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RESUMO

O dendezeiro (Elaeis guineensis Jacg.) € uma espécie de palmeira originaria do
continente africano que possui um notdvel potencial para producdo de 6leo vegetal.
Devido a este fato, é caracteristica dessa espécie sua designacdo como matéria-
prima valiosa na produgdo de biocombustiveis. Além disso, o dendé possui uso
alimenticio, industrial, oleoquimico e medicinal. A XG é um polissacarideo obtido de
sementes de plantas nativas, como o jatob4. Com isso, torna-se possivel a criacao
de novos meios de cultivo de custo reduzido, destinados a micropropagacédo do
dendé por embriogénese somética. Neste estudo, foi utilizada a técnica de
micropropagacdao vegetal via embriogénese somatica a partir de embrides zigoticos.
O objetivo deste trabalho foi testar diferentes meios de cultura contendo misturas de
xiloglucana (XG) e do agente geleificante Gelrite®, além da otimizacdo de um
protocolo de embriogénese soméatica de dendé, testando diferentes concentracdes
de reguladores vegetais. A XG foi extraida de sementes de jatoba (Hymenaea
courbaril). Foram utilizadas sementes maduras de dendé fornecidas pela EMBRAPA
Amazobnia Ocidental (Manaus, Brasil). As sementes foram desinfestadas com
hipoclorito de sddio a 12% por 10 minutos. Em seguida, foram lavadas com &agua
destilada estéril por trés vezes, sendo todo o processo realizado em camara de fluxo
laminar. Os embrides foram excisados com a ajuda de pincas e bisturi, e inoculados
em placas de Petri contendo meio de cultura Y3-1, acrescido de 1 puM de cinetina,
0,1 uM de acido giberélico e 0,1 pM de 2,4-D. Os embrides permaneceram neste
meio cerca de 30 dias, até apresentarem sinais de crescimento em comprimento e
diametro. Em seguida, foram cortados em fatias de 1 mm e transferidos para quatro
tratamentos compostos de meio Y3-2, acrescido de 10 uM de 2,4-D e varias
propor¢cdes de Gelrite® e XG ou para quatro tratamentos compostos de meio Y3-2
com varias concentragfes das auxinas 2,4-D e Picloram. Apdés a formacdo das
massas embriogénicas, metade dos embrides foram transferidos para meio Y3-2
com 5 uM de 2,4-D e metade para meio Y3-2 sem reguladores vegetais (Y3-3).
Depois de permanecerem cerca de 120 dias neste meio, os embribes foram
transferidos para meio Y3-3. As culturas foram mantidas em sala de crescimento no
escuro com temperatura de 25+ 2°C de dia e 18+ 2°C de noite. Para a maioria dos
experimentos, 0 maior desenvolvimento de massas embriogénicas friaveis e de
embrides somaticos foi verificado no tratamento sem XG, mas embrides em estadios
mais avancados de desenvolvimento, como o cordiforme e o torpedo, puderam ser
visualizados também nos tratamentos com XG. Maior desenvolvimento de massas
embriogénicas foi observado nos tratamentos que foram transferidos de meio com
10 uM de 2,4-D para meio isento de 2,4-D. Tanto o 2,4-D quanto o Picloram foram
eficientes na formacdo de calos. Para o estabelecimento de um protocolo de
embriogénese somatica ha necessidade de mais estudos das etapas de maturacdo
e conversdo de embrides sométicos em plantas.

Palavras-chave: micropropagacao, geéis, palmeiras.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de energias limpas e renovaveis torna-se cada vez mais
importante & medida que as matérias-primas ndo-renovaveis utilizadas atualmente
em larga escala para abastecer a demanda de energia no mundo gradativamente
tornam-se mais escassas. Neste cenario, 0s biocombustiveis tornam-se
extremamente importantes como uma alternativa a finitude dos recursos energéticos
utilizados atualmente, além de contribuirem com a diminuicdo dos efeitos poluidores
causados por esses recursos.

A demanda mundial por combustiveis renovaveis tem se expandido de forma
muito rapida nos ultimos anos e devera acelerar ainda mais, principalmente nos
paises que sado grandes consumidores de combustives. Frente a esta realidade, em
2002 o governo brasileiro instituiu 0 Programa Brasileiro de Biocombustiveis, numa
tentativa de viabilizar a utilizacdo do biodiesel, considerando que este combustivel
poderia contribuir favoravelmente para o equacionamento de questdes como a
geracdo de emprego e renda, inclusdo social, reducdo das emissdes de gases
poluentes, das disparidades regionais de desenvolvimento e da dependéncia de
importacbes de petréleo, abrangendo aspectos de natureza social, estratégica,
econbmica e ambiental (MIRAGAYA, 2005).

O programa brasileiro de biocombustiveis busca viabilizar a utilizagcdo do
biodiesel, constituido das misturas de ésteres metilicos ou etilicos de acidos graxos,
obtidos da reacdo quimica de transesterificacdo de diversos 6leos, entre eles o de
dendé (MIRAGAYA, 2005).

O Brasil tem capacidade para produzir combustiveis alternativos a partir de
diversas espécies oleaginosas. O dendezeiro (Elaeis guineensis) mostra-se como a
cultura mais promissora para a producéao de Oleo e sua consequente conversao em
biocombustivel. Entre as plantas oleaginosas mais utilizadas, o dendezeiro é a
espécie com maior produtividade, podendo atingir 6 toneladas de 6leo por hectare
por ano. Contudo, diante das exigéncias edafo-climaticas, seu cultivo no territorio
brasileiro prevalece em areas restritas nos estados do Para e Bahia. Além disso, 0
uso do biodiesel produzido a partir do éleo de dendé limita-se a regides de clima
guente, em funcdo de suas caracteristicas fisico-quimicas. O Oleo solidifica a



temperaturas amenas, inviabilizando seu uso nas regides sul do Brasil (TEIXEIRA,
2005).

O dendezeiro, pertencente a familia Arecaceae, € originario do continente
africano. Desenvolve-se em climas de regido tropical, em varios tipos de solo ricos
em matéria organica (CARVALHO et al., 2001). O dOleo extraido das sementes do
dendé tem uso alimenticio, medicinal, oleoquimico e industrial (MIRAGAYA, 2005).

A propagacéao do dendezeiro ocorre por meio de sementes e, mesmo quando
se utilizam hibridos selecionados, as plantas podem apresentar alta variabilidade,
constituindo-se num dos principais fatores da baixa produtividade em plantios
comerciais (JUAN e RODRIGUES, 1989).

Devido a dificuldade de usar a propagacao via sementes, a cultura de tecidos
surge como uma excelente alternativa para a multiplicacdo clonal de espécies
selecionadas (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2007).

A técnica de clonagem in vitro de plantas tornou-se possivel mediante a
cultura de tecidos, fundamentando-se na totipoténcia das células vegetais, por meio
da regeneracao in vitro, via organogénese ou embriogénese somatica, para originar
as novas plantas (CARVALHO et al., 2006). Porém, como método de propagacao
vegetativa e como sistema para estudos morfogenéticos, apresenta resultados
relativamente escassos para o caso das Palmaceas (GUERRA et al., 1999).

As caracteristicas biologicas do dendezeiro ndo permitem sua propagacao
vegetativa por meio de métodos convencionais. Além disso, a excisdo de apices leva
a morte da planta mée. Portanto, o melhor caminho para a propagacédo clonal de
dendezeiro é pelo método de embriogénese somética (DUVAL et al., 1995). A
cultura de tecidos em dendezeiro tem sido comprometida principalmente com o
proposito de propagacao clonal (TEIXEIRA et al., 1993).

A xiloglucana (XG) é uma hemicelulose da parede celular priméria das
plantas, que também aparece em sementes de algumas dicotiledéneas como
polissacarideo de reserva (SALAMONI, 2004). As xiloglucanas sao encontradas em
grandes quantidades nas sementes de Hymenaea courbaril, popularmente
conhecida como jatob4 (SOUZA LIMA, 2005). A XG bruta ja foi combinada com
agar, obtendo-se interacdo entre os dois polissacarideos e formacdo de um gel
verdadeiro (LIMA-NISHIMURA, 2002). A possibilidade de substituicdo de parte do

agente geleificante agar ou gelana pela xiloglucana nos meios de cultura, a partir da
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formacdo de um gel verdadeiro, pode proporcionar uma reducdo de custos em

micropropagacao vegetal.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Contribuir para a otimizacdo de um protocolo de embriogénese
somética de dendezeiro (Elaeis guineensis).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Testar diferentes concentracbes das auxinas 2,4-D e Picloram que
permitam a manutencdo e multiplicacdo de massas embriogénicas e a
consequente inducdo de embrides soméaticos.

e Testar misturas de agentes geleificantes como Gelrite® e xiloglucana

(XG) em um protocolo de embriogénese somatica de dendezeiro.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A ESPECIE Elaeis guineensis

O dendezeiro pertence a familia Arecaceae. No estadio adulto, esta
monocotiledénea arborescente apresenta caracteristicas tipicas de palmeiras, com
uma copa consistindo de 40 a 50 folhas abertas e um cone com 40 a 50 folhas em
varios estagios de desenvolvimento. Seu crescimento é representado por um Unico
meristema terminal que produz uma média de duas folhas por més (DUVAL et al.,
1995).

E uma espécie didica que apresenta ciclos alternados de flores masculinas e
femininas durante a vida de um individuo (CRUDEN, 1988). Os cachos de frutos
podem ser colhidos de 5 a 6 meses apés a floracdo. O fruto € caracterizado como
drupa séssil, de coloracdo preta até a alaranjada, dependendo do estagio de
maturacdo, com 2 a 5 cm de comprimento e peso de 10 a 30 gramas. O mesocarpo
consiste de 30 a 60% do fruto e o endocarpo ao redor da semente € quem contem o
Oleo (DUVAL et al., 1995).

O dendé é principalmente cultivado em planta¢cdes industriais localizadas
entre 7° S e 7° N, em uma altitude abaixo de 400 metros, em areas com chuvas
abundantes e bem distribuidas durante todo o ano. A exploragédo industrial do
dendezeiro teve seu inicio no século 20, inicialmente no sudeste da Asia, depois na
Africa e entdo no Brasil na década de 20. Desde a década de 60, sua area de cultivo
se estendeu para a América Latina, principalmente na Regido Amazonica e na costa
do Pacifico (DUVAL et al., 1995).

O dendezeiro € uma palmeira de origem africana, trazida para o Brasil no
século XVII pelos escravos. E uma planta perene, com vida econdmica de 25 anos,
guando em exploracdo agroindustrial. As caracteristicas de planta perene, com
producao distribuida durante todos os meses do ano, sem entressafras e alta
produtividade, conferem a esta palmeira atributos de grande importancia econémica,
ecoldgica e social. E uma cultura agroindustrial, devendo a plantacdo estar sempre
proxima da industria de extracao de 6leo (BARCELOS et al., 1995).

Entre as oleaginosas, a cultura do dendé € a de maior produtividade, com um
rendimento de 4 a 6 toneladas/ha. A producdo de Oleo de dendé exige longos

tempos para colheita, minimo de trés anos, necessidade de extragdo do 6leo dentro
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de 24 horas apds sua colheita e a mecanizacdo da colheita é bastante dificil
(SUFRAMA, 2003).

A reproducao de dendezeiro para aumento do rendimento é lento e dificil
porque as plantas sdo naturalmente incompativeis e porgue o rendimento de frutos e
conteudo de 6leo somente podem ser avaliados depois de 6 a 10 anos quando as
mudas comecam a florescer. A propagacao vegetativa ndo € possivel por meios
tradicionais e as populacées de mudas sdo variaveis. Dentro da familia de arvores
resultantes de um cruzamento, as melhores podem produzir até 60% mais do que a
média. A micropropagacdo, portanto, parece fornecer meios ideais de clonar
genotipos desejaveis e durante a década de 70 programas de pesquisa foram
estabelecidos para explorar apropriadas técnicas comerciais (NOIRET, 1981).

Indmeras justificativas tem sido reportadas ao uso de técnicas de cultura in
vitro em palmeiras como uma pratica auxiliar para estudos morfogenéticos e para
acelerar programas de melhoramento genético. No caso de palmeiras, 0s programas
de melhoramento sdo demorados e complexos devido ao longo ciclo, habito de
crescimento e auséncia de métodos convencionais de propagacao vegetativa. Neste
contexto, a cultura de tecidos, quando integrada a um programa de melhoramento,
torna-se um instrumento valioso na obtencdo de plantas livres de virus, na
propagacao vegetativa in vitro para clonagem rapida de gendtipos superiores, na
preservacao e intercambio de germoplasma e no melhoramento genético. Portanto,
a clonagem de embrides zigéticos maduros, ou imaturos, com alto potencial de
producdo, € de grande importancia. Com isso, é possivel buscar um aumento da
produtividade e da uniformidade fisiologica (FERREIRA et al., 1998).

3.2 MICROPROPAGACAO VEGETAL

A micropropagacdo € uma técnica pela qual se propaga plantas dentro de
tubos de ensaio ou similares de vidro, sob condicdes adequadas de assepsia,
nutricdo e fatores ambientais, como luz, temperatura, oxigénio e gas carbonico. A
cultura in vitro de plantas é umas das técnicas mais polivalentes no campo da
biotecnologia (CID, 2001). Neste ambiente, € utilizado um meio nutritivo que tenha
sido definido anteriormente (TORRES et al., 2000).

Esta técnica foi possibilitada gracas a totipoténcia caracteristica das células

vegetais. Em outras palavras, isso significa dizer que toda célula vegetal viva, que
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possua um nucleo, possui a capacidade de fielmente reproduzir a morfologia da
planta inteira da qual se origina (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

A micropropagacao in vitro é a aplicacdo mais pratica da cultura de tecidos e
aguela de maior impacto, haja vista permitir condicdes para se obterem plantas de
dificil propagacdo e de ciclos de vida longa, em menor espaco de tempo,
comparativamente ao melhoramento convencional (GRATTAPAGLIA e MACHADO,
1998).

Os principais estagios da pratica de micropropagacdo sao: selecdo e
preparacdo da planta mée, estabelecimento de uma cultura asséptica, producéo de
propagulos adequados, preparacdo para o crescimento em ambiente natural e
transferéncia para o ambiente natural (GEORGE, 1993).

Trata-se de uma forma de propagacdo assexuada, em que se utilizam
explantes do vegetal, os quais, por meio de divisbes celulares induzidas pelos
horménios vegetais e pelos fitorreguladores, produzem grande quantidade de
individuos, genética e fenotipicamente idénticos, podendo ser conduzida pela
proliferacdo de gemas axilares, inducdo de gemas adventicias por organogénese
direta ou indireta, e embriogénese somética, direta ou indireta (CARVALHO et al.,
2006).

3.3EMBRIOGENESE SOMATICA

A embriogénese somética in vitro foi observada, de inicio, em 1958, em
cultivo de células isoladas em raiz de cenoura (STEWARD, 1958). Consiste na
formacédo de embribes somaticos a partir de tecidos somaticos; neste processo, as
células ou tecidos somaticos se desenvolvem até a formacdo completa de uma
planta, por meio de uma série de estadios, caracteristicos do desenvolvimento de
embrides zigoéticos (CARVALHO et al., 2006).

Do ponto de vista do potencial de multiplicagdo e custos envolvidos, a
embriogénese somatica apresenta uma enorme vantagem sobre 0s outros sistemas
de micropropagacdo. Grandes quantidades de embrides podem se formar em
suspensdes de células embriogénicas com um minimo de manipulacdo manual e
espaco fisico de laboratério, principais componentes do custo de uma planta
micropropagada (STYER, 1985).
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O embrido se forma a partir de células embriogénicas, as quais se distinguem
das outras células do calo devido ao aspecto similar as células meristematicas;
sendo assim, pequenas, isodiamétricas, pouco vacuoladas, ricas em citoplasma,
com nucleos evidentes e paredes delgadas (GUERRA et al., 1999).

Durante seu desenvolvimento, o0 embrido somatico apresenta muitas
semelhancas morfolégicas com o embrido zigotico, pois ambos apresentam uma
diferenciacdo inicial em estrutura bipolar, constituida de apice caulinar e radicular, e
passam por estadios de desenvolvimento pré-embrionarios e pelos embrionarios
propriamente ditos: globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar (GUERRA et al.,
1999).

No estadio globular, em monocotiledbneas, os embribes somaticos séo
facilmente confundidos com brotacdes meristematicas esféricas, e isso pode
dificultar a visualizacdo real da embriogénese. Contudo, oS embrides de
monocotiledbneas originam-se como discretos corpos globulares, os quais, ao
crescerem, desenvolvem estruturas que se assemelham a um escutelo e um
coleoptilo (GEORGE, 1993).

Dois padrbes béasicos de expressdo da embriogénese somatica ocorrem in
vitro. O primeiro corresponde ao modelo direto, no qual os embrides soméaticos
originam-se dos tecidos-matrizes sem a formacédo de estadios intermediarios de
calo. O segundo padrédo corresponde ao modelo indireto no qual os embribes
somaticos se formam a partir de um calo, que apresenta células em diferentes
estadios de diferenciagdo e, consequentemente, com diferentes graus de
determinacdo, as quais podem adquirir novas competéncias mediadas por
mensageiros quimicos especificos (GUERRA et al., 1999).

A embriogénese somatica indireta requer que as células diferenciadas do
explante sejam induzidas a se dividir para formar calos indeferenciados para que,
entdo, a partir dai, as células redeterminem seu padrdo embriogénico novamente
(GEORGE, 1993).

No processo de embriogénese somatica, sdo utilizados hormdénios sintéticos
ou reguladores vegetais. Os reguladores vegetais sdo uma classe de compostos
guimicos enddgenos facilmente transportados para células responsivas, onde estao
diretamente envolvidos no controle da atividade génica, na transcricdo e na
traducédo, em um grande numero de processos. Em geral, na maioria dos modelos

de embriogénese somatica induzidas in vitro, as auxinas e entre elas o 2,4-D (acido
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diclorofenoxiacético), adicionadas ao meio de cultura, sdo consideradas as
substancias responsaveis por desencadearem o0s processos de desdiferenciacdo
(modelos indiretos) e rediferenciacdo (modelos diretos), alterando a determinacédo e
conferindo novas competéncias as células responsivas presentes (GUERRA et al.,
1999).

A inducdo de embriogénese normalmente inicia quando os explantes séo
colocados em um meio contendo auxina. Reguladores vegetais desta natureza
estimulam a divisdo celular e tornam as células comprometidas a formacédo de
embrides. Em células de calos que cresceram por um certo tempo de forma
desorganizada sem a inducdo de morfogénese, essas células desdiferenciadas
necessitam ser completamente redeterminadas a uma condi¢cdo embriogénica antes
de poderem dar origem a embrides somaticos (GEORGE, 1993).

O primeiro passo em qualquer protocolo de embriogénese somatica € tratar
0s explantes em direcdo a um caminho que expresse seu potencial para a formacgéao
de embrides. Na embriogénese somatica indireta, a inducdo de calos € necessaria
para explantes que nao contém células predeterminadas para formar embrides
somaticos diretamente. A inducdo é conquistada por meio da transferéncia das
células para um meio de cultura com uma alta concentracdo de auxina (2,4-D)
(HARTMANN et al., 2002).

As auxinas estao envolvidas na inducéo e iniciagcdo de embrides somaticos. A
alta concentracdo de auxinas utilizadas para inducdo, contudo, usualmente é
inibitoria para o desenvolvimento dos embrides a partir dos estadios globulares até a
condicéo de plantas (GAMBORG et al., 1995).

Uma fase importante no desenvolvimento do embrido, tanto no zigoético
guanto no somatico, é o processo de maturacdo, fase em que ocorrem varias
mudancas morfoldégicas e bioquimicas, evidente pela deposicdo de materiais
armazenados, pela interrupcdo da germinacdo e pela tolerdncia a dessecacdo,
principalmente em espécies com sementes ortodoxas (THOMAS et al., 1993).

Ha diversos casos em que os embrides somaticos cultivados ndo se
desenvolvem normalmente, ndo germinam nem se convertem em plantas normais,
enguanto em outros o desenvolvimento e a maturagcéo do embrido sao interrompidos
pela germinacao precoce, conduzindo a ocorréncia de plantulas mal desenvolvidas.
Grandes esforcos tem sido contornados para evitar esses problemas, sobretudo pela

suplementacdo dos meios de cultura com reguladores vegetais que favorecem as
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ultimas fases da embriogénese somatica, para que progrida similarmente aquelas da
embriogénese zigotica (CARVALHO et al., 2006).

3.3.1 Fatores que influenciam a embriogénese somética in vitro

3.3.1.1 Escolha do explante

Em geral, quase todas as partes da planta podem ser usadas na inducéao da
embriogénese somatica: apices caulinares, hipocotilos, discos foliares, segmentos
foliares, inflorescéncias e raizes, dentre outros (GUERRA et al., 1999). Material
juvenil, embrides, raizes e folhas de mudas assépticas sdo comumente utilizadas
devido ao fato de que tecidos de origem juvenil s&o mais responsivos do que
agueles de material adulto (DUVAL et al., 1995).

Para a inducdo e estudo da embriogénese somatica, o explante mais
comumente utilizado € o embrido zigotico imaturo. Esse tecido ja € embriogenético
por natureza e aparentemente requer menos suplementos no meio de cultura do que
outros tecidos para a ocorréncia de uma resposta de embriogénese somatica
(FINER, 1994).

3.3.1.2 Composicédo do meio de cultura

Para a embriogénese somatica normalmente sdo empregados pelo menos
dois diferentes meios de cultura. O primeiro € otimizado visando a inducdo da
embriogénese somatica, enquanto que 0 segundo meio objetiva permitir o
desenvolvimento dos embrides somaticos. As condi¢cdes que favorecem a primeira
fase geralmente inibem a segunda (GUERRA et al., 1999).

Quanto & composicao salina dos meios de cultura, formula¢gdes inadequadas
do meio de cultura contribuem para o escurecimento do meio. Quando o balanco
dos sais € apropriado, diminui-se o0 estresse do explante, diminuindo também a
producdo de compostos fendlicos. Em geral, menores concentragfes de sais
contribuem para a diminuicdo da oxidac&o e do escurecimento do meio (PREECE,
1995).

Outras substancias que influenciam na embriogénese e que podem ser

adicionadas ao meio de cultura para otimizar 0 processo Sao vitaminas e
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aminoéacidos, estes Ultimos, para suprir as necessidades de nitrogénio reduzido
(GEORGE, 1993).

A sacarose tem sido a fonte de carboidrato mais usada para a embriogénese
somatica, embora outros mono e dissacarideos possam ser utlizados. A
concentracédo de sacarose influencia os processos de iniciagéo e diferenciacdo dos
embrides somaticos, uma vez que o seu metabolismo em plantas é regulado por um
grupo de genes cujas respostas sdo moduladas de acordo com a variacdo de sua
concentracdo. Normalmente a concentracdo de 3% de sacarose € satisfatoria para
0s processos de iniciagcao e diferenciacao (GUERRA et al., 1999).

As auxinas estdo envolvidas na inducao e iniciacdo de embribes somaticos.
Tem sido sugerido que a auxina € necessaria para a formacdo de agregados
embriogénicos a partir de células individuais, expressando a totipoténcia das células
competentes (GUERRA et al., 1999).

O efeito das auxinas no desenvolvimento de embrides somaticos é
primariamente inibitorio e se manifesta nos estadios subsequiientes ao globular. Com
isso, tem sido sugerido que culturas embriogénicas cuja manutencéo é prolongada
em meio com 2,4-D acabam por apresentar variacdes genéticas e epigenéticas que
afetam o potencial embriogénico (GUERRA et al., 1999)

As citocininas tem papel fundamental na embriogénese somatica de varias
espécies de plantas. A utilizacdo das citocininas é indispensavel a divisdo celular,
guebra da dominancia apical, inducdo e proliferacdo de gemas axilares e
diferenciacdo de gemas adventicias (PREECE, 1995).

Algumas espécies necessitam de meios suplementados com &cido giberélico
ou acido abscisico para o desenvolvimento de embries somaticos, enquanto outras
nao precisam desta suplementacdo, uma vez que 0 processo de inducdo foi
estabelecido (OBATA, 2003). No ciclo de maturacdo da embriogénese somatica,
apoOs passar pelos estadios iniciais de desenvolvimento em meio contendo auxina,
0s pro-embrides sdo estimulados a seguir seu desenvolvimento pela retirada da
auxina do meio de cultura, ou pela inducdo de acido abscisico (ABA), citocininas e
de agentes que promovam estresse osmotico (MORAES, 2006).

Diferentes agentes geleificantes, em diferentes concentracdes, influenciam na
difusdo dos nutrientes do meio e dos exsudatos produzidos pelo explante. Também
apresentam diferencas quanto a presenca de impurezas organicas e inorganicas

gue podem interferir no desenvolvimento do explante (GEORGE, 1993).
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Os meios solidos, ou semi-sdlidos, tradicionalmente, sdo solidificados com
agar, um polissacarideo extraido de algas marinhas. A consisténcia do meio
depende da concentracdo de agar utilizada, do pH, da concentracdo de sais e da
presenca de certas substancias como carvao ativado, que interferem na geleificagéo
(CALDAS et al., 1998).

Além do agar, a gelana PS-60 (conhecida comercialmente como Gelrite® ou
Phytagel®) é um outro agente geleificante usado em cultura in vitro, obtido a partir
da bactéria Pseudomonas elodea. Ela é um polissacarideo linear, formado por
unidades repetitivas de um tetrassacarideo formado por B-D-glucose, acido B-D-
glucurénico e a-L-ramnose, e um substituinte O-acetilico por monossacarideo
(CALDAS et al., 1998).

Também solidificam-se ou geleificam-se na presenca de céations mono ou
bivalentes, como o agar, numa reacdo termorreversivel. Os meios preparados com
essas gomas utilizam, aproximadamente, um quarto da concentracdo do agar para a
mesma consisténcia, sendo que 0s meios sdo mais transparentes daqueles feitos
com o agar. As gomas nao sao toxicas e resistem a degradacdo enzimatica
(CALDAS et al., 1999).

3.4EMBRIOGENESE SOMATICA EM DENDEZEIRO

A cultura de tecidos de dendezeiro tem sido empreendida principalmente com
0 proposito de propagacdo clonal. Estudos iniciais utilizaram embrifes zigoticos
maduros e mudas como explantes. O uso de embribes como explantes sao
convenientes porque frutos sdo prontamente disponiveis, tem um alto grau de
uniformidade fisiologica e podem ser expedidos para longas distancias (TEIXEIRA et
al., 1993).

A inducdo e multiplicacdo de células embriogénicas friaveis de dendezeiro
sdo importantes para a producdo massal de embrides somaticos e para o
estabelecimento de suspensdes de células embriogénicas. A possibilidade de se
obter suspensbes embriogénicas de alta qualidade derivadas de explantes de
plantas elite de dendezeiro podem conduzir a utilizacdo de um eficiente método de
micropropagacdo por possibilitar desenvolvimento de embribes em grande
guantidade de culturas (TEIXEIRA et al., 1995).
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A regeneracdo do dendé por meio da embriogénese somatica compreende
guatro passos (calogénese, embriogénese, desenvolvimento caulinar e
enraizamento). A cultura in vitro desta planta € caracterizada por um extenso
periodo de tempo (cerca de dois anos entre a inoculacdo dos primeiros explantes
até a aclimatizacdo das plantas regeneradas), a baixa eficiéncia de alguns passos
do processo e a producéo de polifendis. A influéncia desses fatores para 0 sucesso

da regeneracéo € pouco conhecida (DUVAL et al., 1995).

3.5 XILOGLUCANAS

As xiloglucanas séo polissacarideos vegetais, com funcdo estrutural e de
reserva, encontradas na parede celular e no endosperma de sementes (REID,
1985). Na parede celular sdo responsaveis pela viscoelasticidade. Entre outras
propriedades, possui a habilidade de modificar a viscosidade dos meios aquosos
formando géis através de interacdes com outros polissacarideos (FREITAS et al.,
2005).

As xiloglucanas sdo encontradas em grandes quantidades nas sementes de
Hymenaea courbaril, popularmente conhecida como jatob4. A constituicdo das
xiloglucanas € basicamente uma cadeia principal de unidades de glucose,
parcialmente substituidas em O-4 por unidades de [(-D-galactoplranosll e
substituidas em O-6 por unidades de a-D-Xlloplranosll parcialmente substituidos em
O-2 por unidades B-D-galactoplranosll (SOUZA LIMA, 2005).

No Brasil, o agar é importado e seu alto custo constitui em uma restricdo
econbmica para a pesquisa e para laboratérios comerciais (LIMA-NISHIMURA et al.,
2003). A perspectiva da aplicacdo de polissacarideos na cultura in vitro de plantas, e
a existéncia de oligossacarideos de XG com atividade biolégica impulsionaram a
realizacdo de trabalhos especificamente dentro da aplicacdo biotecnologica. Com
isso, por meio da observacéo de um gel verdadeiro, foi possivel observar a interacéo
entre 0 agar do meio de cultura e o polissacarideo de sementes de Hymenaea
courbaril (LIMA-NISHIMURA et al., 2003).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1LOCAL DE TRABALHO

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Micropropagacéo
Vegetal, no Departamento de Botanica, localizado no setor de Ciéncias Biologicas

da Universidade Federal do Parand, Curitiba-Parana.

4.2 OBTENCAO DE XILOGLUCANA

A xiloglucana (Figura 1A) foi extraida de sementes de jatoba (Hymenaea
coubaril) (Figura 1B) no Laboratorio POLINATBIOTEC do Departamento de Quimica
da UFPR.

4.3 MATERIAL VEGETAL

Foram utilizadas sementes maduras de dendezeiro fornecidas pela
EMBRAPA Amazobnia Ocidental (Manaus, Brasil). As sementes foram coletadas em
julho e setembro de 2008, marco e setembro de 2009 (Figura 1B). O tegumento das

sementes foi quebrado e removido com o auxilio de uma morsa.

4.4 DESINFESTACAO

As sementes foram desinfestadas com hipoclorito de soédio a 12% por 10
minutos e em seguida foram lavadas com agua destilada estéril por trés vezes,

sendo todo o processo realizado em camara de fluxo laminar (Figura 1C).

4.5 FONTES DE EXPLANTES

Embrides zigéticos maduros foram excisados das sementes de dendé e
inoculados em placas de Petri de 10 cm de diametro e 2 cm de altura contendo
aproximadamente 40 mL de meio de inducdo de embriogénese em cada (Figura
1D).
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4.6 MEIOS DE CULTURA

A composicdo de compostos organicos e reguladores vegetais nos meios de
cultura foi diferente para cada experimento, para os variados tratamentos e para as
diferentes fases dos experimentos, de acordo com 0s sucessivos estadios de
diferenciacdo apresentados pelos embrides. Todos 0os meios continham sais do
meio Y3 (Eeuwens, 1976) (Anexo 2) e sacarose em diferentes concentracdes. O pH
dos meios de cultura foi ajustado em 5,5 ou 6,0 com NaOH 1N ou HCL 1N antes de

serem autoclavados a 120°C por 20 minutos.

4.7 CONDICOES DE CULTIVO

As culturas foram mantidas em sala de crescimento, com temperatura em
torno de 25°C + 2°C de dia e de 18+ 1°C de noite, em condi¢cbes de escuro para a
inducdo e manutencdo de calos e massas embriogénicas, e em fotoperiodo de 16
horas para a maturacdo dos embrides somaticos, sob luz fluorescente do tipo branca

fria com fluxo de fétons de aproximadamente 40 pmol.m:2.s2:1,

4.8 INDUCAO E MANUTENCAO DE CULTURAS EMBRIOGENICAS

4.8.1 Experimento preliminar

As sementes de dendezeiro foram coletadas em julho de 2008 e
armazenadas por trés meses. Em seguida, cinquenta embrides foram retirados das
sementes com o auxilio de pincas e bisturi e inoculados em placas de Petri contendo
meio de cultura Y3-1 semi-solido (Anexo 1), num total de 5 placas com 10 embrides
em cada (Figura 1D).

Os embrides permaneceram no meio Y3-1 por 42 dias, até que se observasse
0 crescimento em volume e diametro dos mesmos (Figura 1E e 1F). Em seguida, os
embrides foram cortados em fatias de aproximadamente 1 mm e inoculados em
meio de cultura Y3-2 (Anexo 1), contendo 6 uM de 2,4-D e adicionado de 200 mg/L
de inositol. Os embrides permaneceram nesse meio por 14 meses e apos, foram
transferidos para meio Y3-2, onde a concentracao de 2,4-D foi aumentada para 10

HMM. Os embribes permaneceram neste meio por um més, até que se observasse a
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formacdo de massas embriogénicas e, entdo, foram transferidos para meio de
regeneracdo RM (Teixeira et al., 1995). Apo6s 17 meses, embrides em estadio
cotiledonar foram isolados em meio RM, sem reguladores vegetais e adicionado de

carvao ativado.

4.8.2 Efeito do 2,4-D na embriogénese somatica

As sementes de dendezeiro foram coletadas em junho de 2009 e
armazenadas por dois meses. Em seguida, 184 embriGes foram inoculados em meio
de cultura Y3-1 (Anexo 1) semi-solido, num total de 23 placas com 8 embrides em
cada. Os embrides permaneceram nesse meio por 24 dias. Em seguida, foram
cortados em fatias de aproximadamente 1 mm e metade deles foram inoculados em
meio de cultura Y3-2 em quatro tratamentos diferentes, consistindo de trés
concentracbes da auxina 2,4-D (5, 10 e 20 pM) e um meio sem 2,4-D. Foram
utilizadas 10 placas por tratamento com 6 explantes cada e as culturas foram
mantidas no escuro. Os explantes encontram-se neste meio ha 65 dias para inducao

de calos.

4.8.3 Efeito do Picloram na embriogénese somatica

A outra metade dos embrides do experimento anterior, cortados apdés
crescerem por 24 dias em meio Y3-1 (Anexo 1), foram inoculados em meio de
cultura Y3-2 em quatro tratamentos diferentes, consistindo de trés concentracdes da
auxina Picloram (5, 10 e 20 uM) e um meio sem Picloram. Foram utilizadas 10
placas por tratamento com 6 explantes cada e as culturas foram mantidas no escuro.

Os explantes encontram-se neste meio ha 64 dias para indugéo de calos.

4.8.4 Efeito dos agentes geleificantes

4.8.4.1 Experimento 1

As sementes de dendezeiro foram coletadas em marco de 2008 e

armazenadas por quatro meses. Em seguida, cinquenta embrides foram inoculados
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em placas de Petri contendo meio de cultura Y3-1 (Anexo 1) semi-sélido, num total
de 5 placas com 10 embrides em cada (Figura 1D).

Os embribes permaneceram no meio Y3-1 por 27 dias, até que se observasse
o intumescimento e o crescimento em comprimento e didmetro dos mesmos (Figura
1E e 1F). Em seguida, foram cortados em fatias de aproximadamente 1 mm e
inoculados em meio de cultura Y3-2 (Anexo 1). Neste meio, foram utilizadas quatro
combinacdes de Gelrite® e xiloglucana como agentes geleificantes, correspondendo
aos tratamentos Controle, 1, 2 e 3 (Tabela 1). Foram utilizadas 6 placas por

tratamento com 5 explantes cada.

TABELA 1 PROPORCOES DE GELRITE® E XILOGLUCANA EM g.L" UTILIZADAS NA
SOLIDIFICACAO DO MEIO DE CULTURA Y3-2* PARA EMBRIOGENESE
SOMATICA DE DENDE

Controle Tratamento 1  Tratamento 2  Tratamento 3
Gelrite 2 1,6 1,2 1
Xiloglucana 0 0,4 0,8 1

Apds serem subcultivados por aproximadamente 120 dias em meio Y3-2, 0s
explantes de 3 placas de cada tratamento foram transferidos para meio Y3-2
modificado com 5 pM de 2,4-D e os das 3 placas restantes para meio Y3-2 sem 2,4-
D (Y3-3).

Os explantes que apresentaram formacdo de embribes somaticos em meio
Y3-2 apo6s 90 dias foram transferidos para meio de regeneracdo RM (Teixeira et al.,
1995) e mantidos em condicéo de luz, para que pudesse ocorrer o desenvolvimento

dos embrides e a conversao em plantas.

4.8.4.2 Experimento 2

Cinqguenta embribes da coleta de setembro de 2008 foram inoculados em
placas de Petri contendo meio de cultura Y3-1 (Anexo 1) semi-sélido, num total de 5
placas com 10 embrides em cada.

Os embrides permaneceram no meio Y3-1 por 68 dias, até que se observasse

0 intumescimento e o crescimento em comprimento e didmetro dos mesmos. Em
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seguida, foram cortados em fatias de aproximadamente 1 mm e inoculados em meio
de cultura Y3-2 (Anexo 1). Neste meio, foram feitos quatro tratamentos diferentes,
consistindo de variadas proporgbes de Gelrite® e xiloglucana como agentes
geleificantes, correspondendo aos tratamentos Controle, 1, 2 e 3 (Tabela 1). Foram
utilizadas 6 placas com 5 explantes cada em cada tratamento e as culturas foram
mantidas no escuro.

Apbs serem subcultivados por aproximadamente 308 dias em meio Y3-2, 0s
explantes de 3 placas de cada tratamento foram transferidos para meio Y3-2

modificado com 5 uM de 2,4-D, e os das 3 placas restantes para meio Y 3-3.

4.8.4.3 Experimento 3

132 embrides da coleta de marco de 2009 foram inoculados em placas de
Petri em meio de cultura Y3-1 (Anexo 1) semi-solido, num total de 12 placas com 11
embrides em cada.

Os embrides permaneceram no meio Y3-1 por 28 dias. Em seguida, foram
cortados em fatias de aproximadamente 1 mm e inoculados em meio de cultura Y3-2
(Anexo 1). Neste meio, foram feitos quatro tratamentos diferentes, consistindo de
variadas proporcdes de Gelrite® e xiloglucana como agentes geleificantes,
correspondendo aos tratamentos Controle, 1, 2 e 3 (Tabela 1). Foram utilizadas 6
placas por tratamento com 12 explantes cada e as culturas foram mantidas no
escuro.

Apds serem subcultivadas por aproximadamente 164 dias em meio Y3-2 com
10 uM de 2,4-D, os explantes foram transferidos para meio Y3-2 modificado com 5
UM de 2,4-D.

4.9 AVALIACAO

Os experimentos realizados com embrides maduros de Elaeis guineensis
foram observados e avaliados seguindo critérios, tais como: porcentagem de calos,
de massas embriogénicas, de oxidacdo dos explantes e presenca de embrides
somaticos em diferentes estadios de diferenciacéo (globular, cordiforme, torpedo e

cotiledonar)
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5 RESULTADOS

5.1 Experimento preliminar

Todos os explantes oriundos de embrides zigéticos maduros de dendezeiro
apresentaram aumento em volume e comprimento nos primeiros 42 dias apds a
inoculagdo em meio Y3-1 (Anexo 1).

As respostas morfogenéticas comecaram a ser visualizadas apés a
transferéncia dos embrides intumescidos para meio Y3-2 (Anexo 1), com o inicio da
formacdo de calos. As massas embriogénicas formadas apresentaram, na sua
maioria, coloracdo branco-amarelada e textura friavel apés 104 dias. A formacao de
massas embriogénicas foi observada em todos os explantes, enquanto que 39%
desses explantes apresentaram oxidacdo parcial. Embrides somaticos em estadio
globular puderam ser observados em 17% dos explantes apés 104 dias em meio Y3-
2.

Apoés, as massas embriogénicas e embribes somaticos foram transferidos
para meio RM, para desenvolvimento dos embrides sométicos em estadios
avancados. Apos 515 dias em meio RM (Figura 3E), 23 embrifes somaticos em
estadio cotiledonar foram transferidos para meio RM sem reguladores vegetais,
adicionado de carvao ativado, para que ocorra a conversao dos embrides em

plantas (Figura 3F).

5.2 Efeito do 2,4-D na embriogénese somatica

Todos os explantes oriundos de embribes zigéticos maduros de dendezeiro
apresentaram aumento em volume e comprimento nos primeiros 24 dias apés a
inoculagdo em meio Y3-1 (Anexo 1).

As respostas morfogenéticas comecaram a ser Vvisualizadas ap0s a
transferéncia dos embrides para meio Y3-2 (Anexo 1) com diferentes concentracdes
de 2,4-D, com o inicio da formacéo de calos. Os calos formados apresentaram, na
sua maioria, coloracdo branco-amarelada para todas as combinagcbes de
Gelrite®/XG apos 30 e 60 dias (Tabela 2).
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TABELA 2 FORMACAO DE CALOS A PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE Elaeis guineensis
CULTIVADOS EM MEIO DE CULTURA Y3-2, CONTENDO DIFERENTES CONCENTRACOES DE
2,4-D, APOS 30 E 60 DIAS

Explantes parcialmente Formacéo de calos (%)
2,4-D (uM) oxidados (%)
30 dias 60 dias 30 dias 60 dias
66 81 32 35
55 66 50 78
10 61 63 38 40
20 85 85 15 23

Em 30 dias de cultivo em meio Y3-2, observou-se formacédo de calos em
todos os tratamentos, sendo que a maior porcentagem de calos apds 60 dias de
subcultivo em meio Y3-2 pbde ser visualizada no meio adicionado de 5 uM de 2,4-D.

As menores porcentagens de oxidacdo apds 60 dias de subcultivo em meio
Y3-2 foi observada nos explantes cultivados nos meios contendo 5 ou 10 pM de 2,4-
D, como pode ser visto na tabela 2.

5.3 Efeito do Picloram na embriogénese somatica

Todos os explantes oriundos de embrides zigéticos maduros de dendezeiro
apresentaram aumento em volume e comprimento nos primeiros 24 dias apos a
inoculacdo em meio Y3-1(Anexo 1).

As respostas morfogenéticas comecaram a ser visualizadas apés a
transferéncia dos embrides intumescidos para meio Y3-2 (Anexo 1) com diferentes
concentracfes de Picloram, com o inicio da formacéo de calos. Os calos formados
apresentaram, na sua maioria, coloracdo branco-amarelada em todas as
combinacdes de Gelrite®/XG apos 30 e 60 dias (Tabela 3).
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TABELA 3 FORMACAO DE CALOS A PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE Elaeis guineensis
CULTIVADOS EM MEIO DE CULTURA Y3-2, CONTENDO DIFERENTES CONCENTRACOES DE
PICLORAM, APOS 30 E 60 DIAS

Explantes parcialmente Formacéo de calos (%)
Picloram (uM) oxidados (%)
30 dias 60 dias 30 dias 60 dias
75 83 22 25
65 65 73 86
10 83 83 48 71
20 81 83 64 65

Em 30 dias de cultivo em meio Y3-2, observou-se formacédo de calos
globulares em todos os tratamentos, sendo que a maior porcentagem de calos e
menor porcentagem de oxidacdo apds 60 dias de subcultivo em meio Y3-2 pbde ser
visualizada no meio adicionado de 5 uM de Picloram.

5.4 Efeito dos agentes geleificantes

5.4.1 Experimento 1

Todos os explantes oriundos de embribes zig6ticos maduros de dendezeiro
apresentaram aumento em volume e comprimento nos primeiros 27 dias ap0s a
inoculacdo em meio Y3-1.

As respostas morfogenéticas comecaram a ser Vvisualizadas apds a
transferéncia dos embrides intumescidos para meio Y3-2, com o inicio da formacéo
de calos. Os calos formados apresentaram, na sua maioria, coloracdo branco-
amarelada para todas as combinacdes de Gelrite®/XG apds 30, 60, 90 e 120 dias
(Tabela 4).
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TABELA 4 FORMACAO DE CALOS A PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE Elaeis guineensis
CULTIVADOS EM MEIO DE CULTURA Y3-2* SOLIDIFICADO COM COMBINACOES DE
GELRITE®/XG APOS 30, 60, 90 E 120 DIAS

Gelrite®/XG
(g.Lh) Explantes parcialmente Formacéo de calos (%)
' oxidados (%)
30 dias| 60 dias| 90 dia|120 dias | 30 dias| 60 dias| 90 dias|120 dias
2/0 27 57 60 60 97 97 97 97
1,6/0,4 40 50 55 66 68 70 70 76
1,2/0,8 23 a7 50 53 63 63 66 66
1/1 50 a7 53 56 53 60 66 76

*percentagem do total sem os explantes contaminados

Todas as combinacdes de Gelrite®/XG foram eficientes para a formacdo de
calos, que puderam ser observados ja nos primeiros 30 dias de cultivo. A formacéao
de calos aumentou de modo crescente nos subcultivos seguintes, sendo que o
tratamento contendo apenas Gelrite® como agente geleificante apresentou a maior
porcentagem de calos formados, como pode-se observar na tabela 4.

Em todos os subcultivos tambem pbde-se observar um escurecimento dos
explantes devido a oxidacao, sendo que a combinacéo de 1,6/0,4 de Gelrite®/XG foi
a que apresentou a maior porcentagem.

Apoés permanecerem 120 dias em meio Y3-2 para inducdo e formacédo de
calos, metade dos explantes de cada tratamento foram transferidos para meio Y3-2
com reducgao da concentracao de 2,4-D pela metade, enquanto a outra metade dos
explantes de cada tratamento foram transferidos para meio Y3-3.

Em 8 semanas de subcultivo em meio Y3-2, observou-se formacdo de
massas embriogénicas em todas as combinacdes de Gelrite®/XG, tanto nos
explantes em meios que tiveram a concentracdo de auxina reduzida quanto nos
meios sem auxina (Tabela 5). As massas embriogénicas observadas apds 60 e 90
dias em meio Y3-2 apresentaram morfologia fridvel e coloracdo branca-amarelada
(Figura 2A).
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TABELA 5 FORMACAO DE MASSAS EMBRIOGENICAS A PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE
Elaeis guineensis APOS CULTIVO POR 90 DIAS EM MEIO Y3-2*, SUPLEMENTADO COM 5 pM DE
2,4-D E NA AUSENCIA DE 2,4- D

Gelrite®/XG
(g.L Y
2,4-D (UM) 210 1,6/0,4 1,2/0,8 1/1
5 83 77 66 83
0 83 77 83 83

* % de explantes formando massas embriogénicas

Houve formacdo de embrides somaticos no estadio globular em todas as
combinagdes de Gelrite®/XG, bem como nos explantes que tiveram a concentragéo
de auxina reduzida ou eliminada no meio (Tabela 6). Embrides nos estadios
cordiforme e torpedo apdés 60 e 90 dias em meio Y3-2 foram observados no
tratamento que continha apenas Gelrite® e no tratamento que possuia a
combinacgéao de 1,6/ 0,4 de Gelrite®/XG (Figuras 3B e 3C).

TABELA 6 FORMACAO DE EMBRIOES SOMATICOS GLOBULARES A PARTIR DE EMBRIOES
ZIGOTICOS DE Elaeis guineensis APOS CULTIVO POR 90 DIAS EM MEIO Y3-2%
SUPLEMENTADO COM 5 uM DE 2,4-D E NA AUSENCIA DE 2,4- D

Gelrite®/XG
gLV
2,4-D (UM) 210 1,6/0,4 1,2/0,8 1/1
5 12,0 3,3 0 11,0
0 20,0 13,0 12,0 0

* 05 de explantes formando embrides somaticos

Para trés tratamentos que continham as seguintes propor¢bes de
Gelrite®/XG, 2 /0; 1,6/ 0,4 e 1,2/ 0,8, a eliminacado de 2,4-D apds subcultivo de 120
dias em meio com 10 uM de 2,4-D apresentou melhores resultados, com formacao
de 20, 13 e 12% de embribes somaticos ao final de 90 dias de cultivo em meio Y3-2,
respectivamente.

Os explantes que apresentaram formacao de embrides somaticos em estadio

globular e cordiforme foram transferidos para meio Y3-3, sem reguladores vegetais,



31

e 0s explantes que continham embrides em estadios torpedo e cotiledonar foram

transferidos para meio de conversdo RM, a fim de se obter a conversdo em plantas.

5.4.2 Experimento 2

Os explantes deste experimento apresentaram aumento em volume e
comprimento nos primeiros 68 dias ap6s a inoculagdo em meio Y3-1, tendo
desenvolvimento mais lento se comparado ao experimento anterior.

As respostas morfogenéticas comecaram a ser visualizadas apos a
transferéncia dos embrides intumescidos para meio Y3-2, com o inicio da formacéo
de calos. Os calos formados apresentaram, na sua maioria, coloracdo escura,
devido a oxidacéo, para todas as combinacdes de Gelrite®/XG apds 120 e 240 dias
(Tabela 7).

TABELA 7 RESPOSTAS MORFOGENETICAS DE CALOS DE Elaeis guineensis CULTIVADOS EM
MEIO DE CULTURA Y3-2*, SOLIDIFICADO COM COMBINACOES DE GELRITE®/XG APOS 120 E
240 DIAS

Gelrite®/XG

(g.Lh) Explantes Formacdo de calos | Massas embriogénicas

' parcialmente (%) (%)

oxidados (%)
120 dias|240 dias | 120 dias| 240 dias | 120 dias| 240 dias

2/0 60 83 22 30 24 27
1,6/0,4 72 97 20 25 30 37
1,2/0,8 55 57 25 45 20 23

1/1 75 97 15 52 30 37

Em 240 dias de cultivo em meio Y3-2, houve baixa formacdo de massas
embriogénicas para todas as combinagdes de Gelrite®/XG, sendo que o0s
tratamentos que continham as propor¢des de 1,6/0,4 e 1/1, apresentaram melhores
resultados. As massas embriogénicas apresentavam morfologia friAvel e coloracéo
branca-amarelada. Nao houve formacdo de embrides somaticos para nenhuma das
combinagdes de Gelrite®/XG.

Na maioria dos explantes deste experimento, a taxa de oxidacéo foi alta, e

maior nos explantes cultivados nos meios contendo combinacéo de 1,6/04 e 1/1 de
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Gelrite®/XG. Grande parte dos explantes apresentaram necrose e foram

descartados.

5.4.3 Experimento 3

Todos os explantes apresentaram aumento em volume e comprimento nos
primeiros 28 dias apds a inoculagdo em meio Y3-1.

As respostas morfogenéticas comecaram a ser visualizadas apés a
transferéncia dos embrides intumescidos para meio Y3-2, com o inicio da formacéao
de calos. Os calos formados apresentaram, na sua maioria, coloracdo branco-

amarelada para todas as combinacdes de Gelrite®/XG apos 60 e 90 dias (Tabela 8).

TABELA 8 RESPOSTAS MORFOGENETICAS DE CALOS DE Elaeis guineensis OBTIDAS EM MEIO
DE CULTURA Y3-2*, SOLIDIFICADO COM COMBINACOES DE GELRITE®/XG APOS 60 E 90 DIAS

Gelrite®/XG

(g.L™h) Explantes Formacéao de calos | Massas embriogénicas
parcialmente (%) (%)

oxidados (%)

60 dias| 90dias | 60 dias| 90 dias | 60 dias 90 dias

2/0 60 79 22 30 58 87
1,6/0,4 72 97 20 25 42 58
1,2/0,8 80 94 25 45 40 60

1/1 75 93 15 52 52 80

Em 8 semanas de subcultivo em meio Y3-2, observou-se formacdo de
massas embriogénicas em todas as combinacdes de Gelrite®/XG, sendo que aos 90
dias de subcultivo, os melhores resultados na formacdo de massas embriogénicas
foram observados no tratamento que contem apenas Gelrite® como agente
geleificante, bem como no tratamento que apresenta combinagdo 1/1 de
Gelrite®/XG. As massas embriogénicas apresentavam morfologia friavel e coloracao
branca-amarelada.

Explantes parcialmente oxidados foram observados em todas as
combinagbes de Gelrite®/XG, mas nédo aparentavam prejudicar a formagcao das

massas embriogénicas e embriées somaticos.
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6 DISCUSSAO

Os resultados de todos os experimentos na obtencédo de calos a partir de
embrides zigdticos maduros de Elaeis guineensis foram semelhantes aos obtidos
por Teixeira et al. (1995) utilizando meio de cultura Y3 (Eeuwens, 1976). Massas
embriogénicas friAveis de coloracdo amarelada e apresentando pequenos
agregados de células foram obtidas nos experimentos, resultados semelhantes aos
obtidos por Teixeira et al. (1995) para inducdo de embrides somaticos a partir de
embrides zigbticos maduros e imaturos de dendezeiro mantidos em meio de cultura
acrescido das auxinas 2,4-D ou picloram.

No quarto experimento, a partir da instalacdo das culturas de embrides
zigbticos de dendezeiro, houve a formacdo de calos, seguidos de massas
embriogénicas friaveis e posterior formacdo de embrides somaticos. Este padréo de
embriogénese somatica € similar ao obtido por Teixeira et al. (1993) com embrides
zigoticos de dendezeiro.

Teixeira et al. (1993) obtiveram uma porcentagem de 93% de explantes
formando calos a partir de embrifes zigéticos maduros de dendezeiro cultivados por
trés meses em meio Y3 adicionado de 500 uM de 2,4-D e 0,3% de carvao ativado,
enguanto a porcentagem de formacao de calos a partir de embrides imaturos variou
de 55% a 88%. Neste trabalho, ap0s a manutencdo das culturas em meio de
inducdo de calos e a formacdo das massas embriogénicas fridveis, estas foram
transferidas para meio de regeneracdo, onde houve a diferenciagcdo e
desenvolvimento normal de embribes somaticos, demonstrando um protocolo
eficiente para embriogénese somatica de dendezeiro a partir de embrides zigoticos.

Os resultados positivos para formacdo de embrides somaticos podem ser
explicados pelo fato das auxinas estarem envolvidas na indugdo e iniciagdo de
embrides somaticos. Em muitas espécies, o processo de iniciacdo se verifica ao se
cultivar o explante em meio de cultura com concentracdo relativamente elevada de
2,4-D e as citocininas podem favorecer a formacdo de calo embriogénico. O
desenvolvimento subsequente dos embries somaticos ocorre apos transferéncia do
calo ou suspensado celular para meio com baixa concentracdo de auxina, ou
desprovido desta substancia (GUERRA et al., 1999).
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Scherwinski-Pereira et al. (2007) também verificaram que a influéncia de
auxinas sobre os explantes mostrou ser fundamental para a inducdo e,
consequentemente, a formacao de embrides soméaticos a partir de estruturas foliares
e de discos apicais de plantas jovens de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq).

Apesar de todos os tratamentos terem induzido a formagdo de massas
embriogénicas friaveis e iniciacdo de embrides somaticos no primeiro experimento,
observou-se a paralisacao da formacao dos embrides somaticos em estadio globular
em grande parte dos explantes, sem progressédo para os estagios subsequentes. E
provavel que as altas concentracfes de 2,4-D tenham inibido a progressdo das
culturas, sendo recomendavel a reducao do tempo de permanéncia dos explantes
em culturas com as concentra¢cdes de 2,4-D indicadas.

Tem-se observado que, em alguns sistemas, os embrides somaticos tornam-
se habituados durante periodos prolongados de subcultivos em 2,4-D, resultando na
perda do potencial de maturacdo. Em Ipomoea batatas, os embrides soméaticos
perdem a capacidade de se converter em plantas quando as culturas sdo mantidas
por longos periodos em meio com 2,4-D (TAUTORUS et al., 1991).

Os explantes do quinto experimento ndo apresentaram um desenvolvimento
satisfatério das etapas caracteristicas da embriogénese somatica descritas por
Teixeira et al. (1993), apesar de tanto os procedimentos quanto a remessa de
sementes serem as mesmas do experimento anterior. Pode-se intuir que diferencas
na origem das sementes, na época do ano da maturacdo dos frutos e da inoculacdo
dos embrides nos meios de cultura, além de outros fatores, podem ter provocado
diferencas no desenvolvimento dos explantes.

A alta taxa de oxidacdo observada nos tratamentos também pode ser
conferida ao tempo de permanéncia elevado dos explantes em meio contendo 2,4-D,
sugerindo-se a diminuicdo deste tempo em culturas futuras. Segundo Wooi (1990), o
escurecimento dos explantes nédo é um fator negativo em dendezeiro.

Guerra e Handro (1998) também alcancaram a expressao de um modelo de
embriogénese somatica, a partir de embrides zigoéticos imaturos e maduros de
Euterpe edulis Mart., com a transferéncia dos explantes de meio enriquecido com
altas concentracdes de 2,4-D (50-100 mg.L™) para meio suplementado com ANA e
2-iP.

Comparando-se os resultados dos tratamentos com 2,4-D e Picloram,

verificou-se que ambas as auxinas apresentaram eficiéncia praticamente similar
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para a formacgao de calos globulares de Elaeis guineensis na concentragdo de 5 pM.
Posteriores subcultivos dessas culturas poderdo evidenciar qual dessas auxinas
possui maior eficiéncia para a formagdo de massas embriogénicas e embrides
somaticos.

Para Scherwinski-Pereira et al. (2007), o Picloram proporcionou melhores
resultados, quando se refere a formacdo de numero de embribes somaticos por
explante em Elaeis guineensis. Além disso, os explantes oriundos de meios
contendo Picloram apresentaram melhores resultados de multiplicagdo dos calos,
principalmente na formagédo de calos multi-granulares, formados em até 19% dos
explantes, enquanto que, para aqueles cultivados em presenca de 2,4-D registrou-se
esse tipo de calos em apenas 11% dos explantes.

Picloram na concentracdo de 10 uM também foi eficiente para inducdo de
calos embriogénicos na embriogénese somatica de pupunheira (Bactris gasipaes) a
partir de embrides zigoticos (Steinmacher, 2007).

A possibilidade de substituicdo de parte do agente geleificante Gelrite® pelo
polissacarideo xiloglucana nos meios de cultura pode ser uma nova ferramenta para
reducdo de custos, pois se apresenta como um meétodo simples e natural para a
aplicacdo em micropropagacao.

Lima-Nishimura et al. (2003) verificaram um crescimento de caules maior e
uma taxa de multiplicacdo elevada durante a micropropagacdo de macieiras
Marubakaido (Malus prunifolia Borkh) e Jonagored (Malus domestica) quando
cultivadas em meio de cultura composto pela mistura de 0,4% de agar e 0,2% de
xiloglucana extraida de sementes de jatoba (Hymenaea courbaril), em comparacao
com as cultivadas em meio de cultura composto somente por agar.

Com relacdo a contribuicdo da xiloglucana para a formagdo e o
desenvolvimento de massas embriogénicas e embrides somaticos, as maiores
porcentagens dos mesmos neste trabalho foram obtidas no tratamento que nao
apresenta a combinacdo de xiloglucana e Gelrite no meio de cultura, o que nédo
exclui a possibilidade de a xiloglucana contribuir para o processo de embriogénese
somatica, visto que nos tratamentos com a adi¢do de xiloglucana também houve a
formacdo de embrides sométicos, principalmente no meio que contem uma
concentracdo de Gelrite®/Xiloglucana de 1,2/0,8 g.L™" , onde apareceram embries
somaticos em estadios mais avancados de diferenciacdo. Esse processo também foi

descrito no trabalho de Lima-Nishimura (2002), onde a substituicdo de 33% de agar
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por xiloglucana proporcionou um aumento no numero de embrides somaticos
regenerados e uma diminuicdo no tempo de cultivo para embriogénese somatica em
cenoura (Daucus carota).

Lima-Nishimura (2002) ainda observou, em outros experimentos, realizados
com café (Coffea canephora e Coffea arabica) que, em relagdo ao meio com
Gelrite® (controle), o meio geleificado com Gelrite®/Xiloglucana promoveu um
desenvolvimento mais rapido dos embrides somaticos para o estadio cotiledonar.
Neste mesmo trabalho, numa analise da porcentagem de plantas regeneradas por
embrides somaticos, o meio com Gelrite®/Xiloglucana se sobrepds, nhovamente, ao
meio controle, promovendo o dobro de regeneracao deste.

Com relacdo a utilizacdo da xiloglucana como um dos componentes
geleificantes dos meios de cultura para embriogénese somatica em dendezeiro no
presente trabalho, ndo foi verificada uma correlacdo direta entre a presenca da
xiloglucana e a formacdo de massas embriogénicas e embribes somaticos.
Diferencas genéticas e fisiologicas entre espécies podem influenciar a capacidade
de formagdo de embrides somaticos em meios solidificados com misturas de

agentes geleificantes como 4gar e gelana com a xiloglucana.
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7 CONCLUSOES

O uso de 2,4-D ou Picloram foi eficiente na formacdo de calos e massas
embriogénicas e, a partir dos resultados obtidos com meios de cultura adicionados
destes reguladores vegetais, recomenda-se a concentragdo de 5 uM para indugéo
de calos em embrides zigoticos de dendezeiro.

A utilizacdo da xiloglucana em diferentes combina¢gbes com o0 agente
geleificante Gelrite® nos meios de cultura ndo afetou a formagdo de massas
embriogénicas e embribes somaticos e pode proporcionar uma reducdo de custos

dos meios de cultura utilizados em micropropagacao.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho contribuiu para a otimizagcdo de algumas etapas da
micropropagacdo via embriogénese somética, por meio da possibilidade de
conquista da multiplicagdo clonal do dendezeiro em tempo reduzido, em
comparacao com 0s métodos convencionais de propagacdo desta espécie, além de
proporcionar a possibilidade de um material de propagacéao livre de doencas e com
caracteristicas genéticas desejaveis.

Para o estabelecimento de um protocolo eficiente de embriogénese somatica
utilizando-se a xiloglucana, sdo necessarios mais estudos, tanto para o propésito de
formacdo de embrides somaticos, quanto para as etapas de maturacdo e
regeneracao dos embriGes somaticos em plantas.

Experimentos futuros permitirdo determinar quais sdao os melhores meios de
cultivo que incluem a xiloglucana em sua composi¢cdo para 0S processos de
micropropagacao via embriogénese somatica. Novas culturas com diferentes
concentracdes de reguladores vegetais em combinacdo com a xiloglucana também

poderdo ser testados para um protocolo de embriogénese somatica eficiente.
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FIGURA 1A - XILOGLUCANA EXTRAIDA DE SEMENTES DE JATOBA (Hymenaea
courbaril). 1B - SEMENTES DE Elaeis guineensis FORNECIDAS PELA EMBRAPA
AMAZONIA OCIDENTAL EM 20/03/2009. Barra = 3 cm. 1C - DESINFESTACAO DE
SEMENTES DE Elaeis guineensis COM HIPOCLORITO DE SODIO A 12% POR 10
MINUTOS, EM CAMARA DE FLUXO LAMINAR. 1D - EMBRIOES ZIGOTICOS DE
Elaeis guineensis INOCULADOS EM PLACA DE PETRI CONTENDO MEIO DE
CULTURA Y3-1(Eeuwens, 1976) SEMI-SOLIDO, ADICIONADO DE 0,1 uM DE
ACIDO 2,4-DICLOROFENOXIACETICO (2,4-D), 0,1 uM DE ACIDO GIBERELICO
(GAs3) e 0,1 uM DE CINETINA (CIN). Barra = 1 mm. 1E - EMBRIOES ZIGOTICOS
DE Elaeis guineensis EM MEIO DE CULTURA Y3-1(Eeuwens, 1976) SEMI-SOLIDO,
APQOS 27 DIAS. Barra = 1 mm. 1F - EMBRIAO ZIGOTICO DE Elaeis guineensis EM
MEIO DE CULTURA Y3-1(Eeuwens, 1976) SEMI-SOLIDO, APOS 27 DIAS, EM
DETALHE. Barra= 1,2 mm.
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FIGURA 2A - MASSA EMBRIOGENICA FRIAVEL DE Elaeis guineensis APOS 60
DIAS DE SUBCULTIVO EM MEIO Y3-2, ACRESCIDO DE 10 uM DE 2,4-D, EM
MEIO GELEIFICADO COM 2 g.L* DE GELRITE® E SEM XILOGLUCANA. Barra = 1
mm. 2B, 2C E 2D - MASSAS EMBRIOGENICAS FRIAVEIS DE Elaeis guineensis
APOS 60 DIAS DE SUBCULTIVO EM MEIO Y3-2, ACRESCIDO DE 10 pM DE 2,4-
D, EM MEIO GELEIFICADO COM 1.6 gL' DE GELRITE® E 0,4 gL' DE
XILOGLUCANA. Barra = 1 mm, 1 mm e 1,2 mm. 2E E 2F - MASSAS
EMBRIOGENICAS FRIAVEIS DE Elaeis guineensis APOS 60 DIAS DE
SUBCULTIVO EM MEIO Y3-2, ACRESCIDO DE 10 puM DE 2,4-D, EM MEIO
GELEIFICADO COM 2 g.L™* DE GELRITE® E SEM XILOGLUCANA. Barra = 2,5 mm
el mm.
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FIGURA 3A, 3B E 3C - EMBRIOES SOMATICOS DE Elaeis guineensis APOS
SUCESSIVOS SUBCULTIVOS EM MEIO Y3-2 ACRESCIDO DE 10 uM DE 2,4-D E
SUBSEQUENTE SUBCULTIVO PARA MEIO SEM 2,4-D, GELEIFICADO COM 2 g.L’
! DE GELRITE® E SEM XILOGLUCANA, EM ESTADIOS GLOBULAR,
CORDIFORME E TORPEDO, RESPECTIVAMENTE. Barra = 1,2 mm, 1,6 mme 1,2
mm. 3D E 3E - EMBRIOES SOMATICOS DE Elaeis guineensis FORMADOS
SOBRE MASSA EMBRIOGENICA EM MEIO DE CULTURA RM NA AUSENCIA DE
REGULADORES DE CRESCIMENTO VEGETAL. Barra = 1,2 mm. 3F — EMBRIAO
SOMATICO DE Elaeis guineensis EM ESTADIO COTILEDONAR ISOLADO DE
MASSA EMBRIOGENICA EM MEIO DE CULTURA RM ADICIONADO DE CARVAO
ATIVADO, EM DETALHE. Barra = 1,25 mm.
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Anexo 1 — Composicdo dos meios utilizados na embriogénese somatica de

dendé
Componentes Y3*-1 Y3-2 RM***
Sais Y3 Y3 Y3
Vitaminas Y3 KM** Y3
CIN 1M - -
GAs 0,1 uM i ]
2,4-D 0,1 uM 10 uM ;
ANA ; ; 15 uM
ABA - - 2 UM
Inositol 100 mg.L*! 200 mg.L*! 100 mg.L*!
Sacarose 45¢g.L*? 30g.L* 20g. L?
pH 55 55 6,0

* meio de Eeuwens (1976) ** Kao e Michayluk (1975) *** Teixeira et al., 1995. CIN =

Cinetina, GA; = Acido giberélico n°3, ANA = Acido naftalenoacético, ABA = Acido Abscisico



Anexo 2 - Concentracédo de sais do meio Y3 (Eeuwens, 1976)
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Componentes mg. L™
KCI 1492
KNO; 2020
NaH,PO4.2H,0 312
H3zBO3 3,1
Kl 8,3
Na;Mo00O,4.2H,0 0,24
CoCl,.6H,0 0,24
NiCl,.6H,0 0,024
CaCl,.2H,0 294
MgSO4.7H,0 247
MnS0O4.4H,0 11,2
ZnS04.7H,0 7,2
CuS0,4.5H,0 0,16
FeS0O,4.7H,0O 27,80
Na,EDTA 37,30
NH4CI 535




Anexo 3 — Composicao das Vitaminas KM (Kao & Michayluk, 1975)
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Componentes mg. L™

Tiamina 1

Acido pantoténico 1

Colina Cl 1

Acido ascorbico 2

Acido nicotinico 1

Piridoxina 1
Acido folico 0,4
Riboflavina 0,2
Acido aminobenzoico 0,02
Vitamina B12 0,02
Biotina 0,01
Vitamina A - retinol 0,01
Vitamina D3 - cholecalciferol 0,01

Inositol

100




