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RESUMO

A cultura do dendezeiro apresenta dificuldades na propagacdo em larga escala
por meio de métodos convencionais, por isso técnicas de cultura de tecidos
podem potencializar a obtencdo de mudas de hibridos elite. O objetivo deste
trabalho foi otimizar a germinacdo in vitro do hibrido Manicoré, induzir massas
pré-embriogénicas no hibrido Tenera e caracteriza-las quanto ao potencial
embriogénico. Para otimizar a germinagdo in vitro utilizou-se embrides de
diferentes idades (80, 90, 100 e 110 dias) que foram inoculados em meio MS ou
Y3 suplementado com 30 g.L™" de sacarose ou na auséncia deste. Foram feitos
cortes anatdbmicos para avaliar a formagdo dos tecidos nos diferentes
tratamentos. Para avaliar o desenvolvimento dos embriBes zigéticos in vitro,
aqueles com idade entre 90 a 100 dias, ap6s a polinizacdo os mesmos foram
inoculados em meio de cultivo MS ou Y3 modificado, suplementados com
diferentes concentracBes de sacarose (0,0; 30,0; 45,0 e 60 g.L™) ou sorbitol (36
g.L™"). A taxa de germinacéo foi avaliada ap6s 30 dias de cultivo e as plantulas
foram transferidas para meio de cultivo Y3 modificado suplementado com GA;
(0,0; 10 e 20 uM) ou com diferentes concentracdes de ANA (0,0 e 5,37 UM) em
combinacdes com BAP (0,0 e 2,21 uM). Apbs 45 dias foram avaliados os
parametros: comprimento da parte aérea, nimero de folhas, presenca de raiz e
comprimento da raiz. Posteriormente as plantulas foram transferidas para casa
de vegetacdo e a porcentagem de sobrevivéncia das plantas foi observada. Para
inducdo das massas pré-embriogénicas foram utilizados fragmentos foliares de
plantulas in vitro, inoculados em meio Y3 suplementados com 2,4-D ou
picloram (0,0; 1,0; 3,0; 6,0; 9,0 mg.L™). Apés 90 dias foram avaliados a
presenca e o aspecto das massas pro-embriogénicas formadas, classificando-as
em tipos e coletadas para testes citoquimicos e analises ultraestruturais. Os
embrides que proporcionaram melhores porcentagens de germinacdo (88%)
foram os de 100 dias inoculados em meio Y3 suplementado com 30 g.L™ de
sacarose. Quanto a influéncia das concentragdes de carboidratos na germinacao,
0 meio MS suplementado com 36 g.L™ de sorbitol promoveu a germinacdo de
92% dos embriBes zigoticos. Para o desenvolvimento das plantulas, o meio de
cultivo suplementado com 20 uM de GA; promoveu maior comprimento da
parte aérea, porém ndo diferiu estatisticamente de alguns tratamentos. As
plantulas foram aclimatizadas com sucesso (85%) quando apresentavam raiz. A
formagdo de massas celulares foi influenciada pela presenga dos reguladores de
crescimento, sendo que o meio de cultivo suplementado com picloram
proporcionou maior porcentagem de explantes com massas pré-embriogénicas
dos tipos 3 e 4. As massas celulares do tipo 1 apresentaram células alongadas,
vacuolizadas e com rupturas na parede celular indicando possivel morte celular,
sendo células inviaveis. O tipo 2 apresentou células pequenas, isodiamétricas,



ndcleo com nucléolo proeminente e numerosas mitocondrias e amiloplastideos,
sendo indicada para obtengdo de plantas por via indireta. Os tipos 3 e 4
apresentaram estruturas globulares contendo muitos grdos de amido. O tipo 3
apresentou nucleo com nucléolo visivel, mitocondrias, fendis e lipideos,
demonstrando mais caracteristicas embriogénicas que o tipo 4, possivelmente
melhor para regeneragéo de plantas por via direta.

Palavras-chave: Carboidratos, Aclimatizacdo, Auxinas, Embriogénese Somatica.



ABSTRACT

When it comes to large-scale propagation by conventional methods, growing oil
palm is a difficult matter. Therefore, tissue culture techniques may increase the
obtention of hybrid elite sprouts. The aim of this work was to optimize in vitro
germination of hybrid “Manicoré”, as well as induce pro-embryogenic masses
on hybrid “Tenera” and characterize them as for their embryogenic potential. In
order to optimize in vitro germination, embryos of different ages were used (80,
90, 100 and 110 days) and inoculated in MS or Y3 media, supplemented or not
with 30 g.L™ of sucrose. Anatomic cuts were performed in order to evaluate the
tissue formation on the various treatments. To evaluate zygotic embryos growth
in vitro, those aged from 90 to 100 days after pollination were inoculated in MS
medium or Y3 modified, supplemented with different sucrose concentrations
(0.0; 30.0; 45.0 and 60.0 g.L™) or sorbitol (36 g.I"). Germination rate was
evaluated after 30 days of cultivation and the plantlets were transferred to Y3
medium supplemented with GA; (0.0; 10.0 and 20.0 uM) or with different
concentrations of ANA (0.0 and 5.37 pM) combined with BAP (0.0 and 2.21
MM). After 45 days, the first parameters were analyzed: length of the aerial
parts, number of leaves, presence of roots and length of the roots. Afterwards,
the plantlets were transferred to a greenhouse and their survival percentage was
observed. To induce the pro-embryogenic masses, leaf fragments of the plantlets
were used in vitro, inoculated in Y3 medium, supplemented with 2,4-D or
Picloram (0.0; 1.0; 3.0; 6.0; 9.0 mg.L™). After 90 days, the presence and the
aspect of the pro-embryogenic masses generated were evaluated and classified in
types and collected to cytochemical tests and ultra-structural analyses. The
embryos which proportionated better germination percentages (88%) were the
100-day-old ones supplemented with 30 g.L™" of sucrose. Regarding the
influence of the concentrations of carbohydrates on the germination, MS
medium supplemented with 36 g.L™ of sorbitol promoted the germination of
92% of the zygotic embryos. For the plantlets development, the culture media
supplemented with 20 UM of GA; enhanced the length of the aerial parts, but it
did not differ statistically from some treatments. The plantlets that had roots
were successfully acclimatized (85%). The cell mass formation was influenced
by the presence of growth regulators, being that the culture media supplemented
with Picloram provided higher percentage of explants with pro-embryogenic
masses from types 3 and 4. Cell masses from type 1 displayed elongated and
vacuolated cells with ruptures on the cell wall, which may indicate cell death
and, consequently, not viable cells. Type 2 has presented small, isodiametric
cells, nucleus with prominent nucleolus and several mitochondria and
amyloplasts, being indicated for indirect obtention of plants. Types 3 and 4
showed globular structures, containing several starch grains. Type 3 showed



nucleus with visible nucleolus, mitochondria, phenols and lipids, demonstrating
more embryogenic characteristics than type 4, being possibly better for direct
plant regeneration.

Keywords: Carbohydrates, Acclimatization, Auxins, Somatic embryogenesis.
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1 INTRODUCAO

O dendezeiro (Elaeis guineensis Jacg.) tem se destacado
economicamente devido a crescente demanda por parte da industria alimenticia e
farmacéutica por 6leos vegetais (Boari, 2008) e pela sua capacidade de produgédo
de combustiveis, como fonte de energias alternativas e renovaveis o que desperta
grande interesse devido as preocupacfes com 0 meio ambiente e as previsdes de
que os combustiveis fosseis derivados do petréleo estdo se extinguindo
(GHASSAN et al., 2003).

Devido a esta situacdo o Governo Federal, por meio da implantacdo do
Programa Nacional de Biocombustiveis, incentiva a expansdo desta cultura. O
dendezeiro destaca-se entre as oleaginosas pela alta producdo de éleo, em torno
de 4 a 6 toneladas de 6leo/hectare, e sua producéo €é 1,5 vezes maior do que a de
6leo de coco, duas vezes maior gque a do leo de oliva e dez vezes maior do que
a do dleo de soja, sendo a Ultima a espécie mais destinada para o fornecimento
de 6leo no Brasil (FURLAN et al., 2003).

Além disso, a dendeicultura por ser uma cultura perene e de cultivo
exclusivamente manual contribui, em termos sociais, com o desenvolvimento do
pais, gerando empregos fixos durante todo ano. Em termos ambientais, as
plantacdes de dendé possuem alta capacidade para fixar carbono e proteger o
solo contra erosdo, sendo uma importante alternativa para a ocupacdo das areas
desmatadas. Além disso, seu Gleo é renovavel ndo contribuindo para o efeito
estufa (HOMMA et al., 2000; VEIGAS; MULLER, 2000).

Uma das principais dificuldades na expansdo da cultura é a
disponibilidade de mudas em escala comercial. Por ser uma palméacea e ter um
Unico meristema, ndo é possivel a propagacdo por métodos convencionais como
estaquia, sendo produzida exclusivamente por sementes, as quais podem

apresentar dorméncia e germinacao lenta.



16

A germinagdo de sementes € atualmente o método mais utilizado para
obtencdo de mudas, porém a porcentagem de plantas obtidas ainda é muito
baixa, em torno de 30% dos lotes semeados, além da demora na germinagéo que
pode levar até trés anos (LUIS; BEZERRA; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2010;
MANEHONON et al., 2009).

Dessa forma o cultivo in vitro pode ser uma alternativa para reduzir o
tempo e proporcionar maiores taxas de embrides germinados, pois permite a
retirada de barreiras fisicas, como o duro endocarpo, e o fornecimento de
nutrientes necessarios ao desenvolvimento dos embrides.

Outra possibilidade promissora para a producdo de mudas em escala,
utilizando a biotecnologia, seria a embriogénese somatica, no entanto esta ainda
necessita de muitos estudos (MORCILLO et al., 2007).

A embriogénese somatica é o processo pelo qual células hapléides ou
somaticas multiplicam-se e passam por diferentes estddios embriogénicos
originando uma planta sem ocorrer a fusdo de gametas. Existem duas vias para
induzir a embriogénese somatica: a direta e a indireta. A Ultima passa pela fase
intermediaria de calos, que posteriormente originam embrides somaticos
(GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999). Nesta etapa as analises microscopicas
sdo uma ferramenta importante para verificar caracteristicas embriogénicas dos
calos e avaliar anormalidades no desenvolvimento dos embrides.

Apesar de trabalhos de embriogénese somatica para o dendezeiro ja
terem sido realizados com sucesso observa-se uma demora no processo de
obtencdo de plantas. Portanto, sdo indispensaveis tentativas para otimizagdo do
processo de embriogénese somatica visando a produgdo de mudas clonadas em
menor tempo e em escala que atendam a demanda nacional.

Neste contexto, o presente trabalho, teve como objetivos: otimizar a
germinagdo e desenvolvimento in vitro de Elaeis guineensis hibrido Manicoré,

induzir e caracterizar massas pré-embriogénicas no hibrido Tenera.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1. Aspectos gerais do dendezeiro

Elaeis guineensis Jacg., conhecida popularmente como dendezeiro, é
uma palmeira, monocotiledénea perene, monoica, oleaginosa e de longo ciclo de
vida (MORCILLO et al., 2007). Originaria da Costa Ocidental da Africa (Guiné
Bissau) foi introduzida no Brasil pelo sul da Bahia no século XVI
(CARVALHO, 2009; VALOIS, 1997). Atualmente, é cultivada no sul da Bahia,
na Amazbnia Ocidental e também proximo a Belém do Para (BIONDI;
MONTEIRO; GLASS, 2008; CLEMENT; LLERAS-PEREZ; LEEUWEN,
2005).

O dendezeiro possui grande importancia econémica mundial devido ao
6leo extraido de seu fruto. Dois tipos de 6leos podem ser extraidos, o 6leo de
palma extraido industrialmente da polpa do fruto e o éleo de palmiste extraido
da améndoa (BOARI, 2008; KONAN et al., 2005). Comercialmente, estes dois
tipos de o6leos, sdo utilizados em véarias areas da industria. O 6leo de palma
possui ampla utilizacdo na alimentacdo humana, na fabricacdo de margarinas,
panificacdo, biscoito, massas, tortas entre outros. Ja o Oleo de palmiste é
valorizado nas industrias farmacéutica, cosmética e de perfumaria (BOARI,
2008; FURLAN et al., 2003; KONAN et al., 2005).

Atualmente o éleo de dendé vem sendo foco econémico para fonte de
energia renovavel (URQUIAGA; ALVES; BOODEY, 2005) como o
biocombustivel. Isso ocorreu gracas ao declinio das reservas naturais de petréleo
e gas natural além de fatores relacionados ao aguecimento global que abriram
novas perspectivas para o 6leo de palma (ANUARIO..., 2008). O dendé é
considerado uma das oleaginosas mais produtivas entre as culturas comerciais,
pois rende em média, 4 mil kg de 6leo por hectare (FURLAN et al., 2003).
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A alta producdo de 6leo se deve aos hibridos melhorados possuirem
grande quantidade de 6leo por cacho, entre eles dois se destacam: o hibrido
Tenera e 0 BRS Manicoré. O hibrido Tenera, obtido do cruzamento entre Dura
“Deli” x Psifera de origem La M¢, produz 25 toneladas de 6leo/cacho/hectare
(BIONDI; MONTEIRO; GLASS, 2008). O hibrido Manicoré é resultante do
cruzamento entre a espécie africana dendé (Elaeis guineensis) x caiaué (Elaeis
oleifera) espécie de origem americana que também apresenta alta producdo de
6leo, em torno de 30 toneladas cacho/hectare. Sua principal caracteristica é ter
herdado a resisténcia ao amarelecimento fatal, uma anomalia letal de etiologia
desconhecida, que acomete as plantacfes de dendezeiro causando grandes
prejuizos. Além disso, as plantas sdo de porte baixo facilitando a coleta dos
cachos, o que pode prolongar sua vida util. Outra caracteristica é possuir 6leo
menos saturado com alto teor de oleina, que favorece a producdo de biodiesel de
alta qualidade (BARCELOS; SANTOS, 2000; BOARI, 2008; COLLARES,
2011; CORDEIRO; ALVES; MACIEL, 2009).

Atualmente a producdo mundial de Oleo de dendé atinge
aproximadamente 50.000 mil toneladas métricas. Apesar de a producdo ter sido
duplicada de 2001 até os dias atuais o fornecimento ndo atende a demanda
mundial (ANUARIO..., 2011).

A partir deste fato existe a necessidade de aumentar as areas plantadas
de dendezeiro. Todavia essa cultura apresenta dificuldades na producdo de
mudas em larga escala, devido as caracteristicas biologicas das plantas, ou seja,
possuirem um unico meristema que impede assim a propagacdo por meio de
estacas. O principal método utilizado atualmente para a producdo é o via
sementes, porém a germinacdo é lenta, podendo levar até trés anos e a taxa de
germinacdo é baixa, em torno de 30% (LUIS; BEZERRA; SCHERWINSKI-
PEREIRA, 2010; MANEHON et al., 2009).
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2.2 Cultura de tecidos

A cultura de tecidos vegetais € a expressdo usada para designar o cultivo
in vitro de células, tecidos e 6rgdos de plantas (GALLO; CROCOMO, 1995;
TREVISAM, 2005), baseada na “totipotencialidade” das células, ou seja, nas
caracteristicas de que qualquer célula do organismo vegetal contém toda a
informacdo genética necessaria para a formacdo de uma planta completa. Para
expressar esse potencial as células podem ser induzidas em condicdes de cultivo
ideais, principalmente aquelas relacionadas ao meio de cultura, decisivo para
desdiferenciacdo e regeneracdo in vitro (GUERRA; TORRES; TEIXEIRA,
1999; HABERLANDT, 1902).

A composicdo e concentracdo dos reguladores de crescimento no meio
de cultivo sdo fatores determinantes no crescimento e no padrdo de
desenvolvimento da maioria dos sistemas de cultura de tecidos (FERREIRA,;
HU, 1998). Os reguladores de crescimento de plantas sdo substancias sintéticas
qgue em concentracdes baixas influenciam nos processos fisioldgicos, sendo
altamente requeridos para a expressdo da citodiferenciacdo e da morfogénese em
sistemas in vitro (FRANKENBERGER JUNIOR; ARSHAD, 1995).

Diversos trabalhos de cultura de tecidos para o dendezeiro ja foram
relatados com sucesso entres eles a germinacdo de embrides zigdticos
(ANGELO et al., 2007; CARDOSO et al., 2010), a criopreservacao de embrides
zigo6ticos (ENGELMANN et al., 1995); a obtencdo de embribes somaticos (TE-
CHATO; HILAE, 2007); a regeneracdo de embriGes somaticos (THUZAR et al.,
2011) e suspensdo celular (TOUCHET; DUVAL; PANNETIER, 1991).

2.2.1 Cultivo de embrides zig6ticos in vitro

Dentre as técnicas de cultura de tecidos, a cultura de embribes zig6ticos,

destaca-se como um método alternativo, por reproduzir in vitro o



20

desenvolvimento normal dos embrides. Essa técnica permite estudar as
necessidades nutricionais e fisicas dos embrides durante o desenvolvimento in
vitro, possibilitando a obtencéo de plantas em menor tempo, principalmente para
espécies que apresentam germinacao lenta devido a dorméncia de suas sementes,
como é o caso da palmeira, dendezeiro (PEREIRA et al., 2006; PINHEIRO,
1986).

A determinacgdo do meio de cultura é o fator mais importante na cultura
de embrides, visto que a concentracdo e as diferentes constitui¢fes salinas dos
meios de cultivo interferem na germinacdo e no desenvolvimento das plantulas
(SOUZA et al., 2003).

Diferentes meios de cultivo tém sido relatados por ter efeitos favoraveis
na germinacdo. Em estudos com hibridos de dendezeiro testando 0 meio MS e
Y3 (EEUWENS, 1978), verificou-se que o meio de cultivo que proporcionou
melhores resultados foi o Y3 (CARDOSO et al., 2010). Em embrides de
murmuru, a interacdo entre a concentracdo de sacarose e a idade fisioldgica dos
embrides proporcionou diferencas significativas nas taxas de germinacdo de
embrides imaturos e maduros (PEREIRA et al., 2006), 0 mesmo pdde ser
verificado em coquinho-azedo no qual tal interacdo foi determinante para o
desenvolvimento dos embrides (RIBEIRO et al., 2011). A sacarose tem sido a
fonte de carbono mais utilizada, porém outras fontes de carbono sdo relatadas
para germinacdo de embrides zigoticos in vitro como: manitol, sorbitol, glucose,
frutose e glicose (ANGELO et al., 2007; REGO-OLIVEIRA et al., 2003; TE-
CHATO; HILAE, 2007).

A necessidade de uma fonte exdgena de aclcares pode ser dependente
da espécie e do estadio de desenvolvimento dos embrides. Geralmente 0s
embriGes imaturos requerem maiores concentragcbes de sacarose quando

comparados com embrides maduros ou proximos da maturacdo. Estes podem
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germinar em meio de cultivo contendo apenas sais e agar, dispensando
parcialmente ou totalmente as fontes de carboidratos (HU; FERREIRA, 1998).

A introducdo de reguladores de crescimento ao meio de cultivo pode
promover o desenvolvimento e alongamento das plantulas in vitro. Os
reguladores de crescimento suprem possiveis caréncias dos teores enddgenos de
horménios nos explantes, promovendo assim o alongamento e multiplicacdo da
parte aérea das plantulas in vitro (FERREIRA; HU, 1998). As classes de
reguladores de crescimento mais citadas para esta finalidade sdo as giberelinas e
citocininas.

O uso desses reguladores de crescimento em palmeiras é utilizado para
promover o crescimento das plantas e aumentar o nimero de folhas, visando
acelerar o processo de produgdo de hastes comerciais e assim agregar valor
econdmico as mudas de diversas palmeiras (LEDO et al., 2007; TAVARES et
al., 2007).

2.2.2 Embriogénese somatica

A embriogénese somatica, também denominada de adventicia ou
assexual, é o processo pelo qual células hapléides ou sométicas desenvolvem-se
sem a fusdo de gametas, dando origem a uma planta (GUERRA; TORRES;
TEIXEIRA, 1999; WILLIAMS; MAHESWARAN, 1986). Durante a
embriogénese somatica, as células hapldides ou diploides em diferentes estagios
de diferenciacdo podem ser induzidas por estimulos ambientais ou quimicos,
reprogramando e adquirindo novas competéncias morfogenéticas (GUERRA;
TORRES; TEIXEIRA, 1999).

Os embrides somaticos podem ser originados por duas vias de
regeneracao: a direta e a indireta. A embriogénese somética direta consiste na
formagdo dos embrides somaticos diretamente dos explantes, sem a formagéo de

estagios intermediarios de calos. Por outro lado, na embriogénese somatica
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indireta, os embriGes somaticos se formam a partir de um calo, que apresenta
células em diferentes estdgios de diferenciacdo (GUERRA; TORRES;
TEIXEIRA, 1999).

Os calos sdo massas de células desorganizadas, que se multiplicam
desordenadamente podendo se diferenciar em tecidos ou 6rgdos e possuem a
capacidade de responderem as injurias, que podem ser quimicas ou fisicas
(TORRES; CALDAS, 1990). Diferentes tipos de calos podem ser induzidos no
meio de cultivo, dentre estes o calo embriogénico, que origina em sua superficie
pequenos embrides somaticos, que se individualizam e sdo capazes de
regenerarem plantas completas (ANGELO et al., 2009; GRANDO et al., 1993).

Em ambos os métodos, o embrido somatico segue a mesma sequéncia de
desenvolvimento do embrido zig6tico, ou seja, a passagem pelos estadios
globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar, num processo ontogenético, no qual
no final ocorre a formacdo de uma estrutura bipolar, constituida de &pice
caulinar e radicular (GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999; JURGENS;
MAYER, 1992). Contudo estes se diferem dos embrides zigoticos por serem
livres de correlagtes fisicas, fisiologicas e genéticas, possuindo sistema vascular
fechado, sem conexdo vascular com os tecidos do explante inicial (GUERRA,;
TORRES; TEIXEIRA, 1999; ZIMMERMAN, 1993).

Dentre as técnicas da cultura de tecidos, a embriogénese somatica é
citada como o método mais promissor para a multiplicacdo do dendezeiro
(MORCILLO et al., 2007), visto que por meio deste processo pode-se obter
clones em escala comercial. O potencial deste processo é reforcado pela
caracteristica biolégica do dendezeiro, que impossibilita sua propagacdo
vegetativa por meio do plantio convencional de estacas, pela presenca de Unico
meristema.

A embriogénese somatica vem sendo amplamente estudada em diversas
palmeiras como em macauba (MOURA; MOTOIKE, 2009), coqueiro
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(FERNANDO; GAMAGE, 2000; KARUNARATNE; PERIYAPPERUMA,
1990), acaizeiro (LEDO; LAMEIRA; MENEZES, 2007), tamareira (SANE et
al., 2006); pupunha (STEINMACHER et al., 2007), dendezeiro (ANGELO et
al., 2009; CARVALHO, 2009; GUEDES, 2008; KANCHANAPOOM;
DOMYOAS, 1999; PATCHARAPISUTSIN; KANCHANAPOOM, 1996; TE-
CHATO; HILAE, 2007). Todavia alguns desses pesquisadores utilizam altas
concentraces de auxinas o que pode gerar problemas futuros, como variacdes
somaclonais.

Os reguladores de crescimento exercem grande influéncia durante todo
processo de embriogénese somatica, principalmente nas etapas de proliferacao,
manutencdo e diferenciacdo dos calos. A maioria das espécies necessita de
elevadas concentragdes de auxina e reduzidas concentracdes de citocininas para
a inducdo de calos e para a regeneracao e obtencdo de brotos utiliza-se dosagens
minimas de auxinas e aumenta-se as concentracdes de citocininas (LENIS-
MANZANO et al., 2010).

As auxinas estdo envolvidas com a inducdo e a iniciacdo de embrides
somaticos, sdo necessarias para a formacdo de agregados embriogénicos, a partir
de células individuais, expressando a totipoténcia das células competentes
(KOMAMINE et al., 1992). Em geral, na maioria das espécies, o processo de
iniciacdo ocorre em meio de cultivo suplementado com altas concentracdes de
2,4-D. As auxinas, como o 2,4-D, sdo consideradas substancias responsaveis
pelo desencadeamento dos processos de desdiferenciacdo e rediferenciacao,
alterando determinacédo e conferindo novas competéncias as células responsivas
presentes nos explantes (GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999).

2.3 Anatomia de plantulas in vitro

As anélises anatbmicas permitem visualizar modifica¢Oes estruturais nos

tecidos das plantulas durante o desenvolvimento in vitro. Essas alteracOes
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estruturais sdo influenciadas pela condigéo in vitro, que favorece ou dificulta a
sobrevivéncia em ambiente ex vitro (BEZERRA; ALOUFA; LICHSTON,
2009). As plantulas desenvolvidas in vitro podem apresentar morfologia externa,
anatomia e fisiologia anormais, o que faz com que algumas vezes nao estejam
aptas a suportarem a transferéncia direta para 0 campo ou mesmo para a
aclimatizagdo, necessitando de uma pré-aclimatizacdo (BEZERRA; ALOUFA,;
LICHSTON, 2009; DOUSSEAU et al., 1995).

A alta mortalidade de plantas durante a transicdo do ambiente in vitro
para o ex vitro, em consequéncia de desordens anatdémicas, tem sido considerado
uma limitacdo para o sucesso da micropropagacdo na maioria das espécies
(BARBOZA et al., 2006). As andlises anatdmicas auxiliam na sele¢cdo dos
explantes que possivelmente suportam melhor as mudangas de ambiente
(HAZARIKA, 2006).

As alteracbes nas estruturas e na funcionalidade dos 6rgdos e tecidos
observados in vitro se devem principalmente a alta umidade relativa, baixa
irradidncia e elevadas concentracdes de sais e de carboidratos, que sdo utilizados
para fornecer carbono e energia (POSPISILOVA et al., 1999). Além disso, as
concentracdes do dioxido de carbono nos frascos de cultivo interferem na
fotossintese (FUJIWARA; KOZAI, 1995; HAZIRA, 2006; JEONG;
FUJIWARA; KOZAI, 1995).

Dentre as principais modificacbes que as plantas mantidas in vitro
podem apresentar citam-se a baixa funcionalidade dos estdbmatos, 0 sistema
vascular pouco desenvolvido e reduzida capacidade de sustentacdo, devido a
modificagdes no esclerénquima e colénquima, o que dificulta a sobrevivéncia
das plantas (CAMPOSTRINI; OTONI, 1996).

Atualmente existem poucos estudos anatbmicos do género Elaeis, € a
maior parte deles estdo voltados para 0s programas de melhoramento genético,

demonstrando a necessidade de mais estudos visando otimizar as condigdes de
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cultivo in vitro deste género de grande importancia econdmica (LUIS;
BEZERRA; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2010).

2.3.1 Anélises microscopicas e ultraestruturais de calos e embrides

somaticos

As analises histologicas permitem avaliar o potencial embriogénico dos
calos, distinguir os calos embriogénicos dos ndo embriogénicos e compreender o
desenvolvimento e a morfogénese das células dos calos. Durante a regeneracao é
possivel diferenciar as estruturas formadas e o processo de regeneracdo
(organogénese direta ou indireta, embriogénese somatica direta ou indireta) e,
além disso, permite a caracterizacdo dos estadios embriogénicos em globular,
cordiforme, torpedo e cotiledonar. Ja no processo de regeneracao in vitro pode-
se observar a presenca ou auséncia de sincronia dos embribes somaticos e a
identificacdo de falhas na formagdo do embrido somaético a fim de prevenir a
obtencio de plantas anormais (FILIPPI; APPEZZATO-DA-GLORIA;
RODRIGUEZ, 2001; NOGUEIRA, 2006).

Na microscopia fotdnica pode ser realizada a analise histoquimica por
meio de corantes quimicos que possibilitam & visualizacdo de caracteristicas
embriogénicas, como a presenca de amido, evidenciada pelo lugol, que é um
indicador do alto metabolismo das células. A formacdo da parede celular, com
azul de toluidina, permite visualizar os tecidos do embrido somatico, o
meristema fundamental, procAmbio e protoderme que indicam a formacdo
normal dos embrides somaticos e o estadio de desenvolvimento (FILLIPI et al.,
2001; MOURA, 2007).

Varios autores utilizaram microscopia fotonica, eletronica de varredura e
de transmissdo para analisar o desenvolvimento de embrides somaticos. Em
Drosera spathulata Labill, os calos que apresentavam agrupamento de células

pequenas e isodiamétricas visualizadas pela microscopia fotdnica e microscopia
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eletrbnica de varredura, originaram embrides, passando pelos estadios
cordiforme, torpedo e cotiledonar (BOBAK et al., 2004).

Por meio da microscopia eletrénica de transmissdo pode-se visualizar
estruturas internas das células como a espessura da parede celular, nucleo,
nucléolo, amiloplastideos, mitocondrias, vacuolos e por meio destes inferir o
potencial embriogénico destas células (GATICA-ARIAS; ARRIETA-
ESPINOZA; ESQUIVEL, 2008; STEINER et al., 2005).

Segundo Thuzar et al. (2011), por meio de analises histologicas dos
calos de Elaeis guineensis foi possivel confirmar que o desenvolvimento do
embrido ocorreu via embriogénese somatica. Caracteristicas de células
embriogénicas e ndo embriogénicas em Passiflora spp foi observada por
Figueiredo et al. (2007), utilizando microscopio eletrénico de transmissdo
(MET). Os calos embriogénicos se caracterizam pela presenca de células
isodiamétricas, pequenas, nucleo grande com nucléolo proeminente,
mitocOndrias de formato arredondado, citoplasma com pouco espaco intercelular
e sistema celular organizado. Calos ndo embriogénicos apresentam em maior
parte células grandes, alongadas, vacuoladas, com espacgos intercelulares e
sistema celular desorganizado, ndo sendo viaveis (FIGUEIREDO et al., 2007;
NOGUEIRA et al., 2007).

A presenca de numerosas mitocondrias e amiloplastideos predizem a
intensa atividade do metabolismo celular, relacionando este padrdo bioquimico
como fonte primaria de energia necessaria para a intensa divisao celular e para o
desenvolvimento dos embries (CANGAHUALA-INOCENTE et al., 2004).
Segundo Martin et al. (2000), o consumo dos grdos de amido promove energia
para o desenvolvimento do embrido somatico, sugerindo uma ativa regulagdo do
actimulo de graos de amido em calos embriogénicos.

O espessamento da parede celular indica o processo de individualizago

e formacg&o de embrides (LIU et al., 2006) e a presenca de grandes ou numerosos



27

vacuolos estd envolvido no processo de degradacdo do contetdo celular, sendo
que o vactolo desempenha papel essencial no processo de morte celular
programada (LAM; FUKUDA; GREENBERG, 2000).

As anélises do material in vitro permitem confirmar e também detectar
possiveis falhas durante o processo de embriogénese somatica, reduzindo gastos
e otimizando o tempo, possibilitando aperfeicoar o processo e fornecer

informac6es importantes sobre o cultivo in vitro (FILLIPI et al., 2001).
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CONSIDERACOES GERAIS

O dendezeiro vem se destacando economicamente no mercado mundial,
pela alta produgdo de frutos e dleos, sendo amplamente utilizado na inddstria
alimenticia, cosmética e com grande potencial para biocombustiveis. No aspecto
social, pelo fato de ser uma cultura perene, atua na geracao de empregos durante
0 ano todo e no aspecto ambiental, por possuir alta capacidade de fixar o
carbono, minimiza o efeito estufa.

Contudo a producdo comercial de mudas ndo atende a demanda
mundial, sendo necessaria a busca por técnicas que maximizem essa producao.
Com este intuito, estudos sobre a germinacdo in vitro do dendezeiro sdo
fundamentais, pois devido a dorméncia de suas sementes, em campo, a
porcentagem de germinagdo € relativamente baixa e demorada sendo necessarios
até trés anos para que a germinacgao ocorra.

Além da germinagdo in vitro, outra técnica de cultura de tecidos, que
vem sendo estudada em palmeiras, é a embriogénese somatica, sendo essa uma
6tima opc¢éo para a producdo de mudas em larga escala, visto que o dendezeiro
possui apenas um meristema, o que impossibilita a sua propagacdo por métodos
convencionais, como a estaquia. Apesar de varios autores ja terem proposto
protocolos de embriogénese somética em dendezeiro, dificuldades sdo
encontradas devido a demora na obtencdo de plantas, além da alta probabilidade
de variacdo somaclonal decorrente do uso de reguladores de crescimento em
altas concentragoes.

Esse fato leva a necessidade de otimizar os protocolos e de estudos
envolvendo reguladores de crescimento, para o entendimento do comportamento

e fisiologia de todo o processo de cultivo in vitro do dendezeiro.
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ARTIGO 1 Influéncia do meio e idade dos embrides zigbticos no cultivo in

vitro de Elaeis guineensis Jacq.
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RESUMO

O cultivo do dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) vem adquirindo grande
importancia econdmica, devido a crescente demanda por OGleos vegetais,
utilizados nas inddstrias alimenticia, medicinal, cosmética e mais recentemente
na producdo de biocombustivel. A propagacdo da espécie € limitada pela
producdo de mudas, devido ao principal método de producdo em campo ser via
semente, pois estas demandam um longo periodo para germinar e apresentam
baixas taxas de germinacdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
idade dos embrides (tempo apds polinizacdo), do meio de cultivo e da presenca
de carboidratos na germinacdo in vitro de embrides zigGticos de Elaeis
guineensis Jacq hibrido Manicoré. Os embrides de 80, 90 100 e 110 dias apds a
antese foram inoculados em meio de cultura MS ou Y3 modificado e acrescidos
ou ndo com 3% de sacarose. Os meios foram renovados ap6s 30 dias de
inoculagdo, onde as plantulas permaneceram por mais 45 dias e posteriormente
foram coletadas para as analises histol6gicas. Observou-se que, na auséncia de
sacarose no meio de cultivo, os embrides ndo germinaram. Resultados superiores
para a porcentagem de germinagao (88%) foram obtidos utilizando-se embrides
com 100 dias apds antese, cultivados em meio MS, ndo diferindo
estatisticamente do meio de cultivo Y3. Para os parametros avaliados embrifes
de 90 dias em meio Y3 apresentaram melhores resultados para o nimero e
comprimento da raiz. Pode-se concluir que embrides de 90 dias cultivados em
meio de cultivo Y3 geram plantulas com melhores condi¢cbes para a
transferéncia para fase de aclimatizacéo.

Palavras-chave: Sacarose, Y3, MS, Anatomia, Cultivo de embrides.
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ABSTRACT

Oil palm (Elaeis guineensis Jacq.) cultivation has been gaining economic
importance, due to the rising demand for vegetal oils, used in food, medicinal
and cosmetic industries and, most recently, in biofuels production. The
propagation of the species is limited by the sprouts production, due to the fact
that the main method of production in field is via seeds which demand a long
period to germinate and present low germination rate. The aim of this work was
to evaluate the effect of the embryos’ age (time after pollination), the culture
media and of the presence of carbohydrates upon the germination in vitro of
zygotic embryos of Elaeis guineensis Jacq, hybrid Manicoré. The embryos of
80, 90, 100 and 110 days after anthesis were inoculated in a MS media or Y3
modified and added or not with 3% of sucrose. The media were renewed after 30
days of inoculation, where the plantlets remained for more 45 days and were,
afterwards, collected for histological analyses. It could be observed that the
embryos did not germinate in the absence of sucrose in the culture medium.
Superior results for the germination percentage (88%) were obtained using
embryos with 100 days after the anthesis, cultivated in MS medium, which did
not differ statistically from the Y3 medium. As for the evaluated parameters, the
90-day-old embryos showed better results for number and length of roots in Y3
medium. It is possible to conclude that 90-day-old embryos, cultivated in Y3
medium, generate plantlets with better conditions to be transferred to the
acclimatization step.

Keywords: Sucrose, Y3, MS, Anatomy, Embryos cultivation.
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1 INTRODUCAO

O dendezeiro (Elaeis guineensis Jacg.), pertencente a familia Arecaceae,
se caracteriza como uma monocotileddnea perene, monoica, oleaginosa e de
longo ciclo de vida (MORCILLO et al., 2007). Essa cultura vem se destacando
pela quantidade de 6leo produzido nos gendtipos melhorados, em torno de 6.000
Kg.ha, sendo muito superior, quando comparado, por exemplo, com a soja, que
é a espécie mais cultivada para este fim, e que produz em torno de 500 kg.ha™.
Outro fator relevante é a dos dleos produzidos, os quais podem ser destinados
para industrias alimenticia, medicinal, cosmética bem como para a producéo de
biocombustivel (BOARI, 2008; MYA et al., 2010). Este interesse tem sido
reforcado pela necessidade de producdo de combustiveis por meio de fontes de
energia alternativas e renovaveis, devido as preocupa¢des com o meio ambiente,
e pelo fato de os combustiveis fosseis derivados do petréleo possuirem reservas
finitas (GHASSAN et al., 2003).

As pesquisas com o dendezeiro tém possibilitado a geracdo de plantas
altamente produtivas e adaptadas, como é o caso do hibrido interespecifico,
denominado Manicoré, proveniente do cruzamento de Elaeis guineensis x Elaeis
oleifera. Esse hibrido produz grande quantidade de 06leo, com producdo de
aproximadamente 30 toneladas de Oleo por cacho/ hectare/ano e possui
resisténcia ao amarelecimento fatal, uma anomalia ainda de causa desconhecida,
que acomete as plantagdes de dendezeiro causando grandes prejuizos
(CAMPOS, 2011).

Atualmente o Brasil destina 95.000 hectares no cultivo do dendezeiro e
possui aproximadamente 75.000.000 de hectares com é&reas propicias a
dendeicultura (ANUARIO..., 2008). Existe uma acdo governamental para
estimular a expansdo da cultura em aproximadamente sete anos com a produgéo
de 12.000.000 de sementes por ano (COLLARES, 2011).
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Essa grande demanda deve ser acompanhada pela disponibilidade de
mudas em escala comercial. Por ser uma monocotiledénea e ter meristema Gnico
ndo é possivel propagar esta espécie por microestaquias. A propagacao
normalmente é realizada por meio de sementes que demandam um longo
periodo de tempo para germinar (1 a 3 anos) e apresentam baixas taxas de
germinagdo (aproximadamente 30%) (LUIS; BEZERRA; SCHERWINSKI-
PEREIRA, 2010; MANEHONON et al., 2009). Diante disso verifica-se a
necessidade do desenvolvimento de técnicas que aperfeicoem a germinacao
reduzindo o tempo para o estabelecimento de novos plantios.

A cultura de tecidos, pode ser usada como ferramenta Util para a
otimizacdo da germinagdo dos embrides de E. guineensis Jacg, mediante o seu
isolamento e cultivo em condi¢bes apropriadas (TORRES; CALDAS; BUSO,
1998).

A composicdo do meio de cultivo é um dos principais fatores que
influenciam a retomada do desenvolvimento do embrido zigdtico em cultura in
vitro, sendo necessario estabelecer um balango de nutrientes adequado para a
regeneracdo do embrido em cultura (SURANTHRAN et al., 2011). Dentre 0s
nutrientes presentes no meio de cultura, a sacarose se destaca como a fonte de
carboidrato mais utilizada e que também regula a osmolaridade do meio de
cultura. Embrifes imaturos, normalmente, requerem fontes de carboidrato para o
seu desenvolvimento e quanto mais jovens os embrifes, maior a osmolaridade
requerida (HU; FERREIRA, 1998).

Além da germinag&o, as estruturas anatdmicas das plantulas in vitro séo
de extrema importdncia para o0 sucesso na fase de aclimatizagdo. O
desenvolvimento da parte aérea bem como do sistema radicular podem ser
avaliados mediante analises histolégicas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da idade dos embrides

(tempo apoés polinizacdo) no meio de cultivo, da presenca de carboidratos na
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germinacgéo de embrides de Elaeis guineensis Jacg. e analisar o desenvolvimento

das plantulas por meio de parametros anatémicos.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério Central de Biologia
Molecular e no Laboratério de Anatomia Vegetal, da Universidade Federal de
Lavras, em Lavras, MG. Frutos imaturos de Elaeis guineensis Jacg. hibrido
Manicoré, de diferentes dias apdés a polinizacdo (80, 90, 100 e 110), foram

cedidos pela empresa Denpasa — Para para os experimentos de germinacao.
2.2 Desinfestagdo e germinacao in vitro

Os frutos foram lavados em hipoclorito de sodio (1,25%) e
posteriormente quebrados, utilizando-se morca, para retirada do epicarpo,
mesocarpo e endocarpo, possibilitando assim a exposicdo das améndoas.

As améndoas foram lavadas em &gua corrente, levadas para cdmara de
fluxo e imersas em &lcool 70% durante 30 segundos. Em seguida, foram
transferidas para uma solucdo de hipoclorito de sédio (1,25%) adicionando-se
trés gotas de tween a cada 100 mL de solugdo e ap6s este processo foram
lavadas por trés vezes em &gua destilada autoclavada, sob agitacdo continua.
Apo0s a desinfestacdo, os embrides foram isolados das améndoas, inoculados em
meio de cultivo MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e Y3 modificado
(EEUWENS, 1978) sem adi¢do dos aminoacidos e suplementado ou ndo com
3% de sacarose. Na sequéncia o pH foi ajustado para 5,7+ 0,1, 0 meio
solidificado com agar 0,6% (p/v) e vertidos em placas de Petri.

Apbs a inoculagdo, os embrides foram mantidos por 30 dias em

fotoperiodo de 16 horas a temperatura de 26 + 2 °C. Posteriormente foram
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transferidos para frascos magenta, contendo o mesmo meio de cultura, onde
permaneceram por mais 45 dias sob as mesmas condic¢des citadas anteriormente.

A porcentagem de germinacdo e o tamanho dos embrides foram
avaliados aos 30 dias ap6s a inoculagdo, considerando-se neste caso embrides
que apresentaram pelo menos a radicula. Ap6s, 75 dias da inoculacdo dos
embrides, as plantulas foram avaliadas em relagdo aos seguintes parametros:
nimero de folhas, tamanho da parte aérea, presenca de raiz e tamanho do

sistema radicular.
2.3 Anatomia das plantulas

Plantulas apds 75 dias de cultivo in vitro foram coletadas e fixadas
F.ALAA.70 (JOHANSEN, 1940) por um periodo de 48 horas, sendo entdo
transferidas para etanol 70% e mantidas até as analises. Os cortes transversais
das folhas e raizes foram realizados em microtomo de mesa de acordo com a
metodologia descrita por Melo et al. (2007). Os cortes foram clarificados com
hipoclorito de s6dio 50% por 10 minutos, lavados duas vezes em &gua destilados
por 10 minutos, corados com solucdo de safranina e azul de Astra (safrablau 7:3)
por 30 segundos sendo em seguida lavados em agua destilada e montados em
lamina com glicerina 50% (KRAUS; ARDUIN, 1997).

As laminas foram observadas e fotografadas em microscépio fotbnico
acoplado a cémera digital. As fotomicrografias foram utilizadas para as
medicdes dos parametros anatbmicos em programa de analise de imagem
(Imagetool — UTHSCSA) calibrado com régua microscépica fotomicrografada
nos mesmos aumentos. Para cada caracteristica anatdbmica foram realizadas
quatro medigOes para cada repeticao.

Nas folhas foram avaliadas as seguintes caracteristicas: espessura da
epiderme das faces abaxial e adaxial, espessura do mesofilo, espessura da

cuticula, espessura da hipoderme, espessura do esclerénquima, espessura do
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floema e o didmetro das células de metaxilema na nervura central. Na raiz foram
avaliadas: espessura da epiderme, espessura do cortex, espessura da exoderme,
espessura da endoderme, didmetro total da raiz, didmetro do cilindro vascular,
diametro das células de metaxilema, espessura do floema, area total da raiz e
area do cilindro vascular.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
com dois tipos de meio de cultura (MS e Y3), duas concentracdes de sacarose
(presenca e auséncia) e quatro idades dos embrides (80, 90, 100, 110 dias) apds
polinizac&o, sendo realizadas cinco repetigdes contendo cinco embrides cada.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se
o programa SISVAR® (FERREIRA, 2008).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A germinacdo de embrides de E. guinenesis Jacg. hibrido Manicoré foi
influenciada pela composi¢do do meio de cultura, presenca de sacarose no meio
de cultura e pela idade do embrido, ocorrendo diferencas estatisticas entre 0s
tratamentos.

Foi observado que os embribes com 80, 90, 100 e 110 dias, cultivados
em meio de cultura MS e Y3 com adi¢do de sacarose germinaram enquanto
aqueles cultivados nos mesmos meios de cultura sem adicdo de sacarose nao
germinaram (Figura 1).

A maior porcentagem de germinacdo (88%) foi obtida utilizando-se
embrides com 100 dias, inoculados no meio de cultura MS, acrescido de
sacarose, no entanto, essa porcentagem ndo diferiu estatisticamente dos
tratamentos, contendo embrides de 90 e 110 dias cultivados no mesmo meio de

cultura (72% e 76% germinagao respectivamente).
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Comportamento semelhante foi observado quando os embrifes foram

cultivados em meio Y3 modificado ndo havendo diferencas estatisticas entre os

tratamentos contendo embrides de 100 e 110 dias.

90% 1

80% 1

70% 1

germinacao

Porcentagem de

10% A

0%

60% 1

50% 1

40% A

30% A

20% A

Dias apas a polinizacio

A MS+ Sacarose
A B[S - Sacarose
A N Y3+ Sacarose
N
Y3 - Sacarose
B
B
B
80 dias 90 dias 100 dias 110 dias

Figura 1 Porcentagem de germinacéo in vitro de embrifes de E. guineensis Jacq. hibrido
Manicoré, com 80, 90 100 e 110 dias ap6s antese, inoculados em diferentes meios de

cultura.

No caso de embribes de dendezeiro hibrido BRS Manicoré, a presenca

de fonte de carboidratos foi indispensavel para o desenvolvimento dos embrides,

independentemente dos estadios de desenvolvimento que se encontram nos

meios de cultivo MS e Y3.

As fontes de carboidrato no meio de cultura, para a germinagdo de

embrides, influenciam em véarios processos metabo6licos, afetando o crescimento



47

e mantendo a osmolaridade adequada para a fase de desenvolvimento do
embrido (HU; FERREIRA, 1998).

Cardoso et al. (2010), avaliando a germinacdo do hibrido CN 470 de
dendezeiro em meio de cultivo MS e Y3 completo e meia forca, observaram a
maior porcentagem de germinacdo (85,18%) no tratamento com o meio de
cultura MS.

Torres et al. (2005) verificaram que a adi¢cdo de sacarose ao meio de
cultivo foi determinante para o crescimento e desenvolvimento dos embrides de
Heliconia rostrata. Pereira et al. (2006), avaliando a germinacdo de embrides de
Uncaria guianensis (Wild) DC., verificaram 100% de germinacdo na presenca
de 15 g.L" de sacarose, independente da concentracdo do meio de cultivo MS.
Nunes et al. (2008), estudando diferentes concentraces de sacarose e estadios
fisiolégicos de maturacdo dos frutos na germinacdo de pinhdo-manso,
verificaram que uma maior concentracdo de sacarose (60 g.L™) proporcionou
maior niamero de embribes imaturos germinados (83,68%). Ribeiro et al. (2011)
ndo obtiveram raizes e bainha foliar em plantulas germinadas a partir de
embriBes de frutos maduros cultivados em meio sem sacarose, relacionando este
fato com a falta de reservas de carboidratos suficientes para o desenvolvimento
completo da planta.

Além da germinacdo in vitro, a aclimatacdo de plantulas tem sido uma
limitacdo na micropropagacdo de muitas espécies, principalmente de palmeiras.
A transferéncia de um ambiente protegido, estéril, com aglcares e com umidade
saturada, para ambiente ndo estéril, sem acucares e com reduzida umidade, tem
levado a perda de plantas, baixa taxa de crescimento e periodo prolongado na
obtencdo de plantas completamente aclimatizadas (SOUZA JUNIOR;
BARBOZA; SOUZA, 2001).

Portanto, a partir do momento que se conhece as alteracdes estruturais

que podem ocorrer na plantula é, possivel aperfeigoar e até mesmo controlar as
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condicdes de cultivo in vitro, para maximizar a sobrevivéncia das mesmas na
aclimatizacdo (APOSTOLO; BRUTTI; LLORENTE, 2005).

Neste trabalho foram analisados alguns par@metros estruturais como
tamanho dos embrifes germinados, tamanho da parte aérea, nimero de folhas,

presenca de raiz e tamanho da raiz (tabela 1).
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Tabela 1 Comprimento dos embriGes germinados — cm (EG) apds 30 dias e comprimento da parte aérea - cm (CA), nimero de folhas
(NF), nimero de raizes (PR) e comprimento da raiz — cm (CR) de plantulas de Elaeis guineensis Jacq. hibrido Manicoré, ap6s 75 dias
de cultivo em meio MS e Y3 acrescido de sacarose.

Idade (dias) Meio de cultura EG (cm) CA (cm) NF NR CR (cm)
80 MS 091B 1,37B 1,37B 0,12 A 0,37 A
90 0,96 B 2,05 A 2,12 A 0,00 0,00
100 1,24 A 1,56 B 0,62B 0,25 A 0,33 A
110 0,80B 1,36 B 1,87 A 0,00 0,00
80 Y3 1,13a 2,00a 2,00a 0,12b 0,15b
90 0,67b 1,27 b 2,62a 0,50a 0,53b
100 0,79b 1,12 b 0,50 b 0,62a 291a
110 0,79b 2,22 a 2,50 a 0,12b 0,07 b

Letras maitsculas diferentes significam que os dados diferem entre si, na coluna, com 0,05% de significancia e letras mintsculas
diferentes significam que os dados diferem entre si, na coluna com 0,05% de significancia.
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Como pode ser observado o meio de cultivo Y3 proporcionou melhores
condi¢bes para os parametros relacionados com a formagdo de raizes. Isso
provavelmente deve estar relacionado com a maior quantidade de sais presentes
no meio de cultura MS e a diferente fonte de nitrogénio, quando comparado com
0 meio de cultura Y3. Segundo Assis e Teixeira (1998), a influencia do meio de
cultura no enraizamento estd relacionada a relacdo carbono/nitrogénio.
Geralmente moderadas deficiéncias de nitrogénio sdo mais benéficas ao
enraizamento do que excesso ou mesmo niveis adequados desse elemento.
Segundo Ribeiro et al. (2011), uma maior concentracdo de sais no meio de
cultivo MS (100%) inibiu o desenvolvimento radicular de pléntulas de
dendezeiro, corroborando também com Ferreira et al. (2002), que estudando
eixos embrionarios de cupuacu em diferentes concentracGes salinas verificaram
que uma alta disponibilidade de nutrientes podem impedir a obtencédo de raizes
em plantulas.

Diferengas anatdbmicas nas folhas também foram observadas nos
tratamentos com os meios de cultivo MS e Y3 associados as diferentes idades

apos polinizacdo (Figura 2).
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Figura 2 Fotomicrografias de folhas de plantulas de E. guineensis hibrido Manicoré
germinadas a partir de embrides com 80 (A), 90 (C), 100 (E) e 110 (G) dias ap6s
polinizacdo mantidos em meio de cultura MS e 80 (B), 90 (D), 100 (F), 110 (G) dias
apos polinizagdo mantidos em meio de cultura Y3. Barras = 100 pm.

Com relagéo ao pardmetro espessura da epiderme adaxial e abaxial das
plantulas no meio de cultivo MS, todas as idades apresentaram a epiderme
desenvolvida. Somente em plantulas obtidas de embriGes apds 100 dias da
antese obtiveram-se resultados inferiores para ambos os parametros e 0 mesmo

foi observado para 0 meio Y3. Quanto & deposicgao de cuticula, plantulas obtidas
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de embrides de 110 dias apds antese, cultivados em meio MS e provenientes de
embrides com 90 dias cultivados em meio Y3 apresentaram melhores resultados
para deposicdo de cuticula. Em relacdo a hipoderme ndo houve diferencas
estatisticas entre os tratamentos (Tabelas 2).
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Tabela 2 Caracteristicas anatdmicas de folhas de plantulas de dendezeiro de hibrido Manicoré, germinadas in vitro a partir de
embribes de diferentes idades. Espessura da epiderme adaxial (EAD) e abaxial (EAB) e espessura da cuticula (EC), espessura da
hipoderme adaxial (HAD) e abaxial (HAB) de folhas de plantulas.

Idade (dias) Meio de cultura EAD (um) EAB (um) EC (um) HAD (um) HAB (um)

80 MS 17,77 A 20,78 AB 8,33 AB 51, 66 A 65,92 A
90 17,09 A 18,93 B 9,03 A 51,64 A 73,11 A
100 13,98 B 15,02C 7,24B 47,86 A 67,85 A
110 18,57 A 22,36 A 9,11 A 53,32 A 68,04 A
80 Y3 16,74 ab 18,59 a 595¢ 49,75a 63,89 b
90 18,50 a 21,28 a 8,60 a 42,25a 86,62 a
100 14,83 b 15,51 b 7,12 bc 45,54 a 68,79 b
110 17,28 a 21,44 a 8,33 a 45,30 a 59,66 b

Letras maitsculas diferentes significam que os dados diferem entre si, na coluna, com 0,05% de significancia e letras minGsculas
diferentes significam que os dados diferem entre si, na coluna com 0,05% de significancia.
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A espessura da cuticula na folha pode ter diferentes fungdes relacionadas
com protecdo e resisténcia da folha, reduzindo digestibilidade por herbivoros,
limitando a entrada de patdgenos e a exsudacdo de agua e nutrientes e também
facilita no processo de aclimatizagdo de plantas in vitro (AKIN; ROBINSON,
1982; RATHI, 1998). A espessura da cuticula varia de acordo com as condicdes
ambientais (TAIZ; ZEIGER, 2004) e a caréncia de cera epicuticular sobre folhas
de plantas in vitro se da gracas a alta umidade no frasco de cultivo, sendo que a
rapida desidratacdo das plantas cultivadas in vitro quando transferidas para casa
de vegetacdo é correlacionada, dentre outros fatores, com a baixa deposicdo de
cuticula e cera epiticular e alta reducdo do mesofilo das folhas (MACHADO;
BIASI, 2011).
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Tabela 3 Caracteristicas anatdmicas de folhas de plantulas de dendezeiro de hibrido Manicoré, germinadas in vitro a partir de
embrides de diferentes idades. Espessura do mesofilo (EM), espessura do esclerénquima (EE) e espessura do floema (EF) e didmetro
do metaxilema (DM) de folhas de plantulas de E. guineensis Jacq. hibrido Manicoré, germinadas in vitro a partir de embrides de
diferentes idades.

Idade (dias) Meio de cultura EM (um) EE (um) EF (um) DM (um)
80 MS 88,08 AB 58,79 B 46,05 AB 49,28 A
90 74,69 B 50,52 AB 35,16 C 38,04 B
100 89,71 AB 58,79 AB 57,86 A 43,88 AB
110 99,94 A 70,46 A 57,05 AB 45,72 A
80 Y3 95,54 ab 78,34 a 52,83 b 52,54 a
90 153,90 ¢ 100,84 b 40,28 a 49,06 ab
100 81,55a 69,37 a 37,86 a 40,98 ¢
110 110,74 ¢ 73,44 a 39,88 a 42,35 bc

Letras maitsculas diferentes significam que os dados diferem entre si, na coluna, com 0,05% de significancia e letras minGsculas
diferentes significam que os dados diferem entre si, na coluna com 0,05% de significancia.
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A maior espessura do mesofilo e maior espessura do escleréngquima
também foram observadas em plantulas obtidas de embriGes com 90 dias e
cultivadas em meio Y3. O aumento na espessura da folha, especialmente pelo
alongamento ou adicdo de células, esta relacionado a reducdo na resisténcia do
mesofilo ao dioxido do carbono (NOBEL, 1977) e correlacionado com aumento
de fatores potencialmente limitantes a fotossintese, como a RuBisco,
carregadores de elétrons ou condutancia estomatal (BJORKMAN, 1981).
Chazdon e Kaufman (1993), estudando duas espécies de Piper, observaram que
a capacidade fotossintética estava correlacionada com a espessura do mesofilo.

O desenvolvimento do sistema de sustentacdo é relevante para a
aclimatizacdo, pois reduzida capacidade de sustentacdo (esclerénguima e
colénguima) pode ser limitante nesse processo (CAMPOSTRINI; OTONI,
1996). Soares (2003), ao comparar folhas de Inga (Inga vera) in vitro e ex vitro,
afirma que as auséncias de tecidos de sustentacdo nas folhas de plantas
micropropagadas as tornam menos resistentem e com aparéncia mais fragil.

Em relacdo ao desenvolvimento das folhas, os pardmetros espessura do
mesofilo, do esclerénquima, do floema e o didmetro do metaxilema
demonstraram bons resultados quanto se utilizou plantulas obtidas de embrides
zigoticos de 110 dias ap06s antese em meio de cultura MS e embrifes de 90 dias
apos antese em meio de cultivo Y3, com excec¢do da espessura do floema.

Com relacdo ao enraizamento, as plantulas provenientes de embribes
com 90 e 110 dias mantidas em meio MS ndo apresentaram raizes. Ja as
plantulas provenientes de embrides com 80 dias e 100 dias cultivadas em meio
MS, provenientes de embrifes com 80, 90, 100 e 110 dias cultivadas em meio
Y3 apresentaram enraizamento e foi possivel avaliar os pardmetros anatémicos
(Figura 3).
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Figura 3 Fotomicrografias das raizes de plantulas de E. guineensis hibrido Manicoré
germinadas a partir de embriGes com 80 (A) e 100 (B) dias apés polinizagdo mantidas
em meio MS, embrides com 80 (C), 90 (D), 100 (E), 110 (F) dias apds polinizacéo
mantidos em meio Y3. Barras = 100 pum.

Para os pardmetros analisados na raiz: a area total da raiz, didmetro total

da raiz, espessura do cortex, &rea do cilindro vascular e didmetro do cilindro
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vascular o tratamento contendo o meio de cultivo MS associado a idade de 100
dias e 80 dias ap6s polinizacdo ndo diferiram estatisticamente (tabela 4 e 5).

Em meio Y3 a area total da raiz, o didmetro total da raiz e a espessura da
epiderme se destacaram em embrides de 100 dias apds a polinizagdo. Para a
espessura do cortex foram obtidos melhores resultados em embrides de 80 e 110
dias apos antese, este parametro ndo diferiu estatisticamente. Quanto a area do
cilindro vascular e ao didmetro do cilindro vascular resultados superiores foram
obtidos com embrides de 90 dias apds a polinizacdo, sendo que o parametro
didmetro do cilindro vascular ndo diferiu estatisticamente dos embrides com 80

dias apo6s antese (tabelas 4 e 5).
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Tabela 4 Caracteristicas anatdmicas de raizes de plantulas de dendezeiro de hibrido Manicoré, germinadas in vitro a partir de
embrides de diferentes idades. Area total da raiz (AR) e didmetro total da raiz (DR), espessura da epiderme (EE.) de plantulas de E.
guineensis Jacq. hibrido Manicoré, germinadas in vitro a partir de embrides de diferentes idades.

Idade (dias) Meio de cultura AR (mm?) DR (um) EE (um)
80 MS 0,75B 978,07 B 52,86 A
90 0,00 0,00 0,00
100 1,60 A 1430,10 A 48,54 A
110 0,00 0,00 0,00
80 Y3 1,84a 1,53a 45,49 b
90 1,68 b 1,46 b 50,65 ab
100 1,83a 153a 55,41 a
110 1,65b 1,45b 42,92 ¢

Letras maitsculas diferentes significam que os dados diferem entre si, na coluna, com 0,05% de significancia e letras minGsculas
diferentes significam que os dados diferem entre si, na coluna com 0,05% de significancia.
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Tabela 5 Caracteristicas anatdmicas de raizes de plantulas de dendezeiro de hibrido Manicoré, germinadas in vitro a partir de
embribes de diferentes idades. Espessura do cértex (EC), area do cilindro vascular (ACV) e diametro cilindro vascular (DCV) de
raizes de plantulas de E. guineensis Jacg. hibrido Manicoré, germinadas in vitro a partir de embrides de diferentes idades.

Idade (dias) Meio de cultura EC (mm) ACV (mm?) DCV (mm)

80 MS 0,28 B 0,02B 0,19B
90 0,00 0,00 0,00

100 0,41 A 0,12 A 0,40 A
110 0,00 0,00 0,00

80 Y3 0,49 a 0,09b 0,34 a
90 0,44 b 0,10a 0,37 a
100 0,45b 0,08 b 0,32b
110 0,49 a 0,06 b 0,29 ¢

Letras maitsculas diferentes significam que os dados diferem entre si, na coluna, com 0,05% de significancia e letras mintsculas
diferentes significam que os dados diferem entre si, ha coluna com 0,05% de significancia.
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Quanto a espessura da exoderme, da endoderme, diametro do
metaxilema e espessura do floema, em raizes de plantulas mantidas no meio MS
ndo foi observado diferencas estatisticas (Tabela 6). As plantulas mantidas em
meio Y3 provenientes de embriGes com 80 dias apresentaram maior espessura
da exoderme e da endoderme. Esse parametro ndo diferiu estatisticamente nas
plantulas provenientes de embrides com 90 dias (Tabela 6) que também

apresentaram maior didmetro do metaxilema.
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Tabela 6 Caracteristicas anatdmicas de raizes de plantulas de dendezeiro de hibrido Manicoré, germinadas in vitro a partir de
embrides de diferentes idades. Espessura da exoderme (EEX), espessura da endoderme (EEN), didmetro do metaxilema (DM) e
espessura do floema de raizes (EF) de plantulas de E. guineensis Jacq. hibrido Manicoré germinadas in vitro a partir de embrides de

diferentes idades.

Idade (dias) Meio de cultura EEX (um) EEN (um) DM (um) EF (um)
80 MS 3322b 16,80 b 18,56 b 38,63 Db
90 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a
100 36,91 b 17.19b 17,89 b 37,92b
110 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a
80 Y3 51,50 ¢ 18,58 b 16,47 a 37,29b
90 3569 a 17,12 ab 19,33 b 38,56 bc
100 45,10 b 15.80 a 17,45 a 4152 c
110 35,25 a 17,35 ab 16,48 a 34,16 a

Letras mailsculas diferentes significam que os dados diferem entre si, na coluna, com 0,05% de significancia e letras mindsculas

diferentes significam que os dados diferem entre si, na coluna com 0,05% de significancia.
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Alguns parametros avaliados podem interferir no processo de
aclimatizagdo em maior grau como: a area do cilindro vascular, o didmetro do
cilindro vascular e o didmetro do metaxilema. Esses aspectos analisados
mostraram-se melhores em meio de cultivo Y3 onde foram utilizados embrides
de 90 dias ap0s antese. Os parametros acima relacionados sao determinantes no
processo de conducdo de agua e nutrientes para toda a planta.

Segundo Jesus et al. (2010), a condutividade hidraulica da raiz esta
diretamente relacionada com o didmetro do cilindro vascular e o bom
desenvolvimento dele garante o suprimento adequado de agua e sais minerais

requeridos para a parte aérea.
CONCLUSAO

A sacarose € indispensavel para a germinacdo de embrides de Elaeis
guineensis Jacg. hibrido Manicoré.

Altas taxas de germinacdo podem ser obtidas em meio de cultivo MS
com embrides zigdticos de 90, 100 e 110 dias ap6s a polinizacdo e para 0 meio
de cultivo Y3 com embrides de 100 e 110 dias ap0s antese.

O tratamento com meio de cultivo Y3 e embrides zigoticos de 90 dias
apos antese foi 0 que destacou para os parametros de nimero e comprimento de
raizes como também para os pardmetros anatdmicos das folhas e das raizes

relacionados com as melhores condi¢des para a aclimatizacao das plantulas.
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ARTIGO 2 Desenvolvimento in vitro de embrides zigoticos e aclimatizagédo

de plantulas de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.)
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RESUMO

O dendezeiro ¢ uma monocotileddnea perene que se propaga por meio de
sementes, porém sua germinacdo em campo € lenta e em baixa porcentagem,
devido a dorméncia de suas sementes. Os objetivos deste trabalho foram avaliar
o efeito de diferentes meios de cultura e da fonte e concentragbes de
carboidratos na germinacdo in vitro de embribes zigéticos de dendezeiro.
Também foi avaliado o efeito da presenca de reguladores de crescimento no
desenvolvimento das plantulas in vitro e a taxa de sobrevivéncia destas quando
aclimatizadas. Os embrides zigéticos foram inoculados em meio de cultivo MS e
Y3 modificado, suplementados com diferentes concentracdes de sacarose (0,0;
30,0; 45,0 e 60 g.L™) e sorbitol (36 g.L™) e ap6s 30 dias a taxa de germinacéo
foi avaliada. Posteriormente, as plantulas foram transferidas para meio de cultivo
Y3 suplementado com diferentes concentracdes de GAz (0,0; 10 e 20 uM) e
diferentes concentracGes de ANA (0,0 e 5,37 uM) combinada com diferentes
concentracdes de BAP (0,0 e 2,21 uM). Apbs 75 dias da inoculacdo foram
avaliados os parametros: comprimento da parte aérea, nimero de folhas,
presenca e comprimento da raiz, peso fresco e seco da parte aérea e da raiz.
Resultados superiores de porcentagem de germinacgdo (92%) foram obtidos em
meio de cultivo MS suplementado com 36 g.L™' de sorbitol. Para o
desenvolvimento das plantulas o meio suplementado com 20 uM de GA;
promoveu um comprimento da parte aérea, porém ndo diferiu estatisticamente
dos tratamentos com a adicdo de reguladores de crescimento. As plantulas com
raiz obtiveram 85% de sobrevivéncia sendo mais indicadas para aclimatizacao.

Palavras-chave: Germinagdo, Carboidratos, MS, Y3, Reguladores de
crescimento.
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ABSTRACT

Oil palm is a perennial monocotyledon that is propagated by seeds, though its
germination in field is slow, due to the dormancy of its seeds. The aims of this
work were to evaluate the effect of different culture media and the concentration
of carbohydrates upon the germination in vitro of zygotic Oil palm embryos.
The effect of the presence of growth regulators on the development of the
plantlets in vitro, as well as their survival rate after being acclimatized was also
evaluated. The zygotic embryos were inoculated in MS medium and Y3
modified, supplemented with different concentrations of sucrose (0.0; 30.0; 45.0
and 60 g.L™) and sorbitol, (36 g.L™) and after 30 days, the germination rate was
evaluated. Afterwards, the plantlets were transferred to the Y3 medium
supplemented with different concentrations of GA; (0.0; 10.0 and 20.0 uM) and
different concentrations of ANA (0.0 and 5.37 puM) combined with different
concentrations of BAP (0.0 and 2.21 pM). After 75 days of inoculation, the
following parameters were evaluated: length of the aerial parts, number of
leaves, presence and length of the roots, fresh and dry weight of the aerial parts
and of the roots. Superior results of germination percentage (92%) were obtained
in MS culture medium supplemented with 36 g.L™* of sorbitol. The medium
supplemented with 20 uM of GA; enhanced the length of the aerial parts, but it
did not differ statistically from the treatments with growth regulators. The
plantlets with roots had 85% of survival, being more indicated for
acclimatization.

Keywords: Germination, Carbohydrates, MS, Y3, Growth regulators.
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1 INTRODUCAO

Os combustiveis derivados de petréleo sdo a principal fonte de energia
no mundo, porém o aumento da demanda, associado as preocupacdes ambientais
e a previsdes de que este recurso se extinguird, torna indispensavel a busca por
novas fontes de energia, de preferéncia renovaveis (GHASSAN et al., 2003;
SOARES et al., 2011). A producdo de biocombustiveis utilizando dleos de
espécies vegetais torna-se uma boa alternativa renovavel e biodegradavel. Ainda
mais, que o Brasil possui amplas dimensdes territoriais e uma grande
diversidade edafoclimatica, com inUmeras espécies a serem exploradas
(SOARES et al., 2011).

Entre as varias espécies de plantas oleaginosas, as palmeiras sao as mais
promissoras para producdo de biodiesel (NUNES et al., 2008; SOARES et al.,
2011). Dentre estas, o dendezeiro se destaca como uma das oleaginosas mais
produtivas entre as culturas comerciais, rendendo, em média, quatro mil kg de
6leo por hectare, correspondendo a 1,5 vezes a produtividade do 6leo de coco, a
duas vezes a do 6leo de oliva e mais do que dez vezes a do Oleo de soja
(FURLAN et al., 2003), permitindo assim sua utilizacdo em larga escala.

Devido a importdncia econbmica do dendezeiro, estudos de
melhoramento genético tém buscado desenvolver hibridos que possam agregar
caracteristicas de interesse econdémico. O cruzamento entre a espécie africana E.
guineensis x E. oleifera de origem americana, gerou o hibrido BRS Manicoré,
obtido pela Embrapa Amazbnia, que possui como principais caracteristicas,
herdadas de E. oleifera, a resisténcia ao Amarelecimento fatal, o porte baixo e a
qualidade do o¢leo, juntamente com a alta producdo de 6leo, herdada de E.
guineensis (COLLARES, 2011). Essas caracteristicas fazem com que este
hibrido seja de grande interesse comercial, 0 que aumenta a demanda para
producdo de sementes que é a principal forma de propagacdo do dendezeiro.

Essa espécie possui dorméncia nas sementes, demandando no campo, um
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periodo longo para germinacdo (1 a 3 anos) e baixa taxa de germinacdo, em
torno de 30% (LUIS; BEZERRA; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2010;
MANEHONON et al., 2009). Essas dificuldades, retardam o processo para
obtencdo de mudas em escala comercial e consequentemente implementagéo de
novos plantios.

No intuito de acelerar a producdo de mudas em escala comercial, a
cultura de tecidos, por meio do cultivo de embrides zigéticos pode ser uma
ferramenta favoravel para a reducdo do tempo de germinacdo e obtencdo de
mudas, com alta qualidade fitossanitaria (SOARES et al., 2011). No cultivo in
vitro, o tipo de carboidrato e a dosagem séo considerados fatores determinantes
para aumentar as taxas de germinacdo in vitro dos embrides (HU; FERREIRA,
1998; REGO-OLIVEIRA et al., 2003).

Dentre os carboidratos utilizados na cultura de tecidos, o sorbitol vem
sendo utilizado com sucesso como fonte de energia para germinacdo de
embrides de dendezeiro. De acordo com o trabalho de Te-chato e Hilae (2007), a
adicdo de sorbitol ao meio de cultivo proporcionou a germinacdo de 100% de
embrides soméaticos de Elaeis guineensis Jacq. var. Tenera utilizando 36 g.L™ de
sorbitol. Diante dos resultados apresentados por esses autores pode-se perceber a
importancia da fonte de carbono para maximizar a germinacdo de embribes
zigoticos.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a germinacdo in vitro de
embrides zig6ticos de Elaeis guineensis hibrido BRS Manicoré, submetidos a
dois meios de cultura contendo diferentes fontes de carboidratos, o efeito de
reguladores de crescimento no desenvolvimento das plantulas in vitro e a taxa de

sobrevivéncia das plantas na fase de aclimatizacéo.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal

O trabalho foi realizado no Laboratorio Central de Biologia Molecular,
da Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG. Os frutos imaturos de
Elaeis guineensis hibrido Manicoré de 90 a 100 dias apds a polinizacdo foram
cedidos pela empresa Denpasa — Para.

Os frutos foram previamente lavados em hipoclorito de sodio (1,25%),
posteriormente quebrados utilizando-se morca para retirada do epicarpo,
mesocarpo e endocarpo, expondo-se as améndoas. As améndoas foram lavadas
em agua corrente e levadas para cdmara de fluxo laminar para desinfestacao,
onde foram imersas em alcool 70% durante 30 segundos. Em seguida foram
transferidas para solugdo de hipoclorito de sddio (1,25%) contendo trés gotas de
tween para cada 100 mL de solucdo e mantidos nela por 20 minutos.
Posteriormente, as améndoas foram lavadas em agua destilada e autoclavada por

trés vezes de cinco minutos, sob agitacdo continua.

2.2 Efeito de diferentes meios de cultura e concentracdes de sacarose na

germinacao

Para avaliacdo do potencial de germinacdo, os embriGes desinfestados
foram isolados das améndoas e inoculados em placas de Petri contendo 45 mL
de meio de cultivo. Foram testados os dois meios de cultivo MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) e Y3 modificado (EEUWENS, 1976) com diferentes

concentragdes de carboidratos, conforme descrito na tabela 1.



Tabela 1 Meios de cultivo utilizados nos tratamentos para avaliar a germinagao dos embrides zigGticos.

Tratamento Meio de cultura Fonte de carboidrato Concignlt_r_?)goes
T1 0
T2 30
T3 MS Sacarose 45
T4 60
T5 MS Sorbitol 36
T6 0
T7 30
T8 Y3 Sacarose 45
T9 60

T10 Y3 Sorbitol 36

75
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Os embrides foram mantidos em fotoperiodo de 16 horas a temperatura
de 26 + 2 °C até os 30 dias ap6s a inoculagdo. Apos este periodo, a porcentagem
de embrides germinados foi avaliada. O experimento foi conduzido em
delineamento em blocos casualizados, com fatorial 2 x 5, composto por cinco
repeticdes com cinco embrides cada. A analise dos dados foi realizada pelo teste

de Kruskall e Wallis (1952), considerando significAncia de 5%.

2.3 Efeito de reguladores de crescimento no desenvolvimento de pléantulas in

vitro

Com a finalidade de avaliar o efeito dos reguladores de crescimento no
desenvolvimento de plantulas in vitro de dendezeiro, os embriGes germinados
ap6s 30 dias de cultivo em meio Y3 suplementado com 30 g.L™ de sacarose,
foram transferidos para frascos magenta contendo 50 mL de meio de cultura Y3
modificado (EEUWENS, 1976), acrescidos de diferentes concentracGes dos
reguladores de crescimento GA3 (&cido giberélico), ANA (&cido naftaleno

acetico) e BAP (6-Benzilaminopurina) conforme a tabela abaixo:

Tabela 2 Tratamentos com reguladores de crescimento para avaliar o desenvolvimento
de embrides zigdticos germinados em plantulas, apds 30 dias de cultivo em meio Y3
suplementado com 30 g.L™.

Regulador de crescimento Concentracgdes (UM)
ANA 5,37
BAP 2,21
ANA + BAP 5,37+ 2,21
GA; 10
GA; 20

Os meios de cultura foram suplementados com 3% de sacarose,

solidificados com 0,6% de &gar e o pH aferido para 5,8. Apds a inoculagéo, 0s
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embries foram mantidos em sala de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 27 £ 2°C.

A avaliacdo foi realizada 75 dias apés a incubacgdo, sendo analisados 0s
parametros: tamanho da parte aérea, namero de folhas, presenca e tamanho da
raiz, peso fresco e seco da parte aérea e raiz.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados com
cinco repeticdes constituidas de cinco explantes cada.

Os dados dos parametros analisados foram submetidos a andlise de
variancia (ANAVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o programa SISVAR (FERREIRA,
2008).

2.4 Aclimatizacdo

Para a aclimatizacdo foram utilizadas 100 plantulas com raiz e 100 sem
raiz cultivadas durante 90 dias em sala de crescimento, em meio de cultura Y3
suplementado com 30 g.L™* de sacarose de acordo com as condicdes de cultivo
descritas no item 2.2. As raizes foram lavadas em agua corrente, para retirada de
residuos do meio de cultivo, e as plantulas transplantadas para tubos de
polietileno de 56 cm?3 contendo substrato de casca de pinus. Ap6s o plantio, os
tubetes foram transferidos para casa de vegetacdo contendo controle de
temperatura e umidade.

Ao final de 60 dias a porcentagem de sobrevivéncia das plantulas foi

avaliada e as que sobreviveram foram consideradas aclimatizadas.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A porcentagem de germinacdo dos embriGes submetidos a diferentes
condigdes de cultivo in vitro pode ser observada na Figura 1. Os embrides

cultivados em meio MS, contendo 36 g.L™ sorbitol (T5) apresentaram 92% de
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germinagdo, no entanto ndo diferiram estatisticamente dos tratamentos com
mesmo meio de cultivo, contendo sacarose nas concentracdes de 30 (T2) e 45
g.L™" (T3) e dos tratamentos com o meio de cultivo Y3 contendo sacarose em
todas as concentragdes avaliadas.
180% -
160% - -
140% -

120% ~

100% -

ab b
gpo, 4 abe abc be B Porcentageim

ORank

%o Germinacio

60% - c

40% -

20% A

0% - —
TI T2 T3 T4 TS5 Ta T7 T8 T9 TI0O
Meios de cultivo

Figura 1 — Porcentagem de germinacdo in vitro de embrides de E. guineensis Jacq.
hibrido Manicoré, inoculados nos tratamentos com o meio de cultivo MS suplementado
com carboidratos: T1 = sem carboidrato, T2 = com 30 g.L™ de sacarose, T3 = 45 g.L™
de sacarose, T4 = 60 g.L™ de sacarose e T5 = 36 g.L™ de sorbitol e nos tratamentos com
0 meio de cultivo Y3 modificado suplementado com carboidratos: T6 = sem a adi¢do de
carboidratos, T7 = com 30 g.L™ de sacarose, T8 = 45 g.L™* de sacarose, T9 = 60 g.L™* de
sacarose e T10 = 36 g.L ™ de sorbitol. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Kruskall-Wallis 5%.

As porcentagens de germinagao obtidas neste trabalho sdo consideradas
altamente relevantes quando comparadas com as taxas obtidas pelo método
convencional (aproximadamente 30%), que se baseia na germinagdo direta das
sementes, sem o resgate dos embrides (MANEHON et al., 2009).

Neste trabalho, os resultados obtidos para germinagdo, utilizando

sorbitol como fonte de carbono, confirmam os encontrados por Te-chato e Hilae
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(2007) com embrides somaticos de dendezeiro hibrido Tenera que obtiveram
100% de embriBes germinados.

Porcentagens semelhantes de embries germinados em meio de cultivo
Y3 foram observadas por Cardoso et al. (2010), quando testaram 0s meio MS e
Y3 completo e meia forga. Nesses testes eles obtiveram maiores taxas de
germinacdo (85,18%) em meio de cultivo Y3 completo para o hibrido CN514.

Resultados similares também foram obtidos com embrides zigéticos de
pupunha avaliando os meios de cultivo MS, Y3 e WH (WHITE, 1942), em que
maiores taxas de germinacdo (95,5%) foram obtidas em meio de cultura Y3, mas
estes valores ndo diferiram estatisticamente do meio de cultivo MS
(STEINMACHER, 2005).

A adicdo de fontes de carboidratos no meio de cultivo é essencial para o
desenvolvimento dos embrides de dendezeiro. Como pode ser observado na
figura 1, nos tratamentos sem adicdo de acUcares (T1l e T6), ndo houve
germinacgdo dos embrides.

Esses resultados corroboram os estudos de Hu e Ferreira (1998), que
destacam a necessidade de uma fonte exdgena de aclcares quando os embrides
estdo imaturos, pois ndo possuem fonte de nutrientes em seus cotilédones.

Nunes et al. (2008) observaram gue a taxa de germinacdo de embrides
imaturos aumentou proporcionalmente ao acréscimo de sacarose no meio de
cultivo, sendo que as maiores taxas de germinacdo (83,68%) foram obtidas na
concentracdo de 60 g.L™ de sacarose. Pereira, J. et al. (2006), avaliando a
germinacdo de embrides maduros e imaturos de murmuru em concentragdes
crescentes de sacarose, concluiram que o meio de cultivo suplementado com 15
g.L™ proporcionou maiores taxas de germinacao para os embrides maduros e 30
g.L™ de sacarose para os imaturos.

Angelo et al. (2007) também avaliaram diferentes fontes de carboidratos

como glicose e sacarose, associadas aos meios MS sélido e liquido para
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embrides de dendezeiro e obtiveram melhores resultados em meio de cultivo MS
liquido suplementado com 20 g.L™ ou 30 g.L™" de glicose. Rego-Oliveira et al.
(2003), avaliando a suplementagdo do meio de cultivo com glicose, maltose e
sacarose em diferentes concentrages, concluiram que o tratamento com 60 g.L™
de sacarose foi 0 mais adequado para germinacdo de embrifes de Oncidium
varicosum.

A necessidade de uma menor quantidade de sacarose no meio de cultivo
pode ser favoravel a etapas futuras de aclimatizacdo, pois altas concentracdes
podem promover alteragdes nas estruturas e na funcionalidade dos O6rgdos
(POSPISILOVA et al., 1999) devido a condicéo autotréfica reduzida da plantula
in vitro (BARBOZA et al., 2006). Portanto, os resultados obtidos neste trabalho
sdo favoraveis, pois altas taxas de germinacdo também foram obtidas na menor
concentracdo de sacarose avaliada (30 g.L™) em ambos os meios de cultivo MS
e Y3 (Figura 1).

A suplementacdo de reguladores de crescimento no meio de cultivo
demonstrou ter efeito favoravel para os parametros comprimento da parte aérea
(CPA) e comprimento da raiz (CR) (Tabela 3). A presenca de reguladores de

crescimento no meio de cultivo afetou favoravelmente o aumento da parte aérea.
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Tabela 3 - Valores médios para comprimento da parte aérea - cm (CPA), nimero de folhas (NF), presenca de raiz (PR) e comprimento
de raizes - cm (CR) de plantulas de E. guineensis apds 45 dias de cultivo na presenca dos reguladores de crescimento.

Tratamentos CPA (cm) NF PR (%) CR (cm)
Controle 2,00 b 1,90 a 32a 3,60 a
5,37 UM de ANA 4,00 ab 2,33 a 34a 1,60 b
2,21 uM de BAP 4,44 a 1,88 a 30a 2,10 b
5,37 uM de ANA
+2.21 uM de BAP 3,94 ab 2,44 a 20 a 2,40 ab
10 uM de GA; 4,66 a 1,77 a 38 a 2,66 ab
20 M de GA; 6,22 a 1,88 a 20 a 1,80 b
CV (%) 42,14 41,18 29,19

As médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem significativamente entre si pelo teste de comparacgdo de médias de

Tukey a 5% de probabilidade.
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Neste trabalho o crescimento das plantulas cultivadas em meio de
cultivo suplementado com giberelinas ndo foi acompanhado pela expansdo da
area foliar, sendo necesséario um balango de reguladores no meio de cultivo. Esse
fato pode estar relacionado a funcéo das giberelinas, que geralmente promovem
o alongamento das células (TORRES; CALDAS; BUSO, 1998).

Resultados semelhantes foram encontrados por Pereira, R. et al. (2006),
avaliando o comprimento de brotos de unha de gato, ap6s 45 dias de cultivo. Os
autores observaram o maior comprimento na presenca de GAs, porém na
auséncia deste regulador ndao houve diferencas estatisticas.

Ledo et al. (2001), avaliando o crescimento de plantulas de agaizeiro in
vitro, na presencga dos reguladores ANA e BAP, reportaram maior comprimento
da parte aérea em meio de cultivo com a introducdo ANA combinado com BAP.
Reis et al. (2008) avaliaram o comprimento dos brotos de Melissa officinalis em
meio de cultivo MS na presenca e auséncia do regulador de crescimento BAP e
concluiram que na auséncia desse regulador o comprimento dos brotos foi
maior.

Embora as plantulas tendam a crescer mais na presenca de GAs;,
verifica-se uma area foliar reduzida, em comparacéo as plantulas cultivadas nos
outros tratamentos (Figura 2). Esse regulador afetou negativamente a area foliar

das plantas cultivadas in vitro.
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Figura 2 Plantulas germinadas in vitro com 75 dias de cultivo. A — Plantula em meio de
cultivo Y3 auséncia de reguladores de crescimento, B — 5,37 uM de ANA, C — 2,21 uM
de BAP, C — 5,37 uM de ANA x 2,21 uM de BAP, D - 10 pM de GA3 e E — 20 pM de
GA; . Barras=1cm

.
.

No entanto, em estudos no campo, com aplicacdo de GAz em palmeiras
Réafia com um ano de idade, observou-se um aumento no comprimento dos
peciolos, ldminas foliares e altura da planta (TAVARES et al., 2007).

Para os pardmetros numero de folhas e presenca de raizes ndo foram
verificadas diferencas significativas entre os tratamentos. Esperava-se um
melhor comportamento para o parametro namero de folhas nas plantas
cultivadas no meio de cultura suplementado com BAP visto que o regulador de
crescimento citocinina esta relacionado com a formacao de folhas (TORRES et
al., 1999) e uma maior presenca de raizes no tratamento com ANA, pois esta
auxina é relacionada com a formacéo de raizes (ASSIS; TEIXEIRA, 1998). Uma

possivel explicacdo seria a ndo homogeneidade nas concentraces endégenas
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dos hormonios (auxina e citocinina) presentes nos embrides estudados, embora
todos estivessem de 90 a 100 dias de idade apds antese.

Com relagdo aos pardmetros de biomassa ndo foram verificadas
diferencas significativas entre os tratamentos para massa fresca da parte aérea,
no entanto, para este mesmo parametro analisado nas raizes, foi verificado um
comportamento superior nas plantulas cultivadas na presenca de auxinas (tabela
2). Esse resultado condiz com a expectativa da presenca de auxinas exdgenas

favorecerem um maior desenvolvimento do sistema radicular.

Tabela 4 Biomassa de plantulas de dendezeiro hibrido Manicoré aos 45 dias de cultivo in
vitro em meio de cultura suplementado com reguladores de crescimento. Valores médios
para massa fresca parte aérea — mg (MFA), massa seca parte aérea - mg (MSA), massa
fresca raiz — mg (MFR), massa seca raiz — mg (MSR) de plantulas de E. guineensis aos
75 dias.

MFA MSA MFR MSR
Tratamentos
(mg) (mg) (mg) (mg)
Controle 0,300a 0,021c 0,020 b 0,004 bc
5,37 uM de ANA 0,190a 0,034ab 0,071a 0,012 ab
2,21 uM de BAP 0,200a 0,027bc 0,042ab 0,008 abc

5,37 UM de ANA

+2,21 UM de BAP 0290a 004la  0026b 0,007 abc

10 uM de GA; 0,170a 0,024 bc 0,021 b 0,014 a
20 UM de GA; 0,190a 0,026bc  0,018b 0,003 ¢
CV (%) 48,58 29,37 70,00 78,29

As médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de comparacdo de médias de Tukey a 5% de probabilidade.
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Resultados diferentes foram obtidos por Villa et al. (2005) os quais
observaram que 0 peso seco da parte aérea de amoreira preta foi maior em meio
de cultivo suplementado com apenas BAP.

Adicdo dos reguladores de crescimento, citocininas e auxinas em
combinacdo, induziram uma maior massa seca da parte aérea nas plantulas,
entretanto, essa associacdo ndo favoreceu de forma similar o desenvolvimento
de raizes e consequentemente da massa seca.

As plantas, com e sem raizes obtidas in vitro, foram também testadas
quanto a capacidade de sobrevivéncia nas condi¢fes ex vitro, por isso foram
plantadas em substrato e avaliadas ap6s 60 dias.

Uma porcentagem de sobrevivéncia em torno de 85% foi observada em

plantulas contendo raizes e de 40% naquelas desprovidas de sistema radicular.

Figura 3 Mudas de dendezeiro (E. guineensis Jacq.) hibrido Manicoré em fase de
aclimatizacéo, aos 30 dias de cultivo em casa de vegetacdo.

Essa mesma taxa de sobrevivéncia também foi obtida com plantas de
dendezeiro, medindo acima de seis cm de comprimento, aclimatadas em
substrato composto de areia, casca de coco e farelo de arroz carbonizada (1:1:1)
(THUZAR et al., 2011).
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Steinmacher (2005) também verificou que plantulas de pupunha obtidas
no cultivo in vitro com menos de seis cm de comprimento tinham menor taxa de

sobrevivéncia.
CONCLUSAO

A suplementacdo de fontes de carboidrato foi essencial para promover
altas taxas de germinacdo de embrides zig6ticos in vitro de dendezeiro hibrido
BRS Manicoré.

O fornecimento de reguladores de crescimento promoveu maior
crescimento da parte aérea diferindo do tratamento controle. O tratamento com
ANA e BAP (TD) foram os mais indicados neste trabalho, pois, visualmente,
promoveram plantulas com maior area foliar.

As plantulas com raiz estdo mais aptas a fase de aclimatizacdo, pois
obtiveram 85% de sobrevivéncia demonstrando a necessidade da formacdo do

sistema radicular.
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RESUMO

A embriogénese somatica constitui 0 método mais promissor para se propagar
em larga escala o dendezeiro, devido as caracteristicas biol6gicas da planta. Por
esta palmeira ter meristema Unico, 0 método de propagacdao mais utilizado é o
sexual, via sementes. No caso do dendezeiro, este processo € dificultado pela
baixa taxa germinacdo de suas sementes e longo periodo requerido para
obtencdo de plantas. A biotecnologia, mediante as técnicas de embriogénese
somatica contribui para maior eficiéncia na propagagdo dessa espécie. O
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos das auxinas 2,4-D e picloram na
inducdo de massas pro-embriogénicas em explantes foliares de Elaeis
guineenesis hibrido Tenera e caracterizad-las de forma citoquimica e
ultraestrutural quanto as caracteristicas embriogénicas. Para inducdo das massas
pré-embriogénicas, fragmentos foliares de plantulas in vitro foram inoculados
em meio de cultivo Y3 suplementado com 2,4-D ou picloram em diferentes
concentracdes (0,0; 1,0; 3,0; 6,0 e 9,0 mg.L™). Apés 90 dias foram avaliadas
presenca e auséncia das massas celulares. Ambos reguladores de crescimento
foram eficientes na inducdo destas massas, independentemente, das
concentracdes utilizadas. Estas foram posteriormente classificadas quanto a cor e
formato em quatro tipos, (tipo 1 — transldcido e alongado, tipo 2 — Desuniforme
e translicido, tipo 3 — bege e globular e tipo 4 - branco e globular). Por
possuirem caracteristicas anatdmicas e ultraestruturais de células embriogénicas,
as massas celulares, classificadas como tipos 2, 3 e 4, foram consideradas,
promissoras, com o intuito de viabilizar um método de propagacdo assexuada
em larga escala para o dendezeiro.

Palavras-chave: Potencial embriogénico, Picloram, 2,4-D, Nucleo grande, Graos
de amido.
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ABSTRACT

Somatic embryogenesis is the most promising method to propagate oil palm in
large scale, due to the plant biologic characteristics. Since this palm has a single
meristem, sexual propagation, via seeds, is the most used method. As for the oil
palm, this process is complicated by the low germination rate of its seeds and by
the long period required for the obtention of plants. Biotechnology, using
techniques of somatic embryogenesis, contributes to a higher efficiency of the
propagation of this species. The aim of this work was to evaluate the effect of
auxins 2,4-D and Picloram on the induction of pro-embryogenic masses in leaf
explants of Elaeis guineensis, hybrid Tenera, and make cytochemical and ultra-
structural characterizations. To induce the pro-embryogenic masses, leaf
fragments of the plantlets were inoculated in Y3 medium supplemented with
different concentrations of 2,4-D or Picloram (0.0; 1.0; 3.0; 6.0 and 9.0 g.L™).
After 90 days, the presence and the absence of cell masses were evaluated. Both
growth regulators were efficient on the induction of these masses, regardless of
the used concentrations. Afterwards, these were classified, as for their color and
format, into four types (type 1 — clear and elongated, type 2 — clear and aqueous,
type 3 — beige and globular and type 4 — white and globular). Because they had
anatomic and ultra-structural characteristics of embryogenic cells, the cell
masses, classified as types 2, 3 and 4, were considered promising, in order to
enable an asexual propagation method in large scale for the oil palm.

Keywords: Embryogenic potential, Picloram, 2,4-D, Big nucleus, Starch grains.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o dendezeiro (Elaeis guineensis), vem se destacando entre
as plantas oleaginosas, pela alta producéo de 6leo por cacho, podendo no caso de
gendtipos melhorados atingir acima de 6.000 Kg.ha™. Além disso, o 6leo
produzido é diversificado e de altissima qualidade sendo amplamente utilizado
nas indastrias alimenticia, medicinal e cosmética. Recentemente, o dendé, tem
despertado interesse por ser uma boa alternativa para producdo do
biocombustivel visto que é uma fonte de Oleo renovavel (BOARI, 2008;
FURLAN et al., 2003; GHASSAN et al., 2003).

Com o intuito de incentivar a expansao do cultivo do dendezeiro visando
uma maior oferta de biocombustivel o0 Governo Brasileiro langou em 2002 o
Programa Nacional de Biocombustiveis (AGROANALYSIS, 2007).

Essa expansdo estd condicionada a disponibilidade de mudas para a
implementacgdo de novos plantios. A propagacdo convencional por sementes tem
como dificuldade, no caso da espécie do dendezeiro, a baixa taxa de germinacéo
de suas sementes e o longo periodo demandado para a obtengdo das mudas
(LUIS; BEZERRA; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2010; MANEHON et al.,
2009).

A manipulacgdo de plantas cultivadas in vitro tem possibilitado de forma
eficiente a propagacdo em larga escala de varias espécies, inclusive palméaceas
(KANCHANAPOOM; DOMYOAS, 1999; MOURA, 2007; STEINMACHER et
al., 2007). Nesse caso ha a necessidade de se identificar as melhores condi¢tes
de cultivo para cada espécie. Dentre as técnicas de cultivo in vitro, a
embriogénese somatica vem se destacando como método de multiplicac&o, pois
permite a obtencdo de plantas a partir de células hapldides ou sométicas sem a
necessidade de fusdo de gametas. Esse processo pode ocorrer in vitro por duas
vias, a direta sem a fase intermediaria de formacg&o de calos e a indireta com a
formagdo de calos (GUERRA; TORRES; TEXEIRA, 1998).
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Normalmente, durante a embriogénese somatica indireta ocorre a
formacéao de diferentes tipos de calos, sendo que alguns possuem potencial para
gerar plantas. O acompanhamento citolégico e ultraestrutural durante a
embriogénese somatica € uma importante ferramenta que permite distinguir
células de calos com potencial embriogénico dos ndo embriogénicos e identificar
possiveis falhas durante a formacdo do embrido somatico (FILLIPI;
APPEZZATO-DA-GLORIA; RODRIGUEZ, 2001; MOURA et al., 2008;
STEINER et al., 2005).

Diante do exposto o objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo dos
reguladores de crescimento picloram e 2,4-D na inducdo de massas pro-
embriogénicas em explantes foliares de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.)
hibrido Tenera e analisar o potencial embriogénico destas por meio de testes

citoquimicos e ultraestruturais.
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Material vegetal

O trabalho foi realizado no Laboratério Central de Biologia Molecular e
Laboratério de Microscopia Eletronica e Analise Ultraestrututral (LME) ambos
pertencentes a Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG. Os frutos
imaturos de Elaeis guineensis do hibrido Tenera foram cedidos pela empresa

Denpasa — Para.
2.2 Desinfestacéo e obtengdo das plantulas

Os frutos de aproximadamente 90 a 100 dias apds a polinizacdo foram
previamente lavados em hipoclorito de sodio (1,25%), posteriormente quebrados
para retirada do epicarpo, mesocarpo e endocarpo, expondo as améndoas. Essas

foram lavadas em &gua corrente e levadas para cAmara de fluxo laminar para
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desinfestagdo. As améndoas foram imersas em alcool 70% durante 30 segundos,
em seguida em hipoclorito de sédio (1,25%) contendo tween e lavadas em agua
destilada autoclavada por trés vezes durante cinco minutos sob agitacdo
continua. Os embrides foram isolados das améndoas e inoculados em placas de
Petri contendo meio de cultivo Y3 modificado (EEUWENS, 1978),
suplementado com 45 g.L™ de sacarose, 0,6% (p/v) de agar, pH ajustado em
57+ 0,1.

Apbs a inoculagdo os embrides foram mantidos em fotoperiodo de 16
horas a temperatura de 26 + 2 °C. Posteriormente foram transferidos para frascos
magenta, contendo 0 mesmo meio de cultura, onde foram subcultivados a cada
30 dias.

2.3 Inducdo a embriogénese somética

Para inducdo de massas pré-embriogénicas foram utilizados folhas das
plantulas obtidas in vitro. Os explantes foliares de aproximadamente 0,5 cm
foram inoculados, com a face adaxial em contato com o meio de cultivo Y3
(EEUWENS, 1978) contendo diferentes concentracdes de picloram (&cido 4-
amino-3,5,6-  tricloro-2-piridinocarboxilicoy ou 2,4-D (acido 2,4-

diclorofenoxiacetico) conforme a tabela 1.
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Tabela 1 Tratamentos com os reguladores de crescimento 2,4-D ou picloram em
diferentes concentracdes para indugdo de massas pro-embriogénicas.

Tratamento  Regulador de crescimento CO?;ZT?BE’GS
T1 0
T2 1.0
T3 2,4-D 3.0
T4 6.0
T5 9.0
T6 0
T7 1.0
T8 Picloram 3.0
T9 6.0

T10 9.0

Os meios foram suplementados com 3% de sacarose, solidificados com
0,6% de agar e o pH, aferido para 5,7+0,1. Ap6s a inoculacdo, os explantes
foram mantidos em sala de crescimento na auséncia de luz, a uma temperatura
de 27 + 2°C. Apds, 90 dias de incubacdo foram avaliadas a porcentagem de
massas celulares desenvolvidas e os tipos formados, caracterizados de acordo
com o formato e coloragéo.

Os dados de presenca e auséncia de massas celulares produzidas nos
explantes foliares foram submetidos & analise de variancia (SAS®), sendo as

médias comparadas pelos Modelos Lineares ndo Generalizados.
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2.4 Analises histoquimicas

As massas celulares obtidas foram fixadas em FAA (formol, acido
acético e etanol) durante 72 horas e conservadas em etanol 70%. Posteriormente
foi realizada a desidratacdo em série etilica, infiltrados em &lcool + resina (50%)
overnight; em seguida em resina pura durante 48 horas e depois emblocados em
resina Leica de acordo com o protocolo do fabricante. As amostras foram
seccionadas com espessura de 5 um em micr6tomo rotativo e coradas com Azul
de toluidina 0,05% e solucdo de lugol fraca e em seguida montadas em Iamina e

visualizadas em microscdpio foténico, Zeizz Scope.Al acoplado com camera.
2. 5 Microscopia eletrdnica de transmissao

Para analise em microscopio eletrénico de transmissdo, as amostras das
massas celulares foram imersas em solucdo fixativa (Karnovsky modificado,
glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2,0%, tampéo cacodilato 0,05M, pH 7,2)
por 24 horas e preparadas de acordo com o protocolo descrito por Bossola e
Russel (1998). A visualizagdo das amostras foi realizada em microscopio

eletrénico de transmissao Zeiss EM 109.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os reguladores de crescimento (2,4-D e picloram) adicionados ao meio
de cultivo Y3 mostraram-se eficientes na inducdo de massas celulares em folhas
de dendezeiro hibrido Tenera. Como pode ser observado na Figura 1, houve
formagdo dessas massas, independente do regulador de crescimento e das
concentrages utilizadas, no entanto, nos tratamentos na auséncia destes
reguladores (T1 e T6) ndo foi verificado o processo da calogénese (Figura 2).

As massas celulares obtidas ndo foram homogéneas, sendo possivel

classifica-las em quatro tipos de acordo com as caracteristicas que
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apresentavam. As massas celulares denominadas tipo 1, possuiam aspectos de
celulas alongadas e translucidas, as do tipo 2, desuniformes e translicidas, as do
tipo 3, globulares com coloracdo bege e as do tipo 4, globulares com coloragéo

branca.

Figura 1 Tipos de massas celulares produzidas em explantes foliares de dendezeiro (E.
guineensis) hibrido Tenera, caracterizados pelo aspecto. A) Tipo 1 - Translicidos e
alongados, B) Tipo 2 - Desuniforme e transltcido, C) Tipo 3 - Bege e globular e D) Tipo
4 - Branco e globular. Barras = 0,25 mm.

Esses resultados corroboram com os obtidos por Bravin, Valentin e
Yokoya (2006), que ao induzir calos em explantes foliares de Hypnea
musciformis, observaram a proliferacdo de quatro tipos diferentes quanto a

morfologia externa e posicao na folha.
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Lamb et al. (2002), em estudos com aveia, também verificaram a
formagdo de diferentes tipos de calos, sendo alguns fridveis de coloracéo
amarela, caracterizados como embriogénicos, outros esbranquicados, definidos
como organogénicos, e outros calos com aspecto aquoso e translicido
caracterizados como incapazes de gerar plantas.

Os tipos de massas celulares obtidas foram influenciados pelo regulador
de crescimento, assim como pela dosagem utilizada (Figura 2). A maior
propor¢do das massas celulares tipo 1, foram geradas quando se utilizou o
regulador de crescimento 2,4-D com a menor dosagem (T1). As demais
dosagens deste regulador também permitiram a formacao destas massas, mas em
quantidade inferiores. A suplementacdo do regulador de crescimento picloram
ndo favoreceu o surgimento deste tipo de massas celulares, quando comparado
com o regulador 2,4-D. As massas celulares do tipo 2, foram geradas somente
quando se utilizou o regulador de crescimento 2,4-D, na dosagem de 3mg.L™
(T3). A formacdo das massas celulares tipo 3, foram favorecidas quando se
forneceu o regulador picloram, com excecéo na dosagem de 3 mg.L™ (T8). As
do tipo 4, foram obtidas com 2,4-D na dosagem de 3mg.L™ (T4) e também com

picloram, nas dosagens de 1 mg.L™ (T7) e 9 mg.L™(T10) (Figura 3).
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Figura 2 Porcentagem de formagdo de massas celulares em explantes foliares de
dendezeiro (Elaeis guineensis) hibrido Tenera, induzidos em diferentes tipos e

concentracdes de reguladores de crescimento.
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Figura 3 Porcentagem de formacéo de diferentes tipos de massas celulares em explantes
foliares de dendezeiro (Elaeis guineensis) hibrido Tenera, induzidos em diferentes tipos
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e concentragdes de reguladores de crescimento. A) Tipo 1, B) tipo 2, C) tipo 3 e D) tipo
4,

A acdo das auxinas 2,4-D e picloram também foram avaliadas em
embriBes zigdticos de macauba e foi verificado, que o regulador de crescimento
picloram, na dosagem de 9 uM, foi mais eficiente para a producdo de calos
embriogénicos (MOURA, 2007).

As caracteristicas externas dos calos podem ser especificas da espécie,
dificultando a padronizacdo da coloracdo e morfologia externa dos calos
embriogénicos. O potencial embriogénico dos calos pdde ser identificado pelas
analises anatémicas e ultraestruturais.

As analises histoquimicas das massas celulares presentes no tipol
mostraram a presenca de células alongadas e dispersas quando corados com azul
de toluidina (Figura 4 A) e auséncia de grdos de amido quando coradas com
lugol (Figura 4 B). As do tipo 2 apresentaram células pequenas, isodiamétricas
(Figura 4 C), e fortemente coradas com lugol pela presenga de graos de amido
(Figura 4 D). No tipo 3 houve formacdo de estruturas globulares (Figura 4 E)
com ceélulas pequenas e isodiamétricas, e possivel sitio de desdiferenciacdo com
0 inicio da formacdo de centros meristematicos ou do procambio, presenca de
algumas células se desprendendo ao redor da estrutura globular e muitos graos
de amido (Figura 4 F). No caso das massas celulares do tipo 4 foi observado a
formacdo de estruturas globulares com células pequenas e isodiamétricas, sendo
algumas células se destacando da periferia da estrutura globular (Figura 4 G) e

outras células com graos de amido (Figura 4 H).
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Figura 4 — Anélises histoguimicas de massas celulares obtidas de explantes foliares de E.
guineensis hibrido tenera. A) Tipo 1 — Células coradas com azul de toluidina, presenc¢a
de células alongadas e dispersas (setas) e B) células coradas com lugol ndo apresentaram
amido. C) Tipo 2 células do interior reagindo fortemente ao corante azul de toluidina
(setas) e D) com lugol, detectando a presenca de amido (setas). E) Tipo 3 células coradas
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com azul de toluidina, destacando a formacao de uma estrutura globular com inicio da
formacdo do procdmbio e F) presenca de amido reagindo ao corante lugol (setas). G)
Tipo 4 células coradas com azul de toluidina, demonstrando intensa afinidade pelo
corante e células pequenas de formato arredondado, H) lugol reagindo aos grdos de
amido. Procambio (Pc).

Tipos celulares semelhantes as deste trabalho foram visualizadas por
Steiner et al. (2005), em células de calos de Araucaria angustifélia. Um tipo
apresentou células isodiamétricas, pequenas e com citoplasma denso, formando
agregados de células embriogénicas, que deram origem ao proembrido e o outro
tipo possuia células alongadas e vacuolizadas, semelhantes ao tipo 1 deste
trabalho, que ndo originaram embriGes.

As células do tipo 2 deste estudo foram semelhantes as observadas por
Carvalho (2009) em calos de dendezeiro. As células pequenas, isodiamétricas,
coradas fortemente e com nlcleo grande, foram consideradas regides
meristematicas. Esses autores verificaram que a formacdo dos embrides teve
origem nessas regifes meristematicas dos calos.

A formacdo dos trés tecidos fundamentais protoderme, meristema
fundamental e procAmbio; ocorre durante as fases iniciais de desenvolvimento
dos embribes somaticos. Todavia podem ser diferentes de acordo com as
condi¢Bes de cultivo, como citado por Carvalho (2009), que observou em
embrides somaticos de dendezeiro a formacdo da protoderme e do corddo
procambial nas estruturas globulares. JA& Moura (2007) observou apenas a
protoderme em estruturas globulares de macauba.

Neste estudo, a formacdo do procdmbio e o inicio de formacdo da
protoderme ocorreu somente no tipo 3. A protoderme ndo estava bem definida,
apresentando células se desprendendo ao redor da estrutura globular que também
foram visualizadas nas massas celulares do tipo 4 (Figuras 2E e 2G).

A presenca de células se soltando da periferia de estruturas globulares
também foi visualizada em macauba e foram correlacionadas com degradacéo da
parede celular (MOURA, 2007).
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O armazenamento de amido no embrido, em células embriogénicas ou
em células adjacentes € um fendmeno que comumente indica a aquisicdo de
competéncia embriogénica (MOURA, 2007), sendo os grdos de amido
produzidos anteriormente para sustentar e iniciar o desenvolvimento dos
embriGes somaticos. Steinmacher et al. (2011), analisando histoquimicamente o
processo de embriogénese somatica de pupunha, observaram que a acumulagao
de amido geralmente precede o desenvolvimento de embriGes somaticos.

Mikula et al. (2004) relataram grande quantidade de amido observado
em células embriogénicas de calos de Gentiana punctata, relacionando este
padrdo bioquimico como fonte de energia para intensa divisdo celular e
necessaria para o desenvolvimento dos embrides.

ObservacBes semelhantes foram realizadas por Canhoto, Mesquita e
Cruz (1996), em Feijoa sellowiana, cujas células embriogénicas apresentaram
nacleo bem desenvolvido, com nucléolo proeminente contendo granulos de
amido.

As analises por meio de microscopio eletrdnico de transmissao
permitiram visualizar que as células dos calos tipo 1 demonstraram presenca de
vaclolos grandes (Figura 7A), auséncia de contetddo celular (Figura 7 B) e
espacos intercelulares marcantes (Figura 7C), juntamente com o formato
alongado evidenciado pelo corante azul de toluidina (Figura 1A), pode-se inferir
que estes tipos de massas celulares ndo apresentaram caracteristicas

embriogénicas.
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Figura 5 Eletromicrografia de transmissdo das massas celulares do tipo 1 obtidos de
explantes foliares de dendezeiro (E. guineensis Jacq.). A) Vacutolo ocupando totalmente
o citoplasma e parede celular com rupturas (setas). B) Células com auséncia de
organelas. C) Grandes espacos intercelulares (setas). Parede celular (Pa) e vactolo (Va).
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Células alongadas séo ditas ndo embriogénicas, pois possuem grandes
vacuolos, e a vacuolizacdo é definida como um marcador precoce de morte
celular (FILONOVA et al., 2000; LAM; FUKUDA; GREENBERG, 2000).

As células do tipo 2, apresentaram nlcleo com nucléolo proeminente,
citoplasma denso, alta relagdo nucleo/citoplasma, presenca de amiloplastideos
préximos ao nucleo, paredes grossas com pouco espaco intercelular, numerosas

mitocOndrias e plasmodesmos (Figura 8).
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Figura 6 Eletromicrografia de transmissdo de massas celulares do tipo 2 de dendezeiro
(Elaeis guineensis Jacg.). A) Células com nucleo grande e nucléolo proeminente, muitos
amiloplastideos ao redor do ndcleo (setas). B) Numerosas mitocondrias (setas). Parede
celular (Pa), ntcleo (N) e nucléolo (Nu).
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Figura 7 Eletromicrografia de transmissdo de massas celulares do tipo 2 de dendezeiro
(Elaeis guineensis Jacq.). A) Parede celular espessa com poucos espagos entre as
celulares e contendo mitocondrias (setas). B) Plasmodesmos (setas). Parede celular (Pa).

Células do tipo 3 pelas analises ultraestruturais mostraram nicleo com

nucléolo  aparente, muitos amiloplastideos,  mitocéndrias, reticulo
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endoplasmatico , presenca de fenois, lipideos e paredes celulares delgadas
(Figura 8).

Figura 8 Eletromicrografia de transmissdo de massas celulares do tipo 3 de dendezeiro
(Elaeis guineensis Jacqg.). A) Células com nucleo grande, nucléolo aparente e parede
celular espessa. B) Presenca de muitas mitocondrias (setas). C) Reticulo endoplasmaético
(setas). D) Presenca de numerosos amiloplastideos (setas). E) Muitos lipideos (setas) e
F) grande quantidade de fendis (setas).
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Nas células do tipo 4 também foi possivel visualizar paredes celulares
grossas com poucos espagos intercelulares, muitas mitocondrias e

amiloplastideos (Figura 9).

Figura 9 — Eletromicrografia de transmissdo de massas celulares de dendezeiro (Elaeis
guineensis Jacqg.). A) Parede celular delgada. B) Presenca de numerosas mitocdndrias
(setas) e C) células ricas em amiloplastideos (setas).
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Verdeil et al. (2001), analisando células de calos de Coconut também,
encontraram nucleo volumoso com dois nucléolos, parede celular de espessura
uniforme, amiloplastideos e plasmodesmos, semelhantes as encontradas nas
células do tipo 2 deste trabalho.

Os plasmodesmos sdo canais que permitem a conexdo entre as células
vizinhas para troca de moléculas funcionais e estruturais com velocidade
superior a observada no transporte através de membranas (CONCENGCO et al.,
2007).

Segundo Verdeil et al. (2001), as células embriogénicas passam por
modificagdes quando adquirem a competéncia para formar os pré-embrides.
Esses autores observaram o espessamento da parede celular com a senescéncia
dos tecidos circundantes, aumento de amiloplastideos ao redor do ndcleo e este
deixa de ser esférico, ocorrendo inimeras divisdes mitoticas. Posteriormente, a
formacdo dos pro-embriGes os autores descrevem que as células retornam as
caracteristicas observadas nas células meristematicas, ou seja, nucleo esférico,
menor numero de amiloplastideos agora presentes no citoplasma, paredes finas e
presenca de plasmodesmos.

Aslam et al. (2011), avaliando histologicamente embrifes somaticos de
tamareira observaram células pequenas com caracteristicas meristematicas,
presenca de nucleo e citoplasma denso semelhantes as células das estruturas
globulares do tipo 3 deste estudo.

Caracteristicas embriogénicas semelhantes as visualizadas neste trabalho
também foram observadas, em calos obtidos de antera de ingazeiro, com a
presenca de nucleo grande com nucléolo proeminente, mitocondrias, gréos de

amido e reticulo endoplasmatico (STEIN et al., 2010).
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A presenca de grdos de amido promove energia para o desenvolvimento
do embrido somatico, sugerindo uma ativa regulagdo do acimulo de gréos de
amido em calos embriogénicos (MARTIN et al., 2000).

Em Feijoa sellowiana foi observado que as células com caracteristicas
embriogénicas apresentavam nlcleo bem desenvolvido com nucléolo
proeminente, granulos de amido e muitas mitocondrias. A presenca de
numerosas mitocondrias estd relacionada ao alto metabolismo das células,
devido ao fato de que esta organela é responsavel pela respiracdo celular
(CANHOTO; MESQUITA; CRUZ, 1996).

Portanto, as analises ultraestruturais permitiram visualizar caracteristicas
embriogénicas nas massas celulares dos tipos 2, 3 e 4. Sendo que o tipo 3
apresentou estrutura globular com muitos grdos de amido e caracteristicas
ultraestruturais que permitem inferir um maior potencial embriogénico deste

tipo, denominando as de massas pré-embriogénicas.
CONCLUSAO

A suplementacdo das auxinas 2,4-D e picloram possibilitaram a
formacdo de quatro tipos de massas celulares, independentemente das
concentracdes do regulador de crescimento utilizado.

O regulador de crescimento picloram na concentracdo de 1 mg.L™ é o
mais indicado para induzir massas pré-embriogénicas dos tipos 3 e 4.

Com base nas caracteristicas ultraestruturais e nas porcentagens de
producdo de massas pro-embriogénicas, o tipo 3 € o mais indicado para
regenerar plantas por via direta, pois obteve maiores porcentagens de explantes
com massas pré-embriogénicas (9%) em relacdo ao tipo 2, que apesar de ser

induzido por via indireta possui baixas taxas de explantes com calos (2%).
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As massas celulares do tipo 1 ndo apresentaram caracteristicas
embriogénicas, sendo constituida de células alongadas, vacuoladas e com

degradacdo da parede celular, inferindo estarem em processo de apoptose.
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Tabela 1 Componentes e suas concentrag@es do meio de cultivo Y3 (EEUWENS, 1978).

Componentes Concentragdo final
mg/L
NH,CI 535
KNO; 2020
Macronutrientes MgS04. XH;0 2471
KCI 1492
NaH,PO, 271,12
CaCl,.2H,0 294
Kl 8,3
HsBO; 31
MnSO4.H20 8,49
ZnSO4.7H20 7,2
Micronutrientes NaMoO,.2H,0 0,24
CuS0,.5H,0 0,15
NiCl,.6H,O 0,024
CoCl,.6H,0 0,24
Na,EDTA 37,3
Ferro
FeSO,.7H,0 27,8




120

Mio-inositol 100
o Piridoxina HCI 0,05
Vitaminas

Tiamina HCI 0,5

Glicina 2
I-glutamina 100
Aminoacidos I-arginina 100
l-asparagina 100




