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RESUMO

O presente trabalho objetivou avaliar aspectos morfo-fisiologicos
envolvidos na embriogénese somatica e regeneracao de plantas de dendezeiro
(Elaeis guineensis Jacq.) a partir do uso de meios de consisténcia liquida e de
cultivos em suspensdo. Embrides zigoticos obtidos das variedades C 2501, C
2528 e C 7201 foram induzidos em meio de MS com 450 uM de Picloram, 30
g.L™" de sacarose, 0,5 g.L™ de glutamina, 2,5 g.L™ de carvéo ativado e 2,5 g.L™
de Phytagel, sendo subcultivados ou ndo a cada 30 dias. Foi avaliado o efeito
da passagem de calos embriogénicos por meios de cultura liquido e o
estabelecimento de cultivos em suspenséo sobre o processo de embriogénese
somatica e regeneracao de plantas, por¢cdes embriogénicas foram transferidas
para dois meios liquido: MeA (MS com 5 uM de Picloram) e MeB (MS com 5
UM de 2,4-D). Nessa fase foi possivel separar dois tipos de propagulos:
agueles que nao desagregaram completamente e aqueles considerados
estabelecidos em suspensdo. Num primeiro experimento, porcdes
embriogénicas ndo desagregadas em meio liquido sob agitacdo (calos
embriogénicos) foram transferidas para trés meios de diferenciagdo: M1: Y2 MS;
M2: MS com 40 uM de Picloram e; M3: MS com 12,3 uM de 2iP e 0,6 uM de
ANA. A partir dos embrides somaticos diferenciados, a regeneracéo de plantas
foi realizada em meio de MS desprovido de reguladores de crescimento.
Posteriormente, as plantas foram individualizadas e transferidas para meio de
MS dupla-fase com 57 uM de AIB para induzir a formacéo de raizes, antes de
serem aclimatizadas e transferidas para casa de vegetacdo. As plantas foram
analisadas por citometria de fluxo para verificar possiveis alteracdes no
contetdo gendmico. Os resultados revelaram que a condi¢cdo de subcultivar a
cada 30 dias foi determinante para estimular a formacdo de calos
embriogénicos (20,8%). Verificou-se que a passagem de calos embriogénicos
por meio liquido na presenca de 2,4-D (MeB) proporcionou aumentos
significativos na percentagem de calos com embrides somaticos diferenciados.
Entre os meios testados, o M1 foi 0 que proporcionou 0s melhores resultados,
com até 58,2% dos calos com embrides somaticos diferenciados. A variedade
C 2528 no meio M3 apresentou os maiores indices de calos com embrides

somaticos (80,2%), embora tenha sido no meio M1 que essa variedade



apresentou 0 maior niumero de embrides tipo torpedo por calo (8,3). Embrides
somaticos oriundos dos meios M1 e M3 também foram 0s que apresentaram as
maiores frequéncias de regeneracao, com 29,5% e 31,7% respectivamente. Na
fase de aclimatizacdo a percentagem de sobrevivéncia das mudas foi de
95,2%, ao final de 90 dias. Nas plantas regeneradas, a citometria de fluxo néo
evidenciou diferencas significativas no conteado médio de DNA nuclear quando
comparadas com as plantas controle, tendo sido observado valores na ordem
de 2C = 3,89+0,16 pg. Num segundo experimento, calos embriogénicos da
variedade C 2528, estabelecidos e multiplicados em meio liquido MeB por um
periodo de 210 dias, sob forma de agregados celulares, foram utilizados para
diferenciacdo de embrides somaticos. Para tanto, os agregados foram
transferidos para meio liquido de MS com 0,1 mg.L™ de 2,4-D onde
permaneceram por 0, 30 e 60 dias. ApOs 0s respectivos tempos, 0os agregados
foram plagueados em meio semissélido com a mesma constituicdo do meio
anterior e acondicionados na auséncia e presenca de luz por até 90 dias. Para
avaliar a influéncia do tamanho dos agregados na formacdo de embribes
somaticos e regeneracdo de plantas durante o plagueamento, os agregados
foram divididos em duas classes: classe 1 e classe 2 (2 mm e 4 mm,
respectivamente). Apds 120 dias em meio semissolido, embrides somaticos
foram transferidos para meio de MS para regeneracdo de plantas. Neste
experimento, analises anatdbmicas foram realizadas para caracterizar e
descrever as etapas envolvidas na diferenciagdo dos agregados celulares.
Verificou-se que acima de 90% de ambas as classes de propagulos produzidos
progrediram apos serem plagqueados em meio semissolido. Quanto a taxa de
embribes somaticos diferenciados, ndo foram observadas diferencas
significativas entre as classes 1 e classe 2 de agregados (18,8% e 13,1%,
respectivamente). No entanto, quando se avaliou agregados da classe 1, apos
30 dias de diferenciacdo em meio sob suspensdo, verificou-se que até 33,3%
dos explantes apresentaram diferenciacdo de embrides somaticos, com a

maior quantidade de embriées somaticos no estadio torpedo (8,3 por explante).

Palavras-chave: Elaeis guineensis, embriogénese somatica, meio liquido,

culturas em suspensao, citometria de fluxo.



ABSTRACT

The aim of this study is to evaluate morpho-physiological aspects
involved in somatic embryogenesis and plant regeneration of the African oil
palm (Elaeis guineensis Jacg.) based on the use of liquid consistency media
and cultures in suspension. Zygotic embryos of the varieties C 2501, C 2528
and C 7201 were induced in an MS medium with 450 uM Picloram, 30 g.L*
sucrose, 0.5 g.L™ glutamine, 2.5 g.L™ activated charcoal and 2.5 g.L™ Phytagel,
being subcultured (or not) every 30 days. The effect of the passage of
embryogenic calluses through a liquid culture media and the establishment of
cultures in suspension on the processes of somatic embryogenesis and plant
regeneration was evaluated. The embryogenic portions were transferred to two
liquid media: MeA (MS with 5 uM Picloram) and MeB (MS with 5 p2,4-D). In this
stage it was possible to separate two types of propagules: those that did not
completely disaggregate and those considered as established in suspension. In
the first experiment, embryogenic portions that were not disaggregated in a
liquid medium under agitation (embryogenic callus) were transferred to three
differentiation media: M1 - %2 MS; M2 - MS with 40 uyM Picloram and; M3 - MS
with 12.3 pM 2iP and 0.6 uM NAA. Based on the differentiated somatic
embryos, plant regeneration was performed in an MS medium devoid of growth
regulators. Subsequently, the plants were individualized and transferred to a
double-phase MS medium with 57 pM IBA to induce rooting, before being
acclimatized and transferred to greenhouse. The plants were analyzed by flow
cytometry to verify changes in genomic content. The results showed that the
condition of subculturing every 30 days was a determining factor to stimulate
the formation of embryogenic callus (20.8%). It was found that the passage of
embryogenic calluses through a liquid medium in the presence of 2,4-D (MeB)
provided significant increases in the percentage of calluses with differentiated
somatic embryos. Among the media tested, M1 was the one that provided the
best results, with up to 58.2% of the calluses with differentiated somatic
embryos. The C 2528 variety in M3 medium showed the highest rates of
calluses with somatic embryos (80.2%), although it was in the M1 medium that
this variety exhibited the highest number of embryos per torpedo-shaped callus
(8.3). Somatic embryos originating from M1 and M3 media were also the ones



that showed the highest frequency of regeneration, with 29.5% and 31.7%
respectively. During the acclimatization phase, the seedling survival percentage
was 95.2% at the end of 90 days. In regenerated plants, flow cytometry showed
no significant differences in the average nuclear DNA content when compared
with control plants; values in the range of 2C = 3.89+0.16 pg were observed. In
the second experiment, calluses of the C 2528 variety, established and
multiplied in MeB liquid medium for a period of 210 days, in the form of cell
aggregates, were used for the differentiation of somatic embryos. For both, the
aggregates were transferred to liquid MS medium with 0.1 mg.L™ 2,4-D, where
they remained for 0, 30 and 60 days. After the respective periods, the
aggregates were plated in a semi-solid medium with the same constitution as
the previous medium and placed in the absence and presence of light for up to
90 days. To assess the influence of the size of the aggregates on the formation
of somatic embryos and regeneration of plants during plating, the aggregates
were divided into two classes: Class 1 and Class 2 (2 mm and 4 mm,
respectively). After 120 days in a semi-solid medium, the somatic embryos were
transferred to an MS medium for plant regeneration. In this experiment,
anatomical analyses were performed to characterize and describe the steps
involved in the differentiation of the cell aggregates. It was found that over 90%
of both classes of propagules produced progressed after being plated in a semi-
solid medium. Regarding the rate of differentiated somatic embryos, no
significant differences were observed between class 1 and class 2 of
aggregates (18.8% and 13.1%, respectively). However, when the class 1
aggregates were evaluated, after 30 days of differentiation in a medium under
suspension, it was found that 33.3% of the explants displayed differentiation of
somatic embryos, with the highest number of embryos in the torpedo stage (8.3
per explant).

Keywords: Elaeis guineensis, somatic embryogenesis, liquid medium,

suspension cultures, flow cytometry.
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1. INTRODUCAO GERAL

Nos ultimos anos surgiu uma tendéncia mundial de se buscar fontes
combustiveis mais limpas e renovaveis, em substituicio ao modelo baseado
unicamente no petroleo. Neste contexto, o governo brasileiro langcou o
Programa Nacional de Producdo e Uso de Biodiesel (PNPB), criado pelo
Decreto de 23 de dezembro de 2003, que tem como principal meta,
desenvolver a tecnologia de producdo do biodiesel, visando diminuir a
dependéncia do petroleo, reduzir a emissdo de gases causadores do efeito
estufa e gerar emprego e renda, principalmente pelo estimulo da agricultura
familiar (Miragaya, 2005; Ramos e Wilhelm, 2005).

O biodiesel é uma denominagcdo genérica para combustiveis e aditivos
derivados de fontes renovaveis, como o0s Oleos de soja e dendé. Entre as
plantas oleaginosas potenciais, o dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.)
apresenta grande destaque, por ser uma cultura com elevada produtividade de
Oleo vegetal (5 a 7 ton/ha/ano) em comparacao a outras espécies (Rajesh et
al., 2003; Deore e Johnson, 2008). Atualmente, a Malasia € o maior produtor e
exportador de 6leo de dendé, com cerca de 17,73 milh&es de toneladas de 6leo
de palma produzido, representando cerca de 40% da producdo mundial
(MPOB, 2013). No Brasil, os plantios comerciais estdo localizados
principalmente na regido Norte e Nordeste, com grande potencial de expansao.
Contudo, a quase totalidade dos plantios se encontra hoje na regido Norte, com
destaque ao Estado do Pard com cerca de 80% dos plantios comerciais (Chia
et al., 2009).

O dendezeiro (Elaeis guineensis Jacg.) € uma monocotiledbnea
oleaginosa, perene e alégama, pertencente a familia Arecaceae originaria da
Costa Ocidental da Africa (Golfo da Guiné). Foi introduzida no Brasil ainda no
século XVII por escravos. Essa palmeira estd bem adaptada a regido Norte do
Brasil, onde encontra condi¢bes de alta temperatura, intensidade luminosa e
chuvas durante todo o ano, necessarios ao bom desenvolvimento da cultura
(Boari, 2008). A cultura é propagada convencionalmente por sementes, que
requer um periodo relativamente longo até que novas mudas sejam formadas,

além de apresentar formacdo de plantios com alta variabilidade, promovendo



dessa forma a desuniformidade na producao e dificuldades nas praticas de
manejo. Ja os meétodos de propagacdo vegetativa, apesar de altamente
desejaveis para o desenvolvimento do setor produtivo desta cultura, ainda tém
sido estudados e nao séo plenamente dominados. Estudos sobre a propagacéo
vegetativa de individuos com alto potencial de producdo poderiam contribuir
para que gendtipos com produtividades de Oleo superiores aqueles observados
convencionalmente pudessem ser alcancadas (Viégas e Miller, 2000; Lorenzi
et al., 2004; Konan et al., 2010).

A cultura de tecidos vegetais, por meio de técnicas de micropropagacao
via embriogénese somatica, € uma das Unicas alternativas para propagar
vegetativamente o dendezeiro. No Brasil, embora a técnica de cultura de
tecidos ja tenha proporcionado bons resultados para algumas palmeiras, como
acaizeiro (Ledo et al., 2002; Scherwinski-Pereira et al., 2012) e pupunheira
(Scherwinski-Pereira et al., 2007; Steinmacher et al., 2007a; Steinmacher et al.,
2011), para o dendezeiro sdo ainda reduzidos os resultados capazes de serem
usados para a clonagem de materiais elite em larga escala, muito embora em
alguns paises, como a Franca e Malasia, os trabalhos sobre clonagem do
dendezeiro j4 sejam relatados ha mais de duas décadas, com a producao de
milhares de plantas (Durand-Gasselin et al., 1990; Rival et al., 1998; Jaligot et
al., 2000; Konan et al., 2010; Soh et al., 2011).

A embriogénese somatica é processo 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 (Guerra et al.,
1999). Esta técnica, uma vez dominada convencionalmente, € caminho para
que trabalhos de suspensdo de células e/ou agregados celulares sejam
desenvolvidos, constituindo-se como uma técnica de grande aplicabilidade
guando se pensa na obtencdo de grandes quantidades de mudas com baixo
custo de producédo (Touchet et al., 1991; Teixeira et al., 1995; Kanchanapoom e
Chourykaew, 1998; Matsumoto e Silva Neto, 2003; Sané et al., 2006; Roowi et
al., 2010; Palanyandy et al., 2013).

Neste contexto, ha um consenso entre 0s pesquisadores que trabalham
com a clonagem do dendezeiro que os trabalhos realizados até o momento,

com o0 uso de meios de consisténcia semissolida, sdo tecnicamente inviaveis



para a clonagem em larga escala (Duval et al., 1995; Tarmizi et al., 2004;
Tarmizi e Zaiton, 2007). Nesses meios de consisténcia semissolida, a taxa de
regeneracdo maxima obtida esta na ordem de 10? — 10* clones/por ano, sendo,
contudo, poucos 0s gendtipos responsivos e capazes de proporcionarem esta
taxa anual, mesmo considerando-se todas as etapas do processo de um
programa de propagacdo clonal dominadas. Outro aspecto importante e
diretamente relacionado ao uso de meios semissolidos sdo os custos de
producdo por unidade de material vegetal in vitro, levando-se em conta
genotipos e taxas de regeneracdo, que podem ser de quatro a seis vezes
superiores ao valor de uma semente hibrida (Duval et al., 1995).

Embora a técnica de propagacdo vegetativa por cultura de tecidos seja
apontada como uma metodologia relativamente segura de propagacao, a
ocorréncia de variacbes genéticas no material regenerado tem sido constatada
(Jaligot et al., 2000; Kubis et al., 2003; Rival et al., 2009). Desta forma, é
recomendavel que avaliacdes referentes a fidelidade genbmica de materiais
clonados, por meio de métodos rapidos e ao mesmo tempo precisos, como por
exemplo, a analise por citometria de fluxo, seja realizada. A citometria de fluxo
tem sido utilizada de maneira crescente no meio cientifico como um primeiro
indicador para avaliar a estabilidade genémica de plantas micropropagadas
(Kubis et al., 2003; Srisawat et al., 2005; Rival et al., 2009). Em trabalhos de
embriogénese somatica, por exemplo, a citometria de fluxo possui diversas
aplicacoes, incluindo a determinacdo do nivel de ploidia e a avaliacdo do
conteudo de DNA (Dolezel et al., 1997; Rival et al., 1997; Jaligot et al., 2000;
Madon et al., 2012). A técnica é também utilizada como um bom indicador da
atividade de diviséo celular (Srisawat et al., 2005).

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar aspectos morfo-fisiol6gicos
envolvidos durante a embriogénese somatica e regeneracdo de plantas em
dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.), a partir do uso de meios de consisténcia
liguida e de cultivos em suspensdo. O trabalho propds também avaliar
aspectos anatbmicos para elucidar etapas do processo, além de verificar a
estabilidade genémica de plantas regeneradas a partir de andlises por

citometria de fluxo.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Aspectos botanicos do dendezeiro

O dendezeiro (Elaeis guineensis Jacg.) € uma monocotiledonea
oleaginosa, também conhecida como palma africana, pertencente a familia
Arecaceae, sendo constituida por cerca de 2.700 espécies reunidas em mais
de 240 géneros (Lorenzi et al., 2010). A denominacdo da espécie foi proposta
pelo botanico Nicholas Joseph Jacquin (1763), sendo Elaeis derivado da
palavra grega elaion, que significa 6leo, e 0o nome especifico guineensis
demonstra que Jacquin atribuia sua origem a Costa da Guiné (Tan et al.,
2009). E cultivado principalmente na Asia, na Africa e nas Américas Central e
do Sul. No Brasil, os plantios comerciais estéo localizados principalmente nas
regides Norte e, em menor quantidade, no Nordeste, sendo a regido Norte a
responsavel pela maior producdo nacional de dendé, com destaque para o
Estado do Para (Gomes et al., 2009).

O dendezeiro € uma palmeira monocaule que pode atingir de 25 a 30 m
de altura. Na parte superior possui uma coroa de folhas formadas pelo
meristema ou gema apical. Uma planta adulta possui entre 30 e 45 folhas
funcionais, composta de um peciolo de aproximadamente 1,5 m de
comprimento inserido no estipe, e que apresenta uma secao triangular com
espinhos regularmente dispostos sobre as arestas laterais e uma raque, mais
longa e afilada, com 5 a 7 m de comprimento, que possui de 250 a 350 foliolos
repartidos dos dois lados da raque em angulo variavel de insercdo. E uma
planta mondica, mas alternadamente, ou seja, em ciclos sexuais. Como as
inflorescéncias sdo emitidas em ciclos sucessivos e o0 periodo de maturidade
sexual de uma inflorescéncia ndo se sobrepde ao de outra, a reproducéo
ocorre por fecundacéo cruzada, o que define a espécie como aldgama (Hartley,
1988).

O sistema radicular do dendezeiro é do tipo fasciculado, composto de
raizes primarias, secundarias, terciarias e quaternarias. Em plantas adultas,
milhares de raizes emergem do bulbo radicular, 6rgao volumoso hemisférico de

aproximadamente 80 cm de diametro, que penetra cerca de 40 a 50 cm no



solo, formado a partir de entrends da base do estipe (Hartley, 1988; Conceicdo
e Muller, 2000; Adan et al., 2005).

O fruto é do tipo drupa séssil, com formato ovéide, medindo de 2 a 5 cm
de comprimento e pesando de 3 a 30 gramas. O exocarpo é brilhante, liso,
encimado pelo estigma lenhoso persistente. O fruto imaturo possui coloracao
que varia de violeta-escura a preta e a metade inferior € marfim. A metade
superior apresenta cor marrom durante o amadurecimento, podendo variar com
o grupo (Conceicao e Muller, 2000; Gongalves, 2001).

Segundo Surre e Ziller (1969), o corte do fruto permite distinguir seus
componentes, da superficie para o interior. O exocarpo ou epiderme é
cutinizado, liso, brilhante e fino. O mesocarpo (polpa) tem coloracdo amarela
ou alaranjada, € oleoso e contém estreitas fileiras de fibras cujos feixes se
tornam mais compactos a medida que estdo mais préximos do centro do fruto.
E do mesocarpo que se extrai o 6leo de palma (40 a 60% da massa fresca do
fruto). O endocarpo (didsporo) € esclerificado, duro, de cor escura, envolvido
por fibras aderentes, enquanto que o endosperma (améndoa) tem forma
geralmente ovoide e ocupa toda cavidade do endocarpo, sendo composto de
tegumento, albume e embrido. O tegumento é fino e aderente ao albume, que é
cartilaginoso e rico em 6leo (de onde se retira o 6leo de palmiste), em cujo
centro ha uma fenda ou cavidade central. O embrido tem de 4 a 5 mm de
comprimento, ficando alojado em uma pequena cavidade do albume
(Conceicao e Muller, 2000).

Existe também uma classificacdo baseada na presenca e espessura do
endocarpo, uma caracteristica monogénica, ou seja, controlada por apenas um
loco genético, distinguindo-se os seguintes tipos (Conceicdo e Muller, 2000;
Cunha et al., 2009):

a) Dura: planta que produz frutos que apresentam endocarpo com
espessura de 2 a 8 mm, as vezes menos, 35 a 65% de mesocarpo/fruto e ndo
apresenta anel de fibra quando se observa o fruto apés um corte transversal.

b) Tenera: planta que produz frutos que apresentam endocarpo com
espessura de 0,5 a 4 mm, 55 a 96% de mesocarpo/fruto e anel de fibras
presente no mesocarpo. Esta é um hibrido obtido do cruzamento de Dura X

Pisifera, usado em plantios comerciais.



c) Pisifera: planta que produz frutos que ndo apresentam endocarpo e
as flores femininas na maioria das vezes sao estéreis.

No género Elaeis, trés espécies sao citadas: E. guineensis, E. oleifera e
E. odora. A Elaeis guineensis € a mais comum para producdo econémica de
Oleo; o caiaué (E. oleifera), apesar de ndo ser um bom produtor quantitativo de
Oleo, apresenta caracteristicas desejaveis para programas de melhoramento
genético como menor taxa de crescimento em relacdo ao dendezeiro africano,
Oleo da polpa com elevado teor de acidos graxos insaturados e consequente
reducdo da gordura, que podem ser transferidas para hibridos interespecificos
oriundos do cruzamento entre as duas espécies. Apenas essas duas espécies
sdo de interesse agronbémico e econdémico, uma vez que E. odora nao é
cultivada e pouco se sabe botanica e fisiologicamente sobre a espécie
(Valois,1997; Cunha et al., 2009).

O dendezeiro apresenta seu melhor desenvolvimento nas regifes
tropicais, tornando-se perfeitamente adaptavel ao clima equatorial quente e
Uumido, com elevada precipitacdo pluviométrica, bem distribuida ao longo do
ano (Carvalho et al.,, 2001). Exibe variacdo tanto inerente ao germoplasma
guanto aos fatores ambientais. O clima é um desses fatores ambientais que
mais influenciam os processos produtivos desta palmeira. As variacfes
associadas ao clima sdo mais complexas, pois geralmente ocasionam eventos
em cadeia, manifestados por meio dos processos fisioldgicos da planta, que
provocam respostas variadas, quer seja na producao do fruto, ou na producao
do Gleo (Duran e Ortiz, 1995; Alvarado, 1998).

Atualmente o dendezeiro é propagado preferencialmente por sementes e
os métodos de propagacao vegetativa, ainda tém sido estudados e ndo sdo
plenamente dominados (Lorenzi et al., 2004; Konan et al., 2010). Deste modo,
mesmo quando se utilizam hibridos selecionados, as plantas apresentam alta
variabilidade, constituindo-se um dos principais fatores da baixa produtividade
e desuniformidade da maioria das plantagcbes comerciais. Assim, a clonagem
de individuos com alto potencial de producdo pode contribuir para que
produtividades mais elevadas de 6leo de dendé/ha/ano possam ser alcancadas
(Konan et al., 2010; Soh et al., 2011).



Em razdo da crescente demanda por produtos desta cultura, a
biotecnologia agricola surge como uma ferramenta na busca de novas técnicas
que possibilitem a multiplicacdo de gendtipos elite em larga escala. A cultura de
tecidos de plantas in vitro ou micropropagacao oferece vantagens significantes
em comparacdo a propagacao convencional, que é feita exclusivamente pela
via sexuada (sementes) (Viégas e Miiller, 2000; Soh et al., 2011). E uma vez
dominada, a micropropagacdo pode permitir a producdo de quantidades
apreciaveis de mudas, com a vantagem de poder manter a identidade genética
do material propagado e poder ser direcionada para as espécies de alto valor
agrondmico ou comercial, onde 0s outros processos de propagacdo sdo menos

vantajosos (Durand-Gasselin et al., 1990; Konan et al., 2010).

2.2. Embriogénese somatica

A cultura de tecidos de plantas envolve um conjunto de técnicas,
mediante as quais um explante (fragmento de tecido vivo) é isolado e cultivado
assepticamente em um meio nutritivo previamente definido, sob condicdes
controladas de temperatura e luminosidade. O fundamento basico da cultura de
tecidos € a totipoténcia celular, segundo a qual, qualquer célula viva no
organismo vegetal contém toda a informacdo genética necessaria a
regeneracao de uma planta completa (Féher et al., 2003; Verdeil et al., 2007).

Dentre as diversas técnicas da cultura de tecidos destaca-se a
embriogénese somatica, adventicia ou assexual, processo 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 (Guerra et al., 1999).

A embriogénese soméatica pode apresentar dois padrbes basicos de
desenvolvimento de embrides. A embriogénese somatica direta ocorre a partir
do explante inicial, o qual possui células programadas para a diferenciagéo e
formacdo de embrides somaticos, sem que ocorra a formacdo de estadios
intermediarios de calo. Ja na embriogénese somatica indireta, a formacéao dos
embribes somaticos ocorre a partir da desdiferenciacéo celular, da proliferacao

de calos e da diferenciagdo de células embriogénicas necessitando,



geralmente, de reguladores de crescimento para que as ceélulas induzidas
entrem em mitose e determinem o estado embriogénico dos calos (Sharp et al.,
1980). Em ambos os padrdes, o embrido soméatico segue a mesma sequéncia
de desenvolvimento do zigético, ou seja, a passagem pelos estadios globular,
torpedo e cotiledonar, em monocotiledoneas (Guerra et al., 1999).

A fase de inducédo da embriogénese somatica em plantas é normalmente
dependente da adicAdo de auxinas, como o 24-D (acido 2,4-
diclorofenoxiacético), Picloram (acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico) e o
Dicamba (acido 2-metoxi-3,6-diclorobenzdico) ao meio de cultura (Guerra et al,
1999; Féher et al., 2003). Durante essa fase, células somaticas diferenciadas
adquirem competéncia embriogénica e proliferam como células embriogénicas
(Namasivayam, 2007).

Protocolos de embriogénese somaética ja foram relatados com sucesso
para algumas espécies de palmeiras, incluindo o dendezeiro, nas quais se
utilizou como fonte de explantes embrides zigoticos (Teixeira et al., 1993;
Huong et al., 1999; Ledo et al., 2002; Steinmacher et al., 2007b; Thuzar et al.,
2011; Balzon et al., 2013) e folhas e inflorescéncias imaturas (Teixeira et al.,
1994; Guerra e Handro, 1998; Karun et al.,, 2004; Konan et al., 2010;
Scherwinski-Pereira et al., 2010; Guedes et al., 2011). A utilizacdo de embrides
zigéticos como fonte de explante para a indugdo da embriogénese somatica,
possui diversas vantagens, tais como: a grande disponibilidade de frutos; a
maior facilidade a expressao da sua totipoténcialidade em razéo de tratar-se de
tecidos jovens; podem ser transportados por longas distancias e, possuem
uniformidade fisiologica (Teixeira et al., 1993). Por essas caracteristicas, 0s
embrides zigbticos sdo considerados importantes fontes de explantes para
trabalhos experimentais iniciais e visando aperfeicoar protocolos com
propésitos de uso futuro com outros explantes, como por exemplo, folhas e
inflorescéncias imaturas.

No entanto, alguns fatores podem afetar a inducdo da embriogénese
somatica, tais como o genotipo, a origem do explante, a composi¢cdo do meio
de cultura e, particularmente, os reguladores de crescimento (Silva et al., 2012;
Balzon et al., 2013). E importante destacar que a selecdo do estadio especifico

de desenvolvimento do explante, as transferéncias sequenciais e as condicdes



apropriadas de cultivo, como temperatura e luz sdo importantes para 0 sucesso
da técnica, especialmente no que se refere a aquisicdo de competéncia
embriogénica (Torres et al., 1998).

J4 a multiplicacdo de culturas embriogénicas consiste geralmente da
reducdo nos niveis dos reguladores de crescimento do meio de cultura. Essa
reducado permite ciclos repetitivos de divisdo celular e o controle dos processos
de diferenciagdo (Guerra et al., 1999). E geralmente nessa fase que

suspensdes celulares sédo estabelecidas (Gorret et al., 2004).

2.2.1. Meio de cultura

Entre as varias formulacfes salinas, a de MS (Murashige e Skoog, 1962)
€ a mais frequentemente utilizada na grande maioria das espécies estudadas.
Contudo, a elevada concentragéo salina do referido meio de cultura mostra a
necessidade de se estudar modificacbes na composicdo basal de sais
organicos e inorganicos, proporcionando dessa forma, maior adaptacdo de
cultivos in vitro. Os meios nutritivos precisam fornecer as substancias
fundamentais para o crescimento das culturas. Assim, os meios de cultura
geralmente sdo compostos por macro e micronutrientes em diferentes
propor¢cdes, vitaminas, aminoacidos, fontes de carbono e reguladores de
crescimento, além de outras substancias como inositol e 4gar ou Phytagel. A
composicdo do meio de cultura baseia-se na demanda nutricional das plantas
quanto aos nutrientes minerais, com modificacbes para atender as
necessidades especificas in vitro (Torres et al., 1998).

Na micropropagacdo o meio de cultura de consisténcia semissolido é o
mais utilizado, composto por &gua, macro e micronutrientes e um agente
solidificante que pode ser agar, Phytagel, ou algum derivado de amido ou
algas. Esses agentes solidificantes conferem ao cultivo: suporte para o sistema
radicular das plantas in vitro; favorecimento de trocas gasosas no sistema
radicular, assim como entre o meio de cultura e o interior do frasco de cultivo,
além de favorecer o controle osmaotico do meio sobre o explante cultivado,

evitando a vitrificagao por excesso de umidade (Caldas et al., 1998).
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No entanto, existem fatores limitantes para o cultivo em meio de cultura
de consisténcia semissolido: o elevado custo do gel; alta demanda por de méo-
de-obra, devido a elevada frequéncia de subcultivos; formacédo de um gradiente
de nutrientes a medida que o tecido absorve o nutriente; acumulo de
substancias fitoalelopaticas e de exsudados radiculares que podem prejudicar
a absorcado de nutrientes e o desenvolvimento e crescimento dos explantes
(Levin et al., 1997; Cid et al.,, 2002; Teixeira, 2002). Plantas e mudas
micropropagadas em meio de cultura semissolido tém maior custo, pelo prego
do agente solidificante e pela limitagdo da area de cultivo dentro do frasco (Ziv,
1995; Levin et al.,1997; Cid et al., 2002).

O cultivo de explantes em meio de cultura de consisténcia liquida é
semelhante ao cultivo em meio de cultura semissolido, exceto geralmente pela
necessidade de oxigenacdo do meio de cultura para prevencao da morte de
células por falta de oxigenacdo. No cultivo em meio liquido, deve-se tomar
cuidados para evitar hipoxia (baixas concentracbes de O;) que estédo
associadas com a vitrificagdo ou hiperhidratagdo do tecido. As principais
vantagens dos meios de cultura liquidos sdo: o melhor contato fisico entre o
explante e o0 meio de cultivo; queda na restricdo de trocas gasosas; melhor
controle da composicdo do meio e de trocas gasosas; além do crescimento das
plantas ser mais homogéneo. A principal desvantagem do cultivo em meio
liguido resulta da baixa pressao osmoética do meio, em que a planta tende a
absorver mais liquidos, reduzindo assim as trocas gasosas. Esse problema
pode ser solucionado adicionando-se um sistema de oxigenacao (Grattapaglia
e Machado, 1998; Teixeira, 2002; Tarmizi et al., 2004; Choi et al., 2008).

2.2.2. Oxidacéao dos explantes

A oxidacdo dos explantes é um dos aspectos mais sérios relacionados
com a cultura de palmeiras. Por isso, o carvdo ativado €é geralmente
acrescentado ao meio para a adsorcdo de substancias inibidoras liberadas pelo
tecido (fendis) e pelo meio, apds sua passagem pelo autoclave. Em alguns

casos também pode-se adicionar outros antioxidantes como o acido ascoérbico
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e polivinilpirrolidona, além do carvao ativado para prevenir o escurecimento do
tecido (Van Winkle et al., 2003).

Diversos trabalhos mostram a utilizagdo do carvédo ativado como agente
anti-oxidante (Saldanha et al., 2006; Moura et al., 2009; Scherwinski-Pereira et
al., 2012; Silva et al., 2012; Balzon et al., 2013). O carvao ativado apresenta
cargas residuais que sdo capazes de adsorver substancias fendlicas ou seus
produtos da oxidacédo, as quinonas, evitando com isso o desencadeamento do
processo oxidativo. Entretanto, o aumento da concentragao de carvao ativado
pode ser prejudicial ao meio de cultura, pois 0 uso de carvdo ativado pode
adsorver outras substancias do meio nutritvo como, por exemplo, 0s
reguladores de crescimento, acarretando efeitos indesejaveis ao cultivo in vitro
(Teixeira et al., 1993; Thomas, 2008).

Segundo Hu e Ferreira (1998) o escurecimento dos explantes é, em
geral, uma dificuldade nos estudos de cultura in vitro em palmeiras. Porém a
oxidacdo fendlica é altamente dependente do genoétipo. A oxidacdo fendlica
depende igualmente do tipo de explante utilizado, sendo que explantes jovens,
em geral, oxidam menos que os mais velhos.

O escurecimento e a eventual morte dos tecidos é um problema
frequentemente encontrado durante os estadios iniciais de cultivo in vitro e
ocorre devido a producao excessiva de polifendis, possivelmente pela ativacédo
de reacdes de defesa. Aos polifendis atribuem-se propriedades inibidoras que
devem ser evitadas ou eliminadas do ambiente de cultivo in vitro. Diversos
métodos de prevencdo ao surgimento dos fendis tém sido propostos, sendo
mais amplamente utilizada, a transferéncia dos explantes para um novo meio
de cultura (Pan e Staden, 1998).

2.2.3. Diferenciacdo e maturacdo dos embribes soméaticos

Na fase de diferenciagédo celular e maturacdo dos embribes somaticos é
necessario fornecer estimulos fisiolégicos, bioquimicos e ambientais para
interromper os ciclos repetitivos de divisdo celular e induzir o inicio da

diferenciacdo e obtencdo de embrides somaticos maduros (Guerra et al.,
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1999). Apss obtencao desses embrides, a germinacdo € usualmente realizada

em meio de cultura livre de reguladores de crescimento (Swati et al., 2001).

2.3. Culturas em suspensao

O cultivo em suspensao consiste na multiplicacdo e manutencao de
células e/ou agregados em forma de suspensao em meio liquido. Trata-se de
uma ferramenta Util para a micropropagacdo, melhoramento genético e
conservacao de recursos genéticos. Assim, a cultura de células e/ou agregados
e a regeneracdo destes, via embriogénese somatica, constitui-se como uma
técnica de grande aplicabilidade por poder permitir a obtencdo de grandes
qguantidades de mudas qualificadas com baixo custo de producéo (Touchet et
al., 1991; Teixeira et al., 1995; Kanchanapoom e Chourykaew, 1998; Sané et
al., 2006; Roowi et al., 2010; Palanyandy et al., 2013).

Neste contexto, a primeira etapa de um trabalho de suspensdo de
células e/ou agregados celulares inclui a inducdo de calos embriogénicos,
sendo calo uma massa compacta de células desorganizadas e parcialmente
indiferenciadas que variam quanto ao tipo, ao tamanho, ao conteudo celular e a
espessura da parede celular (Narayanaswamy, 1977). Calos com aspecto
friavel, que se desprendem facilmente quando manipulados, podem ser mais
facilmente induzidos por uma alta relacdo auxina/citocinina. Portanto, quando
subcultivados em meio liquido e sob agitacdo constante, se desagregam com
maior facilidade, permitindo a liberacdo das células para o meio mais
rapidamente do que calos compactos (Cid, 1998).

Protocolos para cultura de células e agregados em suspensdo e a
regeneracao destas ja foram relatados para o dendezeiro, embora as diferentes
etapas do processo ainda ndo estejam completamente dominadas (Touchet et
al., 1991; Teixeira et al., 1995; Kanchanapoom e Chourykaew, 1998; Roowi et
al., 2010; Palanyandy et al., 2013).
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2.4. Aclimatizacéo

A aclimatizacdo é definida como a transferéncia de uma planta para
novo ambiente, sendo todo o processo realizado artificialmente. E considerada
como uma das etapas mais criticas da micropropagacao, pois durante esse
periodo pode ocorrer morte das plantas, causando grandes prejuizos (Torres et
al., 1998, Moreira et al., 2006; Ledo et al.,, 2007). Tais perdas na fase de
aclimatizacdo podem ocorrer, pois as plantas ndo suportam drasticas
mudancas ambientais proporcionadas pelo transplantio, ou seja, de um meio
totalmente controlado para um ambiente hostil com elevados niveis de estresse
(baixa umidade, luminosidade e temperaturas elevadas, doencgas, etc.).
Durante o transplantio cuidados devem ser tomados visando assegurar a
sobrevivéncia e o desenvolvimento satisfatorio das plantas micropropagadas,
como as condi¢cdes ambientais, os substratos, as condi¢des fitossanitérias, a

irrigacdo e os recipientes (Hazarika, 2003; Moreira et al., 2006).

2.5. Andlise por Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica que surgiu no fim dos anos 50 para a
contagem e andlise de células sanguineas. Estudos utilizando citometria de
fluxo em espécies vegetais ocorreram apenas no inicio dos anos 80 e, 0
namero de aplicagBes tem aumentado continuamente desde entdo (Dolezel et
al., 1994; Rival et al., 1997; Dolezel et al., 1997; Rival et al., 1998; Madon et al.,
2008). E uma técnica que envolve a andlise das propriedades o6pticas
(dispersao da luz e fluorescéncia) de particulas que fluem numa suspenséao
liguida e baseia-se, na intensidade de fluorescéncia relativa de nucleos
corados com um fluorocromo especifico para o DNA (Loureiro e Santos, 2002).
Além de suas aplicagbes convencionais, esta técnica também tem sido
utilizada para avaliar e indicar precocemente a estabilidade gendémica de
plantas micropropagadas (Kubis et al., 2003; Rival et al., 2009). Em trabalhos
de embriogénese somatica, por exemplo, a citometria de fluxo possui diversas
aplicacOes, incluindo a determinacdo do nivel de ploidia e a avaliacdo do
conteudo de DNA. Acrescenta-se ainda, que a citometria de fluxo pode ser um

bom indicador da atividade de diviséo celular (Srisawat et al., 2005).
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Entre algumas vantagens da citometria de fluxo destacam-se: a pequena
quantidade de tecido vegetal necessaria, o que facilita a aplicacdo da técnica
em plantas de tamanho reduzido sem destrui-las; o0 menor tempo para analisar
grande quantidade de amostras, além de pode ser aplicada a qualquer tecido
da planta (Dolezel et al., 1994; Dolezel et al., 1997).

Nas técnicas da cultura de tecidos, existe um risco de ocorrer variacao
genética nas ceélulas ou nas plantas regeneradas. O risco de variacdo genética
ou somaclonal € maior quando as plantas sdo adventicias, ou seja, originam-se
por meio de calo, de suspensao celular, de protoplastos e de embriogénese
somatica. Varios sdo os mecanismos causadores da variagdo somaclonal,
como variagdes cromossOmicas, a ativacdo de transposons, mutacfées em um
anico gene, metilagbes do DNA, a poliploidia e as mutacdes nucleares e
citoplasmaticas (Jaligot et al., 2000; Srisawat et al., 2005; Rival et al., 2009;
Madon et al., 2012).

Variagbes somaclonais tém sido constatadas em palmeiras como Elaeis
guineensis Jacq., como anormalidades no desenvolvimento floral podendo
resultar em parcial ou completa esterilidade da flor. Em dendezeiro até 5% das
plantas micropropagadas via embriogénese somatica podem apresentar
anomalias em seu desenvolvimento, afetando diretamente sua produtividade
de Gleo (Jaligot et al., 2000; Kubis et al., 2003; Rival et al., 2009).

A fim de investigar a relagdo entre variagdo somaclonal e possiveis
alteracOes na taxa de metilacgdo do DNA gendmico em dendezeiro, Jaligot et
al., 2000 realizou a quantificagcao relativa de 5-metil-desoxicitidina que mostrou
que a metilacdo de DNA em folha de regenerantes anormais € de 0,5 + 2,5%
inferior a de normais (20,8% e 22%, respectivamente), sendo que ao comparar
calos esta reducéo foi de até 4,5%. Este trabalho demonstrou que existe uma
correlacdo entre hipometilacdo do DNA genbémico e variacdo somaclonal em
dendezeiro, utilizando dois diferentes materiais (calos e folhas). Flutuacdes de
metilacdo do DNA tém mostrado estar envolvidas na regulacdo de genes ao
nivel da transcricdo, em particular durante a diferenciacdo/desdiferenciacdo e
como uma resposta a tensdes ambientais. Srisawat et al. (2005) relatam a
aplicacdo da citometria de fluxo no género Elaeis, utilizando como padrédo de

referéncia a soja (Glycine max cv. Polanka), determinando assim o contetudo
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relativo de DNA nuclear e verificando as alteragcdes no genoma a partir de

células em suspensao e tecidos de calo, além de plantas regeneradas.
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CAPITULO |

INFLUENCIA DA PASSAGEM DE CALOS EMBRIOGENICOS POR MEIOS
DE CONSISTENCIA LIQUIDA SOBRE A EMBRIOGENESE SOMATICA E
REGENERACAO DE PLANTAS EM DENDEZEIRO (Elaeis guineensis Jacq.)
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da passagem de calos
embriogénicos por meios de consisténcia liqguida sobre a embriogénese
somatica e regeneracao de plantas em dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.).
Na inducdo da embriogénese somética foram utilizados embribes zigéticos
obtidos de frutos maduros das variedades C 2501, C 2528 e C 7201.
Inicialmente, calos foram induzidos em meio de MS semissolido suplementado
com 450 uyM de Picloram (acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico), 30 g.L™ de
sacarose, 0,5 g.L™" de glutamina, 2,5 g.L™" de carvdo ativado e 2,5 g.L™ do
solidificante Phytagel. Durante o periodo de inducdo, além da avaliagdo
genotipica nas respostas, também verificou-se a influéncia de subcultivar ou
nao os explantes para meios de cultura frescos a cada 30 dias. Num segundo
momento, parte dos calos embriogénicos formados em meio de indugéo foram
transferidos para meios de cultura de consisténcia liquida, de igual composicao
em sais e vitaminas do meio de inducdo, mas com concentracdes reduzidas de
auxinas, denominados: MeA (MS com 5 uM de Picloram) e MeB (MS com 5 uM
de 2,4-D - acido 2,4-diclorofenoxiacético). Apdés 210 dias da inoculacao do
material em meio liquido foi possivel separar dois tipo de agregados: aqueles
gue ndo desagregaram completamente e aqueles considerados estabelecidos
gue foram mantidos em meio de cultura liquido para multiplicacdo. A partir de
calos ndo desagregados em meio liquido sob agitacdo, por¢cbes foram
transferidas para meios de cultura de consisténcia sélida para a diferenciacao
de embrides somaticos, assim denominados: M1: 2 MS; M2: MS com 40 uM
de Picloram e M3: MS com 12,3 uM de 2iP (2-isopentenil-adenina) e 0,6 uM de
ANA (Acido naftalenoacético). Para a etapa de regeneracdo e desenvolvimento
de plantas, os embribes soméaticos diferenciados nos respectivos meios de
cultura de diferenciacdo foram transferidos para meio de MS desprovido de
reguladores de crescimento, suplementado com 30 g.L™ de sacarose, 2,5 g.L™
de carvdo ativado e 2,5 g.L™* de Phytagel. Posteriormente, as plantas foram
individualizadas e transferidas para tubos de ensaio preenchidos com meio de
MS dupla-fase (5 mL de meio liquido sobre 10 mL de meio semissolido),

suplementado com 57 pM de AIB para induzir a formagdo de raizes e
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completarem seu desenvolvimento. Uma vez enraizadas e com altura entre 10
e 14 cm, as plantas foram acondicionadas em substrato comercial e pré-
aclimatizadas em camara de crescimento, onde permaneceram por até duas
semanas até serem transferidas para casa de vegetacdo. Por fim, as plantas
regeneradas foram analisadas por citometria de fluxo para avaliar possiveis
alteracdes no conteudo gendmico. Verificou-se que a condicdo de subcultivar
os explantes a cada 30 dias na fase de inducéo foi determinante para estimular
a formacé&o de calos embriogénicos (20,8%). De maneira geral, verificou-se que
a passagem de calos embriogénicos por meio liquido na presenca de 2,4-D
(MeB) aumentou significativamente a percentagem de calos com embribes
somaticos diferenciados. Entre os meios de cultura testados na fase de
diferenciacao, observou-se que o meio M1 foi o que proporcionou os melhores
resultados, uma vez que 58,2% dos calos cultivados nesse meio de cultura
diferenciaram embries somaticos. Em meio de diferenciacdo M3 a variedade
C 2528 apresentou os maiores indices de calos com embrides somaticos
diferenciados (80,2%), embora tenha sido no meio M1 que essa variedade
apresentou o maior numero de embribes tipo torpedo diferenciados (8,3
embrides torpedo por calo). Quanto a frequéncia de regeneracdo de embrides
somaticos, verificou-se que aqueles oriundos dos meios de diferenciacdo M1 e
M3 foram o que apresentaram os melhores indices de regeneracéo (29,5% e
31,7%, respectivamente). Na fase de aclimatizagdo a percentagem de
sobrevivéncia das mudas, ao final de 90 dias em casa de vegetacao, foi de
95,2%. Por fim, ndo foram evidenciadas diferencas significativas no contetdo
médio de DNA nuclear entre as plantas regeneradas por embriogénese
somatica e plantas controle quando estas foram avaliadas por citometria de

fluxo, tendo sido observado valores na ordem de 2C = 3,89+0,16 pg.

Palavras-chave: Elaeis guineensis, embriogénese somaética, meio liquido,

regeneracao, citometria de fluxo.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the influence of the passage of
embryogenic calluses through a liquid medium on somatic embryogenesis and
plant regeneration in African oil palm (Elaeis guineensis Jacq.). In the induction
of somatic embryogenesis, zygotic embryos obtained from mature fruits of the
varieties C 2501, C 2528 and C 7201 were used. Initially, calluses were induced
in a semi-solid MS medium supplemented with 450 uM Picloram (4-amino -
3,5,6- trichloropicolinic acid), 30 g.L™* sucrose, 0.5 g.L™ glutamine, 2.5 g.L*
activated charcoal and 2.5 g.L™ Phytagel solidifying agent. During the induction
period, in addition to the genotypic assessment in the responses, it was verified
the influence of subculturing the explants (or not) to fresh culture media every
30 days. At a later time, part of the embryogenic calluses formed on the
induction medium were transferred to liquid culture medium, with equal
composition of salts and vitamins of the induction medium, but with reduced
concentrations of auxins, called: MeA (MS with 5 uM Picloram), and MeB (MS
with 5 uM 2,4 -D - 2,4-dichlorophenoxyacetic acid). After 210 days of inoculation
of the material in a liquid medium, it was possible to separate two types of
aggregates: those that did not completely disaggregate and those considered
as established that were maintained in liquid culture for multiplication. Based on
the calluses not disaggregated in liquid medium under agitation, portions were
transferred to solid culture media for differentiation of somatic embryos, named
as follows: M1 - %2 MS; M2 - MS with 40 yM Picloram, and M3 - MS with 12.3
MM 2iP (2-isopentenyladenine) and 0.6 uM NAA (naphthaleneacetic acid). For
the stage of regeneration and development of plants, the somatic embryos
differentiated in the respective differentiation culture media were transferred to
MS medium devoid of growth regulators, supplemented with 30 g.L™ sucrose,
2.5 g.L™* charcoal activated and 2.5 g.L™" Phytagel. Subsequently, the plants
were individualized and transferred to test tubes filled with a double-phase MS
medium (5 mL liquid medium on 10 ml of semi-solid medium) supplemented
with 57 uM IBA to induce root formation and complete their development. Once
the plants had rooted, at a height between 10 and 14 cm, they were placed in

pre-acclimatized commercial substrate and in a growth chamber, where they
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remained for up to two weeks before being transferred to the greenhouse.
Finally, the regenerated plants were analyzed by flow cytometry to evaluate
possible changes in genomic content. It was found that the condition of the
subculturing the explants every 30 days in the induction phase was a
determining factor to stimulate the formation of embryogenic calluses (20.8%).
In general, it was found that the passage of embryogenic callus through a liquid
medium in the presence of 2,4-D (MeB) significantly increased the percentage
of calluses with differentiated somatic embryos. Among the culture media tested
in the differentiation phase, it was observed that the M1 medium was the one
that provided the best results, as 58.2% of the calluses cultivated in culture
medium differentiated somatic embryos. In the M3 differentiation medium, the C
2528 variety showed the highest rates of calluses with differentiated somatic
embryos (80.2%), although it was in the M1 medium that this variety had the
highest number of torpedo-shaped differentiated embryos (8.3 torpedo-shaped
embryos per callus). Regarding the frequency of regeneration of somatic
embryos, it was found that those coming from the M1 and M3 differentiating
media were the ones that showed the best regeneration rates (29.5% and
31.7%, respectively). During the acclimatization phase, the plantlets survival
percentage, after 90 days in the greenhouse, was 95.2%. Finally, no significant
differences were found in the average nuclear DNA content among plants
regenerated by somatic embryogenesis and the control plants when evaluated

by flow cytometry; values on the order of 2C = 3.89+0.16 pg were observed.

Keywords: Elaeis guineensis, somatic embryogenesis, liquid medium,

regeneration, flow cytometry.
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1. INTRODUCAO

O dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) € uma palmeira monocotiledénea
perene, mondica, oleaginosa e de origem africana. E cultivado extensivamente
na Asia, onde se encontra atualmente os maiores produtores (Malasia e
Indonésia), na Africa e nas Américas Central e do Sul. No Brasil, os plantios
comerciais estdo localizados principalmente nas Regides Norte e Nordeste,
com destaque para a o Estado do Para com cerca de 80% dos plantios

comerciais (Chia et al., 2009).

Atualmente, a maioria das variedades comerciais plantadas sao hibridos
F1 tipo tenera, resultantes do cruzamento entre os tipos Dura x Pisifera (D x P).
E mesmo apresentado alto rendimento em 6leo, os hibridos podem apresentar
variacfes de produtividade entre plantas de até 40% (Rajesh et al., 2003; Low
et al., 2008). Estudos sobre a propagacdo vegetativa de individuos com alto
potencial de producdo poderiam contribuir para que gendtipos com
produtividades de 6leo superiores pudessem ser alcancadas (Rajesh et al.,
2003; Konan et al.,, 2010; Soh et al., 2011). Assim, a cultura de tecidos
constitui-se como uma alternativa promissora para a propagacéao clonal desta
espécie e, uma vez dominada, pode possibilitar a producdo clonal de um
elevado numero de plantas em uma éarea fisica bastante reduzida (Soh et al.,
2011). Entre as diversas técnicas da cultura de tecidos, a embriogénese
somatica € a mais promissora por ser um processo pelo qual células haploides
ou sométicas desenvolvem-se por meio de diferentes estadios embriogénicos,
dando origem a uma planta completa, sem que ocorra a fusdo de gametas
(Sharp et al., 1980).

Mas apesar de ser uma técnica promissora, o0 uso da embriogénese
somatica para algumas espécies, como o0 dendezeiro, ainda nao €
completamente dominada e, portanto, sua aplicacdo apresenta limitacdes
principalmente em funcdo da constante manipulagdo dos cultivos nas
diferentes fases e dos custos laboratoriais, como a mao-de obra especializada
e agentes gelificantes, o que refletem no valor final das muda produzidas. Entre
0s pesquisadores que trabalham com a clonagem desta cultura ha um

consenso que os trabalhos realizados até o0 momento, com o uso de meios de
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consisténcia semissélida sdo tecnicamente inviaveis quando se pensa em
clonagem em larga escala (Duval et al., 1995; Tarmizi et al., 2004; Tarmizi e
Zaiton, 2007).

O uso de meios de consisténcia liquida pode ser uma alternativa para o
cultivo do dendezeiro in vitro. Entre outras vantagens, meios de consisténcia
liquida geralmente possibilitam melhor contato fisico entre os explantes e o
meio de cultura, fato que pode propiciar o favorecimento da taxa de
assimilacdo de nutrientes e 4gua, em relagdo ao meio de cultura semissadlido.
Além disso, meios liquidos sdo mais faceis de serem preparados e
manipulados (Tarmizi e Zaiton, 2007; Choi et al., 2008; Scherwinski-Pereira et
al., 2012; Palanyandy et al., 2013).

Neste contexto, € possivel afirmar que os protocolos publicados para a
maioria das palmeiras, incluindo o dendezeiro, ainda apresenta diversas
limitacbes, além de em alguns casos, haver a ocorréncia de variacdes
somaclonais em mudas micropropagadas, as quais geralmente s&o
influenciadas pelo uso de reguladores de crescimento no meio de cultivo
(Jones et al., 1995; Eeuwens et al., 2002). Portanto, € imperativo que se
avancem nas pesquisas sobre a clonagem do género Elaeis, utilizando-se para
isso meio de cultura de consisténcia liquida e a avaliacdo da fidelidade
gendmica de materiais clonados, com técnicas rapidas, como por exemplo, a
citometria de fluxo.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia da passagem
de calos embriogénicos por meios de consisténcia liquida sobre a
embriogénese soméatica e regeneracdo de plantas em dendezeiro (Elaeis
guineensis Jacq.), além de analisar a influéncia de subcultivos sobre a

formacdo inicial de calos embriogénicos.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Local de conducéo dos experimentos

Os estudos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Il da

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), Brasilia-DF.

2.2. Materiais vegetais utilizados

Nos experimentos de embriogénese somatica foram utilizados como
explantes iniciais embrides zigoticos obtidos de frutos maduros de dendezeiro
(Elaeis guineensis Jacq.), variedades C 2501, C 2528 e C 7201. O material foi
proveniente do Campo Experimental do Rio Urubu, em Rio Preto da Eva (AM),
pertencente ao Programa de Melhoramento Genético de Dendezeiro

desenvolvido pela Embrapa Amazo6nia Ocidental, Manaus (AM).

2.3. Inducéo da embriogénese somética

A inducdo da embriogénese somatica seguiu metodologia ajusta por
Balzon et al. (2013), com algumas modifica¢des. Inicialmente, o endocarpo das
sementes foi removido com o auxilio de um torno mecénico para a obtencéo
das améndoas. No laboratoério e em condicdes assépticas, as améndoas foram
submetidas a um processo de desinfestacdo pela imersdo em alcool 70%
durante 3 minutos em camara de fluxo laminar, seguida de outra imersao, de
20 minutos, em solugdo de hipoclorito de sédio a 2,0 - 2,5% (solucao de
alvejante comercial a 100%). Posteriormente foram efetuados trés enxagues
com agua destilada e autoclavada para a remocdo residual dos agentes
desinfestantes usados.

A extracdo dos embrides zigodticos foi realizada com o auxilio de
pincas, bisturis, placas de Petri e papéis filtros esterilizados. ApGs a extracgéo,
os embrides zigoticos foram imediatamente inoculados em placas de Petri (15 x
90 mm) contendo aproximadamente 20 mL de meio de MS modificado
(Murashige e Skoog, 1962), suplementado com 450 uM de Picloram, 30 g.L™

de sacarose, 0,5 g.L™ de glutamina, 2,5 g.L™ de carvéo ativado e 2,5 g.L™! do
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solidificante Phytagel (Sigma®). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8
+ 0,1 antes da esterilizagcdo em autoclave a 121°C e 1,5 atm por 20 minutos.
Uma vez os embrides inoculados, as placas de Petri foram seladas
com filme transparente de PVC e acondicionadas no escuro, em sala de
crescimento, com temperatura de 25 + 2°C até o aparecimento dos calos

embriogénicos (aproximadamente 5 meses de cultivo).

O esquema ilustrativo do processo de desinfestacdo, extracdo e
inducdo de calos embriogénicos a partir de embribes zigético pode ser

observado na Figura 1.
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Figura 1. Esquema ilustrativo do processo de indugdo da embriogénese somatica a partir de
embrides zigoticos (EZ) obtidos de frutos maduros de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.): da
desinfestacdo das améndoas e extracdo dos EZ até a formacao de calos embriogénicos.

2.3.1. Influéncia dos subcultivos nainducdo da embriogénse soméatica

Durante o periodo de indugcdo da embriogénese somética, além da
avaliacdo genotipica nas respostas, também se avaliou a influéncia de

subcultivar ou ndo os explantes para meios de cultura frescos a cada 30 dias.
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As variaveis analisadas foram percentagem de calos primarios e calos

multigranulares com estrutura embriogénica.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado
com dois tratamentos quanto ao tipo de subcultivo (subcultivar ou nao
subcultivar os explantes a cada 30 dias de cultivo) e trés variedades de
dendezeiro (C 2501, C 2528 e C 7201). Para a formacéo de calos os explantes
foram avaliados e subcultivados por até 5 meses de cultivo. Cada tratamento

foi constituido de 10 repeticdes, contendo 5 embrides zigoéticos por parcela.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia com as
médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, sendo analisados
com o emprego do programa de andlises estatisticas Sanest (Zonta e
Machado, 1984). Dados expressos em percentagem foram transformados

segundo arco seno (x/100)°°.

2.4. Estabelecimento e multiplicacdo de agregados celulares em meio
liguido

Apds o0 processo de inducdo, parte dos calos multigranulares
embriogénicos obtidos foram individualizados por raspagem, com o auxilio de
uma espatula, e transferidos para dois diferentes meios de cultura de
consisténcia liquida para o estabelecimento e multiplicacdo de agregados
celulares, denominados: MeA (MS suplementado com 5 pM de Picloram, 30
g.L™! de sacarose, 0,5 g.L! de glutamina e 0,2 g.L™* de &cido ascérbico) e; MeB
(MS suplementado com 5 pM de 2,4-D, 30 g.L* de sacarose, 0,5 g.L™" de
glutamina, 0,2 g.L™ de &cido ascérbico). O pH de ambos os meios de cultura foi
ajustado para 5,8 £ 0,1 antes da esterilizagcdo em autoclave a 121°C e 1,5 atm
por 20 minutos.

Os meios de cultura liquido foram depositados em erlenmeyers de 125
mL de capacidade com 30 mL de meio, sendo estes acondicionados sob
agitacdo (100 rpm), em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2 °C,
fotoperiodo de 16 horas e radiacdo luminosa de 30 pmol.m?.s™ fornecida por
lampadas fluorescentes brancas-fria. Os meios de cultura foram renovados a

cada duas semanas até a obtencdo dos agregados celulares por um periodo
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de 210 dias. Nesta etapa, o trabalho foi composto por pelo menos 5 repeticdes,
com aproximadamente 500 mg de calos multigranulares embriogénicos.

O esquema ilustrativo do estabelecimento e multiplicagdo de
agregados celulares em meio liquido, a partir de calos multigranulares

embriogénicos pode ser observado na Figura 2.

MeA: M5 suplemenzdo
com S5pM de Pidoram, 30
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Figura 2. Esquema ilustrativo do estabelecimento e multiplicacdo de agregados celulares de
dendezeiro em meio liquido, a partir de calos multigranulares embriogénicos.

2.5. Diferenciacdo de embribes sométicos de calos cultivados e néo

cultivados em meio liquido

Do material inoculado em meio liquido foi possivel separar dois tipo de
agregados: aqueles que ndo desagregaram completamente e cresceram no
meio de cultura, e aqueles considerados estabelecidos, que foram mantidos em

meio de cultura liquido para multiplicacao.

Nesse trabalho, priorizou-se em se utilizar os agregados maiores, ou
seja, aqueles que ndo desagregaram e cresceram em meio de cultura liquido

sob agitacdo. Assim, uma vez isolados do meio liquido, os calos foram
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transferidos para trés diferentes meios de cultura semissolidos para avaliar o
efeito da passagem dos calos por meio de consisténcia liquida na diferenciacao
de embrides somaticos, como segue: M1: ¥ MS suplementado de 30 g.L™ de
sacarose, 0,5 g.L* de glutamina, 2,5 g.L' carvdo ativado; M2: MS
suplementado com 40 pM de Picloram, 30 g.L* de sacarose, 0,5 g.L™" de
glutamina, 1,5 g.L™ carvao ativado e; M3: suplementado com 12,3 uM de 2iP,
0,6 uM de ANA, 30 g.L de sacarose, 0,5 g.L™ de glutamina e 1,5 g.L™ carvéo
ativado.

Todos os meios de cultura foram solidificados com 2,5 g.L™ de Phytagel
e tiveram o pH ajustado para 5,8 £+ 0,1 antes da esterilizacdo por autoclavagem
a 121°C e 1,5 atm por 20 minutos. Os calos que ndo passaram por meio
liquido (tratamento controle) foram transferidos para os meios de cultura
semissolido M2 e M3, de acordo com o protocolo de Silva et al. (2012) (Figura
3).

O esquema ilustrativo dos tratamentos de diferenciagdo e maturacao
dos agregados celulares em meio liquido, a partir de calos multigranulares

embriogénicos pode ser observado na Figura 3.
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Figura 3. Esquema ilustrativo da diferencia¢do e maturacéo dos calos de dendezeiro cultivados
em meio liquido, a partir de calos multigranulares embriogénicos

O material vegetal sob diferenciacdo nas diferentes composicdes em
meio de cultura semissoélido foi acondicionado em sala de crescimento com
temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas e radiacdo luminosa de 30
nmol.m?.s™ fornecida por lampadas fluorescentes brancas-fria. As avaliacdes
foram realizadas a cada trés meses de cultivo por até 12 meses e as variaveis
analisadas foram: percentagem de agregados com embrides somaticos,
namero embrides no estagio torpedo por agregado e frequéncia de
regeneracado. A frequéncia de regeneracdo foi obtida dividindo-se o nimero de
plantas regeneradas pelo numero total de embrides somaticos por calo, sendo
o resultado multiplicado por 100.

O delineamento experimental utilizado neste experimento foi
inteiramente casualizado. Cada tratamento foi constituido por 10 repeticdes,

com pelo menos 3 calos por parcela.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia com as

médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Para as analises
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utilizou-se o programa de analises estatisticas Sanest (Zonta e Machado,
1984). Dados expressos em percentagem foram transformados segundo arco
seno (x/100)°>.

2.6. Regeneracdao, enraizamento e aclimatizagdo das plantas

Os embrides somaticos diferenciados nos trés meios de cultura testados
foram transferidos para meio de MS desprovido de reguladores de crescimento,
com 30 g.L™* de sacarose, 2,5 g.L ™ de carvéo ativado e 2,5 g.L™ do solidificante
Phytagel (Sigma®) para regeneracao e desenvolvimento das plantas. O pH do
meio de cultura foi ajustado para 5,8 + 0,1 antes da esterilizacdo em autoclave
a 121°C e 1,5 atm por 20 minutos.

ApoOs regeneradas, as plantas originadas de embribes somaticos de
agregados que passaram pelo meio liquido foram individualizadas e, em
seguida, transferidas para tubos de ensaio (25 x 150 mm) preenchidos com
meio de MS dupla-fase (5 mL de meio liquido sobre 10 mL de meio
semissolido), suplementado com 57 pM de AIB (&cido indol butirico) e 30 g.L™
de sacarose para induzir a formacdo de raizes, de acordo com metodologia
proposta por Gomes et al. (2011).

A otimizagdo do enraizamento das plantas foi realizado em sala de
crescimento com temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas e radiacao
luminosa de 30 pmol.m™.s™ fornecida por lampadas fluorescentes brancas-fria.

Uma vez enraizadas, as plantas foram retiradas dos tubos de ensaio e
submetidas a lavagem de suas raizes em &gua corrente para eliminar o
excesso de meio de cultura. Em seguida, foram plantadas em copos
descartaveis (250 mL de capacidade), preenchidos com Bioplant® e areia
lavada (3:1 v/v), e posteriormente, sendo cobertos com saco plastico
transparente furado. As plantas foram colocadas sob condi¢cdes de BOD, a uma
temperatura de 25°C, durante duas semanas. Por fim, as plantas foram
mantidas sob condi¢cdes de casa de vegetacdo. Ja em casa de vegetacdo, a
cada 30 dias de cultivo foi avaliada a percentagem de sobrevivéncia das

mudas, por um periodo de até 90 dias. Depois de decorrido esse tempo, as
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mudas foram transplantadas para recipientes maiores, sendo transferidas para

viveiro.

2.7. Analise dos regenerantes por citometria de fluxo

Foram amostrados clones regenerados da variedade C 2528 e plantas
germinadas in vitro a partir de embrides zigoticos, a fim de comparacdo. A
amostragem dos clones regenerados foi realizada no tratamento que promoveu
os melhores resultados quanto a regeneracédo dos embries somaticos.

Para obtencdo da suspensdo de nucleos, o material vegetal
(aproximadamente 50 mg de folhas jovens dos clones regenerados e plantas
germinadas) foram inicialmente triturados em 1,0 mL de tampé&o Marie (Marie e
Brown,1993), ja adicionado a placa de Petri na presenca de gelo. Em seguida,
o tecido triturado em suspenséao foi aspirado através de pipeta de Pasteur e,
posteriormente, filtrado em malha de 42 um (Millipore®) para filtragem das
particulas. Por fim, a suspensdo de nucleos foi corada com 25 uL de uma
solucéo de iodeto de propideo (1 mg/1 mL).

As analises foras realizadas em Citdmetro de Fluxo Accuri C6 (Becton
Dickinson®) com a leitura da emisséo de fluorescéncia de pelo menos 50 mil
ndcleos e os histogramas gerados foram analisados no software BD Accuri
Cflow Plus. As quantidades relativas de DNA, em picogramas (pg), foram
obtidas por meio da equacéo:

Quantidade de DNA (pg) = (posi¢ao do pico G1 da amostra/posi¢cao do
pico G1 do padréo de referéncia) x DNA do padréo.

Neste trabalho foi utilizado como padrdo externo de referéncia a ervilha
(Pisum sativum) contendo 9,09 pg de DNA nuclear.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado,
composto por 10 plantas regeneradas (plantas provenientes de 3 calos
selecionados aleatoriamente, sendo 3 repeti¢ces por planta) e 10 repeticdes de
plantas germinadas a partir de embrides zigdético. A quantidade de DNA passou
por analise de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de significancia, utilizando-se o programa Sanest (Zonta e
Machado, 1984).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Inducéo da embriogénese somaética

Uma vez os embrides zigoticos estabelecidos in vitro (Figura 4A), o
aparecimento de calos primarios teve inicio a partir de 30 dias de cultivo em
meio de inducdo, principalmente na regido distal do embrido zigotico, o que
corresponde a regido cotiledonar (Figura 4B). Aos 60 dias de cultivo, em todos
os tratamentos houve formacéo de calo primério (Figura 4C). Durante o cultivo,
progressivamente, os calos aumentaram em tamanho e forma (Figura 4D,E-F)
e, apos 150 dias de cultivo em meio de inducdo da embriogénese somatica,
verificaram-se diferengas significativas entre as condi¢des de cultivo avaliadas
qguanto a subcultivar ou nédo os explantes a cada 30 dias de cultivo. Na Tabela
1 é possivel observar a influéncia da condi¢cdo de cultivo em meio de inducao
sobre a formacdo de calos primarios e embriogénicos. De maneira geral, a
condicao de subcultivar a cada 30 dias foi determinante para melhorar a taxa
de formacédo de calos embriogénicos (20,8%), com o aspecto nodular e

coloracdo amarelada (Figura 4E-F).

Tabela 1. Influéncia da condi¢céo de cultivo (com ou sem subcultivo a cada 30
dias) na fase de inducéo de calos sobre a percentagem de formacao de calo
primario e calo embriogénico em embries zigético de dendezeiro, variedades
C 2501, C 2528 e C 7201.

Calo primario (%) Calo embriogénico (%)

Variedade Sem Com Média Sem Com Média

subcultivo subcultivo Variedade subcultivo subcultivo Variedade

C2501  664aA _ 70.4aA 68.4a 17aB 13.1aA 7 4a
C2528  673aA  811aA 74.2a 0,4aB 29,53A 14,9a
C7201  809aA  69.3aA 75.1a 0,4aB 19,8aA 10,1a
Média 71.5A 73.6A 0.8B 20,8A

Subcultivo

*Médias seguidas por letras distintas, dentro de cada item, minidscula na vertical (entre genétipos dentro
de cada tipo de subcultivo) e maildscula na horizontal (entre os tipos de subcultivos, dentro de cada
genatipo), diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Parar a variavel formacdo de calo primario ndo foram observadas
diferencas significativas entre as variedades C 2501, C 2528 e C 7201
estudadas, sendo que na média, os valores observados para os explantes ndo
subcultivados e subcultivados a cada 30 dias foram de 71,5% e 73,6%,
respectivamente. Porém, na avaliacdo de formacdo de calos embriogénicos,
verificaram-se diferencas significativas para o tratamento onde os explantes
foram subcultivados a cada 30 dias para meio de cultura fresco. Nesse
tratamento, independentemente da variedade, os valores alcancaram até
29,5% de explantes com formacao de estruturas embriogénicas.

Os resultados obtidos corroboram com os de Silva et al. (2012) em um
trabalho com nove variedades brasileiras de dendezeiro, que observaram a
formacao de calos primarios compactos em embrides zig6ticos a partir de 60
dias de cultivo. Além disso, esses autores conseguiram classificar as
variedades em dois grupos de acordo com as diferentes respostas quanto a
formacdo de calo priméario, que variou entre 10% e 80%, sugerindo que
respostas diferenciadas podem ocorrer em funcdo do gendétipo, mesmo que as
condi¢bes de cultivo sejam idénticas.

De acordo com protocolos descritos para a maioria das palmeiras, a
embriogénese somatica requer geralmente que os meios de cultura de inducdo
sejam constituidos por altas concentracdes de auxinas, como o 2,4-D ou
Picloram (Guerra e Handro, 1998; Pérez-Nufiez et al., 2006; Saenz et al., 2006;
Titon et al., 2007; Scherwinski-Pereira et al., 2012). Essa classe de regulador
de crescimento esta envolvida na ativacdo e regulacdo da divisdo e
diferenciacéo celular (Namasivayam, 2007). O Picloram € uma auxina sintética
derivada do &cido picolinico e tem sido empregada em algumas espécies de
palmeiras com sucesso na obtencdo de culturas embriogénicas, como nos
casos de Euterpe oleracea (Scherwinski-Pereira et al., 2012), Elaeis guineensis
(Teixeira et al., 1995; Scherwinski-Pereira et al., 2010; Balzon et al., 2013) e
Bactris gasipaes (Steinmacher et al., 2007; Steinmacher et al., 2011).

O contato constante das células com concentracdes elevadas de auxina
mantém a capacidade embriogénica, enquanto que a diminuigdo ou retirada da
auxina do meio de cultura induz as células a se diferenciarem (Komanine et al.,

1992). Outro fator de importédncia na composicdo do meio de inducdo da
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embriogénese é a adicdo de carvao ativado, que além de diminuir as taxas de
oxidacdo dos tecidos, também diminui a pronta disponibilidade de auxina aos
cultivos, o que provavelmente contribui para a formagdo de estruturas
embriogénicas, especialmente na etapa de formagéo de calos. A adicdo do
carvao ativado é comum na cultura de palmeiras (Saenz et al., 2006; Pérez-
Nufiez et al., 2006; Moura et al., 2009; Scherwinski-Pereira et al., 2012; Silva et
al., 2012; Balzon et al., 2013), muito embora ainda ndo se conhegcam 0s exatos
mecanismos, primarios ou secundarios, da ac¢do do carvao ativado sobre os

cultivos.

Figura 4. Aspecto da inducdo da embriogénese somética em dendezeiro a partir de embrides
zigoticos, variedade C 2528. A. Embrido zigético (regido proximal - rp, regido distal — rd; barra:
1 mm). B. Inicio da formacé&o de calo primario aos 30 dias a partir da regiao distal (seta) (Barra:
1 mm). C. Inicio da formagé&o de calo priméario aos 60 dias (Barra: 3 mm). D. Calo primario aos
90 dias (Barra: 5 mm). E. Calo com estrutura multigranular embriogénica aos 120 dias (seta)
(Barra: 5 mm). F. Calo com estrutura multigranular embriogénica aos 150 dias (seta) (Barra: 5
mm).

3.2. Diferenciacéao, regeneracao e aclimatizacdo das plantas

Apbs o processo de indugéo e visando o estabelecimento de cultivos em
suspensdo, por um periodo de 6 meses de cultivo, por¢cdes de calos néo

desagregados em meio liquido MeA (MS suplementado com 5 uM de Picloram)
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e MeB (MS suplementado com 5 uM de 2,4-D) sob agitacdo, foram transferidos
para meios de cultura para a diferenciacdo de embrides somaticos. Na Tabela
2 é possivel observar a influéncia da consisténcia do meio liquido ou
semissélido na diferenciacdo de embribes somaticos. De maneira geral, a
passagem de calos embriogénicos por meio de cultura liquido, na presenca da
auxina 2,4-D, aumentou a percentagem de calos com embrides somaticos
diferenciados. Na média da consisténcia de meio de cultura,
independentemente da variedade, cerca de 52,4% dos calos que passaram por
meio liquido na presenca de 2,4-D apresentaram diferenciacdo de embrides
somaticos, contra apenas 16,2% quando a auxina utilizada em meio liquido foi
o Picloram e 14,0% no tratamento controle, ou seja, quando os calos foram
diferenciados em meio semissélido padréo (controle).

Entre os meios de cultura testados (M1, M2 e M3), o meio M1 foi o que,
na média, proporcionou os melhores resultados para a diferenciacdo de
embribes somaticos (58,2%), quando cultivados anteriormente em 2,4-D. Na
andlise individual dos gendtipos, verificou-se que o C 2528 no meio de
diferenciacdo M3, tendo passado pelo meio liquido acrescido da auxina 2,4-D,
foi 0 que apresentou os maiores indices de calos com embrides somaticos
diferenciados (80,2%).
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Tabela 2. Influéncia da consisténcia do meio (liquido ou semissélido padrao)
sobre a percentagem de calos com embrides somaticos diferenciados em
dendezeiro, variedades C 2501, C 2528 e C 7201.

Calo com embrides somaticos (%)

Consisténcia 4 ing ~ Mei0de —oo5g) cos2g c7201 | Media Media
do meio diferenciagéo tratamento  consisténcia
M1 32,1lab 77,2a 65,4a 58,2a
Liquido 2,4-D M2 66,2a 50,0ab 41,5ab 52,6ab 52,4
M3 16,5ab 80,2a 42,2ab  46,3abc
M1 2,6b 20,6ab 34,5ab 19,2bcd
Liquido Picloram M2 1,0b 12,4b  35,2ab 16,2cd 16,2
M3 0,0b 345ab 5,4b 13,3d
M1 N.D. N.D. N.D.
Semissélido M2 6,7b 12,0b  10,9ab 9,9d 14,0
(Controle) M3 6,7b 12,9 34,7ab 18,1bcd
—-— ok N.D

* Médias seguidas por letras distintas, minlsculas na vertical, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey.*** Altamente significativo (p<1%). N.D: Nao determinado. M1: % MS acrescido de 30 g.L'l
de sacarose, 0,5 g.L'1 de glutamina, 2,5 g.L'1 carvao ativado; M2: MS suplementado com 40 uM de
Picloram, 30 g.L™" de sacarose, 0,5 g.L™ de glutamina, 1,5 g.L™ carvéo ativado e M3: suplementado com
12,3 uM de 2iP, 0,6 pM de ANA, 30 g.L™ de sacarose, 0,5 g.L™ de glutamina e 1,5 g.L™ carvéo ativado.
Semissolido controle: calos embriogénicos que ndo passaram por meio liquido.

A fase de diferenciagdo de culturas embriogénicas consiste em
interromper os ciclos repetitivos de divisdo celular e fornecer os estimulos
fisiolégicos, bioquimicos e ambientais para a diferenciacdo celular, dando
assim origem a um grande numero de embrides somaticos aptos a se
converterem em plantas (Guerra et al., 1999). Segundo Xu e Bewley (1992), as
auxinas sao extremamente importantes na inducéo da calogénese e formacéao
de células embriogénicas, e uma vez removidas ou reduzidas do meio de
cultura, promovem as células embriogénicas a formacdo de embribes
somaticos. Esse fato corrobora com os resultados obtidos nesse trabalho, uma
vez que na média, os meios de cultura desprovidos de auxina, ou entdo, com
as concentracbes reduzidas promoveram a diferenciacdo de embrides

somaticos.
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Nesse trabalho, a passagem dos calos embriogénicos por meio de
cultura liquido respondeu mais efetivamente na percentagem de calos com
embrides somaticos diferenciados. Scherwinski-Pereira e Fortes (2003) e
Scherwinski-Pereira et al. (2012) relatam que é no meio de cultura liquido que
ocorre maior contato dos explantes com o mesmo, fato este que pode propiciar
o aumento de absorcdo de agua e nutrientes pelos explantes, quando
comparado a meios de consisténcia semissolida. Adicionalmente, os meios
liqguidos também proporcionam melhor diluicio de exsudatos oriundos do
explante, evitando, desta forma, o acumulo de compostos toxicos aos
explantes em cultivo (Ferreira et al., 2001). No entanto, na maioria dos casos, é
necessario que meios com essa consisténcia recebam algum tipo de agitacao
ou aeragdo para proporcionar condicbes ideais para a oxigenacdo dos
explantes (Ziv, 1995; Levin et al.,1997; Teixeira, 2002; Choi et al., 2008). Em
tamareira, Daguin e Letouze (1988) mostraram que a passagem de calos em
meio de consisténcia liquida constituiu uma etapa importante na maturacdo de
embrifes somaticos.

Na Tabela 3 € possivel observar o efeito da auxina e do tipo de meio de
cultura de diferenciacdo sobre o niumero de embrides torpedos formado por
calo e a frequéncia de regeneracdo dos embriées somaticos diferenciados. Na
andlise individual das variedades nos meios de cultura de diferenciacéo,
verificou-se que em meio M1, que consistiu na passagem de calos por meio
liquido na presenca da auxina 2,4-D, a variedade C 2528 foi o que apresentou
a maior quantidade de embries somaticos (estadio torpedo) por calo (8,3). Ja
para as demais variedades estudadas nao foram observadas diferencas
estatisticas significativas quanto ao numero de embriées somaticos (estadio
torpedo) diferenciados nos diferentes meios de cultura testados, com excecéo
dos calos da variedade C 2501 cultivados em meio liquido com Picloram que

em meio de diferenciagdo M3 néo diferenciaram nenhum embrido somatico.
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Tabela 3. Influéncia da auxina e do tipo de meio de cultura de diferenciacdo sobre o nimero de embrides torpedos formado por

calo e a frequéncia de regeneracédo dos embrides somaticos diferenciados (%), por um periodo de 12 meses.

N° de embrides torpedo por calo

Frequéncia de regeneracédo (%)

Tratamento/meio ) Meio de Média Média
de cultura Auxina diferenciagio  C 2501 C2528 C7201 Média ayxina C2501 C€2528 C7201 Média  ayxina
M1 2,6a 8,3a 1,2a 4,0a 8,9a 29,5ab 50,0a 29,5a
Liquido 2,4-D M2 4,4a 1,6¢ 1,8a 2,6abc 29 4,5a 0,0c 4,3bc 2,9b 21,4
M3 2,5a 2,6bc 1,2a 2,1bc 5,3a 55,2a 34,5ab 31,7a
M1 2,5a 2,0bc 2,4a 2,3abc 0,7a 0,0c 2,4c 1,0b
Liquido Picloram M2 2,7a 3,7b 3,0a 3,1ab 2,4 0,5a 0,3c 0,6¢ 0,5b 2,2
M3 0,0b 2,5bc 2,7a 1,7c 0,0a 11,5bc 3,4bc 5,0b
Significancia *rk *kk N.D *x ok
(p>f)

* Médias seguidas por letras distintas, minasculas na vertical, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.** Significativo (p<5%).
*** Altamente significativo (p<1%). N.D: N&o determinado. M1: Y2 MS acrescido de 30 g.L'1 de sacarose, 0,5 g.L'1 de glutamina, 2,5 g.L'1 carvao ativado; M2: MS
suplementado com 40 uM de Picloram, 30 g.L™" de sacarose, 0,5 g.L™* de glutamina, 1,5 g.L™ carvdo ativado e M3: suplementado com 12,3 uM de 2iP, 0,6 uM de ANA, 30 g.L™
de sacarose, 0,5 g.L'l de glutamina e 1,5 g.L'l carvao ativado.
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Em um trabalho utilizando meios de cultura de diferenciacdo
semelhantes ao utilizado nesse trabalho, Silva et al. (2012) observaram que
variedades de dendé responderam mais eficientemente quanto ao nimero de
embrides somaticos quando os meios de cultura de diferenciacdo foram
constituidos de reguladores de crescimento em baixas concentracdes

Um aspecto importante a ser ressaltado nesse trabalho foi a formacgéo
assincrbnica de embrides somaticos, ou seja, a formacdo de embribes
somaticos em diferentes estadios de desenvolvimento (globular e torpedo), e a
ocorréncia da embriogénese somatica secundéria (dados nédo apresentados),
onde foi possivel se observar a formacéao de novos embrides somaticos a partir
de embrides somaticos ja diferenciados. Tais ocorréncias também ja foram
observadas em outros trabalhos com palmeiras (Ledo et al., 2002; Steinmacher
et al., 2007; Scherwinski-Pereira et al., 2010; Balzon et al., 2013).

No presente trabalho, verificaram-se respostas diferenciadas quanto a
frequéncia de regeneracdo dos embrides somaticos em meio desprovido de
reguladores de crescimento. EmbriGes somaticos oriundos dos meios de
diferenciacdo M1 e M3 foram o que apresentaram o0s melhores indices de
regeneracao (29,5% e 31,7%, respectivamente). Acrescente-se o fato que na
regeneracao dos embrides somaticos, a velocidade de respostas nesta fase foi
heterogénea, uma vez que alguns tipos de embrides sdo mais rapidos do que
outros para emitirem as primeiras folhas e desenvolverem-se em plantas
completas. Muito possivelmente, esse fato esteja relacionado com a
assincronia dos tipos de embribes somaticos diferenciados, como citado
anteriormente e jA observado em outros trabalhos com dendé (Konan et al.,
2010; Balzon et al., 2013).

Os embrides somaticos germinaram em plantas com vigoroso
desenvolvimento da parte aérea, embora a maioria delas desprovidas de raizes
(Figura 5E-F). Assim como descrito por Gomes et al. (2011), nesse trabalho
também foi necessario uma etapa suplementar para otimizar a formacao de
raizes nas plantas regeneradas para serem submetidas a aclimatizacéo (Figura
5G-H). E uma vez enraizadas, as plantas aclimatizadas apresentaram

percentagem de sobrevivéncia de 95,2% ao final de 90 dias (Figura 51,J-K).
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Figura 5. Passagem de calos embriogénicos em meio de cultura de consisténcia liquida:
diferenciagdo, regeneracdo e aclimatizacdo das plantas. A. Calo embriogénico (Barra: 5 mm).
B. Aspectos dos cultivos em meio liquido sob agitacdo. C. Formacéo de embrides soméaticos
diferenciados (Barra: 5 mm). D. Calo com embrides somaticos em estadio globular e torpedo
(setas) (Barra: 5 mm). E. Calos com embrides sométicos em regeneracgao (seta) (Barra: 5 mm).
F. Plantas regeneradas (Barra: 5 cm). G. Plantas regeneradas desprovidas de raizes (Barra: 5
cm). H. Plantas regeneradas com raizes (Barra: 5 cm). |. Planta regenerada em copo
descartavel, preenchido com Bioplant® e areia lavada (Barra: 5 cm). J. Plantas regeneradas em
BOD (Barra: 5 cm). K. Plantas em casa de vegetacdo (Barra: 5 cm).

3.3. Andlise dos regenerantes por citometria de fluxo

Em Elaeis guineensis o tamanho do genoma estimado por citometria de
fluxo reconhecido na literatura internacional é de 2C = 3,76 pg (Rival et al.,
1997). Neste estudo, os histogramas obtidos de Elaeis guineensis Jacq., pelas
analises de citometria de fluxo do controle (plantas germinadas de embrides

zigoticos in vitro) e dos clones regenerados de embrides somaticos de calos
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gue passaram por meio de cultura de consisténcia liquida, geraram picos de
ndcleos correspondentes a fase G1 da interfase. O primeiro pico refere-se a
quantidade relativa de DNA nuclear das amostras de E. guineensis e 0
segundo ao padrédo externo de referéncia, no caso, a ervilha (Pisum sativum)
(Figura 6). De maneira geral, os picos afilados exibidos nos histogramas

indicam boa qualidade e confiabilidade dos resultados obtidos nesta analise.

ao0
ao0
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Eventos
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Intensidade de fluorescencia Intensidade de fluorescéncia

Figura 6. Histogramas obtidos pela analise de citometria de fluxo em plantas de dendezeiro
regeneradas por embriogénese somatica, variedade C 2528. O pico a esquerda de cada
histograma corresponde ao G1 das amostras do controle (A) e dos clones regenerados (B) e os
picos a direita ao padréo externo de referéncia, a ervilha (Pisum sativum).

Os coeficientes de variacdo (CV) encontrados para 0s picos variaram
entre 4,2 e 4,6% para o controle e os clones, respectivamente (Tabela 4), e de
4,1 a 5,0% para os clones regenerados (Tabela 5). De acordo com Dolezel e
Bartos (2005), valores de CV inferiores a 5% sao considerados adequados
para analises citométricas.

A partir das analises dos histogramas, evidenciou-se que o conteudo
médio de DNA nuclear de E. guineensis, variedade C 2528 € equivalente a 2C
= 3,98 £ 0,22 pg para o controle (embrides zigbticos germinados in vitro), e de
2C = 3,80 + 0,11 pg para clones regenerados, apds a passagem em meio de
cultura de consisténcia liquida, ndo sendo observadas diferencas estatisticas
entre as plantas (Tabela 4). As estimativas obtidas do tamanho do genoma séo

muito proximas as atualmente disponiveis na bibliografia cientifica. Rival et al.
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(1997) reportaram um valor de 2C de 3,76 + 0,09 pg para plantas mantidas in
vitro de Elaeis guineensis, utilizando Petunia hybrida como padrdo de
referéncia. Srisawat et al. (2005) em estudos para determinar o tamanho do
genoma em E. guineensis tipos dura, pisifera e tenera, reportaram valores de
2C de 3,46 + 0,02; 3,24 = 0,01 e 3,76 = 0,02 pg, respectivamente, utilizando
como padréo de referéncia a soja (Glycine max cv. Polanka; 2C de 2,5 pg).
Madon et al. (2008) estimaram o valor de 2C de 4,10 + 0,02; 3,64 + 0,28 e
3,83%0,31 pg para os tipos dura, pisifera e tenera, respectivamente, utilizando
também a soja como padrao externo. As pequenas discrepancias com relacao
ao conteudo de DNA de dleo de palma podem ser devido as diferencas entre

as técnicas e tipos de padrao de referéncia utilizados.

Tabela 4. Contetdo médio de DNA nuclear (pg) estimado em Elaeis guineensis
Jacq., variedade C 2528, a partir de clones regenerados e plantas germinadas

de embrides zigoticos in vitro.

Plantas Média do pico Conteudo de DNA (pg/2C) Genoma 1C (Mpb) CV(%)

Controle 247,26 + 14,57% 3,98+0,22a" 1946,22¢ 4,22"

Clones 2,35+7,41 3,80+0,11 a 1858,2 4,65

* Média do pico GO/G1 de Elaeis guineensis em relaco ao padréo de referéncia externo Pisum sativum
acrescido do desvio padrdo médio; ¥ Médias seguidas por mesma letra, pertencem ao mesmo grupo, pelo
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade; > Média do tamanho do genoma 1C, onde 1 pg DNA =
978 Mpb (Dolezel et al., 2003); ¥ Média do coeficiente de variacdo do pico G0/G1

Na Tabela 5 é possivel observar que o conteddo médio de DNA nuclear
de E. guineensis, variedade C 2528, para os clones dentro de cada calo e os
clones entre os calos nao apresentaram diferencas significativas. Esses
resultados sédo importantes uma vez que geram confiabilidade nas estimativas
de conteddo de DNA nuclear obtidos, concluindo-se que néo existe
instabilidade gendmica nas plantas obtidas a partir da embriogénese somatica
de agregados celulares que passaram por meio de cultura de consisténcia

liquida.
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Tabela 5. Conteddo médio de DNA nuclear (pg) estimado de clones
regenerados de Elaeis guineensis Jacqg., variedade C 2528, obtidas de
embrides somaticos de calos que passaram por meio de cultura de

consisténcia liquida.

Contetdo de DNA Genoma 1C

Calo Plantas Média do pico (pg/2C) (Mpb) CV(%)
1 Clone 1 228,85+ 12,67" 3,74+0,19 &’ 1828,86° 4,12
Clone 2 237,22 +2,78 3,83+0,03a 1872,87 4,75
Clone 3 238,53 + 4,48 3,83+0,05a 1872,87 4,73
Clone 4 223,08 + 4,96 3,63+ 0,09 a 1775,07 4,76
2 Clone 5 228,65 + 4,81 3,71+ 0,82 a 1814,19 4,56
Clone 6 235,08 + 6,77 3,80+ 0,09 a 1858,2 4,08
Clone 7 233,61 + 3,83 3,79 40,06 a 1853,31 4,46
3 Clone 8 239,05 + 2,08 3,88+0,02 a 1897,32 4,85
Clone 9 237,37 + 5,65 3,85+ 0,09 a 1882,65 4,90
Clone 10 250,82 + 7,65 3,97+0,07 a 1941,33 5,00

¥ Média do pico GO/G1 de Elaeis guineensis Jacg. em relacdo ao padrdo de referéncia externo Pisum
sativum acrescido do desvio padrdo médio; ¥ Médias seguidas por mesma letra, pertencem ao mesmo
grupo, pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade; * Média do tamanho do genoma 1C, onde 1
pg DNA = 978 Mpb (Dolezel et al., 2003); ¥ Média do coeficiente de variagdo do pico GO/G1
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4. Conclusoes

- A condicdo de subcultivar explantes formados por embrides zigéticos a cada
30 dias para um meio de cultura fresco, € determinante para melhorar a taxa de

formacéo de calos embriogénicos em dendezeiro;

- A passagem de calos embriogénicos de dendezeiro por meio de cultura

liquido na presenca de 2,4-D promove a diferenciagdo de embrides somaticos;

- ApoOs passagem de calos por meios liquidos, meios de cultura na fase de
diferenciacdo devem ser desprovidos ou com baixas concentracdes de
regulador de crescimento para melhorar a diferenciacdo de embrifes somaticos

em dendezeiro;

- Embribes sométicos de dendezeiros, oriundos de cultivos em meio liquido e
de meios de diferenciagdo desprovidos ou com baixas concentracbes de

regulador de crescimento, apresentam melhores indices de regeneracao;

- O conteudo médio de DNA nuclear entre as plantas regeneradas por
embriogénese somatica em meios liquidos e plantas controle ndo apresentam

diferencas significativas, valores na ordem de 2C = 3,89 + 0,16 pg.
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CAPITULO Il

DIFERENCIACAO E REGENERACAO DE PLANTAS DE DENDEZEIRO
(Elaeis guineensis Jacg.) POR EMBRIOGENESE SOMATICA A PARTIR DE
AGREGADOS CELULARES: INFLUENCIA DE CONDICOES DE CULTIVO E
DO TAMANHO DE PROPAGULOS
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia das condi¢des de cultivo
e dos tamanhos dos propagulos sobre a diferenciacdo e regeneracdo de
plantas de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) por embriogénese somatica a
partir de agregados celulares estabelecidos em meio de cultura de consisténcia
liguida. Num primeiro experimento, calos multigranulares embriogénicos
obtidos de embrides zigéticos maduros de dendezeiro foram utilizados para o
estabelecimento e multiplicacdo de agregados celulares em meio liquido. A
inducdo da embriogénese somatica foi realizada em meio de cultura de MS,
suplementado com 450 uM de Picloram (&cido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico),
30 g.L"! de sacarose, 0,5 g.L™" de glutamina, 2,5 g.L™" de carvdo ativado e
solidificado com 2,5 g.L™* de Phytagel. Os explantes foram mantidos por 150
dias, sob condi¢des de escuro e subcultivados a cada 30 dias, até a obtencéo
das linhagens embriogénicas. O estabelecimento e multiplicacdo de agregados
celulares foi realizado por até 210 dias em meio liquido de multiplicacdo MeB
(MS suplementado com 5 pM de 2,4-D - &cido 2,4-diclorofenoxiacético, 30 g.L™
de sacarose, 0,5 g.L* de glutamina e 0,2 g.L™" de é&cido ascérbico). Para
diferenciacdo, os agregados foram transferidos para meio de cultura liquido de
MS, com 0,1 mg.L™" de 2,4-D e 30 g.L™* de sacarose, onde permaneceram por
0, 30 e 60 dias . ApGs os respectivos tempos em meio liquido de diferenciacao,
os agregados foram plagueados em meio semissélido para diferenciacao de
embrides somaticos, com a mesma constituicdo do meio anterior, sendo
acondicionados em sala de crescimento, na auséncia e presenca de luz por 90
dias, quando entdo foram transferidos para condicfes de luminosidade. Para
avaliar a influéncia do tamanho dos agregados na formacdo de embrides
somaticos e regeneracdo de plantas durante o plaqueamento, os agregados
diferenciados em meio liquido foram divididos em duas classes quanto ao
tamanho: classe 1 (com diametro 2 mm) e classe 2 (com diametro de 4 mm).
Apods até 120 dias em meio semissolido, embrides somaticos diferenciados
foram transferidos para meio de regeneracdo, constituido pelo meio de MS
suplementado com 30 g.L™ de sacarose, 2,5 g.L™ de carvéo ativado e 2,5 g.L™

de Phytagel, para completar o desenvolvimento. Analises anatbmicas foram



64

realizadas para descrever as etapas envolvidas na diferenciacdo dos
agregados celulares. De maneira geral, verificou-se que ambos os tipos de
classes de propagulos apresentaram taxas de progressdo acima de 90% na
formacao de calos embriogénicos quando plaqueados em meio de consisténcia
semissoOlida. Contudo, independentemente do tempo de diferenciacdo e da
condicdo de cultivo, na média, agregados da classe 2 foram o0s que
apresentaram as maiores percentagens de formacdo e progressao de calos
embriogénicos (98,8%) quanto comparados aqueles da classe 1 (94,4%). Na
média, ndo foram observadas diferencas significativas quanto a taxa de
formacdo de calos com embrides somaticos diferenciados (18,8% e 13,1%)
entre as classes de agregados. No entanto, quando se avalia agregados da
classe 1, apés 30 dias de diferenciacdo em suspenséo, verificou-se que cerca
de 33,3% dos calos apresentarem diferenciacdo de embrides somaticos, com a
maior quantidade de embriGes somaticos diferenciados no estadio torpedo por
calo (8,3). Os calos com embribes somaticos diferenciados foram transferidos
para meio de consisténcia semissoélida desprovido de reguladores de
crescimento e com carvao ativado que, ap6s germinados, foram
individualizadas e transferidas para novo meio de cultura com a mesma

consisténcia para completar o desenvolvimento, antes de serem aclimatizados.

Palavras-chave: Elaeis guineensis, embriogénese somatica, meio liquido,

agregados celulares, anatomia.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the influence of culture
conditions and propagule size on the differentiation and plant regeneration of
the African oil palm (Elaeis guineensis Jacq.) by somatic embryogenesis based
on cell aggregates established in a liquid culture medium. In the first
experiment, multigranular embryogenic calluses obtained from mature zygotic
embryos of African oil palm were used for establishment and multiplication of
cell aggregates in a liquid medium. The induction of somatic embryogenesis
was carried out in an MS culture medium supplemented with 450 yM Picloram
(4-amino-3,5,6- trichloropicolinic acid), 30 g.L™ sucrose, 0.5 g.L™ glutamine, 2.5
g.L ™! activated charcoal and solidified with 2.5 g.L™* Phytagel. The explants were
maintained for 150 days under conditions of darkness and subcultured every 30
days until the obtainment of embryogenic lineages. The establishment and
multiplication of cell aggregates was carried out for up to 210 days in an MeB
liquid multiplication medium (MS supplemented with 5 pM 2,4-D - 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid, 30 g.L™ sucrose, 0.5 g.L™ glutamine and 0.2 g.L™
ascorbic acid). For differentiation, the aggregates were transferred to an MS
liquid culture medium with 0.1 mg.L™ 2,4-D and 30 g.L™ sucrose, where they
remained for 0, 30 and 60 days. After the respective periods in the liquid
differentiation medium, the aggregates were plated in a semi-solid medium for
differentiation of somatic embryos, with the same constitution of the previous
medium, being placed in a growth chamber in the absence and presence of
light for 90 days, at which time they were transferred to lighting conditions. To
assess the influence of the aggregate size on the formation of somatic embryos
and regeneration of plants during plating, the aggregates differentiated in liquid
medium were divided into two classes according to size: Class 1 (diameter of 2
mm) and Class 2 (diameter of 4 mm). After 120 days in a semi-solid medium,
differentiated somatic embryos were transferred to regeneration medium
consisting of the MS medium supplemented with 30 g.L™ sucrose, 2.5 g.L*
activated charcoal and 2.5 g.L* Phytagel to complete the development.
Anatomical analyses were conducted to describe the steps involved in the

differentiation of the cell aggregates. In general, it was found that both classes



66

of propagules showed progression rates above 90% in the formation of
embryogenic calluses when plated in a semi-solid medium. However,
regardless of the time of differentiation and culture condition, on average, the
aggregates in Class 2 were the ones with the highest percentages of formation
and progression of calluses (98.8%) as compared to those in Class 1 (94.4%).
On average, no significant differences were observed in the rate of callus
formation with differentiated somatic embryos (18.8% and 13.1%) between the
classes of aggregates. However, when evaluating the aggregates of class 1,
after 30 days of differentiation in suspension, it was found that roughly 33.3% of
the calluses presented differentiation of somatic embryos, with the highest
number of differentiated somatic embryos in the torpedo stage per callus (8.3).
The calluses with differentiated somatic embryos were transferred to a semi-
solid medium devoid of growth regulators and with activated charcoal that —
after germinated — were individualized and transferred to new culture medium
with the same consistency to complete the development, before being

acclimatized.

Keywords: Elaeis guineensis, somatic embryogenesis, liquid medium, cell

aggregates, anatomy.
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1. INTRODUCAO

O dendezeiro (Elaeis guineensis Jacg.) € uma monocotiledénea
oleaginosa que tem se destacado economicamente devido a crescente
demanda por parte da industria alimenticia e farmacéutica por 6leos vegetais, e
pela sua capacidade de producdo de combustiveis como fonte de energia
alternativa e renovavel (Ghassan et al., 2003). O cultivo do dendezeiro € feito
em regiBes tropicais, como a Asia, Africa, América Central e do Sul,
constituindo-se como uma das principais fontes de 6leo vegetal do mundo, com
rendimento entre 5 a 7 toneladas por hectare/ano sob condi¢des favoraveis de

desenvolvimento (Rajesh et al., 2003; Deore e Johnson, 2008).

A propagacédo do dendezeiro ocorre quase que exclusivamente pela via
sexuada (sementes) e, mesmo quando se utilizam hibridos selecionados, as
plantas podem apresentar variabilidade, constituindo-se num dos principais
fatores da baixa produtividade em plantios comerciais. E devido a dificuldade
de usar a propagacao via sementes, seja para a producédo de mudas ou auxiliar
programas de melhoramento para fixar ganhos genéticos, a cultura de tecidos
surge como uma excelente alternativa para a multiplicacdo desta espécie
(Konan et al., 2006; Tarmizi e Zaiton, 2007; Konan et al., 2010; Balzon et al.,
2013).

Apesar dos trabalhos com dendezeiro ja terem sidos realizados com
relativo sucesso utilizando-se a cultura de tecidos (Teixeira et al., 1993;
Teixeira et al., 1994; Kanchanapoom e Chourykaew, 1998; Scherwinski-Pereira
et al.,, 2010; Konan et al., 2010; Balzon et al., 2013), observa-se uma
demasiada demora no processo de obtencdo de plantas pelos processos
convencionais de clonagem quando se utiliza meios de consisténcia
semissoOlida, além da falta de padronizacdo e controle das diferentes etapas

envolvidas no processo (Duval et al., 1995).

A cultura de células e/ou agregados em suspensao € uma das técnicas
da cultura de tecidos que consiste na obtencao, proliferacdo e manutencéo de
células e/ou agregados em meio de cultura liquido, sob condi¢cbes de agitacao,

aeracao e temperatura controladas. A vantagem do cultivo em meio liquido é a



68

alta taxa de multiplicacédo, permitindo assim, a producéo de material em escala
comercial, sendo este considerado uma solucédo para a automacao e reducéo
dos custos de producdo (Touchet et al., 1991; Teixeira et al.,, 1995;
Kanchanapoom e Chourykaew, 1998; Roowi et al., 2010; Palanyandy et al.,
2013).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
influéncia das condi¢cdes de cultivo e dos tamanhos dos propagulos sobre a
diferenciacdo e regeneracdo de plantas de dendezeiro (Elaeis guineensis
Jacq.) por embriogénese somatica, a partir de agregados celulares

estabelecidos em meio de cultura de consisténcia liquida.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencéao de calos embriogénicos

Para o estabelecimento e multiplicacdo de agregados celulares em
meio liquido foram utilizados calos multigranulares embriogénicos obtidos de
embribes zigoticos maduros de dendezeiro variedade C 2528, seguindo a

metodologia ajustada por Balzon et al. (2013).

A inducdo da embriogénese somaética foi realizada com a inoculagéao
de embrides zigoticos em placas de Petri (15 x 90 mm) contendo meio de
cultura composto pelos sais e vitaminas de MS (Murashige e Skoog, 1962),
suplementado com 450 uM de Picloram, 30 g.L™ de sacarose, 0,5 g.L" de
glutamina, 2,5 g.L™ de carvao ativado e solidificado com 2,5 g.L™ de Phytagel.
Sob condi¢des de escuro, os explantes foram mantidos por 150 dias, sendo
subcultivados a cada 30 dias para a obtencao de calos embriogénicos, de onde

se obteve o material para as etapas posteriores.

2.2. Estabelecimento de cultivos de agregados em suspensao

Uma vez obtidos os calos, setores com porgdes embriogénicas foram
individualizados por raspagem, com o auxilio de uma espétula e transferidos
para meio de cultura de consisténcia liquida para o estabelecimento e
multiplicacdo de agregados celulares. O meio de cultura utilizado nesta fase foi
denominado de MeB, constituido de sais e vitaminas de MS, suplementado
com 5 pM de 2,4-D, 30 g.L™ de sacarose, 0,5 g.L™* de glutamina e 0,2 g.L™* de
acido ascorbico. O pH foi ajustado para 5,8 + 0,1 antes da esterilizacdo em

autoclave a 121°C e 1,5 atm por 20 minutos.

O meio de cultura foi depositado em frascos erlenmeyers de 125 mL
de capacidade com 30 mL de meio, sendo 0s mesmos acondicionados em
agitador orbital (100 rpm), em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2
°C, fotoperiodo de 16 horas e radiacdo luminosa de 30 umol.m™?.s™ fornecida

por lampadas fluorescentes brancas-fria. O meio de cultura foi renovado a cada
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duas semanas por um periodo de 210 dias até a obtencdo de agregados

celulares.

2.3. Diferenciacdo de embrides somaticos de diferentes classes de

agregados celulares

Apébs 210 dias do estabelecimento de por¢Bes embriogénicas em meio
liguido MeB foram separadas duas classes de agregados celulares quanto ao
tamanho: classe 1 e classe 2. Os agregados classe 1 foram caracterizados
basicamente por possuirem tamanho médio na ordem de 2 mm de diametro. Ja
0S agregados classe 2 foram caracterizados por apresentarem agregados
embriogénicos com tamanho médio de 4 mm de didmetro. Uma vez
classificados, os tipos de agregados foram transferidos separadamente para
um novo meio de cultura liquido para inicio de diferenciacdo de embribes
somaticos. Assim como na etapa anterior, 0 meio de cultura de diferenciacéo
foi 0 de MS, suplementado de 30 g.L™ de sacarose, mas com a concentragéo
de 2,4-D reduzida para 0,1 mg.L™". No meio de cultura de diferenciacao liquido,
ambas as classes de agregados foram mantidos por periodos de 0, 30 e 60
dias, quando entdo foram plagueados em meio de cultura de consisténcia
semissolida, com a mesma constituicAo do meio de cultura liquido, mas
adicionado de 2,5 g.L™" de Phytagel como solidificante. O pH dos meios de
cultura foi ajustado para 5,8 + 0,1 antes da esterilizacdo em autoclave a 121°C

e 1,5 atm de presséo por 20 minutos.

Depois de plagueado, o material vegetal foi acondicionado em sala de
crescimento com temperatura de 25 + 2°C, na auséncia e presenca de luz.
Apés 90 dias de cultivo os agregados celulares mantidos no escuro, foram
transferidos para condicfes de luminosidade em fotoperiodo de 16 horas e
radiacédo luminosa de 30 pmol.m?.s™ fornecida por lampadas fluorescentes
brancas-fria. Nestas condicbes, os propagulos, devidamente identificados
guanto a classe de tamanho, foram mantidos por até 120 dias até a
diferenciacdo de embrides somaticos e desenvolvimento destes até a fase de

torpedo. As avaliagbes foram realizadas mensalmente e as variaveis
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analisadas foram: percentagem de formacao de calos, percentagem de calos
com embrides somaticos diferenciados e numero de embribes soméaticos no

estadio torpedo por calo.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e
as médias comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, com
auxilio do programa de analises estatisticas Sisvar (Ferreira, 2011). Dados
expressos em percentagem foram previamente transformados segundo arco-
seno (x/100)°°.

2.4. Regeneracao das plantas oriundas de agregados celulares

Para a regeneracdo e desenvolvimento de plantas, calos com embrides
somaticos diferenciados foram transferidos para meio de cultura de
consisténcia semissélida de MS suplementado com 30 g.L™* de sacarose, 2,5
g.L™" de carvado ativado e 2,5 g.L™ do solidificante Phytagel. O pH do meio de
cultura foi ajustado para 5,8 + 0,1 antes da esterilizacdo em autoclave a 121°C

e 1,5 atm por 20 minutos.

O material vegetal foi acondicionado em sala de crescimento com
temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas e radiacdo luminosa de 30
nmol.m?.s? fornecida por lampadas fluorescentes brancas-fria. Nessa fase,
pelo menos 14 calos contendo embrides somaticos diferenciados foram
avaliados por tratamento por um periodo de até 90 dias. ApGs a germinacédo
dos embrides somaticos, as plantas com aproximadamente 5 cm de altura
foram isoladas e transferidas para novo meio de cultura semissélido, com a
mesma constituicdo, para promover o desenvolvimento destas.

Uma vez enraizadas, as plantas foram retiradas dos tubos de ensaio e
submetidas a lavagem de suas raizes em agua corrente para eliminar o
excesso de meio de cultura. Em seguida, foram plantadas em copos
descartaveis (250 mL de capacidade), preenchidos com Bioplant® e areia
lavada (3:1 v/v), e posteriormente, sendo cobertos com saco plastico

transparente furado. As plantas foram colocadas sob condi¢cdes de BOD, a uma
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temperatura de 25°C, durante duas semanas. Por fim, as plantas foram

mantidas sob condicdes de casa de vegetacao.

2.5. Anélises anatomicas

Agregados celulares caracterizados como classe 1 e classe 2,
apresentando didmetros médios de 2 mm e 4 mm, respectivamente, foram
coletados apos 0, 30 e 60 dias de cultivos em meio de diferenciacéo liquido MS
suplementado com 0,1 mg.L™* de 2,4-D e 30 g.L" de sacarose. O material
vegetal foi imerso em solucéo fixadora FAA 70 (Formaldeido, acido acético e
etanol 70%, em raz&o de 1:1:18 v/v) (Johansen, 1940), sob vacuo por 24h.
Subsequentemente, as amostras foram desidratadas em série alcodlica
crescente (70-100%) sob vacuo por 1 hora cada série. A pré-infiltracdo foi
realizada em etanol 100% mais resina liquida na proporcéo de 1:1, sob vacuo
de 6 horas e, posteriormente em resina pura (vacuo por 3 e 6 horas); a
infiltracéo foi realizada em Meio A, que consistiu ha mistura de resina liquida e
po ativador (vacuo por 2 a 3 horas), sendo que a polimerizagdo ocorreu em
Meio B, que consistiu da mistura do Meio A e Hardener. A incluséo em
historresina (Leica®) foi de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Cortes seriados transversais (5 pm de espessura) foram obtidos em
micrétomo rotativo manual (Leica modelo RM 2125RT), distendidos e aderidos
as laminas microscoépicas em placa aquecida a 40°C. Posteriormente os cortes
foram corados com azul de Toluidina (O’ Brien et al., 1965), seguido da
montagem entre lamina-laminula com Entellan. As fotografias foram obtidas em
microscoépio Leica (DM 500) com camera fotogréafica digital Leica (ICC50), e

programa Leica Application Suite EZ.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Diferenciacédo, regeneracdo e aclimatizacdo das plantas oriundas de

agregados celulares

Na Tabela 1 é possivel observar a influéncia do tempo de cultivo em
meio liquido de diferenciacdo e da condi¢édo de cultivo (presenca e auséncia de
luz) sobre a percentagem de formacéo e progressao de calos, percentagem de
calos com embrides somaticos diferenciados e numero de embrides torpedos
por calo formados nas diferentes classes de agregados celulares estudados,
apos terem sido plagueados em meio semissélido de diferenciagdo. De
maneira geral, verificou-se que ambos o0s tipos de classes de propagulos
apresentaram taxas de formacdo e progressao de calos embriogénicos acima
de 90% quando plagueados em meio de consisténcia semissoélida. Contudo,
independentemente do tempo de diferenciacdo e da condicdo de cultivo, na
meédia, agregados da classe 2 foram o0s que apresentaram as maiores
percentagens de formacdo e progressdo de calos embriogénicos (98,8%)

quanto comparados aqueles da classe 1 (94,4%).

Quanto a diferenciacdo de embribes somaticos, na média, ndo foram
observadas diferencas significativas entre as classes 1 e 2 de propagulos
(18,8% e 13,1%, respectivamente). Monteiro et al. (2011) em seu estudo a
partir de suspenséao celular de bananeira analisaram o efeito do tamanho dos
propagulos diferenciados em meio de cultura de consisténcia liquida
(aproximadamente 2,5; 5 e 10 mm em diametro) na formacdo de embrides
somaticos diferenciados e na regeneracdo de plantas. Estes autores
observaram que propagulos celulares superiores a 5 mm de diametro permitem
maior regeneracao e diferenciacdo de embrides somaticos, fato ndo confirmado

nesse trabalho.

Quando se avaliou agregados da classe 1, apos 30 dias de
diferenciacdo em suspenséo e na condi¢cdo de cultivo no escuro, verificou-se
que cerca de 33,3% dos calos apresentarem diferenciagdo de embrides

somaticos, além de ter sido observado neste tratamento a maior quantidade de
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embrides somaticos diferenciados no estadio torpedo por calo (8,3), apos 120

dias de cultivo.
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Tabela 1. Influéncia do tempo (dias) de diferenciacdo em suspenséao, condicao de cultivo (presenca e auséncia de luz) e diametro
do agregado celular (classe 1 e classe 2) sobre a percentagem de formacdo de calo, percentagem de calos com embrides

somaticos diferenciados e o numero de embrides torpedos por calo por um periodo de 120 dias de cultivo.

_ Formagéo de calo Calo com embrido N° de embri&do
Tempo (dias) de .
_ _ (%) somaético (%) torpedo por calo
diferenciagéo em _
. Condicédo de
suspenséao _ o o o
cultivo TClasse1 'Classe2 Média Classel Classe2 Média Classel Classe 2 Média
0 100a 95,0a 98,0a 23,3a 15,0a 20,0a 4,0b 4,5a 4,2a
30 Claro 93,3a 100a 96,6a 16,6a 16,6a 16,6a 3,0b 4,6a 3,8a
60 76,6b 96,6a 86,6b 16,6a 10,0a 13,3a 3,0b 1,6a 2,3a
0 100a 100a 100a 10,0b 10,0a 10,0a 2,0b 1,0a 1,5b
30 Escuro 96,6a 100a 98,3a 33,3a 16,0a 25,0a 8,3a 1,3a 4 8a
60 100a 100a 100a 13,3b 10,0a 11,6ab 3,6b 4,0a 3,8a
Média 94,4B 98,8A 18,8A 13,1A 4,0A 2,9A

Letras distintas mindsculas na vertical e mailsculas na horizontal, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
TClasse 1 e Classe 2 (agregado celular apresentando diametro médio de 2 mm e 4 mm, respectivamente).
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A reducéo da concentracdo de auxinas, como o 2,4-D no meio de cultura
geralmente estimula o desenvolvimento de pré-embrides, levando
eventualmente a diferenciacdo de embribes somaticos (Komanime et al., 1992).
Na fase de diferenciacdo celular e maturacdo dos embrides somaticos as
concentracbes e os reguladores de crescimento utilizados podem variar de
acordo com a espécie (Guerra et al., 1999). Fki et al. (2003) observaram no
cultivo de células em suspensao de tamareira (Phoenix dactylifera L. cv. Deglet
Nour) em meio de diferenciacdo acrescido de 1 mg.L® de 24-D o
desenvolvimento de grande quantidade de embriGes somaticos. Assim, como
no presente trabalho quantidade relativas de embrides somaticos foram obtidas
em meio de cultura de diferenciacdo com baixa concentracdo deste regulador
de crescimento.

Em dendezeiro, Teixeira et al. (1995) utilizaram calos globulares primarios
a partir de embrides zigo6ticos imaturos e calos embriogénicos fridveis
provenientes de embribes zigoticos maduros para estabelecer cultura em
suspenséo de dendezeiro. O estabelecimento de células em suspenséo a partir
de tecido embriogénico friavel levou dois meses, ja suspensdes obtidas a partir
de calos globulares primarios levaram de 3-5 meses para estabelecer. A
diferenciacdo de embrides somaticos foi observada somente em suspensdes
de células derivada de calos embriogénicos friavel ap6s plagueamento de
aliguotas em meio de regeneracdo. No presente estudo, agregados celulares
em suspensédo foram obtidos a partir de calos multigranulares embriogénicos
provenientes de embrides zigdticos maduros, num periodo de 6 meses de

cultivo.
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Figura 1. Diferenciagcdo, regeneracdo e aclimatizagdo das plantas originadas de embrides
somaticos de agregados celulares estabelecidos em suspensdo. A. Condicdo dos cultivos em
erlenmeyers sob agitacdo. B. Aspecto dos agregados celulares em meio de cultura liquido. C.
Formacao de calo (Barra: 2 mm). D. Calo com embrides somaticos diferenciados (Barra: 5
mm). E. Planta regenerada in vitro (Barra: 2 cm). F. Planta regenerada em copo descartével,
preenchido com Bioplant® e areia lavada (Barra: 2 cm).

Na regeneracdo dos embrides somaticos, a velocidade de resposta foi
heterogénea, uma vez que alguns tipos de embrides foram mais rapidos do que
outros para emitirem as primeiras folhas e desenvolverem-se em plantas
completas. Além disso, o tempo para regeneracao foi lento, possivelmente em
razdo da assincronia dos tipos de embrides somaticos diferenciados. A
germinacdo dos embrides somaticos diferenciados, a isolacdo e transferéncia
das plantas para meio de cultura fresco é necesséria para que a planta conclua

seu desenvolvimento (Konan et al., 2010; Balzon et al., 2013).

O uso de meio de cultura desprovido de reguladores de crescimento tem
sido citado em varios trabalhos com palmeiras. Scherwinski-Pereira et al.
(2012) e Balzon et al. (2013) obtiveram sucesso na germinacao de embrides
somaticos em trabalhos realizados com as palmeiras Euterpe oleraceae e
Elaeis guineensis Jacg., respectivamente, ao utilizarem meio de cultura de
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consisténcia semissolida sem adicdo de reguladores de crescimento e

contendo carvao ativado.

3.2. Anélises anatdomicas

De maneira geral, verificou-se em ambas as classes de agregados
(classe 1 e classe 2), independente do tempo de diferenciagcdo em meio de
consisténcia liquida, agrupamentos de células pequenas, isodiamétricas, de
citoplasma denso, com alta relacdo nucleo/citoplasma e nudcleo evidente,
constituindo, assim, a formacao de regides meristematicas (Figura 2). Nessas
regides meristematicas foram observadas diversas células apresentando dois
ndcleos em um mesmo citoplasma, evidenciando assim, a citocinese ainda nao
concluida no processo de divisdo celular. Essas caracteristicas também foram
observadas por Moura et al. (2008) e Silva et al. (2012), em trabalhos
realizados com as palmeiras Acrocomia aculeata e Elaeis guineensis,

respectivamente.
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Figura 2. Seccdes de agregados de Elaeis guineensis Jacq., variedade C 2528, classe 1 e
classe 2 (apresentando didmetro médio de 2 mm e 4 mm, respectivamente) retirados com 0, 30
e 60 dias de cultivo em meio de cultura de consisténcia liquida para diferenciacdo de embries
somaticos. A. Agregado celular classe 1 (0 dias de diferenciacédo). B. Agregado celular classe 2
(0 dias de diferenciagdo). C. Agregado celular classe 1 (30 dias de diferenciacéo). D. Agregado
celular classe 2 (30 dias de diferenciacdo). E. Agregado celular classe 1 (60 dias de
diferenciagdo). F. Agregado celular classe 2 (60 dias de diferenciacdo). CM: células
meristematicas; PE: pré-embrido; CP: células meristeméticas; ET: elementos traqueais.
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Nos estadio inicial (O dias de cultivo em meio de diferenciacéo), ambos
os tipos de agregados estudados (classe 1 e classe 2), caracterizavam-se por
apresentar agrupamentos de células meristematicas, células estas pequenas,
isodiamétricas, com citoplasma denso e ndcleo evidente (Figura 2A-B) Ao redor
dos agrupamentos de células meristematicas observou-se células

parenquimaticas grandes e vacuoladas (Figura 2B).

Aos 30 dias de cultivo em meio de diferenciagcdo, nos agregados
celulares classe 1 foi possivel observar a formacdo de agrupamentos de
células em meio ou ao redor das células meristeméaticas, caracterizados como
0 inicio da formacdo de pré-embribes. Os pro-embrides apresentavam-se
individualizados por um espessamento de parede, provavelmente pela
dissolugdo da lamela média (Figura 2C). Verdeil et al. (2001) e Sané et al.
(2006), estudando a aquisicdo da competéncia embriogénica em Cocos
nucifera e Phoenix dactylifera, respectivamente, observaram o isolamento dos

pré-embrides pelo espessamento da parede exterior.

Em dendezeiro, Balzon et al. (2013) e Silva et al. (2012) também
observaram na fase de inducdo da embriogénese somaética regides
meristematicas, com intensas divisées celulares, que posteriormente evoluiram
para agrupamentos de células com pré-embrides em fase semelhante ao
globular. Através dos cortes histologicos também foram observadas células
parenquimaticas grandes e vacuoladas com espacos intercelulares reduzidos e
parede celular mais espessa do que nas demais células dos agregados (Figura
2D-F).

Aos 60 dias de cultivo de diferenciacdo, nos agregados classe 1 as
células apresentaram diferenciacdo de elementos traqueais, dispostos em
varios planos no explante, os quais apresentavam paredes espessadas de
forma espiralada, indicado pela coloracdo esverdeada de suas paredes. A
ocorréncia de elementos tragueais entre as estruturas globulares confirma a
sua origem procambial (Figura 2E). J& no bordo do agregado celular classe 2,
as células eram menores, apresentando divisdo celular, parede celular
espessa, nucleo evidente e citoplasma denso, constituindo células

meristematicas. Ja as células do interior do agregado eram maiores, com
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paredes celulares delgadas, nucleo bastante reduzido e vacuolo bem
desenvolvido, constituindo assim células parenquimaticas (Figura 2F).

Em estudos com Acrocomia aculeata, Moura et al. (2008) também
observaram a formacao de elementos traqueais dispostos em varios planos do
calo. Esses elementos traqueais diferenciados apresentavam espessamento de
parede do tipo escalariforme, evidenciado pela coloracdo verde obtido com o

corante de azul de toluidina.
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4. Conclusoes

- Os tipos de classes de propagulos estudados (2 e 4 mm de diametro) em
dendezeiro durante a passagem em meio liquido apresentam taxas de
progressdo embriogénicas acima de 90% apds serem plaqueados em meio

semissolido;

- Entre as classes de agregados testados n&do ha diferencas significativas

quanto a taxa de formacé&o de calos com embrides sométicos diferenciados;

- Em dendezeiro, propagulos de dendezeiro de até 2 mm de diametro, apds 30
dias de diferenciacdo em meio em suspensdo, melhoram a diferenciacdo de

embrides somaticos no estadio torpedo.
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