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

RESUMO

Neste trabalho, trés capitulos sdo propostos: 1) Otimizacdo da embriogénese somética

em palma de dledE(aeisspp.) apartir de embrides zigoéticos nuads; 2) Influéncia da

espessura inicial de corte sobre a diferarid de embrides somaticos em palma de

Oleo utilizando a técnicahin Cell Layer (TCL) e; 3) Reproducdo vegetativa de
retrocruzamentos farespecificos de palma de olpor embriogénese somatica. No

primeiro capitulo foi desenvolvidmm sistemapara a indgdo de embriogénese

somatica e regeneracdo de pkmna partir de embridesgoticos matros de palma de

Oleo. Calos embriogéros (CE) foram induzidos p@mbrides zigético$EZ) matros

em meio de Murashige e Skoog (MS) modificado, com o aciddildrofenoxiacético

(2,4D) ou picloram e em combinacdo ou ndo com carvao ativado. A maior
perentagem de inducdo de CE (%) foi obtida através dauttura de embrides
zigéticosmatir os no meio de MS modificadbdecom 450
carvao atrado. Os CE proliferaram facilmente em meios com concentragdes reduzidas

de picl oram. Esses CE foram repicados em me
2i sopentenil adenina (2i P) e 0,54 eM de 8
subcultivos em intervalos desemanas. Os embrifes somaticos foram convertidos em

plantas em meio de MS modificado com macro e micronutrientes, suplementado com

20 g.L'* de sacarose, 2,5 gilde carvdo ativado e 2,5 ¢'lde Phytag®. A ar

revelou que morfohistologicamente mliogénese somatica seguiu uma vis a.

Calos primarios foram observados apé8 demanas de cultura que progrediram para

CE em 12 semanas. Células embriogénicas exibiram um protoplasma denso, uma
relacdo nucleoplasmica alta, e pequenos grédos deoamidembrides formados apos

16-20 semanas de cultura e com sucessivas divisées celtdanesjgem multicelular.

Embrides soméatas diferenciados apresentaram haustgoiamula, e a primeira e

segunda bainhas foliares. Nesta fase, a protrusdo radnédaioi aparente, pois iSso

ocorre geralmente apos emersao das primeiras folhas verdadeiras. No segundo capitulo,
explantesobtidos por cortes de plantde 1 mm, 2 mm e 8m de espessura foram
estabelecidos em meio de cultura de MS, com Picloram (450 Wiifiyando TCL foi



possivel induzir eficientemente a embriogénese somatica em palma de Oleo. Os
gendtipos e a espessuias explantes exerceram influéncia na indugédo da embriogénese
somatica, mas explanteg anenor espessufaté 2 mm de espessura) sestram 0S

mais responsivos. Os gendtipos também exercem uma forte influéncia na inducédo da
embriogénese somatica, pomstraram importantes diferencas quanto a percentagem
de calosembriogénicoe numero de embrides somaticos palo. Por fim, o terceiro
capitulo prop6éum métodopara a reproducdo vegetativa HE de retrocruzamentos
interespecificos de palma de Olpor embriogénese somatica, bem comealisar a
fidelidade genética e epigenética por meio da utilizacdo de marcadores ISSR e AFLP
das planta regeneradas. Para tanto, 195, 28198 embrifes zig6ticos de sementes
maduras dos respectivos retrocruzamentos interespecificos SQ150, SR78 e SR84 foram
cultivados solascondi¢cdes do experimento desenvolvidoGapitulo 1 com pequenas
modificacdes Dos regenerantes, 36 plantas de 3 diferentes embrides zigoéticos foram
aleatoriamente avaliadas por marcadores ISSR e AFLP (MSAP) quanto a possiveis
variacdes genéticas e epigenéticas. Apdés 36 mesedaim do cultivo, as taxas de
regeneracao de plantasaicaram entre 6,2% e 34,2% dos EZ inoculados inicialmente.
Quana se avaliou os regenerantes por ISSR foi possivel inferir imgigiduos
regenerados de Epoden apresentarentre 97,5% e 100%de similaidade quando
avaliadas dentro damesma matriz que lheéeu origem (intrapopulacdes)No entanto,
guando os individuos s@mmparads complantas regeneradde outrosEZ utilizados

como matrizeselespodem apresentar variabilidade genética superior a 20%, ou seja,
similaridade genética de apenas 8(aterpopulacée3. Na analise por AFLP (MSAP)
verificou-se a amplificacdo de 33dcosnas 36 plantas avaliadas. Nessas amplificacdes,
constabu-se que69% destas regides revelaram sensiveis a metilacap destas8%

foram ocasionadas pelo ganho de fragmentms,seja, pela hipometilagdo do DNA

gendmico.

Palavras chavesArecaceaeklaeis guineens, Elaeisoleifera, 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 ( Elaeisspp.)

ABSTRACT

In this work, threeChapters are proposed: 1) Optimization of somatic embryogenesis in
oil palm (Elaeis spp.) from mature zygotic embryos; 2) Influence of initialtiogt
thickness on somatic embryos differentiation in oil paitaéisspp.) using the thin cell

layer technique (TCL), and; 3) Vegetative reproduction and molecular analysis of
interspecific backcrosses of oil palm regenerated by somatic embryogendsesfitst
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
Murashge and Skoog medium with 2¢ichlorophenoxyacetic 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 mediunwith 450eM 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 X243 2-
isopentenyladenine and 0.%M naphhaleneacetic acid, with subcultures atvikd
intervals. Somatic embryos were regenerated on a medium with Murashige and Skoog
macroe and micronutrients at halfstrength concentrations supplemented with 26 g.L
sucrose, 2.5 g!L'activated charcoal, and 2d&L"  Phytagel. Detailed histological
analysis revealed that somatic embryogenesis followed an indirect pathway. Primary
calli were observed afteri 8 wk of culture and progressed to embryogenic calli at 12
wk. Embryogenic cells exhibited dense protoplasimigh 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 anersgdoliar sheaths. In differentiated
embryosthe radicular protrusion was not apparent because it generally does not appear
until after the first true leaves emerde the second Rapter, 1 2 and 3 mm thick TCL
explants obtained fronin vitro germnated plants were establishech dMS culture

mediumwi t h Pi c | o ritavas oljsénedthatethd TCL technique can efficiently
1



induce somatic embryogenesis in oil palm. Genotypes and thickness of the explants used
exert a strong influence on the inductioh sesmatic embryogenesi€xplants with a
thickness of up to 2 mrare 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 gaimumber of somatic embryos formed per calisally,

the thirdChapter proposed a method for the vegetative reproductinygotic embryos

(ZE) from interspecifidbackcrosses of palm oil by somatic embryogenesis, as well as to
analyze genetically andogeneticallythe regenerated plants through ISSR and AFLP
markers To this end, 195, 281 and 198 #Bm the respective interspecitiaclkcrosses
SQ150, SR78 and SR84 were cultuiedvitro under the experimental conditions
developed in Chapter 1, with nar modifications.From the regenerated plant36
individuals ofthree different zygotic embrydsonsidered as matriceg)ere randomly
evaluated by ISSR and AFLP (MSAP) markers for possible genetic and epigenetic
variations.After 36 months of cultivatio, plant regeneration rates ranged from 6.2% to
34.2%. When the regenerants were evaluated by ISSR, it was possible tdanfer t
regenerated individuals &@E can present between 97.5% and 100% of similarity when
evaluated within the same matrix that araged them (intrapopulations). However,
when individuals are comparedth regenerated plants from othéE used as matrices,

they shoved genetic variability of more than 20%hat is, genetic similarity of only

80% (interpopulations). In the analysis foemed 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 guineenis, Elaeis oleifera somatic
embryogenesis, morphogenesis, thin cell layer, plant breeding.
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1. INTRODUCAO GERAL

A crescente demanda mundial por 6leos vegetais nas ultimas décadas tem sido
motivada, principalmente, pelo expressivo aumento populacionalp&ises 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, séo fatores que também impulsionaram a expansao da industr@s de Ole
vegetais (MONTEIRO e HOMMA, 2014).

O Brasil € dotado de condi¢Bes ideais para se tornar um grande produtor mundial
de 6leo vegetal, ndo somente a partir de espécies anuais, mas também a partir de
espécies perenes de alto rendimento, pois dispde desaéxtéreas agricultaveis, parte
delas néo propicias ao cultivo de géneros alimenticios, mas com solo e clima favoraveis
ao plantio de inUmeras oleaginosas pereliddl, 2012.

Diante disso, aproducdo de O6leo vegetal para utilizacdo cobodiesel
apresergese como uma alternativa em substituir o consumo de 6leos derivados do
petroleo. E um combustivel biodegradavel, obtido a partir de uma mistura reacional
contendo de 80 a 90% (em massa) de Oleo vegetal ou gordura animal, de 10 a 20% de
alcool etilico ou mtilico e de 0,35% a 1,5% em massa de catalisador, em um processo
denominado transesterificacdo. Com o objetivo de viabilizar a producao do biodiesel e
equacionar questbes fundamentais para o paisdezembro de 2004 foi criado o
Programa Nacional de PnagBo e Uso do Biodiesel (PNPRBpm metas de fixar niveis
crescentes e percentuais minimos de adicdo do biodiesel ao 6ledlaiesél11.097,
de 13 de janeiro de 200PKALTNER, 2007. A partir dissQ varios projetos foram
implantados com o objetivo déabilizar a producéo de bicombustivel a partir de fontes
renovaveis (FERREIRA et al. 2012).

Neste contextoa pesquisa deve buscar atingir novos patamares de rendimento
de d6leo com maior adensamento energético das espécies oleaginosas, passando o
rendimento em oleo do nivel atual de 500 a 700 kg/ha (culturas tradicionais, em que se
tem dominio tecnolégico, com@ soja) paraaqueles acima des.000 kg/ha,
proporcionando competitividade crescente ao biodiesel do qual entre 40 e 60% do custo
de producgédo é de&lo ao custo das matéripsimas(GONTIJO et al. 2011)

De fato, entre as oleaginosas, a palma de (@é&®isspp.) ganha destaque por
poder apresentar rendimento de 6leo em torno de 4 a 7 tbmrtd, sendo essa

producdo a de pelo menos sete a oitwesemaior que a do 6leo de soja (o produto de



maior representatividade atual na mistura, com cerca de 75 a 80%), cclgssifica
como a primeira fonte de Oleo vegetal do plan¢RAJESH et al. 2003;
AGRICULTURE, 2011).

Entretanto, anultiplicacéo de gaitipos selecionados se da exclusivamente por
meio de sementes, fato que, na auséncia de métodos adequadegradieicio
vegetativa pr métodos convencionais, torna praticamente impossivel a obtencdo de
culturas uniformes e a perpetuacdo das caracteristecasn individuo de alto valor
genético selecionadd?or essa razéddia preocupacfes quanto a multiplicacdo dos
genotipos selecionados, pois além da possibilidade de se obter individuos heterogéneos,
a multiplicacdo por sementes requer um periodo relagémgenlongo até que novas
mudas sejam formadasu entdo, que caracteres de interesse sejam fixados em ciclos de
selecdo genéticBASIRON, 2007RIOS, 2012)

Dessa forma, a embriogénese somaticapaima de Olepalémde permitir a
reproducao de plantasedinteressepode criar a possibilidade de ser saporte préatico
para alcancar resultados mais rpidaos programas de melhoramemgenético,
especialmenteaafixacdo de caracteres da geracamés cruzamentos interespecificos
ou intraespecificos (GOMESR et al. 2014)

Porém, para que a embriogénese somatica venha a se tornar um processo
efetivamentadmportante pra apropagacawegetativa da palma de 6le® necessario
gue ocorrao desenvolvimento e aperfeicoamerde protocoles que permitam o
dominiodas diferentes etapas do processo e que, por fim, permitage@ergiaoem
larga escalde plantas completger embriogénese somatica

Nesse contexto, o trabalhobjetivou aperfeicoa a embriogénese soméatiean
palma de 6leo a partir de embrides zigugicavaliar a diferenciacéo e a regeneracédo de
embrides somaticos formados a partir de materiais juvenis germiimaditso pela
técnicathin cell layer(TCL) em palma de Olecalém dereproduir vegetativamente
retrocruzamentos iatespecificos em palnde oOleo(E. oleiferax E. guineensisx E.

guineenss.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS DA PALMA DE OLEO

O géneroElaeis (do gregofiElaiond, que significa Olejy pertence a classe
Liliopsida (Monocotiledénep ordem Arecales (Palmale3, familia Arecaceae
(Palmag, subfamiliaArecoideae tribo CocoseagCocoinaea e, subtriboElaeidinae
(DRANSFIELD et al. 2005). Aamilia Arecaceae contém cerca de 225 géneros e 2779
espécies (ZEVEN, 1964; MOORE, 1973 género abrange duas espécies
economiamente importanteg€laeis guineensidacq., nativo das florestas tropicais da
costa oeste do continente africanBlaeis oleifera(Kunth) Corté nativo do continente
americano, onde ocorre principalmente na floresta tropical amazonica, esteseleado
Colébmbia ao Panam@&mbassdo espécies de ocorréncia comum em areas antropizadas
e ao longalos cursos hidricos (RAO et 4B89).

A planta € uma monocotiledbnea oleaginosa, perene, alégama com flores
completas, possuindo inflorescéncias masculinas e feasinna mesma planta em
grandes paniculas envoltas em espatas coriaceas ou lenhosas com folhas
paralelinervadas (BONDAR, 1964)1onocauleque na idade adulta pode atingir de 25
a 30 metros de altura base desta palmeiaasemelh&e a uma coluna conicaig a
partir do primeiro metro de altureornase 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 alpsrtir
entrends da base do estiptJAM et al 2005).

Na parte superiog palma de 6lepossui 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 matemprimento. Estas folhas sdo compostas por
um peciolo ligeiramente triangular, de aproximadamente 1,5 m de comprimento, com
espinhos regularmente dispostos sobre as arestas lateréidhas sdo compostas
também por uma raque longa e afilada de aproxamadte 5 m de comprimento,
composta de 250 a 350 foliolos, com angulos de insergéo variados, repartidos em ambos
os lados (ADAMet al 2005 GOMES et al. 2016

Nessa cultura as flores masculinas e femininas apreseetasaparadas em
inflorescéncias mastinas e femininas, que sao protegidas por duas bracteas fibrosas

denominadas espatas. Estas inflorescéncias desenvedvem sequéncias unissexuais



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

O fruto comercialda palma de 6lese 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 esféd e alongado, medindo de 2 a 5 cm de comprimento e entre 3
e 30 g de peso (ADAMt al 2005).

A palma de Oleo usada comercialmente ou em programas de melhoramento
genético para a formacéo de variedades comerciais pode ser classificada de acordo com
a swa transmissao hereditaria de forma, coloracdo e composi¢do do fruto e forma das
folhas (VANDERWEIEN, 1952). A mais importante é aquela que classifica as plantas
de acordo com a espessura do endocarpo dq fratendcser de trés tipof-igura 1)

Dura, can endocarpo de espessura superior a 2 mm e fibras dispersas no mesocarpo;
Pisifera que ndo posswiu possui finoendocarpopodendoter em seu lugar um fino

anel de fibrase; Tenera com espessura do endocarpo menor que 2 mm e com um anel
de fibras ao seredor (originase do cruzamento entiaura x Pisiferg atualmente as
variedades comerciais encontradas no mejcagl@ssencialmente nesses trés tipos de
fruto que se baseia o melhoramento genético para a producdo de 6leo nontido
mesocarpo (polpa) ddéruto (VALLEJO, 1978 RAMALHO FILHO et al. 2010.

Populacdes naturais dglaeis 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 (Surinamdpi@bia e extremo noroeste do
Brasil (MEUNIER, 1975ALVES et al. 201}

O E. oleiferapossui tronco tipo estipe, cilindrico macico, caracterizado pelo
crescimento anual entre 5 a 10 cm, até o0 maximo de 5 metros de altura quando adulto.
Por volta dos 15rs de idade, o estipe cufsa sobre 0 solo permanecendo a parte
terminal ereta, mantendo a coroa foliar-a @etros de altura, num estagio denominado
de procumbéncia (CORLEY e TINKER, 2003; CUNIgAal.2009).

Esta espécie produz pouco 6leo, porém,teré@sse ndc. olefera baseiase em
diversos fatores, como o porte reduzido e a alta qualidade do 6leo, que possui maior teor
de acidos graxos insaturados que a espeajeineensi§78% vs. 48%)RAMOS et al.

2006) Aléem disso, oE. olefera tem sido muo utilizado na hibridagd@om E.
guineensis, para a obtencdo de cruzamentos resistentes a doengas como o
amarelecimento fatal (CARDOSO, 2010).



O dleo de dendé é usado direta ou indiretamente na alimentacao, fazendo parte
de margarinas, gorduras, songtmanteigas vegetais, 6leos de cozinha, 6leos de salada
e azeites de dendé. Na industria, o 6leo de dendé é usado na producao de sabdes, sabdes
em po, sabonetes, xampus, velas, tintas, detergentes e, nos ultimos anos, também vém
constituindo um importantensumo para a producdo de bicombustiveis, como o
biodiesel. J& o 6leo de palmidibtido essencialmente da aménddaa)tilizado pela

industria na fabricagdo de batons, perfumes e nos udltimos anos, também vém

constituindo um importante insumo para a pigiEb de bicombustiveis (SUNDRAB
al. 2003; HAMEEDet al 2009;MUKHERJEE eSOVACOOL, 2014; OOSTERVEER,
2015;GOMES et al. 201)7
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Figura 1. Cachos com frutos da palma de 6l&dagis spp.)apresentando diferencas
morfolégicasentre E. guineensivar. dura; E. guineensisar. tenerae E. guineensis
var. pisifera Foto:Jonny Everson ScherwinsRiereira.

2.2 ORIGEM E DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A palma de 6le@ encontrada@m populacbes espontaneas ou cultivadas nas
regiGes tropicais da Africa, sudesteatisb, América do sul e Central. Ocorre na Africa
Ocidentale Central, naturalmente disperdasde o Senegal até Angola, Costa do
Marfim, Camardes e Zaire. A espécie ocupa uma faixa litoranea de cerca de 450 km de



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

Em geral, o dend°® ocorre em solos do
densidade de plantas pode ser superior a 24 individuos/ha. Popula¢cfes naturais ocorrem
nas florestasropicais e em geral, é o tipo arbéreo mais comum nas florestas Umidas e
secundérias (AKANI et al. 2007; CAMILLO, 2012).

O dendezeirdoi introduzido no continente americano através doéeiu de
escravos (ZEVEN, 1964Ha relatos indicando que sua cheégaao Brasil data do
século XVII (Figura 2) sendo cultivado primeiramente na Bahia e no Rio de Janeiro
(MULLER e ANDRADE, 2010 NELSON, 2010RIOS et al2012. No Brasil, ocorre
de forma subespontanea em uma estreita faixa de 5 a 10 km da ilha dealtapabaia

de Salvador até o sul de Marau, no Estado da Bahia.

Distribui¢do original do
dendé

Figura 2. Dispersédo da palma de 6leo pelo mudBLSON, 2010).

2.3 PRODUTIVIDADE DA CULTURA NO BRASIL

No Brasil, as primeiras plantacfes industriaigpdkna de 6les&o do inicio da
década de 1960)o Estado d Bahia, e logo apés, no Pa@MES JRet al. 204). Na
regido Norte, a introducéo aconteceu em J@&Imeiodo antigo Instituto Agronémico
do Norte - IAN (atualmente Embrapa Amazodnia Oriental) que importou algumas
linhagens danstituto deRecherches pour les Huilles et OleaginglRHO/Franca)
para avaliar o desempenho dessa cultura nas condi¢cdes edafoclimaticas da Amazénia
Brasileira (PANDOLFO, 1981SILVA, 2011).



Na América do Sul, onde a Colémbia e o Equador tém registreatalap
aumentos na producdo, o Brasil continua retardatario em O6leo de palma. O Pais
praticamente ndo apresentou aumento na producdo 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 (GONTé&lCGal 2011). Entretodasas
espécies potenciais de plantas oleaginosas, a palma de éleo ocupa posicao de destaque,
por ser umadas espécies que apresenta maior produtividade de 6leo no mundo
(LEVERMANN e SOUZA, 2014). Todavia, o Brasil ocupou a 9° posi¢cao no ranking
mundial, com uma &rea plantada, no ano de 2012, de 150.00 hectares. O consumo atual
do Brasil supera em muito suaoducdoi os valores sdo de 550.000 toneladas e
370.000 toneladas, respectivamente (LEVERMANN e SOUZA, 2014; FAOSTAT,
2014).0nde,o0 Estado commaior producédo é o Para, responsavel por aproximadamente
85% do 6leo produzido no pa(€HIA et al 2009). Pratcamentetoda a producao é
destinada a industria de alimentos, embora atualmente, o mercado de combustiveis seja a
mais forte tendéncia (BRASIL, 260BECKER, 2010; CAMILLQ 2012.

2.4 MELHORAMENTO GENETICO EM PALMA DE OLEO

Até o inicio de 1990, a dendeitura brasileira dependia de sementes
importadas, o que levou a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) a
desenvolver um programa de pesquisas visando dotar o pais de infraestrutura de geracao
de tecnologias para expansao sustentavel daraulPara atender a necessidade de
sementes de alta qualidadea, Embrapa iniciou, em 1982, um Programa de
Melhoramento @nético do dendezeiro, sendo estabeledidosos de germoplasma da
espécie african&laeis guineensigdendé)e da americanklaeis oleifera (caiaué) No
entanto, o Banco Ativo de Germoplasma (BAGDendé) é mantido exclusivamente em
condicbes de campo, metodologia comumente utilizada para conservar espécies
arbéreas e/ou com sementes recalcitrantes (CAMILLO, 2012).

Nesse sentido, a Embeaptem mantido uma éarea experimental de
aproximadamente 420 ha de palma de oOleo no Céntperimental do Rio Urubu
(CERU), municipio de Rio Preto da EveAM. No mesno local, € mantido um dos
Bancos Ativos de Germoplasma (BAG) mais divess@xistents no wntinente
americano(Figura 3) com mais de 50 ha divididos em dois BAGs, sendo 25 ha de
Elaeis guineensie 28,7 ha dd&. oleifera(CAMILLO, 2012). Além da producédo de
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sementes comerciais, area experimental também é utilizada para a realizacédo de testes

de progénies e ensaios agronémicos de manejo e nutricdo mineral.

Figura 3. Banco Ativo de Germoplasma do généiaeis (BAGDendé) da Embrapa
Amazonia Ocidental, Rio Urubwlunicipio deRio Preto da Eva, AM. Foto: Jonny
Everson ScherwinskPereia.

A producdo de sementes comerciais no Brasil iniciou apenas em 1992 pela
Embrapa Amazé6nia Ocidental visando, sobretudo, atender a legislacdo que permite
apenas a comercializacdo no mercado brasileiro, de cultivares registradas no RNC
(Registro Nacionatle Cultivares)Cunha et al. (2009) relata queia@mente exista 18
cultivares registradas, sendezesseis hibridos intervarietdenerae dois cultivares
hibridos interespecificds. oleiferax E. guineensig¢Figura 4.

Por ser uma palmeira e ter umico meristemaa propagacéo da palma de dOleo
nado € possivel por métodos convencionais como estaquia, sendo o B&eeso
reproduzido exclusivamente por sementes, as quais podem apresentar dorméncia,
germinacdo lenta e, sobretudo, proporcionar plantterdgéneas em razado da
combinacao de genitores por meios sexuados (PADUA, ZBARIESet al. 2015).

Adicionalmente,o cultivo de variedades hibridas intraespecificas, responséavel
pelas elevadas produtividades verificadas na dendeicultura internacemnatomo
inconveniente uma estreita base genética, apesar da grande disponibilidade de recursos
genéticos nas colecdes dermoplasmados programas de melhoramento genético
(BARCELOQOS, 200D



n 5% -‘yl{: & » Nt S P
Figura 4. A) Planta adulta déE. oleifera (Kunth) Cortés B) Planta adulta dee.
guineensis Jacqg, C) Planta adulta do géner&laeis obtida pelo cruzamento
interespecifico entrk. oleiferae E. guineens D) Fruto deE. oleifera E) Fruto deE.
guineenss; F) fruto obtidopelo cruzamento de pla# entre as espéciEsoleiferae E.
guineenss. Tanto a planta quanto os frutos obtidos através do cruzamentoEentre
oleifera e E. guneenss apresentam caracteristicas fenotipicas de ambas as espécies.
Fotos: A:Plantsystemati¢®, C, D, E e FJonnyEverson Scherwinsirereira.

As avaliacdes de hibridos interespecificos (HIE) ja realizadas demonstram que &
possivel desenvolver cultivares tdo produtivas quanto as de palma de 6leo tipo tenera,
com taxa de crescimento vertical do estipe aproximadani¢atinferior, resistentes ao
amarelecimentaofatal, e com melhor qualidade de 6leo. A primeira cultivar hibrida
interespecifica entresaespécie&. guineengs x E. oleiferafoi langada oficialmente pela
Embrapa em 201QCUNHA et al. 2012). Porémapesardos HIE F1 apresentarem
produtividade similar a das variedades atuais de palma de 6éleo, e ja estarem sendo
explorados comercialmente, eles sdo uma etapa intermediaria do programa de
melhoramento genético. Os HIE tém problemas de fertilidade: baixa pro@ucédo
viabilidade de poélen e baixa atratividade das inflorescéncias para o0s insetos
polinizadores, sendo necesséria a realizacdo da polinizacdo assistida manual nos
plantios comerciais, préatica que onera e complica o sistema de producdo. Nesse sentido,
gerac®s de retrocruzamento estdo sendo geradas e avaliadas para desenvolver
gendtipos que conduzam 0s genes originarios de ambas as espécies e tenham a

fertilidade restaurada.



Nas geracdes iniciais de retrocruzamentos (RC1 e RC2) é observada ampla
variacdo fentipica, sendo observadas desde plantas improdutivas até plantas com
produtividade comercial economicamente viavel, embora inferior a das cultivares de
palma de Oleo. Contudo, nas geracdes iniciais de retrocruzamentos a fertilidade ja &
restaurada, o qudimina o problema que os produtores tém com a polinizagcao assistida,
ao mesmo tempo em que sao encontradas plantas que apresentam a resisténcia ao AF,
principal ameaca aos produtores nacionais. Nessas primeiras geragdes, a Unica
alternativa para explorasgas plantas superiores para o cultivo comercial é por meio da
clonagem, pois 0s cruzamentos resultam em elevada segregacéao.

Assim, devido a ampla segregacdo observada nas geracdes iniciais de
retrocruzamentos, as estratégias convencionais de avaliagd@atdeais demandam
extensas areas de plantio. Acrescaetao fato de que grande parte de plantas néo
possuem caracteristicas de interesse, o que sO € verificado na fase adulta. Uma das
estratégias para desenvolver plantas mais férteis e produtivasciérssel aquelas com
maior participacdo do genoma do genitor recorrd@R). O GR geralmente € um
genotipo com qualidades desejaveis, mas que ainda necessita da incorporacdo de uma
ou algumas caracteristicas as quais o melhoramento busca inserir aggsinitdr
doador. O genitor doador € um gendtipo selvagem ou mesmo comercial, que possui a
caracteristica de interesse a ser incorporada ao A3Bim, o hibrido obtido é
retrocrizado varias vezes com o (pRra recuperar a mesma adaptacado, produtividade e
demais qualidades que este ja possuia, acrescido da nova qualidade introduzida
(BESPALHOK et al. 2011)No casodo dendezeiro africano, 0os genes de interesse do
caiauésdao mantidgsmas com a menor contribuicdo possivel do genoma dessa espécie.
Embora a regperacdo média do genoma &R seja de 50% a cada geracdo de
retrocruzamento, existem plantas com maior propodgagenoma do GR outras do
genitor doador. Definir a exata contribuicdo do genoma das espécies ndo € possivel
pelos métodos de avaliacao fé@paa, por isso, tem sido proposto o uso de marcadores
moleculares para identificagcdo de individuos geneticamente mais proxiniaR am

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

2.5 GERMINACAOIN VITRODE EMBRIOES ZIGOTICOS

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

depois de 1937, com significativas aplicagcbes no melhoramento de pE@tasINS e
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GROSSER,1984). Bonnet foib primeiro embriologista a excisar e cultivar embrides
maturos de feijdo em 1754. Hanning, em 1904, obteve com sucesso o crescimento de
embrides deRaphanus sativusm um simples meio, e muito de seus resultados s&o
validos até hojeMlONNIER, 1995).

A cultura de embrides tem sido empregada para descrever 0s processos de
crescimento e desenvolvimento do embrido zigditicweitro, independente da idade,
tamanho e estadio de desenvolvimento em que o embrido foi excisi&loe (
FERREIRA,1998).

Essa técnica, @n de ter grande importancia como um método alternativo para a
rapida multiplicacdo vegetal, possibilita elucidar aspectos da fisiologia do
desenvolvimento em condi¢co&s vitro, podendo ser utilizada como modelo para a
otimizacdo dos fatores para cresameede plantasprovenientes da micropropagacao
(TRIQUESE t al. 1997), da mesma forma que forngleamtasem condicfes uniformes e
estéreis para trabalhos de cultura de tecidos. Permite também, superar a dorméncia em
certos tipos de sementes e, como ferram@rimordial para o melhoramento, resgatar
embrides hibridos imaturos de cruzamentos incompativeis, nos quais ocorrem barreiras
sexuais na formacéo de sementes (MONNIER, 1996e FERREIRA, 1998).

No entanto, um importante aspecto da cultura de eml&ideginir um meio de
cultura que possa sustentar 0 seu crescimento e desenvolvilHehisHERREIRA,

1998). Com isso, terse buscado alternativas quanto a composi¢cao dos meios nutritivos
gue se aproximem da composicdo do endosperma ou do saco embeaguasibilitem

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 (SCHER\WEREIRA

et al. 2006).

O meio de cultura é um dos aspectos mais importantes da cultura de embrides
zigodticos, uma vez que, quanto mais imaturo for o embri&o mais exigente este sera em
relagdo ao meio de culturBessa maneira sele¢cdo do meio é necessaria pastentar
o crescimento continuo do embrido (MONNIER, 1996; 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 obtep{@uake
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2.6 AEMBRIOGENESE SOMATICA

Inimeras justificativas tém sido reportadas ao uso de técnicas de icultitra
em palmeiras como uma pratica auxiliar para estudos morfogenéticos e para acelerar
programas de melhoramengenético Todavia, os programas de mealamento em
palmeiras sdo demorados e complexos devido ao longo ciclo, habito de crescimento e
auséncia de métodos convencionais de propagacdo vegef{&BRREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998).

A embriogénese somatica € um processo pelo qual células somaticas se
diferenciam em plantas completas seguindo estagios de citodiferenciacdo émdn$og
caracteristicosWILLIAMS e MAHESWARAN, 1986; EMONS, 1994). Embriogénese
somatica adventiciaassexual ou ndo zigbtica sdo termos usualmente empregados para
caracterizanovos 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). Porémasses termos sdao empregados
preferencialmente quando tpfocesso ocorrén vivo. Segundo Ammirato (1983), a
embriogénese somatica € um processo analogo a embriogénese zigética em que uma
Gnica célula ou um grupo de células somaticas sao precursores de embries somaticos e
se eficientemente desenvolvida, padpermitir a obtencdo de inUmeros embrites
partir de um pequeno nimero de explantes. E um processo de regeneracio
compreendido por varias etapas comecando com a formacdo de massas pré
embriogénicas de células, seguida pela formacédo do embrido soméatiomatswacao e
pela regeneracdo da planta (VON ARNOe&Dal.2002), passando, em geral, por outros
quatro estagios basicos: globular, cordiforme, torpedo e cotileddependendo da
espécie trabalhada (TEIXEIRA et 4B89 TITON et al. 2007)

Dois padréeddasicos de expressdo da embriogénese somaticarndarkétro.

O primeiro corresponde ao modelo direto, no qual os embrides somaticos oisginam
dos tecidos matrizes sem a formacao de estadios intermediarios de calo. O segundo
padrdo corresponde ao maalehdireto, no qual os embrides somaticos se formam a
partir de um calo, que apresenta células em diferentes estadios de diferenciacdo e,
consequentemente, com diferentes graus de determinagédo, apapgens adquirir

novas competéncias mediadas por megisag 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 produzidiepende da combinacdo de uma série de
fatores interrelacionados, entre os quais se desin: tipos e concentracées adequadas
de reguladores de crescimento, duracdo das etapas envolvidas no processo, origem e
idade fisiologica do explante a ser cultivado e do estado fisiolégico da planta matriz
(DUVAL et al. 1988; DUBLIN, 1991; TEIXEIRA et al1993; GUERRA et al. 1999;

LEDO et al 20024a). Neste sentido, a frequéncia e a qualidade dos embrides somaticos
produzidos sdo de maneira geral os critérios mais importantes para a otimizacdo de um
protocolo de embriogénese somatica. A qualidade de urridm somatico é
relacionada com sua morfologia, similaridade bioquimica ao embrido zigético e a
habilidade de produzir plantas normais. Os embrides somaticos de alta qualidade
possuem uma morfologia idéntica ao zigo6tico e tém geralmente uma simetrla radia
(MARUYAMA et al. 2007).

A embriogénese somatida vitro, além de util na clonagem e propagacéo
vegetativa de plantas, pode servir também como modelo para estudar sistemas
subjacentes a embriogénese, como os eventos moleculares, citolégicos, fisadpco
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 mutacbes e
regeneracdo de planta®m célulashaploides.Mas a grande vantagem do uso de
embribes somaticos para micropropagacao é a auséncia de manipulacdo do material no
sentido de separagéo de brotos e enraizamento para a aclimatagdo (MOURA, 2007).

Segundo Steinmacher et al. (208)7 a embriogénese somatica € preferida na
rota regenerativan vitro das palmeiras, pois esta via morfogénica pode aumentar o
namero de plantas regeneradas quando comparadas a organogénese.

A inducdo da embriogénese somatica em plantas € normalmente depatadent
adicado de auxinas ao meio de cultura, como @2 Ricloram e o Dicamba. Este grupo
de reguladores também atua na expanséao, alongamento e divisdo celular, beneficiando
0s processos de calogénese, embriogénese e organogénese, além de influenciarem
deasivamente o enraizamento de plantas (KRIKORIAN, 1991). Nos sistemas de
micropropagacao em geral, as auxinas mais usadas saeDo(2%6) seguido pelo
ANA (27%), AIA (6%), AIB (6%), Picloram (5%) e Dicamba (5%)MIENEZ, 2005).

Os reguladores de cres@nto de plantas sdo substancias que influenciam

processos fisiolégicos das plantas em concentracdes muito baixas, sendo altamente
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requeridos para a expressao da citodiferenciacdo e da morfogénese em wgistérnas
(FRANKENBERGER, JR. e ARSHAD, 1995). Amixinas sao consideradas como as
mais importantes na regulacéo da embriogénese somatica (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 auxinak @BL 1993; SOMLEVA et al.

1995). No entanto, diferencas nas respostas podem ocorrer dependendo da espécie,
gendtipo ou mesmo do tecido do mesmo explante ou em explantes de diferentes origens
de uma mesma planta (DUDITS et al. 1995

A quase totalidagl dos experimentos gupresentaransucessaa propagacao
vegetativain vitro em palma de o6leaijtilizaram a embriogénese somatica, partirsdo
de calos induzidos em meio de cultura com2,4JONES, 1974, RABECHAULT
MARTIN, 1976; DUVAL et al. 1988; PARANJTHY et al. 1989). Uma das
explicacbes da influéncia do 2Dtna embriogénese somatica de alguns gendtipos é que
as auxinas promovem a desdiferenciacéo celular, com reativacao de divisdes celulares
via a coordenacdo da expressdo de genes e modificacodmmnsasicionais de
proteinas regulatérias envolvidas no controle do ciclo celular (DUBtTE® 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 néo ira responder adequadamente aos reguladores de crescimento
exdgenos, ndo importando em quais concentracées e combinacdes esses reguladores sao
utilizados(CARDIM, 2006).

A multiplicacdo 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 sejandesnstitu
por células préembrionarias ou embrides somaticos em estagios globulares iniciais de
desenvolvimento (GUERRAt al. 1999). O ponto chave da manutencédo dos calos em
ciclos repetitivos diz respeito a uma reducdo nos niveis dos reguladores de cresciment
Observase que as concentracdes nagddestes reguladores na fase de multiplicacao
est«o na faixa de 2 a 5 €M para as euxinas
al. 1993), sendo estas culturas normalmente mantidas no escuro, com temperatura méedia
de 25°C.

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

embiogénicas consiste em interromper o0s ciclos repetitivos de divisdo celular e
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fornecer os estimulos fisioldgicos, bioquimicos e ambientais para a diferenciacao
celular para que os ciclos de desenvolvimento e de maturagdo originem um grande
namero de embri@somaticos matos, de alta qualidade e aptos a converterem em
plantas. O conhecimento dos processos e fatores que controlam a embriogénese zigotica
€ de fundamental importancia nesta etapa do cultivo para que se procure reconstituir ao
maximo 0s mesmosudante a embriogénese somatitaitro. De acordo com 0 mesmo

autor o aumento da osmolaridade do meio de culhamafase de maturacéem
proporcionado melhoria nos resultados por estar relacionado com a transi¢cao do ciclo de
divisdo/diferenciacédo celulaOutros compostos como 0s agentes osmoticos polietileno
glicol (PEG), mieinositol, sorbitol, manitol e mais comumente a sacarose, podem ser
Uteis ao desenvolvimento dos embrifes. O aumento da osmolaridade causado por estes
compostos parece estar rela@do com a transicdo do ciclo de divisdofdifeiacao.
(GUERRA et al. 1999PELEGRINI, 2012)

Nos protocolos de embriogénese somatica, a germinacdo dos embrides
somaticos € usualmente realizada em meio de cultura livre de reguladores de
crescimentoNIONTEIRO et al. 201). Contudo, alguns trabalhos demonstraram que o
uso de alguns tipos de citocininas, como o BAP e a Zeatina, melhorou o
desenvoluinento e, consegmtemente, as taxas de germinacédo de ES em vétias
espés de plantas (SILVA et al. 20115

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

A técnica Thin Cell Layer (TCL), ou Fina Camada Celular, consiste na
utilizacdo deexplantes de urtamanhaconsideravelmentgequeno excisada partir de
diferentes partes da plartamo caule, folhas, inflorescéncias, botéo floral, cotilédones,
hipocétilos e embrise@RAN THANH VAN, 1980).

Essatécnica foi desenvolvida para estudar, nos niveis celular, bioguimico e
molecular, os mecanismos que controlam a morfogéimesdro das dicotiledéneas
(TRAN THANH VAN, 1973). Primeiramente foi utilizada em tabadsicptiana
tabacumL.) por Tran Thanh Van (1973) que cultivou cortes transversais de caule
(tTCL) de diferentes partes da planta e obteve rapidamente a organogénese direta de
botdes florais, que se originaram da epiderme dos tTCLs, mostrando a eficiéncia da
técnica na regeneracdo 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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métod ajudou a superar a regeneracao recalcitrante em monocotiledéneas (JULLIEN e
TRAN THANH VAN, 1994 PADILHA, 2013.

Desde que a regeneracdo de 6rgaos especificos pode efitazer manipulada
pelatécnicaThin Cell Layer(TCL), o uso dos TCLs como expl&s tem apresentado a
vantagem de que as células tem maior contato com 0s nutrientes e reguladores vegetais
presentes no meio de cultura do que os explantes intdétbs ét al. 2009. Nos
altimos anos, a técnica TCL vem sendo utilizada com sucesso emeif@e, como
Bactris gasipae$STEINMACHER et al. 2007ee Elaeis guineensi(SCHERWINSK}
PEREIRA etal. 2010), iniciando as culturas com tTCLs foliaresptentasobtidas de

germinagaaon vitro.

2.8 ANALISE MORFGANATOMICA

A analise anatbmica ou hisfglica permiteo detalhamento dos eventos que
ocorrem quando espécies vegetais sdo cultivedasro. Estudos histolégicos podem
ser realizados para a verificacdo e confirmacdo do desenvolvimento das gemas
adventicias (organogénese) ou de embrides samafembriogénese somatica) e a
definicdo da origem direta ou indirefgara a formacdo de embrides somaticos
(RODRIGUESet al. 2004).

Na embriogénese somética, através dsidos morf@natdmicos é possivel
identificar as fases do desenvolvimentas céluds, tecidos e 6rgdos tem permitido a
elucidacdo de uma série de fenbmenos, entre eles, agueles relacionados com a
desdiferenciacdo das células, com a aquisicdo da competéncia embapgén a
ontogénese dos cal(SCHWENDIMAN et al. 1988SILVA et al. 211), bem como a
maturacdo e desenvolvimento de embrid@4INAS e JIMENEZ, 2011).

O estudo do desenvolvimento de células e tecidas diferentes etapas do
processptambémtem ajudado a aprimorar a eficiénciasgwotocols de propagacéo
clonal (SANE et al. 2006).Neste sentido, o acompanhamento e a identificagdo das
estruturas presentess diferentes estagios durante a embriogénese sonhéicaomo
os embrides zigoéticos depalma de Olep por meio de estudosanatbmicos sao
necessarios pa@melhorentendimento 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 morfologicos de féacieniificacgdo no organismo e,
geralmente, controlados por um unico ge@®IVEIRA et al. 2008. Nesse senti
Ferreira e Grattapaglia (1998firmam que ® marcadores moleculares surgiram devido
a necessidade da deteccao de polimorfismo genético diretamoeDi¢A.

Marcadores molecularesorsistem em fragmentosle DNA obtidos por
ferramentas da biotecnologia moderna quisualizadasgeralmenteem géis de
eletroforese, servem como ferramenta para séneede estudos genéticos em plantas
(HOFFMAN e BARROSO0,2006). Milach (1998 descreve marcadores moleculares
como caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou mais individuos e sdo herdados
geneticamente.

Qualguer forma alélica originaria de um genoma pode ser empregada como
marcador genético, podendo sem dado fenotipico, uma proteina ou um fragmento de
DNA que codifiqgue ou ndo um gene, e que possua uma sequéncia repetida ou Unica no
genoma. Muitos genes e sequéncias de DNA néo codificadoras estao representados em
uma espécie por duas ou mais formas @élidiferentes, correspondentes ao mesmo
loco cromossdmico, o que caracteriza o fendbmeno denominado polimorfismo genético
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Por conveniéncia, um loco é considerado
polimoérfico quando a frequéncia de seu alelo mais comumaé éguinferior 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 sao divididos em trés categoriasgaiacbs baseados
em hibridizacao, os baseados em PCR (Reac&o em cadeia da Polinféoaseerase
Chain Reactiope por fim, marcadores baseados em sequenciamento. Os marcadores
também podem ser classificados de acordo com o tipo de heranca alélicaieamtism
e codominantes. Os marcadores codominantes possibilitam diferenciar individuos
homozigotos e heterozigotos, o que ndo € possivel com marcadores dominantes, para 0s
quais apenas é possivel identificar a presenc¢a ou auséncia de um determindgstalelo.
caracteristica € bem importante dependendo do objetivo do estudo; por exemplo, ndo é
possivel realizar analise de paternidade com marcador dominEHURCHETTO
ZOLET et al 2017).
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Nos programas de melhoramento, a predicdo de valores genéticos tuosliv
candidatos a selecdo tem sido uma estratégia muito Util para obtencéo de ganhos com a
selecao, seja por meio de métodos que se baseiam em dados fendlpieet) et al.

2008), seja por dados genotipicos como os marcadores moleculares (MOOSE e
MUMM, 2008). Mutos estudos ja destacaram a importancia dos marcadores
moleculares como ferramenta para predicdo de valores genéticos (WILLIAM et al.
2007, MORAIS JR., 20138

Além de possibilitar a caracterizacdo de germoplasma, o0s marcadores
moleculares poderser utilizados como ferramenta para estudos de diversidade genética
entre individuos, dentro e entre populacdes ou espécies relacionadas, assim como para
andlise de filogenias, impressédo digital de DNA, deteccdo de ligacdo génica com
caracteres mono e pgénicos, identificacdo de variedades, introgressao génica, selecao
indireta de caracteres agronémicos, dentre o(H04JZA et al. 2008).

Existem diversas razbes para que 0s marcadores moleculares apresentem
vantagens sobre os marcadores morfoldgicos ezmiwnais. Em contrastes com
caracteres morfologicos, os marcadores moleculares exibem neutralidade fenotipica,
geralmente sdo herdados-@mminantemente, raramente exibem interacdes epistaticas
ou pleiotrépicas, podendo ser detectados tanto em tecidessjaomo em adultos
(BRAMMER, 2000).

Entre os marcadores moleculares que se baseiam na analise do DNA genémico,
estdo o RFLP Restriction Fragment Length Polymorphijsrau polimorfismo no
comprimento de fragmentos de restricdo, os Minissatélites ou VMaifalle Number
Tanden Repeaiso RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DYAou polimorfismo
de DNA amplificados ao acaso|SSR(Inter Simple Sequence Repéatal sequéncias
simples repetitivas internas, o AFLRn(plified Fragment Length Polymorphismu
polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados, e os Microssatélites SSR
(Simple Sequence Repeabu sequéncias simples repetidas (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998). Todavia, essesamtadores moleculares apresentam varias
diferencas em termos de omswelocidade, quantidade de DNA necesséria, trabalho
técnico, nivel depolimorfismo, precisdo da distancia genética estimada e o alcance
estatistico dos testéAITKEN et al. 2006 DINIZ, 2007

Para o estudo, utilizamos awmarcadores molecularelSSR e AFLP em
individuos obtidos por embriogénese somatica de retrocruzamentos interespecifico em

palma de éleo.
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2.9.1. MARCADORES ISSR

Marcadores ISSR s&o marcadores moleculares baseados na amplificagdo por
PCR de sequéncias de DNA localizadas entre regifa®saaiélites, 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, GOMES2019. Essas regides repetitivasio frequentes
tanto em procariotos quanto em eucariotos e também sdo comuns nos genomas
nucleares e organelareBANE et al. 2002). Dada a sua natureza repetitiva, o tamanho
do fragmento dos locos de SSR tende a aumentar ou diminuir devido ao escorte@game
da DNA polimerase durante a replicacasippagg, bem como outros eventos
mutagénicos tais como crossing over desigual e retrotranspoSICE.OTTERERe
TAUTZ, 1992). Como consequéncia, esses locos tém altas taxas de mutacéo, variando
de 1407 a 1x10° mutacBes por loco por geracdo em eucariotos em geral
(BUSCHIAZZO e GEMMELL, 2006); entretanto, uma heterogeéage complexa de
eventos mutacionais é observada frequentemente em niveis de alelos, l6cus e taxon
(ZANELLA et al. 2017).

Além deapresentareralto polimorfismo,0s marcadores ISSR possuem diversas
outras vantagens, entre elas destasano fato da técnica ser de facil execucdo, nédo
dependerem de equipamentos sofisticados e possuirem um baixo custo de realizacéo.
Além disso, os marcadores IS@ihda apresentam uma boa reprodutibilidade, devido
ao fato dos mesmos utilizareprimers relativamente longos, com 16 a 25 pares de
bases, associados a utilizacdo de temperaturas de anelamento elevadas:-sRessalta
ainda, o fato destes marcadores nado isteesm do desenvolvimento dwimers
especificos e serem aplicaveis a qualquer espécie, ou seja, B@r&rs universais
(KUMAR et al. 2009).

A capacidade de distingdo entre individuos proximamente relacionados é
também uma caracteristica que faz dége de marcador um dos mais utilizados em
véarias éreas da biologia molecular. As principais aplicacdes dos microssatélites sdo: 1)
genética da conservacao, por exemplo, a avaliacdo da estrutura e diversidade genética
de populacbes naturais, bancos gerapkin situ e ex sity e populagdes de cativeiro;
ecologia molecular e evolucdo; 2) aplicacbes forenses, como a identificacdo de
individuos e teste de paternidade; 3) mapeamento genético, epidemiologia molecular e
patologia TURCHETTOZOLET et al 2017).
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Desde 1994quando 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
populacds, filogenia, além da estimativa dos indices de variantes somaclonais em
mudas produzidas pela cultura de tecidos (HAMZA et al. 28C3ARESet al. 2016
GOMES, 201&

Analises de ISSRs estdo presentes em diferentes areas da genética molecular
entre os mai diferentes organismos, e as perspectivas sdo de que a variacao altamente
polimoérfica desses sitios continuard sendo utilizadas por muito tempo como uma

importante ferramenta investigativa (ZANELLA et al. 2017).

2.9.2. MARCADORES AFLP

Os marcadores AFLPAmplified Fragment Lenght Polimorfi3rse baseiam na
amplificacédo seletiva, via PCR, de fragmentos de DNA gendmico total gerados pela
clivagem com enzimas de restricaQS et al. 1995), originando um nuamero
extremamente elevado de fragmentos que, ematurda concentracdo, ndo sao
detectados em eletroforese. Pequenas sequéncias de DNA (adaptadores) sao acopladas
as extremidades desses fragmentos de restricdo, as quais se anelgrinem
especificos, durante a PCR (amplificacdo e amplificacdo sebed). Os fragmentos
gerados sdo entdo separados por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante
(OLIVEIRA et al. 2005).

A analise de AFLP, de acordo com FERREIRA e GRATTAPAGLIA (1998),
consiste em quatro etapas. Na primeira etapa, o DNA genémital¢otadividuo é
clivado com duas enzimas de restricdo. Na segunda, adaptadores especificos séo ligados
aos terminais dos fragmentos gendmicos gerados pela clivagem. Na terceira etapa, uma
fracdo dos fragmentos gerados é amplificada seletivamente viauRlZRndoprimers
especificamente desenhados para reconhecer sequéncias nos adaptadores. Na quarta e
dltima etapa, a subpopulagdo de fragmentos amplificados € separada em gel de alta
resolucao.

As vantagens atribuidag utilizagdo dos marcadores AFLP s&o:fato de
possibilitarem a deteccdo de um grande numero de locos, gerar e resolver grandes
guantidades de fragmentos em um udnico gel, possuirem alta especificidade e boa
reprodutibilidade, além de terem um alto poder discriminatorio. Ressadtimda, dato

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

Ja a andlise AFLP baseada na utilizacdo de enzimas sensiveis a metilacao,
denominada também de MSARIdthylation sensitive amfiikd polymorphismou
Amplificacdo de polimorfismo sensivel a metilagdo), baseiana comparagdo 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 distinguirceejuén
metiladas de sequéncias ndo metilaB®STHORE et al 2015, GOMES, @16).

Em palma de 6ledH|aeisspp.),Barcelos et al. (2Q0) observaram que AFLPs
sdo capazes de detectar polimorfismo genético egmieale maiodivergéncia entre
duas espécies dgéneroElaeis (E. guineens e E. Oleiferg quando comparado a
marcadores RFLPBem comoverificaram queo nimero de marcadores polimérficos
obtidos om apenas trésrimersAFLP foi damesma ordem de grandeza que o0 ndmero
obtido com 37 analises RFLP, indndodessa formague o AFLP é uma técnica
confiavel para estudos genéticos e de populac@psz de fornecer uma maneira viavel

e rapidade caracterizar grandes colecdesecursos genéticos.
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OTIMIZACAO DA EMB RIOGENESE SOMATICA EM PALMA DE OLEO
(Elaeisspp.) A PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS MAT UROS

RESUMO

Neste trabalho foi @senvolNdo um sistema simples e eficiente para a inducédo de
embriogénese somatica e regeneracaplalgasa partir de embrides zitjcos naturos

de palma de dledE(aeisspp.). Cabs embriogénicos (CE) foram induz&apartir de
embrides zigéticos matos depalma de 6lee@m meio deMurashige e SkoogMS)
modificado, com o acido 2diclorofenoxiacético 4,4-D) ou picloram e em
combinag&o ou ndo com carvao ativadamaior percentgem de inducao de CE (97,5
%) foi obtida através da cultura de embribes zigoéticostumes no meiode MS
modificadocomd 50 & M de pi € texandovado 5 CBproliferatam
facilmente em meios com concentracfes reduzidas de picldtasesCE foram
repicadeemme i o de MS s upl e mesoperdetiadenina (BiP)le®,543 e M 2
€M de &cido naftalenoacétiqdANA), com subculturas em intervalos de 4 semanas. Os
embrides sométicos foram convertidos em plantas em meio MS modificadmacro

e micronutrientes, suplementadom 20g.L™* de sacarose, 2,§.L" de carvéo vado e

2,5 g.L* de Phytag@®. A andliee detalhada revell que morfohistologicamente a
embriogénese somatica seguiu uma via indireta. Calos primérios foram obsepéso
4-6 semanas de -culturgue progrediam para CE em 12 semanas. Células
embriogénicas exibirannm probplasmaden®, uma relgdo nwleoplasmica alta, e
pequ&éos graos de amido. Proembrides formaajnds 1620 semanas de culturacem
sucessivas divisdes celularegareeram ter uma origem multicelulaEmbrides
somaticos diferenados apresentaram uhmustorio uma plumula, e a primeira e
segunda bainhas foliarellesta fasea protruséo radicular ndo foi aparenteisisso

ocorregeralmenteapdsemersao ds priméras folhas verdadeiras

Palavras-chave: Calos embriogénicos;ultura de tecidosn vitro, embrido zigaético,

micropiopagacao, 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 plantlefsom maturezygotic embryos of oil palm. Embryogenic calli were
induced from mature zygotic embryos of oil palm on modified Murashige and Skoog
medium with 2,4dichlorophenoxyacetic acid or picloram, alone or in combination with
activated charcoallhe greatest freguncy of embryogenic callus induction (97.5%) was
obtained by culturing mature zygotic embryos on callus induction medium withM50
picloram and 2.5 dL'activated charcoaEmbryogenic calli proliferated on a medium
with a reduced concentration of picon. Embryogenic calli were then subcultured on a
medium supplemented with 12.ZM 2-isopentenyladenine and0.54 &M
naphthaleneacetic acid, with subcultures awkdintervals. Somatic embryos were
regenerated on a medium with Murashige and Skoog maecrd micronutrients at
halfstrengthconcentrations supplemented with 20" disucrose, 2.5 dL*activated
charcoal, and 2.5 dL'Phytagel. Detailed histological analysis revealed that somatic
embryogenesis followed an indirect pathway. Primary calli were olbarfter 46 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 aftaér206wk of cuture and
successive cell divisions. Differentiated somatic embryos had a haustorium, a plumule,
and the first and second foliar sheaths. In differentiated embies,radicular
protrusion was not apparent because it generally does not appear untileafiest true

leaves emerge.

Keywords: Elaeis guineensjsembryogenic calli, zygotic embryo, micropropagation,

morphogenesis
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1. INTRODUCAO

A palma de o6leo Klaeis spp) € uma monocotiledonealeaginosa, perene,
predominantementeultivada em regides tpicais umdas. A importancia agronémica
dapalma de 6le@ um resultado de sua alta aajglade de producéo déeq atingindo
entre 5 e7 toneladas por hectare em 6timas condicéascterizandse, dessa forma,
como a maior fonte de 6leo entre as todagspécies produtoras de Oleo vegetal do
mundo(RAJESH et al2003;LIN et al. 2009)

No Brasil, as cultivares dealma de 6leatilizadas parao plantio comerciakdo
principalmente dos gendétiptesnera(as sementes apresentam a espessura do endocarpo
inferior a 2 mm), obtidoa partirde cruzamentos entre duas sementes apresentam a
espessura de endocarpo superior a 2 mm) e pisderérytospossuem endocarpo e
endosperma aderidasdohavendo uma separacao direta entre o diaspasméndogn
Os hibridos apresentam grande variabilidadepmalucdo dedleo, comas melhores
plantas rendendo 280% a mais do que a médMo entanto, 0 melhoramento genético
convencionalde palma de feo, é extremamente lento e caro, poigiclo reprodutivo
pode levar 88 10 anogLOW et al. 2008

Desde a introducaga palma de 6lepa cultura de tecidos, na década de 1970, a
propagacdo clonal provou ser Gtil ndo sé na producdo de materiais desplanti
uniformes, mas também no desenvolvimento dEyamas de engenharia genética,
pois, antes disso, ndo era posshealizar apropagacéo vegetativem palma de 6leo
devido ao fato de ela ter apenas um vértice vegetativo dominante e ndo produzir
brotacde ou gemas axilares. Através da cultura de tecidgwoducdo de materiais
uniformes paras programas de plantio passou a ser posgiusl et al. 2009; LUS et
al. 2010 BEULE et al. 2011)De acordo cordones (1974) coeficiente de variacédo de
rendimento nas plantagd de palma de Oleébde 2630% por se tratar de populacdes de
hibridos intervarietais. Tal variac@devido & diferencas genéticas que poderiam ser
evitadas sa palma de 6Oleo fosse propagada clonagem.

Além do potencial aumento dendimento, a propagacao clonal também tem a
vantagem de que as caracteristicas secundarias desejaveis, taisacecucdo da
altura da planta e a qualidade superior do 0leo, encontradas em determinados individuos
da culturapudessenser uniformementexpressas em todetes(PARANJOTHY et al.
1989).No entanto, existem varios fatores a considerar para garantir antecipadamente

sucesso, incluindo o tamamhdo explantea facilidade de esterilizacdm grau de
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desenvolvimento deecido,0 estdo fisiold@ico e nutricional do explante e o gendtipo
(FIUK e RYBCZYNSKI, 2008)

Explantes deembribes sado convenientes porque os frutos do dendezeiro sao
facilmente disponiveis, possuem um elevado grau de uniformidade fisiolégico e podem
ser enviados a longas tiacias (TEIXEIRA et al. 1993; SCHERWINSIRIEREIRA et
al. 2012). Como resultado, a utilizacdo de embrides facilita o estudo detalhado de varios
fatores envolvidos no estabelecimento da cultura e inducdo embriogénica:
considerandee que varios tratamentogodem ser testados simultaneamente e
resultados mais precisos podem ser obtidos. Por exemplo, o @ultitm do palma de
Oleo apresentgroblemas relacionados com a oxidacdo de compostos fendlicos. No
entanto, estudos relatam que os efeitos do camwada, que é amplamente utilizado
na embriogénese somatica de dendezeiro, sédo limitados. Assim, os protocolos basicos
para o estabelecimento de culturas através da inducdo de calos a partir de embrides
zigéticos de dendé poderia, eventualmente, ser anibém para tecidos somaticos
matros (SILVA et al. 2012).

A embrioggnese somatica € um sistema idgsra o estudo de eventos
morfologicos,fisioldégicos, moleculares e bioquimicgse ocorrem durante o imndce
desenvolvimento da embriogénese em plantpsrgares (QUIROZIGUEROA et al.

2006). Em plantas monocotilésheas, a morfologia do deseslvimento embrionario
varia de acordo conas espécies (HARTMANN et .all997). Em dendezeircas
informacBes detalhadas sobre as caracteristicas morfolégicas easolvid
embriogénese somatica a partir de afdw zigéticos sdo muito limitadas, no entaéto
uma ferramenta potencialmente imporéartomo um marcador morfolégicoasl
diferentes etapas que ocorrem durante o prockssmbriogénese das espécies (KIM et
al. 2009)

No presente estudo, descrevemos um eficiente e simplifisstema de
inducéo é&embriogénese somaticgpartir de embrides zigoticos niabs de um hibrido
de dendezeiroAs alteracdes anatbmicas durante a embrieg@isomatica sdo também

descrias em detalhe
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2. MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
(LCT-1l) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, situado em BraBika
Brasil.

A embriogénese somatia@m palma de Oleca parir de embri&s zigoticos
matros foi dividida emquatro fasesinducdo de calgsmultiplicacdo de calgs
maturacdo de embrides saticos e regeneracao de plantas sementes madas foram
gentilmente cedidapela Embrapa Amazoni®cidental (estacdo de eth do Rio
Urubu), localizada em Rio Preto da Eva, Amazqrirssil.

Embrides zigoéticos dealma de oOledoram excisads a partir de sementes
maduras do hibrido FACM89, variedaddenera.Em camara de fluxo laminarsa
sementes foram esterilizadas pel@iigdio em alcoal(® GL durante 3 minutoseguida
de imersdo pod0 minutos em solucdo de alvejante comercial a 100% (2 a 2,5% de
cloro ativo), adicionado de uma gota Beeen20 (Sigma, St. Louis, MDpara cada
100 mL dessa solucdo. Posteriormente fordetuados trés enxagues com agua
destilada, deionizada e devidamente autoclavada para a remocgdo do alRzgemte.
facilitar a retiradado embridp as sementeoram imersagm agua esterilizada durante
24 h antes da excisddo embrido. Uma vez retiradsd fluxo lanminar, com a ajuda de
um bisturi, os embrides foram -hidratade em &gua estéril durante2lhaas e

estabelecidoesm meio de cultura

2.1 INDUCAO DE CALOS EMBRIOGENICOS

A fase de indugdo de calos foi realizada em tubos de ensaio (25 mm de
diametro) con 10 ml de meio de cultura. O meio de inducédo de calos Y Md@sistiu
em meio MS modificdo (MURASHIGE e SKOOG, 1962com 20 g.L' de sacarose,
acrescido ou ndo de 2,3.¢ de carvao ativado

Nese experimento, os efeitos de 45 de acido2,4-diclorofenoxiacéticoZ, 4
D) e picloram foram avaliados e comparados com os resultados obtidos por
ScherwinskiPereira et al. (2010). Os tratamentos consistice dez explantes por
repeticdo Durante tdo o periodo de indugéo de ca#s culturas fora acondicionadas
no escuro, em sala de crescimento, com temperatura de 2& £ Zdbcultivadas a
cada 4 smanas no mesmo meio de cultura frequéncia deformacdo decalos

granulares foi determinada petantagem dawimero de embrides zigoticos mats
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formacdo de caloem relacdo ao numero total de embrifes cultivadosmeio de
inducéo de calos multiplicacdo do nimero por 108lém disso, os comprimentos dos
calos na sua maior parte e a percentagem de cobertura de explanstrytaras
granularessmbrionariaforam medidas para melhor caracterizar os tratamentos; todas
as medicOes foram feitas usando o software 4.5 (MEDIA CYBERNETICS, 2001)
ImagePro Plus. A analise dos dados foi realizada utilizando o software Sanest, um
programa de analise estdica de dados (ZONTA e MACHADO, 1984).

2.2 MULTIPLICACAO E MANUTENCAO DE CALOS

Para a multiplicacdo de calos e manutencao, as culturas embriogénicas induzidas
no meio de inducéo de calos foram transferidas para o meio MS modifocad®0
g.L™ de sacaroseacrescido d€,5 g.L'! de glutamina0,5 g.L! de caseina hidrolisada
10 uM de2-isopenteniladenine (2if)40uM de picloram ou 24, sem carvao.

Para cada cultura, o0 mesmo regulador de crescimento foi usado, como no meio
de inducdo de cadoAs culturas forammantidasno escuro, em sala de crescimento,
com temperatura de 25 + 2 °@or 90 dias, até serem transferidas para o meio de
diferenciagao.

2.3 DIFERENCIACAO DE EMBRIOES SOMATICOS

Paraa diferenciacdo embrionaria e maturagasembrides somaticosnateriais
nas fases @ multiplicacdo e de manutencdo foram cultieadem meio N
suplementado comdL™ de glutamina, 12,8M de 2isopenteniladenina2{P) e 0,54
UM de acido naftalenoacético ¥R). Pam o desenvolvimento daglantas calos
contendo embrides diferenciados em fase de torfidm transferidos para o mesmo
meio de MS modificado, com anetade daconcentracdo al sais, senmegubdores de
crescimento, acrescido de 1,3 §.de carvdo @vado. Nesta fase, 12 calos de cada
tratamento, ondasauxinas bram combinadas com carvéovado, foram escolhidos ao
acasoe, 0s nimeros de embrides somaticos em fase de torpedo foram asadado

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

Os embrides @amaticos em fase de regeneracdo, formados a partir de
aglomerados de calos, foram isolados e transferidos para tubos dg2hsai®d0 mm)
contendo 10 mL deeio de MS modificado, com a metade da concentragéo de sais e 20
g.L? de sacarose, sem regulag®rde crescimento, acrescido de 1,5'gde carvéo
ativado.

Nesta faseas culturas foram mantidas esaa de crescimento com temperatura
de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas e radiacéo luminosa jgmd&@?.s™ fornecida
por lampadad ED (Philips® - Green Power 20W 60Hz), onde permaneceram até

estarem aptas para o enraizamento.

) 2.5 CARACTERISTICAS COMUNS DO CULTIVAN VITRO DA PALMA
DE OLEO
Todos os mei® utilizados no estudo foram geleificados com 25 gde
Phytagel §igma® e o pH foi ajustadpara 5,8+ 0,1, antes daadicdo do geleificante
Phytagel(Sigma®). Os meios foram auttavados a 121 °C durante 20 min.

2.6 ENRAIZAMENTO DE PLANTAS

ApoOs a etapa de regeneracdo, astptadesprovidas de raiziesam cultivadas
em tubos densaio (25« 150 mm) contendd0 mL de meio de MS;om 30 g.L* de
sacaroses upl eme nt a #Made AR (A&cBI@ inddlbutrico) para a inducdo do
enraizamento

As plantasforam mantidas ersala de crescimento com temperatura de 25 + 2
°C, fotoperiodo de 16 horas radiacdo luminosa de §2mol.m?s' fornecida por
lampadasLED (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 aclimacdo, as plantas regeneradas e enraizadesro, que eram de
aproximadamente-8 cm ¢ altura com raizes desenvolvidas (a0 menos duas raizes)
foram removida dos tubos de ensaimvadas abundantemente com agua, e plantadas
em estufa, emsacos plastice contendouma mistura de substrato comercial

(Plantmax® e areia (1:V/v).
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2.8 ANALISES MORFGANATOMICAS

Para a analise moHanatdmica, foram selecionadasnostrasde embribes
somaticos obtidos por embriogénese somatica e cultivadso.

As amostas foram sel@donadas e kadas por um periodo minimo de 24 horas
em solucao de paraformaldei(4%, p/v), glutaraldeido (2%/v) e cacodilato de sodio
0,05 M, pH 7,2 sob vacuo. Os tecidos fixados foram lentamente desidratados a
temperatta ambiente em uma série crescente de etanol (30% a 100%), seguido de
imersdo em solucédo 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 amosds ficassem translucidas e no fundo do recipiente. Para a infiltracdo e
emblocagem, utilizose o kit Historesina® (hidroxietilmetacrilato, Leica, Heidelberg).

A polimerizacao foi feita a temperatura ambiente por 24 a 48 horas.

Cortes seriados (7 a 1m) foram obtidos em micrétomo rotatério (Le®@a
RM2125RT) distendidosem chapa aquecedora 46 °C e aderidos as laminas
microscopicasOs cortes foram corados com Azul de Toluidina (1% &IBN et al
1964 em solucdo salina tamponada com fosfato e aditiccce fixados em laminas
histolégicas com resina sintética (Entellan). Os resultados foram registrados em
fotomicroscopio Motic acoplado a um sistema digital de captura de imdgegefro
Plus 4.5.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apé6s 150 dias decultivo dos embrides zigéticos em meio de indugio
embriogénese somaticeerificou-se diferencas significativas entre os tipos de auxinas
utilizadas e adi¢cdo ou nédo de carvao ativadlaneiode cultura (Figurd). De maneira
geral, o tratamento com Picloranmmoporcionou a formacdo média @alo granular
embriogénico em 97% dos embrides zigoticos em cultivo, enquanto que cord A4
média de formacéao de calos granulares embriogénicos doioné 79,46 (Figura 1 A)

Assim como observado para os tipos de&iraas, verificouse que de maneira
geral, a adicdo de carvao ativado no meio de cultura de inducéo foi determinante para
que a taxa de formacdo de cajpanular embriogénico fosse significativament
melhorada Assim, independentemente do tipo de auxinizatla, @ trataments com
carvdo ativado proporcianam uma taxa meédia de 88,4% de formacdo de calos
granularesembriogénicos, a partir dos embrides zigéticos colocados em cultura, um
valor significativamente superior ao meio de cultura onde o carvaadatindo foi
adicionado, que foi d&2,7%(Figural A).

Para a variavel comprimento dos calos ®ra maior propor¢ad-igural B) nao
foram observadas diferencas significativas quanto ao tipo de auxina utilizado.
Diferencas significativas s6 foram obseraeéatre os tratamentos com ou sem carvao
Assim, verificouse que o tratamento com carvao proporcionou calos granulares
medindo na sua maior propor¢cdo I¢Bh, enquanto que no tratamento sem carvao
ativado, estanédia foi de apenas 0,2 dfFigura 1 B).

Com relacdo a percentagem de recobrimento dos embrides por estruturas
granulares embriogénicas (Figura 1 C), assim como observado na inducao, veeificou
que o tratamento com Picloram foi o que proporcionou os melhores resultados. Com
esta auxina,/1,86 dos @los estavam recobertos com estruturas granulares, contra
41,8% quando se usou o 2[3.

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

antioxidante, a média foi inferior a 29@2(Figura 1 C).

43



Calos embrlogémcos (%)

Picloram
o /24D
Com carvio ativado
Sem carvio ativado
m2.4D mPicloram
B <
=
)
=2
v QO |
o \/
= Q-
O ’3 0.5 aB
BN
o O
S &|
2 &
o
0 =
g.2 Picloram
- A
;_‘ /
e 8 | -
g : / 24D
) i L ’
) Com carvio ativado
Sem carvio atlvado
m24D mPicloram

84.8 aA

>

'
()
(o}
wn
]
C—
o
L N
oo |
5 &
g
& o
T < |
< 9| e
H | .
é‘ Picloram
O |2
- /24D
@)

Com carvao atlvado
Sem carvio ativado

24D mPicloram
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A utilizacdo de embribes maturos e imaturosEdeguineensicomo fonte de
explante foi propost@or Teixeira (1993 pelas vantagens que tais embri@eslem
apresentarcomo possivel utilizacdo erarga escala, uniformizacadacilidade 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
contaminacgdes. Adicionalmente, eta o fato de embrides zigoticos apresentarem uma
elevada capacidade de expressar sua totipotéAtdan disso, num programa de
melhoramento genétic@, clonagem a partir de embrides zigoticos tamale grande
importancia por poder acelerar ciclos de sela@goultura, em especial nas geracoes de
retrocruzamentos, onde cada semente/embrido é considerado um individuo que podem
ser mais bem avaliadomeazéo do aumento do niumero de individuos por repeticdo em
experimentos em campo.

O tipo de auxina adicionado ao meio de cultura exerce papel fundamental na
competéncia embriogénica e patguas autores o efeito benéfico do carvéo ativado
pode ser atribido a sua capacidade de remocao de inibidores e da quantidade excessiva
dereguladores 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 tabém foi relatada nos trabalhos desenvolvidos por Ebert e Taylor
(1990) e Verdeil e Buffariflorel (1995), os quais afirmam que fica indefinida a
concentracdo disponivel de auxina aos explagtescultivo, quando da presenca do
carvao ativado no meio de tuda. Neste sentidoleixeira et al. (1993) utilizando
embrides zigoticos imaturos de dendezeiro em meio de cultura para obter a proliferacao
de calos relatou que a presenca de 0,8 carvdo ativado ndo s6 minimizou a
oxidacdo, como foi responsavel peldsorcdo de parte do ZXcontido no meio de
cultura. Devido a isso, a concentragao de®foi aumentada de 10 para 480l para

o pleno e satisfatorio desenvolvimento das culturas embriogéQloasito ao tipo de

auxina testada, di ver sos aut ores rel atam

dicamba, 2,4 e Picloram na inducdo de embriogénese somatica em espécies
agondbmicas em concentragcbes que podem variar geralmente entre 0,1 e 500 uM
(AKUTSU e SATO, 2002; KAUR eKOTHARI, 2004; PEREIRA et al. 2009 De

acordo com George (1993) Picloram pode seusado para induzir e, ou, manter calos

ou cultura de suspenséano em dicotiledéneas quanto em monocotiledoneagara

induzir a formacao de calos embriogénicos, podendo, em alguns casos, ser mais efetivo

que o 2,4D. Esta auxina também induziu a competéncia embriogénica em pupunha
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(VALVERDE et al. 1987), além de tesido a auxina mais efetiva na embriogénese
somatica em arecanut palmAréca catechul.) (KARUN et al. 2004). Mais
recentemente, ScherwindRereira et al. (2010) demonstraram que o Picloram foi
significativamente melhor que o 2Dt na inducédo de calos enmgénicos em folhas
imaturas de dendezeirthin cell layertechnique). Isssugere que essa auxina pode ser
mais efetiva na indugcdo da embriogénese soméatica em determinadas espécies, que
outras auxinas utilizadas no processmno as palmeiras, emboramedo geral, acima

de 60% dos protocolos atuais de inducdo da embriogénese somatica em
monocotiledéneas utilizem o 2[% e no caso das palmeiras, esta percentagem seja
ainda maior (GUERRA e ANDRO, 1998; KARAMI e SAIDI, 201} sendo seu uso

nos trabalhos@ldendezeiros quase que uma referéncia.

Apoés 150 dias dos explantes fage de induo de caloscalos embriogénicos
evidenciados pelas analises histologicas, foram transferidos para o meio de cultura de
MS modificado e suplementado com 40uM de Picloreangdo sua primeira avaliacdo
nesse meio de multiplicacdo aos 45 dias, sendo avalmmosm periodo de 90 dias
(Figuras 2)

Esta etapa teve como objetivo a proliferacdo e manutencao dos calos obtidos na
fase anterior, visto que a reducdo dos niveiswénas de 45QuM para 40uM foi
crucial para o estabelecimento de ciclos repetitivos de divisdo celular e represséo dos
processos de diferenciacéo, proporcionando a multiplicacdo dos calos.

Apoés 45 dias em meio de multiplicagaerificorse um comportanmo linear
ascendente em relacdo ao crescimento e multiplicacdo dos calos multigranulares
embriogénicos para o tratamento com Picloram, com uma tendéncia de aumento desse
crescimento com o aumemo tempo de tratamento (Figurpa 2Apds serem colocados
em meio de multiplicacdo, o volume inicidbs calosque era de 2,2 chem média,
passou para 4,6 ¢émou seja, um acréscimo de volume celular de cerca de 109%
(Figures 2 e 3). Porém, para o tratamento com 2,4 D, ndo houve ajuste significativo
guando se estiou 0 cescimento dos embrides durante a fase de multiplicacao.

Assim, nesta fase foi possivel observar o aumento dos calos embriogénicos com
aspectos nodulares, compactos e de coloracdo arctardp caracterizandse calos do
tipo 1, embora apdés 12 samas 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. Crescimato dos calos multigranulares embriogénicos’{ae palma de 6leo
mantidos por 90 dias em meio de multiplicacdo com Piclooan2,4-D. Embrapa
Recursogsenéticos e Biotecnologia
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Figura 3. Efeito das auxinas 2B e Picloram na muljllicacdo de calos
multigranulares mbriogénicos de palma de 6led) Aspecto de calos multigranulares
embriogénicos de palma de 6leo aos & em meio de multiplicacd®) Calos
multigranulares embriogénicos aos 60 dias em meio de multiplicacdo ceseaga do
meristema apical do embrido zigotico ader{fonte de explante) (seta}) Aumento
em massa celular doalos embriogénicos aos 75 di@y; Aspecto do crescimento dos
calos multigranulares embriogénicos aos 90 dias. Barras: A, B, D: 1 cm, @,3 cm,
respectivamente.
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Michoux-Ferriere et al. (1992), trabalhando cétavea brasilienseafirmaram
gue nodulacbes presentes nos calos mostraram, através de posterior evolucdo serem
unidades embriogénicas, identificadas como-gmbrides globulares derigem
multicelular. Os calos embriogénicos a nivel celular s&o compostos, em sua maioria, por
células meristeméticas com dimensdes relativamente pequenas e com citoplasma denso
(TOMES, 1985). Em milho, estes calos séo classificados como calos compadtos ou
tipo I, como relatado em nosso trabalho, e calos friaveis ou do tipo Il (ARMSTRONG e
GREEN, 1985).

Ao avaliarse 0 ganho em massa celular de calos embriogénicos de dendezeiro
em razdo do temp@rigura 4),0bservouse que houve diferenca significativatre as
médias dos tratamentos com baixas concentracbes de PicloramDe Rods 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 tratamento com 2B observotse resultados de ganho de massa celular
de 7,7% entre 45 e 60 dias em meio de multiplicacédo e, aos 90 dias, a percentagem de

ganho de massa celular dos calos embriogénicos nao ultrapassou a 50%.
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Figura 4. Ganhoem massaaeiular de calos embriogénicos gdalma de éleanantidos
por 90 dias em meio de multiplicagdo com Picloram oulR,£Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia.
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Apés esse periodo, osalos embriogénicos (Figura 5-IH foram entdo
transferidos para o meieectultura de MS modificado, suplementando compudjede
ANA e 12,30uM de 2iP para as fases de diferenciacdo e maturacdo. A passagem dos
calos embriogénicos para esta etapa permitiu observar entie 22 semanas a
diferenciacdo de embrides somaticosgpedindo ao estagio de torpedo, caracterizados
pelo alongamen do cotilédone, e embrides mais, com caracteristicas bipolares
(Figura 5 J)Uma vez com estas caracteristicasclostersformados por aglomerados
de embribes somaticos diferenciados fotaamsferidos para novo meio de cultura de
MS modificado, desta vez livre de reguladores de crescimento e acrescido de carvao
ativado para a germinacdo dos embrides somaticos diferenciados em plantas,
evidenciado pela emergéncia da bainha fokagyra 5K).

Neste trabalho, as plantas formadas a partir dos agregados de embrides
somaticos foram sendo individualizadas de acordo com sua diferenciacdo, ou seja, pela
formacgéo de brotos e diferenciacdo das folhas do embrido somatico, sendo transferidos
individudmente 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 embrides somaticos regenerados somente apds sua
diferenciacdo € uma @tica importante por permitir uma continua proliferacdo e
diferenciacdo de plantas a partir dokisters de embrides somaticos formados,
sugerindo ser esse o caminho para a obtencdo de plantas em larga escala da espécie.
Apesar de muitos trabalhos em derslmos relatar a necessidade de enraizamento dos
brotos regenerados (KONAN et al. 2016¢ste trabalho, o®sultadosapontam que
simples manutencao dos brotos originarios dos embrides sométicos individualizados foi
suficiente para promover o enraizantenapos &4 semanas nesse meio de cultura
(sem reguladores de crescimento), periodo necessario para as plantas atingirem um
crescimento suficiente para a aclimatacao emfa&st, posteriormente, aclinagéio em
casa de vegetacdbigura 5 MN). ApOs a admatacédo, plantas clonadas de dendezeiro
foram plantadas em uma é&rea de exposicdo, na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologiai Embrapa Cenargen (Figura 5 O).

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

Guerra e Handro (1998) guwitam a melhoria das taxas de indugéo da embriogénese
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somatica enEuterpe eduliscom o uso de citocininas no meio de inducédo de calos,
embora Steinmacher et al. (2007) ndo tenha observado nenhuma melhoria na eficiéncia
da inducdo da embriogénesamaticaem pupunha quando o 2iP foi adicionado ao meio

de inducdo. Em outros casos, 0 aumento das concentracbes de citocininas em
determinadas etapas dambriogénese de palmeiras pode acelerar a oxidacdo e
escurecimento dos tecidos em cultivV®ARASAN et al. 2002 J&4 em dendezeiro,
AberlencBertossi et al. (1999) relatam quedicédo deBAP parece ser essencial para a
melhorar a germinacédo de embrides somaticos de culturas em suspensao de dendezeiro,
embora resultados obtidos pecherwinskiPereira etal. (2010)mostrem que o uso de
citocininas em fases mais avancadas seja importante para a completa diferenciacéo
bipolar dos embrifes somaticos, sendo recomendavel seu uso ainda na fase de
diferenciacdo e maturacdo dos embrides somaticos dessa espécie. No emtaoria,

seja desconhecido para outras palmeiras, 0 uso de citocininas nas diferentes etapas da
embriogénese somatica em dendezeiro parece ser de uso restrito, em especial na
regeneracao, 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¢cdes de campo.
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Figura 5. Estagios morfolégicos da inducdo de calos embriogéminosiendezeiro a
partir de embrides zigbtico8) Embrido zigético de dendezeirolitado como fonte de
explante;B-E) Diferenciagdo dos embribes zigoticos a partir do desenvolvimento do
calo primario @ regido distal dos explantes;G) Aspecto de caloprimarios com
inicio de formacgéo de estruturas multigranulares embriogénicas recobrindo o explante,
apos cerca de 20 semankescultivo em meio de indugéb:1) Aspecto dos calos, apos
doze seranas em meio de multiplicacad; Embrides somatico¥) Regeneacdo de
plantas; L) Individualizacdo de pintas regeneradadyl) Aclimatacdo deplantas
regeneradas em estufd) Plantas regeneradas iathtadas em casa de vegetagap;
Plantasde palma de 6leem campo, n&mbrapa Cenargen. Barras-& 0,3 cm;(F-J)

0,5 cm;(K-L) 1,5 cm.
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4. ANALISES MORFO -ANATOMICAS

As analiss morfeanatdmicas evidenciaram que apos cerca de 20 semanas
cultivo, os explantes apresentavam calos com aspecto nodular. Na parte mais interna do
calo, observararse regides com intensas di®es celulareque resultaram em massas
embriogénicas contélulas pequenas, isodiamétricas, de citoplasma denso, nucleo
volumoso caracterizandocélulas meristematicagFigura 6 A). A partir do
desenvolvimento da massa embriogénica, obseseoa formacadoalagrupamentos de
célulascaracterizados como pgmbrides (Figura 6 e posteriormente, embrides com
células em arranjo esférico caracterizarsobrides somaticos em estagio globular
inicial de origem multicelular (Figura 6 D). De acordo com Williams @&h&swaran
(1986), embrides de origem multicelular apresergarfusionados ao tecido de origem,
possuem protoderme comum e originaram de calos nodulares constituidos por massas
embriogénicas levando a formacao de embrides globulares. Saénz et al. (20@6) ta
observaram que embrides sométicos @ecos 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 nuacko proeminente contendo de um a trés nucléolos. Estes embribes
apresentavarse individualizados por um aparente espessamento de parede, causado
possivelmente pela dissolucdo da lamela média. O espessamento de parede ao redor dos
embrides também foi veriftclo por Sané et al. (2006) na inducdo de embriogénese
somatica em calos d&hoenix dactylifera

Na regido externa do calo e proximo aos locais com intensas divisdes celulares
verificaramse células grandes contendo amido evidenciado pela coloragdo marrom
(Figura 6 B).Os graos de amido seumularam principalmente nas células préximas
aos centros de intensa divisdo celuspecialmente naquelas com citoplasma menos
denso, enquanto que nas células com divisdo intensa e esmprides nao
apresentaram graae amido

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

de calos désentiana punctatd.. foi relacionada com fonte de energia para a intensa

52












































































































































































































