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APERFEICOAMENTO DA EMBRIOGENESE SOMATICA, REPRODUCAO E
ANALISE MOLECULAR DE RETROCRUZAMENTOS INTERESPECIFICOS
EM PALMA DE OLEO (Elaeis spp.)

RESUMO

Neste trabalho, trés capitulos sdo propostos: 1) Otimizacdo da embriogénese somatica
em palma de 6leo (Elaeis spp.) a partir de embrides zigoticos maturos; 2) Influéncia da
espessura inicial de corte sobre a diferenciacdo de embrides somaticos em palma de
6leo utilizando a técnica Thin Cell Layer (TCL) e; 3) Reproducdo vegetativa de
retrocruzamentos interespecificos de palma de 6leo por embriogénese somatica. No
primeiro capitulo foi desenvolvido um sistema para a inducdo de embriogénese
somatica e regeneracdo de plantas a partir de embrides zigoticos maturos de palma de
6leo. Calos embriogénicos (CE) foram induzidos por embrides zigoticos (EZ) maturos
em meio de Murashige e Skoog (MS) modificado, com o &cido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) ou picloram e em combinacdo ou ndo com carvao ativado. A maior
percentagem de inducdo de CE (97,5%) foi obtida através da cultura de embribes
zigoticos maturos no meio de MS modificado com 450 uM de picloram e 2.5 g.L™* de
carvao ativado. Os CE proliferaram facilmente em meios com concentracOes reduzidas
de picloram. Esses CE foram repicados em meio de MS suplementado com 12,3 pM de
2-isopenteniladenina (2iP) e 0,54 pM de 4cido naftalenoacético (ANA), com
subcultivos em intervalos de 4 semanas. Os embrides somaticos foram convertidos em
plantas em meio de MS modificado com macro e micronutrientes, suplementado com
20 g.L™ de sacarose, 2,5 g.L™" de carvdo ativado e 2,5 g.L™" de Phytagel®. A ar
revelou que morfohistologicamente a embriogénese somatica seguiu uma via ind
Calos primarios foram observados apds 4-6 semanas de cultura que progrediram para
CE em 12 semanas. Células embriogénicas exibiram um protoplasma denso, uma
relacdo nucleoplasmica alta, e pequenos grdos de amido. Proembries formados apds
16-20 semanas de cultura e com sucessivas divisdes celulares, tém origem multicelular.
Embrides somaéticos diferenciados apresentaram haustorio, plumula, e a primeira e
segunda bainhas foliares. Nesta fase, a protrusdo radicular ndo foi aparente, pois isso
ocorre geralmente apds emersao das primeiras folhas verdadeiras. No segundo capitulo,
explantes obtidos por cortes de plantas de 1 mm, 2 mm e 3 mm de espessura foram
estabelecidos em meio de cultura de MS, com Picloram (450 uM). Utilizando TCL foi



possivel induzir eficientemente a embriogénese somatica em palma de dleo. Os
genotipos e a espessura dos explantes exerceram influéncia na indugdo da embriogénese
somatica, mas explantes de menor espessura (até 2 mm de espessura) se mostram 0s
mais responsivos. Os genotipos também exercem uma forte influéncia na indugédo da
embriogénese somatica, pois mostraram importantes diferencas quanto a percentagem
de calos embriogénicos e numero de embrides somaticos por calo. Por fim, o terceiro
capitulo prop6s um método para a reproducdo vegetativa de EZ de retrocruzamentos
interespecificos de palma de 6leo por embriogénese somatica, bem como, analisar a
fidelidade genética e epigenética por meio da utilizacdo de marcadores ISSR e AFLP
das plantas regeneradas. Para tanto, 195, 281 e 198 embriGes zig6ticos de sementes
maduras dos respectivos retrocruzamentos interespecificos SQ150, SR78 e SR84 foram
cultivados sob as condicbes do experimento desenvolvido no Capitulo 1, com pequenas
modificacdes. Dos regenerantes, 36 plantas de 3 diferentes embribes zigéticos foram
aleatoriamente avaliadas por marcadores ISSR e AFLP (MSAP) quanto a possiveis
variacOes genéticas e epigenéticas. Apos 36 meses do inicio do cultivo, as taxas de
regeneracdo de plantas alcancaram entre 6,2% e 34,2% dos EZ inoculados inicialmente.
Quando se avaliou os regenerantes por ISSR foi possivel inferir que individuos
regenerados de EZ podem apresentar entre 97,5% e 100% de similaridade quando
avaliadas dentro da mesma matriz que lhe deu origem (intrapopulagdes). No entanto,
guando os individuos sdo comparados com plantas regeneradas de outros EZ utilizados
como matrizes, eles podem apresentar variabilidade genética superior a 20%, ou seja,
similaridade genética de apenas 80% (interpopulacfes). Na analise por AFLP (MSAP)
verificou-se a amplificacdo de 357 locos nas 36 plantas avaliadas. Nessas amplificacoes,
constatou-se que 69% destas regides revelaram-se sensiveis a metilacdo e, destas, 58%
foram ocasionadas pelo ganho de fragmentos, ou seja, pela hipometilacdo do DNA

gendmico.

Palavras chaves: Arecaceae, Elaeis guineensis, Elaeis oleifera, embriogénese somatica,
morfogénese, camada fina de células, melhoramento genético de plantas.



IMPROVEMENT OF SOMATIC EMBRYOGENESIS, REPRODUCTION AND
MOLECULAR ANALYSIS OF INTERSPECIFIC BACKCROSSES OF OIL
PALM (Elaeis spp.)

ABSTRACT

In this work, three Chapters are proposed: 1) Optimization of somatic embryogenesis in
oil palm (Elaeis spp.) from mature zygotic embryos; 2) Influence of initial cutting
thickness on somatic embryos differentiation in oil palm (Elaeis spp.) using the thin cell
layer technique (TCL), and; 3) Vegetative reproduction and molecular analysis of
interspecific backcrosses of oil palm regenerated by somatic embryogenesis. In the first
Chapter, we developed an efficient and simple system for inducing somatic
embryogenesis and regenerating plantlets from mature zygotic embryos of oil palm.
Embryogenic calli were induced from mature zygotic embryos of oil palm on modified
Murashige and Skoog medium with 2,4-dichlorophenoxyacetic acid or picloram, alone
or in combination with activated charcoal. The greatest frequency of embryogenic callus
induction (97.5%) was obtained by culturing mature zygotic embryos on callus
induction medium with 450 M picloram and 2.5 gL' activated charcoal. Embryogenic
calli proliferated on a medium with a reduced concentration of picloram. Embryogenic
calli were then subcultured on a medium supplemented with 12.3 uM 2-
isopentenyladenine and 0.54 uM naphthaleneacetic acid, with subcultures at 4-wk
intervals. Somatic embryos were regenerated on a medium with Murashige and Skoog
macro- and micronutrients at halfstrength concentrations supplemented with 20 g.L™'
sucrose, 2.5 g.L™" activated charcoal, and 2.5 g.L™' Phytagel. Detailed histological
analysis revealed that somatic embryogenesis followed an indirect pathway. Primary
calli were observed after 4-6 wk of culture and progressed to embryogenic calli at 12
wk. Embryogenic cells exhibited dense protoplasm, a high nucleoplasmic ratio, and
small starch grains. Proembryos, which seemed to have a multicellular origin, formed
after 16-20 wk of culture and successive cell divisions. Differentiated somatic embryos
had a haustorium, a plumule, and the first and second foliar sheaths. In differentiated
embryos, the radicular protrusion was not apparent because it generally does not appear
until after the first true leaves emerge. In the second Chapter, 1, 2 and 3 mm thick TCL
explants obtained from in vitro germinated plants were established on MS culture

medium with Picloram (450 uM). It was observed that the TCL technique can efficiently



induce somatic embryogenesis in oil palm. Genotypes and thickness of the explants used
exert a strong influence on the induction of somatic embryogenesis. Explants with a
thickness of up to 2 mm are more responsive. Genotypes also exert a strong influence on the
induction of somatic embryogenesis, because shown important differences in the percentage
of callus with somatic embryos and number of somatic embryos formed per callus. Finally,
the third Chapter proposed a method for the vegetative reproduction of zygotic embryos
(ZE) from interspecific backcrosses of palm oil by somatic embryogenesis, as well as to
analyze genetically and epigenetically the regenerated plants through ISSR and AFLP
markers. To this end, 195, 281 and 198 ZE from the respective interspecific backcrosses
SQ150, SR78 and SR84 were cultured in vitro under the experimental conditions
developed in Chapter 1, with minor modifications. From the regenerated plants, 36
individuals of three different zygotic embryos (considered as matrices) were randomly
evaluated by ISSR and AFLP (MSAP) markers for possible genetic and epigenetic
variations. After 36 months of cultivation, plant regeneration rates ranged from 6.2% to
34.2%. When the regenerants were evaluated by ISSR, it was possible to infer that
regenerated individuals of ZE can present between 97.5% and 100% of similarity when
evaluated within the same matrix that originated them (intrapopulations). However,
when individuals are compared with regenerated plants from other ZE used as matrices,
they showed genetic variability of more than 20%, that is, genetic similarity of only
80% (interpopulations). In the analysis performed by the AFLP (MSAP), 357 loci were
amplified. In these amplifications, it was verified that 69% of these regions were
sensitive to methylation and of these, 58% were caused by the gain of fragments, that is,
by the hypomethylation of the genomic DNA.

Palavras chaves: Arecaceae, Elaeis guineensis, Elaeis oleifera, somatic
embryogenesis, morphogenesis, thin cell layer, plant breeding.



LISTA DE ABREVIATURAS

2-iP — 2- isopentenil-adenina
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uM — Micromolar
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PCR — Reacdo em cadeia da polimerase

pH — Potencial hidrogenidnico



Pi — Picloram (4 amino — 3,4,6-acido tricloro picolinico)
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1. INTRODUCAO GERAL

A crescente demanda mundial por 0leos vegetais nas Gltimas décadas tem sido
motivada, principalmente, pelo expressivo aumento populacional em paises em
desenvolvimento. A substituicdo do consumo de gorduras de origem animal por 6leo
vegetal, aliado ao significativo desenvolvimento de tecnologias e custos de producéo
mais baixos, sdo fatores que também impulsionaram a expansdo da industria de 6leos
vegetais (MONTEIRO e HOMMA, 2014).

O Brasil é dotado de condi¢es ideais para se tornar um grande produtor mundial
de Gleo vegetal, ndo somente a partir de espécies anuais, mas também a partir de
espécies perenes de alto rendimento, pois dispde de extensas areas agricultaveis, parte
delas ndo propicias ao cultivo de géneros alimenticios, mas com solo e clima favoraveis
ao plantio de inimeras oleaginosas perenes (MME, 2012).

Diante disso, a producdo de Oleo vegetal para utilizacdo como biodiesel
apresenta-se como uma alternativa em substituir o consumo de Oleos derivados do
petroleo. E um combustivel biodegradavel, obtido a partir de uma mistura reacional
contendo de 80 a 90% (em massa) de 6leo vegetal ou gordura animal, de 10 a 20% de
alcool etilico ou metilico e de 0,35% a 1,5% em massa de catalisador, em um processo
denominado transesterificacdo. Com o objetivo de viabilizar a producdo do biodiesel e
equacionar questdes fundamentais para o pais, em dezembro de 2004 foi criado o
Programa Nacional de Producédo e Uso do Biodiesel (PNPB), com metas de fixar niveis
crescentes e percentuais minimos de adicdo do biodiesel ao 6leo diesel (Lei n° 11.097,
de 13 de janeiro de 2005) (KALTNER, 2007). A partir disso, varios projetos foram
implantados com o objetivo de viabilizar a producdo de bicombustivel a partir de fontes
renovaveis (FERREIRA et al. 2012).

Neste contexto, a pesquisa deve buscar atingir novos patamares de rendimento
de 6leo com maior adensamento energético das espécies oleaginosas, passando o
rendimento em 0leo do nivel atual de 500 a 700 kg/ha (culturas tradicionais, em que se
tem dominio tecnologico, como a soja) para aqueles acima de 5.000 kg/ha,
proporcionando competitividade crescente ao biodiesel do qual entre 40 e 60% do custo
de producéo é devido ao custo das matérias-primas (GONTIJO et al. 2011).

De fato, entre as oleaginosas, a palma de 6leo (Elaeis spp.) ganha destaque por
poder apresentar rendimento de 6leo em torno de 4 a 7 ton hat ano™, sendo essa

producdo a de pelo menos sete a oito vezes maior que a do 6leo de soja (o produto de



maior representatividade atual na mistura, com cerca de 75 a 80%), o que o classifica
como a primeira fonte de Oleo vegetal do planeta (RAJESH et al. 2003;
AGRICULTURE, 2011).

Entretanto, a multiplicacdo de gendtipos selecionados se da exclusivamente por
meio de sementes, fato que, na auséncia de métodos adequados de reproducao
vegetativa por métodos convencionais, torna praticamente impossivel a obtencdo de
culturas uniformes e a perpetuacdo das caracteristicas de um individuo de alto valor
genético selecionado. Por essa razdo, ha preocupacdes quanto a multiplicacdo dos
gendtipos selecionados, pois além da possibilidade de se obter individuos heterogéneos,
a multiplicacdo por sementes requer um periodo relativamente longo até que novas
mudas sejam formadas, ou entéo, que caracteres de interesse sejam fixados em ciclos de
selecdo genética (BASIRON, 2007; RIOS, 2012).

Dessa forma, a embriogénese somatica em palma de Gleo, além de permitir a
reproducdo de plantas de interesse, pode criar a possibilidade de ser um suporte pratico
para alcancar resultados mais rdpidos nos programas de melhoramento genético,
especialmente na fixacdo de caracteres da geracdo F; nos cruzamentos interespecificos
ou intraespecificos (GOMES JR et al. 2014).

Porém, para que a embriogénese somatica venha a se tornar um processo
efetivamente importante para a propagacdo vegetativa da palma de 6leo, é necessario
que ocorra o desenvolvimento e aperfeicoamento de protocolos que permitam o
dominio das diferentes etapas do processo e que, por fim, permitam a regeneracdo em
larga escala de plantas completas por embriogénese somaética.

Nesse contexto, o trabalho objetivou aperfeicoar a embriogénese somatica em
palma de 6leo a partir de embrides zig6ticos, avaliar a diferenciacdo e a regeneracédo de
embrides somaticos formados a partir de materiais juvenis germinados in vitro pela
técnica thin cell layer (TCL) em palma de oOleo, além de reproduzir vegetativamente
retrocruzamentos interespecificos em palma de 6leo (E. oleifera x E. guineensis) x E.

guineensis.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS DA PALMA DE OLEO

O género Elaeis (do grego “Elaion”, que significa 6leo), pertence a classe
Liliopsida (Monocotiledonea), ordem Arecales (Palmales), familia Arecaceae
(Palmae), subfamilia Arecoideae, tribo Cocoseae (Cocoinaea) e, subtribo Elaeidinae
(DRANSFIELD et al. 2005). A familia Arecaceae contém cerca de 225 géneros e 2779
espécies (ZEVEN, 1964; MOORE, 1973). O género abrange duas espécies
economicamente importantes: Elaeis guineensis Jacg., nativo das florestas tropicais da
costa oeste do continente africano e Elaeis oleifera (Kunth) Cortés nativo do continente
americano, onde ocorre principalmente na floresta tropical amazonica, estendendo-se da
Colémbia ao Panam4; ambas sdo espécies de ocorréncia comum em areas antropizadas
e ao longo dos cursos hidricos (RAO et al. 1989).

A planta é uma monocotiledénea oleaginosa, perene, alégama com flores
completas, possuindo inflorescéncias masculinas e femininas na mesma planta em
grandes paniculas envoltas em espatas coridceas ou lenhosas com folhas
paralelinervadas (BONDAR, 1964). Monocaule, que na idade adulta pode atingir de 25
a 30 metros de altura, a base desta palmeira assemelha-se a uma coluna conica que, a
partir do primeiro metro de altura, torna-se constante quanto ao diametro, que varia de
22 a 75 cm. Seu sistema radicular, do tipo fasciculado, é composto por milhares de
raizes adventicias primarias, que emergem do bulbo radicular, formado a partir dos
entrenos da base do estipe (ADAM et al. 2005).

Na parte superior, a palma de 6leo possui uma coroa de folhas pinadas formadas
pelo meristema apical. Em plantas adultas, esta estrutura possui entre 30 e 45 folhas
funcionais que podem atingir até 7 m de comprimento. Estas folhas sdo compostas por
um peciolo ligeiramente triangular, de aproximadamente 1,5 m de comprimento, com
espinhos regularmente dispostos sobre as arestas laterais. A folhas sdo compostas
também por uma raque longa e afilada de aproximadamente 5 m de comprimento,
composta de 250 a 350 foliolos, com &ngulos de insercdo variados, repartidos em ambos
os lados (ADAM et al. 2005; GOMES et al. 2015).

Nessa cultura as flores masculinas e femininas apresentam-se separadas em
inflorescéncias masculinas e femininas, que sdo protegidas por duas bracteas fibrosas

denominadas espatas. Estas inflorescéncias desenvolvem-se em sequéncias unissexuais



denominadas ciclos, que por ndo se sobrepujarem, ocasionam a fecundacdo cruzada
(ADAM et al. 2011).

O fruto comercial da palma de 6leo se desenvolve em cachos ovais, atingindo
um comprimento médio de 50 cm, com largura de cerca de 35 cm e pesando de 20 a 30
kg. Cada cacho é composto por aproximadamente 1500 frutos. O fruto € uma drupa
séssil, com formato esférico e alongado, medindo de 2 a 5 cm de comprimento e entre 3
e 30 g de peso (ADAM et al. 2005).

A palma de 6leo usada comercialmente ou em programas de melhoramento
genético para a formacdo de variedades comerciais pode ser classificada de acordo com
a sua transmissdo hereditéaria de forma, coloracdo e composicdo do fruto e forma das
folhas (VANDERWEIEN, 1952). A mais importante é aquela que classifica as plantas
de acordo com a espessura do endocarpo do fruto, podendo ser de trés tipos (Figura 1):
Dura, com endocarpo de espessura superior a 2 mm e fibras dispersas no mesocarpo;
Pisifera, que ndo possui ou possui fino endocarpo, podendo ter em seu lugar um fino
anel de fibras, e; Tenera, com espessura do endocarpo menor que 2 mm e com um anel
de fibras ao seu redor (origina-se do cruzamento entre Dura x Pisifera, atualmente as
variedades comerciais encontradas no mercado). E essencialmente nesses trés tipos de
fruto que se baseia 0 melhoramento genético para a producdo de dleo contido no
mesocarpo (polpa) do fruto (VALLEJO, 1978; RAMALHO FILHO et al. 2010).

Populacdes naturais do Elaeis oleifera (HBK) Cortés, também conhecido como
caiaué, palma americana ou dendé nativo, podem ser encontradas desde a América
Central até o norte da América do Sul (Suriname, Colémbia e extremo noroeste do
Brasil (MEUNIER, 1975; ALVES et al. 2011).

O E. oleifera possui tronco tipo estipe, cilindrico macico, caracterizado pelo
crescimento anual entre 5 a 10 cm, até o maximo de 5 metros de altura quando adulto.
Por volta dos 15 anos de idade, o estipe curva-se sobre o solo permanecendo a parte
terminal ereta, mantendo a coroa foliar a 2-3 metros de altura, num estagio denominado
de procumbéncia (CORLEY e TINKER, 2003; CUNHA et al. 2009).

Esta espécie produz pouco 6leo, porém, o interesse no E. oleifera baseia-se em
diversos fatores, como o porte reduzido e a alta qualidade do éleo, que possui maior teor
de &cidos graxos insaturados que a espécie E. guineensis (78% vs. 48%) (RAMOS et al.
2006). Alem disso, o E. oleifera tem sido muito utilizado na hibridagdo com E.
guineensis, para a obtencdo de cruzamentos resistentes a doencas como o0
amarelecimento fatal (CARDOSO, 2010).



O oleo de dendé é usado direta ou indiretamente na alimentacao, fazendo parte
de margarinas, gorduras, sorvetes, manteigas vegetais, 6leos de cozinha, 6leos de salada
e azeites de dendé. Na industria, o 6leo de dendé é usado na producdo de sabdes, sabdes
em po, sabonetes, xampus, velas, tintas, detergentes e, nos Gltimos anos, também vém
constituindo um importante insumo para a producdo de bicombustiveis, como o
biodiesel. Ja o o6leo de palmiste (obtido essencialmente da améndoa), € utilizado pela

indGstria na fabricacdo de batons, perfumes e nos Gltimos anos, também vém

constituindo um importante insumo para a producao de bicombustiveis (SUNDRAM et
al. 2003; HAMEED et al. 2009; MUKHERJEE e SOVACOOL, 2014; OOSTERVEER,
2015; GOMES et al. 2017).
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Figura 1. Cachos com frutos da palma de 6leo (Elaeis spp.) apresentando diferencas
morfolégicas entre E. guineensis var. dura; E. guineensis var. tenera e E. guineensis
var. pisifera. Foto: Jonny Everson Scherwinski-Pereira.

2.2 ORIGEM E DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A palma de 6leo é encontrada em populacdes espontaneas ou cultivadas nas
regides tropicais da Africa, sudeste asiatico, América do sul e Central. Ocorre na Africa
Ocidental e Central, naturalmente dispersa desde o Senegal até Angola, Costa do
Marfim, Camardes e Zaire. A espécie ocupa uma faixa litordnea de cerca de 450 km de



largura e, no Congo ocorre também no interior até os limites dos lagos Alberto, Nyanza
e Tanganyika (HAYATI et al. 2004).

Em geral, o dendé ocorre em solos do tipo “terras pretas” e “massapé” e a
densidade de plantas pode ser superior a 24 individuos/ha. Populagdes naturais ocorrem
nas florestas tropicais e em geral, € o tipo arboreo mais comum nas florestas Umidas e
secundarias (AKANI et al. 2007; CAMILLO, 2012).

O dendezeiro foi introduzido no continente americano através do comércio de
escravos (ZEVEN, 1964). Ha relatos indicando que sua chegada ao Brasil datam do
século XVII (Figura 2), sendo cultivado primeiramente na Bahia e no Rio de Janeiro
(MULLER e ANDRADE, 2010, NELSON, 2010, RIOS et al. 2012). No Brasil, ocorre
de forma subespontanea em uma estreita faixa de 5 a 10 km da ilha de Itaparica, na baia

de Salvador até o sul de Marau, no Estado da Babhia.
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Figura 2. Dispersao da palma de 6leo pelo mundo (NELSON, 2010).

2.3 PRODUTIVIDADE DA CULTURA NO BRASIL

No Brasil, as primeiras plantacfes industriais de palma de 6leo s&o do inicio da
década de 1960, no Estado da Bahia, e logo apds, no Para (GOMES JR. et al. 2014). Na
regido Norte, a introducdo aconteceu em 1951 por meio do antigo Instituto Agrondmico
do Norte - IAN (atualmente Embrapa Amazonia Oriental) que importou algumas
linhagens do Instituto de Recherches pour les Huilles et Oleagineux (IRHO/Franca)
para avaliar o desempenho dessa cultura nas condigdes edafoclimaticas da Amazodnia
Brasileira (PANDOLFO, 1981; SILVA, 2011).



Na América do Sul, onde a Colémbia e o Equador tém registrado grandes
aumentos na producdo, o Brasil continua retardatario em Oleo de palma. O Pais
praticamente ndo apresentou aumento na produgdo nas Ultimas décadas. No entanto, o
Brasil se destaca no cenario mundial por possuir mais de 20% da area agricultavel do
planeta, mais de 10% da agua doce do mundo e mais de 200 espécies de plantas com
possibilidade de producdo de 6leo vegetal (GONTIJO et al. 2011). Entre todas as
espécies potenciais de plantas oleaginosas, a palma de 6leo ocupa posicao de destaque,
por ser uma das espécies que apresenta maior produtividade de 6leo no mundo
(LEVERMANN e SOUZA, 2014). Todavia, o Brasil ocupou a 9° posi¢do no ranking
mundial, com uma &rea plantada, no ano de 2012, de 150.00 hectares. O consumo atual
do Brasil supera em muito sua producdo — os valores séo de 550.000 toneladas e
370.000 toneladas, respectivamente (LEVERMANN e SOUZA, 2014; FAOSTAT,
2014). Onde, o Estado com maior producédo é o Para, responsavel por aproximadamente
85% do 6leo produzido no pais (CHIA et al. 2009). Praticamente toda a producdo é
destinada a industria de alimentos, embora atualmente, o0 mercado de combustiveis seja a
mais forte tendéncia (BRASIL, 2005; BECKER, 2010; CAMILLO, 2012).

2.4 MELHORAMENTO GENETICO EM PALMA DE OLEO

Até o inicio de 1990, a dendeicultura brasileira dependia de sementes
importadas, o0 que levou a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) a
desenvolver um programa de pesquisas visando dotar o pais de infraestrutura de geracéo
de tecnologias para expansdo sustentdvel da cultura. Para atender a necessidade de
sementes de alta qualidade, a Embrapa iniciou, em 1982, um Programa de
Melhoramento Genético do dendezeiro, sendo estabelecidos bancos de germoplasma da
especie africana Elaeis guineensis (dendé) e da americana Elaeis oleifera (caiau¢). No
entanto, o Banco Ativo de Germoplasma (BAGDendé) é mantido exclusivamente em
condicdes de campo, metodologia comumente utilizada para conservar especies
arboreas e/ou com sementes recalcitrantes (CAMILLO, 2012).

Nesse sentido, a Embrapa tem mantido uma area experimental de
aproximadamente 420 ha de palma de 6leo no Centro Experimental do Rio Urubu
(CERU), municipio de Rio Preto da Eva - AM. No mesmo local, € mantido um dos
Bancos Ativos de Germoplasma (BAG) mais diversos existentes no continente
americano (Figura 3), com mais de 50 ha divididos em dois BAGs, sendo 25 ha de
Elaeis guineensis e 28,7 ha de E. oleifera (CAMILLO, 2012). Além da producéo de
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sementes comerciais, area experimental também é utilizada para a realizacdo de testes

de progénies e ensaios agrondmicos de manejo e nutricdo mineral.

s P ; i =
Figura 3. Banco Ativo de Germoplasma do género Elaeis (BAGDendé) da Embrapa
Amazonia Ocidental, Rio Urubu, Municipio de Rio Preto da Eva, AM. Foto: Jonny
Everson Scherwinski-Pereira.

A producdo de sementes comerciais no Brasil iniciou apenas em 1992 pela
Embrapa Amazonia Ocidental visando, sobretudo, atender a legislacdo que permite
apenas a comercializacdo no mercado brasileiro, de cultivares registradas no RNC
(Registro Nacional de Cultivares). Cunha et al. (2009) relata que atualmente existem 18
cultivares registradas, sendo dezesseis hibridos intervarietais tenera e dois cultivares
hibridos interespecificos E. oleifera x E. guineensis (Figura 4).

Por ser uma palmeira e ter um Unico meristema, a propagacao da palma de oleo
ndo € possivel por métodos convencionais como estaquia, sendo o género Elaeis
reproduzido exclusivamente por sementes, as quais podem apresentar dormeéncia,
germinacdo lenta e, sobretudo, proporcionar plantas heterogéneas em razdo da
combinagio de genitores por meios sexuados (PADUA, 2012, GOMES et al. 2015).

Adicionalmente, o cultivo de variedades hibridas intraespecificas, responsavel
pelas elevadas produtividades verificadas na dendeicultura internacional, tem como
inconveniente uma estreita base genética, apesar da grande disponibilidade de recursos
genéticos nas colecdes de germoplasma dos programas de melhoramento genético
(BARCELOQOS, 2000).
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Figura 4. A) Planta adulta de E. oleifera (Kunth) Cortés; B) Planta adulta de E.
guineensis Jacg.; C) Planta adulta do género Elaeis, obtida pelo cruzamento
interespecifico entre E. oleifera e E. guineensis; D) Fruto de E. oleifera; E) Fruto de E.
guineensis; F) fruto obtido pelo cruzamento de plantas entre as espécies E. oleifera e E.
guineensis. Tanto a planta quanto os frutos obtidos através do cruzamento entre E.
oleifera e E. guineensis apresentam caracteristicas fenotipicas de ambas as espécies.
Fotos: A: Plantsystematics; B, C, D, E e F: Jonny Everson Scherwinski-Pereira.

As avaliacBes de hibridos interespecificos (HIE) ja realizadas demonstram que é
possivel desenvolver cultivares tdo produtivas quanto as de palma de 6leo tipo tenera,
com taxa de crescimento vertical do estipe aproximadamente 1/3 inferior, resistentes ao
amarelecimento fatal, e com melhor qualidade de 6leo. A primeira cultivar hibrida
interespecifica entre as espécies E. guineensis x E. oleifera foi langada oficialmente pela
Embrapa em 2010 (CUNHA et al. 2012). Porém, apesar dos HIE F1 apresentarem
produtividade similar a das variedades atuais de palma de 6leo, e ja estarem sendo
explorados comercialmente, eles sdo uma etapa intermedidria do programa de
melhoramento genético. Os HIE tém problemas de fertilidade: baixa producdo e
viabilidade de podlen e baixa atratividade das inflorescéncias para o0s insetos
polinizadores, sendo necesséria a realizacdo da polinizagdo assistida manual nos
plantios comerciais, pratica que onera e complica o sistema de producdo. Nesse sentido,
geracOes de retrocruzamento estdo sendo geradas e avaliadas para desenvolver
genotipos que conduzam 0s genes originarios de ambas as espécies e tenham a

fertilidade restaurada.



Nas geracGes iniciais de retrocruzamentos (RC1 e RC2) e observada ampla
variacdo fenotipica, sendo observadas desde plantas improdutivas até plantas com
produtividade comercial economicamente viavel, embora inferior a das cultivares de
palma de 6leo. Contudo, nas geracOes iniciais de retrocruzamentos a fertilidade ja é
restaurada, o que elimina o problema que os produtores tém com a polinizacdo assistida,
ao mesmo tempo em que sdo encontradas plantas que apresentam a resisténcia ao AF,
principal ameaga aos produtores nacionais. Nessas primeiras geracOes, a Unica
alternativa para explorar essas plantas superiores para o cultivo comercial € por meio da
clonagem, pois o0s cruzamentos resultam em elevada segregacao.

Assim, devido a ampla segregacdo observada nas geracOes iniciais de
retrocruzamentos, as estratégias convencionais de avaliacdo de materiais demandam
extensas areas de plantio. Acrescenta-se o fato de que grande parte de plantas nédo
possuem caracteristicas de interesse, 0 que sO é verificado na fase adulta. Uma das
estratégias para desenvolver plantas mais férteis e produtivas, é selecionar aquelas com
maior participacdo do genoma do genitor recorrente (GR). O GR geralmente € um
gendtipo com qualidades desejaveis, mas que ainda necessita da incorporacdo de uma
ou algumas caracteristicas as quais 0 melhoramento busca inserir a partir do genitor
doador. O genitor doador € um gendtipo selvagem ou mesmo comercial, que possui a
caracteristica de interesse a ser incorporada ao GR. Assim, o hibrido obtido é
retrocruzado varias vezes com o GR para recuperar a mesma adaptacao, produtividade e
demais qualidades que este ja possuia, acrescido da nova qualidade introduzida
(BESPALHOK et al. 2011). No caso do dendezeiro africano, 0s genes de interesse do
caiaué sdao mantidos, mas com a menor contribuicdo possivel do genoma dessa espécie.
Embora a recuperacdo média do genoma do GR seja de 50% a cada geracdo de
retrocruzamento, existem plantas com maior proporcédo do genoma do GR e outras do
genitor doador. Definir a exata contribuicdo do genoma das espécies ndo é possivel
pelos métodos de avaliacdo fenotipica, por isso, tem sido proposto o uso de marcadores
moleculares para identificacdo de individuos geneticamente mais préximos ao GR em

uma progénie de retrocruzamento (OLIVEIRA et al. 2008).

2.5 GERMINACAO IN VITRO DE EMBRIOES ZIGOTICOS

A técnica de cultura de embribes zigoticos é conhecida desde o século XIX,
sendo que depois de um longo periodo de progresso limitado, rapidamente desenvolveu

depois de 1937, com significativas aplicagdes no melhoramento de plantas (COLLINS e
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GROSSER, 1984). Bonnet foi o primeiro embriologista a excisar e cultivar embrides
maturos de feijdo em 1754. Hanning, em 1904, obteve com sucesso 0 crescimento de
embrides de Raphanus sativus em um simples meio, e muito de seus resultados séo
validos até hoje (MONNIER, 1995).

A cultura de embribes tem sido empregada para descrever 0s processos de
crescimento e desenvolvimento do embrido zigético in vitro, independente da idade,
tamanho e estddio de desenvolvimento em que o embrido foi excisado (HU e
FERREIRA, 1998).

Essa técnica, além de ter grande importancia como um método alternativo para a
rapida multiplicacdo vegetal, possibilita elucidar aspectos da fisiologia do
desenvolvimento em condic¢des in vitro, podendo ser utilizada como modelo para a
otimizacdo dos fatores para crescimento de plantas provenientes da micropropagacéo
(TRIQUES et al. 1997), da mesma forma que fornece plantas em condic¢des uniformes e
estéreis para trabalhos de cultura de tecidos. Permite também, superar a dorméncia em
certos tipos de sementes e, como ferramenta primordial para o melhoramento, resgatar
embribes hibridos imaturos de cruzamentos incompativeis, nos quais ocorrem barreiras
sexuais na formacao de sementes (MONNIER, 1995; HU e FERREIRA, 1998).

No entanto, um importante aspecto da cultura de embrides é definir um meio de
cultura que possa sustentar o seu crescimento e desenvolvimento (HU e FERREIRA,
1998). Com isso, tem-se buscado alternativas quanto a composicao dos meios nutritivos
que se aproximem da composicao do endosperma ou do saco embrionario e possibilitem
o desenvolvimento dos embrides, independentemente do estadio em que se encontram
(ANDREOLLI, 1986). O meio de cultura adequado, tanto para a propagacdo quanto para
a cultura de embrides, deve ser adaptado para cada espécie (SCHERWINSKI-PEREIRA
et al. 2006).

O meio de cultura ¢ um dos aspectos mais importantes da cultura de embrides
zigoticos, uma vez que, quanto mais imaturo for o embrido mais exigente este sera em
relacdo ao meio de cultura. Dessa maneira, a selecdo do meio € necessaria para sustentar
o crescimento continuo do embrido (MONNIER, 1995; HU e FERREIRA, 1998). Nesse
sentido, Tabai (1992) utilizou a técnica de cultura de embrides em meio de cultura

contendo sais de MS, reduzindo o tempo necessario para a obtencao de plantas.

11



2.6 A EMBRIOGENESE SOMATICA

Inimeras justificativas tém sido reportadas ao uso de técnicas de cultura in vitro
em palmeiras como uma pratica auxiliar para estudos morfogenéticos e para acelerar
programas de melhoramento genético. Todavia, os programas de melhoramento em
palmeiras sdo demorados e complexos devido ao longo ciclo, habito de crescimento e
auséncia de métodos convencionais de propagacdo vegetativa (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998).

A embriogénese somética € um processo pelo qual células somaticas se
diferenciam em plantas completas seguindo estagios de citodiferenciagdo embriogénicos
caracteristicos (WILLIAMS e MAHESWARAN, 1986; EMONS, 1994). Embriogénese
somatica adventicia, assexual ou ndo zigotica sdo termos usualmente empregados para
caracterizar novos individuos que se originam a partir de células simples ou embrides
bipolares e que ndo apresentam conexdo vascular com o tecido materno (HACCIUS,
1978; CANGAHUALA-INOCENTE et al. 2004). Porém, esses termos sdo empregados
preferencialmente quando tal processo ocorre in vivo. Segundo Ammirato (1983), a
embriogénese somatica € um processo analogo a embriogénese zigbtica em que uma
unica célula ou um grupo de células somaticas sdo precursores de embriGes somaticos e,
se eficientemente desenvolvida, podem permitir a obtencdo de inimeros embrides, a
partir de um pequeno nimero de explantes. E um processo de regeneragio
compreendido por vérias etapas comecando com a formacdo de massas pro-
embriogénicas de células, seguida pela formacdo do embrido somatico, sua maturacéo e
pela regeneracdo da planta (VON ARNOLD et al. 2002), passando, em geral, por outros
quatro estagios basicos: globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar, dependendo da
espécie trabalhada (TEIXEIRA et al. 1989; TITON et al. 2007)

Dois padrdes basicos de expressdo da embriogénese somatica ocorrem in vitro.
O primeiro corresponde ao modelo direto, no qual os embriGes somaticos originam-se
dos tecidos matrizes sem a formacdo de estadios intermediarios de calo. O segundo
padréo corresponde ao modelo indireto, no qual os embrides somaticos se formam a
partir de um calo, que apresenta células em diferentes estadios de diferenciacéo e,
consequentemente, com diferentes graus de determinagdo, as quais podem adquirir
novas competéncias mediadas por mensageiros quimicos especificos (SHARP et al.
1980).
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De maneira geral, a taxa de embriogénese somatica de uma espécie, bem como o
namero de embrides somaticos produzidos, depende da combinacdo de uma série de
fatores inter-relacionados, entre os quais se destacam: tipos e concentracdes adequadas
de reguladores de crescimento, duracdo das etapas envolvidas no processo, origem e
idade fisioldgica do explante a ser cultivado e do estado fisioldgico da planta matriz
(DUVAL et al. 1988; DUBLIN, 1991; TEIXEIRA et al. 1993; GUERRA et al. 1999;
LEDO et al. 2002 a). Neste sentido, a frequéncia e a qualidade dos embriGes somaticos
produzidos sdo de maneira geral os critérios mais importantes para a otimizacao de um
protocolo de embriogénese somatica. A qualidade de um embrido somatico é
relacionada com sua morfologia, similaridade bioquimica ao embrido zigético e a
habilidade de produzir plantas normais. Os embriGes sométicos de alta qualidade
possuem uma morfologia idéntica ao zigotico e tém geralmente uma simetria radial
(MARUYAMA et al. 2007).

A embriogénese somaética in vitro, além de Gtil na clonagem e propagacédo
vegetativa de plantas, pode servir também como modelo para estudar sistemas
subjacentes a embriogénese, como o0s eventos moleculares, citoldgicos, fisiologicos e de
desenvolvimento (DODEMAN et al. 1997). Além disso, culturas embriogénicas
representarem um sistema bastante eficiente para a aplicacdo de técnicas de
biotecnologia, como transformacdo genética, inducdo e selecdo de mutagdes e
regeneracdo de plantas com células haploides. Mas a grande vantagem do uso de
embrides somaticos para micropropagacdo € a auséncia de manipulacdo do material no
sentido de separacédo de brotos e enraizamento para a aclimatagao (MOURA, 2007).

Segundo Steinmacher et al. (2007 a), a embriogénese somatica é preferida na
rota regenerativa in vitro das palmeiras, pois esta via morfogénica pode aumentar o
namero de plantas regeneradas quando comparadas a organogénese.

A indugéo da embriogénese somaética em plantas é normalmente dependente da
adicdo de auxinas ao meio de cultura, como o 2,4-D, Picloram e o Dicamba. Este grupo
de reguladores também atua na expansdo, alongamento e divisdo celular, beneficiando
0s processos de calogénese, embriogénese e organogénese, além de influenciarem
decisivamente o enraizamento de plantas (KRIKORIAN, 1991). Nos sistemas de
micropropagacdo em geral, as auxinas mais usadas sdo o 2,4-D (49%) seguido pelo
ANA (27%), AIA (6%), AIB (6%), Picloram (5%) e Dicamba (5%) (JIMENEZ, 2005).

Os reguladores de crescimento de plantas sdo substancias que influenciam

processos fisioldgicos das plantas em concentragdes muito baixas, sendo altamente
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requeridos para a expressdo da citodiferenciacdo e da morfogénese em sistemas in vitro
(FRANKENBERGER, JR. e ARSHAD, 1995). As auxinas sdo consideradas como as
mais importantes na regulacdo da embriogénese somética (COOKE et al. 1993; FEHER
et al. 2003; GAJ, 2004). Esta sensibilidade pode ser evidenciada pelo fato que somente
tecidos responsivos reagem a presenca das auxinas (BELL et al. 1993; SOMLEVA et al.
1995). No entanto, diferencas nas respostas podem ocorrer dependendo da espécie,
genotipo ou mesmo do tecido do mesmo explante ou em explantes de diferentes origens
de uma mesma planta (DUDITS et al. 1995).

A quase totalidade dos experimentos que apresentaram sucesso na propagacao
vegetativa in vitro em palma de 6leo, utilizaram a embriogénese somatica, partindo-se
de calos induzidos em meio de cultura com 2,4-D (JONES, 1974; RABECHAULT-
MARTIN, 1976; DUVAL et al. 1988; PARANJOTHY et al. 1989). Uma das
explicacOes da influéncia do 2,4-D na embriogénese somatica de alguns genotipos é que
as auxinas promovem a desdiferenciacdo celular, com reativacdo de divisdes celulares
via a coordenacdo da expressdao de genes e modificacdes pos-transcricionais de
proteinas regulatorias envolvidas no controle do ciclo celular (DUDITS et al. 1995). E
essas respostas podem depender da fonte de explante usado no experimento
(ZIMMERMAN, 1993). No entanto, a maneira complexa com que os reguladores de
crescimento e as células interagem indica que, se o tecido ndo estd em um estadio
responsivo, ele ndo ira responder adequadamente aos reguladores de crescimento
exogenos, ndo importando em quais concentracdes e combinagdes esses reguladores sdo
utilizados (CARDIM, 2006).

A multiplicagdo das culturas embriogénicas visa determinar condigdes
adequadas para o estabelecimento de ciclos repetitivos de divisdo celular e controle
restrito dos processos de diferenciacdo, de tal maneira que as culturas sejam constituidas
por células pro-embrionarias ou embrides somaticos em estagios globulares iniciais de
desenvolvimento (GUERRA et al. 1999). O ponto chave da manuten¢do dos calos em
ciclos repetitivos diz respeito a uma reducdo nos niveis dos reguladores de crescimento.
Observa-se que as concentracdes médias destes reguladores na fase de multiplicacdo
estdo na faixa de 2 a 5 pM para as auxinas e de 2 a 5 uM para as citocininas (GUPTA et
al. 1993), sendo estas culturas normalmente mantidas no escuro, com temperatura média
de 25 °C.

De acordo com Guerra et al. (1999), a fase de maturacdo de culturas

embriogénicas consiste em interromper os ciclos repetitivos de divisdo celular e
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fornecer os estimulos fisioldgicos, bioquimicos e ambientais para a diferenciacéo
celular para que os ciclos de desenvolvimento e de maturagdo originem um grande
namero de embrides somaticos maturos, de alta qualidade e aptos a converterem em
plantas. O conhecimento dos processos e fatores que controlam a embriogénese zigética
é de fundamental importancia nesta etapa do cultivo para que se procure reconstituir ao
maximo 0s mesmos durante a embriogénese somatica in vitro. De acordo com 0 mesmo
autor, o aumento da osmolaridade do meio de cultura na fase de maturacdo tem
proporcionado melhoria nos resultados por estar relacionado com a transicéo do ciclo de
divisdo/diferenciacdo celular. Outros compostos como 0s agentes osmoticos polietileno
glicol (PEG), mio-inositol, sorbitol, manitol e mais comumente a sacarose, podem ser
Uteis ao desenvolvimento dos embriGes. O aumento da osmolaridade causado por estes
compostos parece estar relacionado com a transi¢do do ciclo de divisdo/diferenciacao.
(GUERRA et al. 1999; PELEGRINI, 2012).

Nos protocolos de embriogénese somatica, a germinacdo dos embrides
somaticos é usualmente realizada em meio de cultura livre de reguladores de
crescimento (MONTEIRO et al. 2017). Contudo, alguns trabalhos demonstraram que o
uso de alguns tipos de citocininas, como o BAP e a Zeatina, melhorou o
desenvolvimento e, consequentemente, as taxas de germinacdo de ES em varias outras
espécies de plantas (SILVA et al. 2015).

2.7 REGENERACAO DE PLANTAS A PARTIR DA TECNICA THIN CELL LAYER
(TCL)

A técnica Thin Cell Layer (TCL), ou Fina Camada Celular, consiste na
utilizacdo de explantes de um tamanho consideravelmente pequeno excisados a partir de
diferentes partes da planta como caule, folhas, inflorescéncias, botéo floral, cotilédones,
hipocotilos e embrides (TRAN THANH VAN, 1980).

Essa técnica foi desenvolvida para estudar, nos niveis celular, bioquimico e
molecular, os mecanismos que controlam a morfogénese in vitro das dicotiledbneas
(TRAN THANH VAN, 1973). Primeiramente foi utilizada em tabaco (Nicotiana
tabacum L.) por Tran Thanh Van (1973) que cultivou cortes transversais de caule
(tTCL) de diferentes partes da planta e obteve rapidamente a organogénese direta de
botBes florais, que se originaram da epiderme dos tTCLs, mostrando a eficiéncia da
técnica na regeneragdo de 6rgdos de uma maneira rapida, a partir de diferentes regides

da planta e com uma pequena quantidade de material vegetal inicial. Mais tarde, esse
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método ajudou a superar a regeneracao recalcitrante em monocotiledoneas (JULLIEN e
TRAN THANH VAN, 1994; PADILHA, 2013).

Desde que a regeneracdo de 6rgdos especificos pdde eficazmente ser manipulada
pela técnica Thin Cell Layer (TCL), o uso dos TCLs como explantes tem apresentado a
vantagem de que as células tem maior contato com os nutrientes e reguladores vegetais
presentes no meio de cultura do que os explantes inteiros (KIM et al. 2009). Nos
ultimos anos, a técnica TCL vem sendo utilizada com sucesso em palmeiras, como
Bactris gasipaes (STEINMACHER et al. 2007a) e Elaeis guineensis (SCHERWINSKI-
PEREIRA et al. 2010), iniciando as culturas com tTCLs foliares de plantas obtidas de

germinacdo in vitro.

2.8 ANALISE MORFO-ANATOMICA

A analise anatdmica ou histologica permite o detalhamento dos eventos que
ocorrem quando espécies vegetais sdo cultivadas in vitro. Estudos histolégicos podem
ser realizados para a verificagdo e confirmacdo do desenvolvimento das gemas
adventicias (organogénese) ou de embriBes somaticos (embriogénese somatica) e a
definicdo da origem direta ou indireta para a formacdo de embrides somaticos
(RODRIGUES et al. 2004).

Na embriogénese somaética, atraveés dos estudos morfo-anatdmicos é possivel
identificar as fases do desenvolvimento das células, tecidos e 6rgdos tem permitido a
elucidacdo de uma série de fendbmenos, entre eles, aqueles relacionados com a
desdiferenciacdo das células, com a aquisicdo da competéncia embriogénica, com a
ontogénese dos calos (SCHWENDIMAN et al. 1988; SILVA et al. 2011), bem como a
maturacéo e o desenvolvimento de embrides (VINAS e JIMENEZ, 2011).

O estudo do desenvolvimento de células e tecidos, nas diferentes etapas do
processo, também tem ajudado a aprimorar a eficiéncia dos protocolos de propagagéo
clonal (SANE et al. 2006). Neste sentido, 0 acompanhamento e a identificacio das
estruturas presentes nos diferentes estagios durante a embriogénese somatica, bem como
0s embrides zigoticos de palma de 6leo, por meio de estudos anatbmicos sdo
necessarios para o0 melhor entendimento dos processos morfogénicos e maximizacao de

protocolos eficientes de clonagem da espécie.
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2.9 MARCADORES MOLECULARES

Até meados da década de 60, as analises genéticas eram realizadas com a
utilizacdo de marcadores morfolégicos de fécil identificagdo no organismo e,
geralmente, controlados por um Unico gene (OLIVEIRA et al. 2008). Nesse sentido,
Ferreira e Grattapaglia (1998) afirmam que os marcadores moleculares surgiram devido
a necessidade da detec¢édo de polimorfismo genético diretamente no DNA.

Marcadores moleculares consistem em fragmentos de DNA obtidos por
ferramentas da biotecnologia moderna que, visualizadas geralmente em géis de
eletroforese, servem como ferramenta para uma série de estudos genéticos em plantas
(HOFFMAN e BARROSO, 2006). Milach (1998) descreve marcadores moleculares
como caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou mais individuos e sdo herdados
geneticamente.

Qualquer forma alélica originaria de um genoma pode ser empregada como
marcador genético, podendo ser um dado fenotipico, uma proteina ou um fragmento de
DNA que codifique ou ndo um gene, e que possua uma sequéncia repetida ou Unica no
genoma. Muitos genes e sequéncias de DNA n&o codificadoras estdo representados em
uma espécie por duas ou mais formas alélicas diferentes, correspondentes ao mesmo
loco cromossdmico, o que caracteriza o fenbmeno denominado polimorfismo genético
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Por conveniéncia, um loco é considerado
polimorfico quando a frequéncia de seu alelo mais comum ¢é igual ou inferior a 99% na
populacdo. Logo, teoricamente qualquer fragmento de DNA pode ser empregado como
marcador molecular, desde que revele polimorfismo entre individuos (BOREM e
CAIXETA, 2009).

Os marcadores de DNA sdo divididos em trés categorias principais: 0s baseados
em hibridizacdo, os baseados em PCR (Reagdo em cadeia da Polimerase — Polymerase
Chain Reaction) e por fim, marcadores baseados em sequenciamento. Os marcadores
também podem ser classificados de acordo com o tipo de heranca alélica em dominantes
e codominantes. Os marcadores codominantes possibilitam diferenciar individuos
homozigotos e heterozigotos, o que nao é possivel com marcadores dominantes, para 0s
quais apenas é possivel identificar a presenga ou auséncia de um determinado alelo. Esta
caracteristica é bem importante dependendo do objetivo do estudo; por exemplo, ndo é
possivel realizar analise de paternidade com marcador dominante (TURCHETTO-
ZOLET etal. 2017).
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Nos programas de melhoramento, a predi¢do de valores genéticos de individuos
candidatos a selecdo tem sido uma estratégia muito Util para obtencdo de ganhos com a
selecdo, seja por meio de métodos que se baseiam em dados fenotipicos (PIEPHO et al.
2008), seja por dados genotipicos como os marcadores moleculares (MOOSE e
MUMM, 2008). Muitos estudos ja destacaram a importancia dos marcadores
moleculares como ferramenta para predi¢do de valores genéticos (WILLIAM et al.
2007, MORAIS JR., 2013).

Além de possibilitar a caracterizacdo de germoplasma, 0s marcadores
moleculares podem ser utilizados como ferramenta para estudos de diversidade genética
entre individuos, dentro e entre populacGes ou espécies relacionadas, assim como para
andlise de filogenias, impressdo digital de DNA, deteccdo de ligacdo génica com
caracteres mono e poligénicos, identificacdo de variedades, introgressao génica, selecdo
indireta de caracteres agronémicos, dentre outros (SOUZA et al. 2008).

Existem diversas razbes para que os marcadores moleculares apresentem
vantagens sobre os marcadores morfoldgicos convencionais. Em contrastes com
caracteres morfoldgicos, os marcadores moleculares exibem neutralidade fenotipica,
geralmente sdo herdados co-dominantemente, raramente exibem interacdes epistaticas
ou pleiotrépicas, podendo ser detectados tanto em tecidos jovens como em adultos
(BRAMMER, 2000).

Entre os marcadores moleculares que se baseiam na analise do DNA genémico,
estdio o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) ou polimorfismo no
comprimento de fragmentos de restricdo, os Minissatélites ou VNTR (Variable Number
Tanden Repeats), o RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), ou polimorfismo
de DNA amplificados ao acaso, 0 ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), ou sequéncias
simples repetitivas internas, o AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) ou
polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados, e os Microssatélites SSR
(Simple Sequence Repeat) ou sequéncias simples repetidas (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998). Todavia, esses marcadores moleculares apresentam varias
diferengas em termos de custo, velocidade, quantidade de DNA necesséria, trabalho
técnico, nivel de polimorfismo, precisdo da distancia genética estimada e o alcance
estatistico dos testes (AITKEN et al. 2006, DINIZ, 2007)

Para o estudo, utilizamos os marcadores moleculares ISSR e AFLP em
individuos obtidos por embriogénese somatica de retrocruzamentos interespecifico em

palma de 6leo.
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2.9.1. MARCADORES ISSR

Marcadores ISSR sdo marcadores moleculares baseados na amplificagdo por
PCR de sequéncias de DNA localizadas entre regides microssatélites, sem que haja a
necessidade do sequenciamento do genoma em estudo. Regides microssatélites sao
sequéncias repetitivas de DNA, com um a seis pares de bases, distribuidas lado a lado
(NORDIANA et al. 2014, GOMES, 2016). Essas regides repetitivas sdo frequentes
tanto em procariotos quanto em eucariotos e também sdo comuns nos genomas
nucleares e organelares (ZANE et al. 2002). Dada a sua natureza repetitiva, 0 tamanho
do fragmento dos locos de SSR tende a aumentar ou diminuir devido ao escorregamento
da DNA polimerase durante a replicacdo (slippage), bem como outros eventos
mutagénicos tais como crossing over desigual e retrotransposicdo (SCHLOTTERER e
TAUTZ, 1992). Como consequéncia, esses locos tém altas taxas de mutacao, variando
de 1x107 a 1x10° mutagbes por loco por geracdo em eucariotos em geral
(BUSCHIAZZO e GEMMELL, 2006); entretanto, uma heterogeneidade complexa de
eventos mutacionais é observada frequentemente em niveis de alelos, ldcus e tdxon
(ZANELLA et al. 2017).

Além de apresentarem alto polimorfismo, os marcadores ISSR possuem diversas
outras vantagens, entre elas destacam-se: o fato da técnica ser de facil execuc¢do, ndo
dependerem de equipamentos sofisticados e possuirem um baixo custo de realizacao.
Além disso, os marcadores ISSR ainda apresentam uma boa reprodutibilidade, devido
ao fato dos mesmos utilizarem primers relativamente longos, com 16 a 25 pares de
bases, associados a utilizacdo de temperaturas de anelamento elevadas. Ressalta-se
ainda, o fato destes marcadores ndo necessitarem do desenvolvimento de primers
especificos e serem aplicaveis a qualquer espécie, ou seja, serem primers universais
(KUMAR et al. 2009).

A capacidade de distingdo entre individuos proximamente relacionados é
também uma caracteristica que faz deste tipo de marcador um dos mais utilizados em
varias areas da biologia molecular. As principais aplicacdes dos microssatélites séo: 1)
geneética da conservacdo, por exemplo, a avaliacdo da estrutura e diversidade genética
de populagdes naturais, bancos germoplasma in situ e ex situ, e populagdes de cativeiro;
ecologia molecular e evolugdo; 2) aplicacbes forenses, como a identificacdo de
individuos e teste de paternidade; 3) mapeamento genético, epidemiologia molecular e
patologia (TURCHETTO-ZOLET et al. 2017).

19



Desde 1994, quando foram inicialmente descritos na literatura por Gupta et al.
(1993), os marcadores ISSR vém sendo utilizados com sucesso em diversos estudos de
plantas, tais como: mapeamento genético, biologia evolutiva, diversidade genética de
populacdes, filogenia, aléem da estimativa dos indices de variantes somaclonais em
mudas produzidas pela cultura de tecidos (HAMZA et al. 2013; SOARES et al. 2016,
GOMES, 2016).

Andlises de ISSRs estdo presentes em diferentes areas da genética molecular
entre os mais diferentes organismos, e as perspectivas sdo de que a variagdo altamente
polimorfica desses sitios continuara sendo utilizadas por muito tempo como uma

importante ferramenta investigativa (ZANELLA et al. 2017).

2.9.2. MARCADORES AFLP

Os marcadores AFLP (Amplified Fragment Lenght Polimorfism) se baseiam na
amplificacdo seletiva, via PCR, de fragmentos de DNA gendmico total gerados pela
clivagem com enzimas de restricdo (VOS et al. 1995), originando um numero
extremamente elevado de fragmentos que, em funcdo da concentracdo, ndo sdo
detectados em eletroforese. Pequenas seqliéncias de DNA (adaptadores) sdo acopladas
as extremidades desses fragmentos de restricdo, as quais se anelam com primers
especificos, durante a PCR (pré-amplificacdo e amplificacdo seletiva). Os fragmentos
gerados sdo entdo separados por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante
(OLIVEIRA et al. 2005).

A anélise de AFLP, de acordo com FERREIRA e GRATTAPAGLIA (1998),
consiste em quatro etapas. Na primeira etapa, 0 DNA gendmico total do individuo é
clivado com duas enzimas de restri¢cdo. Na segunda, adaptadores especificos sao ligados
aos terminais dos fragmentos gendmicos gerados pela clivagem. Na terceira etapa, uma
fracdo dos fragmentos gerados é amplificada seletivamente via PCR, utilizando primers
especificamente desenhados para reconhecer sequéncias nos adaptadores. Na quarta e
ultima etapa, a subpopulacdo de fragmentos amplificados é separada em gel de alta
resolugéo.

As vantagens atribuidas a utilizagdo dos marcadores AFLP s&o: o fato de
possibilitarem a deteccdo de um grande nimero de locos, gerar e resolver grandes
quantidades de fragmentos em um Unico gel, possuirem alta especificidade e boa
reprodutibilidade, além de terem um alto poder discriminatorio. Ressalta-se ainda, o fato

destes marcadores moleculares, por meio da utilizacdo de enzimas sensiveis a
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metilacdo, possibilitarem também a distin¢do de sitios do DNA gendmico submetidos
ou ndo a metilacdo. Dessa maneira, esses marcadores além de permitirem a detec¢do de
variagBes somaclonais genéticas possibilitam ainda a identificacdo de variantes
somaclonais do tipo epigenéticas (KUMAR et al. 2009).

Ja a analise AFLP baseada na utilizacdo de enzimas sensiveis a metilagéo,
denominada também de MSAP (Methylation sensitive amplified polymorphism ou
Amplificacdo de polimorfismo sensivel a metilagdo), baseia-se na comparacdo de
fragmentos de DNA gerados pela combinacdo da enzima de corte raro EcoRI com as
enzimas de corte frequente Mspl e Hpall, enzimas capazes de distinguir sequéncias
metiladas de sequéncias ndo metiladas (RATHORE et al. 2015, GOMES, 2016).

Em palma de 6leo (Elaeis spp.), Barcelos et al. (2001) observaram que AFLPs
sdo capazes de detectar polimorfismo genético equivalente e maior divergéncia entre
duas espécies do género Elaeis (E. guineensis e E. Oleifera) quando comparado a
marcadores RFLP. Bem como verificaram que o nimero de marcadores polimdrficos
obtidos com apenas trés primers AFLP foi da mesma ordem de grandeza que o nimero
obtido com 37 analises RFLP, indicando dessa forma, que o AFLP é uma técnica
confiavel para estudos genéticos e de populacdes, capaz de fornecer uma maneira viavel

e rapida de caracterizar grandes cole¢des de recursos genéticos.
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OTIMIZACAO DA EMBRIOGENESE SOMATICA EM PALMA DE OLEO
(Elaeis spp.) A PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS MATUROS

RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvido um sistema simples e eficiente para a inducdo de
embriogénese somatica e regeneracdo de plantas a partir de embriBes zigoticos maturos
de palma de 6leo (Elaeis spp.). Calos embriogénicos (CE) foram induzidos a partir de
embribes zigdticos maturos de palma de 6leo em meio de Murashige e Skoog (MS)
modificado, com o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) ou picloram e em
combinagdo ou ndo com carvéo ativado. A maior percentagem de inducéo de CE (97,5
%) foi obtida através da cultura de embrifes zigdticos maturos no meio de MS
modificado com 450 uM de picloram e 2,5 g.L™* de carvéo ativado. Os CE proliferaram
facilmente em meios com concentracBes reduzidas de picloram. Esses CE foram
repicados em meio de MS suplementado com 12,3 uM 2-isopenteniladenina (2iP) e 0,54
uM de éacido naftalenoacético (ANA), com subculturas em intervalos de 4 semanas. Os
embrides somaticos foram convertidos em plantas em meio MS modificado com macro
e micronutrientes, suplementado com 20 g.L™* de sacarose, 2,5 g.L™* de carvdo ativado e
2,5 g.L" de Phytagel®. A andlise detalhada revelou que morfohistologicamente a
embriogénese somatica seguiu uma via indireta. Calos primérios foram observados apds
4-6 semanas de cultura que progrediram para CE em 12 semanas. Células
embriogénicas exibiram um protoplasma denso, uma relacdo nucleoplasmica alta, e
pequenos grdos de amido. Proembrides formados apds 16-20 semanas de cultura e com
sucessivas divisdes celulares, pareceram ter uma origem multicelular. Embrides
somaticos diferenciados apresentaram um haustério, uma pliumula, e a primeira e
segunda bainhas foliares. Nesta fase, a protrusdo radicular ndo foi aparente, pois isso

ocorre geralmente ap6s emersao das primeiras folhas verdadeiras.

Palavras-chave: Calos embriogénicos, cultura de tecidos in vitro, embrido zigético,

micropropagacao, ontogénese, morfogénese.
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OPTIMIZATION OF SOMATIC EMBRYOGENESIS IN OIL PALM (Elaeis
spp.) FROM MATURE ZYGOTIC EMBRYOS

ABSTRACT

We developed an efficient and simple system for inducing somatic embryogenesis and
regenerating plantlets from mature zygotic embryos of oil palm. Embryogenic calli were
induced from mature zygotic embryos of oil palm on modified Murashige and Skoog
medium with 2,4-dichlorophenoxyacetic acid or picloram, alone or in combination with
activated charcoal. The greatest frequency of embryogenic callus induction (97.5%) was
obtained by culturing mature zygotic embryos on callus induction medium with 450 M
picloram and 2.5 gL' activated charcoal. Embryogenic calli proliferated on a medium
with a reduced concentration of picloram. Embryogenic calli were then subcultured on a
medium supplemented with 12.3 pM 2-isopentenyladenine and 0.54 uM
naphthaleneacetic acid, with subcultures at 4-wk intervals. Somatic embryos were
regenerated on a medium with Murashige and Skoog macro- and micronutrients at
halfstrength concentrations supplemented with 20 gL' sucrose, 2.5 gL' activated
charcoal, and 2.5 gL™' Phytagel. Detailed histological analysis revealed that somatic
embryogenesis followed an indirect pathway. Primary calli were observed after 4-6 wk
of culture and progressed to embryogenic calli at 12 wk. Embryogenic cells exhibited
dense protoplasm, a high nucleoplasmic ratio, and small starch grains. Proembryos,
which seemed to have a multicellular origin, formed after 16-20 wk of culture and
successive cell divisions. Differentiated somatic embryos had a haustorium, a plumule,
and the first and second foliar sheaths. In differentiated embryos, the radicular
protrusion was not apparent because it generally does not appear until after the first true

leaves emerge.

Keywords: Elaeis guineensis, embryogenic calli, zygotic embryo, micropropagation,

morphogenesis.
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1. INTRODUCAO

A palma de 6leo (Elaeis spp.) € uma monocotileddnea oleaginosa, perene,
predominantemente cultivada em regides tropicais umidas. A importancia agronémica
da palma de 6leo € um resultado de sua alta capacidade de producéo de 6leo, atingindo
entre 5 e 7 toneladas por hectare em étimas condi¢des, caracterizando-se, dessa forma,
como a maior fonte de 0Oleo entre as todas as espécies produtoras de 6leo vegetal do
mundo (RAJESH et al. 2003; LIN et al. 2009).

No Brasil, as cultivares de palma de 6leo utilizadas para o plantio comercial séo
principalmente dos genotipos tenera (as sementes apresentam a espessura do endocarpo
inferior a 2 mm), obtidos a partir de cruzamentos entre dura (as sementes apresentam a
espessura de endocarpo superior a 2 mm) e pisifera (os frutos possuem endocarpo e
endosperma aderidos, ndo havendo uma separacéo direta entre o didsporo e a améndoa).
Os hibridos apresentam grande variabilidade na producdo de 6leo, com as melhores
plantas rendendo 20-30% a mais do que a média. No entanto, 0 melhoramento genético
convencional de palma de Gleo, é extremamente lento e caro, pois o ciclo reprodutivo
pode levar até 10 anos (LOW et al. 2008).

Desde a introducdo da palma de 6leo na cultura de tecidos, na década de 1970, a
propagacdo clonal provou ser atil ndo s6 na producdo de materiais de plantios
uniformes, mas também no desenvolvimento de programas de engenharia genética,
pois, antes disso, ndo era possivel realizar a propagagdo vegetativa em palma de 6leo,
devido ao fato de ela ter apenas um vértice vegetativo dominante e ndo produzir
brotacdes ou gemas axilares. Através da cultura de tecidos, a producdo de materiais
uniformes para os programas de plantio passou a ser possivel (LIN et al. 2009; LUIS et
al. 2010; BEULE et al. 2011). De acordo com Jones (1974), o coeficiente de variacio de
rendimento nas plantagdes de palma de 6leo € de 20-30% por se tratar de populacdes de
hibridos intervarietais. Tal variacdo é devido as diferencas genéticas que poderiam ser
evitadas se a palma de 6leo fosse propagada por clonagem.

Além do potencial aumento de rendimento, a propagacéo clonal também tem a
vantagem de que as caracteristicas secundarias desejaveis, tais como, a redugdo da
altura da planta e a qualidade superior do 6leo, encontradas em determinados individuos
da cultura, pudessem ser uniformemente expressas em todos eles (PARANJOTHY et al.
1989). No entanto, existem varios fatores a considerar para garantir antecipadamente o

sucesso, incluindo o tamanho do explante, a facilidade de esterilizagdo, o0 grau de
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desenvolvimento do tecido, o estado fisioldgico e nutricional do explante e o genoétipo
(FIUK e RYBCZYNSKI, 2008).

Explantes de embrides sdo convenientes porque os frutos do dendezeiro séo
facilmente disponiveis, possuem um elevado grau de uniformidade fisioldgico e podem
ser enviados a longas distancias (TEIXEIRA et al. 1993; SCHERWINSKI-PEREIRA et
al. 2012). Como resultado, a utilizacdo de embrides facilita o estudo detalhado de varios
fatores envolvidos no estabelecimento da cultura e inducdo embriogénica:
considerando-se que varios tratamentos podem ser testados simultaneamente e
resultados mais precisos podem ser obtidos. Por exemplo, o cultivo in vitro do palma de
6leo apresenta problemas relacionados com a oxidacdo de compostos fenolicos. No
entanto, estudos relatam que os efeitos do carvao ativado, que é amplamente utilizado
na embriogénese somatica de dendezeiro, sdo limitados. Assim, os protocolos basicos
para o estabelecimento de culturas através da inducdo de calos a partir de embribes
zigbticos de dendé poderia, eventualmente, ser util também para tecidos somaticos
maturos (SILVA et al. 2012).

A embriogénese somatica € um sistema ideal para o estudo de eventos
morfoldgicos, fisiolégicos, moleculares e bioquimicos que ocorrem durante o inicio e
desenvolvimento da embriogénese em plantas superiores (QUIROZ-FIGUEROA et al.
2006). Em plantas monocotiledéneas, a morfologia do desenvolvimento embrionario
varia de acordo com as espéecies (HARTMANN et al. 1997). Em dendezeiro, as
informacBes detalhadas sobre as caracteristicas morfolégicas envolvidas na
embriogénese somatica a partir de embrides zig6ticos sdo muito limitadas, no entanto, é
uma ferramenta potencialmente importante como um marcador morfol6gico das
diferentes etapas que ocorrem durante o processo de embriogénese das espécies (KIM et
al. 2009).

No presente estudo, descrevemos um eficiente e simplificado sistema de
indugédo a embriogénese somatica a partir de embrides zigoticos maturos de um hibrido
de dendezeiro. As alteracfes anatdbmicas durante a embriogénese somatica sdao tambem

descritas em detalhes.
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2. MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
(LCT-II) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, situado em Brasilia — DF,
Brasil.

A embriogénese somatica em palma de Oleo a partir de embrides zigoticos
maturos foi dividida em quatro fases: inducdo de calos, multiplicacdo de calos,
maturacdo de embriGes somaticos e regeneracdo de plantas. As sementes maduras foram
gentilmente cedidas pela Embrapa Amazonia Ocidental (estacdo de coleta do Rio
Urubu), localizada em Rio Preto da Eva, Amazonas, Brasil.

Embrides zigoticos de palma de oOleo foram excisados a partir de sementes
maduras do hibrido FACM-589, variedade tenera. Em camara de fluxo laminar, as
sementes foram esterilizadas pela imersdo em alcool 70° GL durante 3 minutos, seguida
de imersdo por 40 minutos em solucdo de alvejante comercial a 100% (2 a 2,5% de
cloro ativo), adicionado de uma gota de Tween-20 (Sigma, St. Louis, MO) para cada
100 mL dessa solucdo. Posteriormente foram efetuados trés enxagues com A&gua
destilada, deionizada e devidamente autoclavada para a remogdo do alvejante. Para
facilitar a retirada do embrido, as sementes foram imersas em agua esterilizada durante
24 h antes da excisdo do embrido. Uma vez retirados sob fluxo laminar, com a ajuda de
um bisturi, os embrides foram re-hidratados em &gua estéril durante 1-2 horas e

estabelecidos em meio de cultura.

2.1 INDUCAO DE CALOS EMBRIOGENICOS

A fase de inducdo de calos foi realizada em tubos de ensaio (25 mm de
didmetro) com 10 ml de meio de cultura. O meio de inducdo de calos (MIC) consistiu
em meio MS modificado (MURASHIGE e SKOOG, 1962), com 20 g.L™ de sacarose,
acrescido ou ndo de 2,5 g.L™* de carvéo ativado.

Neste experimento, os efeitos de 450 uM de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
D) e picloram foram avaliados e comparados com o0s resultados obtidos por
Scherwinski-Pereira et al. (2010). Os tratamentos consistiram de dez explantes por
repeticdo. Durante todo o periodo de inducédo de calo, as culturas foram acondicionadas
no escuro, em sala de crescimento, com temperatura de 25 = 2 °C e, sub-cultivadas a
cada 4 semanas no mesmo meio de cultura. A frequéncia de formacdo de calos

granulares foi determinada pela contagem do numero de embrides zig6ticos maturos,
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formacgédo de calos em relacdo ao numero total de embrides cultivados em meio de
inducdo de calos e multiplicacdo do nimero por 100. Além disso, os comprimentos dos
calos na sua maior parte e a percentagem de cobertura de explante por estruturas
granulares embrionarias foram medidas para melhor caracterizar os tratamentos; todas
as medicbes foram feitas usando o software 4.5 (MEDIA CYBERNETICS, 2001)
Image-Pro Plus. A anélise dos dados foi realizada utilizando o software Sanest, um
programa de andlise estatistica de dados (ZONTA e MACHADO, 1984).

2.2 MULTIPLICACAO E MANUTENCAO DE CALOS

Para a multiplicacdo de calos e manutencgéo, as culturas embriogénicas induzidas
no meio de inducdo de calos foram transferidas para o meio MS modificado, com 20
g.L™ de sacarose, acrescido de 0,5 g.L™* de glutamina, 0,5 g.L™* de caseina hidrolisada,
10 uM de 2-isopenteniladenine (2iP) e 40 uM de picloram ou 2,4-D, sem carvao.

Para cada cultura, o0 mesmo regulador de crescimento foi usado, como no meio
de inducdo de calos. As culturas foram mantidas no escuro, em sala de crescimento,
com temperatura de 25 + 2 °C, por 90 dias, até serem transferidas para 0 meio de

diferenciagéo.

2.3 DIFERENCIACAO DE EMBRIOES SOMATICOS

Para a diferenciacdo embrionéria e maturacdo dos embrides somaticos, materiais
nas fases de multiplicagdo e de manutencdo foram cultivados em meio MS
suplementado com 1 g.L™ de glutamina, 12,3 pM de 2-isopenteniladenina (2iP) e 0,54
UM de &cido naftalenoacético (ANA). Para o desenvolvimento das plantas, calos
contendo embrides diferenciados em fase de torpedo foram transferidos para 0 mesmo
meio de MS modificado, com a metade da concentracdo de sais, sem reguladores de
crescimento, acrescido de 1,5 g.L™ de carvdo ativado. Nesta fase, 12 calos de cada
tratamento, onde as auxinas foram combinadas com carvéo ativado, foram escolhidos ao
acaso e, 0s numeros de embrides somaticos em fase de torpedo foram avaliados ao

longo de um periodo de 2 anos.
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2.4 REGENERACAO DE EMBRIOES SOMATICOS

Os embriGes somaticos em fase de regeneracdo, formados a partir de
aglomerados de calos, foram isolados e transferidos para tubos de ensaio (25 x 150 mm)
contendo 10 mL de meio de MS modificado, com a metade da concentracdo de sais e 20
g.L™ de sacarose, sem reguladores de crescimento, acrescido de 1,5 g.L™ de carvdo
ativado.

Nesta fase, as culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura
de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas e radiacdo luminosa de 52 pmol.m?s™ fornecida
por lampadas LED (Philips® - Green Power 20W 60Hz), onde permaneceram até

estarem aptas para o enraizamento.

) 2.5 CARACTERISTICAS COMUNS DO CULTIVO IN VITRO DA PALMA

DE OLEO
Todos os meios utilizados no estudo foram geleificados com 2,5 g.L™" de
Phytagel (Sigma®) e o pH foi ajustado para 5,8 + 0,1, antes da adigdo do geleificante

Phytagel (Sigma®). Os meios foram autoclavados a 121 °C durante 20 min.

2.6 ENRAIZAMENTO DE PLANTAS

Apds a etapa de regeneracdo, as plantas desprovidas de raizes foram cultivadas
em tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo 10 mL de meio de MS, com 30 g.L™ de
sacarose, suplementado de 53,7 uM de AIB (acido indolbutirico) para a inducdo do
enraizamento.

As plantas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2
oC, fotoperiodo de 16 horas e radiagdo luminosa de 52 umol.m?s™ fornecida por
lampadas LED (Philips® - Green Power 20W 60Hz), onde permaneceram até o
surgimento de pelo menos duas raizes para, posteriormente, serem aclimatadas em casa

de vegetacéo.

2.7 ACLIMATACAO DAS PLANTAS

Para a aclimatacdo, as plantas regeneradas e enraizadas in vitro, que eram de
aproximadamente 6-8 cm de altura com raizes desenvolvidas (a0 menos duas raizes)
foram removidas dos tubos de ensaio, lavadas abundantemente com agua, e plantadas
em estufa, em sacos plasticos contendo uma mistura de substrato comercial

(Plantmax®) e areia (1:1 v/v).
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2.8 ANALISES MORFO-ANATOMICAS

Para a analise morfo-anatdmica, foram selecionadas amostras de embriGes
somaticos obtidos por embriogénese somatica e cultivados in vitro.

As amostras foram selecionadas e fixadas por um periodo minimo de 24 horas
em solucdo de paraformaldeido (4%, p/v), glutaraldeido (2%, v/v) e cacodilato de sédio
0,05 M, pH 7,2 sob vacuo. Os tecidos fixados foram lentamente desidratados a
temperatura ambiente em uma serie crescente de etanol (30% a 100%), seguido de
imersdo em solucdo de etanol (100%): meio de infiltracdo (1:1 v/v) durante 12 horas.
Em seguida, as amostras foram transferidas para meio de infiltragdo por 24 horas, ou até
que as amostras ficassem translucidas e no fundo do recipiente. Para a infiltracdo e
emblocagem, utilizou-se o kit Historesina® (hidroxietilmetacrilato, Leica, Heidelberg).
A polimerizacdo foi feita a temperatura ambiente por 24 a 48 horas.

Cortes seriados (7 a 10 um) foram obtidos em micrétomo rotatério (Leica®
RM2125RT), distendidos em chapa aquecedora a 45 °C e aderidos as laminas
microscopicas. Os cortes foram corados com Azul de Toluidina (1%) (O’BRIEN et al.
1964) em solucdo salina tamponada com fosfato e acido citrico e, fixados em laminas
histolégicas com resina sintética (Entellan). Os resultados foram registrados em
fotomicroscopio Motic acoplado a um sistema digital de captura de imagens (Image-Pro
Plus 4.5).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apods 150 dias de cultivo dos embrides zigdticos em meio de inducdo a
embriogénese somatica, verificou-se diferencgas significativas entre os tipos de auxinas
utilizadas e adicdo ou n&o de carvao ativado no meio de cultura (Figura 1). De maneira
geral, o tratamento com Picloram proporcionou a formacdo média de calo granular
embriogénico em 97,5% dos embrides zigoticos em cultivo, enquanto que com 2,4-D a
média de formacéo de calos granulares embriogénicos foi inferior a 79,4% (Figura 1 A).

Assim como observado para os tipos de auxinas, verificou-se que de maneira
geral, a adicdo de carvao ativado no meio de cultura de inducédo foi determinante para
que a taxa de formacdo de calo granular embriogénico fosse significativamente
melhorada. Assim, independentemente do tipo de auxina utilizada, os tratamentos com
carvdo ativado proporcionaram uma taxa meédia de 88,4% de formacdo de calos
granulares embriogénicos, a partir dos embrides zigdticos colocados em cultura, um
valor significativamente superior ao meio de cultura onde o carvdo ativado ndo foi
adicionado, que foi de 32,7% (Figura 1 A).

Para a variavel comprimento dos calos em sua maior propor¢do (Figura 1 B) ndo
foram observadas diferencas significativas quanto ao tipo de auxina utilizado.
Diferencas significativas s6 foram observadas entre os tratamentos com ou sem carvao.
Assim, verificou-se que o tratamento com carvdo proporcionou calos granulares
medindo na sua maior propor¢do 1,2 cm, enquanto que no tratamento sem carvao
ativado, esta média foi de apenas 0,2 cm (Figura 1 B).

Com relacdo a percentagem de recobrimento dos embrifes por estruturas
granulares embriogénicas (Figura 1 C), assim como observado na inducéo, verificou-se
que o tratamento com Picloram foi o que proporcionou os melhores resultados. Com
esta auxina, 71,6% dos calos estavam recobertos com estruturas granulares, contra
41,8% quando se usou 0 2,4-D.

A adicdo de carvdo ativado no meio de cultura também influenciou de forma
positiva as médias, uma vez em meio com carvdo a percentagem de recobrimento dos
explantes por estruturas granulares foi de 84,1% enquanto que na auséncia deste

antioxidante, a média foi inferior a 29,2% (Figura 1 C).
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Figura 1. Indugdo de calos embriogénicos a partir de embriGes zigoticos maturos de
palma de Oleo. A) Frequéncia de inducdo de calos embriogénicos (%); B)
Comprimentos dos calos em sua maior proporc¢do (cm); C) Recobrimento dos explantes
por estruturas granulares (%).
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A utilizacdo de embrides maturos e imaturos de E. guineensis como fonte de
explante foi proposta por Teixeira (1993) pelas vantagens que tais embrides podem
apresentar como possivel utilizacdo em larga escala, uniformizacdo, facilidade de
colheita, possibilidade de transporte em grandes distancias e a protecdo do embrido
contra fungos e bactérias por parte dos frutos, resultando numa diminuicdo de
contaminagfes. Adicionalmente, cita-se o fato de embrides zigoticos apresentarem uma
elevada capacidade de expressar sua totipoténcia. Além disso, num programa de
melhoramento genético, a clonagem a partir de embribes zigoticos torna-se de grande
importancia por poder acelerar ciclos de selecdo da cultura, em especial nas geragdes de
retrocruzamentos, onde cada semente/embrido é considerado um individuo que podem
ser mais bem avaliados em raz&o do aumento do nimero de individuos por repeti¢cdo em
experimentos em campo.

O tipo de auxina adicionado ao meio de cultura exerce papel fundamental na
competéncia embriogénica e para alguns autores o efeito benéfico do carvao ativado
pode ser atribuido a sua capacidade de remocao de inibidores e da quantidade excessiva
de reguladores de crescimento no meio de cultura que poderiam ser toxicos aos cultivos
(ADERKAS et al. 2002). A adsorcdo do excesso de auxina no meio de cultura pelo
carvdo ativado também foi relatada nos trabalhos desenvolvidos por Ebert e Taylor
(1990) e Verdeil e Buffard-Morel (1995), os quais afirmam que fica indefinida a
concentracdo disponivel de auxina aos explantes em cultivo, quando da presenca do
carvao ativado no meio de cultura. Neste sentido, Teixeira et al. (1993) utilizando
embrides zigoticos imaturos de dendezeiro em meio de cultura para obter a proliferacdo
de calos, relatou que a presenca de 0,3% de carvao ativado ndo sé minimizou a
oxidacdo, como foi responsavel pela adsorcdo de parte do 2,4-D contido no meio de
cultura. Devido a isso, a concentracdo de 2,4-D foi aumentada de 10 para 450 uM para
0 pleno e satisfatorio desenvolvimento das culturas embriogénicas. Quanto ao tipo de
auxina testada, diversos autores relatam a utilizacao de auxinas ditas “fortes” como o
dicamba, 2,4-D e Picloram na indugcdo de embriogénese somética em espécies
agronémicas em concentragbes que podem variar geralmente entre 0,1 e 500 uM
(AKUTSU e SATO, 2002; KAUR e KOTHARI, 2004; PEREIRA et al. 2009). De
acordo com George (1993), o Picloram pode ser usado para induzir e, ou, manter calos
ou cultura de suspensao tanto em dicotiledoneas quanto em monocotiledéneas, ou para
induzir a formacéo de calos embriogénicos, podendo, em alguns casos, ser mais efetivo

que o 2,4-D. Esta auxina também induziu a competéncia embriogénica em pupunha
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(VALVERDE et al. 1987), além de ter sido a auxina mais efetiva na embriogénese
somatica em arecanut palm (Areca catechu L.) (KARUN et al. 2004). Mais
recentemente, Scherwinski-Pereira et al. (2010) demonstraram que o Picloram foi
significativamente melhor que o 2,4-D na inducdo de calos embriogénicos em folhas
imaturas de dendezeiro (thin cell layer technique). Isso sugere que essa auxina pode ser
mais efetiva na indugdo da embriogénese somética em determinadas espécies, que
outras auxinas utilizadas no processo, como as palmeiras, embora de modo geral, acima
de 60% dos protocolos atuais de inducdo da embriogénese somatica em
monocotileddneas utilizem o 2,4-D, e no caso das palmeiras, esta percentagem seja
ainda maior (GUERRA e HANDRO, 1998; KARAMI e SAIDI, 2010), sendo seu uso
nos trabalhos de dendezeiros quase que uma referéncia.

Apds 150 dias dos explantes na fase de inducdo de calos, calos embriogénicos
evidenciados pelas analises histoldgicas, foram transferidos para o meio de cultura de
MS modificado e suplementado com 40uM de Picloram, tendo sua primeira avaliagcdo
nesse meio de multiplicacdo aos 45 dias, sendo avaliados por um periodo de 90 dias
(Figuras 2).

Esta etapa teve como objetivo a proliferacdo e manutencdo dos calos obtidos na
fase anterior, visto que a reducdo dos niveis de auxinas de 450 uM para 40 uM foi
crucial para o estabelecimento de ciclos repetitivos de divisdo celular e repressao dos
processos de diferenciacdo, proporcionando a multiplicacdo dos calos.

Apds 45 dias em meio de multiplicacdo, verificou-se um comportamento linear
ascendente em relacdo ao crescimento e multiplicagdo dos calos multigranulares
embriogénicos para o tratamento com Picloram, com uma tendéncia de aumento desse
crescimento com o aumento no tempo de tratamento (Figura 2). Ap6s serem colocados
em meio de multiplicagdo, o volume inicial dos calos que era de 2,2 cm® em média,
passou para 4,6 cm®, ou seja, um acréscimo de volume celular de cerca de 109%
(Figuras 2 e 3). Porém, para o tratamento com 2,4 D, ndo houve ajuste significativo
quando se estudou o crescimento dos embrides durante a fase de multiplicacao.

Assim, nesta fase foi possivel observar o aumento dos calos embriogénicos com
aspectos nodulares, compactos e de coloragdo amarelo-claro, caracterizando-se calos do
tipo Il, embora apds 12 semanas de permanéncia dos calos nesse meio de cultura
também tenha sido possivel observar o inicio da formacdo de pequenas regides
apresentando calo fridvel de coloracdo branca e fracamente conectado ao resto do calo

nodular embriogénico.
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Figura 2. Crescimento dos calos multigranulares embriogénicos (cm?) de palma de 6leo
mantidos por 90 dias em meio de multiplicacdo com Picloram ou 2,4-D. Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia.

©

Figura 3. Efeito das auxinas 2,4-D e Picloram na multiplicacdo de calos
multigranulares embriogénicos de palma de 6leo. A) Aspecto de calos multigranulares
embriogénicos de palma de 6leo aos 45 dias em meio de multiplicacdo; B) Calos
multigranulares embriogénicos aos 60 dias em meio de multiplicacdo com a presenca do
meristema apical do embrido zig6tico aderido (fonte de explante) (seta); C) Aumento
em massa celular dos calos embriogénicos aos 75 dias; D) Aspecto do crescimento dos
calos multigranulares embriogénicos aos 90 dias. Barras: A, B, D: 1 cm, 0,3 cm e 3 cm,
respectivamente.
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Michoux-Ferriere et al. (1992), trabalhando com Hevea brasiliense, afirmaram
que nodulagdes presentes nos calos mostraram, através de posterior evolucdo serem
unidades embriogénicas, identificadas como pro-embrides globulares de origem
multicelular. Os calos embriogénicos a nivel celular sdo compostos, em sua maioria, por
células meristematicas com dimensdes relativamente pequenas e com citoplasma denso
(TOMES, 1985). Em milho, estes calos sdo classificados como calos compactos ou do
tipo I, como relatado em nosso trabalho, e calos friaveis ou do tipo Il (ARMSTRONG e
GREEN, 1985).

Ao avaliar-se o ganho em massa celular de calos embriogénicos de dendezeiro
em razdo do tempo (Figura 4), observou-se que houve diferenca significativa entre as
médias dos tratamentos com baixas concentracdes de Picloram e 2,4-D, pois a
percentagem de massa celular com Picloram que era de 18% dos 45 aos 60 dias em
meio de multiplicagdo, passou a obter ganho em massa celular de 109% aos 90 dias.
Porém, para o tratamento com 2,4-D observou-se resultados de ganho de massa celular
de 7,7% entre 45 e 60 dias em meio de multiplicacdo e, aos 90 dias, a percentagem de

ganho de massa celular dos calos embriogénicos ndo ultrapassou a 50%.
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Figura 4. Ganho em massa celular de calos embriogénicos de palma de éleo mantidos
por 90 dias em meio de multiplicacdo com Picloram ou 2,4-D. Embrapa Recursos
Geneéticos e Biotecnologia.
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Apols esse periodo, os calos embriogénicos (Figura 5 H-1) foram entéo
transferidos para o meio de cultura de MS modificado, suplementando com 0,6 uM de
ANA e 12,30 uM de 2-iP para as fases de diferenciagdo e maturacdo. A passagem dos
calos embriogénicos para esta etapa permitiu observar entre 12 — 24 semanas a
diferenciacdo de embriGes somaticos, progredindo ao estagio de torpedo, caracterizados
pelo alongamento do cotilédone, e embrifes maturos, com caracteristicas bipolares
(Figura 5 J). Uma vez com estas caracteristicas, os clusters formados por aglomerados
de embriGes somaticos diferenciados foram transferidos para novo meio de cultura de
MS modificado, desta vez livre de reguladores de crescimento e acrescido de carvao
ativado para a germinagdo dos embrides somaticos diferenciados em plantas,
evidenciado pela emergéncia da bainha foliar (Figura 5 K).

Neste trabalho, as plantas formadas a partir dos agregados de embrides
somaticos foram sendo individualizadas de acordo com sua diferenciacdo, ou seja, pela
formagéo de brotos e diferenciacéo das folhas do embrido somético, sendo transferidos
individualmente para novo meio de cultura de MS modificado e desprovido de
reguladores de crescimento para completo desenvolvimento (Figura 5 L). E importante
relatar também que o isolamento dos embriGes somaticos regenerados somente apds sua
diferenciacdo é uma pratica importante por permitir uma continua proliferacdo e
diferenciacdo de plantas a partir dos clusters de embrides somaticos formados,
sugerindo ser esse 0 caminho para a obtencdo de plantas em larga escala da espécie.
Apesar de muitos trabalhos em dendezeiros relatar a necessidade de enraizamento dos
brotos regenerados (KONAN et al. 2010), neste trabalho, os resultados apontam que a
simples manutencdo dos brotos originarios dos embriGes somaticos individualizados foi
suficiente para promover o enraizamento, ap6s 8-24 semanas nesse meio de cultura
(sem reguladores de crescimento), periodo necessario para as plantas atingirem um
crescimento suficiente para a aclimatacdo em estufa e, posteriormente, aclimatacdo em
casa de vegetacdo (Figura 5 M-N). Apds a aclimatacéo, plantas clonadas de dendezeiro
foram plantadas em uma &rea de exposicdo, na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia — Embrapa Cenargen (Figura 5 O).

O efeito das citocininas na embriogénese somatica de palmeiras ainda ndo é
completamente entendido, quando comparada aos efeitos das auxinas na inducgdo de
calos. No entanto, resultados contraditorios na literatura tém mostrado as diferentes
fungdes das citocininas na embriogénese somatica de palmeiras, como os relatos de

Guerra e Handro (1998) que citam a melhoria das taxas de indugéo da embriogénese
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somatica em Euterpe edulis com o uso de citocininas no meio de inducdo de calos,
embora Steinmacher et al. (2007) ndo tenha observado nenhuma melhoria na eficiéncia
da inducdo da embriogénese somatica em pupunha quando o 2iP foi adicionado ao meio
de inducdo. Em outros casos, 0 aumento das concentracfes de citocininas em
determinadas etapas da embriogénese de palmeiras pode acelerar a oxidacdo e
escurecimento dos tecidos em cultivo (SARASAN et al. 2002). J& em dendezeiro,
Aberlenc-Bertossi et al. (1999) relatam que a adicdo de BAP parece ser essencial para a
melhorar a germinacdo de embriGes somaticos de culturas em suspensao de dendezeiro,
embora resultados obtidos por Scherwinski-Pereira et al. (2010) mostrem que 0 uso de
citocininas em fases mais avancadas seja importante para a completa diferenciagéo
bipolar dos embriGes somaéticos, sendo recomendavel seu uso ainda na fase de
diferenciacdo e maturacdo dos embrides somaticos dessa espécie. No entanto, embora
seja desconhecido para outras palmeiras, o uso de citocininas nas diferentes etapas da
embriogénese somética em dendezeiro parece ser de uso restrito, em especial na
regeneracdo, uma vez que este regulador tem sido indicado como um dos possiveis
fatores que poderiam estar ligados nos problemas de floracdo anormal da espécie
(mantled), sendo, portanto necessario o completo acompanhamento das plantas

regeneradas em condi¢Oes de campo.
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Figura 5. Estagios morfoldgicos da inducdo de calos embriogénicos em dendezeiro a
partir de embrides zigoticos. A) Embrido zig6tico de dendezeiro utilizado como fonte de
explante; B-E) Diferenciacdo dos embrifes zigoticos a partir do desenvolvimento do
calo primario na regido distal dos explantes; F-G) Aspecto de calos primarios com
inicio de formacdo de estruturas multigranulares embriogénicas recobrindo o explante,
apos cerca de 20 semanas de cultivo em meio de inducdo; H-1) Aspecto dos calos, ap6s
doze semanas em meio de multiplicagdo; J) Embrides somaticos; K) Regeneracdo de
plantas; L) Individualizacdo de plantas regeneradas; M) Aclimatacdo de plantas
regeneradas em estufa; N) Plantas regeneradas aclimatadas em casa de vegetacdo; O)
Plantas de palma de 6leo em campo, na Embrapa Cenargen. Barras (A-E) 0,3 cm; (F-J)
0,5cm; (K-L) 1,5 cm.
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4. ANALISES MORFO-ANATOMICAS

As analises morfo-anatdmicas evidenciaram que apos cerca de 20 semanas de
cultivo, os explantes apresentavam calos com aspecto nodular. Na parte mais interna do
calo, observaram-se regiGes com intensas divisdes celulares que resultaram em massas
embriogénicas com células pequenas, isodiamétricas, de citoplasma denso, nucleo
volumoso caracterizando células meristeméticas (Figura 6 A). A partir do
desenvolvimento da massa embriogénica, observou-se a formacao de agrupamentos de
células caracterizados como pro-embrides (Figura 6 C) e posteriormente, embrides com
celulas em arranjo esférico caracterizando embriGes somaticos em estagio globular
inicial de origem multicelular (Figura 6 D). De acordo com Williams e Maheswaran
(1986), embrides de origem multicelular apresentam-se fusionados ao tecido de origem,
possuem protoderme comum e originaram de calos nodulares constituidos por massas
embriogénicas levando a formacdo de embrides globulares. Saénz et al. (2006) também
observaram que embrifes somaticos de Cocos nucifera apresentaram origem
multicelular, formados a partir de calos nodulares. Nestes locais, também foi possivel
observar embrides em fase globular mais avancada (Figura 6 E), apresentando células
com ndcleo proeminente contendo de um a trés nucléolos. Estes embrides
apresentavam-se individualizados por um aparente espessamento de parede, causado
possivelmente pela dissolucdo da lamela média. O espessamento de parede ao redor dos
embrides também foi verificado por Sané et al. (2006) na inducdo de embriogénese
somatica em calos de Phoenix dactylifera.

Na regido externa do calo e proximo aos locais com intensas divisfes celulares
verificaram-se células grandes contendo amido evidenciado pela coloracdo marrom
(Figura 6 B). Os grdos de amido se acumularam principalmente nas células préximas
aos centros de intensa divisdo celular, especialmente naquelas com citoplasma menos
denso, enquanto que nas células com divisdo intensa e 0s pro-embrides nao
apresentaram gréos de amido.

O acumulo de amido, seja nas células embriogénicas ou em células adjacentes
do explante, parece ser um fendmeno ligado a aquisicdo de competéncia embriogénica.
Kanchanapoom e Domyoas (1999) também detectaram a acumulacdo de amido nos
calos e nos embridides bipolares de E. guineensis, indicando que o amido acompanha a
formacdo de embriGes somaticos. Adicionalmente, o amido em células embriogénicas

de calos de Gentiana punctata L. foi relacionada com fonte de energia para a intensa
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divisdo celular e posterior desenvolvimento dos embrides (MIKULA et al. 2004). De
acordo com Silveira et al. (2004), o nivel desta molécula pode mudar dependendo da
fase de crescimento do embrido, uma vez que a divisdo e diferenciagdo celular
demandam grande quantidade de carbono e ATP. Por fim, embribes somaticos
totalmente regenerados foram observados, apresentando haustorio, plimula e inicio do
desenvolvimento da primeira e segunda bainha foliar (Figura 3 F). Nesta fase ndo foi
possivel visualizar o primérdio radicular, pois segundo Camillo et al. (2009), a protusédo

da radicula s6 ocorre ap06s a emergéncia das primeiras folhas verdadeiras.

A

Is
Figura 6. SeccOes de explante de Elaeis guineensis Jacq. durante a embriogénese
somatica. A) Regido com células meristematicas, caracterizadas por ndcleo volumoso e
citoplasma denso e com intensas divisdes celulares; B) Células contendo grdos de
amido, localizadas proximas as regifes de intensas divisGes celulares; C) Inicio da
formacdo de pro-embrides; D) Explante com formacdes de embrifes em estagio
semelhante ao globular (seta); E) Embrido globular (ge) envolvido por células
meristematicas; F) Embrido somaético apresentando haustério (ha) e apice apical do
caule com duas bainhas foliares (Is). Barras (A e D) 50 um; (B e C) 100 um; (Ee F) 10
pm.
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5. CONCLUSOES

O trabalho permitiu estabelecer um protocolo para a obtencdo em alta frequéncia
de calos embriogénicos a partir de embrides zigoticos de palma de 6leo. Também foi
possivel observar o papel determinante da auxina picloram e do carvado ativado na
melhoria significativa dos resultados de inducdo de calos embriogénicos. Por meio de
analises morfo-anatdmicas foi possivel caracterizar as mudancas ocorridas durante os
diferentes estadgios da embriogénese somatica. O protocolo descrito neste estudo se
constitui como uma importante ferramenta para futuros trabalhos com a espécie, pois a
descricdo detalhada das rotas morfoldgicas envolvidas nas diferentes etapas do processo
cria possibilidades para que outros pesquisadores possam se guiar para atingir mais

facilmente seus objetivos de clonar esta espécie a partir de embrides zigdticos maturos.
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INFLUENCIA DA ESPESSURA INICIAL DE CORTE SOBRE A
DIFERENCIACAO DE EMBRIOES SOMATICOS EM PALMA DE OLEO
(Elaeis spp.) UTILIZANDO A TECNICA THIN CELL LAYER (TCL)

RESUMO

A palma de 6leo apresenta alto potencial para a producdo de biodiesel podendo alcancar
até 7 toneladas de Oleo vegetal por hectare. Porém, os métodos de propagacédo
vegetativa sdo inexistentes, ndo permitindo perpetuar caracteristicas agronémicas de
interesse, a ndo ser por meios sexuados, 0 que pode causar a segregacdo de caracteres.
Por este motivo técnicas visando a multiplicacdo clonal vem sendo empregadas. A
técnica thin cell layer (TCL) pode proporcionar a multiplicacdo precoce de genoétipos
selecionados de palma de 6leo (Elaeis spp.). O trabalho objetivou avaliar a influéncia da
espessura de corte sobre a diferenciacdo de embrides somaticos de palma de Oleo
utilizando a técnica TCL. Em plantas dos gendtipos FACM-589 e BRSC 2001
germinadas in vitro a partir de embrides zigoticos, com altura entre 8 a 10 cm, foram
realizados cortes de 1 mm, 2 mm e 3 mm de espessura. Esses explantes foram
estabelecidos em meio de cultura de MS, com auxina Picloram (450 uM), adicionado de
30 g.L™ sacarose, 500 mg.L™ de glutamina, 3 g.L™ de carvdo ativado. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado formando um fatorial 2x3, com 2
gendtipos (589 e 2001) e 3 espessuras de explantes (1 mm, 2 mm e 3 mm de espessura).
Cada tratamento foi formado por pelo menos 6 repeticdes e 12 explantes por parcela.
Verificou-se que utilizando-se a técnica TCL foi possivel induzir eficientemente a
embriogénese somatica em palma de 6leo. Os genoétipos e a espessura dos explantes
iniciais exercem forte influéncia na indugdo da embriogénese somatica, pois mostraram
importantes diferencas quanto a percentagem de calos com embrides somaticos e
nimero de embrides somaticos por calo. Explantes de menor espessura (até 2 mm)

foram os mais responsivos em relacéo a diferenciacdo de embrides somaticos.

Palavras-chave: Arecaceae, Elaeis guineensis, morfogénese, embriogénese somatica,

regeneracdo, camada fina de células.
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INFLUENCE OF INITIAL CUTTING THICKNESS ON SOMATIC EMBRYOS
DIFFERENTIATION IN OIL PALM (Elaeis spp.) USING THE THIN CELL
LAYER TECHNIQUE (TCL)

ABSTRACT

Palm oil has a high potential for biodiesel production and can reach up to seven tons per
hectare productivity. Currently, its methods of propagation are practically nonexistent, not
allowing perpetuates agronomic traits of interest, except through sexual means, which may
cause the segregation of characters. Therefore, techniques aiming clonal multiplication has
been employed. The thin cell layer technique (TCL) can provide early multiplication of
selected varieties of oil palm. The objective of this study was to evaluate the influence of
cutting thickness on the differentiation of somatic embryos in oil palm using the TCL
technique. In plants of genotypes FACM-589 and BRSC 2001 germinated in vitro from
zygotic embryos, with height between 8 and 10 cm, cuts of 1 mm, 2 mm and 3 mm thickness
were performed. These explants were established on MS medium with Picloram (450 pM),
added with 30 g.L™ sucrose, 500 mg.L™" L-glutamine and 3 g.L™ activated charcoal. The
experimental design was a completely randomized 2x3 factorial, with two genotypes (FACM
589 and BRSC 2001) and three explants thicknesses (1 mm, 2 mm and 3 mm). Each
treatment consisted of at least 6 replicates and 12 explants per plot. It was observed that the
TCL technique can efficiently induce somatic embryogenesis in oil palm. Genotypes and
thickness of the explants used exert a strong influence on the induction of somatic
embryogenesis. Explants with a thickness of up to 2 mm are more responsive. Genotypes
also exert a strong influence on the induction of somatic embryogenesis, because shown
important differences in the percentage of callus with somatic embryos and number of

somatic embryos formed per callus.

Keywords: Tissue Culture; Somatic Embryogenesis; Micropropagation
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1. INTRODUCAO

A busca por fontes de energia alternativas vem crescendo nos Gltimos anos,
principalmente em paises que consomem grandes quantidades de combustiveis
derivados do petroleo (MIRAGAYA, 2005; OLIVEIRA et al. 2008).

O biodiesel é uma alternativa para combustiveis que advém de fontes renovaveis
tais como, o 6leo de soja e de dendé. Entre as plantas oleaginosas, a palma de o6leo
apresenta grande producdo podendo alcangar de 4-7 toneladas de Oleo vegetal por
hectare (RAJESH et al. 2003), mostrando-se , como uma planta com importante
potencial produtivo dentre as consideradas capazes de produzir biocombustiveis
(SILVA e FREITAS, 2008).

O dendezeiro é uma planta perene, pertencente a familia Arecaceae cuja area
mundial cultivada supera os 17 milhdes de hectares com producédo de mais de 61.800
milhdes/ton (KONAN et al. 2006; USDA, 2014). E uma espécie tropical que necessita
de clima quente e umido e abundancia de chuvas para pleno desenvolvimento. Adaptou-
se bem a regido Norte do Brasil, que apresenta caracteristicas ideais para seu cultivo e
desenvolvimento (ALVES et al. 2011). Apresenta polinizacdo cruzada, e por este
motivo, os individuos possuem alta heterozigose, podendo ocorrer cruzamentos sem
controle, o que pode causar uma variacdo no rendimento de 6leo e trazer dificuldades na
sua disseminacdo. A planta também apresenta crescimento monopodial, possuindo um
unico meristema apical (TEIXEIRA et al. 1995; RAJESH et al. 2003).

A propagacdo natural ocorre via sexuada (sementes) e, diferentemente de outras
palmeiras como o acaizeiro (LEDO, et al. 2002) e a pupunheira (SCHERWINSKI-
PEREIRA et al. 2007; STEINMACHER et al. 2007b), o dendezeiro ndo produz
perfilhos, dificultando passar suas caracteristicas genéticas de interesse uniformemente.
Atualmente, nos programas de melhoramento genético implementados no Brasil a
multiplicacdo se d& exclusivamente por meio de sementes, fato que dificulta a producao
de individuos com caracteristicas selecionadas de alto valor genético (VIEGAS e
MULLER, 2000). Desta forma, a cultura de tecidos surge como uma excelente
alternativa para a multiplicagdo clonal de gendtipos selecionados de dendezeiro. Os
beneficios da propagacéo clonal estéo relacionados principalmente, com a uniformidade
dos plantios, a precocidade na producdo, a maior produtividade e facilidade de manejo
dos cultivos (KONAN et al. 2010).
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Nesse contexto, a embriogénese somatica € um dos metodos da cultura de
tecidos mais utilizados para tornar o processo de propagacdo do dendezeiro mais
eficiente. Trata-se de uma técnica de micropropagacdo de plantas em larga escala que
envolve a regeneracdo de plantas, podendo ser induzidas a partir de varios tipos de
explantes como, embrides zigdticos, inflorescéncias, apices caulinares, folhas imaturas
podendo proporcionar resultados significativos (GUERRA et al. 1999;
STEINMACHER et al. 20074, b; BISWAS et al. 2007; PESCADOR et al. 2008).

De maneira geral, pode-se conceituar explante como uma mistura de células em
variados estados fisioldgicos e bioquimicos de desenvolvimento, que quando expostos a
um ambiente in vitro, sofrem reacdes diversificadas nos diferentes tipos celulares que o
compdem, fazendo com que somente algumas células competentes respondam a um
determinado estimulo, normalmente a reguladores de crescimento (MANTELL et al.
1994). Assim, a retirada de um fragmento de tecido (explante) de um organismo integro
e seu cultivo num meio de cultura, pode conduzir os explantes a diferentes respostas,
devido aos diferentes tipos de células e estadios de diferenciacdo (AMARAL, 2003;
SCHERWINSKI-PEREIRA et al. 2010)

De acordo com Guerra (1989), competéncia celular é a capacidade de um
explante de expressar um potencial de inducéo, isto €, uma mudanca na competéncia de
determinadas células (inducdo diretiva) ou a iniciacdo de uma resposta particular de
diferenciacdo (inducdo permissiva). Isto é demonstrado quando um explante isolado,
gue ndo € intrinsecamente responsivo, adquire competéncia quando é ativado por um
sinal (FINSTAD et al. 1993). Pierik (1990) afirma que, quando a planta envelhece, sua
capacidade regenerativa costuma diminuir, por isso tende-se a utilizar material
procedente de plantas jovens, especialmente no caso de arvores e arbustos. Os tecidos
embrionarios e meristematicos, geralmente, apresentam maior competéncia
organogénica devido ao elevado potencial de regeneracdo, preferencialmente os
localizados nas gemas caulinares apicais e axilares (CARVALHO, 2006). Alem disso,
explantes juvenis geralmente possuem tecidos mais tenros e poucos lignificados,
embora tecidos maturos de folhas e flores sejam igualmente utilizados para o
estabelecimento in vitro. Porém, de modo geral, quanto maior a determinagdo de um
explante para a formacdo de um o¢rgdo especifico, menor é sua competéncia para
originar outro oOrgdo, por via alternativa do desenvolvimento (AMARAL, 2005;
GUEDES et al. 2011).
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Com o intuito de aperfeicoar o processo de embriogénese, tém-se utilizado a
técnica Thin Cell Layer (TCL), que consiste na utilizacdo de explantes minusculos
excisados longitudinalmente ou transversalmente dos tecidos das plantas, incluindo
geralmente tecidos da epiderme, subepiderme e de finas laminas foliares (NHUT et al.
2001; KLERK, 2004; GUEDES et al. 2011). Resultados mostram que utilizando TCL é
possivel multiplicar eficientemente diversas espécies vegetais, onde outros métodos da
cultura de tecidos sdo considerados falhos (NHUT et al. 2003), sendo uma técnica
recomendada para programas de melhoramento genético de espécies onde a selecdo é
feita precocemente, pois plantas em estado juvenil podem ser clonadas, sem que as
mesmas sejam mortas (SCHERWINSKI-PEREIRA et al. 2010).

No entanto, apesar da importancia, ndo existem muitos trabalhos sendo
desenvolvidos em palmeiras visando a regeneracdo de plantas utilizando a técnica TCL.
Os poucos trabalhos existentes (STEINMACHER et al. 2007c; SCHERWINSKI-
PEREIRA et al. 2010) tém mostrado resultados promissores para a producédo de plantas
clonadas a partir dessa técnica.

Nesse sentido, o objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia da espessura inicial
de corte sobre a diferenciacdo de embriGes somaticos em palma de 6leo utilizando a
técnica TCL.

2. MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
(LCT-I1I) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, situado em Brasilia — DF,

Brasil.

2.1 GERMINACAO IN VITRO DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE DIFERENTES
GENOTIPOS DE PALMA DE OLEO (Elaeis spp.)

Para avaliar a germinagdo in vitro da palma de dleo, cinco genoétipos foram
testados: BRSC 2001, BRSC 2501, BRSC 2528, BRSC 7201 e FACM-589.
Inicialmente, realizou-se a desinfestacdo das sementes pela imersdo em alcool 70° GL
durante 3 minutos em camara de fluxo laminar, seguida de outra imersdo, de 20
minutos, em solucdo de alvejante comercial a 100% (2 a 2,5% de cloro ativo),

adicionado de uma gota de Tween-20 para cada 100 mL dessa solucdo. Posteriormente
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foram efetuados trés enxagues com 4&gua destilada, deionizada e devidamente
autoclavada para a remogéo do excesso de alvejante.

Apb6s o processo de desinfestagdo, as sementes ficaram imersas em &gua
destilada, deionizada e estéril por 24 horas para facilitar a remogdo dos embrides das
sementes. Para a extracdo dos embrides, com o auxilio de pinca e bisturi, foram
realizados dois cortes num angulo aproximado de 45° em dire¢Ges opostas ao embrido.

Apos a extracdo, os embriGes foram imediatamente inoculados em meio de MS
1/2, acrescido de biotina e 4cido pantoténico, 30 g.L™ sacarose e 2,5 g.L™ de Phytagel
(Sigma®). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 + 0,1, antes da adi¢do do
geleificante. O meio de cultura foi autoclavado a 121 °C em 1,3 atm de pressao por 20
minutos.

Os tubos de ensaio (150 x 25 mm) contendo 10 mL de meio de cultura foram
fechados com papel aluminio e selados com filme transparente de PVC e
acondicionados no escuro, em sala de crescimento, com temperatura de 25 + 2 °C até o
inicio da formacdo dos primordios foliares (1 — 2 cm de comprimento).

Apds 25 e 50 dias de cultivo in vitro, os gendtipos foram avaliados quanto a taxa
de germinacdo dos embrides (%) e a altura das plantas (cm).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com dois
tratamentos (25 e 50 dias), cada tratamento contendo quatro repeti¢cdes. Cada repeticdo
foi formada por 10 tubos de ensaio com um embrido zigéticos cada. Os dados obtidos
foram analisados com o emprego do programa de analises estatisticas SANEST (Zonta
e Machado, 1984), com as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Dados expressos em percentagem (x) foram transformados segundo arco
seno (x/100) °°.

2.2 INFLUENQIA DA ESPESSURA INICIAL DE CORTE SOBRE A
DIFERENCIACAO DE EMBRIOES SOMATICOS EM PALMA DE OLEO (Elaeis
spp.) UTILIZANDO A TECNICA THIN CELL LAYER (TCL)

Para o experimento, as fontes de explantes TCL foram obtidas da porcéo basal
(proximo ao meristema) e mediana de plantas dos genotipos FACM-589 (589) e BRSC
2001 (2001) com altura entre 8 a 10 cm. As plantas utilizadas nesta etapa foram obtidas
a partir da etapa 2.1 do experimento. A escolha dos genotipos foi ao acaso. Para tal, as

plantas tiveram as folhas mais externas e desenvolvidas removidas, juntamente com as
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raizes, deixando-se somente 0 segmento caulinar, que se caracteriza por possuir folhas
imaturas e aclorofiladas. Deste material, foram realizados cortes transversais de
aproximadamente 1 mm, 2 mm e 3mm de espessura para a obtencao dos explantes.

Uma vez obtidos, os explantes TCL foram estabelecidos em placas de petri (15 x
90 mm), contendo 25 mL meio de cultura de MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962)
modificado, adicionado de 30 g.L™ sacarose, 500 mg.L™ de glutamina, 3 g.L™ de carvéo
ativado. A este meio de cultura foi adicionado ainda a auxina Picloram na concentragéo
de 450 pM, de acordo com metodologia proposta por Scherwinski-Pereira et al. (2010).
Em seguida, os explantes TCL com calos primarios formados foram transferidos para
meio de cultura com a mesma formulagdo salina, mas com a concentra¢do da auxina
Picloram reduzida para 40 pM, onde permaneceram por até trés meses, para
proliferacdo das massas e formacéo de calos embriogénicos.

Visando a diferenciacdo de embribes somaticos, os calos embriogénicos
formados na etapa anterior foram transferidos para novo meio de cultura de MS
modificado, desta vez contendo 0,6 UM de &cido naftaleno acético (ANA) e 12,30 uM
de 2-isopenteniladenina (2iP), onde permaneceram por mais 3 meses. Apds o inicio da
diferenciacdo dos embrides somaticos, estes foram novamente transferidos para meio de
cultura, desta vez, de regeneracdo das plantas, constituido pela metade da concentracao
dos sais de MS modificado, 20 g.L™ de sacarose e 1,5 g.L ™" de carvéo.

Durante as fases de inducdo, proliferacdo de calos e diferenciacdo de embribes
somaticos, as culturas foram mantidas em placas de petri (15 x 90 mm) no escuro, em
temperatura de 25 °C + 2 °C. Ja para a germinacdo dos embrifes somaticos
diferenciados e crescimento das plantas, as culturas foram mantidas em frascos de
cultura com capacidade de 250 ml e, posteriormente em tubos de ensaio (25 x 150 mm),
em sala de crescimento a 25 °C + 2 °C, e sob fotoperiodo de 16 horas, com
aproximadamente 30 pmol.m?.s™ de intensidade luminosa.

Neste experimento, todos os meios de cultura foram geleificados com 2,5 g.L™
de Phytagel (Sigma®) e tiveram o pH ajustado para 5,8 + 0,1, antes da adi¢do do
geleificante Phytagel (Sigma®). Além disso, todos foram esterilizados por
autoclavagem a uma temperatura de 121 °C por 20 minutos e 1,3 atm de press&o.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado formando
um fatorial 2x3, com 2 gendtipos (589 e 2001) e 3 espessuras de explantes (1 mm, 2
mm e 3 mm). Cada tratamento foi formado por pelo menos 6 repeti¢cdes e 12 explantes

por parcela. Para padronizar a amostragem e obter o maximo de calos primarios,

66



visando a embriogénese somatica, a amostragem dos explantes seguiu a metodologia
descrita por Scherwinski-Pereira et al. (2010), sendo obtidos de cada pléntula no
maximo 6 explantes TCL de 1 mm, 3 explantes de 2 mm e 2 explantes de 3 mm,
observando que todas as espessuras tiveram cortes tanto da regido basal quanto da
mediana.

Os dados obtidos foram analisados com o emprego do programa de anélises
estatisticas SISVAR (FERREIRA, 2003), com as médias comparadas pelo teste SNK
(Student-Newman-Keuls) a 5% de probabilidade. Os dados referentes ao nimero de
embrides somaticos foram obtidos por contagem, sendo os mesmos transformados

segundo x*° + 1.

2.3 ANALISE MORFO-ANATOMICA

Para a analise morfo-anatdmica, foram selecionadas amostras de embriGes
somaticos obtidos por embriogénese somatica e cultivados in vitro.

As amostras foram fixadas por um periodo minimo de 24 horas em solucédo de
paraformaldeido (4%, p/v), glutaraldeido (2%, v/v) e cacodilato de sddio 0,05 M, pH
7,2 sob vacuo. Os tecidos fixados foram lentamente desidratados a temperatura
ambiente em uma série crescente de etanol (30% a 100%), seguido de imersdao em
solucdo de etanol (100%): meio de infiltracdo (1:1 v/v) durante 12 horas. Em seguida,
as amostras foram transferidas para meio de infiltracdo por 24 horas, ou até que as
amostras ficassem translucidas e no fundo do recipiente. Para a infiltracdo e
emblocagem, utilizou-se o kit Historesina® (hidroxietilmetacrilato, Leica, Heidelberg),
segundo as especificacBes dos fabricantes. A polimerizacdo foi feita a temperatura
ambiente por 24 a 48 horas.

Cortes seriados (3 a 5 pum) foram obtidos em micrétomo rotatorio (Leica®
RM2125RT), distendidos em chapa aquecedora a 45 °C e aderidos as laminas
microscopicas. Os cortes foram corados com Azul de Toluidina (1%) (O’BRIEN et al.
1964) em solucéo salina tamponada com fosfato e &cido citrico. As laminas foram
montadas com resina sintetica (Entellan). Os resultados foram registrados em
fotomicroscopio Motic acoplado a um sistema digital de captura de imagens (Image-Pro
Plus 4.5).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 GERMINAGAO IN VITRO DE EMBRIGES ZIGOTICOS DE DIFERENTES
GENOTIPOS DE PALMA DE OLEO (Elaeis spp.)

Uma semana apds a inoculacdo foi possivel observar intumescimento dos
embrides zigéticos (Figura 1 A). Apds trés semanas observou-se a formagéo de pontos
de crescimento: radicula e plumula (Figura 1 B). Posteriormente, foi observado o inicio
da emissdo da bainha foliar e raiz primaria (Figura 1 C). Em seguida, observou-se o
desenvolvimento da bainha foliar e raiz (Figura 1 D). Ap6s 60 dias plantas completas
foram obtidas (Figura 1 E). Posteriormente, plantas com novas folhas e raizes
secundérias foram obtidas (Figura 1 F).

Figura 1. Germinacdo in vitro de embrides zigo6ticos de gendtipos de palma de 6leo. A)
Aspecto do embrido zigético; B) Formagdo dos pontos de crescimento; C) Emissdo da
bainha foliar e raiz primaria; D) Aspecto de uma plantula em fase de desenvolvimento
com 1 més de idade; E) Morfologia e inicio do desenvolvimento da raiz em planta com
2 meses de idade; F) Aspecto de plantas mantidas in vitro aos 10 meses de idade.
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Aos 25 dias de cultivo os gendtipos BRSC 2501 e BRSC 7201 apresentaram
taxas de germinagdo superiores a 90%, seguidos dos gendtipos FACM-589 e BRSC
2001 com médias de germinacdo de 87%, enquanto que o gendtipo BRSC 2528
apresentou 73% de germinacao.

Aos 50 dias, 0 gendtipo BRSC 2501 apresentou 100% dos embriBes zigoticos
germinados. O genotipo FACM-589 apresentou 90% da taxa de germinacdo dos
embrides. Porém, nos gendtipos BRSC 7201, BRSC 2001 e BRSC 2528 a média de
germinacdo se manteve a mesma (96%, 87% e 73%, respectivamente), apds este
periodo (Figura 2).

Steinmacher (2007) ao avaliar a germinacdo de embrides zigéticos de pupunha
(Bactris gasipaes Kunth) em meios de cultura de MS e Y3 na presenca de carvao
ativado aos 90 dias de cultivo in vitro, obteve médias de 90,0% e 96,5%,
respectivamente. Scherwinski-Pereira et al. (2006) obtiveram 86% de germinacdo de
embrides imaturos de murmur( (Astrocarym ulei) cultivados em meio de MS

suplementado com 30 g.L™ de sacarose, ap6s 30 dias de cultivo in vitro.
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Figura 2. Taxa de germinagdo de embrides zigoticos de genotipos de palma de 6leo aos
25 e 50 dias de cultivo in vitro.

Para a variavel altura de plantas em fase de desenvolvimento (Figura 3), ndo
houve diferenca significativa entre os genoétipos, tanto aos 25 dias quanto aos 50 dias de

cultivo.
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Aos 25 dias, as plantas do gendtipo BRSC 7201 apresentaram altura média
superior a 1 cm, porém, os gendtipos BRSC 2501 e BRSC 2528 apresentaram médias
intermediérias idénticas de cerca de 0,9 cm. Contudo, as plantas dos gendtipos FACM-

589 e BRSC 2001 apresentaram altura media ndo superior a 0,8 cm.

1,8 -
1,6 -
1,4 -
1,2 -

Altura (cm)
[EY

0,8
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0,4
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BRSC7201 BRSC 2501 BRSC 2528 BRSC2001 FACM-589

Genotipos

| ®25dias 50 dias |

Figura 3. Altura das plantas oriundas de embrides zigdticos de gendtipos de palma de
0leo aos 25 e 50 dias de cultivo in vitro.

Ja quando se avaliou a altura aos 50 dias, 0s genétipos BRSC7201, BRSC 2501,
BRSC 2528 e BRSC 2001 apresentaram altura média superior a 1 cm. Contudo, o
genotipo FACM-589 apresentou crescimento mais lento, com altura média inferior a 1
cm. Plantas do gendtipo BRSC7201 apresentaram crescimento médio de 1,8 cm,
seguido do gendtipo BRSC 2501 com plantas de 1,2 cm. Os gendtipos BRSC 2528 e
BRSC 2001 foram os que apresentaram crescimento intermediario, com média de 1,1
cm seguidos do genotipo FACM-589, com média de altura das plantas em torno de 0,8

cm.

3.2 INFLUENCNZIA DA ESPESSURA INICIAL DE CORTE SOBRE A
DIFERENCIACAO DE EMBRIOES SOMATICOS EM PALMA DE OLEO (Elaeis
spp.) UTILIZANDO A TECNICA THIN CELL LAYER (TCL)

Apos seis meses de permanéncia dos explantes no meio de cultura foram obtidos

os primeiros calos primarios. Apos trés meses foi possivel verificar a proliferacdo das
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massas celulares e, ap6s o inicio da formacdo de calos com caracteristicas
embriogénicas, foi possivel observar o inicio da diferenciacdo dos calos em embrides
somaticos (Figura 4 B). Com a mudanga do meio de cultura, observou-se o surgimento
de embrides secundarios formados sobre os embrifes ja existentes, evidenciando o
desenvolvimento ndo sincronizado da embriogénese somatica em palma de 6leo (Figura
4 C). Posteriormente, os embrides somaticos foram convertidos em plantas (Figura 4 D
e E) que, por sua vez, foram individualizadas e mantidas em meio de cultura de MS,

sem a adicdo de fitorreguladores (Figura 4 F).
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Figura 4. Embriogénese somaética utilizando a técnica Thin Cell Layer (TCL). A)
Visualizacdo das espessuras dos cortes (1 mm, 2 mm e 3 mm); B) Explantes TCL
mostrando a formacao e multiplicacdo de calos e aparecimento de embrides (seta); C)
Multiplicacdo em diferentes estagios dos calos, mostrando assincronia em diferentes
fases da embriogénese somatica e embribes diferenciados. Setas: Embrides na fase
torpedo; D) Germinacdo de embrides somaticos; E) Regeneracdo de plantas; F) Plantas
formada a partir dos agregados de embrifes somaticos e cultivada em meio sem
fitorreguladores. Barras: B e D: 2,6 cm; C: 1 cm.

Na inducdo da embriogénese somatica, 0s gendtipos C-589 e C-2001

apresentaram resultados diferenciados para ambas as varidveis testadas: formacgédo de
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calos com embries somaticos e nimero de embrides somaticos por calo por intermédio
da técnica de TCL (Tabela 1). Na média, o gendtipo C-2001 apresentou uma taxa de
calos com embriGes somaticos de 4,2%, enquanto que o gendtipo C-589 apresentou
resultado significativo maior, com 24,3% de calos com embriGes somaticos

diferenciados.

Nas trés espessuras avaliadas (1 mm, 2 mm e 3 mm), os explantes com 1 mm e 2
mm apresentaram resultados significativamente melhores, uma vez que 46,8% e 26,1%
dos calos apresentaram formacao de embrides somaticos, respectivamente, na variedade
C-589, enquanto que para a variedade C-2001 somente nos explantes com 1 mm o0s
calos apresentaram embrides somaticos (12,5%). Assim, na media geral e
independentemente da variedade, os explantes com 1 mm e 2 mm apresentaram 29,6% e
13% dos calos com embrifes somaticos diferenciados. Os explantes com 3 mm ndo

apresentaram resultados para nenhuma das genotipos testados (Tabela 1).

Tabela 1. Influéncia da espessura de corte e genotipo sobre a diferenciacdo de embrides
somaticos em palma de éleo utilizando a técnica thin cell layer (TCL)

Calo com E.S (%0) N° E.S§ por calo
Tamanho do explante TCL Tamanho do explante TCL
Media Media de
Genodtipo Imm 2mm 3mm do Ilmm 2mm 3mm formacio de
genobtipo embrides
589 46,8 26,1 0.0 243 a 6.9 2.6 0,0 3.2a
2001 12,5 0,0 0,0 420 1,2 0,0 0,0 0401
Media do
tamanhodo 29,6 A 13,0A 0,0B 40A 13B 0,0
explante

Meédias seguidas por letras distintas, mindscula na vertical e maidscula na horizontal, dentro de cada
variavel diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de SNK (Student-Newman-Keuls).

Juntamente com o percentual de formacéo de calos contendo embriGes somaticos,
também foi avaliado o nimero de embrides somaticos por calo (Tabela 1). Para a
variedade C-589 os explantes de 1 mm apresentaram diferenciacédo de 6,9 embrides. Ja
nos explantes de 2 mm foi observado 2,6 embriGes somaticos diferenciados por calo,
com média da variedade de 3,2 embrides por calo. A variedade C-2001 apresentou calos
com 1,2 embrido somatico nos explantes de 1 mm, ndo tendo sido observado

diferenciacéo de embrides nos explantes de 2 mm de espessura. Assim, nesta variedade
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a média observada foi de 0,4 embrides somaticos por calo. Os explantes de 3 mm néo

apresentaram embrides diferenciados em nenhum dos gendtipos.

Explantes maiores mantém interacdes com seus tecidos, diminuindo o contato
com o meio de cultura e este fato pode acarretar a diminuicdo da diviséo celular e a
predominancia de interacdes simplasticas (BENKIRANE et al. 2000; BOUGET et al.
1998; HAYWOOD et al. 2002). Explantes de menor tamanho mostraram sintese de
componentes da parede celular, como oligossacarideos e podem atuar como sinais para
a célula reiniciar seu ciclo mitético, além de manter maior contato com o meio de
cultura, o que pode deixar os explantes mais estressados fazendo assim com que
aumentem seu metabolismo (TRAN THANH VAN e BUI, 2000; FEHER et al. 2003).

Para um protocolo de TCL ser incorporado a um programa de multiplicacdo de
plantas depende de muitos fatores, incluindo a percepgéo correta do sinal e o processo
de diferenciacdo no explante, a capacidade genética do explante em responder e reagir a
este estimulo e também o estado e a origem fisioldgica do tecido ou do 6rgédo escolhido
(SILVA e DOBRANSZKI, 2013).

A técnica TCL vem sendo largamente utilizada com bastante eficacia em algumas
espécies de leguminosas e ornamentais (ROUT et al. 2006; HUANG et al. 2007).
Porém, na cultura de tecidos em palmeiras praticamente ndo se tem trabalhos com
algumas excecOes. Steinmacher et al. (2007c) utilizaram a técnica TCL em pupunheira
(Bactris gasipaes L.) e os resultados obtidos foram significativos, principalmente
quanto a utilizacdo de Picloram em altas concentracdes para a indugdo da embriogénese
somatica (ES), tendo sido observado elevado nimero de calos primarios. Scherwinski-
Pereira et al. (2010) também observaram calos primarios e ap6s calos embriogénicos
com a utilizacdo de Picloram em altas concentracbes (450 puM). O presente trabalho
também utilizou auxina Picloram para a inducdo da formacéo de calos primarios e para

sua proliferacdo e formacéo de calos com caracteristicas embriogénicas.

O desenvolvimento dos embriGes somaticos aconteceu de forma assincronizada,
onde, em um mesmo grupo identificou-se diferentes estagios de desenvolvimento
embriogénicos, incluindo os diferentes estadios de embrides somaticos (Figura 1C).
Tais caracteristicas foram encontradas também por Steinmacher et al. (2007a), que
relataram que apOs os calos embriogénicos serem transferidos para o meio de
regeneracdo ocorreu a formacdo de embrides somaticos em diferentes estadios de

desenvolvimento.
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Outros trabalhos visando a ES em palmeiras comprovaram que o Picloram em
altas concentrag¢fes pode possuir um grande potencial e alta eficacia (KARUN et al.
2004; GUEDES et al. 2006; FERMINO JR. et al. 2007). Estes resultados contrastam
com outros que mostram que o 2,4 acido diclofenoxiacético (2,4 D) é a auxina mais
importante na cultura de tecidos em palmeiras. Em outras espécies de plantas, o
Picloram também se mostrou eficaz na indugdo da ES comparando com 2,4 D
(SCHERWINSKI-PEREIRA et al. 2007). Ptak e Bach (2007) utilizaram hastes florais
de Tulipa gesneriana L. cultivadas em meio MS com diferentes concentracdes de
Picloram, 2,4-D e ANA e verificaram que o Picloram foi a auxina mais eficiente na

inducdo e formacéo de calos embriogénicos.

Para obter respostas satisfatorias na micropropagacdo também deve levar em
conta o genotipo utilizado. O gendtipo da planta mae doadora tem um papel muito
importante na resposta a inducdo da embriogénese somatica (GUERRA et al. 2001). A
avaliacdo dos gendtipos apresentaram diferencas estatisticas importantes, mostrando
uma grande diferenca de porcentagem quanto a formacdo de calos com embribes
somaticos e também quanto ao numero de embriGes formados por calos. Este mesmo
perfil foi observado por Steinmacher et al. (2007b), onde observaram diferenca
significativa na comparacgédo de dois gendtipos de pupunheira na inducdo da ES a partir

de inflorescéncias em diferentes estagios.

3.3 ANALISE MORFO-ANATOMICA

A analise morfo-anatdmica evidenciou que, apés 64 semanas de cultivo,
embrides somaticos em fase torpedo (Figura 5 A) obtidos a partir da técnica TCL,
encontravam-se delimitados por uma protoderme bem definida (Figura 5 B)
caracterizada por uma camada de células justapostas (Figura 5 D), bem como
apresentaram a formacdo de células do procambio. Essas células procambiais
caracterizaram-se como alongadas, formando o cordao procambial, apresentando dessa
forma, seu maior eixo paralelo ao maior eixo do embrido (Figura C). Santos et al.
(2006) observaram que o inicio da formacdo do procambio ocorreu somente quando 0s
embrides somaticos estavam no estdgio embriogénico mais avancado. Os embrides

apresentaram duas estruturas anatémicas distintas: uma regido distal alongada e o eixo
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embrionario. O meristema fundamental apresentou células em intensas divisdes

caracterizadas por citoplasma denso e ndcleos proeminentes.

B
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N

Figura 5. Eventos morfo-anatdmicos durante a embriogénese somatica em palma de
6leo. A) Embrides somaticos em fase torpedo; B) Seccdo longitudinal de um embrido
somatico em estagio avancando de desenvolvimento, delimitado pela protoderme,
evidenciando o eixo embrionario, procambio e meristema fundamental; C) Meristema
fundamental apresentando divisdo celular e, procambio com ceélulas alongadas; D)
Protoderme formada por Unica camada celular e meristema fundamental formado por
células com citoplasma denso. Abreviaces: (rp) regido proximal; (rd) regido distal; (pd)
protoderme; (ee) eixo embrionario; (pc) procambio; e (mf) meristema fundamental.
Barras (A) 2 mm; (B) 500 um; (C e D) 50 um.
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4, CONCLUSOES

A técnica Thin Cell Layer (TCL) permite induzir a embriogénese somatica em
palma de Oleo. A espessura do explante apresenta influéncia na resposta de indugéo e
diferenciacdo de embrides sométicos, onde explantes de menor espessura (até 2 mm) se
mostram 0s mais responsivos. Os gendtipos também exercem influéncia na inducéo da
embriogénese somatica, pois se encontram sob mesmas condi¢cdes de cultivo e
mostraram importantes diferencas quanto a percentagem de calos com embriGes
somaticos e nimero de embriBes somaticos por calo. Desta forma é preciso desenvolver
novos trabalhos com o intuito de aperfeicoar e também buscar compreender melhor todo
0 processo de embriogénese somatica tentando otimizar seus protocolos e diferentes
etapas envolvidas no processo, uma vez que um eficiente protocolo pode proporcionar
trabalhos de reclonagem de individuos. Esse fato poderia facilitar a multiplicacdo de
gendtipos elite ja estabelecidos em laboratorio, além de simplificar sobremaneira o
acesso de materiais de interesse e isentos de contaminacdo, justificando, assim, a

criagédo de colegdes in vitro.
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CAPITULO 3

REPRODUCAO VEGETATIVA E ANALISE MOLECULAR DE
RETROCRUZAMENTOS INTERESPECIFICOS DE PALMA DE
OLEO (Elaeis spp.) REGENERADOS POR EMBRIOGENESE
SOMATICA



REPRODUCAO VEGETATIVA E ANALISE MOLECULAR DE
RETROCRUZAMENTOS INTERESPECIFICOS DE PALMA DE OLEO (Elaeis
spp.) REGENERADOS POR EMBRIOGENESE SOMATICA

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo descrever um método para a reproducéo
vegetativa por embriogénese somatica de retrocruzamentos interespecificos de palma de
6leo (Elaeis spp.), bem como, analisar a fidelidade genética e epigenética dos
regenerantes por meio da utilizacdo de marcadores ISSR e AFLP (MSAP). A partir de
195, 281 e 198 embrides zigoticos (EZ) de sementes maduras dos respectivos
retrocruzamentos interespecificos SQ150, SR78 e SR84, calos primarios (CP) e
embriogénicos (CE) foram obtidos e regenerados, sob as mesmas condi¢fes do
protocolo desenvolvido no Capitulo 1, com algumas modificagbes. Para a analise
molecular, 36 plantas de 3 diferentes embrides zigoticos considerados como matrizes
foram aleatoriamente avaliadas por marcadores ISSR e AFLP (MSAP) quanto a
possiveis variacOes genéticas e epigenéticas. Apds 36 meses do inicio do cultivo, as
taxas de regeneracdo alcancaram entre 6,2% e 34,2% dos EZ inoculados inicialmente.
Quando se avaliou os regenerantes por ISSR foi possivel inferir que os individuos
regenerados de EZ podem apresentar entre 97,5% e 100% de similaridade quando
avaliadas dentro da mesma matriz que lIhe deram origem (intrapopulagdes). No entanto,
quando os individuos sdo comparados com plantas regeneradas de outros EZ utilizados
como matrizes, a variabilidade genética entre os individuos é superior a 20%, ou seja,
com similaridade genética de apenas 80% (interpopulacBes). Na analise por AFLP
(MSAP) verificou-se a amplificacdo de 357 locos nas 36 plantas avaliadas. Nessas
amplificagdes, constatou-se que 69% destas regides revelaram-se sensiveis a metilacéo
e, destas, 58% foram ocasionadas pelo ganho de fragmentos, ou seja, pela hipometilagéo

do DNA gendmico.

Palavras chaves: Arecaceae, Elaeis guineensis, Elaeis oleifera, embriogénese somatica,
ISSR, AFLP (MSAP), metilagdo do DNA.
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VEGETATIVE REPRODUCTION AND MOLECULAR ANALYSIS OF
INTERSPECIFIC BACKCROSSES OF OIL PALM (Elaeis spp.)
REGENERATED BY SOMATIC EMBRYOGENESIS

ABSTRACT

The present work aimed to describe a method for vegetative reproduction of zygotic
embryos (ZE) from interspecific backcrosses of oil palm by somatic embryogenesis, as
well as to analyze genetically and epigenetically the regenerated plants through ISSR
and AFLP markers. From 195, 281 and 198 ZE of the respective interspecific
backcrosses SQ150, SR78 and SR84, primary and embryogenic calli were obtained and
regenerated under the same experimental conditions developed in Chapter 1, with minor
modifications. Additionally, 36 regenerated plants from three different zygotic embryos
(considered as matrices) were randomly evaluated by ISSR and AFLP (MSAP)
markers. After 36 months of culture, plant regeneration rates ranged from 6.2% to
34.2%. When the regenerants were evaluated by ISSR, it was possible to infer that
regenerated individuals of ZE can present between 97.5% and 100% of similarity when
evaluated within the same matrix that originated them (intrapopulations). However,
when individuals are compared with regenerated plants from other ZE used as matrices,
they showed genetic variability of more than 20%, that is, genetic similarity of only
80% (interpopulations). In the analysis performed by the AFLP (MSAP), 357 loci were
amplified. In these amplifications, it was verified that 69% of these regions were
sensitive to methylation and of these, 58% were caused by the gain of fragments, that is,
by the hypomethylation of the genomic DNA.

Keywords: Arecaceae, Elaeis guineensis, Elaeis oleifera, somatic embryogenesis,
ISSR, AFLP (MSAP), DNA methylation.
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1. INTRODUCAO

Os impactos sobre o clima devido a emissdo de gases causadores do efeito
estufa, bem como o esgotamento dos recursos naturais, surgem como a principal
restricdo imposta a sustentabilidade dos atuais padrbes de utilizacdo de combustiveis
fosseis - petroleo, carvdo mineral, g&s natural e seus derivados - no longo prazo
(INTERACADEMY COUNCIL, 2007).

Dessa forma, o conceito de biocombustiveis (combustiveis a base de biomassa
vegetal) produzidos a partir de fontes renovaveis, tem ganhado especial atencédo
internacional por apresentar uma importante oportunidade para substituir os
combustiveis convencionais pelos biocombustiveis (TOLMASQUIM, 2012). A excegéo
de outros paises, em substituicdo a gasolina, o Brasil tem utilizado consideraveis
quantidades do biocombustivel etanol como combustivel veicular. Todavia, os sistemas
de transporte em todo o0 resto do mundo continuam dependendo quase que
exclusivamente dos derivados de petrdleo (KOHLHERPP, 2010).

Além do etanol, o Brasil também é produtor e consumidor de biodiesel. O
biodiesel é um combustivel renovavel capaz de substituir total ou parcialmente o 6leo
diesel, tanto nos setores de transporte, como nos de energia, reduzindo, assim, a
dependéncia dos combustiveis fosseis e colaborando para o desenvolvimento
sustentavel (COSTA et al. 2013).

Entre as culturas oleaginosas potenciais, a palma de Gleo apresenta grande
destaque, por ser uma cultura com elevada produtividade de 6leo vegetal (5 a 7
ton/ha/ano) em comparacdo a outras espécies, sendo atualmente a principal fonte de
6leo vegetal no mundo (FEROLDI et al. 2014). No entanto, a produ¢do mundial do 6leo
de palma se concentra em sua grande maioria no Sudeste Asiatico, especialmente
Malésia e a Indonésia, enquanto a producao brasileira, no mercado mundial, representa
somente 0,6% (OIL WORLD, 2012).

De acordo com Lopes et al. (2012), o principal entrave a expansdo do cultivo e
exploracdo da palma de 6leo na América do Sul e Central é uma anomalia de etiologia
desconhecida denominada amarelecimento fatal (AF). Tal anomalia ocorre em quase
todos os paises produtores da palma de 6leo no continente e seu método de controle
ainda é inexistente.

Apesar dos estudos realizados nas ultimas décadas, ainda ndo se encontrou um

método de controle eficaz do AF, mas sabe-se que o Caiaué, ou palma de dleo
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americana [E. oleifera (Kunth) Cortés] e seu hibrido com o dendezeiro (E. guineensis)
produzem descendentes viaveis que geralmente ndo sdo afetados pela anomalia
(BARCELOS et al. 2002).

Nesse sentido, € importante estabelecer genotipos que possuam caracteristicas
intermediarias aos dois parentais, além de uma ampla base genética para maior
estabilidade as pressfes bidticas existentes e possibilidades de progresso a partir da
selecdo desses genotipos (RIOS et al. 2012). Para tanto, a transferéncia ou introgressao
de genes de uma espécie silvestre para um genotipo-elite € comumente realizada pelo
método de retrocruzamento (CAIXETA et al. 2015).

Retrocruzamento ¢ um método utilizado no melhoramento genético de plantas
que consiste na hibridacdo entre uma planta F1 (descendente de um cruzamento) com
um de seus genitores. Este método permite transferir um ou poucos genes de um dos
genitores, denominado genitor doador, para 0 GR (BESPALHOK et al. 2011).

Nesse sentido, o programa de melhoramento genético da palma de 6leo no Brasil
tem seguido duas linhas: a) melhoramento de hibridos F1 buscando-se identificar
combinagbes entre caiaué (E. oleifera) x dendé (E. guineensis) para producdo de
hibridos com potencial de cultivo comercial e (CUNHA et al. 2005), b)
retrocruzamentos sucessivos de hibridos F1 (E. oleifera x E. guineensis) com E.
guineensis.

Todavia, ndo é possivel realizar a propagacdo dos hibridos interespecificos da
palma de Oleo por métodos convencionais, sendo o género Elaeis reproduzido
exclusivamente por sementes, as quais podem apresentar dorméncia, germinacéo lenta
e, sobretudo, proporcionar plantas com alta variabilidade genética em razdo da
combinacdo de genitores por meios sexuados (PADUA, 2012, GOMES et al. 2017).
Adicionalmente, a partir de retrocruzamentos controlados, as hibridagdes
interespecificas formam individuos unicos (cada semente é considerada um individuo
geneticamente diferente), impedindo que repeticdes possam ser formadas e avaliadas
com maior precisdo em campo, fatores que podem levar a erros de interpretagdes nas
avaliaces fenotipicas ao longo dos anos.

A cultura de tecidos aliada ao melhoramento genético convencional, pode
permitir a reproducdo de mudas por embriogénese somatica, criando assim, a
possibilidade de ser um suporte pratico para alcancar resultados mais rapidos nos
programas de melhoramento genético, especialmente no relacionado & fixacdo de
caracteres da geracdo F; através dos cruzamentos de hibridos interespecificos, ou
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mesmo nos retrocruzamentos entre hibridos F1 (E. oleifera x E. guineensis) x E.
guineensis (GOMES JR et al. 2014).

Estudos relacionados a reproducdo vegetativa de retrocruzamentos
interespecificos em palma de 6leo ainda sdo incipientes, ndo havendo no Brasil estudos
a respeito. Dessa forma, torna-se essencial a elaboracdo de eficientes métodos de
reproducdo vegetativa destes genotipos, tanto para se avancar com as primeiras geracées
de retrocruzamentos, como para aqueles individuos ja selecionados em populagdes de
cruzamentos que apresentam alta eficiéncia na producdo de 6leo, mas que, por serem
individuos Unicos, ndo podem ser multiplicados por técnicas convencionais devido a
segregacao genética.

Visando identificar o potencial genético de um genotipo antes da expressdo de
um fendtipo, o uso de marcadores moleculares é indicado como uma importante
ferramenta para a identificacdo e 0 acesso a variacGes genéticas entre os individuos.
Além disso, eles também podem ser usados para associar tais variacbes a uma
caracteristica de interesse ao melhoramento (CAIXETA et al. 2015). Para a deteccéo de
possiveis variagdes gendmicas e epigenéticas, diversos marcadores moleculares vém
sendo utilizados com sucesso (LEI et al. 2006; GANTAIT et al. 2015). Entre eles, os
marcadores ISSR e AFLP vém se destacando devido ao seu elevado grau de
polimorfismo e reprodutibilidade. Além disso, esses marcadores ndo necessitam do
desenvolvimento de primers especificos e nem do conhecimento prévio do genoma da
espécie em estudo (KUMAR et al. 2009; ARIF et al. 2010).

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo descrever um método para
a reproducdo vegetativa por embriogénese somética de retrocruzamentos
interespecificos de palma de 6leo, a partir de embrides zig6ticos, bem como, analisar a
fidelidade genética e epigenética dos regenerantes por meio da utilizacdo de marcadores
ISSR e AFLP (MSAP).

2. MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
(LCT-II) (ensaios de embriogénese somatica e analises ISSR) e no Laboratdrio de
Genética Vegetal (LGV) (andlises AFLP) da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia - Cenargen, em Brasilia — DF, Brasil.
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2.1 REPRQDUQAO VEGETATIVA DE RETROCRUZAMENTOS
INTERESPECIFICOS DE PALMA DE OLEO (Elaeis spp.) POR EMBRIOGENESE
SOMATICA

Para a inducéo da embriogénese somatica foram utilizados embrides zigdticos de
sementes maduras de retrocruzamentos interespecificos de palma de Oleo (Elaeis
oleifera x Elaeis guineensis), gendétipos SQ150, SR78 e SR84 (Figura 1). As sementes
foram cedidas pelo Programa de Melhoramento Genético de Palma de Oleo, conduzido
pela Embrapa Amazonia Ocidental (Estagdo Experimentaldo Rio Urubu), localizada em

Rio Preto da Eva, Amazonas - AM, Brasil.

SQ 150:
— Matricula de campo do Genitor Materno: B35 31 3;
— Cddigo do Genitor Materno: RU 3724 D;
— Coadigo do Genitor Paterno: RU 2681 P;
— Origemdo Genitor Materno: CAC48 x LM 2032 T;
— Origemdo Genitor Paterno: LM 2 T AF.

— Matricula de campo do Genitor Materno: B35 26 5;
— Codigo do Genitor Materno: RU 3720 D;

— Coadigo do Genitor Paterno: RU 2709 P;

— Origemdo Genitor Materno: CAC 33 x LM 3038 D;
— Origemdo Genitor Paterno: LM 2 T AF.

— Matricula de campo do Genitor Materno: B35 20 514;
— Codigo do Genitor Materno: RU 3713 D;

— Codigo do Genitor Paterno: RU 34 P;

— Origemdo Genitor Materno: LM 3323 D x CAIl 110;
— Origemdo Genitor Paterno: LM 2 T AF.

Figura 1. Genealogia dos retrocruzamentos de palma de 6leo utilizados para a
reproducdo vegetativa por embriogénese somatica.

Inicialmente, o endocarpo das sementes foi removido com o auxilio de um torno
mecanico para a obtengdo das améndoas. Em camara de fluxo laminar, as améndoas
foram submetidas a um processo de desinfestacdo pela imersédo em &lcool 70% durante
3 minutos, seguida de imersdo de 40 minutos, em solucdo de alvejante comercial a
100% (2 a 2,5% de cloro ativo), adicionado de uma gota de Tween-20 (Sigma, St.
Louis, MO) para cada 100 mL dessa solugdo. Posteriormente foram efetuados trés
enxagues com agua destilada autoclavada para a remoc¢do residual dos agentes
desinfestantes usados nesse processo. Para facilitar a excisdo do embrido, as sementes
foram imersas em &gua esterilizada durante 24 h antes da excisdo do embrido. Uma vez

excisados sob fluxo laminar, com a ajuda de pincas e bisturis, os embrides foram re-
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hidratados em agua estéril durante 1-2 horas e, posteriormente, inoculados em meio de
cultura.

O namero total de embrides zigoticos utilizados em cada um dos retrocruzamentos
foi de 195, 281, 198, para os genotipos SR78, SR84 e SQ150, respectivamente. Em
cada placa de petri (15 x 90 mm) foram colocados em média 10 embrides zigoticos.
Cada embrido zigético (EZ) foi considerado como Unico individuo.

A reproducdo vegetativa e a obtencdo de plantas foram avaliadas em dois periodos
de tempo distintos: aos cinco meses e aos 36 meses apos o inicio do cultivo.

Neste experimento, a metodologia utilizada seguiu aquela estabelecida no cap 1,

com algumas modificagdes.

2.1.1 INDUCAO DE CALOS EMBRIOGENICOS

A inducdo de calos foi realizada em placas de petri (15 x 90 mm), com 25 mL de
MS modificado (MURASHIGE e SKOOG, 1962), acrescido de 20 g.L™ de sacarose, 0,5
g.L" de L-glutamina e 2,5 g.L"* de carvéo ativado. A este meio de cultura foi adicionado
ainda a auxina Picloram (4 amino — 3,4,6-acido tricloro picolinico) na concentracdo de
450 UM, de acordo com a metodologia proposta por Scherwinski-Pereira et al. (2010).

Durante o periodo de inducdo de calos, as culturas foram acondicionadas no
escuro, em sala de crescimento, com temperatura de 25 + 2 °C e subcultivadas a cada
guatro semanas no mesmo meio de cultura, onde permaneceram por um periodo de 150
dias até serem transferidas para o0 meio de multiplicacdo de calos.

Nesta primeira etapa do estudo, as avaliagdes referentes a formacdo de calos
primarios e calos embriogénicos foram feitas a cada 30 dias, por um periodo de até 150
dias. Para tal, as seguintes variaveis foram avaliadas: formacdo de calos primarios e
formacéo de calos embriogénicos.

A formagdo de calos primarios foi determinada pelo aparecimento ou ndo
aparecimento de calos primarios, bem como o numero de embrides formados a partir de

calos primarios.

2.1.2 MULTIPLICACAO E MANUTENCAO DE CALOS

Para a multiplicacdo de calos, apds cerca de 150 dias em meio de inducgdo, as
culturas foram transferidas para meio de MS modificado com 20 g.L™ de sacarose,
acrescido de 0,5 g.L" de glutamina, 0,5 g.L" de caseina hidrolisada, 10 pM 2-

isopenteniladenine (2iP) e 40 uM de Picloram, sem carvéo ativado.
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Em ambas as etapas (inducdo e multiplicacdo de calos), as culturas foram
acondicionadas no escuro, em sala de crescimento, com temperatura de 25 = 2°C e
subcultivadas a cada quatro semanas para 0 mesmo meio de cultura, onde
permaneceram até estarem morfologicamente prontas para passarem para 0 meio de

diferenciacéo (cerca de trés meses).

2.1.3 DIFERENCIACAO DE EMBRIOES SOMATICOS

Para a diferenciacdo de embrides somaticos, os calos formados e multiplicados
foram cultivados em meio de MS modificado, com 30 g.L ™ de sacarose, 1 g.L" de
glutamina, 12,3 pM de 2iP (2-isopenteniladenina) e 0,54 pM de ANA (&cido
naftalenoacético), desprovido de carvao ativado.

Nesta etapa, o material foi mantido em sala de crescimento nas mesmas
condicdes de temperatura e auséncia de luz (descritas nas duas fases anteriores), até a

etapa de inicio da regeneracdo dos embrides somaticos diferenciados.

2.1.4 REGENERACAO DE EMBRIOES SOMATICOS

Para o desenvolvimento das plantas, calos contendo embrides diferenciados
foram transferidos para tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo 10 mL do meio de MS
modificado, com a metade da concentragdo de sais e vitaminas totais, 20 g.L™ de
sacarose e 1,5 g.L™* de carvéo ativado, desprovido de reguladores de crescimento.

Nesta etapa, as culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura
de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas e radiacdo luminosa de 52 pmol.m?s™ fornecida
por ldmpadas LED (Philips® - Green Power 20W 60Hz), onde permaneceram até
estarem aptas para a fase de enraizamento.

Na segunda etapa do estudo, aos 36 meses, as culturas foram avaliadas com
relacdo ao numero de embrides somaticos formados a partir de calos primarios, niumero
de plantas em fase de desenvolvimento e plantas regeneradas.

O ndmero de embrides somaticos formados por calo foi determinado em 5
classes: classe 0: nenhum embrido somatico produzido; classe 1: 1 a 3 embrides
somaticos por explante; classe 2: 4 a 10 embrides somaticos por explante; classe 3: > 10
embrides somaticos por explante e, por fim, a classe x: morte ou contaminagdo do
material vegetal. Para as varidveis plantas em fase de desenvolvimento e plantas

regeneradas, as mesmas foram contabilizadas individualmente.
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2.1.5 OTIMIZACAO DO ENRAIZAMENTO IN VITRO DAS PLANTAS

Apls a etapa de regeneracdo, as plantas desprovidas de raizes foram
inicialmente individualizadas e, posteriormente, induzidas ao enraizamento in vitro,
seguindo a metodologia descrita por Gomes et al. (2016). Para tanto, as plantas
incompletas foram cultivadas em tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo 10 mL de
meio de MS, com 30 g.L™ de sacarose, suplementado de 53,7 uM de AIB (4cido
indolbutirico).

As plantas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2
oC, fotoperiodo de 16 horas e radiacdo luminosa de 52 pmol.m?.s* fornecida por
lampadas LED (Philips® - Green Power 20W 60Hz), onde permaneceram até o
surgimento de pelo menos duas raizes para posteriormente serem aclimatadas em casa

de vegetacéo.

2.1.6 CARACTERISTICAS COMUNS DO CULTIVO IN VITRO DA PALMA
DE OLEO

Todos 0os meios utilizados no estudo foram geleificados com 2,5 g.L* de
Phytagel (Sigma®) e o pH foi ajustado para 5,8 + 0,1, antes da adi¢do do geleificante.
Os meios foram esterilizados por meio de autoclavagem a 121 °C durante 20 min.

2.1.7 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software livre estatistico

Para o teste y?, considerou-se hipétese nula Ho = quando a proporcao de réplicas
entre as classes 1, 2 e 3 foi homogénea e para hipo6tese alternativa H, = quando ao
menos um par de classes apresentou diferenca significativa com relacdo ao nimero de
embrides somaticos obtidos via embriogénese somaética. x> = (P < 0,001), significativo

ao nivel o= 5%.

2.2 ANALISI; MOLECULAR EM PLANTAS DE RETROCRUZAMENTOS
INTERESPECIFICOS DE PALMA DE OLEO (Elaeis spp.), REGENERADAS POR
EMBRIOGENESE SOMATICA

Para as analises moleculares, folhas jovens de plantas regeneradas a partir de trés

individuos/matrizes, identificados como 1, 2 e 3, foram utilizados como fontes doadoras
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de DNA genbmico. Nessa amostragem, para cada um dos trés individuos/matrizes
foram utilizadas 12 plantas regeneradas por embriogénese somatica do
retrocruzamentos interespecificos SQ150, totalizando, dessa forma, 36 individuos. A
escolha do gendtipo para as analises moleculares se deu pelo fato do genotipo SQ150
apresentar maior disponibilidade de material para as amostragens e com maior

homogeneidade de desenvolvimento.

2.2.1 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

A extracdo do DNA gendmico seguiu a metodologia modificada de Doyle e
Doyle (1990). Para isso, o material vegetal foi colocado em microtubos de 2 mL de
capacidade contendo duas beads de porcelana ¢ 700 pul da solu¢do CTBA + 2-
mercaptoetanol. Em seguida, as amostras foram trituradas por 40 segundos em
TissueLyser e entdo incubadas por uma hora em banho-maria a 65 °C sob agitacdo
ocasional a cada 10 minutos. Ap6s a incubagdo foram adicionados a mistura 600 uL de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) para auxiliar na purificacdo do DNA.
Posteriormente, os microtubos foram centrifugados a 11.000 rpm por 10 minutos e a
fase sobrenadante resultante transferida para novos microtubos, onde 400 puL de
isopropanol frio foram adicionados para precipitagédo do DNA.

Em seguida, os microtubos foram incubados a -20 °C por 1 hora sob agitacéo
ocasional a cada 15 minutos. Apds a incubacdo, o isopropanol foi descartado e o pellet
de DNA lavado duas vezes com 500 pL de etanol 70% e uma vez em 500 pL de etanol
100%. Apds as lavagens, o DNA foi seco em temperatura ambiente por 12 horas,
ressuspendido em 100 pL de tampdo TE com RNase (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM
EDTA e 10 mg ML21 RNase A).

O DNA foi quantificado por i) estimacdo em espectrofotdmetro e ii) em gel de
agarose 1% com brometo de etidio (10 uL/100mL de TBE). Os géis foram fotografados
em luz UV em fotodocumentador. Para amplificacdo do DNA foram utilizadas as

concentracdes finais de 3 e 20 ng.uL™, obtidas pela Eq. 1.

Vi.Ci=Vf.Cf

Sendo: Vi = volume inicial; Ci = concentracdo incial; Vf = volume final; Cf = concentragéo
final.
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Apols o processo de quantificacdo, o DNA foi armazenado a -20 °C até o

momento da utilizacao.

2.2.2 ANALISE ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)

Para a analise da fidelidade genética por marcadores ISSR foram inicialmente
selecionados 29 primers aleatorios (Sigma-Aldrich®), tendo como critério de selecdo a
quantidade de bandas amplificadas e a qualidade dos fragmentos gerados (Tabela 1).

As reagOes ISSR foram realizadas a partir de uma solu¢do de 13 pL contendo:
2,84 uL de 4gua ultrapura, 1,3 pL de tampéo IB 10X, 1,3 pL de BSA (2,5 pg.uL™), 1,3
pL de dNTPs (2,5 mM), 0,26 uL de Taq DNA polimerase (5 U.],tL'l), 3 uL de primer
(1,2 mM) e 3 pL de DNA gendmico (3 ng.uL™).

As amplificacbes por PCR foram realizadas em termocicladores Veriti®
Thermal Cycler (Applied Biosystems®), com o aquecimento inicial da solucdo a 94 °C
por cinco minutos para a desnaturacdo de toda a fita dupla de DNA, 35 ciclos de 45
segundos a 94 °C para desnaturacdo, 45 segundos a 56 °C para o anelamento dos
primers e um minuto a 72 °C para a sintese da cadeia complementar pela DNA
polimerase, seguido de sete minutos a 72 °C para a completa extensdo de todas as
cadeias complementares.

Por fim, os fragmentos de DNA amplificados via PCR foram separados por
eletroforese horizontal em gel de agarose 1,5% acrescido de brometo de etidio. Os
fragmentos obtidos foram entdo observados sob luz ultravioleta e fotodocumentados por
sistema eletrénico de captura de imagens. Nesse processo, foi utilizado como padrédo o
DNA 1Kb “ladder” (Invitrogen®), contendo fragmentos de DNA de tamanhos
conhecidos, além de uma amostra sem DNA para controle negativo.
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Tabela 1. Lista dos 29 primers utilizados na analise da fidelidade genética de plantas de
palma de Oleo produzidas via embriogénese somatica por marcadores ISSR e suas
respectivas sequéncias

Primer Sequéncia §' - 3' Primer Sequéncia §' - 3'
2zm CACACACACACACACAGG® 52 zm GGCACCACACACACACACACACA
Jzm CACACACACACACACAAT 53 zm CGCAACACACACACACACACACA
4zm CACACACACACACACAAC 54 zm GGCTACACACACACACACACACA
6 zm CACACACACACACACAGC 55 zm CCTCCACACACACACACACACA
7zm CACACACACACACAATCT 56 zm GCTACCACACACACACACACACA
8zm CACACACACACACAATCC 57 zm CGTCCACACACACACACACACA
11 zm TGTCACACACACACACAC 58 zm CGAACCACACACACACACACACA
12 zm GGTCACACACACACACAC 59 zm GGCCAGCTGCTGCTGCTGCTGCT
15 zm GTGCACACACACACACAC 60 zm GCCACGCTGCTGCTGCTGCTGCT
16 zm CGGCACACACACACACAC 5pv ACTGACTGACTGRG
17 zm CAGCTCTCTCTCTCTCTC 9ps ACACACACACACACACYA
18 zm GTGCTCTCTCTCTCTCTC 10 ps AGAGAGAGAGAGAGAGYT
32 zm AGCAGCAGCAGC 1ps GTGTGTGTGTGTGTGTYC
39 zm AGCAGCAGCAGCAC 12 ps CACACACACACACA

M zm  GCACCCACACACACACACACACA

Os nucleotideos R e Y, inseridos nas sequéncias dos primers 5 pv e 9, 10 e 11 ps,
representam a utilizacdo de ambas as pirimidinas (T e C) e ambas as purinas (G e A),
respectivamente. *Sequéncias sublinhadas representam os nucleotideos ancorados nas
extremidades 5 ou 3. Fonte: GOMES, 2016.

2.2.2.1 Analise dos dados dos marcadores ISSR

Para a analise dos dados dos marcadores ISSR, cada fragmento visualizado foi
considerado um loco de DNA. Estes marcadores foram entdo avaliados como dados
binarios, utilizando-se "1" para indicar a presenca e "0" para indicar a auséncia do
fragmento. Em seguida, os dados binarios foram utilizados para estimar os niveis de
alteracdo gendmica ocasionados em decorréncia do cultivo in vitro.

Para tanto, o nimero de mutacBes observadas (fragmentos polimorficos) foi
dividido pelo numero total de fragmentos amplificados. Para a determinagdo do numero

de mutagdes, utilizou-se o principio de que um fragmento € considerado polimorfico se
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ele estiver ausente em pelo menos um dos individuos e presente nos demais ou presente
em pelo menos um individuo e ausente nos demais.

Para maior consisténcia dos resultados da analise de fidelidade genética das
plantas de palma de 6leo micropropagadas via embriogénese somatica, as reacées ISSR
dos locos que detectaram variagdes somaclonais, bem como, as reacfes das bandas que

apresentaram baixa fluorescéncia, foram repetidas por 3 vezes.

2.2.3 ANALISE AFLP (MSAP)

Para a andlise por marcadores AFLP (MSAP), inicialmente 100 ng de DNA
gendmico foram digeridos com a enzima de corte raro EcoRl combinada com as
enzimas de corte frequente sensiveis a metilacdo Hpall e Mspl. Nessa etapa, 0 processo
de digestdo foi realizado simultaneamente a etapa de ligacdo dos adaptadores. Para
tanto, foi realizada uma reagdo de 20 pL contendo: 2 pL de tampao ligase 10X, 0,2 pL
de NaCl (5 M), 0,1 pL de BSA (10 mg.mL™), 0,21 pL de T4 DNA ligase (5 U.uL™), 1
uL do mix dos adaptadores EcoA™ e ECOA™ (5 uM), 1 pL do mix dos adaptadores
Mse/HpaA* e Mse/HpaA™ (50 uM), 0,25 pL da enzima EcoRI-HF (20 U.uL™), 0,5 pL
da enzima Mspl ou Hpall (10 U.uL™), 5 uL de DNA gendmico (20 ng.uL™), além de
9,74 uL de H,O ultrapura. A reacdo foi entdo incubada a 37 °C por 2 horas, seguida de
uma hora de incubacéo a 17 °C. Por fim, a solu¢do de digestdo/ligacdo foram acrescidos
80 uL de H,O ultra pura.

Para a amplificacdo dos fragmentos clivados pelas duas combinacdes de
enzimas, primeiramente foi realizado uma amplificacdo pré-seletiva utilizando-se
primers especificos acrescidos de apenas uma base seletiva, sendo a base A para o
primer EcoRI e a base C para os primers Hpall/Mspl (Tabela 2). Nessa fase, a reacdo
foi realizada em volume de 20 pL contendo 4 puL de betaine (5 M), 2 uL de tampao 1B
10X, 2 uL de dNTPs (2,5 mM), 0,2 uL. de Tag DNA polimerase (5 U.uL'l), 2 uL do
primer Eco+A (5 uM), 2 puL do primer MH+T (5 puM), 2 pL da solugdo de
digestao/ligacao diluida e 5,8 ulL de H,O ultrapura.

Os isosquizomeros Hpall e Mspl apresentam o mesmo sitio de restricdo (5°-
CCGG-3’), porém exibem sensibilidade diferente & metilacdo: Mspl reconhece esse
sitio e corta, mesmo se a citosina interna estiver metilada (5’-CCmGG-3’), mas ¢
incapaz de cortar se a citosina externa estiver metilada (5’-mCCGG-3’), enquanto o

corte pela Hpall é realizado quando a citosina externa esta semimetilada (5’-mCCGG-
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3’/ 3°-CCGG-5’) e ¢ bloqueado se a citosina interna estiver metilada (5°-CCmGG-3°)
(FRANCISCHINI, 2013).

Tabela 2. Sequéncias (5 - 3*) dos adaptadores ¢ primers utilizados na andlise
epigenética de plantas de dendezeiro produzidas via embriogénese somatica por
marcadores AFLP (MSAP)

Nome Enzima Tipo Sequéncia (&' - 3
Ecol+ Ecokl Adaptador (+) CTCGTAGACTGCGT ACC
Ecoh- EcoRl Adaptador (-) AATTGGTACGCAGTCTAC
MWse/Hpah+ WsplHpall Adaptador (+) GACGATGAGTCTAGAA
Mse/Hpah- WsplHpall Adaptador (-} CGTTCTAGACTCATC
Eco+A EcoRl Frimer +1 GACTGCGTACCAATTCA
MWH+T Mspl/Hpall Primar +1 GATGAGTCTAGAACGGT
Eco+AAG EcoRl Frimer +3 TGACTGUGTACCAATTCAAG
Eco+AGG EcoRl Frimer +3 TGACTGUGTACCAATTCAGG
Eco+ACG EcoRl Primer +3 *CACTGCGTACCAATTCACG
MH+TAA MsplHpall Primer +3 GATGAGTCTAGAACGGTAA
MH+TCC MsplHpall Primer +3 GATGAGTCTAGAACGGTICC
MH+TAG Mspl/Hpall Primer +3 GATGAGTCTAGAACGGTAG
MH+TAC Mspl/Hpall Primer +3 GATGAGTCTAGAACGGTAC
MH+TGA MsplHpall Primer +3 GATGAGTCTAGAACGGIGA
MH+TGG MsplHpall Primer +3 GATGAGTCTAGAACGGIGGE
MWH+TTA, Mspl/Hpall Primer +3 GATGAGTCTAGAACGGTT

*Primers marcados com a utilizagdo do fluorocromo VIC®. Sequéncias sublinhadas
representam as bases seletivas dos primers utilizados.

A amplificacdo por PCR foi entdo realizadas em termocicladores Veriti®
Thermal Cycler (Applied Biosystems®), com o aquecimento inicial da solucdo a 72 °C
por dois minutos, seguido de 20 ciclos de 30 segundos a 94 °C para desnaturacdo, 1
minuto a 56 °C para o anelamento dos primers e 2 minuto a 72 °C para a sintese da
cadeia complementar pela DNA polimerase, além de dois minutos a 72 °C e 30 minutos
a 60 °C. Apo6s a amplificagdo pré-seletiva, também foram acrescidos 80 uL de H,O ultra
pura a solucéo resultante.

Em seguida, a amplificacdo seletiva foi realizada pelas seguintes combinagdes
dos primers EcoRI/Hpall e EcoRI/Mspl: AAG-TAA, AAG-TCC, AAG-TAG, AAG-
TAC, AAG-TGA, ACG-TGG e AGG-TTA. Para tanto, as reac6es foram realizadas a
partir de uma solugao de 10 pL, contendo 1 pL de tampao IB 10X, 0,1 pL de Taqg DNA
polimerase (5 U.uL'l), 0,3 uL de primer Eco+3 (5 uM), marcados com a utilizagdo do
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fluorocromo VIC®, 0,3 uL de primer MH+3 (5 uM), 0,8 uL. de dNTPs (2,5 mM), 2 uL
de DNA pre-amplificado diluido e 5,5 pL de H,O ultra pura.

Nessas amplificacdes, a PCR foi iniciada com 2 minutos a 94 °C, seguidos por
10 ciclos constituidos de: desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 66 °C
por 30 segundos, com reducdo de 1 °C a cada ciclo, e extensdo a 72 °C por 1 minuto,
além de 25 ciclos compostos por: 30 segundos a 94 °C para desnaturacdo, 30 segundos a
56 °C para anelamento e 1 minuto a 72 °C para extens&o, finalizados por 3 minutos a 72
°C e 30 minutos a 60 °C.

Ap6s essa PCR, 1 pL. das amostras amplificadas seletivamente foi acrescido a
9,5 uL de formamida Hi-Di (agente desnaturante), juntamente com 0,5 pL. de um
marcador de peso molecular com amplitude de 50 a 550 pares de base. Posteriormente,
essa mistura foi submetida a incubacdo a 95 °C por 5 minutos para desnaturacdo das
fitas duplas amplificadas, que foram entdo separadas em sequenciador automatico 3730

DNA Analyzer da Thermo Fisher Scientific®, por meio de eletroforese em capilares.
2.2.3.1 Andlise dos dados dos marcadores AFLP (MSAP)

Para a andlise dos dados dos marcadores AFLP (MSAP) foi utilizado
inicialmente o programa Genographer 2.1, onde foram gerados géis digitais utilizados
para a avaliacdo da qualidade das amplificacGes realizadas. Apos essa etapa foram entdo
empregados os programas Peak Scanner 2 e R 3.3.0, com pacote RawGeno AFLP
scoring 2.0, para a conversdo dos eletroferogramas em uma matriz de dados binarios,
onde também foram utilizados "1" para indicar a presenca e "0" para indicar a auséncia
de banda. Nesse processo, foram considerados apenas fragmentos com comprimentos
entre 50 e 550 pares de base. Nele, para aumentar a consisténcia dos dados, a analise
automatica dos picos foi posteriormente refinada com a realizagdo de uma analise
manual.

Finalmente, para a avaliacdo da distancia epigenética dos individuos obtidos pela
embriogénese somatica do dendezeiro, os dados obtidos pela utilizagdo dos marcadores
AFLP (MSAP) foram entdo submetidos a analise de coordenadas principais (PCoA) e
analise de variancia molecular — AMOVA (EXCOFFIER et al. 1992), empregando-se
novamente o programa R 3.3.0 com o pacote RawGeno AFLP scoring 2.0 (PEREZ e
FIGUEROA, 2013). Nessa andlise foi avaliada também a percentagem de locos

susceptiveis ou ndo a metilagéo.
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Os dados binéarios foram utilizados ainda para a quantificacdo do nimero de
sequéncias Hpall e Mspl perdidas e ganhas pelos individuos micropropagados. Nesse
caso, utilizou-se também o principio de que um fragmento é considerado polimorfico se
ele estiver presente em pelo menos um dos individuos e ausente nos demais ou ausente

em pelo menos um clone e presente nos demais.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 REPRQDUQAO VEGETATIVA DE RETROCRUZAMENTOS
INTERESPECIFICOS DE PALMA DE OLEO (Elaeis spp.) POR EMBRIOGENESE
SOMATICA

3.11 FQRMA(}AO DE CALOS PRI'MARIOS, CALOS EMBRIOGENICOS E
REGENERACAO DE PLANTAS NO GENOTIPO SR78

Dos 195 embrides zig6ticos do genotipo SR78 inoculados para a inducdo de
calos, 136 apresentaram entumecimento aos 15 dias de cultivo. Aos 30 dias, 113
embrides apresentaram a formacdo de calos primarios e destes, apenas 23 ndo se
mostraram responsivos a fase de inducdo. Além da formacdo dos calos primarios, nesta
fase também foi possivel observar o aparecimento de cerca de 1% de calos ja com
aspecto embriogénico a partir dos calos primarios (Figura 2). Aos 60 dias em MIC,
observou-se um aumento na formacdo de calos primarios, passando de cerca de 85%
(aos 30 dias) para ao redor de 90%. Nesta avaliacéo, a formacéo de calos embriogénicos
ficou em torno de 13%. Aos 90 dias em MIC, 100% dos 113 embriGes zigo6ticos
responsivos (explantes) apresentavam formacdo de calo primario. Além disso, a
formacdo de calos embriogénicos a partir dos calos primarios aumentou em mais de 3

vezes a sua percentagem, passando de 13% (aos 60 dias) para 43% dos calos.
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Figura 2. Curva de formac&o de calo primério e calo embriogénico dos 113 explantes
que responderam & inducgéo de calos.
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A andlise da frequéncia absoluta e relativa revelou que, aos 150 dias em MIC, 56
dos 113 calos primérios, ou seja, quase 50% dos explantes apresentavam a formacgéo de

calos embriogénicos ‘(Tabela 3).

Tabela 3. Frequéncia absoluta e relativa da de calos embriogénicos a partir de calos
primarios no genotipo SR78, aos 150 dias em meio de inducao

Calos embriogénicos Calos embriogénicos ndo Total
formados formados
56 57 113
(49%) (51%) (100%)

Uma vez formados os calos em meio de inducdo, os mesmos foram transferidos
para meio de multiplicacdo onde permaneceram por pelo menos mais quatro meses.
Entdo foram transferidos para meio de diferenciacdo por trés meses, quando entdo
foram cultivados em meio de regeneracdo quando, aos 36 meses apds o inicio do cultivo
foram avaliados. Assim, analisando-se as frequéncias absoluta e relativa (Tabela 4) do
namero de embrides somaticos gerados a partir dos explantes, verificou-se que 16
explantes (14%) formaram entre 1 e 3 embriGes somaticos, 8 explantes (7%) formaram
entre 4 e 10 embrides e 7 explantes (6%) formaram acima de 10 embriGes somaticos por
explante. De maneira geral, fatores como oxidacdo e contaminacdo dos explantes
podem ocorrer, causando dessa forma, perdas aos experimentos devido a morte dos
explantes. Para o genétipo SR78 em torno de 73% dos calos formados ndo

diferenciaram embriGes somaticos até 0 momento da avaliacao.

Tabela 4. Frequéncia absoluta e relativa dos 113 explantes do genétipo SR78 que
formaram embrides somaticos

Numero de embries somaticos por explante em cada classe

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4* Total
1-3 4-10 >10 X
16 8 7 82 113
(14,2 %) (7,1 %) (6,2 %) (72,6 %) (100 %)

*A classe 4 foi caracterizada pelos calos que ndo apresentaram diferenciacdo de
embrides somaticos.

Para verificar se a proporcao de embriGes somaticos por explante entre as classes

1, 2 e 3 do referido gendtipo eram homogéneas ou ndo, uma vez que os valores

100



absolutos de ocorréncia nas classes 1 e 2 mostraram-se relativamente baixos para o
genétipo SR78, foi realizado o teste estatistico x°. Na analise, considerou-se no teste
como hipétese nula (Ho) sendo a propor¢do de embrides somaticos entre as classes 1, 2
e 3 como homogénea. A hipotese alternativa (Ha) considerado foi quando a0 menos um
par de classes apresentava diferencas estatisticas significativas da propor¢do de

embribes somaticos entre as classes (Tabela 5).

Tabela 5. Valores observados e valores esperados (em parénteses) de ES sob a hipotese
nula Ho de homogeneidade em relagdo ao numero de embrides somaticos de acordo com
as classes

Numero de embrides por explante

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Total
1-3 4-10 >10
Observado 16 8 7 31
Esperado (10,33) (10,33) (10,33) 31

Dessa forma, verificou-se para o teste y° que a hipotese nula Hy foi aceita, pois,
de acordo com os resultados apresentados na Tabela 5, a proporc¢éo entre as classes 1, 2

e 3 foi homogénea e, portanto, ndo significativa (Tabela 6).

Tabela 6. Valores ° obtidos para cada uma das classes com relacdo ao niimero de
embribes somaticos por explante do gen6tipo SR78.

Numero de embribes por explante

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Total
1-3 4-10 >10
v 3,107 0,527 1,075 4,709

O teste ° foi executado usando-se o software livre estatistico R. O resultado obtido foi x* = 4.709 e 0 p-
valor desta analise estatistica foi 0,095, ndo sendo o teste significativo ao nivel o= 5% .

Ao se avaliar o numero de plantas regeneradas para o genotipo SR78, observou-
se uma media inferior a 5 plantas regeneradas, a partir dos 113 explantes que
responderam & inducdo de calos. Todavia, a possibilidade de regeneracdo de plantas
para este gendtipo pode ser considerado maior, uma vez que ainda existem embriGes em
fase de desenvolvimento (maturacéo) para este gendétipo. Além disso, esta media pode
estar subestimada pelo fato de muitos embriGes somaticos do genotipo SR 78 ainda
estarem em fase de diferenciagdo e estes, provavelmente se desenvolvam em novas

plantas.
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3.1.2 FORMAGCAO DE CALOS PRIMARIOS, CALOS EMBRIOGENICOS E
REGENERACAO DE PLANTAS NO GENOTIPO SR84

Dos 281 embrides zigoticos do genotipo SR84 inoculados para a inducdo de
calos, 227 apresentaram entumecimento aos 15 dias de cultivo. Aos 30 dias apos a
inoculacdo em meio de inducéo de calos (MIC), cerca de 80% dos explantes em cultivo
ja apresentavam formacéo de calo primario (Figura 3) e apenas 54 (19%) deles nédo se
mostraram responsivos. Para este genotipo, ndo se observou a formacdo de calos
embriogénicos no primeiro més de avaliagdo do estudo. Aos 60 dias em MIC, observou-
se um aumento na formacgdo de calos primarios, passando de 80% (aos 30 dias) para
94%. Nesta avaliacdo, além da formacdo dos calos primarios, também foi possivel
observar o0 aparecimento de cerca de 22% de calos com aspecto embriogénico nos calos
primarios. Aos 90 dias em MIC, 97% dos 227 embrifes zigbticos (explantes)
apresentavam formagdo de calo primério. Além disso, a formacdo de calos
embriogénicos nos calos primarios aumentou para cerca de 32%.

Aos 120 dias, cerca de 98% dos 227 explantes apresentavam formacédo de calo
primario. Além disso, 34% dos calos primarios apresentavam a formacdo de calos
embriogénicos nesta fase.

Aos 150 dias, 100% dos explantes apresentaram formacéo de calo priméario, bem
como 37% dos calos primarios apresentavam a formacéo de calos embriogénicos, para o
este periodo.

Assim como para o gendtipo anterior, uma vez formados os calos em meio de
inducdo, os mesmos foram transferidos para meio de multiplicacdo onde permaneceram
por pelo menos mais quatro meses. Entdo foram transferidos para meio de diferenciacdo
por trés meses, quando entdo foram cultivados em meio de regeneracdo quando, aos 36
meses apds o inicio do cultivo foram avaliados. Dessa forma, analisando-se as
frequéncias absoluta e relativa (Tabela 8) do nimero de embrides somaticos gerados a
partir dos explantes, verificou-se que 1 deles ndo apresentou formacdo de embrides
somaticos (ES), 18 calos (7,9%) formaram entre 1 e 3 ES, 13 explantes (5,7%)
formaram entre 4 e 10 ES e 17 (7,5%) formaram acima de 10 ES por explante. Para este
gendtipo, a ndo diferenciacdo de ES, até 0 momento da avaliacéo, foi de 178 explantes,

0 que correspondeu a 78,5% do total de calos formados em cultura.
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Figura 3. Curva de formacdo de calo primario e calo embriogénico de 227 explantes
que responderam a inducéo de calos.

Tabela 7. Formacdo de calos embriogénicos nos explantes do genotipo SR84 aos 150
dias em meio de inducdo da embriogénese somatica

Calos embriogénicos Calos embriogénicos ndo
Total
formados formados
83 144 227
(36,6 %) (63,4 %) (100 %)

Tabela 8. Frequéncia absoluta e relativa dos 227 explantes do gendtipo SR84 que
formaram embrides somaticos

Numero de embrides somaticos por explante

Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4*
0 13 4-10 >10 X Total
1 18 13 17 178 227
(0,4 %) (7,9 %) (5,7 %) (7,5 %) (78,5 %) (100 %)

*A classe 4 foi caracterizada pelos calos que ndo apresentaram diferenciacdo de
embrides somaticos.

Para verificar se a proporcao de embrides somaticos por explante entre as classes

1, 2 e 3 do referido gendtipo eram homogéneas ou ndo, uma vez que 0s valores
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absolutos de ocorréncia nas classes 1 e 2 mostraram-se relativamente baixos para o
gen6tipo SR84, foi realizado o teste estatistico x°. Na analise, considerou-se no teste
como hipdtese nula (Ho) sendo a propor¢do de embrifes somaticos entre as classes 1, 2
e 3 como homogénea. A hipotese alternativa (Ha) considerado foi quando a0 menos um
par de classes apresentava diferencas estatisticas significativas da proporcdo de

embrides somaticos entre as classes (Tabela 9).

Tabela 9. Nimero de embriGes sométicos do gendtipo SR84, de acordo com as classes

NUmero de embrides somaticos por explante
Classe 1 Classe 2 Classe 3

1-3 4-10 10 Total
Observado 18 13 17 48
Esperado (16) (16) (16) 48

Verificou-se para o teste y° que a hip6tese nula Hy foi aceita, pois, de acordo com
0s resultados apresentados na Tabela 10, a proporgdo entre as classes 1, 2 e 3 foi
homogénia e, portanto, nao significativa (Tabela 5). Verificou-se ainda que o numero o
nimero de embrides somaticos obtidos para o genotipo SR84 via embriogénese

somatica esteve dentro da média esperada (Tabela 4).

Tabela 10. Valores * obtidos para cada uma das classes com relagdo ao nimero de
embrides somaticos por explante do gen6tipo SR84

NUmero de embrides somaticos por explante
Classe 1 Classe 2 Classe 3
1-3 4-10 >10
e 0,250 0,562 0,063 0,875

O teste ' foi executado usando-se o software livre estatistico R. O resultado obtido foi x2 = 0.875 e 0 p-
valor desta analise estatistica foi 0.6456 ndo sendo o teste significativo ao nivel o= 5%.

Total

Para 0 numero de plantas regeneradas do gendtipo SR84, observou-se uma
média de 35 plantas regeneradas a partir dos 227 explantes que responderam & inducao
da embriogénese somatica. Todavia, assim como descrito para o genétipo anterior, a
possibilidade de de regeneracdo de novas plantas para este genotipo demonstra que o
mesmo ainda pode formar novas plantas, uma vez que varios explantes atualmente em

cultivo ainda apresentam continuamente a regeneracdo de embrides somaticos.
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3.1.3 FORMACAO DE CALOS PRIMARIOS, CALOS EMBRIOGENICOS E
REGENERACAO DE PLANTAS PARA O GENOTIPO SQ150

Dos 198 embrides zigoéticos do genotipo SQ150 inoculados para a inducgdo de
calos, 161 apresentaram entumecimento aos 15 dias de cultivo. Aos 30 dias apos a
inoculacdo em meio de inducdo de calos (MIC), 161 (76,3%) embrides zigdticos
apresentaram formacéao de calos primarios e apenas 37 (23,7%) embriGes zigoticos nao
se mostraram responsivos a fase de inducgdo nesse periodo. Assim como observado no
gendtipo SR84, para o genotipo SQ150 ndo se observou a formacgdo de calos
embriogénicos no primeiro més de avaliacdo. Aos 60 dias em MIC, 88% dos explantes
apresentaram formacdo de calos priméarios. Nesta avaliacdo, também foi possivel
observar ao redor de 48% de calos com aspecto embriogénico a partir dos calos
primarios (Figura 4). Ja aos 90 dias em MIC, 93% dos 161 embrides zigoticos
apresentavam formacao de calo primario. Além disso, obervou-se a formacdo de 56%
de calos embriogénicos.

Aos 120 dias, 98% dos explantes apresentaram formacdo de calo primario,
chegando a 100% no més posterior. Além disso, 59% dos calos primarios
apresentavam-se embriogénicos, bem como aos 150 dias, cerca de 78% dos calos

apresentavam-se embriogénicos em MIC.
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Figura 4. Curva de formacdo de calo primario e calo embriogénico de 161 explantes
que responderam a inducéo de calos.
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Tabela 11. Formacdo de calos embriogénicos nos explantes do genétipo SQ 150, aos
120 dias em meio de inducdo da embriogénese somatica

Calos embriogénicos Calos embriogénicos nao
Total
formados formados
126 35 161
(78,3%) (21,7%) (100%)

Assim como para 0s genoétipos anteriores, uma vez formados os calos em meio
de indugdo, os mesmos foram transferidos para meio de multiplicagdo onde
permaneceram por pelo menos mais quatro meses. Entdo foram transferidos para meio
de dierenciacgdo por trés meses, quando entdo foram cultivados em meio de regeneragédo
quando, aos 36 meses apds o inicio do cultivo foram avaliados. Dessa forma,
analisando-se as frequéncias absoluta e relativa (Tabela 12) do ndmero de embrides
somaticos gerados a partir dos explantes, verificou-se que um deles ndo apresentou
nenhum tipo de ES, 55 explantes (34,2%) formaram entre 1 e 3 ES, 29 explantes (18%)
formaram entre 4 e 10 ES e 17 explantes (10,6%) formaram acima de 10 ES por
explante. Para este genotipo, 59 explantes ndo apresentaram diferenciacdo de ES, o que
correspondeu a 36,6% do numero total de explantes estabelecidos em cultura.
Verificou-se ainda que o ndmero o numero de embriGes somaticos obtidos para o
genotipo SQ150 via embriogénese somatica estava dentro da média esperada (Tabela
12).

Tabela 12. Frequéncia absoluta e relativa dos 161 explantes do gen6tipo SQ150 que
formaram embrifes somaticos

NUmero de embrides somaticos por explante

Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4*
0 1-3 4-10 510 X Total
1 55 29 17 59 161
(0,6 %) (34,2%) (18%) (10,6%) (36,6%) (100 %)

*A classe 4 foi caracterizada pelos calos que ndo apresentaram diferenciacdo de
embrides somaticos.

Para verificar se a proporcao de embrifes sométicos por explante entre as classes
1, 2 e 3 do referido gendtipo eram homogéneas ou ndo, uma vez que os valores
absolutos de ocorréncia nas classes 1 e 2 mostraram-se relativamente baixos para o
gendtipo SQ150, foi realizado o teste estatistico x°. Na analise, considerou-se no teste y°

como hipdtese nula (Ho) sendo a propor¢do de embrifes somaticos entre as classes 1, 2
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e 3 como homogénea. A hipotese alternativa (Ha) considerado foi quando a0 menos um
par de classes apresentava diferencas estatisticas significativas da proporgdo de
embrides somaticos entre as classes (Tabela 13)

Tabela 13. Numero de embriGes somaticos do gendtipo SQ150, de acordo com as
classes

Numero de embrides somaticos por explante

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Total

1-3 4-10 >10
Observado 55 29 17 101
Esperado (33,7) (33,7) (33,7) 101

O teste y° executado e o resultado obtido foi y* = 22.416 e o p-valor desta
estatistica foi 1.357x107, sendo portanto o teste significativo ao nivel o= 0,1% . Em
outras palavras, contrariarmente ao outros dois genoétipos anteriores, neste, foi rejeitada
a hipdtese de nulidade (Ho) e aceita a hipotese (H,) de que para o individuo SQ150 ao
menos um par de classes apresentou diferenca estatisticamente significativa de

proporcéo de individuos responsivos (Tabela 14).

Tabela 14. Valores * obtidos para cada uma das classes com relagdo ao nimero de
embrides somaticos por explante do gen6tipo SQ150

NUmero de embrides somaticos por explante

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Total
1-3 4-10 >10
e 13,518 0,647 8,251 22,416

O teste y° foi executado usando-se o software livre estatistico R. O resultado obtido foi x° = 22.416 e 0 p-
valor desta andlise estatistica foi 1.357x107 sendo o teste significativo ao nivel o= 0,1%.

Assim, dos 161 explantes do individuo SQ150, pode-se conjecturar que uma das
classes tenha mais chances de se enquadrar na classe 1-3 e menos chance de se
enquadrar na classe >10, pois 0 mesmo produziu significativamente mais explantes com
1 a 3 embrides por calo em relacdo as demais classes e produziu significativamente
menos calos com 10 ou mais embrides somaticos se comparados as demais classes.
Adicionalmente, observou-se que o genotipo SQ150 apresentou uma media de 88 (55%)
plantas regeneradas a partir dos 161 explantes que responderam a inducdo da
embriogénese somatica.

Na Figura 5, podem ser observados os aspectos morfolégicos durante a
embriogénese somatica em retrocruzamentos interespecificos de palma de 6leo, que

caracterizam as etapas seguidas neste estudo.
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‘ E —
Flgura 5. Aspectos morfolégicos da embriogénese somatica de retrocruzamentos
interespecificos de palma de 6leo. A) Multiplicacdo de calos; B) Calos e embrides
somaticos em diferentes fases de desenvolvimento; C) Embrides somaticos em estadio
torpedo; D) Cluster composto por plantas com raizes; E) Plantas formadas prontas para
a individualizacdo; F) Plantas individualizadas; G) Plantas amostrais com raizes
desenvolvidas utilizada nas analises moleculares. Barra (D) 1 cm.

3.2 ANALISE MOLECULAR EM PLANTAS DE RETROCRUZAMENTOS
INTERESPECIFICOS DE PALMA DE OLEO (Elaeis spp.) REGENERADAS POR
EMBRIOGENESE SOMATICA

3.2.1 ANALISE DA FIDELIDADE GENETICA POR MARCADORES ISSR
(Inter Simple Sequence Repeats)

Na Figura 6 é apresentado o dendrograma gerado pelo método de agrupamento
UPGMA (agrupamento aos pares pela média aritmética ndo ponderada) para a avaliagcdo
da relacdo genética entre as plantas regeneradas por embriogénese somatica em
retrocruzamentos interespecificos de palma de dleo.

As analises mostraram uma clara tendéncia de agrupamento entre as plantas
regeneradas, de acordo com o0 respectivo individuo matriz utilizado como fonte de
explante para a regeneragdo das mesmas. A tendéncia de materiais genéticos se
agruparem em grupos génicos distintos que podem ser explorados para fins de
melhoramento, também foi verificada em outra palmeira, como o agaizeiro (OLIVEIRA
et al. 2003, DOMICIANO et al. 2015).
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Figura 6. Dendrograma gerado pelo método de agrupamento UPGMA da relagdo entre
as plantas regeneradas por embriogénese somatica em retrocruzamentos interespecificos
de palma de 6leo.

De acordo com as analises, ndo houve variacdo genética entre as plantas
regeneradas a partir do individuo matriz 1, bem como para as plantas regeneradas a
partir do individuo matriz 3. Todavia, as andlises indicaram variacdo genética (Figura 6
e Figura 7 A) em plantas obtidas do individuo matriz 2, quando se utilizou o primer 32
zm, bem como no primer 59 zm (Figura 7 B). Assim, de acordo com os resultados
obtidos neste trabalho, é possivel inferir que a regeneracao de plantas por embriogénese
somatica, a partir de embrides zigdticos, pode apresentar até 97,5% de similaridade
quando as plantas s@o regeneradas e avaliadas dentro do mesma matriz que Ihe deu
origem. No entanto, plantas regeneradas por esse mesmo sistema, quando comparadas
com plantas regeneradas de outros embribes zigéticos utilizados como matrizes, podem
apresentar variabilidade genética superior a 20%, ou seja, similaridade genética de
apenas 80%. Esse fato pode comprometer trabalhos que pensam em utilizar embrides
zigoticos como fonte de explantes para a clonagem de genotipos adultos.
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Figura 7. Anélise da fidelidade genética pelo marcador molecular ISSR em plantas de
retrocruzamentos interespecificos de palma de o6leo, regeneradas por embriogénese
somatica. A) Primer 32 zm e B) Primer 59 zm. Setas vermelhas: variacdo somaclonal.

Tregear et al. (2002) afirmam que em plantas da palma de 6leo, a presenca de
auxinas no meio de cultura leva a expressdo de genes relacionados com a variacdo
somaclonal “mantled”. Neste caso, ocorrem em resposta ao estresse induzido pelas
préprias condi¢cdes do meio in vitro, como por exemplo, 0 meio de cultura, os inimeros
subcultivos consecutivos e, principalmente os reguladores de crescimento. Neste
contexto, muitos estudos estdo sendo realizados com plantas da palma de 6leo obtidas in
vitro, levando-se em consideracdo a fidelidade genética dos individuos, bem como os
fatores epigenéticos envolvendo a metilagdio do DNA (JALIGOT et al. 2000,
TREGEAR et al. 2011, PADUA 2015)

3.2.2 Anélise da variagdo epigenética por marcadores AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism)

Os resultados referentes a analise da fidelidade epigenética das plantas de
retrocruzamentos interespecificos de palma de 6leo (Elaeis spp.) regeneradas por
embriogénese somatica e realizada pelo emprego dos marcadores AFLP (MASP) séo
apresentados na Tabela 15. Nessa analise, verificou-se ao todo a amplificacdo de 357
sitios do genoma nas 36 plantas avaliadas. Nessas amplificagcdes, constatou-se que, no
geral, cerca de 69% destas regides revelaram-se sensiveis a metilacdo, enquanto que

31% ndo se mostraram susceptiveis a esta alteragdo quimica.
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Tabela 15. Andlise da variacdo epigenética pelo marcador molecular AFLP em plantas
de retrocruzamentos interespecificos de palma de éleo, regeneradas por embriogénese
somatica

Analise AFLP

N° de Individuos avaliados Locos amplificados Locos com metilagdo Locos sem metilagdo

36 357 245 112

Ademais, com a analise de variancia molecular (AMOVA) dos locos sujeitos a
metilacdo, constatou-se ainda que 17,8% da variacdo epigenética total dos regenerantes
esta localizada dentro dos grupos (individuos matrizes 1, 2 e 3), enquanto que apenas
3,9% encontram-se entre os mesmos (Tabela 16).

Tabela 16. Andlise de variancia molecular (AMOVA) dos locos submetidos ou ndo ao
processo de metilagdo

- Grau de Somados  Componentes Porcentagem de
Fonte de variacao ) o e
liberdade guadrados de variancia variacdo
MSL*
Entre os grupos 2 125.8 62.89 3.866
Dentro dos grupos 32 570.4 17.82 17.82
Total 34 696.1 20.47

*Locos submetidos a metilagdo (P<0,0001).

Na representacdo da andlise de coordenadas principais (PCoA) dos 245 locos
sujeitos a metilacdo (Figura 8), observou-se, assim como constatado nos marcadores
ISSR, que as plantas avaliadas exibiram em seu epigenoma algum nivel de alteracéo,
fazendo com que 0s mesmos apresentassem entre si pequenos indices de
dissimilaridade. Nessa analise, verificou-se também que as plantas provenientes do
individuo matriz 1, quando comparadas aquelas provenientes dos individuos 2 e 3,
apresentaram entre si 0s menores indices de variacdo. Em contrapartida, plantas
regeneradas do individuo matriz 3 apresentaram maior variacdo em relagdo aos
individuos das matrizes 1 e 2.

Jaligot et al. (2004) verificaram que a presenga de auxinas no meio de cultura
leva a expressao de genes relacionados com a variagdo somaclonal “mantled” em
plantas de palma de dleo obtidas por embriogénese somética. Todavia, a presenca tanto
das auxinas quanto das citocininas em meio de cultura é essencial na regulacdo de
varios aspectos da desdiferenciacéo e diferenciacdo celular em plantas (WOODWARD
e BARTEL, 2005; SAKAKIBARA, 2006). Esses reguladores sdo utilizados para
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inducdo (WANG et al. 2008, DALAGNOL, 2010), multiplicacdo, diferenciacdo dos
embrides, bem como no enraizamento das plantas regeneradas in vitro. Estudos tanto ao
nivel global de metilagdo, como de locais especificos de metilacdo, demonstram que a
variacdo na metilacdo do DNA ocorre com frequéncia no processo de cultura de tecidos
(KAEPPLER et al. 2000, FRANCISCHINI, 2013).

De acordo com Francischini et al. (2017), a metilacdo do DNA caracteriza-se
como um evento epigenético em que ndo ocorre a modificacdo na sequéncia genética.
Mas sim, na modificacdo da estrutura da cromatina pela adi¢do covalente de um grupo
metil, catalisado pela DNA methyltransferase (DNMT) ao carbono 5° da citocina em
um dinucleotideo CpG, alterando, dessa forma, os niveis de compactacdo da cromatina
e, consequentemente, a expressdo génica. Os mesmos autores observaram em seus
estudos que para os tratamentos “plantas in vitro normais” (sem sintomas de variacdo
somaclonal), foi possivel detectar diferencas no perfil molecular em comparagdo a sua
matriz, indicando, dessa forma, que nem todas as alteragdes causadas pelo processo de
cultura de tecidos no genoma e no epigenoma associadas a metilacdo do DNA podem
gerar plantas anormais. Esses resultados foram semelhantes ao descrito por Matthes et
al. (2001) para palma de 6leo, ao verificarem que as mudancas na metilacdo nao foram

necessariamente associadas com o fen6tipo anormal proveniente da cultura de tecidos.
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Figura 8. Andlise de coordenadas principais (PCoA) dos locos sujeitos a metilacdo para
a diferenciacdo epigenética das plantas de retrocruzamentos interespecificos de palma
de O6leo, regeneradas por embriogénese somaética. As coordenadas Cl e C2 sdo
mostradas com a percentagem de variancia explicada entre eles. Pontos diferentes
representam individuos diferentes. O nome de cada grupo mostra o centro da sua nuvem
de pontos. A elipse representa a dispersdo media dos pontos ao redor de seu centro. O
eixo mais comprido da elipse mostra a direcdo de dispersdo maxima e, o eixo menor a
direcdo de dispersdo minima.

Liddle e Jirtle (2006) afirmam que a hipometilacdo do DNA desencadeia um
aumento na expressdo génica, enquanto a hipermetilacdo diminui a expressdo dos
genes-alvo. Neste estudo, verificou-se que, de modo geral, cerca de 58% das alteracdes
epigenéticas observadas nas plantas de retrocruzamentos interespecificos de palma de
Oleo regeneradas por embriogénese somatica foram ocasionadas pelo ganho de
fragmentos (Figuras 9 e 10 B), ou seja, pela hipometilagdo do DNA genémico. Além

disso, foi observado que as taxas da perda de fragmentos (hipermetilagéo) giraram em
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torno dos 42% (Figura 9 e 10 A). Tais resultados estdo de acordo com os obtidos por
Matthes et al. (2001), ao observarem a perda de metilacdo durante a embriogénese
somatica em palma de 6leo em regenerantes normais, embora Jaligot et al. (2000)
afirmem que a hipometilacdo tenha algum tipo de influéncia em material vegetal
anormal.

A Perda de metilagdo associada com a cultura de tecidos também foi observada
em culturas como o milho (KAEPPLER e PHILLIPS, 1993). Recentemente, Stroud et
al. (2013) relataram perdas significativas de metilacdo em plantas de arroz regeneradas
por cultura de tecidos em comparacdo com as plantas ndo regeneradas. Francischini et
al. (2017) também obtiveram resultados similares aos encontrados neste trabalho, ao
verificarem 51% de hipometilacdo e 36% de hipermetilagdo em plantas de cana de

acucar obtidas via embriogénese somatica.

VariacOes epigenéticas

45
f ‘ m Ganho de banda
40 Hpall
35 4
=2
E 30 - B Ganho de banda
% 25 1 “ Ml
-
E 20 1 Perda de banda
» 15 - Hpall
z
= 1 Perda de banda
Mspl

Lo L I e Y |
I

Individuo 1 Individuo 2 Individuo 3

Figura 9. VariacOes epigenéticas observadas nas plantas de retrocruzamentos
interespecificos de palma de 6leo, regeneradas por embriogénese somatica.

A influéncia da hipometilacdo do DNA (perda da metilagdo) na capacidade de
conversdo dos embrides somaticos foi reportada por FRAGA et al. (2002), quando
embrides somaticos de Acca sellowiana formados em meios de cultura com drogas
hipometilantes como a Azac (5-Azacitidina) apresentaram baixas taxas de conversao,
considerando-se como um evento decorrente do desbalanco na metilacdo gerado por

esta droga.
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Figura 10. Analise epigenética de plantas de retrocruzamentos interespecificos de
palma de bleo, regeneradas por embriogénese somatica. A) Primer Eco-AGG/Hpa-TTA
e B) Primer Eco-AGG/Msp-TTA na amplificacdo do DNA das plantas. Setas vermelhas
= perda de banda ou hipermetilacdo (A) e ganho de banda ou hipometilacéo (B).

Em trabalhos desenvolvidos em Arabidopsis, as plantas que mostraram
diminuicdo da metilacdo exibiram uma série de anormalidades fenotipicas e no
desenvolvimento, incluindo reducdo da dominancia apical, menor tamanho das plantas,
tamanho e forma da folha alterada, diminuicdo da fertilidade e alteragdo no tempo da
floracdo. Estas observacOes sugeriram que a metilagdo do DNA desempenha um papel
importante na regulacdo de muitas vias de desenvolvimento em plantas e que, as
anormalidades do desenvolvimento vistos nas plantas podem ser devido a uma
desregulacdo da expressao génica (FINNEGAN et al. 1996; DALAGNOL, 2010). Tais
afirmativas estdo de acordo com os estudos realizados por Lei et al. (2006) ao
verificarem que nenhum dos polimorfismos promovidos pela cultura de tecidos da
palma de 6leo foi consistentemente diferente quando se comparou plantas normais com

plantas anormais. Para 0s autores, estes resultados revelam que, embora o processo de
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embriogénese somatica da espécie induza diversas mudancas na metilagdo do DNA dos
propagulos, nem todas elas estdo associadas com o desenvolvimento do fendtipo
envolvido (mantled). Em dendezeiro, verifica-se que, em média, apenas 5% dos clones
derivados da embriogénese somatica desenvolvem flores anormais (mantled) em
consequéncia da ocorréncia de variantes somaclonais. Essas anomalias sdo
caracterizadas pela feminizacdo das partes masculinas das flores de ambos 0s sexos.
Nesses individuos, nenhum polen é produzido nas flores masculinas, enquanto que nas
flores femininas, um anel de pseudocarpelos rodeia o gineceu, impedindo o
amadurecimento dos frutos ou, nos casos mais graves, ocasionando 0 seu aborto
(CORLEY et al. 1986; ONG-ABDULLAH et al. 2015, GOMES, 2016).

3.3 ANALISES MORFO-ANATOMICAS E MORFOLOGICAS

Embora o aparecimento de calos com estruturas embriogénicas tenha ocorrido ja
aos dois meses em meio de inducdo da embriogénese somatica e, embrifes em estadio
torpedo tenham sido observados apos cerca de 32 semanas ap6s a implementacdo do
experimento, estes foram submetidos a analise morfo-anatdmica no mesmo tempo de
avaliacdo dos regenerantes, aos 36 meses. Para andlise foram utilizados clusters
formados por embrides em estadio torpedo (EET) e calos em diferentes etapas da
embriogénese (Figura 11).

As seccOes histoldgicas evidenciaram que os embriGes em estadio torpedo
apresentavam uma protoderme bem delimitada, composta por uma camada unisseriada
de células com formato tabular, fortemente unidas e com nucleo evidente. Além disso,
os EET eram formados por regiGes distal e proximal bem definas, assim como por um
meristema fundamental composto por um aglomerado de celulas meristematicas, bem
como apresentaram um eixo embrionario distinto, formando assim, a plumula.
Verificou-se também a presenca de corddes procambiais, além da formacdo de
proembrides, indicando a formacdo de embribes secundarios, bem como a formacéo de
células em intensas divisdes, com citoplasma denso e varios nucléolos, além de
vacuolos proeminentes separando as células em divisao.

Resultados semelhantes aos obtidos por Scherwinski-Pereira et al. (2010) na
analise morfo-histoldgica de embrides torpedos de Elaeis guineensis oriundos do final
da embriogénese somética. Nestes, a presenca de regifes procambiais, constituidas por

células alongadas, com citoplasma denso e ndcleo proeminente, também foi relatada

116



como uma das principais caracteristicas anatbmicas dessa fase do embrido somatico

para a espécie.

1 mm

Figura 11. Caracterizacdo da embriogénese somatica em palma de 6leo. A) Aspecto de
embrides somaticos em estadio torpedo; B) Seccdo longitudinal dos embriGes em
estadio torpedo evidenciando o eixo embrionario bem definido; C) Sec¢do anatbmica
indicando a delimitacdo dos embrides somaticos pela protoderme, o eixo embrionario,
procambio e meristema fundamental; D) Eixo embrionario evidenciando o
desenvolvimento da plimula; E) Embrides globulares em desenvolvimento na regido
periférica dos embriGes somaticos; F) Células em intensas divisbes com citoplasma
denso e formagdo de pectina (asterisco). AbreviacGes: (rd) regido distal; (rp) regido
proximal; (mf) meristema fundamental; (ee) eixo embrionario; (pd) protoderme; (pc)
procambio. Setas: (E): embriGes globulares, (F): células proembriogénicas — (*)
formacéo de pectina.
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4, CONCLUSOES

Os resultados apresentados no presente capitulo indicam que a embriogénese
somatica pode ser uma ferramenta Util para o programa de melhoramento genético da
palma de 6leo, uma vez que é possivel regenerar plantas a partir de retrocruzamentos
especificos. Notadamente, 0 numero de plantas regeneradas para cada embrido zigoticos
em cultivo até esse momento da realizacdo da avaliacdo final foi relativamente baixo,
pois 0 mecanismo de diferenciacdo das plameiras em geral, incluindo-se a palma de
6leo, é heterogénio e ndo sincronizado, sugerindo a necessidade de maior tempo para a
completa etapa de regeneracao de plantas.

Plantas regeneradas por embriogénese somatica apresentaram um programa de
expressdo génica parcialmente controlado pelos mecanismos epigenéticos que estdo
diretamente ligados a metilacdo/demetilacdo do DNA. O trabalho desenvolvido
evidenciou que quando o processo de regeneracdo de plantas é eficiente, podem ocorrer
eventos de metilacdo/demetilacdo, uma vez que varios autores reportam esses eventos
como sendo algo intrinseco ao processo da embriogénese somaética, bem como ao
posterior desenvolvimento das plantas. Dessa forma, durante todo o processo de
regeneracdo de plantas via embriogénse somatica, as atividades de
metilacdo/demetilacdo do DNA poderiam controlar a integridade do genoma dessas
plantas.

Diante destes resultados, sugere-se a realizacdo de estudos a respeito do fenétipo
das plantas da palma de 6leo regeneradas por embriogénese somatica que apresentaram
algum tipo de indicacdo de variacdo somaclonal e/ou variacdo epigenética para
confirmar se essas variacOes serdo expressas através de polimorfismos. Caso tais
variacBes sejam expressas nos fenotipos destes individuos, deve-se analisar se elas
afetardo as caracteristicas agrondmicas de interesse das culturas, principalmente,
aquelas relacionadas a produtividade de 6leo, além de verificar se as mesmas poderdo

ser, de alguma forma, aproveitadas em programas de melhoramento genético da espécie.
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