meio sem regul adores
de crescimento ou com aconcentragéo de 2,4-D reduzidaé normal mente
necesséria para aproducdo de embrides soméaticos (Sharp et al., 1980).
Nesta etapa, aestratégiaconsiste em determinar as condi¢cdes adequadas
para o estabel ecimento de ciclosrepetitivosde divisdo celular e o controle
restrito dos processos de diferenciacdo, de tal maneira que as culturas
sejam constituidas por células pré-embrionérias ou embrides somaticos
em estadiosiniciaisde desenvolvimento (Guerraet a., 1999). Observou-
se, na superficie das massas celulares de caquizeiro, a formagéo de
embrides sométicos globulares (FIGURA 2), e a manutencdo destas
culturas em meio basal, acrescido de 2,4-D, nas trés concentractes
testadas, induziu a formagdo de pré-embrides e embrifes somaticos
globulares num processo continuo.

TABEL A 2—-Efeito dasconcentragdes 2,5; 5,0 10iM de 2,4-D mais 2
uM de cinetina na manutencdo e multiplicacdo das
culturas embriogénicas (90 diasde cultivo).

2,4-D n (nimero Calos com massas N’ de embrides
(M) de calos embriogénicas (%) globulares/calo'
avaliados)
2,5 50 26,00 10,96
5,0 50 17,33 38,88
10,0 50 11,33 1,60
CV% - 18,70 9,99

Asmédiasndo diferiram significativamente pelo teste F daanalise de varidncia.
! Dados transformados por log (x+10)

FIGURA 2 - Embrides sométicosglobularesformadosem meioMS/2NO,
com5uM de2,4-D e2 uM decineting aos 90 diasdecultivo.

Efeito de regulador es de crescimento na matur acdo dos embrides
somaticos

As culturas constituidas de embrides somaticos globulares,
gue foram transferidas para meios de cultura suplementados com
citocininas, apresentaram avango para outros estadios ontogenéticos,

como cordiforme, torpedo e cotiledonar, desenvolvendo-se de forma
assincrdnica, ndo havendo diferenca estatistica entre as concentragGes
de2-iP(TABELA 3). Nestafase daembriogénese somética, compreende
a progressdo das fases iniciais para as fases tardias. A estratégia a ser
empregada consiste em interromper os ciclos repetitivos de divisdo
celular efornecer estimul osfisiol 6gicos, bioguimicoseambientais para
a diferenciacdo celular, para que os ciclos de desenvolvimento e de
meaturagdo originem um grande nimero de embrides sométicos maduros,
de alta qualidade e aptos a se converterem em plantas (Guerra et a.,
1999). Segundo Gray (1992), os embrides sométicos que se formam a
partir de complexos pré-embrionariostendem ase desenvolver deforma
assincronica, sendo que, em determinado tempo, varios estadios
ontogenéticos sdo observados nas culturas (FIGURA 3). Da mesma
forma, Guerra& Handro (1998), traba hando com culturasembriogénicas
de Euter pe edulis repicados parameio de culturacontendo 2-iPe ANA,
obtiveram a progressdo dos embrides somaticos ao mesmo tempo quea
cultura-matriz mantinhaasua competénciaembriogénica.

FI GURA 3 —Embrides sométicos em estadio torpedo e cotiledonar, aos
60 diasde cultivoem meio MS/2NO, com 10iIM de 2-iP.

Efeito de reguladores de crescimento na conversdo de embrides
somaticosem plantas

No teste preliminar de conversdo, obteve-se, a partir de
cinqlientaembrides no estadio torpedo, aconversdo em plantas de 75,5%
destes, com uma médiade 0,85 cm de comprimento deraiz, 1,25 cm de
parte aérea e 1,31 folha por plantula quando cultivados em meio
suplementado com 5 uM de 2-iP, 5 uM deAG,e0,5 uM deAlB.

Num segundo experimento, investigou-se a conversao dos
embriBes em plantas pela utilizagdo da citocinina BAP em diferentes
concentracfes e os melhores resultados quanto ao comprimento das
raizes e nUmero de folhas por planta foram obtidos no tratamento de 1
1M, como pode ser observado naTABELA 4. O fendtipo das plantasem
meio suplementado com BAP deu-se de forma normal, sem alteracdes
morfolbgicas visualmente perceptiveis. Contudo, a conformagéo
morfol 6gicadas plantulas mostrou-se alterada, sendo o fato representado
por folhas encarquilhadas, fusionadas e coriaceas (FIGURA 4). Segundo
Redenbaugh et al. (1988), para que ocorra conversao, os embrides
sométicostém de realizar umasérie de eventos: germinacao (emissdo da
radiculd), crescimento e desenvolvimento do sistemaradicular, producéo
de, no minimo, duas folhas verdadeiras, conexdo direta daraiz com a

TABEL A 3 - Efeito dasconcentragdes5; 10 e 20iM de 2-iPmaise0,5 uM deAlB namaturagdo dos embrides sométicos (60 dias de cultivo).

24P (M) Calos com massas Numero de embrides = Nimero de embrides Numero de embrides Nimero de embrides
embriogénicas (%) globulares / calo' cordiformes / calo' torpedo / calo’ Cotiledonares/calo’

5 86,67 70,33 1,89 13,33 1,89

10 86,67 46,49 1,44 5,87 4,55

20 84,44 31,00 2,00 8,11 2,00

CV% 15,41 38,80 38,47 41,26 25,35

Asmeédias ndo diferiram significativamente pelo teste F daandlise de variancia.
1 Dados transformados por arco seno daraiz de (x+0,5)

Rev. Bras. Frutic., Jaboticabal - SP, v. 26, n. 2, p. 280-283, Agosto 2004



EMBRIOGENESE SOMATICA DO CAQUIZEIRO

283

TABEL A 4 - Efeito das concentragBes0; 0,25; 0,5e1,0iM de BAPmaise0,5 uM deAG, naconversdo dos embrides somaticos em plantas (30 diasde

cultivo).
BAP (M) Embrides convertidos Embrides oxidados (%) Comprimento da parte Comprimento da raiz N’ folhas/

(%) aérea (cm)” (cm)’ planta1

0 41,11 27,00 0,65 0,37d 0,07 ¢
0,25 56,67 27,00 0,96 0,68 b 0,25b
0,5 56,67 17,00 0,84 0,58 ¢ 0,20 b

1,0 56,67 17,00 0,90 0,92 a 0,66 a
CV% 23,18 18,16 30,52 23,93 47,30

Médias seguidas por |etras distintas nas colunas diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5%.

* Asmédias ndo diferiram significativamente pel o teste F daandlise de variancia.
! Dados transformados paralog (x+10)

parte aérea e producdo de umaplantaverde com fendtipo normal. Guerra
et al. (1999) citam que o efeito das auxinas como indutoras da
embriogénese somatica pode também acarretar aformagéo de embribes
andmalos quando estes passam por prolongados periodos em meios
suplementados com estas substancias. Para Raemakers et a. (1995), o
desenvolvimento de embriBes sométi cos malformados e/ou aformagéo
de folhas carnosas com caules fasciados € conseqiiéncia de maturagdo
insuficiente. Esse fendmeno tem sido observado paramuitas espéciese
€ denominado de germinacdo precoce, que se refere ao embrido em
desenvolvimento que tende a desviar-se dos estadios normais de
embriogénese somética e adquirem caracteristicas de uma pléantula
maformada.

FIGURA 4 —Plantulasformadasapartir de embrides sométicos cultivados
durante 30 dias em meio MSY2NO, suplementado com 5
uM de2-iP, 5uM deAG, e0,5uM deAlB.

CONCLUSDES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram o
estabelecimento do seguinte protocolo para a embriogénese somética
do caguizeiro a partir de embrifes zigéticos: utilizar como explantes
embrides zig6ticos maduros, retirados de frutos com 22 semanas de
formag&o; cultivé-los em meio de culturaM SY2NO, suplementado com
10uM de 2,4-D e 2 uM de cinetina para o desenvolvimento de pré-
embrides; transferir as culturas embriogénicas para meio basal com 5
uM de 2,4-D e 2 uM de cinetina para a evolugado do estédio globular;

transferir as culturas embriogénicas parameio basal com 0,5 uM deAlIB
e 2i-P em concentragbes de 5 a 20 uM para a promogao dos embribes
globulares a estadios mais avangados da ontogenia, como cordiforme,
torpedo e cotiledonar; etransferir osembrides parameio basal com 1 uM
deBAPe0,5uM deAG, paraaconversio em plantas.

REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS

BARROS, L.M. Embriogénese somética. Biotecnologia: Ciéncia e
Desenvolvimento, v. 2, n.7, p.36-39, 1999.

BIASI, L.A.; CARVALHO,D.C.; WOLF, GD.; ZANETTE, F. Potencia
organogenético de tecidos caulinares e radiculares de caquizeiro.
RevistaBrasleradeFruticultura, Jaboticabal, v. 24, n. 1, p. 29-34,
2002.

CHOI,JY; KIM,H.J; LEE, C.H; BAE,JM.; CHUNG,Y.S;; SHIN, J.S;
HYUNG, N.Y. Efficient and simple plant regeneration via
organogenesisfrom leaf segment cultures of persimmon (Diospyros
kaki Thunb). In Vitro Cellular & Developmental Biology Plant,
Columbia, v.37,n.2, p.274-179, 2001.

GRAY, D.J. Somatic embryogenesysand plant regeneration fromimmature
zygotic embryos of muscadine grape (Vitis rotundifolia) cultivars.
American Journal of Botany, Columbus, v.79, n.5, p.542-546, 1992.

GUERRA, M.P; HANDRO, W. Somatic embryogenesis and plant
regeneration in different organs of Euterpe edulis Mart. (Palmae):
control and structural features. Jour nal of Plant Resear ch, Tokyo,
v.111, p.65-71, 1998.

GUERRA, M.P; TORRES, A C.; FERREIRA, A T. Embriogénesesomética
esamentessintéticas. In: TORRES,AC.; CALDAS, L. S,; BUSO, J.
A (Ed.) Culturadetecidosetransfor magéo genéticadeplantas.
Brasiliaa EMBRAPA —CNPH, 1999. p. 533-568.

HIROKAZU, F; NISHIMOTO K.; MURASE, I.; NAKAMURA, M.
Somatic embryogenesis from the leaf tissues of continuously
subcultured shoots in Japanese Persimmon (Diospyros kaki
Thunb.). Japanese Jour nal of Breeding, Bunkyo-Ku, n. 38, p. 465
469,1998.

MARTINS, F.P; PEREIRA, F.M. Culturado caquizeiro. Jaboticabal:
FUNER, 1989. 71p.

RAEMAKERS, C.JJM.; JACOBSEN, E.; VISSER, R.GF. Secondary
somatic embryogenesis and applications in plant breeding.
Euphytica, Dordrecht, v.81, p.93-107, 1995.

REDENBAUGH, K.; FUJI,JA.; SLADE, D. Encapsulated plant embryos,
In: MIZRAHI, A. (Ed.) Biotechnology in agriculture. New York:
AlanR. Liss, 1988. p.225-248.

SHARP, W.P, SONDAHL, M.R.; CALDAS,L.S;; MARAFFA, SB.The
physiology of in vitro assexual embryogenesis. Horticultural
Review, New York, v.2, p.268-310, 1980.

Rev. Bras. Frutic., Jaboticabal - SP, v. 26, n. 2, p. 280-283, Agosto 2004



