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RESUMO

A propagacao natural do hibrido BRS Manicoré (E. guineensis x E. oleifera), é
limitada, porque as sementes apresentam um endocarpo duro, demoram até um ano
para germinar e tem baixas taxas de germinacao (30%). Os objetivos desta pesquisa
foram otimizar a germinacéo in vitro de embrifes zigoticos (EZ) e obter embrides
somaticos a partir de EZ e pela técnica de “thin cell layer” (TCL). Para a germinacéao,
EZ foram inoculados nos meios de cultura MS (sais e vitaminas) com e sem
NaH,PO, e MS %, N6 e Y3 (sais e vitaminas), este Ultimo adicionado ou nao de
NaH,PO,4. No meio MS contendo NaH,PO,, a taxa de germinacao foi aumentada de
40 a 68% em comparacao com o meio sem fosfato. Na comparacao entre os meios
de cultura MS, MS %, N6 e Y3, foram observados que 75% dos EZ cultivados no
meio Y3 formaram plantas (raiz e parte aérea), diferindo estatisticamente dos outros
meios de cultura (46; 35 e 17%). Para a embriogénese somatica, foram utilizados EZ
e TCLs da parte aérea de plantulas cultivadas in vitro. EZ foram cultivados em meios
Y3 e MS suplementados com picloram ou 2,4-D (500 uM) e, em outro experimento
em meio Y3 adicionado ou ndo de 2,4-D (250, 500, 750 uM) no escuro. Os calos
formados foram transferidos para meio de multiplicacdo, contendo sais e vitaminas
do meio Y3 100 pM de 2,4-D ou picloram, e 7,9 uM de BAP ou 2iP. Para a formagéo
de calos embriogénicos e embrides somaticos (ES), os calos foram transferidos para
meio Y3 suplementado ou ndo de 2,4-D (9 ou 27 yuM), 1000 uM de putrescina e 0,5
g.L-! de carvao ativado (CA). ES foram obtidos no meio Y3 acrescido ou nédo de 2,4-
D (9 uM) + 1000 pM de putrescina (em 37,16 e 43,3% dos calos, respectivamente) e
40% foram convertidos em plantulas no meio Y3 sem reguladores contendo 3% de
sacarose, 2 g.L" de CA e 6 g.L™ de agar em condicdes de luz. Os TCLs basais da
parte aérea foram cultivados primeiro no meio Y3 suplementado de 2,4-D (500 ou
800 pM) e, em um segundo experimento, no meio Y3 com ou sem 2,4-D (250, 500,
800 ou 1000 uM), no escuro. Nos dois experimentos, os meios foram adicionados de
2 g.L-1 de CA, 3% de sacarose e 2,5 g.L-! de Gelzan. Para a formacédo de calos
embriogénicos e ES, os calos foram cultivados no meio com 2,4-D (50 ou 100 puM)
ou sem acrescido de 100 uM de putrescina e 0,5 g.L- de CA. ES foram obtidos
nestes meios, em 49 a 53% dos calos e 50% foram convertidos em plantulas no
meio Y3 sem reguladores, com 2 g.L-* de CA em condi¢des de luz. Conclui-se que
EZ germinam melhor no meio de cultura Y3, desenvolvendo plantas com raiz e parte
aérea. Para a embriogenése somatica a partir de EZ, o 2,4-D é eficiente para a
formacao de calos, ja para a formacdo de ES nao € necesséria a adicdo do mesmo,
guando o meio é acrescido de putrescina. A técnica do TCL basal € eficiente para a
formacao de calos e obtencéo de ES no meio de cultura Y3.

Palavras-chave: hibrido interespecifico, fosfato de sodio, putrescina, thin cell layer.



ABSTRACT

The natural propagation of the interspecific hybrid of oil palm BRS Manicoré (E.
guineensis x E. oleifera) is limited because the seeds have a hard core, take up to
one year to germinate and have low germination rates (30%). The objectives of this
study were to optimize the in vitro germination of zygotic embryos (EZ) and obtain
somatic embryos from EZ and by the technique of Thin Cell Layer (TCL). For
germination, EZ were inoculated in MS medium (salts and vitamins) with and without
NaH,PO4, MS %, N6 and Y3 (salts and vitamins) with or without added phosphate. In
MS medium containing NaH,PO,4, germination rate was increased from 40 to 68% in
comparison with the medium without phosphate. Comparing the MS, MS %, N6 and
Y3 culture media, it was observed that 75% of zygotic embryos cultured in Y3
medium formed whole plants (roots and shoots), differing from the MS culture media,
MS % and N6 (46, 35, and 17%). For somatic embryogenesis EZ and TCLs of shoots
of in vitro plantlets were used. EZ were cultured in the dark on MS medium
supplemented with Y3 and picloram or 2,4- D (500 puM) and Y3 medium
supplemented with 2,4-D (250, 500, 750 pM) or without. The calluses were
transferred to Y3 multiplication medium with 100 uM auxin plus 7.9 uM BAP or 2iP. In
order to obtain embryogenic calluses and somatic embryos (ES), the calluses were
transferred to Y3 medium supplemented or not with 9 or 27 uM 2,4 -D, 1000 pM
putrescine and 0.5 g.L-* activated charcoal (AC). ES were obtained in Y3 medium
with or without 2,4-D (9 uM) + 1000uM putrescine (in 37.16 and 43.3% of these
calluses, respectively) and 40% were converted into plantlets in the Y3 culture
medium without regulators, containing 3% sucrose , 2g.L™* AC and 6 g.L" * agar in the
presence of light. TCLs of the shoot base were cultured in the dark, first in Y3
medium supplemented with 2,4-D (500 or 800 uM ) and, in another experiment, in Y3
medium with or without 2,4-D (250, 500, 800 or 1000 uM). In both experiments, the
media were supplemented with 2 g.L-* AC, 3% sucrose, 2,5 g.L-* Gelzan. For the
formation of embryogenic calluses and ES, the calluses were transferred to the same
medium with or without 2,4-D (50 or 100 pM) plus 100 pM of putrescine and 0.5 g.L-*
AC. ES were obtained in these media in 49-53% of the calluses, and 50% were
converted into seedlings in Y3 medium without regulators, supplemented with 2 g.L-*
AC in the presence of light. It is concluded that the germination of EZ is better (with
development of shoot and primary root) on Y3 medium. For somatic embryogenesis
from EZ, the 2,4-D is effective for inducing the formation of callus, but it is not
necessary for the formation of somatic embryos when the medium contains
putrescine. The TCL technique is effective for callus formation and formation of
somatic embryos in Y3 medium.

Keywords: interspecific hybrid, sodium phosphate, thin cell layer, putrescine.
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1 INTRODUCAO GERAL

O dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq) € uma monocotiledonea da familia
Arecaceae, originaria da Africa. Possui grande importancia econémica para a
producdo de Oleo, utilizado tanto na industria alimenticia como farmacéutica
(FERWERDA, 1975). O 6leo também tem se destacado como uma fonte alternativa
renovavel de biocombustivel (COLLARES, 2011). Entretanto, a maioria das espécies
de palmeiras ndo possui mecanismos naturais de propagacéo vegetativa, sendo que
sua multiplicagcdo é principalmente via sementes (KIEM, 1958) e a germinacao tem
sido considerada lenta, irregular e frequentemente baixa (MEEROW, 1991). Na
natureza, a germinacao das sementes ocorre apoés trés a doze meses, devido a ter
um endocarpo duro (KOEBERNIK, 1971).

Com a demanda de sementes aumentada, foi desenvolvido o hibrido BRS
Manicoré, cultivar de alta capacidade produtiva (COLLARES, 2011). Manicoré é
resultado do cruzamento entre o dendezeiro africano (Costa Ocidental) (Elaeis
guineensis) e o dendezeiro americano, também denominado caiaué ou palmeira da
amazobnia (E. oleifera (Kunth) Cortés). Possui caracteristicas de resisténcia a pragas
e doencgas, principalmente ao amarelecimento-fatal (doenca de etiologia
desconhecida) e menor crescimento vertical do estipe (CONCEICAO et al, 2000;
CUNHA et al., 2010). E capaz de viabilizar um ciclo de colheita mais longo e menos
suscetivel ao ataque de insetos (EMBRAPA, 2010). Os frutos tém alto teor de 6leos
e elevado teor de &cido graxo insaturado, o que o coloca em condi¢des de produzir
biodiesel de alta qualidade (COLLARES, 2011). Entretanto, possui dificuldade no
desenvolvimento dos embries, sendo que estes abortam dentro da semente,
impedindo a germinacdo (ALVES et al., 2011) reduzindo a taxa de germinacao
(30%) (ANGELO, 2007). Mediante o resgate de embries a germinac¢ao in vitro pode
superar este problema.

A germinacdo in vitro constitui uma ferramenta de grande importancia para
plantas com dificuldade de serem multiplicadas vegetativamente. Para a otimizacao
da germinacédo de Elaeis guineensis, a cultura de embrides in vitro pode ser utilizada
(PADUA, 2012, ndo publicado). Assim, plantulas podem ser obtidas em menor

espaco de tempo, quando em condigcbes apropriadas. Além disso, estudos de
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avaliacdo da qualidade das sementes podem contribuir para o conhecimento da
fisiologia da germinacdo (PADUA, 2012, ndo publicado).

A aplicacdo de métodos para 0 aumento do potencial de germinacdo € uma
ferramenta util em programas de producéo de sementes. No entanto, existem fatores
inibidores que promovem a dorméncia e impedem 0 processo germinativo, surgindo
a necessidade de submeté-las a condi¢Bes ideais de temperatura, umidade e
oxigenacao (LIMA, 2013). O teste do tetrazolio € utilizado para verificar a qualidade
fisioloégica, onde os tecidos vivos ficam corados, ja os tecidos que néo respiram
estdo mortos e ndo sédo corados pelo sal. Tem sido utilizado em sementes que
apresentam dorméncia ou germinacdo lenta, em razdo de sua rapidez, preciséo,
baixo custo e possibilidade de estimativa de viabilidade (GREEN, 2012).

A embriogénese somatica (ES) é uma técnica promissora para a producao
de mudas em grande escala (MORCILLO et al, 2007). E um tipo de propagacio
vegetativa assexuada onde células haploides ou sométicas diferenciam-se e
multiplicam-se, originando embrides somaticos sem que ocorra a fusdo de gametas
(WILLIAMS e MAHESWARAN, 1986). Uma das dificuldades da cultura das
palmeiras é a disponibilidade de mudas e a propagacao por métodos convencionais
ndo é possivel devido a que estas plantas apresentam um Unico meristema, sendo
produzidas exclusivamente por sementes (KIEM, 1958). A técnica de ES pode entédo
ser aplicada para a propagacao da espécie.

A embriogénese somatica pode ser obtida a partir de varios tipos de tecidos,
tais como meristemas, brotos e embries. Um procedimento eficiente é a técnica do
thin cell layer (TCL) ou camada fina de célula (SCHERWINSKI et al., 2010), que
consiste de explantes pequenos com cerca de 1 mm de espessura, excisados a
partir de diferentes partes da planta, tais como: caule, folhas, inflorescéncias, botéao
floral, cotilédones, epicétilos e embrides (TRAN THANH VAN, 1980). Botbes florais
se originam da epiderme dos TCL, mostrando a eficiéncia da técnica na regeneracao
de 6rgdos de uma maneira rapida, a partir de diferentes regides da planta e com
uma pequena quantidade de material vegetal inicial (SILVA, 2003). Porém, nao
existem na literatura trabalhos que utilizam essa técnica visando a inducdo da
embriogénese somatica no hibrido de dendé BRS Manicoré. Guedes (2008)
desenvolveu uma pesquisa utilizando TCLs de segmentos caulinares e foliares de
dendé para a inducdo da embriogénese somatica. Scherwinski et al. (2010) também

utilizaram a técnica para a embriogénese somatica e regeneracdo de plantas de
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dendé, obtendo 41,5% de calos embriogénicos. Steinmacher et al. (2007) utilizaram
TCLs foliares de pupunheira e obtiveram 43% de calos embriogénicos e 80% foram
convertidos em plantas.

Devido a necessidade de multiplicacdo e producdo de mudas do hibrido
BRS Manicoré, visando a produ¢cdo em menor tempo e em grande escala que
atenda a demanda nacional, novas pesquisas devem ser realizadas para otimizacao
do processo de embriogénese somatica. Assim o objetivo geral desta pesquisa é
otimizar a germinacéo in vitro de embrides zigoticos e estabelecer um protocolo de

embriogénese somatica para a producdo de mudas de dendezeiro hibrido Manicoré.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Avaliar a viabilidade de embrides zigdticos pelo teste de tetrazolio;

2. Selecionar o melhor meio de cultura para obtencao de plantulas a partir de
embrides zigoéticos cultivados in vitro;

3. Observar a influéncia do fosfato (NaH,PO,;) no desenvolvimento da parte
aérea e da raiz primaria em plantulas cultivadas in vitro;

4. Selecionar o meio de cultura, a auxina e a concentracdo adequada para a
formacdo de calos a partir de embries zigoticos (EZ) e TCLs basais da parte
aérea;

5. Identificar a citocinina e a auxina mais adequada para a multiplicacédo de calos
a partir de EZ;

6. Verificar a concentracdo ideal de auxina para a formacdo dos embribes
somaticos obtidos a partir de EZ e TCLs;

7. Determinar um meio adequado para conversdao dos embrides somaticos em
plantulas;

8. Aclimatizar plantulas do meio in vitro para meio ex vitro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS GERAIS DO DENDEZEIRO

Dendezeiro ou dendé é o nome popular dado a Elaeis guineensis Jacq,
palmeira originaria da Costa Ocidental da Africa. Pertence a familia Arecaceae,
introduzida no Brasil na regido sul da Bahia no século XVI (CARVALHO, 2009). E
uma monocotiledénea perene, monoica, oleaginosa com ciclo de vida longo
(MORCILLO et al., 2007). Dos frutos desta planta oleaginosa pode ser extraida a
matéria prima do biodiesel (COLLARES, 2011). O principal produto extraido
industrialmente € o 6leo da polpa do fruto, conhecido como 6leo de palma que tem
uso alimenticio por ser o melhor substituto para gordura trans, sendo rico em
vitamina A e E; também esta presente em produtos de higiene e limpeza
(BERTONE, 2011).

A alta producédo de odleos é obtida com os hibridos melhorados (Tenera e
BRS Manicoré) por possuirem grande quantidade de 6leo por cacho. A variedade
Tenera provém do cruzamento entre duas variedades da mesma espécie Elaeis
guineensis Dura x Pisifera, hibrido intraespecifico que produz 25 toneladas de
Oleo/cacho/hectare (BIONDI; MONTEIRO; GLASS, 2008).

BRS Manicoré, cultivar lancada em 2010 pela Embrapa, € um hibrido
interespecifico, resultado do cruzamento entre o caiaué, espécie americana (Elaeis
oleifera), e o dendezeiro africano (E. guineensis) (COLLARES, 2011). Inicialmente
foram instalados experimentos pela Embrapa para avaliar a capacidade de
combinacdo entre diferentes origens de caiaué e dendezeiro africano e o
crescimento dessas plantas. O hibrido BRS Manicoré foi testado durante 20 anos
em areas com incidéncia de doencas como o AF e a fusariose, e ndo apresentou
sintomas dessas anomalias (BARCELOS et al.,, 2000; CUNHA et al.,, 2005). O
hibrido Manicoré também apresenta alta producdo de 6leo, em torno de 30
toneladas/cacho/hectare. Produz progénies férteis com caracteristicas muito
desejaveis: alto teor de Oleo insaturado em relacdo ao do dendé, crescimento em

altura baixo e resisténcia a algumas doencas (BARCELOS et al., 2000).
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Dado esta importancia, pesquisas com o0 caiaué tem continuidade e a
espécie estd sendo usada para producédo de sementes hibridas (ANGELO, 2007).
Contudo, para que o hibrido seja efetivamente utilizado na cultura de dendezeiro, é
necessario que seja adequadamente mantido, caracterizado e avaliado e, por meio
da hibridagdo interespecifica com dendezeiro, poderdo ser desenvolvidas
variedades mais adaptadas ao meio ambiente de maneira segura e sustentavel
(ANGELO, 2007).

2.2 GERMINACAO IN VITRO DE EMBRIOES ZIGOTICOS

A germinacdo de sementes de dendé de forma natural é lenta e esporadica
(CARDOSO, et al., 2010) e para obter uma germinacdo uniforme, recomenda-se a
estocagem das sementes em temperatura de 39 a 40 °C por 80 dias, com teor de
umidade baixo, mas né&o inferior a 14,5%. O conteddo 6timo de umidade para
germinacdo de sementes da var. Dura é de 21 a 22%, e para Tenera 28 a 30%
(PURSEGLOVE, 1972).

A germinacdo in vitro é um método alternativo por permitir o
desenvolvimento normal dos embrides (PADUA, 2012, ndo publicado). Também
torna possivel o resgate de embrifes, fazendo com que plantas germinem em um
periodo de tempo menor e com maior produtividade que em condicfes naturais.
Também torna possivel a criopreservacdo de embribes zigoticos e posterior resgate
como uma alternativa para manter a ampla variabilidade genética de espécies.
Permite o controle da embriogénese, a producdo de hapldides, a superacdo da
dorméncia de sementes, a producdo de plantulas assépticas, além de elucidar
problemas relacionados a nutricdio do embrido no oOvulo (COLLINS e
GROSSER,1984; HU e FERREIRA, 1999).

A cultura de embrides consiste em separar as estruturas embrionarias da
semente e do fruto em diferentes estadios de maturacgéo, inocula-las em um meio
nutritivo e regenerar plantas. Dessa maneira, a cultura de embries pode ser usada
para recuperar hibridos raros, testar viabilidade de sementes ou como fonte de
explantes (GIACOMETTI, 1990; VILLALOBOS e THORPE 1991; HU e FERREIRA,
1999).
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Em palmeiras, um dos primeiros trabalhos em cultura de tecidos envolveu o
crescimento de embrides zigéticos de Cocos nucifera in vitro (EEUWENS, 1976).
Apés este trabalho inicial, a germinacdo in vitro de embrides zigoticos de Cocos
nucifera também foi relatada por Silva (2002) e a de EZ de pupunheira por
Steinmacher (2005) que obteve de 90 e 96% de germinagdo nos meios de cultura
MS e Y3 respectivamente.

Cardoso (2010) verificou que o meio de cultura mais adequado para a
germinacao de embrides zigoticos de hibridos de dendezeiro é o0 MS (MURASHIGE
e SKOOG, 1962) adicionado de 0,17 g.L™* de NaH,PO, e de 2 g.L™* de CA (carvdo
ativado). Isso pode ser devido ao papel fundamental exercido pelo NaH,PO4 no
desenvolvimento de folhas e raizes, pois o fésforo atua no metabolismo energético e
no processo de regulacdo enzimética (ALVES, 2007). Segundo Santiago et al.
(2001), a perfeita diferenciacdo da parte aérea é uma das consequéncias da adicédo
do fésforo ao meio de cultura. Além disso, o fésforo faz parte da constituicdo dos
nucleotideos, unidades formadoras do acido nucléico como o DNA e RNA, sendo
esses acidos diretamente envolvidos no processo de sintese de proteinas, que irdo
constituir as estruturas morfologicas das plantas.

Alves et al. (2011) desenvolveram uma pesquisa para otimizar o protocolo
de cultivo in vitro de embribes de hibridos interespecificos de dendezeiro (Elaeis
oleifera (HBK) Cortés x E. guineensis Jacq), variedades SJ 165, Cl 2061, CJ 2141,
CJ 502 e CJ 492. A concentracdo de 2,5 g.L™ de CA foi mais eficiente para evitar a
oxidacdo in vitro na variedade SJ 165 e houve grande influéncia do gendtipo na
germinacao in vitro. A variedade Cl 2061 apresentou melhores respostas de
germinacao (37,6%), sendo o meio MS % + 2,5 g.L™" de CA + 0,17 g.L"* de NaH,PO,
o mais eficaz para a formacao de plantulas. Padua (2012, ndo publicado) observou
que os embrides do hibrido Manicoré com 100 dias ap6s antese tiveram 88% de
germinacdo no meio MS ou Y3 com 3% de sacarose. Pesquisas ainda devem ser
realizadas para proporcionar um desenvolvimento 6timo e rapido de plantulas de
dendé, devido ao aumento da demanda por sementes, sendo que somente a
EMBRAPA abastece o mercado de sementes dessa espécie no Brasil (LIMA, 2013).

O teste de tetrazolio € um método rapido utilizado para avaliar a viabilidade
das sementes, com base na alteragdo da coloracdo de tecidos vivos, em presenca
de uma solugéo de cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazélio (MARCOS FILHO, 2005). Este

teste baseia-se na atividade das enzimas, particularmente a desidrogenase do acido
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malico (AOSA, 1983), as quais catalisam as reac¢fes respiratorias nas mitocondrias,
durante a glicélise e o ciclo de Krebs, reduzindo o tetrazélio a um “formazan”
insoltvel e colorido (vermelho). Como o pigmento nédo é difusivel ha uma diferenca
bastante nitida entre o tecido que respira (viavel) e o tecido que néo respira (ndo
viavel) (AOSA, 1983). O primeiro adquire cor vermelha caracteristica, enquanto o
altimo mantém a sua cor natural. Durante 0s processos respiratorios, substancias
intermediarias sdo produzidas, que servem de substrato para as desidrogenases.
fons de hidrogénio s&o transferidos (em diversas etapas) para o tetrazolio, que atua
como um receptor de hidrogénio (DELOUCHE et al., 1976).

Em dendé (Elaeis guineensis), o teste de tetrazolio foi realizado para avaliar
a qualidade fisiologica dos embriées por: Mok (1972), que encontrou 98,6% de
viabilidade dos embrides, por Murugesan et al. (2002), que obtiveram 88 a 92%.
Green (2012) obteve 98% de viabilidade e 93% de germinacdo. Para o hibrido
interespecifico (Elaeis guineensis x E. oleifera), Maquiné et al. (2014) obtiveram de

64 a 84% de viabilidade dos embrides.

2.3 EMBRIOGENESE SOMATICA

A embriogénese somética € um método de propagacao vegetativa pelo qual
células haploides ou somaticas desenvolvem-se por meio de diferentes estadios
embriogénicos, dando origem a uma planta sem que ocorra a fusdo de gametas
(WILLIAMS e MAHESWARAN, 1986). A propagacao vegetativa refere-se a qualquer
método utilizado para clonar plantas individuais, diferentemente do que ocorre na
propagacao sexuada, ou propagacédo por sementes (GUERRA et al.,1999).

Segundo Spiegel Roy e Vardi (1984), a embriogénese soméatica pode ser
natural ou induzida in vitro. Na embriogénese somética natural, células dos tecidos
embrionarios podem ser direcionadas para uma rota de desenvolvimento, onde 0s
embrides originam-se por propagacéo assexuada. Esses embrides tem 0 genoma da
planta-mée e, como consequéncia, pela embriogénese somatica natural, populacdes
clonais podem ser mantidas por meio das sementes.

Na embriogénese somaética in vitro ou induzida, células em diferentes

estadios de diferenciagdo podem ser induzidas por estimulos ambientais ou
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quimicos e adquirem novas competéncias morfogenéticas (DUBLIN, 1981). Segundo
Sharp et al. (1980) e Evans et al. (1981), nesse tipo de desenvolvimento existem
dois padrdes basicos de expressdo da embriogénese. O primeiro corresponde ao
modelo direto, no qual os embrides somaticos originam-se dos tecidos matrizes sem
a formacéo de calo, e sdo provenientes de células embriogénicas pré-determinadas
gue sao moduladas por meios ricos em citocininas e desprovidos de auxinas.

O segundo corresponde ao modelo indireto no qual os embrides somaticos
se formam a partir de um calo, onde as células apresentam-se em diferentes
estadios de diferenciacdo e podem adquirir novas competéncias. Em ambos os
casos, 0 embrido somético segue a mesma sequéncia de desenvolvimento do
embrido zigotico (TORRES et al., 1999).

Os calos sdo massas de células desorganizadas, que se multiplicam
desordenadamente podendo se diferenciar em tecidos ou 6rgdos e que possuem a
capacidade de responder as injurias quimicas ou fisicas (TORRES et al., 1999). Em
monocotiledéneas, os estadios sdo: globular, escutelar, coleoptilar e torpedo. Porém,
0os embrides somaticos diferem dos embribes zigéticos por possuirem sistema
vascular fechado, sem conexdo vascular com os tecidos do explante inicial
(GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999; ZIMMERMAN, 1993).

A embriogénese somética consiste de dois ciclos repetitivos caracteristicos:
no primeiro ciclo, um explante da planta matriz é inoculado em meios de cultura
contendo auxina, sendo o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) a mais utilizada.
Estas culturas geram complexos ou massas celulares pré-embrionéarias, que por
processos de embriogénese repetitiva, resultam em um ciclo repetitivo de divisdes
celulares, formando embrides somaticos globulares. No segundo ciclo, chamado de
ciclo de maturacdo, esses pro-embrides sdo estimulados a prosseguir o seu
desenvolvimento pela retirada da auxina do meio de cultura, ou pela inclusdo de
acido abscisico (ABA), de citocininas e de agentes que promovam estresse
osmotico. Nesta fase, as culturas sdo mantidas em condi¢cdes de luminosidade. Esse
ciclo de maturacdo forma embribes sométicos que podem ser convertidos em
plantas (GUERRA et al.,1999). Este modelo resulta de calos e suspensdes celulares
depois que o explante € submetido a tratamentos que induzem competéncia
embriogenética. Segundo Christianson e Warnick (1983) e Sugiyema (1999), isto
significa que é necessario que ocorra a desdiferenciagdo e posterior rediferenciacéo

celular por meio de uma reprogramacao genética (epigénese — ativacao seletiva e



23

diferencial de genes) cujos determinantes bésicos sdo o estadio fisiolégico do
explante e o tipo e concentracdo do regulador de crescimento que atuara como sinal
guimico para a ativacao génica diferencial. Modelos como estes foram obtidos para
palmeiras por Tisserat (1979), para gramineas por Vasil e Fujiwara (1982), para soja
por Christianson (1983) e para cenoura por Litz (1993).

Os reguladores de crescimento sdo substancias que influenciam processos
fisiolégicos das plantas quando em concentracfes apropriadas, na maioria dos
casos, com concentracdes baixas (FRANKENBERGER, JR.; ARSHAD, 1995). Para
a inducao da embriogénese somatica, geralmente é necesséria a adicdo de auxinas
ao meio de cultura, sendo as mais utilizadas: 2,4-D, ANA, dicamba e picloram
(GUEDES, 2008). Os reguladores de crescimento também atuam na expanséo,
alongamento e divisdo celular, beneficiando os processos de calogénese,
embriogénese e organogénese, além de influenciarem o enraizamento das plantas
(KRIKORIAN, 1991). As auxinas mais usadas na embriogénese somética séo: 2,4-D
(49%), seguido pelo ANA (27%), AlA (6%), AIB (6%), Picloram (5%) e Dicamba (5%)
(JIMENEZ, 2005).

As auxinas sao consideradas importantes na regulacdo 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 auxinas (BELL et al., 1993; SOMLEVA et al.,1995). No entanto,
diferencas nas respostas podem ocorrer dependendo da espécie, genétipo ou do
tecido de explantes com diferentes origens em uma mesma planta (DUDITS et al.,
1995).

As citocininas geralmente sdo utilizadas em conjunto com as auxinas, sendo
a BAP mais empregada (57%), seguido pela cinetina (37%), zeatina (3%) e
thidiazuron (3%) (RAEMAKERS et al.,, 1995). Na embriogenése somética, as
citocininas estimulam a multiplicacéo ou divisdo de massas celulares. No entanto, a
maneira complexa com que os reguladores de crescimento e as células interagem,
indica que, se o tecido ndo esta em um estadio responsivo, ele néo ira responder
adequadamente aos reguladores de crescimento exdgenos, ndo importando em
quais concentracdes e combinacdes forem utilizadas (CARDIM, 2006).

Poliaminas como a putrescina tém sido usadas para substituir as citocininas
na embriogénese somatica (RAJESH et al., 2003) e seu uso € similar ao de

reguladores de crescimento, quando utilizado em concentracbes elevadas. As
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poliaminas promovem o crescimento celular e a estabilidade do DNA (GALSTON E
KAUR-SAWHNEY, 1990). Estdo envolvidas na nutricdo das plantas e na cultura de
tecidos e sdo vistas como reguladores de crescimento ou horménios mensageiros
secundarios (BAIS e RAVISHANKAR, 2002; KAKKAR et al., 2000).

Apesar dos reguladores de crescimento apresentar um papel predominante
na morfogénese in vitro, o processo também € influenciado por fatores ambientais,
como temperatura e luminosidade (LERCARI et al., 1999). Além disso, 0os meios de
cultura sao essenciais no desenvolvimento in vitro e, por iSso, constantemente
sofrem modificacbes na composicdo salina e nas vitaminas, de acordo com a
especificidade, necessidade e o objetivo da micropropagacdo (CORREIA et al.,
1995). Na literatura, existem varios meios de cultura, porém, as formulacbes mais
utilizadas em palmeiras séo as do meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e do Y3
(EEUWENS, 1976). Essas formulacdes diferem essencialmente na concentragéo
dos macro e micronutrientes, vitaminas, compostos organicos, fonte de carbono e
outras substancias complexas, normalmente especificas para uma espécie ou etapa
da micropropagacédo (GUEDES, 2008).

Os carboidratos sdo adicionados aos meios de cultura, devido a baixa
capacidade fotossintética das plantas cultivadas in vitro. Estes suprem as
necessidades metabdlicas, participando na geracdo de energia ou como fontes de
esqueletos carbbnicos para 0s varios processos biossintéticos implicados na
diferenciacédo e crescimento celular (LEIFERT et al., 1995). Os carboidratos também
desempenham papel importante dentro da embriogénese somatica na manutencao
da osmolaridade adequada do meio de cultura e promocdo do crescimento
embrionario (HU; FERREIRA, 1999).

2.4 EMBRIOGENESE SOMATICA EM PALMEIRAS

Em palmeiras, a embriogénese somatica tem sido utilizada para a
propagacdo de culturas e como auxilio nos estudos morfogenéticos. Apresenta
vantagens sobre as demais técnicas de micropropagacdo como na producdo de
varios embrides em um espaco limitado e o desenvolvimento direto de plantas a

partir de embrides individualizados (GUERRA et al., 1999). Segundo Steinmacher et
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al. (2007), a embriogénese somatica € preferida na rota regenerativa in vitro das
palmeiras, porque pode aumentar o numero de plantas regeneradas quando
comparada a organogénese.

A propagacao vegetativa in vitro de dendezeiro por embriogénese somética
a partir de diferentes tipos de explantes obteve sucesso partindo de calos induzidos
em meio de cultura com 2,4-D (JONES, 1974; RABECHAULT; MARTIN, 1976;
PARANJOTHY; OTHMAN, 1982; NWANKWO; KRIKORIAN, 1983; BLAKE, 1983;
DUVAL et al., 1988; PARANJOTHY et al., 1989). Uma das explicacdes da influéncia
do 2,4-D na embriogénese somatica de alguns genétipos € que as auxinas
promovem a desdiferenciacdo celular, com reativacdo de divisbes celulares
(DUDITS et al., 1995), e essas respostas podem depender da fonte de explante
usado no experimento (ZIMMERMAN, 1993).

Em palmeiras, Teixeira (1989) trabalhou com Elaeis guineensis e propés a
utilizacdo de embribes zig6ticos, maduros ou imaturos, como fonte de explantes,
com possivel utilizacdo em larga escala. Em 1993, Teixeira et al. induziram calos em
55% a 88% dos embrides imaturos. A formacdo de calos a partir de embrides
maduros foi de 93% e apds aproximadamente nove meses de cultivo, alguns setores
de tais calos primérios formaram calos embriogénicos friaveis.

No protocolo desenvolvido por De Touchet et al. (1991) foram utilizadas
suspensdes celulares de calos embriogénicos obtidos a partir de segmentos de
folhas imaturas de dendezeiro. O meio de cultura para inducdo da embriogénese
somatica foi o MS adicionado de 96,97 uM de BAP, 0,1 gL de CA e trés
concentracOes de 2,4-D (362, 452,5, 678,7 uM). As concentracdes de 362 e 452,5
MM de 2,4-D foram consideradas as mais efetivas para producdo de células
embriogénicas com caracteristicas pré-embrionarias. Para a proliferacdo, os meios
de cultura continham 2,4-D nas concentracdes de 113,1; 226,2 e 362,0 uM, sendo
que a concentracdo de 362 uM manteve o potencial embriogénico dos calos apos 18
semanas de cultivo. O meio de cultura empregado na regeneracao foi o MS sem
reguladores de crescimento, dando origem a plantas, que depois de enraizadas,
foram transferidas para casa de vegetacéao.

Sogeke et al. (1996) induziram a ES em explantes de folhas imaturas de
dendezeiro em meio de cultura Y3 modificado (Y3a) contendo 80,55 yM de ANA.
Crescimento rapido dos calos foi alcancado quando se diminuiu a concentracdo de

ANA para 26,85 pM. Apos esta etapa, a ES foi induzida em meio Y3 basico



26

suplementado com 2,68 yM de ANA e 9,3 uM de KIN (DM1). Sub cultivos sucessivos
em meio de cultura (DM1) resultaram na formagdo de mais embribes verdes,
primordios foliares, com folhas e raizes bem desenvolvidas.

Kanchanapoom e Domyoas (1999) cultivaram embrides zigoticos de frutos
maduros de dendé var. Tenera em meio de cultura Y3 com 9,0 yM de 2,4-D. A
calogénese foi iniciada a partir de dois meses e, para a diferenciacdo dos embrides
e regeneracao das plantas, dois meios sucessivos foram empregados. O primeiro
meio foi o0 MS sem a presenca de auxinas, mas com 0,5 g.L™ de CA. O segundo
meio foi MS adicionado de 0,33 uM de BAP e 11,25 uM de 2,4-D. Os embrides
somaticos foram examinados microscopicamente em tempos distintos, observando-
se que a origem dos calos foi unicelular a partir da subepiderme dos explantes.

Karun et al. (2004) estabeleceram um protocolo para a embriogénese
somatica e regeneracdo de diferentes variedades de Areca catechu utilizando
explantes de folhas e infloréscencias imaturas. O meio utilizado foi o MS,
inicialmente cinco tratamentos com as auxinas 2,4-D (68 uM), Dicamba (25 e 50 uM)
e Picloram (100 e 200 uM) foram aplicadas para o desenvolvimento de calos. Apés
quatro meses de cultivo, o picloram (200 uM) foi considerado a melhor auxina na
inducéo de calos para ambos os explantes, bem como para as variedades testadas.

Carvalho (2009) desenvolveu um protocolo de embriogénese somética a
partir de folhas e flores imaturas de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq) cultivadas
in vitro. Balzon et al. (2013) realizaram novas pesquisas para melhorar a eficiéncia
da embriogénese somatica no dendezeiro (E. guineensis) a partir de embribes
zigéticos maduros. Padua (2013) induziu massas pro-embriogénicas em explantes
foliares de Elaeis guineensis hibrido Tenera e caracterizou essas massas de forma
citoquimica e ultraestrutural quanto as caracteristicas embriogénicas, comparando
duas auxinas: 2,4-D e picloram, ambas sendo eficientes na inducdo de massas
embriogénicas, resultando em quatro tipos de massas embriogénicas assim
classificadas: 1- translicida e alongada, 2- desuniforme e alongada, 3- bege e
globular, 4- branco e globular, sendo adequados os tipos 2, 3 e 4 por possuirem
caracteristicas anatomicas e ultraestruturais de células embriogénicas.

Folhas imaturas também sédo consideradas excelentes fontes de explantes
no cultivo in vitro de palmeiras. Besse et al. (1992), utilizando como explantes folhas
imaturas de quatro clones de dendezeiro (E. guineensis) denominados C1, C2, C3 e

C4, obtiveram dois tipos de calos sub cultivados no mesmo meio de cultura MS,
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suplementado com 2,4-D: calos nodulares compactos e calos fridveis. De acordo
com os dados, os calos apresentavam aspectos diferentes na morfologia e fisiologia,
mas com potencialidades para a indu¢cdo da embriogénese. Estudos realizados por
Koornneef et al. (1993) e Smith et al. (1995), indicaram que a competéncia e a
determinacao dos explantes resultam da acéo diferencial de genes que regulam as
diversas etapas do desenvolvimento. Em dendezeiro var. Tenera, os resultados das
pesquisas desenvolvidas por Morcillo et al. (2007) utilizando explantes foliares
demonstraram a expressdo do gene EgAP2-1, que codifica a proteina
AINTEGUMENTA-like (AIL) em tecidos meristematicos de embrides zigoticos. Estes
estudos revelaram que a transcricdo do gene EgAP2-1 foi mais proeminente em
embribes zigoticos. Porém, um teste padrdo da expressao foi investigado mais
detalhadamente pela hibridizacéo in situ e revelou que tanto em embrides zigbticos
guanto somaticos, a expressao do gene EgAP2-1 esta concentrada nos tecidos em
proliferacéo, associados com o desenvolvimento dos primérdios foliares e no inicio

da rizogénese.

2.5 TECNICA “THIN CELL LAYER” (TCL)

Os TCLs, ou camadas finas de células, consistem de explantes pequenos
com cerca de 1 mm de espessura, que sdo excisados a partir de diferentes partes
da planta, tais como: caule, folhas, inflorescéncias, botdo floral, cotilédones,
epicotilos e embrides (TRAN THANH VAN, 1980). Os explantes podem ser cortados
longitudinalmente (TCLI), podendo conter apenas um tipo de tecido, tal como uma
monocamada da epiderme, ou transversalmente (TCLt) que inclui células de
diferentes tecidos em um mesmo corte. Essa técnica tem sido muito utilizada como
um sistema modelo para analisar a bioquimica das células e marcadores
moleculares de diferenciacdo (BIONDI et al., 2001).

Essa técnica foi desenvolvida em 1974 por TRAN THAN VAN em tabaco
(Nicotiana tabacum L.) que cultivou cortes transversais de caule de diferentes partes
da planta. Botdes florais se originaram da epiderme dos TCL, 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 (SILVA,
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2003). Desde entdo, o TCL tem sido utilizado com sucesso na micropropagacao de
muitas espécies de plantas ornamentais para os quais métodos convencionais nao
foram bem sucedidos (SILVA, 2003). Foi aplicada em E. guineensis por (TEIXEIRA
et al., 1994) e Cocos nucifera (SAMOSIR et al., 1998).

Também em dendezeiro, Scherwinski et al. (2010) utilizaram TCLs da parte
aérea e as cultivaram em meio MS com diferentes concentragcdes de picloram. A
melhor concentracdo foi a de 450 pM, com formacdo de 41,5% de calos
embriogenicos. Em outras palmeiras como, por exemplo, a pupunheira, Steinmacher
et al. (2007) utilizaram TCLs de explantes da parte aérea, observando 43% de
formacgéo de calos primarios. J4 Padilha (2013) obteve 82% de formacéo de calos
em meio MS com 300 pM de picloram em Acrocomia aculeata a partir de folhas de

plantulas produzidas in vitro.
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CAPITULO 1

GERMINACAO IN VITRO DE EMBRIOES ZIGOTICOS DO HIBRIDO DE
DENDEZEIRO BRS MANICORE (E. guineensis X E. oleifera)

RESUMO

O hibrido interespecifico BRS Manicoré (E. guineensis x E. oleifera) tem
caracteristicas agronémicas superiores as do dendezeiro. Porém, a taxa de
germinacdo de sementes € baixa (30%) e o processo demorado quando sao
semeadas de forma convencional. O objetivo do presente trabalho foi otimizar a
germinacao in vitro de embrides zigéticos (EZ) desse hibrido, comparando lotes de
sementes. A viabilidade dos EZ foi avaliada pelo teste de tetrazolio, concentracdo de
0,075%, durante 4 horas. Os EZ foram germinados nos meios MS e Y3, com e sem
a adicao de NaH,PO,, e nos meios MS com metade da concentracdo de sais (MS%2)
e N6. No meio MS contendo NaH,PO,, a taxa de germinacao foi maior (68%) que no
meio sem fosfato (40%). Embrides zigoticos cultivados no meio Y3 formaram plantas
(raiz e parte aérea) em 75% dos explantes, porcentagem maior do que aquela obtida
nos meios MS, MS %2 e N6 (46; 35 e 17% respectivamente). Nesse mesmo meio Y3,
as plantulas apresentaram tamanho maior (36% = 2 cm e 30% = 5 cm) que nos
outros meios. Os resultados obtidos pelo teste de tetrazdlio foram semelhantes aos
de germinacdo em alguns lotes de sementes, mostrando a diferenca de viabilidade
para cada lote e a diferenca de vigor entre os lotes. Para a germinacdo e o
desenvolvimentos das plantulas, é essencial adicionar NaH,PO, nos meios de
cultura que ndo contém fosfato ou contém em baixas concentra¢cdes como o MS.
Para a germinacao deste hibrido o meio de cultura adequado € o Y3.

Palavras-chave: fosfato de sddio, hibrido interespecifico, tetrazdlio.



ABSTRACT

The interspecific hybrid of oil palm BRS Manicoré (E. guineensis x E. oleifera) has
superior agronomic characteristics of oil palm. However, the germination rate is low
(30%) and the process is slow when the seeds are sown in a conventional form. The
purpose of this study was to optimize the in vitro germination of zygotic embryos of
this hybrid comparing seed lots. The viability of zygotic embryos was evaluated by
the tetrazolium test (0.075%) for 4 h. The embryos were cultured on MS and Y3
culture media, with and without the addition of NaH,PO,, as well as on MS% and N6
media. In MS medium containing NaH,PO,, the germination rate was increased from
40 to 68% in comparison with the medium without sodium phosphate. The
comparison between MS, MS %, N6 and Y3 culture media showed that 75% of
zygotic embryos cultured in the Y3 medium formed whole plants (with roots and
shoots defined), a higher percentage than for embryos cultured on MS, MS %2 and
N6 media (46, 35 and 17% respectively). In the same Y3 culture medium, the
plantlets were larger (36% =2 cm and 30% = 5 cm) than in the other media. Results
obtained by the tetrazolium test were similar to those of germination in some seed
lots, showing the difference of vigour of each seed lot. For the germination and
development of plantlets it is essential to add NaH,PO, to a culture medium
containing no phosphate or with a low phosphate concentration. For seed
germination Y3 is a suitable culture medium.

Keywords: interspecific hybrid, sodium phosphate, tetrazolium, Y3.
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1 INTRODUCAO

A palmeira hibrida BRS Manicoré é resultante do cruzamento entre duas
espécies de dendezeiro, o africano (Elaeis guineensis) e o caiaué (Elaeis oleifera)
palmeira que ocorre na Amazonia Tropical Umida (COLLARES, 2011). Este hibrido
interespecifico se destaca em relacdo as demais cultivares, produzindo em torno de
30 ton/cachos/hd, é imune ao amarelecimento-fatal (CUNHA et al., 2009) e possui
tamanho inferior ao do dendezeiro africano, o que facilita o manejo. Além disso,
possui 6leo mais insaturado, o que o torna desejavel por ser mais claro uniforme e
com menor producdo de acidos graxos saturados (RAMOS et al., 2006). Entretanto,
uma das dificuldades da cultura é a disponibilidade de mudas em escala comercial,
pelo fato das palmeiras apresentarem um Unico meristema e a propagacao
vegetativa por métodos convencionais ndo ser possivel, sendo produzidas
exclusivamente por sementes (KIEM, 1958), as quais apresentam germinacgao lenta,
irregular e frequentemente baixa (MEEROW, 1991). Em alguns casos, 0s embrifes
abortam dentro da semente, impedindo seu desenvolvimento (ALVES et al., 2011).
Assim, apenas 30% das sementes germinam o que dificulta a propagacéo
convencional de palmeiras de interesse econémico (ANGELO, 2007; COSTA et al.,
2006).

O cultivo in vitro de embrides zigoticos pode ser uma ferramenta Gtil para
reduzir o tempo de germinacdo e proporcionar maiores taxas de embrides
germinados em plantas com dificuldade de serem multiplicadas vegetativamente
(LIMA, 2013), pois permite a retirada de barreiras fisicas como o endocarpo duro e o
fornecimento de nutrientes necessarios para o desenvolvimento do embrido
(PADUA, 2012, ndo publicado). Nesse contexto, a germinacao in vitro pode superar
este problema pelo resgate de embrides. O objetivo deste trabalho foi otimizar a
germinacao in vitro de embrides zigoticos do hibrido de dendezeiro BRS Manicoré

comparando varios meios de cultura e varios lotes de sementes.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 LOCAL DE ESTUDO E MATERIAL VEGETAL

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Micropropagacdo do
Departamento de Botanica — UFPR, Curitiba, Brasil. As sementes foram obtidas a
partir de plantas matrizes provenientes do cruzamento controlado de plantas
selecionadas do hibrido de dendezeiro BRS Manicoré (E. guineensis x E. oleifera),
fornecidas pela EMBRAPA - Amazénia Ocidental. O endocarpo das sementes
(coletadas 150 dias apés a polinizacdo) foi removido e as améndoas foram lavadas
com sabdo neutro e 4gua corrente. Em seguida foram imersas em alcool etilico 70%
por cinco minutos e hipoclorito de sédio (NaClO) comercial com 10% de cloro ativo e
1% de Tween 20 por 20 minutos, seguido de lavagens com agua destilada estéril
(quatro vezes). Os embrides foram isolados em céamara de fluxo laminar e
desinfestados com NaCIlO comercial (10% de cloro ativo) a 2% por 5 minutos e, em

seguida, lavados em agua destilada estéril (quatro vezes).

2.2 TESTE DE VIABILIDADE COM TETRAZOLIO

Os embrides zigoticos foram isolados e colocados em papel Germitest
umedecido com agua, acondicionados em sacos plasticos (FIGURA 1 C) e levados a
camara B.O.D a temperatura de 30°C por 16 horas (FIGURA 1 A,B). Foram
colocados em recipientes plasticos (4 repeticdes de 25 embrides para cada lote de
sementes), embebidos em 10 mL de tetrazdlio na concentragédo de 0,075% (p/v), pH
6,5 + 0,1, e colocados em camara B.O.D. a uma temperatura de 40°C por 4h em
ambiente escuro. Apos este periodo, os embrides foram lavados em agua corrente

sobre uma peneira para a retirada do excesso de sal (GREEN, 2012, nédo publicado).
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FIGURA 1 — SEMENTES E EMBRIOES DO HiBRIDO DE DENDEZEIRO BRS MANICORE; A)
SEMENTES COM ENDOCARPO; B) EMBRIAO ZIGOTICO RETIRADO MANUALMENTE DA
SEMENTE; C) EMBRIOES ACONDICIONADOS EM PAPEL GERMITEST UMEDECIDO ANTES DO
TESTE DO TETRAZOLIO. BARRAS= A) 1 cm, B) 0,5 cm, C) 1 cm. FONTE: a autora, (2014).

A avaliacéo foi feita com auxilio de microscépio estereoscopico observando o
grau de coloracdo das partes principais: tigelo e haustério e os embries foram
classificados em viaveis (tecido vivo) e inviaveis. Essa classificacdo seguiu padrdes
de coloracdo de sementes de dendé baseados nas classes adotadas por Green
(2012, ndo publicado) e modificadas por Lima (2013, ndo publicado). Classe 1:
Viaveis com alto vigor, tigelo e haustério com coloracdo vermelha ou résea
homogénea (FIGURAS 2B e C); Classe 2: Viaveis com médio vigor, tigelo com
coloracdo homogénea e haustério com falta de coloracdo (FIGURA 2D); Classe 3:
Viaveis com baixo vigor, tigelo e haustorio sem areas de coloracdo (FIGURA 2E);
Classe 4: Inviaveis e mortas, tigelo e haustorio sem coloragédo (FIGURAS 2F, G e H).
A viabilidade dos embrides foi calculada como média das classes | e Il

2.3 GERMINACAO IN VITRO DE EMBRIOES ZIGOTICOS

Os embrides dos lotes CS 428, CS 736, CS 736, CS 1139, CS 1477, CS 1681
foram inoculados em tubos de ensaio de 15 cm de altura e 2 cm de diametro,
contendo 15 ml de meio de cultura. Num primeiro experimento foram utilizados
guatro meios de cultura: 1) sais e vitaminas de Murashige e Skoog (1962) na
formulacdo completa (MS), acrescido de 500 mg.L™ de cisteina 2) MS com metade
da concentracéo original de sais (MS 1/2), acrescido de 500 mg.L™ de cisteina, 3)
meio Y3 (EEUWENS, 1976), 4) meio N6 (CHU et al. 1978), acrescidos de 100 mg.L™

de mio inositol (APENDICE 23). No segundo experimento foram comparados o meio
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MS acrescido de NaH,PO, (0,17 g.L™) e 0 mesmo meio sem NaH,PO,. No terceiro
experimento, o fosfato também foi adicionado ao meio de cultura Y3 e comparado
com o mesmo meio sem fosfato. Todos os meios foram suplementados com 2 g.L™
de carvdo ativado (CA), 30 g.L™ de sacarose e solidificados com 6 g.L™ de &gar
(Vetec). O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,8 com NaOH ou HC| 0,1 N e
os meios foram autoclavados a 120 °C por 20 minutos. O CA foi adicionado
juntamente com o agar, apés o ajuste do pH.

Apb6s 30 dias foram avaliadas as seguintes variaveis: porcentagem de
germinacao dos embrides vidveis, embrides sem resposta e embrides anormais. Os
embrides curvados e intumescidos com presenca da ligula e raiz priméaria foram
considerados germinados. Os embrides atrofiados, sem raiz e sem parte aérea
foram avaliados como anormais. Ap6s 45 dias foi avaliado o comprimento da parte

aérea.

2.4 CONDICOES DE CULTURA

As culturas foram mantidas em ambiente escuro de sala de crescimento a
uma temperatura de 25+ 2°C durante o dia e 21+2°C a noite, sendo transferidas sob
luz fluorescente (luz branca), com irradiancia de 40 umol. m™.s™ e fotoperiodo de 16
horas por quatro semanas. As porcentagens de embrides viaveis, de embrides sem
resposta e de embrides anormais foram avaliadas ap6s 30 dias. Embrifes curvados
mostrando raiz primaria e ligula foram considerados germinados. Embribes
atrofiados sem raizes e parte aérea foram considerados anormais. Apés 45 dias, 0
comprimento da parte aérea foi medido. As plantulas que apresentavam parte aérea
e raizes foram transferidas para tubos de polietileno de 56 cm3 contendo vermiculita
como substrato. Apés o plantio, permaneceram em casa de vegetacdo com
iluminacdo artificial (intensidade luminosa de 13 pymol.m™.s-1, fotoperiodo de 12
horas e temperatura de 24 + 5 °C durante o dia e 20 + 5 °C durante a noite),
irrigadas automaticamente por cinco minutos a cada seis horas. O restante das

plantas foi utilizado em experimentos de micropropagacao.
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2.5 ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com um embrido
por tubo e 50 repeticdes (tubos) por tratamento. O experimento comparando quatro
meios de cultura (MS, MS %2, N6, Y3 e MS com e sem fosfato de sodio) foi realizado
com dois lotes de sementes, ja a comparacao entre o meio Y3 com e sem fosfato, foi
com trés lotes.

Os dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA pelo teste de
Bartlett e comparacdo das médias pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de

probabilidade.

3 RESULTADOS

3.1 RELACAO ENTRE VIGOR, VIABILIDADE E TAXA DE GERMINACAO DE
EMBRIOES ZIGOTICOS DE DENDEZEIRO HIBRIDO BRS MANICORE.

Os embrides zigéticos de dendezeiro hibrido Manicoré foram classificados
de acordo com quatro classes de viabilidade, baseando-se na intensidade,
uniformidade e localizacdo dos padrbes de coloracdo nas duas partes que
constituem o embrido (tigelo e haustorio) (FIGURA 2 A). As classes 1 e 2 (FIGURA 2
C, D, E e F) correspondem aos embribes viaveis que possuem capacidade de
originar plantulas com raizes e bainhas foliares desenvolvidas. A classe 3 (FIGURA
2 G e H) engloba os embriGes viaveis mas com baixo vigor, que encontram-se vivos
e com poucas condicbes de originar uma planta. A classe 4 (FIGURA 2 | e J)
corresponde aos embribes que ndo sao viaveis, que podem estar mortos ou
incapazes de originar plantulas com raiz, por ndo possuirem atividade metabdlica na

porcao do tigelo, porcao na qual esta localizado o eixo embrionario.
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FIGURA 2 - REPRESENTAGCAO DAS CLASSES DE COLORAGAO: A: SECGAO LONGITUDINAL
DO EMBRIAO DESTACANDO A LOCALIZAGAO DO TIGELO E HAUSTORIO. B) EZ NATURAL C)
EZ COM COLORAGAO DE TETRAZOLIO; C) e D) CLASSE 1: EMBRIOES VIAVEIS; E) e F)
CLASSE 2: EZ VIAVEIS COM MEDIO VIGOR; G) e H) CLASSE 3: EZ VIAVEIS COM BAIXO VIGOR;
[) e J) CLASSE 4: INVIAVEIS. BARRA= 1 cm, PARA TODAS AS FIGURAS. FONTE: a autora (2014).

A partir do teste de tetrazolio foi possivel verificar a viabilidade dos embriGes
zigoticos. Conforme apresentado na Tabela 1, a viabilidade varia de acordo com o
lote de sementes, o que indica que ela pode ser influenciada pelo genétipo. De seis
lotes, somente quatro (CS 428, 1139, 1477 e 1681) tinham a maioria dos embrides
na classe 1 pelo teste do tetrazdlio, ou seja embribes viaveis que tém a capacidade
de originar plantulas bem desenvolvidas.

O lote CS 736 apresenta a maioria dos embrides na classe 2 (TABELA 1).
Sao embrides viaveis, mas com médio vigor, o que indica que ainda tem a
capacidade de originar plantulas bem desenvolvidas. A viabilidade dos embrides
esta relacionada com a germinacédo e desenvolvimento de plantulas normais (raiz e
parte aérea). Pois, esses embrides apresentavam-se viaveis e tinham vigor para

germinar, quando cultivados em meios de cultura adequados.
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TABELA 1 - CLASSIFICACAO DOS EMBRIOES DE DENDEZEIRO HIBRIDO BRS MANICORE
PELO TESTE DE VIABILIDADE DE TETRAZOLIO DE ACORDO COM CLASSES DE COLORAGAO
MEDIA DE CADA LOTE E MEDIA GERAL DE TODOS OS LOTES

LOTES

CS428 CS735 CS736 CS1477 CS1681 CS1139  Média
(%) (%) (%) (%) (%) (%) geral (%)

EZ viaveis
comaltovigor 92,0a 250ab 6,00b 55 0a 7250a 43,00a 4891 a

EZ viaveis

com médio
vigor 40b 21,0ab 30,0a 2125b 20,00b 30,0ab 21,00ab

EZ viaveis
com baixo
vigor 40Db 1500b 27,0ab 10,25b 6,25bc 20,0 bc 13,75 b

EZ Invidveis 10D 39,0a 370a 1400b 125c 7,50 c 16,62 b
DMS 8,57 22,35 23,65 29,67 13,93 18,27 30,70

CV% 16,17 42,58 45,05 56,23 26,55 34,64 75,73
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Comparando dois lotes de sementes, CS 428 e 1139, observou-se que 96 e
73% dos embrides eram viaveis pelo teste de tetrazo6lio (TABELA 2). Entretanto,
guando estes foram colocados no meio de cultura Y3 para germinar, apresentaram
porcentagens diferentes de germinacdo (TABELA 2). Pois, apesar do lote CS 428
apresentar uma média superior de viabilidade, nem todos os embriées tinham vigor
para se desenvolver jA os embribes do lote CS 1139 apresentaram 90% de
germinacao. Assim, apesar dos embrides estarem viaveis estes devem ter vigor para

se desenvolver em plantas.
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TABELA 2 - RELACAO ENTRE VIGOR, VIABILIDADE E TAXA DE GERMINACAO DOS EMBRIOES
ZIGOTICOS DE DENDEZEIRO HIBRIDO BRS MANICORE PARA DOIS LOTES DE SEMENTES

Lotes Viabilidade (TTC)* Germinacdo em

(Média da classe | e 1) (%) meio Y3 (%)
Cs428 96,0 59,0
CS1139 73,0 90,0
*Tetrazolio

Relacionando a viabilidade média dos embrides de trés lotes de sementes
(CS 735, CS 1477 e CS 1681) com a germinacdo no meio Y3, observa-se que os
embrides apresentavam viabilidade de 46 a 92,5% respectivamente, e uma média
de germinacado de 38 a 88% (TABELA 3). Verificamos que os trés lotes apresentava-

se viaveis e destes todos os embrides tinham vigor para germinar (TABELA 3).

TABELA 3 - COMPARAGCAO ENTRE A VIABILIDADE E A GERMINACAO DOS EMBRIOES
ZIGOTICOS DE DENDEZEIRO PARA TRES LOTES DE SEMENTES.

Viabilidade (TTC)* (Médias de alto e médio vigor)  Germina¢&éo no meio Y3

Lotes (%) (%)
CS 735 46,0 38,4
CS 1477 76,2 79,0
CS 1681 92,5 88,8

*Teste de tetrazolio.

3.2 INFLUENCIA DO MEIO DE CULTURA NA GERMINACAO IN VITRO DE
EMBRIOES ZIGOTICOS.

Comparando a influéncia dos meios de cultura MS, MS %, N6 e Y3 na
germinacdo dos embrides zigoticos do hibrido de dendezeiro BRS Manicoré, lotes
CS 428 e 1139, verificamos que o meio de cultura Y3 apresentou 74,5% dos
embrides germinados, diferindo estatisticamente do meio N6 que se mostrou inferior

aos outros meios de cultura, com apenas 17% de embrides germinados (TABELA 4).
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Na primeira semana de cultivo observou-se apenas aumento de volume e
intumescimento (FIGURA 3A). Os embrides cultivados por 10 dias apresentaram-se
curvados (FIGURA 3B) e apo6s 15 dias continuaram curvados e com formacdo do
gancho plumular com ligula e primérdio radicular (FIGURA 3C). No vigésimo dia foi
possivel observar o aparecimento dos primordios foliares e radiculares e a
diminuicdo do tamanho do haustorio, isto devido a complementagdo nutricional
fornecida pelo meio de cultura, ndo havendo mais a necessidade da presenca do
haustoério para suprir nutrientes ao embrido (FIGURA 3D). Apés 30 dias, as plantulas
ja apresentavam parte aérea e raiz primaria (FIGURAS 3E e F) e aos 50 dias foram
aclimatizadas em casa de vegetacao no substrato vermiculita. Embrides cultivados
no meio de cultura N6 tiveram alta porcentagem de explantes sem resposta
(TABELA 4 e APENDICE 1 e 2).

Os embrides zigoéticos germinaram em todos os meios de cultura, mas no
meio de cultura Y3 o processo de germinagédo foi melhor com 75% de embribes
apresentando primérdio foliar e raiz primaria ap6s 30 dias. Os embrides se
desenvolveram em plantas completas, ou seja, com raiz e parte aérea definida,
diferentemente dos embrides cultivados nos outros meios de cultura (FIGURA 3 | e
TABELA 4).

TABELA 4 — GER’MINAC,}AO E COMPORTAMENTO DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE DENDEZEIRO
(BRS MANICORE) (MEDIA DOS LOTES CS 428 e CS 1139) CULTIVADOS IN VITRO EM
DIFERENTES MEIOS DE CULTURA APOS 15 E 30 DIAS

15 dias 30 dias 30 dias 30 dias 30 dias
Meio de Curvados com Germinados Primérdio foliar e  Explantes sem Explantes
cultura haustério (%) (%) raiz 12 (%) resposta (%) anormais (%)
MS 335a 46,0 ab 46,0 ab 20,0 ab 10a
MS1/2 30,0 a 35,0 ab 35,0 ab 30,5 ab 55a
N6 13,5a 17,0b 170b 65,0 a 55a
Y3 195a 745a 75,0 a 50b 15a
DMS 75,74 46,99 45,00 49,42 18,38
CV% 77,09 25,90 25,90 40,11 133,74

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Embries ndo germinados: dados ndo mostrados.
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Apés 45 dias de cultivo, o comprimento das plantas variou entre 0os meios de
cultura MS, MSY2, N6 e Y3 (FIGURA 3 I). Embrides cultivados no meio Y3 tinham
36% de plantulas com 1 a 2 cm de altura e 30% delas tinham de 2 a 6 cm (TABELA
5 e APENDICE 3). J4 os meios MS, MS % e N6 apresentavam porcentagens de
plantulas com tamanho de 1 a 2 cm inferiores a 28%, enquanto que o valor para o
tamanho de 2 a 6 cm foi inferior a 4% (TABELA 5, FIGURA 3 | e APENDICE 4).

TABELA 5 — EFEITO DO MEIO DE CULTURA NO DESENVOLVIMENTO DA PARTE AEREA DE
PLANTULAS DERIVADAS DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE DENDEZEIRO (BRS MANICORE)
CULTIVADOS IN VITRO E OBSERVADOS AOS 45 DIAS

Meios de Plantulas com 1- Plantulas com 2 - Explantes sem Explantes
cultura 2.cm (%) 6 cm (%) resposta (%) anormais (%)
MS 20,0 a 05b 45,0 a 15,0 ab
MS 1/2 27,4 a 3.2b 419 a 24,1 ab
N6 17,7 a 0,5b 44,0 a 35,2a
Y3 36,0 a 30,0a 20b 7,0b
DMS 38,59 9,43 24,88 24,69
CV% 37,51 27,10 18,38 29,81

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Valores menores que 1 cm nédo mostrados.

3.3 INFLUENCIA DA PRESENCA DO FOSFATO DE SODIO NOS MEIOS DE
CULTURA MS E Y3 NO DESENVOLVIMENTO DE EMBRIOES.

O desenvolvimento dos embrides foi melhor no meio MS acrescido de
NaH,PO,4, com 67,5% dos embrides curvados (fase inicial da germinacao), enquanto
0 meio MS sem NaH,PO, mostrou uma alta porcentagem de explantes sem resposta
(TABELA 6, Figura 3 H e APENDICE 5). No trigésimo dia, 50% dos embrides
germinaram no meio MS acrescido de fosfato, e neste mesmo meio o
desenvolvimento das plantulas continuou melhor com primordio foliar e raiz primaria
(49,2%) (TABELA 6 e APENDICE 6). No experimento comparando o meio de cultura



MS ou Y3 com ou sem fosfato, ndo houve diferencas estatisticas entre os resultados
(TABELAS 6 e 7).

MS sem NsH2P04

)

FIGURA 3 — GERMINACAO IN VITRO DE EMBRIOES ZIGOTICOS DO HIBRIDO DE DENDEZEIRO
BRS MANICORE NO MEIO DE CULTURA Y3 E MS. A) EMBRIAO INTUMESCIDO COM 5 DIAS. B)
PROCESSO DE CURVATURA AOS 10 DIAS. C) EMBRIAO COM LIGULA, PLUMULA E
HAUSTORIO AOS 15 DIAS. D) PLANTULA COM PRIMORDIO FOLIAR E RADICULAR COM 20
DIAS. E) RAIZ E FOLHA AOS 30 DIAS. F) 45 DIAS DE CULTIVO. G) RAIZ E FOLHA AOS 50 DIAS.
H) COMPARACAO DAS PLANTULAS EM MEIO MS COM OU SEM NAH,PO,, AOS 40 DIAS DE
CULTIVO. 1) INFLUENCIA DOS MEIOS DE CULTURA NO DESENVOLVIMENTO DE PLANTULAS
AOS 35 DIAS. BARRAS: A= 1,5 cm, B a l= 2 cm. FONTE: a autora (2014).
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TABELA 6 — EFEITO DA ADICAO DE FOSFATO DE SODIO AO MEIO DE CULTURA MS NO
COMPORTAMENTO DE EMBRIOES zIGOTICOS DO HIBRIDO DE DENDEZEIRO BRS MANICORE
(MEDIA DOS LOTES CS 428, CS 1139)

15 dias 30 dias
Meios de Curvados com Explantes sem | Germinados Primoérdio foliar  Explantes sem
cultura haustorio (%) resposta (%) (%) e radicular (%)  resposta (%)
MS 40,0 b 415a 410a 40,3 a 20,0 a
MS + NaH2PO4 67,5a 6,5b 50,0 a 49,2 a 279b
DMS 24,07 12,55 59,60 59,58 114
CV% 10,40 11,50 31,00 30,90 110,0

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Explantes anormais:dados ndo mostrados.

No meio de cultura Y3, uma porcentagem maior de embrides se
desenvolveu em plantulas completas (raiz e parte aérea) do que no meio MS
(TABELA 4) e, portanto, esse meio foi testado novamente, acrescido ou néo de
NaH,PO, (TABELA 7). No entanto, ndo houve diferencas estatisticas entre as
meédias de germinacao e desenvolvimento dos embrides (TABELA 7). Em ambos os
tratamentos os embrides germinaram e desenvolveram-se apos 15 e 30 dias de
cultivo (TABELA 7 e APENDICE 7 e 8).
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TABELA 7 — EFEITO DA ADICAO DE FOSFATO DE SODIO AO MEIO DE CULTURA Y3 NO
COMPORTAMENTO DE EMBRIOES zIGOTICOS DO HIBRIDO DE DENDEZEIRO BRS MANICORE
(MEDIA DOS LOTES CS 735, CS 1477, CS 1681 e CS 1951)

15 dias 30 dias
Curvados  Explantes Explantes com Explantes
Meios de com sem Germinados primérdio foliar e sem Anormais
cultura haustério resposta (%) radicular resposta (%)

Y3 53,05 a 39,15 a 60,00 a 59,14 a 21,20 a 11,32 a
Y3+NaH,PO, 55,77 a 37,40 a 58,00 a 58,64 a 14,55 a 21,56 a

DMS 55,29 69,41 48,00 48,55 27,29 17,16

CV% 58,75 104,84 47,70 47,66 88,26 60,37

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Explantes anormais com 15 dias: dados ndo mostrados.

4 DISCUSSAO

O teste de TTC pode ser utilizado para avaliar a viabilidade dos embrides
zigoticos do hibrido de dendé BRS Manicoré. Esse teste baseia-se na atividade das
enzimas desidrogenases que atuam nos processos respiratorios dos tecidos, onde
ocorre a liberacdo de ions hidrogénio, com os quais o 2, 3, 5 trifenil cloreto de
tetrazélio reage, formando uma substancia de cor vermelha e insolavel, denominada
de formazan, nos tecidos da semente (DELOUCHE et al., 1976).

No presente estudo, lotes submetidos ao teste do TTC apresentaram
diferentes taxas de viabilidade e, dos seis lotes, somente quatro (CS 428, CS 1139,
CS 1477 e CS 1681) tinham capacidade de originar plantulas bem desenvolvidas. O
lote CS 428 apresentou resultados similares (92%) aos obtidos por Lima (2013) para
dendezeiro (Elaeis guineensis): 93% das sementes eram viaveis pelo teste de

tetrazolio.
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A taxa de germinagdo das sementes nem sempre esta relacionada com a
viabilidade de cada lote, pois embrides zigoéticos do lote CS 1681, quando cultivados
no meio de cultura Y3 com e sem fosfato, apresentaram 92% de viabilidade e
germinacdo de 88,8%. Isto mostra que apesar de 92% estarem viaveis somente
88,8% tinham vigor para germinar. EZ dos lotes CS 428 e 1139 tinham 96 e 73% de
viabilidade pelo TTC e, destes 59 e 90% germinaram no meio de cultura Y3, isto
pode ser devido a que os lotes eram viaveis, mas os EZ do lote 1139 tinham mais
vigor para se desenvolver do que os do lote 428. Outros autores também
consideram que o teste do TTC pode ser utilizado para avaliar a viabilidade das
sementes de dendé. Por exemplo, Mok (1972) relatou valores médios de viabilidade
dos embrides de 98,6% e taxa de germinacdo ex vitro de 95%. Murugesan et al.
(2002) também encontraram relacdo entre a viabilidade e a germinacdo de
sementes de dendezeiro, cultivadas em meio de cultura MS suplementado de AIA e
cinetina. Esses autores relataram que a porcentagem de germinacao foi de 93 e a
de viabilidade desses embrides variou entre 88 e 92%, utilizando o TTC nas
concentracdes de 0,5% e 0,75% respectivamente.

A adicdo de fosfato de s6dio no meio de cultura MS é fundamental para a
germinacao in vitro de dendezeiro hibrido Manicoré. Pois, quando o meio de cultura
continha NaH,PO,4, 50% dos embrides germinaram ap6s 30 dias de -cultivo,
enquanto que no meio MS sem NaH,PO, houve uma porcentagem inferior de
explantes germinados (41%). Em outro estudo (CARDOSO et al., 2010) também
adicionaram NaH,PO, aos meios MS e ¥ MS e obtiveram 85% de germinacéo,
sendo a adicdo do fosfato fundamental na conversdo de embribes zig6ticos em
plantulas de dendé hibrido CN 470.

O fosfato é a forma como o fésforo € absorvido pelas células vegetais e essa
absorcdo é mais rapida que a de outros ions. O meio MS possui uma concentracdo
de fosfato insuficiente para algumas plantas e essa concentracdo é reduzida a zero
em poucas semanas (GEORGE et al., 2008). Apesar do meio de cultura MS conter
170 mg.L-* de KH,PO,4, a presenca de uma maior quantidade de fosfato é
fundamental na maioria das culturas in vitro, devido ao papel do fosforo no
metabolismo energético e no processo de regulacdo enzimatica, sendo a
diferenciacdo da parte aérea uma das consequéncias da adi¢cado do fosforo ao meio
de cultura (SANTIAGO et al., 2001), além de influenciar o desenvolvimento da parte

aérea em altura, espessura e da raiz (BARCELOS et al.,, 2001). Além disso, o
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fésforo faz parte dos nucleotideos, unidades formadoras dos acidos nucléicos como
DNA e RNA, sendo esses acidos diretamente envolvidos no processo de sintese de
proteinas, que irdo constituir as estruturas morfologicas das plantas (GEORGE et al.,
2008).

O meio de cultura Y3 foi melhor para o desenvolvimento da raiz priméaria e
parte aérea das plantulas do hibrido Manicoré. Quanto a otimizacdo da germinacao
in vitro, no meio Y3 a taxa de germinacgao foi mais elevada (75%), pelo fato que este
meio apresenta os nutrientes proximos do que a planta necessita de forma natural,
incluindo o fosfato de sédio (320 mg.L™) que ndo est4 presente no meio MS, tendo
apenas fosfato de potassio (170 mg.L™), também apresenta vitaminas diferentes dos
outros meios. Segundo Barcelos et al. (2001), a mistura de nutrientes como ureia,
superfosfato triplo, cloreto de potassio e sulfato de magnésio utilizados na
germinacao natural, evita que as plantas tenham seu desenvolvimento limitado pela
falta de um determinado nutriente. Em outras pesquisas desenvolvidas com dendé
ou com seus hibridos, os meios MS, MS % e Y3 também foram adequados, como
relatado por Chourykaew et al. (1996) que nao tiveram diferencas entre esses meios
de cultura utilizados na germinacéo in vitro de embrifes zigéticos de dendé. Eles
obtiveram 90% de germinacdo nos meios MS %2 e Y3, ja no meio MS foram 85%.
Nesta pesquisa, os resultados de germinacdo dos lotes CS 428 e CS 1139
mostraram que o meio de cultura MS apresentou menores taxas de germinacéo (42
e 50%) comparadas ao Y3 (59 e 90% respectivamente). Entretanto, Padua (2012,
ndo publicado) observou que os embrides zigéticos do hibrido de dendezeiro BRS
Manicoré com 100 dias apds antese tiveram 88% de germina¢cdo no meio MS ou Y3.

O presente trabalho mostrou que o meio de cultura indicado para germinacao
pode variar de acordo com o0 gendtipo de cada lote de sementes de dendezeiro
hibrido BRS Manicoré. O desenvolvimento das plantas também varia com o
gendtipo, pois embrides do lote CJ 2141, cultivados no meio de cultura MS
suplementado com fosfato, tinham 37,93% de desenvolvimento da parte aérea e
radicular em oito semanas de cultura, ja no caso de CJ 502 ndo houve nenhum

desenvolvimento embrionario (ALVES et al., 2011).
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5 CONCLUSOES

O teste do TTC pode ser utilizado para verificar a viabilidade dos embrides. A
taxa de germinacdo das sementes esta relacionada com o vigor dos embrides de
cada lote. Embries zigoticos do hibrido de dendezeiro BRS Manicoré apresentaram
de 30 a 98% de viabilidade em funcéo do lote, e destes uma média de 70% tinham
vigor para se desenvolver em plantas.

A adicdo de NaH,PO, no meio de cultura MS é fundamental para a
germinacdo do hibrido de dendezeiro, especialmente quando o meio ndo contém
fosfato de sodio ou contém em baixas concentragdes.

O meio de cultura Y3 ndo necessita da adicdo de fosfato, pois ja contém a
concentracdo adequada para a germinagao e desenvolvimento das plantas. Sendo
considerado o melhor meio de cultura para o desenvolvimento de plantulas com

parte aérea e raiz no hibrido de dendezeiro.
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CAPITULO 2

EMBRIOGENESE SOMATICA A PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS E TCLs
DE DENDEZEIRO HIBRIDO BRS MANICORE (Elaeis guineensis x E. oleifera)

RESUMO

A embriogenése somatica € um método de propagacao vegetativa pelo qual células
somaticas dao origem a uma planta sem que ocorra a fusdo de gametas. Para
espécies de palmeiras, técnicas de propagacao vegetativa ndo estdo disponiveis,
porque as plantas apresentam um Unico meristema. Para iniciar o processo de
embriogénese somética, foram utilizados embrides zigéticos (EZ) e “thin cell layer”
(TCL) da parte aérea de plantulas germinadas in vitro. Os EZ foram inoculados em
meios de cultura Y3 e MS suplementados com picloram ou 2,4-D (500 uM) e Y3 com
ou sem 2,4-D (250, 500, 750 uM), todos adicionados de 3% de sacarose, 2 g.L-! de
carvao ativado (CA) e 6 g.L-! de &gar. Os calos formados foram transferidos para
meio Y3 com 100 uM de picloram ou 2,4-D e 7,9 uM de BAP ou 2iP. Para a etapa de
formacdo de calos embriogénicos e de embrides somaticos (ES), os calos foram
transferidos para meio Y3 suplementado ou ndo de 9 ou 27 uM de 2,4-D, 1000 uM
de putrescina e 0,5 g.L-! de CA. ES foram obtidos no meio Y3 acrescido ou ndo de
2,4-D (9 pM) + 1000 pM de putrescina (37,16 e 43,3% respectivamente) e 40%
foram convertidos em plantulas no meio Y3 sem reguladores contendo 3% de
sacarose, 2 g.L™* de CA e 6 g.L™ de &gar, em condicdes de luz. Os TCLs basais da
parte aérea foram inoculados primeiro no meio Y3 suplementado de 2,4-D (500 ou
800 uM) e, em outro experimento, foi testado o meio Y3 com 2,4-D (250, 500, 800 ou
1000 uM). Nos dois experimentos, os meios foram adicionados de 2 g.L de CA, 3%
de sacarose e 2,5 g.L-! de Gelzan. Para a formacdo de calos embriogénicos e ES,
os calos foram transferidos para meio Y3 com ou sem 2,4-D (50 ou 100 uM)
acrescido de 100 pM de putrescina e 0,5 g.L-* de CA. ES foram obtidos nestes
meios em 49 a 53% dos calos e 50% foram convertidos em plantulas no meio Y3
sem reguladores, com 2 g.L-* de CA em condi¢cdes de luz. 50 plantas foram
aclimatizadas em casa de vegetacao.

Palavras-chave: meio de cultura Y3, propagacao in vitro, putrescina, thin cell layer.



ABSTRACT

Somatic embryogenesis is an efficient method for large-scale production of oil palm
plants. Other vegetative propagation techniques are not available due to the
biological characteristics of the plant. To begin the process of somatic
embryogenesis, zygotic embryos (EZ) and TCL (Thin Cell Layer) of shoots of
seedlings grown in vitro were used. EZ were inoculated in Y3 and MS media
supplemented with 2,4-D or picloram (500 uM), Y3 with or without 2,4-D (250, 500,
750 uM), 3% sucrose, 2 g.L-! activated charcoal (AC) and 6 g/L™ agar. The calluses
were transferred to a Y3 medium with 100 uM auxin and 7.9 uM BAP or 2iP, so as to
obtain embryogenic masses. For maturation of embryogenic masses and formation
of somatic embryos (ES), they were transferred to Y3 medium supplemented or not
with 9 or 27 uM 2,4-D, 1000 pM putrescine and 0,5 g.L-* AC . ES were obtained in
Y3 medium with or without 2,4-D (9 uM) + 1000 uM putrescine (37.16 and 43.3%,
respectively) and were converted to seedlings in the Y3 medium without regulators
containing 3% sucrose, 2 g.L™ of AC and 6 g.L™ agar in the presence of light. TCLs
of shoots bases were first inoculated in Y3 medium supplemented with 2,4-D (500 or
800 puM) and in another experiment, Y3 medium with or without 2,4-D (250, 500, 800
or 1000 uM) was tested. In all cases, 2 g.L-* AC, 3% sucrose and 2,5 g.L-* Gelzan
were added to the media. For differentiation into ES and maturation, the calli were
transferred to the same medium with or without 2,4-D (50 or 100 puM) plus 100 pM
putrescine and 0.5 g.L-! AC. ES were obtained in the media of differentiation and
maturation in 49 to 53% of the explants and were converted into seedlings in Y3
medium without regulators, with 2 g.L-t AC in the presence of light.

Keywords: Y3 culture medium, in vitro propagation, putrescine, thin cell layer.
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1 INTRODUCAO

O dendezeiro (Elaeis guineensis) esta, entre as oleaginosas cultivadas, a
mais produtiva, com rendimentos superiores a 25 toneladas de cachos por ha/ano
(FURLAN, 2003). Do ponto de vista econdmico, possui vida util de 25 anos. Dos
frutos sdo extraidos dois tipos de Oleos: 6leo de palma retirado da polpa ou
mesocarpo e palmiste obtido da améndoa ou endosperma (ALVES, 2007). Os 6leos
séo utilizados na fabricacdo de cosméticos, na industria oleoquimica, alimenticia e
na alimentacdo animal no preparo das racdes balanceadas obtidas por uma
mesclagem com a torta de palmiste (FURLAN, 2003). O 6leo também é rico em
vitaminas A e E, tocoferol e tocotrianol, poderosos antioxidantes, ajudando a
combater os radicais livres do organismo e o colesterol e atuando também como
anticoagulante (KALINKA, 2002).

A cultura de dendezeiro sofre com pragas e doencgas, como 0 amarelecimento
fatal, e possui germinacéo lenta pelos métodos convencionais (PADUA et al., 2013).
No entanto, para solucionar algumas limitacbes como a resisténcia a doencas, foi
desenvolvido o hibrido interespecifico BRS Manicoré, resultante do cruzamento
entre Elaeis guineensis (africano) e E. oleifera (amaz6nico). Possui caracteristicas
de resisténcia a pragas e doencas, principalmente ao amarelecimento fatal, e menor
crescimento vertical do estipe (CONCEICAO et al., 2000; CUNHA et al., 2010). Os
frutos tém alto teor de Oleos e elevado teor de acido graxo insaturado, o que coloca
0 6leo produzido por este hibrido em condi¢cdes de produzir biodiesel de alta
qualidade (COLLARES, 2011).

A germinacdo do hibrido é baixa (30%) por métodos convencionais devido
ao aborto dos embrides dentro da semente (ALVES et al., 2011). Diante do exposto,
a embriogénese soméatica é uma alternativa promissora para a multiplicacdo e
producdo de mudas desta espécie em grande escala. Essa técnica vem se
destacando como método de multiplicacdo, por permitir a obtencdo de plantas a
partir de células hapléides ou somaticas sem que ocorra a fusdo de gametas
(GUERRA et al., 1999).

Em palmeiras, a embriogénese somatica apresenta vantagens sobre as
demais técnicas de micropropagac¢do, como na producao de varios embrides em um

espaco limitado e o desenvolvimento direto de plantas a partir de embrides
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individualizados (GUERRA et al.,, 1999). Varios autores tiveram sucesso na
formacao de calos e obtencéo de embribes somaticos em meio de cultura com 2,4-D
(JONES, 1974; RABECHAULT; MARTIN, 1976; PARANJOTHY; OTHMAN, 1982;
NWANKWO; KRIKORIAN, 1983; BLAKE, 1983; DUVAL et al., 1988; PARANJOTHY
et al., 1989). Para Elaeis guineensis, Teixeira (1989) propds a utilizacdo de embrides
zigéticos, maduros ou imaturos, como fonte de explantes, com possivel utilizagdo
em larga escala. Em 1993, Teixeira et al. induziram calos em 55% a 88% dos
embrides imaturos. A formacéo de calos a partir de embriées maduros foi de 93% e,
apos aproximadamente nove meses de cultivo, alguns setores desses calos
primarios formaram calos embriogénicos friaveis. De Touchet et al. (1991)
desenvolveram um protocolo utilizando suspensdes celulares de calos
embriogénicos obtidos a partir de segmentos de folhas imaturas de dendezeiro.
Sogeke et al. (1996) induziram a ES em explantes de folhas imaturas de dendezeiro.
Kanchanapoom e Domyoas (1999) cultivaram embrides zigoticos de frutos maduros
de dendé var. Tenera. Carvalho (2009) desenvolveu um protocolo de embriogénese
somatica a partir de folhas e flores imaturas de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq).
Balzon et al. (2013) realizaram novas pesquisas para melhorar a eficiéncia da
embriogénese somatica no dendezeiro a partir de embrides zig6ticos maduros.
Padua (2013) induziu massas pro-embriogénicas em explantes foliares de Elaeis
guineensis hibrido Tenera e caracterizou essas massas de forma citoquimica e
ultraestrutural quanto as caracteristicas embriogénicas.

Dentro das técnicas de micropropagacdo, a do “thin cell layer” (TCL) tem
como vantagem o uso de explante de tamanho reduzido com maior contato com o
meio de cultura (TRAN THANH VAN, 1980). Em palmeiras, a técnica foi utilizada
com sucesso para pupunha (Bactris gasipaes) (STEINMACHER et al., 2007),
Acrocomia aculeata, (PADILHA, 2013) e, para o dendezeiro (Elaeis guineensis),
(SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2010).

Essa pesquisa foi desenvolvida para atender a necessidade de multiplicacédo
e producdo de mudas do hibrido de dendezeiro BRS Manicoré, visando a producao
em menor tempo e em escala que atenda a demanda nacional. O objetivo foi obter
um protocolo de embriogénese somatica a partir de embrides zigoéticos e pela
técnica do “thin cell layer” (TCL), utilizando a parte aérea de plantulas cultivadas in

vitro.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Selecionar o meio de cultura, a auxina e a concentracdo adequada para a
formacao de calos em embrides zigoticos (EZ) e TCLs basais da parte aérea;

2. ldentificar a citocinina e as auxinas mais adequadas para a multiplicacéo de
calos a partir de EZ;

3. Verificar a concentracédo ideal de auxina para a formacdo e maturacdo dos
embrides somaticos obtidos a partir de EZ e TCLs;

4. Determinar um meio adequado para conversdo dos embrides sométicos em
plantulas;

5. Aclimatizar plantulas do meio in vitro para meio ex vitro.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Micropropagacdo do
Departamento de Botanica — UFPR, Curitiba, Brasil.

Foram utilizados embriGes zigoéticos de frutos maduros coletados apés 150
dias da polinizagdo obtidos de plantas matrizes provenientes do cruzamento
controlado de plantas selecionadas do hibrido BRS Manicoré (E. guineensis x E.

oleifera), fornecidas pela EMBRAPA - Amaz6nia Ocidental.

2.2 DESINFESTACAO DAS SEMENTES E DOS EMBRIOES PARA INTRODUGCAO
IN VITRO

Inicialmente, o endocarpo foi removido para a obtencdo das améndoas; em
seguida foram lavadas com sab&o neutro e agua corrente e imersas em alcool etilico
70% por cinco minutos e em solug&o de hipoclorito de sodio (NaClO) a 10% por 20

minutos adicionado de Tween 20 a 1% e enxaguadas quatro vezes com agua
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destilada estéril. Os embrides zigoticos foram isolados e em seguida desinfestados
com NaClO comercial (10% de cloro ativo) a 2% por 5 minutos, lavados em agua

destilada estéril e inoculados em placas de Petri com meios de cultura.

2.3 EMBRIOGENESE SOMATICA

2.3.1 EFEITO DO MEIO DE CULTURA E DE CONCENTRACOES DE PICLORAM
OU 2,4-D NA FORMAGAO DE CALOS A PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS

Os embrides foram introduzidos em placas de Petri de 9 cm de didmetro e 2
cm de altura contendo 15 ml de meio de cultura, com cinco embrides por placa e 10
repeticdes (por tratamento). Num primeiro experimento foram utilizados os meios MS
e Y3 suplementados ou ndo com 500 uM de 2,4-D ou picloram e, no segundo
experimento, em meio Y3 suplementado ou ndo de 2,4-D (250, 500 ou 750 uM).
Todos os meios foram acrescidos de 2 g.L™ de CA, 30 g.L™ de sacarose e 6 g.L™ de
agar (Vetec) e o meio MS também foi acrescido de 500 mg.L™ de cisteina. Apds 30
dias foram avaliadas as porcentagens de embrifes zigo6ticos formando calos a cada
meés.

Apos trés meses foi avaliada a consisténcia dos calos (friavel ou compacto)
e os calos foram sub cultivados no meio MS e Y3 diminuindo a concentracdo das
auxinas (2,4-D ou picloram) para 100 uM, acrescidos de 7,9 uM de 2-iP ou BAP.

2.3.2 FORMACAO DE CALOS EMBRIOGENICOS E EMBRIOES SOMATICOS E
CONVERSAO EM PLANTULAS

Os calos friaveis ou compactos obtidos no meio de cultura Y3 com 2,4-D ou
picloram combinado com BAP ou 2iP, foram transferidos de forma aleatoria para
meio Y3 suplementado ou ndo com 9 ou 27 uM de 2,4-D, acrescidos de 1000 uM de

putrescina e 0,5 g.L™ de CA. O desenvolvimento dos calos foi observado a cada 30
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dias e as variaveis, calos embriogénicos e nao embriogénicos foram avaliadas aos
150 dias.

Apo6s dois meses no meio Y3 com 9 ou 27 uM de 2,4D, acrescidos de 1000
UM de putrescina, os calos que ndo formaram embrifes, foram sub cultivados em
meio Y3 acrescido de 9 uM de 2,4D e 1000 uM de putrescina. Apés 30 dias foram
avaliadas as varidveis calos com embrides globulares e calos ndo embriogénicos.

Os calos com embrides globulares e torpedo foram transferidos para meio
Y3 sem reguladores para maturacdo e conversdao em plantulas. Ap6s uma a trés

semanas as variaveis formacoes de raiz e folha foram avaliadas.

2.3.3 EFEITO DO MEIO DE CULTURA E DE CONCENTRACOES DE PICLORAM
OU 2,4-D NA INDUCAO DE CALOS A PARTIR DE TCLs

Plantulas germinadas in vitro de 2-6 cm de altura com 30 a 50 dias de cultivo
foram utilizadas como fonte de explantes. Tiveram primérdio radicular e peciolo
cotiledonar removidos, restando o primérdio foliar. Este foi seccionado
transversalmente a partir da base até o apice em segmentos de aproximadamente 1
mm de espessura (TCLs) que foram utilizados como explantes. A partir de TCLs
basais (TCL-b) (FIGURA 1), dois experimentos foram realizados: 1) cultivo no meio
Y3 adicionado ou néo de 2,4-D (500 ou 800 uM), 2) Y3 adicionado ou nao de outras
concentracbes de 2,4-D (250, 500, 800 e 1000 pM). Todos os meios foram
suplementados com 2 g.L™ de CA, 3% de sacarose e 2,5 g.L™ de Gelzan (Sigma-
Aldrich).

Para a inducéo de calos em TCLs da porc¢éo central da parte aérea (FIGURA
1), foram realizados dois experimentos: 1) em meios de cultura Y3 ou SH (SCHENK
e HILDEBRANDT, 1972) suplementados com 500 pM de 2,4-D, 2) em meio SH
adicionado ou ndo de picloram em diferentes concentracbes (225, 445, 675 uM).
Ambos os meios foram acrescidos de 2 g.L™ de CA, 2,5 g.L™* de Gelzan e o meio SH
também foi acrescido de 100 mg.L™ de glutamina. O desenvolvimento dos explantes
foi avaliado aos 60 dias com avaliacdo da porcentagem de explantes formando

calos.
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FIGURA 1 — POSICAO DOS CORTES NA PARTE AEREA DE PLANTULAS DO HIBRIDO BRS
MANICORE. BARRA: 1 cm.

2.3.4 FORMACAO DE CALOS EMBRIOGENICOS E DE EMBRIOES SOMATICOS
A PARTIR DE TCLs BASAIS

Apbs 90 dias, os calos obtidos nos meios de formacdo de calos em TCL
basais foram sub-cultivados no meio Y3 acrescido de 100 uM de putrescina e de
duas concentracdes de 2,4-D (50 e 100 uM). Os calos com embrides somaticos
imaturos foram transferidas para meio de cultura Y3 sem reguladores para
maturacao e conversao.

Os meios de formacéo de calos embriogénicos tiveram a concentragdo de
CA diminuida para 0,5 g.L™" e, para as etapas de maturacdo e converséo, foi
adicionado 2 g.L™" de CA, 30 g.L™ de sacarose e 2,5 g.L™ de Gelzan.

Ap6s quatro meses foi avaliada a porcentagem de calos friaveis ou
compactos e, apdés seis meses, a porcentagem de calos embriogénicos ou nao
embriogénicos. Foi considerado calo ndo embriogénico o calo friavel (Figura 2 D) e
embriogénico o calo onde embrides globulares apareceram (Figura 2 E).
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2.4 CONDICOES DE CULTURA E ACLIMATIZACAO DAS PLANTAS

O pH de todos os meios de cultura foi ajustado para 5,8 com NaOH ou HCI
0,1 N e os meios foram autoclavados a 120 °C por 20 minutos. O carvao ativado foi
adicionado juntamente com o agente gelificante, Gelzan, apés o ajuste do pH.

As culturas foram mantidas em ambiente escuro de sala de crescimento a
uma temperatura de 25+ 2°C durante o dia e 21+2°C a noite, sendo transferidas sob
luz fluorescente (luz branca), com irradiancia de 40 umol. m™.s™ e fotoperiodo de 16
horas ap6s quatro semanas.

As plantulas que apresentavam parte aérea e raizes foram transferidas para
tubos de polietileno de 56 cm3 contendo vermiculita como substrato. ApGs o plantio,
permaneceram em casa de vegetacdo com iluminacdo artificial (intensidade
luminosa de 13 ymol.m™.s-1, fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 24 + 5 °C
durante o dia e 20 £ 5 °C durante a noite), irrigadas automaticamente por 5 minutos

a cada seis horas.

2.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com 10 repeticdes
(placas de Petri) e cinco embrides/placa para experimentos a partir de embrides
zigoticos e seis explantes/placa para os de TCLs.

Os experimentos de inducédo de calos a partir de embrides zigéticos foram
repetidos duas vezes, os de TCLs basais quatro vezes e TCLs centrais duas vezes.
Os de formacdo de calos embriogénicos a partir de embribes zigéticos foram
repetidos duas vezes e de maturacdo e conversdo dos ES quatro vezes. Ja
experimentos de formacao de calos embriogénicos a partir de TCL-b foram repetidos
trés vezes.

Para a conversédo de embribes somaticos a partir de embrides zigoticos e
TCLs, foram utilizados 616 e 250 repeticbes (tubos) respectivamente, com um
embrido/tubo. As variaveis avaliadas foram: porcentagem de formagdo e

consisténcia dos calos, formacgéo de calos embriogénicos e embrides somaticos.
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Os dados foram submetidos a andlise de homogeneidade de variancias
ANOVA pelo teste de Bartlett e comparacdo das médias pelo teste de Tukey, ao

nivel de 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS

3.1 EMBRIOGENESE SOMATICA A PARTIR DE EZ

3.1.1 INFLUENCIA DO MEIO DE CULTURA, DO TIPO E DAS CONCENTRACOES
DE AUXINA NA INDUCAO DE CALOS A PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS.

Aos 15 e 30 dias apds a inoculacdo dos embribes zigoticos em meios de
cultura MS e Y3 foi possivel visualizar a formacg&o de calos nos embrifes cultivados
nos meios que continham as auxinas 2,4-D ou Picloram (FIGURA 2 A e B). Aos 30
dias de cultivo, 76% dos explantes formaram calos em meio Y3 suplementado de
2,4-D (TABELA 1 e APENDICE 9), enquanto que, nos meios sem auxina, os EZ
germinaram e nao formaram calos (dados ndo mostrados). Apdos 90 dias, a formacéo
de calos ocorreu nos explantes que estavam sem resposta (dados ndo mostrados).
Todos os meios apresentavam calos com consisténcia fridvel capazes de se
transformar em calos embriogénicos (TABELA 1, FIGURA 2 C, D, E e F e
APENDICE 10). Os meios MS com 2,4-D e Y3 com picloram foram os mais
indicados para a formagéo de calos friaveis, sendo observados em 62,11 e 59,29%
dos explantes respectivamente, apés 90 dias, diferindo estatisticamente dos outros
meios (TABELA 1).
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TABELA 1 — FORMAGAO DE CALOS A PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE DENDEZEIRO
HIBRIDO BRS MANICORE APOS 30 DIAS EM DOIS MEIOS DE CULTURA ADICIONADOS DE 500
UM DE AUXINA. CONSISTENCIA DOS CALOS APOS 90 DIAS. MEDIAS DOS LOTES CS 428, CS
736, CS 1477 e CS 1681

30 dias 90 dias
Zue;i?’lg F? rmagao de calos  Sem resposta Calos friaveis ~ Calos compactos

(500 uM) (% dos explantes) (%) (%) (%)

MS+2,4-D 52,83 a 47,17 a 62,11 a 15,80 b
MS+Picloram 65,65 a 34,35a 43,00 b 39,00 a

Y3+2,4-D 76,32 a 23,68 a 44,59 b 36,40 a
Y3+Picloram 60,90 a 39,10 a 59,29 a 36,00 a
DMS 32,6 38,62 7,66 6,82
CV% 28,1 42,0 3,60 5,26

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Formacé&o de calos apds 90 dias: dados ndo mostrados.

Comparando diferentes concentragbes de 2,4-D no meio de cultura Y3
observou-se que nas concentracbes de 250 e 500 pM, houve uma melhor
porcentagem (49 e 62) de explantes formando calos, respectivamente (TABELA 2 e
APENDICE 12) aos 30 dias de cultura. Enquanto que, nos meios sem 2,4-D ou
contendo 750 pM, a taxa de formacao de calos foi menor (0,25 e 31,3%) (TABELA
2). Ap6s 90 dias, os meios contendo 250 e 500 uM apresentaram 58,7 e 72,1% de
calos friaveis diferindo estatisticamente da concentracdo de 750 uM (TABELA 2 e
APENDICE 13).

TABELA 2 — FORMACAO DE CALOS A PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE DENDEZEIRO
HIBRIDO BRS MANICORE NO MEIO DE CULTURA Y3 ADICIONADO DE TRES
CONCENTRAGCOES DE 2,4-D APOS 30 DIAS (MEDIA DOS LOTES CS 47 e CS 1951).

30 dias 90 dias
Concentragdes de 2,4-D Formagéo de calos (% | Calos friaveis Calos compactos

(UM) dos explantes) (%) (%)

controle 0,25b
250 49,10 a 58,7 a 41,4 b
500 62,27 a 72,1a 27,8b
750 31,30 ab 23,7b 76,2 a
DMS 47,22 34,23 33,89
CV% 32,45 15,98 16,81

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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3.1.2 EFEITO DE BAP OU 2iP COMBINADO COM 2,4-D OU PICLORAM NA
ETAPA DE MULTIPLICACAO DE CALOS.

Explantes com calos cultivados por 150 dias em meios MS ou Y3 acrescidos
de 2,4-D ou picloram (Tabela 1), transferidos no meio de cultura Y3 contendo
somente auxina ou auxina e citocinina, apresentaram calos embriogénicos (FIGURA
2 G, H e |) independentemente do tipo de regulador vegetal; no entanto, em meios
sem citocinina ou com 2iP combinado ao picloram, a formacédo desses calos foi
menor (38,70, 15,62 e 39,06%) (TABELA 3 e APENDICE 15). A combinacéo de
qualquer auxina (picloram ou 2,4-D) com BAP proporcionou maior formacao de calos
embriogénicos (50 e 54% respectivamente), assim como a combinacdo de 2,4-D e
2iP (51,65%) (TABELA 3).

TABELA 3 —MUL:I'IPLICAC}/:\O DE CALOS FORMADOS A PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE
DENDEZEIRO HIBRIDO BRS MANICORE EM MEIO DE CULTURA Y3 ADICIONADO DE 100 puM
DE AUXINA E 7,9 uM DE CITOCININA APOS 60 DIAS.

Calos embriogénicos Calos ndo-embriogénicos
Reguladores vegetais (n/N)* (%) (n/N)* (%)
2,4-D 12/31 38,75 b 19/31 59,87 bc
PICLORAM 5/31 16,12 c 26/31 83,875 a
2,4 -D+ 2iP 15/29 51,65a 14/29 48,30d
PICLORAM + 2iP 25/64 39,06 b 39/64 60,93 b
2,4 -D+BAP 20/37 54,06 a 17/37 45,88 d
PICLORAM+ BAP 28/56 50,00 a 28/56 50,00 cd
DMS 9,89 10,44
CV% 5,99 4,55

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Calos sem desenvolvimento, dados ndo mostrados. Médias de duas repeti¢cdes.*n=
numero de calos embriogénicos ou ndo. N= nimero total de calos.

3.1.3 EFEITO DE DUAS CONCENTRACOES DE 2,4-D NA FORMACAO DE
EMBRIOES SOMATICOS.

Calos cultivados dois meses nos meios de multiplicagdo (Y3 com picloram,
2,4-D+BAP ou 2iP) (Tabela 3), transferidos no meio Y3 com ou sem 2,4-D (9 ou 27
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pUM), acrescido de 1000 uM de putrescina, apresentaram pré-embrides sométicos ou
embriGes somaticos globulares (FIGURA 2 G e H e APENDICE 16). Em todos o0s
meios de cultura ocorreu formacdo de embrides somaticos, independentemente da
presenca de auxina e da concentracao (FIGURA 2 G, H e I), mas no meio sem 2,4-D
ou com 9 uM houve maior formacdo de embrides sométicos, em 37 e 43% dos
explantes, respectivamente (TABELA 4 e APENDICE 17). Cada calo formou uma

meédia de 25 a 30 embrides apos 60 dias.

TABELA 4 — FORMAGCAO DE EMBRIOES SOMATICOS A PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE
DENDEZEIRO HiBRIDO BRS MANICORE EM MEIO DE CULTURA Y3 ADICIONADO DE 2,4-D E
DE 1000 pM DE PUTRESCINA APOS 60 DIAS.

Calos com embrides* Calos embriogénicos*** Calos friaveis
2,4-D (UM) (n/N)** (%) (nIN)* (%) (n/N)* (%)
0 34/91 37,36a 53/91 58,24 a 4/91 4,39 a
9 53/121 43,80 a 56/121 46,28 a 14/121 11,57 a
27 19/101 18,81 b 58/101 57,48 a 24/101 23,76 a
CV% 119,76 65,56 149,71
DMS 79,74 69,59 39,33

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Médias de quatro repeti¢cdes. * nos estadios escutelar e torpedo.**n= nimero de calos
com embrides, calos embriogénicos e fridveis. N= numero total de calos. *** com embribes
globulares.

Os embribes soméaticos no estadio de torpedo (FIGURA 2 J), transferidos para
o meio de conversdo (Y3 sem reguladores) em condi¢cdes de luz apresentaram
coloragdo branca apés uma a duas semanas (FIGURA 2 J e TABELA 5). ApGs duas
semanas apresentavam coloracdo verde e iniciou-se o alongamento do peciolo
cotiledonar, a emissdo da radicula e plumula (FIGURA 2 K e TABELA 5). Alguns dos
embrides foram considerados anormais, pois ficavam verdes, mas ndo emitiam raiz
nem peciolo cotiledonar e outros apresentavam somente raiz (TABELA 5). 40% dos
embrides somaticos foram convertidos em plantas, e apés 45 dias, 50 plantas
continham parte aérea e radicular e foram aclimatizadas em casa de vegetacéao. As
que ndo apresentavam essas caracteristicas ficaram mais tempo in vitro. Apos 15

dias, 5% das plantas aclimatizadas sobreviveram (dados ndo mostrados).
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FIGURA 2 - ETAPAS DA EMBRIOGENESE SOMATICA A PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS DO
HIBRIDO DE DENDEZEIRO BRS MANICORE (Elaeis guineensis x E. oleifera). A) CALO EM MEIO
Y3 COM 500 uM 2,4-D APOS UM MES. B) CALO EM MEIO Y3 COM PICLORAM 500 uM APOS UM
MES. C) CALO FRIAVEL EM MEIO Y3 + 2,4-D (100 uM) + BAP (7,9 uM). D) CALO FRIAVEL EM
MEIO Y3 + 2,4-D (100 pM) + 2iP (7,9 pM). E) CALO EMBRIOGENICO NO MEIO Y3 + 2,4-D (100 uM)
+ BAP (7,9 uM). F) CALO EMBRIOGENICO NO MEIO Y3 + 2,4-D (100 pM) + 2iP (7,9 uM). G) CALO
EMBRIOGENICO COM EMBRIOES NOS ESTADIOS GLOBULAR E TORPEDO EM MEIO Y3 COM 9
uM DE 2,4-D +1000 pM DE PUTRESCINA - 7 MESES. H) EMBRIOES NOS ESTADIOS GLOBULAR
E ESCUTELAR EM MEIO Y3 COM 1000 uM DE PUTRESCINA. 1) EMBRIOES SOMATICOS EM
MEIO Y3 SEM REGULADORES - 8 MESES. J) EMBRIOES SOMATICOS NO ESTADIO TORPEDO
NO MEIO Y3 SEM REGULADORES - 9 MESES. K) EMBRIOES CONVERTIDOS COM DUAS
SEMANAS EM MEIO Y3 SEM REGULADORES NA LUZ. L) EMBRIOES CONVERTIDOS COM
TRES SEMANAS EM MEIO Y3 SEM REGULADORES NA LUZ. BARRAS: A, C,F, H,1,Je K =2cm.
B=1cm. D, E,G e L=3 cm. Fonte: a autora (2014).

TABELA 5 — CLASSIFICACAO DE EMBRIOES SOMATICOS NO MEIO DE CULTURA Y3 SEM
REGULADORES NA PRESENCA DE LUZ, OBTIDOS A PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE
DENDEZEIRO HIiBRIDO BRS MANICORE OBSERVADOS DURANTE TRES SEMANAS

Classificacdo dos embrides somaticos N° de ES*/total (soma de 3 repeticbes)

Cor branca (1-2 semanas na luz) 109/616=17,8%
Cor verde (2 semanas) 158/616=25,7%
Com raiz (2-3 semanas) 99/616= 16,0%
Cor verde com raiz e folha (3 semanas) 250/616= 40,5%

*embrides somaticos.
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O processo de embriogénese somatica a partir de embrides zigoéticos ficou
dividido em quatro etapas até a conversdo dos embrides somaticos em plantas
(FIGURA 3).

Tempo
(meses) Indugdo de calos
122303% w3 + 250 uM de 2,4-D, 2 gL' de CA,
30 gL' de sacarose, 6g.L-' de dgar.
Multiplicagdo de calos
o ¥3 + 100 yM de 2 4-0 ou Piclaram + 7.9 g
de BAP, 2 g.L“ de CA, 30 gL de sacarose,
G g.L-' de agar.
Manutengao de calos embriogénicos e
- formagaode ES
“7 Y3 comousem24-D(3uM) + 1000 uM de
putrescina, 0,5 g.L-' CA, 30 g.L-' sacarose, Gg.L-
Tagar
Maturagao e conversao de embrides somaticos
ge . 13 semreguladores. 2gL"de CA, 30 gL' de sacarose,
2 ao 108 g
G g.L-' de agar.

FIGURA 3 — ETAPAS DA EMBRIOGENESE SOMATICA A PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS DO
HIBRIDO DE DENDEZEIRO BRS MANICORE

3.2 EMBRIOGENESE SOMATICA A PARTIR DE TCL DA PARTE AEREA

3.2.1 INFLUENCIA DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE 2,4-D NO MEIO DE
CULTURA Y3 NA FORMACAO DE CALOS A PARTIR DE TCLs.

Os TCLs basais da parte aérea de dendezeiro hibrido Manicoré, inoculados
no meio de cultura Y3 com 500 pM de 2,4-D, aos 30 dias apresentaram formacé&o de
calos friaveis ao redor do explante (FIGURAS 4 A). Ja os explantes cultivados no
meio contendo 800 pM de 2,4-D apresentavam desenvolvimento lento e com uma
massa gelatinosa transparente (FIGURAS 4 B e C). A auxina utlizada na
concentracdo de 500 UM mostrou-se eficiente na formacao de calos em TCLs basais
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de dendé (39,45%), enquanto que na concentracdo de 800 uM houve 17,7% de
explantes com calos (TABELA 6).

Aos 60 dias de cultivo, os calos apresentavam-se friaveis (FIGURA 4 D). O
meio de cultura Y3 suplementado com 500 puM de 2,4-D proporcionou a maior
porcentagem de calos amarelos e translicidos (47,7 e 32,7) diferindo do meio
suplementado de 800 uM, com 12,2 e 14,7% respectivamente (TABELA 6).

TABELA 6 — FORMAGAO DE CALOS A PARTIR DE TCLs BASAIS DA PARTE AEREA DE
PLANTAS DE DENDEZEIRO HIiBRIDO BRS MANICORE CULTIVADOS NO MEIO DE CULTURA Y3
ADICIONADO DE DUAS CONCENTRACOES DE AUXINA POR 60 e 90 DIAS

60 dias 90 dias
Meio Y3 com Formacéo Explantes sem Calos Calos Explantes sem
2,4-D (uUM) de calos (%) resposta (%) amarelos (%) translicidos (%) respostas (%)
500 39,45 a 59,65 a 47,73 a 32,76 a 19,50 b
800 17,70 a 82,30 a 12,20 b 14,73 a 73,06 a
DMS 31,38 47,6 32,73 54,57 59,08
CV% 63,49 30,6 31,38 99,0 56,26

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Média de quatro repeticdes.

A concentracdo de auxina influenciou o desenvolvimento dos calos, pois
explantes de TCLs basais cultivados na presenca de diferentes concentracdes de
2,4-D tiveram formacédo de calos em torno de 30% em concentragdes de 250 e 500
MM de 2,4-D, enquanto que, em concentracdes acima de 500 pM, ndo formaram
calos ou formaram em baixas porcentagens (2 e 4% respectivamente para 800 e
1000 pM) (TABELA 7 e APENDICE 19).
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TABELA 7 — FORMAGAO DE CALOS A PARTIR DE TCLs BASAIS DA PARTE AEREA DE
DENDEZEIRO HIiBRIDO BRS MANICORE CULTIVADOS POR 60 DIAS NO MEIO Y3 ADICIONADO
DE 2,4-D.

Tratamentos meio Y3

2,4-D (UM) Formacéo de calos (%) Sem resposta (%)

0 2,13 b 97,83 a

250 33,17 a 60,73 b

500 31,88a 69,13 b

800 2,20b 97,80 a

1000 4,33 b 95,66 a

DMS 22,73 24,96

CV% 57,31 11,02

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Média de trés repetigbes.

3.2.2 EFEITO DE DUAS CONCENTRACOES DE 2,4-D COMBINADO COM 100 puM
DE PUTRESCINA EM CULTURAS EMBRIOGENICAS

Os calos de TCLs basais com seis meses, transferidos para meios de cultura
Y3 sem ou com 2,4-D (50 ou 100 uM) acrescidos de putrescina, apresentaram calos
embriogénicos com pré-embrides somaticos independentemente da presenca do
2,4-D, com percentagens de 49 a 53% (FIGURA 4 E e F e TABELA 8 e APENDICE
20). Alguns destes calos apresentavam uma média de 5 a 20 embriées no estadio
globular e torpedo (FIGURA 4 G). Embribes soméaticos no estadio torpedo foram

individualizados e convertidos em plantulas (FIGURA 4 H, | e J).
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FIGURA 4: ETAPAS DA EMBRIOGENESE SOMATICA A PARTIR DE TCLs BASAIS DA PARTE
AEREA DE DENDEZEIRO HIBRIDO BRS MANICORE EM MEIO Y3. A) COM 500 uM DE 2,4-D
APOS UM MES. B) e C) COM 800 uM DE 2,4-D APOS UM MES. D) CALO EMBRIOGENICO COM
100 uM DE 2,4-D + 100 uM DE PUTRESCINA APOS 5 MESES. E) CALO EMBRIOGENICO COM 50
UM DE 2,4-D + 100 uM DE PUTRESCINA APOS 5 MESES. F) EMBRIOES GLOBULARES EM MEIO
SEM REGULADORES APOS 8 MESES. G) EMBRIOES SOMATICOS EM MEIO SEM
REGULADORES APOS 8 MESES E 10 DIAS. H) EMBRIAO SOMATICO INDIVIDUALIZADO APOS 9
MESES. I) EMBRIAO CONVERTIDO EM PLANTULA APOS 14 DIAS NO MEIO Y3 SEM
REGULADORES. J) PLANTULA APOS 21 DIAS. BARRAS: A), B) e C) 1 cm. D), E), F) e G) 1,5 cm.
H), 1) e J) 2 cm. Fonte: a autora (2014).

TABELA 8 — CALOS COM FORMACAO DE EMBRIOES SOMATICOS OBTIDOS A PARTIR DE TCLs
BASAIS DA PARTE AEREA DE DENDEZEIRO HIBRIDO BRS MANICORE CULTIVADOS POR
QUATRO MESES NO MEIO Y3 COM 100 pM DE PUTRESCINA

Y3+putrescina (100 pM) Calos Calos n&o embriogénicos
+2,4-D (UM) embriogénicos* (%) (%)
0 52,87 a 26,19b
50 49,20 a 50,80 a
100 52,22 a 47,77 a
DMS 33,5 16,03
CV% 26 15,39

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. *com embrides nos estadios globular e coleoptilar.
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3.2.3 CONVERSAO DE EMBRIOES SOMATICOS DO HIiBRIDO DE DENDEZEIRO
BRS MANICORE, OBTIDOS A PARTIR DE TCLs BASAIS.

Aproximadamente 230 embrides somaticos foram transferidos para meio de
conversado em plantas (Y3 sem reguladores) em condi¢fes de luz. Ap6s uma a duas
semanas permaneciam na cor branca e, apés duas semanas comecavam a ficar
verdes e desenvolver peciolo cotiledonar e raiz primaria (FIGURA 4 1 e J e TABELA
9). Apés 45 dias, 50 plantas de um total de 230 (21,7%) tinham parte aérea e
radicular e foram aclimatizadas em casa de vegetacao; as que ndo apresentavam
essas caracteristicas ficaram mais 15 dias in vitro. As plantas aclimatizadas nao
sobreviveram, sendo que testes de substrato, temperatura e umidade devem ser

realizados.

TABELA 9 — FORMAGCAO DE EMBRI()ENS SOMATICOS NO MEIO DE CULTURA Y3 SEM
REGULADORES VEGETAIS EM CONDICOES DE LUZ A PARTIR DE TCLs DE DENDEZEIRO
HIBRIDO BRS MANICORE

Coloracao dos embrides soméaticos N° de ES*/total (soma de 2 repeti¢cdes)

Cor branca (1-2 semanas na luz) 10/230=1,0%
Cor verde (2 semanas) 99/230=43,0%
Com raiz (2-3 semanas) 6/230=2,6%
Com raiz e folha (3 semanas) 115/230=50,0%

*embrides somaticos

O processo de embriogénese somatica a partir de TCLs basais da parte aérea
ficou dividido em trés etapas até a conversdao dos embrides somaticos em plantas
(FIGURA 5).
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Tempo

(meses)

12ap3e  Indugido de calos a partir de TCLs basais
¥3+250uM de 24-D 2 gL "deCA 30gL™
de sacarose, 2 50.L-" de Gelzan.

328068 Formagdo de massasembriogénicase de ES
— ¥3 comousem 2 4-0(50uM) + 100 M de
putrescina, 0,5g.L" de CA, 30 gL' de sacarose, 2.5
q.L-" de Gelzan.

Manutengao, maturagao e conversao de embribes
somaticos

Bt a0 RE ¥3 semreguladores. 2 gL' de CA, 30 gL' de sacarose,
25 g.L-" de Gelzan.

FIGURA 5 — ETAPAS DA EMBRIOGENESE SOMATICA A PARTIR DE TCLs BASAIS DA PARTE
AEREA DO HIBRIDO DE DENDEZEIRO BRS MANICORE

3.2.4 EFEITO DE DUAS AUXINAS E DOIS MEIOS DE CULTURA NA FORMACAO
DE CALOS EM TCLs CENTRAIS

A taxa de formacao de calos em TCLs centrais foi muito baixa em ambos os
meios (Y3 ou SH) na presenca de dois tipos de auxina (picloram ou 2,4-D) e quatro
concentragdes (225, 445, 500 ou 675 pM) (TABELAS 10 e 11).

TABELA 10 — FORMACAO DE CALOS A PARTIR DE TCLs CENTRAIS DA PARTE AEREA DE
DENDEZEIRO HIBRIDO BRS MANICORE CULTIVADOS NO MEIO SH ADICIONADO DE
DIFERENTES CONCENTRACOES DE PICLORAM APOS 60 DIAS

Concentracdes de Picloram (uM) Formacéo de calos (%) Sem resposta (%)
Controle 15a 98,5 a
225 l4a 90,5a
445 3,0a 94,5 a
675 55a 925a
DMS 14,3 33,46
CV% 100,0 8,74

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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TABELA 11 — FORMAGCAO DE CALOS A PARTIR DE TCLs CENTRAIS DA PARTE AEREA DE
DENDEZEIRO HIiBRIDO BRS MANICORE CULTIVADOS NOS MEIOS Y3 E SH ADICIONADOS DE
500 uM de 2,4-D APOS 60 DIAS.

Meios Formacéo de calos (%) Sem resposta (%)
Y3 10,6 a 89,40 a
SH 55a 94,40 a
DMS 24,84 25,03
CV% 71,67 6,33

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

4 DISCUSSAO

4.1 Embriogénese somatica a partir de EZ

As auxinas 2,4-D e picloram foram eficientes na embriogénese somatica do
hibrido de dendé (BRS Manicoré) a partir de embrifes zigoticos. Da mesma maneira,
Silva et al. (2007) utilizando o meio de cultura MS, acrescido de 450 uM de picloram
ou Y3 adicionado de 500 pM de 2,4-D, observaram que 60 ou 76,3%,
respectivamente, dos embrides zigéticos de dendé formaram calos. J& Thuzar et al.
(2011), cultivando embrides zigoticos no meio de cultura N6 suplementado com 9
MM de 2,4-D, picloram ou dicamba, obtiveram 32, 17 e 21,5%) de calos
embriogénicos, respectivamente, valores menores que aqueles apresentados no
meio Y3 com 2,4-D ou picloram no presente estudo (76,3 e 60,9%).

Concentra¢fes de 250 a 500 uM de 2,4-D ou picloram sédo adequadas para a
iniciacdo da embriogenése somatica do hibrido de dendé BRS Manicoré, quando a
auxina € adicionada ao meio de cultura MS ou Y3. Muniran et al. (2008) cultivando
embrides zigodticos de E. guineensis “Dura”, também observaram que os meios Y3,
MS e N6 sdo eficientes na formacéo de calos quando suplementados de 11 uM de
2,4-D, obtendo 98, 80 e 82% de explantes formando calos, respectivamente.

Diferentes tipos e concentracbes de auxinas devem ser usados para cada
espécie ou genotipo de dendé. No presente estudo, concentracdes de 250 ou 500
UM séo eficientes. Ja para as variedades de dendé SJ-165 e SJ-167 concentracdes
de 375 e 625 pM de 2,4-D sédo necessarias para a formacéo de calos em embribes
zigbticos no meio de cultura MS%: (ALVES et al., 2011). Para a var. SJ-165, 30% de
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explantes formaram calos na concentracdo de 625 pM e 31,6% para a var. SJ-167
na concentracdo de 375 uM (ALVES et al.,, 2011). Respostas semelhantes foram
obtidas por Silva et al. (2012) em diferentes genétipos de dendezeiro, no meio de
cultura MS acrescido de 450 uM de picloram. Esses autores mostraram que 0
gendtipo de dendé BRSC 2328 e o do hibrido BRSCM 1115 (Manicoré x dendezeiro)
tinham alto potencial para a formacéo de calos embriogénicos e diferenciagdo em
embrides somaticos.

A combinacdo de baixas concentracdes de auxina com uma citocinina €
eficiente para a etapa de multiplicagdo dos calos deste hibrido. No presente estudo,
100 pM de 2,4-D ou picloram, combinado com 7,9 uM de BAP ou 2iP, provocaram a
multiplicacdo dos calos em 50 a 54% dos explantes. Resultados semelhantes foram
obtidos por Silva et al. (2012) para o genétipo de dendé BRS C2328: utilizando o
meio de cultura MS acrescido de 0,6 UM de ANA e 12,3 uM de 2iP, obtendo 48% de
calos embriogénicos e 52,5 embribes somaticos por calo. Da mesma maneira,
Padilha (2013, ndo publicado) obteve 53% de TCLs foliares de macauba formando
calos fridveis no meio de cultura Y3 com 75 uM de picloram e 12,5 uM de 2iP.

No presente estudo, embrides somaticos foram formados em meios sem 2,4-
D ou com baixas concentracdes (9 pM), acrescido de putrescina (1 mM), numa
média de 25 a 30 embribes por calo. Isto é devido a propriedade da putrescina de
promover a diferenciacdo e maturacao celular durante o processo de embriogenése
somatica e também de atuar na replicacdo do DNA (GALSTON e KAUR-SAWHNEY,
1990). A formacéo de embribes somaticos na auséncia de 2,4-D € muito importante
uma vez que permite evitar problemas de variagdo somaclonal. Com a cultivar de
dendé Tenera, Thuzar et al. (2011 e 2012) também obtiveram embrifes somaticos
guando os calos embriogénicos foram transferidos para meio de maturacdo N6
acrescido de 0,45 puM de 2,4-D, 1,8 mM de putrescina, 0,5 g.L™ de caseina
hidrolizada e 2 g.L* de CA. Da mesma maneira, Carvalho (2009) obteve 65% de
massas com regeneracdo de embrides somaticos, nos meios de cultura adicionados
de 0,045 uM de 2,4-D e 1 mM de putrescina a partir de segmentos foliares e
inflorescéncias femininas de dendezeiro (Elaeis guineensis). No presente estudo, 0s
calos cultivados no meio Y3 com putrescina comecaram a diferenciar-se em
embrides. Isto pode estar relacionado com a formacdo de novas células, ligada ao
aumento na sintese de DNA, RNA, proteinas e com a formacdo de poliaminas

(COHEN et al., 1982). Rajesh et al. (2003) também obtiveram calos embriogénicos
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em dendezeiro, no meio MS modificado, acrescido de 1 mM de putrescina e 0,045
MM de 2,4-D.

Para a conversao de embrides somaticos em plantas, os meios de cultura
sem reguladores vegetais foram eficientes. No presente estudo, 0 meio de cultura
Y3 sem reguladores foi utilizado para converter embrides somaticos em plantas e
estas apresentaram parte aérea e raizes, sendo essas raizes mais desenvolvidas
que as raizes de plantas provenientes da germinacéo in vitro de embrides zigoticos.
Isto pode ser devido a que esses embrides somaticos estdo em contato com auxina
desde a inducdo de calos e, quando sao retirados desse meio com auxina,
desenvolvem raizes por ja terem absorvido uma quantidade suficiente para a
producdo das raizes. Teixeira et al. (1994) também obtiveram a regeneracdo e
conversdo de embriGes somaticos de dendé em plantas no meio de cultura MS sem
reguladores. Ja Muniran et al. (2008) obtiveram resultados diferentes para a
conversdo de embriGes somaticos dessa espécie em plantulas. Utilizaram os meios
de cultura MS e Y3 modificado e compararam esses meios desprovidos de
reguladores ou acrescidos de 2 mg.L™* de AIB. Os melhores resultados foram obtidos
quando o AIB foi adicionado nos meios de cultura (36 e 96% de conversao
respectivamente para os dois meios de cultura); jA para os meios sem reguladores
foram 18 e 62%.

4.2 Embriogénese somatica a partir de TCLs

A técnica do TCL utilizando a base da parte aérea de plantulas cultivadas in
vitro do hibrido de dendezeiro BRS Manicoré € adequada para a inducéo de calos e
obtencdo de embrides somaticos. Esta técnica vem se destacando desde o0s
trabalhos de Tran Thanh Van et al. (1973) e é considerada eficaz para a
regeneracao de embrides de diversas espécies incluindo as palmeiras (SAMOSIR et
al., 1998; NHUT et al., 2003; STEINMACHER et al., 2007). Também ¢é vantajosa
pelo uso de pequenos explantes e por esses terem mais contato com o meio de
cultura, podendo absorver os nutrientes do meio mais facilmente (FEHER et al.,
2003). Também foi utilizada com sucesso por Pannetier et al. (1981) que, apés sete
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meses de cultivo de fragmentos foliares de dendé (Elaeis guineensis), obtiveram de
49 a 53% de calos com pré-embrides somaticos.

Os TCL basais, quando cultivados em meios de cultura com 2,4-D (250 e 500
puM), formaram calos em 33,1 e 31,8% dos explantes, ja quando cultivados em meio
sem 2,4-D nao apresentaram essa formagéo. Resultados semelhantes foram obtidos
por Guedes (2008) em TCLs basais de segmentos caulinares de dendezeiro, onde
41,5% dos explantes formaram calos no meio de cultura MS com 450 uM de
Picloram. P&dua et al. (2013) também observaram inducédo de calos em explantes
foliares de E. guineensis var. tenera, cultivados no meio de cultura Y3 com picloram
ou 2,4-D (9 uM) e nenhuma formacgé&o de calos em meio sem auxina.

Para a formacéo de calos embriogénicos e obtencdo de embries somaticos,
os calos precisam de uma menor exposicao as auxinas, associadas a uma citocinina
ou putrescina. Nesta pesquisa, embrides somaticos foram obtidos tanto no meio de
cultura Y3 com 2,4-D quanto no meio sem 2,4-D, ambos acrescidos de 100 uM de
putrescina. Embrides somaticos também foram obtidos por Guerra e Handro (1998),
em Euterpe edulis, utilizando a combinacdo de uma auxina com uma citocinina (0,54
MM de ANA e 9,8 uM de 2-iP).

Nesta pesquisa, 0 processo de embriogénese somatica do hibrido de
dendezeiro BRS Manicoré a partir de TCL mostrou-se mais eficaz para a
propagacdo da espécie do que a partir de EZ, pelo fato de que uma sé planta
fornece de cinco a oito explantes para serem utilizados na formacédo de calos. O
custo da técnica também é menor, pois 0 processo se resume em trés etapas até a
conversdo dos embrides somaticos, e somente em duas fases sdo utilizados os
reguladores vegetais. Quanto ao nimero de embries sométicos por calo, os calos
provenientes de EZ apresentaram 1 a 5 embriées a mais do que os de TCL, uma
vez que permaneceram dois meses em meio com citocinina e auxina enquanto 0s
de TCLs passaram diretamente para um meio com putrescina e auxina, 0 que
proporcionou a diferenciacdo em embrides somaticos. Entretanto, a técnica do TCL
continua sendo melhor, pois a partir de uma sé planta (dos cinco explantes) séo
formados em média 30 a 50 embribes somaticos, enquanto que, a partir de EZ, seria
necessario 3 a 4 EZ para obter o mesmo namero de ES.
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5 CONCLUSOES

A obtencdo de embrides somaticos é possivel a partir de calos desenvolvidos
de EZ ou TCLs da parte aérea de dendezeiro hibrido BRS Manicoré. Para a indugdo
de calos a partir de EZ é necessario adicionar 250 uM de 2,4-D ao meio de cultura.
A combinacdo de 100 uM de auxina com uma citocinina € eficiente para a etapa de
multiplicacdo dos calos. Calos embriogénicos e embrides somaticos sao formados
em meios sem 2,4-D ou com baixas concentracbes (9 pM), adicionados de
putrescina (1000 uM). Os embrides soméaticos podem ser convertidos em plantas
com raiz e parte aérea no meio de cultura Y3 sem reguladores vegetais.

Os TCLs basais respondem bem ao 2,4-D, concentracdes de 250 ou 500 uM
sendo eficientes para a inducéo de calos. Para a formacéo de calos embriogénicos e
embribes sométicos, os calos devem ser cultivados em meio contendo

concentracfes de auxina menores que 100 pM, associada a putrescina (100 uM).
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho mostrou que o teste de tetrazolio pode ser utilizado para
verificar a viabilidade dos embrides zigoticos do hibrido BRS Manicoré e que a taxa
de germinacao das sementes esta relacionada com a viabilidade de cada lote.

A adicdo de NaH,PO,4 nos meios de cultura € fundamental para a germinacao
do hibrido de dendezeiro, especialmente quando o meio ndo contem fosfato de
sbédio ou contem em baixas concentracdes. O meio de cultura Y3 n&o necessita da
adicdo de fosfato, pois ja contém a concentracdo adequada para a germinacao e
desenvolvimento das plantulas, sendo considerado adequado para o0
desenvolvimento da parte aérea e raiz primaria.

A obtencao de embribes somaticos € possivel a partir de calos desenvolvidos
a partir de EZ ou TCLs da parte aérea de plantulas recém germinadas..

Para a indugdo de calos, € necesséria a adicdo de uma auxina ao meio de
cultura Y3 numa concentracdo de 250 puM de 2,4-D. A combinacdo de baixa
concentracdo de auxina com uma citocinina € eficiente para a etapa de multiplicacéo
dos calos e obtencédo de calos embriogénicos. Embrides somaticos sdo formados
em meios sem 2,4-D ou com baixas concentra¢des, adicionados de putrescina e séo
convertidos em plantas no meio de cultura Y3 sem reguladores vegetais.

Diferentemente de outros trabalhos com o hibrido, embrides sométicos foram
obtidos sem a troca de auxina na fase de formacdo de embrides. Para a conversao
de embrides somaticos em plantulas, auxinas nao foram adicionadas aos meios de
cultura, e plantulas com raiz e parte aérea foram formadas.

Este trabalho é o primeiro a fazer uso da técnica do TCL no hibrido de dendé
BRS Manicoré, a qual se mostrou promissora para a inducéo de calos e obtencédo de
embrides somaticos. Os TCLs basais respondem bem ao 2,4-D e concentracfes de
250 ou 500 pM sdo eficientes para a inducéo de calos. Para a formacao de embrides
somaticos em calos de TCLs, calos embriogénicos devem ser cultivados em meios
contendo concentragdes de auxina menores que 100 uM, associada a putrescina. O
papel dessa poliamina na embriogénese somatica do dendezeiro precisa ser

estudado.
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Diferentemente do processo de embriogénese somatica do dendezeiro (E.
guineensis) que se realiza em quatro etapas, a obtencdo de embrides somaticos a
partir de TCLs do hibrido requer somente trés meios de cultura ou trés etapas: 12
formacao de calos, 22 multiplicacdo de calos e formacédo de embribes somaticos, 32
maturacao e conversdo de embrifes somaticos em plantulas.

Na etapa de aclimatizac&o das plantulas em casa de vegetacgao, as condicdes
adequadas de temperatura, umidade do ar e de substrato devem ser estabelecidas

de maneira a aumentar a sobrevivéncia.
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APENDICES

APENDICE 1 - RESUMO DA ANALISE VARIANCIA DO FATOR CURVADOS COM HAUSTORIO A
PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE DENDEZEIRO (BRS MANICORE) CULTIVADOS IN VITRO
EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA E OBSERVADOS AOS 15 DIAS.

Fonte de Variagcdo gL SQ QM F
Tratamentos 3 51.375.000 17.112.500 0.4948 ns
Residuo 4 138.350.000 34.587.500

Total 7 189.687.500

CV (%): 77,09
ns nao significativo (p>=.05)

APENDICE 2 - RESUMO DA ANALI?E DE VARIANCIA DO FATOR PRIMORDIO FOLIAR E
RADICULAR A PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE DENDEZEIRO (BRS MANICORE)
CULTIVADOS IN VITRO EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA E OBSERVADOS AOS 30 DIAS.

Fonte de Variagdo gL SQ QM F
Tratamentos 3 354.550.000 118.183.333 9.4170*
Residuo 4 50.200.000 12.550.000

Total 7 40.750.000

CV (%): 25,90
*significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01=<p<.05)

AI?ENDICE 3 — RESUMO ANALISE DE VARIANCIA DO FATOR COMPRIMENTO DA PARTE
AEREA 1 A 2 cm CULTIVADOS IN VITRO EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA E

OBSERVADOS AQOS 45 DIAS.

Fonte de Variacdo gL SQ QM F
Tratamentos 3 41.297.375 13.765.792 1.5327 ns
Residuo 4 35.926.500 8.981.625

Total 7 77.223.875

CV (%): 37,51
ns nao significativo (p>=.05)

APENDICE 4 — RESUMO ANALISE DE VARIANCIA DO FATOR COMPRIMENTO DA PARTE
AEREA 2 a 6 cm CULTIVADOS IN VITRO EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA E

OBSERVADOS AOS 45 DIAS.



91

Fonte de Variacdo GL SQ QM =
Tratamentos 3 123.666.000 41.222.000 76.7635**
Residuo 4 2.148.000 537.000

Total 7 125.814.000

CV (%): 27,10
**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<.01)

APENDICE 5 — RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DO FATOR CURVADOS COM HAUSTORIO
CULTIVADOS IN VITRO EM MEIO MS COM OU SEM FOSFATO E OBSERVADOS AOS 15 DIAS.

Fonte de Variagdo gL SQ QM F
Tratamentos 1 75.625.000 75.625.000 24,2000 *
Residuo 2 62.500.00 31.250.00

Total 3 818.750.00

CV (%): 10,40
*significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01=<p<.05)

APENDICE 6 — RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DO FATOR COM PRIMORDIO FOLIAR E
RADICULAR CULTIVADOS IN VITRO EM MEIO MS COM OU SEM FOSFATO E OBSERVADOS

AOS 30 DIAS.

Fonte de Variacdo gL SQ QM F
Tratamentos 1 78.322.50 78.322.50 0.4091 ns
Residuo 2 38.292.500 19.146.250

Total 3 46.124.750

CV (%): 30,90
ns ndo significativo (p>=.05)

APENDICE 7 — RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DO FATOR CURVADOS COM HAUSTORIO
CULTIVADOS IN VITRO EM MEIO Y3 COM OU SEM FOSFATO E OBSERVADOS AOS 15 DIAS.

Fonte de Variagdo gL SQ QM F
Tratamentos 1 14.851.25 14.851.25 0.0145 ns
Residuo 6 613.063.750 102.177.292

Total 7 614.548.875

CV (%): 58,75
ns ndo significativo (p>=.05)
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APENDICE 8 -RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DO FATOR PRIMORDIO FOLIAR E
RADICULAR DE DENDEZEIRO (BRS MANICORE) CULTIVADOS IN VITRO EM MEIO Y3 COM OU
SEM FOSFATO E OBSERVADOS AOS 30 DIAS.

Fonte de Variagdo gL SQ QM F
Tratamentos 1 0.485.11 0.485.11 0.0006*
Residuo 6 472.690.228 78.781.705

Total 7 472.738.739

CV (%): 47,66
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01=<p<.05)

APENDICE 9 - RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DO FATOR FORMAGCAO DE CALOS A
PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE DENDEZEIRO HIBRIDO BRS MANICORE EM 4 MEIOS
DE CULTURA ADICIONADOS DE 500 uM DE AUXINA APOS 30 DIAS.

Fonte de Variagdo gL SQ QM =
Tratamentos 3 144.437.556 48.145.852 1.4859 ns
Residuo 16 518.428.232 32.401.765

Total 19 662.865.788

CV (%): 28,16
ns nao significativo (p>=.05)

APENDICE 10 - RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DO FATOR FORMACAO DE CALOS
FRIAVEIS A PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE DENDEZEIRO H|’BR|Dp BRS MANICORE EM
QUATRO MEIOS DE CULTURA ADICIONADOS DE 500 pM DE AUXINA APOS 90 DIAS.

Fonte de Variagdo L SQ QM F
Tratamentos 3 582.376.70 547.855 54.7855%*
Residuo 4 1.417.350 3.543.37

Total 7 59.655.020

CV (%): 3,60

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<.01)

APENDICE 11 - RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DO FATOR FORMAGAO DE CALOS
COMPACTOS A PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE DENDEZEIRO HiBRIDp BRS MANICORE
EM QUATRO MEIOS DE CULTURA ADICIONADOS DE 500 uM DE AUXINA APOS 90 DIAS.

Fonte de Variagcdo gL SQ QM F
Tratamentos 3 69.561.895 23.187.298 82.6922**
Residuo 4 1.121.620 2.80.405

Total 7 70.683.515

CV (%): 5,26

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<.01)
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APENDICE 12 - RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DO FATOR FORMAGAO DE CALOS A
PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE DENDEZEIRO HIiBRIDO BRS MANICORE EM QUATRO
CONCENTRACOES DE AUXINA APOS 30 DIAS.

Fonte de Variacdo gL SQ QM F
Tratamentos 3 432.369.844 144.123.281 10.7211*
Residuo 4 53.771.625 134.429.06

Total 7 48.614.469

CV (%): 32,45

*significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01=<p<.05)

APENDICE 13 - RESUMO DA NANALISE DE VARIANCIA DO FATOR FORMAGCAO DE CALOS
FRIAVEIS A PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICQS DE DENDEZEIRO HIBRIDO BRS MANICORE EM
QUATRO CONCENTRACOES DE AUXINA APOS 90 DIAS.

Fonte de Variagdo gL SQ QM F
Tratamentos 2 249.664.333 124.832.167 18.4145*
Residuo 3 20.337.000 67.790.00

Total 5 270.001.333

CV (%): 15,98

*significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01=<p<.05)

APENDICE 14 - RESUMO DA ANé\LISE DE VARIANCIA DO FATOR FORMAGCAO DE CALOS
COMPACTOS A PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICQS DE DENDEZEIRO HIBRIDO BRS MANICORE
EM QUATRO CONCENTRACOES DE AUXINA APOS 90 DIAS.

Fonte de Variagdo L SQ QM =
Tratamentos 2 249.792.333 124.896.167 18.7979*
Residuo 3 199.325.00 66.441.67

Total 5 269.724.833

CV (%): 16,81

*significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01=<p<.05)

APENDICE 15 - RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DO FATOR MULTIPLICACAO DE CALOS
EMBRIOGENICOS A PARTIR DE EMBRIOES zZIGOTICOS DE DENDEZEIRO HIiBRIDO BRS
MANICORE EM QUATRO MEIOS DE CULTURA ADICIONADOS DE 100 uM DE AUXINA E 7,9 uM
DE CITOCININA APOS 150 DIAS.

Fonte de Variacdo gL SQ QM F
Tratamentos 5 203.235.940 406.471.88 65.7599**
Residuo 6 37.086.90 6.181.15
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Total 11 206.944.630
CV (%): 5,99
**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<.01)

APENDICE 16 - RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DO FATOR MULTIPLICAGAO DE CALOS
NAO EMBRIOGENICOS A PARTIR DE EMBRIOES zIGOTICOS DE DENDE HIBRIDO BRS
MANICORE EM QUATRO MEIOS DE CULTURA ADICIONADOS DE 100 uM DE AUXINA E 7,9 uM
DE CITOCININA APOS 150 DIAS.

Fonte de Variacdo gL SQ QM F
Tratamentos 5 171.432.097 34.286.419 49.7620**
Residuo 6 41.340.50 6.890.08

Total 11 175.566.147

CV (%): 4,55
**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<.01)

APENDICE 17 - RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DO FATOR CALOS COM EMBRIOES
SOMATICOS A PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE DENDEZEIRO (BRS MANICORE)
CULTIVADOS IN VITRO EM DUAS CONCENTRACOES DE 2,4-D ACRESCIDOS DE PUTRESCINA
OBSERVADOS APOS 60 DIAS.

Fonte de Variagdo gL SQ QM F
Tratamentos 2 128.911.712 118.183.333 0.3953ns
Residuo 9 1.467.319.258 163.035.473

Total 11 159.230.969

CV (%): 119,76

ns ndo significativo (p>=.05)

APENDICE 18 - RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DO FATOR MASSAS EMBRIOGENICAS A
PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE DENDEZEIRO (BRS MANICORE) CULTIVADOS IN VITRO
EM DUAS CONCENTRACOES DE 2,4-D ACRESCIDOS DE PUTRESCINA OBSERVADOS APOS
60 DIAS.

Fonte de Variagdo gL SQ QM F
Tratamentos 2 44.425.952 22.212.976 0.1789ns
Residuo 9 1.117.564.418 124.173.824

Total 11 1.161.990.369

CV (%): 65,56

ns ndo significativo (p>=.05)
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APENDICE 19 - RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DO FATOR CALOS FRIAVEIS A PARTIR
DE EZ DE DENDEZEIRO (BRS MANICORE) CULTIVADOS IN VITRO EM DUAS
CONCENTRAGOES DE 2,4-D ACRESCIDOS DE PUTRESCINA OBSERVADOS APOS 60 DIAS.

Fonte de Variagdo G| SQ QM F
Tratamentos 2 78.056.502 39.028.251 0.9837ns
Residuo 9 357.075.515 39.675.057

Total 11 435.132.017

CV (%): 149,71

ns nao significativo (p>=.05)

APENDICE 20 - RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DO FATOR FORMAGAO DE CALOS A
PARTIR DE TCLs BASAIS DE DENDEZEIRO HIBRIDO BRS MANICORE EM CINCO
CONCENTRACOES DE AUXINA APOS 90 DIAS.

Fonte de Variagéo GL SQ QM F
Tratamentos 4 317.519.109 79.379.777 11,1157**
Residuo 10 71.412.367 7.141.237

Total 14 388.931.476

CV (%): 57,31

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<.01)

APENDICE 21 - RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DO FATOR MULTIPLICACAO DE CALOS
EMBRIOGENICOS A PARTIR DE TCLs BASAIS DE DENDEZEIRO HIiBRIDO BRS MANICORE COM
DUAS CONCENTRACOES DE AUXINA E 100 uM DE PUTRESCINA APOS 150 DIAS.

Fonte de Variagao GL SQ QM F
Tratamentos 2 2.304.062 1.152.031 0,0644ns
Residuo 6 107.299.867 17.883.311

Total 8 109.603.929

CV (%): 26,00

ns nao significativo (p>=.05)

APENDICE 22 - RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DO FATOR MULTIPLICACAO DE CALOS
NAO EMBRIOGENICOS A PARTIR DE TCLs BASAIS DE DENDEZEIRO HiBRIDO BRS MANICORE
COM DUAS CONCENTRACOES DE AUXINA E 100 uM DE PUTRESCINA APOS 150 DIAS.

Fonte de Variagéo GL SQ QM F
Tratamentos 2 108.077.682 54.038.841 13,1992**
Residuo 6 245.645.87 4.094.098

Total 8 132.642.269

CV (%): 15,39

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<.01)



APENDICE 23 - COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURA MS, MS COM METADE DOS SAIS
(MS1/2), Y3 e N6 UTILIZADOS PARA GERMINACAO IN VITRO E MICROPROPAGACAO DE
DENDEZEIRO HIBRIDO BRS MANICORE (Elaeis guineensis (Jacq) x E. oleifera).
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Compostos Concentragdes | mg/L
Macro e MS Meio MS1/2 Y3 N6 (Chu et | SH (Shenk
micronutrientes (Murashige (Eeuwens) | al) e

e Skoog) Hildebrandt)
NH4NO; 1650 825 | e e
KNO3 1900 950 2020 2850 2500
H3BO; 6,2 3,1 3,1 1,6 5,0
KH,PO, 170 85 400 | -
Kl 0,83 0,415 8,3 0,8 1,0
Na,Mo0O,4.2H,0 0,25 0,125 024 | - 0,1
CoCl,.6H,0 0,025 0,0125 024 |- 0,1
CaCl,.2H,0 440 220 294 166 200
MgS0O,.7H,0 370 185 247 185 400
MnS0O,4.4H,0 22,30 11,15 11,2 4.4 10,0
ZnS0,4.7H,0 8,6 4,3 7,2 1,5 1,0
CuS0,.5H,0 0,025 0,0125 0,16 | - 0,2
FeS0,.7H,0 27,80 13,90 27,80 27,80 15,0
Na,EDTA 37,30 18,65 37,30 37,30 20,0
KCl | e | e 1492 | -
NaH,PO, 2H,0 312 | e
NiCl,.6H,O 0,024 | -
NH,4CI 535 | -
(NHg)2so, | | | - 463
NH,H,PO, 300
acido nicotinico 0,5 0,5 1 0,5 5,0
piridoxina HCI 0,5 0,5 1 0,5 0,5
tiamina HCI 0,1 0,1 1 0,1 50
glicina 2,0 20 | e e e
mio-inositol 100 100 100 100 1000
biotina 0,00 |-
Acido pantoténico 1| e
sal célcio
L-arginina 100 | -
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