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RESUMO

O dendezeiro é cultivado, principalmente, na regidde do pais. Tem grande
importancia econémica, devido a alta producdo @®,6fjue é aplicado em
varias éareas da indastria alimenticia, cosméticarmdcéutica e de
biocombustiveis. Porém, a expansao do cultivo dalelzeiro é limitada pela
caracteristicamorfoanatomica da espécie, que temmamstema apical. As
técnicas biotecnolégicas, como a cultura de teciddagransformacéo genética,
podem auxiliar no fornecimento de mudas e na exgada cultura para outras
regibes do Brasil. Este trabalho foi realizado conobjetivo de estudar a
embriogénese somatica e obter um protocolo deftranacdo genética via
Agrobacterium rhizogenespara dendezeiro.O processo de embriogénese
somatica foi avaliado por parametros anatdmicoffraestruturais. As plantas
regeneradas foram testadas quanto ao enraizamemioos reguladores de
crescimento AlA (acido indol acético) e o AIB (aeithdol butirico). As plantas
regeneradas vitro via embriogénese somatica foram analisadas quanto
estabilidade genética, por meio de citometria deofl Para obter um protocolo
de transformacéo genética, as plantas oriundaseitacaom vitro aos 120
dias foram colocadas em contato comAgrobacterium rhizogenesepa
MSU440 contendo o plasmidgagEZR (H)-LN, que tem o gegé. Foram
avaliados dois métodos de infeccdo, corte na basdilieacdo a vacuoOs
resultados do estudo da embriogénese somatica daam@m que os calos com
coloracdo bege apresentaram caracteristicas erébitag e foram
multiplicados em meio de cultura MM até o oitavosmé mantiveram as
caracteristicas embriogénicas.Depoisdesse perfedifies ndo embriogénicas
comegaram a se desenvolver. Foi possivel desemverbribes somaticos no
meio de cultura MCB e no meio de cultivo MG foratvservados os estadios
embriogénicos, a germinacdo dos embries somadgcqsosteriormente, as
plantas enraizadas vitro,no meio de cultura MG, foram aclimatizadas com
sucesso. O regulador de crescimento AIB, na coragd de 15 uM,
proporcionou maior porcentagem de enraizamento Y874 andlise da
estabilidade genética das plantas de dendezeirgitanetria de fluxo,
demonstrou um aumento de 0,2 pg de DNA em 35 dgdleblas obtida®n
vitro via embriogénese somatica. O método de infiltragddacuo foi eficiente
na transformacéo genética das raizes das plarités),(¢m relacdo ao método
de infeccédo por corte na base.

Palavras-chave: Dendé. Cultura de Tecidos. EmhmEgg somatica.
Enraizamento. Variacdo somaclonal. GgfgAgrobacterium rhizogenes



ABSTRACT

Oil palm is grown mainly in the Brazil northern reg and has great economic
importance due to high production of oil per fruithich is applied in food
industry, cosmetic, pharmaceutical and biofuelsweher, oil palm cultivation
expansion is limited by morphological and anatoiitaracteristic, has only an
apical meristem. Biotechnological techniques, saglissue culture and genetic
transformation can provide seedlings and cultugaesgion to other regions of
Brazil. The aim of this work was to study the samambryogenesis and
develop &Agrobacterium rhizogengsnetic transformation protocol for oil
palm. Somatic embryogenesis process was analyzedargtomical and
ultrastructural parameters. The regenerated plami® rooted with growth
regulators IAA (indole acetic acid) and IBA (indoleutyric acid). Plants
regenerated via somatic embryogenésis/itro were analyzed for genetic
stability by flow cytometry. For genetic transfortio protocol, plants
germinatedn vitro, 120 days old, were placed in contact with
the Agrobacterium rhizogenedrain MSU440containing pEZR (H)-LN plasmid
with gfp gene. Two infection methods were evaluated, bageand vacuum
infiltration. Calluses with beige color showed egdmenic characteristics and
were multiplied in MM culture medium until the ethhmonth and maintained
the embryogenic characteristics. After this pericdlluses developed no
embryogenic regions. In culture medium MCB was jiideg0 develop somatic
embryos and in culture medium MG was observed eogamnic stages, somatic
embryos germination. Subsequently, seedlings wastedin vitro, using MG
culture medium and successfully acclimatized. Ghowggulator IBA, at a
concentration of 15 uM, showed higher percentageoofing (87%). Genetic
stability analysis of oil palm plants by flow cytetny showed an increase of 0.2
pg of DNA in 35 of 50 plants growin vitro. vacuum infiltration method was
effective in plant roots genetic transformation %®)lcompared with infection
cutting method.

Palavras-chave: Oil palm. Tissue Culture.Somaticorgogenesis. Rooting.
somaclona variatiorgfp gene Agrobacterium rhizogenes.
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PRIMEIRA PARTE

Introducéo Geral



1. INTRODUCAO

O dendezeiro € uma palmeira oleoginosa, monodétilea, perene e de
longo ciclo de vida (MORCILLO et al., 2007). E deugde interesse econémico,
devido a alta producdo de 6leo por seus frutost@no de 6.000 t/hectare
(ANUARIO, 2014). O 6leo do dendezeiro é utilizadoindUstria alimenticia, de
cosméticos, farmacéutica e na producao de biocdfbiss(BOARI, 2008).

O Brasil é um pais potencial para o cultivo de égeio, devido a sua
grande extensédo territorial, porém, a disponibil@lade mudas para os
agricultores ndo atende a demanda em escala cainekcipropagacdo por
métodos convencionais, como a estaquia, é imptsiai pelo fato de possuir
apenas um meristema e, dessa forma, é propagadaiexmente por meio da
germinagcdo de sementes. A propagacdo seminal taralpgnejudicada devido
ao longo tempo requerido para a germinacdo (apemdamente trés anos) e a
baixa germinacédo, que é de apenas 30% dos loteadem(LUIS; BEZERRA;
SCHERWINSKI-PEREIRA, 2010; MANEHONON et al., 2009).

Além de todos os problemas enfrentados para a géiodde mudas, o
cultivo em todo pais é prejudicado, pois as plant@&s se adaptam bem as
diferentes condicdes climaticas existentes nos dibnasileiros. O cultivo do
dendezeiro se concentra nos estados do Pard, 8a&meazonas, devido ao solo
umido e as altas temperaturas, favoraveis ao delsamento desta espécie
(CLEMENT et al., 2005). Quando cultivado em difdeanclimas, o dendezeiro
pode ter uma reducdo no rendimento e, consequemnttenaimento no custo de
producdo (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUAR-
EMBRAPA, 2013).

A fim de aumentar a produgcdo de mudas, a embriegésematica é

uma opcdo para as palmaceas, por produzir clonedasga escala, em



condicbes assepticas e em espaco fisico reduziddERBA; TORRES;
TEXEIRA, 1998).

A embriogénese somatica € o processo pelo qualaséhaploides ou
somaticas, que se desdiferenciam e se multipliggamsando pelos estadios
embriogénicos, globular, cordiforme, torpedo eledtinar, originam uma planta
sem que ocorraa fusdo de gametas. Existem duas paes induzir a
embriogénese somaética, que séo a direta e a mdiaeiltima diferencia-se pela
fase intermediaria de calos que, posteriormeniginam embrifes sométicos
(ZIMMERMANN, 2010).

Na embriogénese somatica indireta, as andlise@suaifpicas dos calos
sdo de fundamental importancia para verificar dargsticas que permitem a
distingdo entre os calos embriogénicos e os néAciegénicos (PADUA et al.,
2013). A avaliacdo das células é importante tamté@rante o desenvolvimento
dos embrides, permitindo verificar a formacgédo dexidos procambio,
meristema fundamental e protoderme, e possiveisratidades nos embriGes
sométicos (FILLIPI; APPEZATO-DA-GLORIA; RODRIGUEZ, 2001;
MOURA; MOTOIKE, 2009).

ApGs a obtencdo e a regeneracdo dos embridesisosmaiutra etapa
relevante para o cultivan vitro das espécies lenhosas é o enraizamento,
pois,devido a recalcitrancia, estas espécies apesse dificuldades no
enraizament@x vitrg prejudicando a taxa de sobrevivéncia das plahieante
a aclimatizacdo (FORD et al., 2001;0NO; RODRIGUES6; PADUA et al.,
2014). Dessa forma, o desenvolvimento do sistemiguiar em condi¢coem
vitropode favorecer a sobrevivénciae a aclimatizacd@idamas. Os principais
fatores que influenciam a rizogénese sao o genétipaiso de reguladores de
crescimento, principalmente de auxinas (ROCHA .e2aD8).

Para garantir a seguranca dos processos de pgdpaigavitro, as

andlises genéticas sao importantes, pois, at§pa deenraizamento, as plantas
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obtidasin vitro passam por inimeros subcultivos e meios de cuttoima altas
concentracbes de reguladores de crescimento, qdenpdnduzir alteracbes
genéticas, ou seja, variacdes somaclonais (BAIRREMU; STADEN, 2011;
NOGUEIRA, 2014). As analises moleculares, comotanetria de fluxo e os
marcadores moleculares, podem auxiliar nessa arélselecdo (SINGH et al.,
2012; SRISAWATI; THIPNETR; MAKNOI, 2012).

Outra técnica biotecnolégica que vem sendo ampitenestudada e
pode ser combinada com os avan¢os das técnicasopagpgéddn vitro é a
transformacéo genética de plantas que, no cas@mitedeiro, pode permitir a
obtencdo de plantas mais resistentes a fatoreticai@ cultivaveis em locais
de clima atipico, favorecendo a ampliacdo das ditag agricolas para a
espécie.

A técnica de transformacdo genética tem como t&fstica principal a
insercdo apenas do gene de interesse na planttD@S# al., 1996; ZHAO et
al.,, 1998), mas, para o dendezeiro, provavelmeatédd as dificuldades de
regeneracdan vitro, existem poucos relatos de plantas transformadas n
literatura.Portanto,s@o necessarios estudos gam\asotimizacéo de protocolos
de regeneracda vitro e de transformacao genética.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de @mtua embriogénese
somatica do dendezeiro e obter um protocolo desfmamacdo genética

utilizando aAgrobacterium rhizogenes.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais do dendezeiro

O dendezeiro é uma palmeira monocotiledénea, manoieoginosa e
que temlongo ciclo de vida produtivo, de, aproxiaradnte,25 anos
(MORCILLO et al., 2007).
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O grande interesse por esta espécie se deve pradtacio de éleo em
seus frutos, em torno de 6.000 toneladas de 6lechectare, enquanto as
espécies mais cultivadas, como a soja, produzemtdi@€ladas de 6leo por
hectare (ANUARIO..., 2014).

Dois tipos de 6leo sdo produzidos pelo dendezeirdleo da polpa,
conhecido como azeite de dendé, extraido da patpfrudo e o 6leo de |,
extraido da améndoa, com rendimentos de 22% eedfigectivamente (BOARI,
2008; KONAN et al., 2005). O 6leo do dendezeirarplamente utilizado nas
diferentes areas da industria alimenticia, coswstidarmacéutica e para a
producdo de biocombustiveis. O 6leo da polpa é&zadib na fabricacdo de
margarinas, biscoitos, massas, tortas e na proddedsiocombustiveis. Ja o
Oleo de palmiste é aplicado na industria farmac&ugé na de cosméticos
(BOARI, 2008; GHANSSAN et al., 2003; KONAN et &005).

Atualmente, os maiores produtores de dendezeioo Isdonésia e
Malasia. Enquanto o Brasil encontra-se na 152 fosigesse ‘“ranking”
(EMBRAPA, 2013; FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION © THE
UNITED NATIONS - FAO, 2012; RAMALHO FILHO et al.,@0) e a sua
producao restringe-se ao sul da Bahia, Amazoniaddtal e Para (BIONDI;
MONTEIRO; GLASS, 2008).

O Brasil € um pais potencial para o cultivo dedéeriro, podendo subir
de posicdo nessa escala por ter grande extensétori@r para plantio
(EMBRAPA, 2013). Mas, os produtores de dendezeampetram dificuldades
para ampliar o plantio, devido ao baixo fornecimet mudas. O dendezeiro
tem apenas um meristema apical, 0 que impede arepagacao por meio de
estacas, sendo a propagacéo realizada por meieriéngcdo de sementes, que
€ lenta, podendo levar até trés anos e baixo, af3% das sementes germinam
(LUIS; BEZERRA; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2010; MARTINE! al., 2009).
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Outro problema observado é que as cultivares coaerndo se
adaptamas diferentes condi¢8es climaticas existerde biomas brasileiros e,
em situacdes de estresse hidrico, podehaver urngaedie peso médio dos
cachos, do tamanho e da emissdo de novas follés, dd aumento da razéo
sexual masculina, abortamento de inflorescénciag del3 meses de idade e
reducdode produtividade de até 20% para cada 10@enocorréncia de déficit
hidrico (EMBRAPA, 2013; GOMES JUNIOR;BARRA, 2010).

2.2.2 Embriogénese somatica em dendezeiro

A embriogénese somatica, também denominada de ticlaerou
assexual, é o processo pelo qual células haploidesmaticas desenvolvem-se
sem a fuséo de gametas, dando origem a uma pEMMERMANN, 2010).

Os embrides somaticos podem se originar por daessdé regeneracgéo,
a direta e a indireta. A embriogénese somaticdadaensiste na formacgédo dos
embries somaticos diretamente dos explantes, séomnsacdo de estagios
intermediarios de calos. Por outro lado, na emBriege somatica indireta
ocorre a formacéo de calos (ZIMMERMANN, 2010).

Os calos sdo massas de células desorganizadaseqoailigplicam
desordenadamente, podendo se diferenciar em teoidasrgdos e que tém
capacidade de responder aoestresse,que pode seiwapsr substancias
guimicas ou condi¢cdes fisicas(ZIMMERMANNN, 2010)ifdbentes tipos de
calos podem ser induzidos no meio de cultivo, @eelies o calo embriogénico,
que origina, em sua superficie, pequenos embriG@aaticos que se
individualizam e s&o capazes de regenerar plastapletas (ANGELO et al.,
20009).

Esses calos podem ser previamente identificadafimidbs, por meio

de andlises microscépicas das caracteristicasadecsiulas.
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A embriogénese somética vem sendo amplamente dsatuém
dendezeiro, porém, os autores relatam o longo tedepcultivoin vitro(11-13
meses),para obter plantas (CHEHMALEE;TE-CHATO, 2808/A; LUIS;
SCHERWINSKI-PEREIRA, 2012). Durante a fase induc@ie calos
embriogénicos, as auxinas picloram e 2,4-D séo ais witadas (BALZON;
LUIS; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2013;SILVA; LUIS; SCHERINSKI-
PEREIRA, 2012).

A identificacdo dos calos embriogénicos visualmemteontra algumas
dificuldades, por eles serem caracteristicos da esgpécie e apresentarem-se
heterogéneos em algumas espécies como o dend€paitm.exemplo cita-se o
calo embriogénico do cafeeiro, que €, geralimemteyelo e friavel, enquanto os
calos embriogénicos de palmeiras sdo bege e ned(P&DUA et al., 2013;
SILVA; LUIS; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2012).

2.2.1 Analises citoldgicas e histologicas

As andlises citoldgicas dos calos permitem infesir potencial
embriogénico, diferenciar os calos embriogénicos dao embriogénicos e
compreender o desenvolvimento e a morfogénese ddass c(FILLIPI,
APPEZATO-DA-GLORIA; RODRIGUEZ, 2001; PADUA et aR013).

Por meio de testes citoquimicos, utilizando-se rdess como, por
exemplo, o azul de toluidina, é possivel visualz@acteristicas embriogénicas
nas células dos calos, como células pequenasamétticas, com nuicleo grande
e aglomerados celulares. Corantes como o lugol ifmobservar a presenca
de grdos de amido, que fornecem energia para adiore o desenvolvimento
do embrido somatico (MARTIN et al., 2000;MOURA &t 2008).

Durante a indu¢do do embrido somético é possifeslediciar, por meio

das andlises microscopicas, as estruturas formadasicesso de regeneracao,
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(organogenese direta ou indireta, embriogénestaditeindireta) e caracterizar

os estadios embriogénicos globular, cordiformepedo e cotiledonar. Ja no
processo de regeneraciiovitropode-se observar a presen¢a ou a auséncia de
sincronia dos embrides somaticos e a identificat@idalhas na formacédo do
embrido somatico, a fim de prevenir a obtencaoladetgs anormais (FILLIPI;
APPEZATO-DA-GLORIA; RODRIGUEZ, 2001; NOGUEIRA et.aR007).

2.2.2 Enraizamentoin vitro

Apés a regeneracdo completa do embrido, alguma&siespnecessitam
ser enraizadais vitro, com a introducéo de reguladores de crescimentogio
de cultivo. Essa necessidade é citada, principdabmgrara espécies lenhosas,
como o dendezeiro (ABUL-SOAD; JATOI, 2014; PADUA edl.,
2014;THUZAR et al., 2011), sendo uma etapa imptetpara o sucesso durante
a fase de aclimatizacéo das plantas (PADUA e2@l14).

A rizogénese de plantas micropropagadas é um gsocde grande
complexidade que envolve fatores enddgenos e exéggue ainda ndo estédo
completamente elucidados (SOUZA; PEREIRA, 2007).

As espécies lenhosas tém maiores dificuldadesesendolvimento do
sistema radicular em relagdo as plantas herbdEstesfato esta relacionado ao
fito-hormdnio enddgeno envolvido com a rizogénesdlA, que,nas espécies
lenhosas,pode ser metabolizado rapidamente no dpiagaule, local onde é
produzido, resultando em baixa concentracdo de Wle, capaz de ser
transportado para a base da planta onde as razéssenvolvem. Ainda, as
células da base das plantas lenhosas podem estas sEnsiveis as auxinas, ou
menos competentes para essa rediferenciacdo (FORDal.e 2001;
ONO;RODRIGUES, 1996).
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Durante o cultivoin vitro, dentre os principais fatores que podem
influenciar na rizogénese, estdo as condicdes mhindisidade e substancias
presentes no meio de cultivo, como, por exempldyaidratos, sais minerais,
carvao ativado, compostos fendlicos, poliaminasgeiladores de crescimento,
gue sao utilizados para aumentar a formacédo desrdCURTI; REINIGER,
2014; SOUZA; PEREIRA, 2007) e, conseqguentementejeatar a taxa de
sobrevivéncia das plantas durante a aclimatizsRAD(A et al., 2014).

Os reguladores de crescimento sintéticos maidastaa literatura para
0 enraizamenti vitro de palmeiras pertencem a classe das auxinasl&3fo e
acido indolacético (AlIA) e o acido indolbutirico 18y (RADMANN;
FACHINELLO; PETERS, 2002).

Diversas palmeiras, como a tamareira (ABUL-SOABTOI, 2014)
garirobeira (MELO et al., 2001)e o dendezeiro (PADEt al., 2014), foram
estudadas, a fim de aumentar a taxa de sobrevavéaciase de aclimatizacao,
induzindo a formacéo de raizissvitro com a aplicacdo desses reguladores de
crescimento. Esses autores constataram a necessldadnraizamento prévio

para o sucesso, durante a fase de aclimatizacao.

2.2.3 Variacao somaclonal

A variacdo somaclonal é definida como qualquerrajéo genética e
epigenética detectada nas plantas obtidas poweiitivitro, independente da
rota morfogética ou do explante utilizado (LARKISICOWCROFT, 1981).

A mé formacdo dos embrides sométicos e das platidasin vitro
pode ser decorrente das altas concentra¢gfes ddaderes de crescimento e/ou
do namero e da duracdo dos subcultivos (BAIRU; ARENSTADEN, 2011),
mastambém podendo ser causada por fatores inmisec extrinsecos
relacionados ao cultivim vitro (SUPRASANNA et al., 2010).
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Estas variacdes podem ocorrer em ambito morfadddiisioldgico,
bioguimico e genético. Dentre elas, a variacao ohigica é a mais facilmente
observada por meio de parametros como estaturdologia foliar, diametro e
pigmentagdo, entre outros aspectos particularessgacie (HUANG et al.,
2012).

No entanto, esses parametros morfoldgicos ndo §igentes na
identificac@o intraespecifica, pois estas plantpsesentam caracteristicas
morfolégicas semelhantes durante a fase vegetat{@ATHISH;
MOHANKUMAR, 2007;SRISAWATI; THIPNETR; MAKNOI, 2012As
analises moleculares, como a técnica de citoméérifluxo,podem auxiliar na
identificacdo precoce de alteracBes genéticas.

A citometria de fluxo tem sido amplamente utilizadevido a sua alta
precisdo e rapidez de andlise na estimativa datijade de DNA das plantas
(BAIRU; AREMU;STADEN, 2011), também para o estude dariacbes
somaclonais em diferentes espécies, como milho [Tkt al., 2013), cana-
de-acucar (NOGUEIRA et al., 2014) e dendezeiro 83RVAT; THIPNETR;
MAKNOI, 2012).

Para o dendezeiro, a andlise precoce do contetid@Né\ é de grande
importancia, pois existe uma variacdo caractesistia espécie denominada
“mantled”, que € caracterizada pela modificacdo diases, causando
esterilidade, o que prejudica a producdoe s6 sdéfesta visivelmente a partir
dos seis anos de idade das plantas (RIVAL, 2000).

Em dendezeiro, a citometria de fluxo também fidizada para avaliar a
quantidade de DNA em cultivin vitro de calos, suspensdes celulares e
plantulas (MADON, 2012) e para a classificacdo déivares (SRISAWATI;
THIPNETR; MAKNOI, 2012).
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2.3 Transformacéo genética

A transformacao genética se destaca dentre asdéate melhoramento
genético por inserir apenas 0 gene de interesseagseecessidade de alterar ou
interferir em vias metabdlicas ndo alvo, além dkizé o tempo de obtencao da
planta com a caracteristica de interesse (ISHIDAlgt1996; ZHAO et al.,
1998).

No caso do dendenzeiro, por meio da transformgeé@ética podem-se
obter mudas com maior produtividade em 06leo, &stsa a pragas e doencas,
reducdo de porte, adaptacdo aos ambientes de éwpdascultura e também
para o desenvolvimento de cultivares com caratitaésde 6leo diversificadas
para atender a diferentes finalidades (relacace extidos graxos saturados e
insaturados, contetido de carotenoides e menorza¢ldRUG et al., 2013).

Dentre as técnicas de transformacéo genéticacdestse a via direta,
em gue o gene € inserido diretamente no explaatei@ indireta, que necessita
de um vetor, a bactériggrobacteriumpara a insercéo do gene de interesse.

2.3.1 Transformacao genética mediada pokgrobacterium

A transformacgdo genética por meio Agrobacteriumé um método
indireto, por necessitar da bactéria para a treérsfeéa do gene de interesse para
a planta. A Agrobacterium é encontrada naturalmente nos solos e causa
patologias em plantas, devido aos seus mecanisenas&b em transferir parte
do seu DNA para as plantas.

No processo de transformacao indireto duas espéeikgrobacterium
sdo mais utilizadas: Agrobacterium tumefaciengue se caracteriza por formar
a chamada galha da coroa nas plantas, geralmdi#adat na transformacao de
calos, suspenséo celular e folhasfe ehizogenesque proporciona uma raiz em

forma de cabeleira, utilizada quando os objetidmsastransformacao de raizes e
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a obtencéo de plantas quiméricas (BRASILEIRO; LAGGR2000; IZAWATI
et al., 2012; MASLI et al., 2009).

Esta técnica se torna vantajosa na insercdo de emormmimero de
cépias e uma maior estabilidade do genoma,e aragi&dg em regides ativas da
transcricdo do cromossoma, 0 que pode ndo occefas pias diretas, como a
biobalistica (MARIASHIBU et al., 2013).

2.3.2 Transformacéo vidgrobacterium rhizogenes

A Agrobacterium rhizogeneg¢ amplamente estudada quanto a sua
viruléncia, ou seja, sua capacidade de infectglatas. Essa viruléncia pode
variar de acordo com a introducdo de compostodif®sdéno meio de cultivo,
método de infeccdo da planta com a bactéria, esgégplanta em estudo e com
a cepa utilizada. As cepas Arqua-1 e K599 séo dereilas de baixa viruléncia
e, consequentemente, geram um numero reduziddzgs teansformadas, sendo
classificadas de crescimento e morfologia compisasedas raizes normais. Ja
as cepas MSU440 e R1000 sao, geralmente, considedadmaior viruléncia e
podem apresentar estrutura de raiz em cabeleiraescimento anormal
(COLLIER et al., 2005; QUANDT; PUHLER; BROER, 1993)

Muitos autores utilizam &. rhizogenespara otimizar protocolos de
transformacéo devido ao menor tempo gasto e a lisidgagle no processo de
transformacdo e regeneracdo, em relagiiot@mefacienalém de possibilitar
verificar a insercdo de genes, estudar a expreks#ene, técnicas baseadas em
RNAIi e para a analisar a funcdo e o potencial demptores (BOISSON-
DERNIER et al., 2001; RON et al., 2014).

2.3.3 Fatores que influenciam a eficiéncia da traf@rmacao via
Agrobacterium
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Existem varios fatores que podem afetar a eficéédei transformacgéo
genética viaAgrobacterium(DUTT; GROSSER, 2009). Dentre eles podem-se
citar a escolha da cepa bacteriana, 0 método decid da planta pela bactéria,
0 uso de compostos fendlicos, a idade do explastesondicdes de cocultivo
(tempo e temperatura) e a densidade Optica (Ojadeéria (AKRAMIAN et
al., 2008; MARIASHIBU et al., 2013; RIBAS et alQP1).

A introducdo de compostos fendlicos no meio deivzulé vantajosa
principalmente para as espécies de monocotiledfreano o dendezeiro.
Alguns autores sugerem que os tecidos das morexftitas sdo incapazes de
produzir compostos fendlicos ou os produzem emigimeuficientes para atrair
a Agrobacterium (SMITH; HOOD, 1995).Nesse caso, a infeccdo pode ser
induzida adicionando-se alguns compostos fenéticasieio de cultivo.

As moléculas dos compostos fendlicos mais conhecigao as
acetoseringonas ou a hidroxi-acetoseringonas, ahadce derivados do acido
cinamico (STACHEL et al, 1985). Os compostos fmed, como
acetoseringona e alfa-hidroxiacetoseringona, atigangenewir, responsaveis
pela transferéncia do T-DNA dA. rhizogenespara as células feridas do
hospedeiro (SMITH; HOOD, 1995).

O uso da acetoseringona no meio de cultivo detgdade tabaco
proporcionou um aumento de quatro vezes na eficiéda transformacao
utilizando A. rhizogenegKUMAR et al., 2006. Em Citrus, notou-se que a
introducdo de 100 puM de acetoseringona no meio uéva favoreceu a
transformacao utilizando tumefaciens(DUTT; GROSSER, 2009). Em
sementes de “Hamlin” sweet Orange, 200 uM de aestmona
proporcionaram maior niumero de plantas transform@d&NDES et al., 2002).

Além da acetoseringona, outros fatores associadaseio de cultivo
podem influenciar o processo de transformacdo menéd transformacéo de

suspensdes celulares de dendezeiro, 0 meio deocatrescido de 6% de
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sacarose foi associadoa biobalistica para aumemficiéncia da transformacao
via A. tumefaciensem quese observou aumento de 0,7% de eficiéncia,
associando-se todos esses parametros (MASLI eR@0D9). Esses métodos
também foram utilizados para aumentar a virulér@aA. tumefaciensna
transformacdo de calos embriogénicos de dended@fWATI et al., 2012).

Os trabalhos com dendezeiro estdo em fase de ati@zde protocolos, em que
métodos de transformacdo e diferentes fontes déargep estdo sendo
avaliados. Em embrides dElaeis oleiferaa transformacdo por meio da
biobalistica gerou uma eficiéncia de 9%, confirmpdaPCR (BHORE; SHAH,
2012).

O método de infeccéo degrobacteriumtambém é uma etapa de grande
importancia para a otimizacdo do processo de tansitdo de plantas. Em
soja, a eficiéncia da transformacao foi aumentadizando-se a infiltracdo a
vacuo (MARIASHIBU et al.,, 2013). O método a vacambém favoreceu a
transformacdo de embribes de cafeeiro (CANCHE-MQQale 2006) e a
transformacdo de brotagbes (MENDONCA, 2012) e calesEucalyptus
urophyllaBALIEIRO, 2013).

Diferentes fontes de explantes de dendezeiro infilacam a
porcentagem de transformacao, verificando-se ques capresentaram uma
maior taxa de eventos transgénicos (78%-100%) déagde as folhas (10%-
32%) pela expressao do genes(ISMAIL et al., 2010).

Os trabalhos de transformacéo genética em dendedsam diferentes
objetivos. Podem-se citar como exemplos a introalulgigenes que interferem
na via metabdlica, como o gene da proteina palnrtibgisterase, um dos
principais genes envolvidos na biossintese plastiltis acidos graxos por meio
da biobalistica (BHORE;SHAH, 2012), a producdo deplAsticos com a
introducdo do gene da biossintese do poli-hidrai#éto (ISMAIL et al., 2010)

e 0 aumentodo teor de oleato (YUNUS; KADIR, 2008).
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Na literatura ndo foram encontrados relatos de alhals de

transformacao genética comharhizogenegm dendezeiro.

2.3.4 Gene reporter

Os genes reporteres mais utilizados s&u®(B-glucoronidase) gfp
(green fluorescent protéin O genegus foi isolado daEscherichia coli
identificado por métodos histoquimicos que destroemtecido, sendo
desvantajos para o processo (TORRES et al., 1999).

A proteinagreen fluorescent proteirGFP, € uma macromolécula que,
guando irradiada com luz azul ou UV, produz umarisa fluorescéncia verde e
tem a vantagem de ndo existir naturalmente em gdanfacilitando a
identificacdo (CHALIFE et al., 1994). A maior vagén da utilizacdo do gene
gfp sobre outros genes repoérteres é que nao precisaateres para fluorescer,
podendo, assim, ser visualizado em células vivas) destruir o material
biologico (NIEDZ; SUSSMAN; SATERLEE, 1995).

A utilizacdo da proteina GFP vem sendo amplameptieada nas
técnicas biotecnoldgicas, podendo atuar como ure geporter conveniente e
sensivel para a visualizacdo da regulacdo géni¢eanaducdo de sinal e a
localizacdo subcelular das proteinas quiméricasé@mias vivas (CHIU et al.,
1996; VIVIANI;BECHARA, 2008).

As proteinas fluorescentes, como a GFP, permiteompanhar o
deslocamento e a atividade destes nas células, weado marcadores efetivos
nos processo de transformacdo genética (LIPPINCESTCHWARTZ;
PATTERSON, 2003; STEWART, 2005).

A introducdo do genegfp permitiu o monitoramento durante o

desenvolvimento das plantas de pessegueiro. Oseautbservaram elevados
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niveis de expresséo da proteina GFP, mantidosgumda geracdo das plantas
transgénicas (PADILLA et al., 2006).

Em calos embriogénicos obtidos de embrides zigséti® plantas de
alamo, transformados com o geagfp, observaram-se pontos fluorescentes fortes
com confirmacgdo da transgenia posteriormente p&. Ptem disso, o uso do
genegfp permitiu acompanhar o desenvolvimento dos calds dias apos o
processo de transformacéo até a regeneracdo es@nweato das plantas (LI;
QU, 2010).

A possibilidade de facilitar o processo de triagata plantas
transgénicas com o uso de proteinas fluorescertes; o GFP, é de grande
valia, partindo-se do principio de essa ser um@idadacil, rapida e de menor
custo em relacdo a PCR. Essa técnica foi aplicada sucesso em plantas
transgénicas de tabaco, nas quais se visualizeprassado da proteina GFP e,
posteriormente, a confirmacdo por PCR das plam@ssformadas (OVEN,;
LUTHAR, 2013).
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CONSIDERACOESGERAIS

Devido a importancia econémica do 6leo de dendezeiao fato de a
producdo comercial de mudas de dendezeiro ndoeatandemanda mundial, é
necessaria a busca por técnicas que maximizenpexsacado e que ampliem os
limites territoriais para o seu plantio.

Dessa forma, a aplicacdo de técnicas biotecha@égic fundamental,
devido aos fatores limitantes da propagacédo comweslcdo dendezeiro,como a
dorméncia de suas sementes em campo e a porcenw@gegerminacao
relativamente baixa e demorada, sendo necessddoséa anos para que a
germinagéao ocorra.

Neste contexto, o acompanhamento da embriogésmsetica e a
verificacdo das plantas obtidas por meio desseepsocpodem fornecer mudas
com alto potencial para plantio e comercializacao.

Outra técnica que pode favorecer a ampliacdo lio@wdo dendezeiroé
a transformacdo genética, por meio da qual se podetar plantas mais
resistentes aos estresses hiéticos e abioticosmP@rimeiro, é necessario obter
um protocolo eficiente para a transformacao geméfiois os trabalhos com

Agrobacterium rizhogenesido escassos e a obtencdo de plantas de dendezeiro

por meio de técnicas de cultura de tecidos, cormnrmdcdo de calos, ainda
necessita de estudos, a fim de se otimizar o psoces
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ARTIGO 1

CARACTERIZACAO MORFO-ANATOMICA DA
EMBRIOGENESE SOMATICA EM DENDEZEIRO HIiBRIDO
TENERA

RESUMO

O dendezeiro é uma monocotiledénea, oleaginosangemonoica e de
longo ciclo de vida. Esta espécie encontra difiedés na propagacéo
em larga escala por ter uminico meristema apicatalde e, dessa
forma, sua propagacdo é realizada principalmenie germinacédo de
sementes, demandando longo tempo para a produsamutias. Uma
alternativa para a producdo de mudas em largaaeécalembriogénese
somatica indireta. Com a finalidade de entender mcgsso
embriogénico e desenvolver um protocolo eficierderehjeneracdo de
plantas, andlises citoquimicas e ultraestruturaissfe grande
importancia. Este trabalho foi realizado com o tjede analisar o
processo de embriogénese somatica em dendeigdaeiq guineensis
Jacq.) hibrido Tenera. Os calos foram induzidosreio de cultura MS
suplementado com a auxina picloram e multiplicadas meio de
cultura MM composto de MS meia forca, contendo exguladores de
crescimento 2,4-D, 2iP, AIB suplementado de acicitrico, malte e
caseina. Para avaliar conversdo dos calos em erapmdtes foram
cultivados em dois meios de cultura, denominado®&MG/CB, ambos
compostos de meio de cultura MS meia forga, supléade com os
reguladores de crescimento BAP, ANA e suplementzaim malte,
caseina e inositol, sendo o meio de cultura MCBesupntado com as
vitaminastiamina,piridoxina,acidonicotinico e gtiai Agerminacéo das
plantas foi conduzida em meio de cultura MG, conpale MS meia
forca AIA, BAP, inositol e as vitaminas tiamina,rigoxina, &cido
nicotinico e glicina. Posteriormente, as plantd@am transplantadas
para tubos de polietileno contendo substrato deacak pinus e
aclimatizadas em casa de vegetacdo com umidademperatura
controlada. ApdGs a aclimatizacéo, as plantas fdemadas para viveiro.
Durante o desenvolvimento dos calos e dos embgéesticos foram
realizadas analises citoquimicas, histoquimicadtraestruturais. No
meio de inducgdo de calos obtiveram-se dois tipasaties caracterizados
pela coloracdo em bege e translicida. Os calossliddos nao
apresentaram caracteristicas embriogénicas. Os belge obtidos em
meio suplementado com picloram 10 e 50 rig.hpresentaram
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caracteristicas embriogénicas e foram multiplicados sucesso em
meio de cultura MM.Porém, a partir do oitavo mésgiGes nao
embriogénicas comegaram a se desenvolver. O meiolea MCB foi
melhor para a conversao dos calos em embrides;,vabs®-se o inicio
da formacédo do embrido. No meio de cultivo MR fosgivel observar
os estadios embriogénicos e a posterior germinai@®o embrifes
somaticos. A aclimatizacdo das plantas que apksant raiz foi
realizada com 97% de sobrevivéncia.

Palavras-chaveElaeis guineense<ultura de Tecidos. Calos. Estadios
embriogénicos. Analise anatdmica e ultraestrutural.



39

ABSTRACT

Oil palm is a monocot, perennial, monoecious, eiliseand of long life cycle.
Large-scale propagation of this species is difficlile to a single stem apical
meristem and thus their propagation is mainly bgdsgermination, demanding
long time plant production. Indirect somatic emlygnesis is an alternative to
seedlings large-scale production. Cytochemical @trdstructural analysis are
of great importance to understand the embryogenicgss and develop an
efficient protocol for plant regeneration. The afithis study was to analyze the
somatic embryogenesis process in oil palha¢is guineensislacq.) Hybrid
Tenera. Callus was induced on MS medium supplerdenith auxin and
picloram and multiplied in MM culture medium compdsof 1/2 MS medium,
growth regulators 2,4-D, 2iP, IBA and supplementith citric acid, malt,
casein. To evaluate callus embryos conversion weegl two cultured media:
MCA and MCB containing %2 MS medium, growth regutat8 AP, NAA and
supplemented with malt, casein and inositol. MCBIltwa medium
supplemented with thiamine, pyridoxine, nicotinicica and glycine. Plants
germination were conducted in MG culture medium posed Y2 MS, BAP,
inositol and vitamins thiamine, pyridoxine, nicatiracid and glycine. Seedlings
were transplanted into polyethylene tubes contgimpime bark substrate and
acclimatized in a greenhouse with humidity and terafure control. After
acclimatization plants were taken to the nursenyig callus development and
somatic embryos were carried out cytochemical, obistmical and
ultrastructural analysis. In callus culture meddiumduction was obtained two
callus types characterized by beige and transluceidr that showed no
embryogenic characteristics. On the other handjebedllus, obtained in culture
medium supplemented with Picloram 10 and 50 mghowed embryogenic
characteristics and were successfully grown inucalimedium MM, but from
the eighth month not embryogenic regions began eteeldp. MCB culture
medium was better for embryos callus conversiorichvivas observed embryo
formation. In MR culture medium was possible toelye embryogenic stages,
and subsequent somatic embryos germination. Alltedboplants were
successfully acclimatized.
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1 INTRODUCAO

by

Uma alternativa para produzir mudas de dendezeire atenda a
demanda dos produtores é a embriogénese somatigzeilfiMet al., 2007). Este
processo ocorre sem a fusdo de gametas, denonsisseeual ou adventicia, em
gue se desenvolvem embriGes sométicos a partiréldas sométicas ou
haploides, semelhantes aos embribes zigéticos#a, fforma-se uma planta
completa. Esta técnica permite propagar clonesaega lescala, em tempo e em
espaco reduzidos e com boas condicdes fitossasit@immermann, 2010).

Os embrides somaticos podem ser originados por digs de
regeneracdo: a direta e a indireta. A embriogéres#itica direta consiste na
formacgéo dos embrides somaticos diretamente ddaregp, sem a formacgéo de
estagios intermediarios de calos. Por outro lado,embriogénese somatica
indireta ocorre a formacao de calos (ZimmermanhQR0

Os calos formados, em geral, sdo heterogéneos ensomam limitado
namero de células exibe potencial embriogénicaaataristica relacionada ao
gendtipo e a origem do tecido inoculado (Ammirdi®33;Brown e Atanassov,
1985).

A aplicacdo de analises microscopicas auxilia rsingido de calos
embriogénicos e ndo embriogénicos. A aplicacacodentes, como lugol, que é
utilizado para identificar amido, pode ser uma iggcmrapida e simples que
permite identificar a quantidade ou a presencaatboidratos que fornecem
energia para as células em divisédo e durante af@ondos embrides somaticos.
O corante azul de toluidina evidencia paredes asdal priméarias, permitindo
visualizar o formato das células e o seu poterdsabiferenciacdo, e células
arredondadas, pequenas e com nucleo grande témciabtembriogénico, ou

seja, podem se diferenciarcomo células alongadderd®to irregular que se
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dispdem dispersas e sem nucleo enaotém potendmiogi@nico (Aslam et al.,
2011, Steinmacher et al., 2011).

A microscopia eletrdnica de varredura permite &nlegdo do formato
externo das células e dos calos, possibilitands@alzacdo de aglomerados
celulares caracteristicos de células embriogéiiRéeiro et al., 2012; Padua et
al.,, 2014). A visualizacdo de caracteristicas dasrelas intracelulares e do
contetdo das células pode ser obtida por meio deostiopia eletrbnica de
transmissdo em que se podem observar, nas céulasnanho do nucleo, a
presenca de nucléolo, as organelas citoplasmatsaspmpostos fendlicos eos
vaclolos. Grande quantidade de organelas no citmplee um nlcleo grande
caracterizam um citoplasma denso, visualizado dmasécom alto potencial
embriogénico. A presenca de grande quantidade tizdndrias indica a alta
taxa metabdlica das células, sugerindo que estan@Entram em constante
atividade de divisao celular (Aslam et al., 201tkir8nacher et al., 2011). Ja a
auséncia de organelas citoplasmaticas e a presgecaacuolos grandes
indicamcélulas em processo de morte celular (Filanet al., 2000; Steiner et
al., 2005; Padua et al., 2014).

No desenvolvimento dos embrifes, as anadlises noi@posas permitem
identificar possiveis falhas na formacédo dos tecid@ristematicos durante a
formacdo do embrido somético e a auséncia de siacma formacdo dos
embrides (Benelli et al., 2010; Bar et al., 2014).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de indw caracterizar,
anatomica e ultrestruturalmente, o processo de iegtirese somatica em
dendezeiroKlaeis guineensidacq.) hibrido Tenera.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal
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O trabalho foi conduzido no Laboratério CentraBielogia Molecular,
da Universidade Federal de Lavras, em Lavras, M®armis, Brasil. Foram
utilizadas inflorescéncias delaeis guineensidacq. hibrido Tenera cedidas pela
empresa DENPASA, no estado do Para, Brasil.

2.2 Desinfestacdo do material

Inicialmente, as inflorescéncias foram lavadas egaacorrente e
tiveram as bracteas (folhas modificadas que protegeflorescéncia) retiradas.
Logo depoiss, foram levadas para camara de fluxonkr e colocadas sob
agitacdo constante em uma solucdo de hipocloritedd® a 1,25%, acrescida
de 5 gotas de tween/litro, durante 20 minutos. Eguisla, as inflorescéncias
foram lavadas,por trés vezes, em agua destiladalavada e, apds a retirada da
segunda bractea, as inflorescéncias foram expostas.

2.2.1 Inducéo e multiplicacdo de calos

Para a inducdo de calos, os explantes foram indasilam placas de
Petri contendo meio de cultura MS (Murashiguekeog, 1962) adicionado da
auxina piclorame na auséncia desta, como grupaateniffodos os meios de
cultura foram suplementados com 0,1% de carvaaduiv3% de sacarose,
0,6% de agar e tiveram o pH ajustado para 5,7+0,1.

Apés a inoculacédo, os explantes foram mantidosaande crescimento
na auséncia de luz, a temperatura de 27+2°C. Faraliradas 8 repeticdes com
10 explantes em cada.

A avaliacdo microscépica teve inicio apos o surgimelos calos e foi
monitorada a cada 30 dias.

Para a multiplicacdo dos calos que apresentaramctesisticas
embriogénicas foi utilizado o meio de cultura ddtiplicacdo (MM) composto
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de MScom metade das concentracdes de sais, 2,iRDADB, &cido citrico,
malte e caseina. O meio de cultura foi suplementamo 3% de sacarose,
solidificado com 0,6% de agar e o pH foi ajustadwap5,7+0,1, antes da
autoclavagem.

Foram inoculados, em frascos do tipo magenta, caom,
aproximadamente, 50 mg, totalizando 1.000 mg desaain 20 frascos. O meio
de cultura foi renovado a cada 30 dias.Os calosnfomantidos em sala de
crescimento, na auséncia de luz, a temperatur@Q.

Apébs oito meses de cultivo, visualizou-se a forragé duas regides
com massas de coloragdes distintas, bege-clargeedseuro.Essas massas dos
calos foram coletadas para analises citoquimitars 3.1).

Os resultadosdas medidas dos didmetros das cfdudas submetidos a
andlise de variancia e as médias foram comparaslastgste de Scott Knott,

ab% de probabilidade, utilizando-se o programa BI\Ferreira, 2008).

2.2.2Regeneracao e germinacao dos embrides

Os calos bege-claros foram transferidos para ihei®s de cultura.O
primeiro, denominado MCA, era composto de MS comtade das
concentracBes de saise acrescido dos reguladomesigmento BAP, ANA e
suplementado com malte, caseina e inositol. O skgumeio de
cultura,denominado MCB,era composto por MS, conmadetias concentracdes
de sais suplementado com BAP, ANA, inositol e vitems (tiamina, piridoxina,
acido nicotinico e glicina), malte e caseina. Osomeale cultura foram
suplementados com 3% de sacarose, solidificadosOc6% de agar e o pH foi
ajustado para 5,7+0,1, antes da autoclavagem.

Os calos foram mantidos em sala de crescimentdiosoperiodo de 16

horas,na intensidade luminosa de 45 umélshe temperatura de 26+2°C.
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Apés trés meses de cultivo, os calos inoculadosseptaram diferencas
visuais em ambos 0s meios de conversdao,MCA e MQ8&aen analisados por
meio de testes citoquimicos e de microscopia elig@ide varredura (itens 3.1 e
3.2).

Para a germinacdo dos embrides estes foram tralusfepara meio
denominado meio de germinagdo (MG),composto de M® metade das
concentracbes dos sais, AlA, BAP, inositol e vitzemi (tiamina, piridoxina,
acido nicotinico e glicina).0 meio de cultura faipementado com 3% de
sacarose, solidificado com 0,6% de agar e o pHjtgtado para 5,7+0,1, antes
da autoclavagem.

Os embrides foram mantidos em sala de crescimenpoasenca de luz,
na temperatura de 27+2°C.

O meio de cultura foi renovado a cada 30 dias és &0 dias, o
desenvolvimento dos embrides foi analisado por naeicestes citoquimicos
(Item 3.1).

2.3 Aclimatizacéo e aclimatacdo

Para a aclimatizacdo, foram utilizadas 50 plantatas raiz e 50 sem
raiz. As plantas com raizes foram lavadas em aguarde, para a retirada de
residuos do meio de cultivo, e as plantulas tramtpias para tubos de
polietileno de 56 cm3, contendo substrato comerdgatasca de pinus. Apés o
plantio, os tubetes foram transferidos para caseedetacdo com controle de
temperatura e umidade.

Ao final de 60 dias, a porcentagem de sobrevivédam plantulas foi
avaliada e as que sobreviveram foram consideratiasatizadas.

Apés 120 dias, as plantas aclimatizadas foram pgratedas para a

empresa Denpasa, no Para, para serem aclimatadasampo e foram
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transplantadas para tubetes, adubadas com 4g deasmApds 120 dias, foi

avaliado o numero de plantas aclimatadas.

3 Andlises microscépicas

3.1 Andlises citoquimicas

Os calos e o0s embridesforam fixadosem FAA(formdmei
acidoacéticoedlcool),durante 72 horasetransferidoaraetanol a 70%.
Apésfixacdo, foram colocados emalcooleresina,solug®0%,por 12 horas e,
em seguida,transferidos pararesina pura, por48hétasteriormente, foram
embebidos emresinaleica,de acordocom o protocolfabdoante. As
amostrasforam  seccionadascomuma  espessurade  5Smrtizandbum
micrétomorotativo ecoradas com azul desolucao0,6kfdinaelugol. Oscortes
coradosmontados em laminasforam observadoscom
ummicroscopiofoténicoZeizzScope Alcomcamera aceplad

Os diametros das células e dos nucleos foram meditlizando-se o

programa Axion Vision.

3.2 Microscopia eletrénica de varredura

As amostras de calos foramfixadas em solucdode
Karnovsky(glutaraldeido a 2,5% e2,5% de paraforgidim),em tampao
decacodilato0,05 M, pH 7,0, durante 24horas, a 4Wkscalosforam
colocadosem30% de glicerol,durante 30 minutose, sguida, lavados
portrésvezes(10 minutos)em tampéo decacodilatdd@®pos-fixadosem1% de
tetroxido de ésmio,durante duas horas. Posteridemess amostras foram
desidratadas emgradiente deacetona(25%, 50%, 73%eR0ante 10minutos

cadael00% de acetona, duas vezes, durante 10 mimfigoamostras foram,



47

entdo,levadas para oaparelho de pontocritico,uS€iiquido paraa secagem
completa. Posteriormente, as amostras foram mantmasuportesde aluminio
(topos), revestidas comourousando um evaporadd@®@E050eobservadas
emmicroscopio eletrénico de varreduraLEOEVO40XVP.

3.3 Microscopia eletrdnica de transmissao

Para a andliseemmicroscopioelectrénico de tranfo(@siss EM 109),
as amostras dos calos e embrides sométicos foranersdesem
fixador(Karnovsky = modificada, 2,5% de glutaraldeido2,0% de
paraformaldeido, tampédo de cacodilato0,05 M, pH),dyeante 24

horasepreparados de acordo comoprotocolodescriBmpsolae Russel(1999).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Calogénese e multiplicagcéo dos calos

A calogénese foi observada com, aproximadameltiedids, apos o
inicio do experimento e, nesta fase, foi verificadapresenca de calos
translicidos e alongados (Figura 1A). A avaliacdwr pneio de testes
citoquimicos demonstrou que as células apresentagadispersas e tinham
formato alongado (Figura 1B). A analise de micrpszoeletronica de
transmissdo permitiu a visualizagdo de células oladas, com poucas
organelas citoplasmaticas e com a parede celufapida, provavelmente em

processo de apoptose (Figura 1C.).
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Figura 1 Inducéo de calos em dendezeiro. A) Catoshicidos. B) Fotomicrografia délalas dos calos translicidos corados com azubldiline
apresentando células alongadas (setas) e disp&p&detromicrografia de transmissédo dos calosstamidos,mstrando células com vacla
grandes (Va) e grande espago entre as células (wetas).
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Diferentes tipos de calos de bananeira foram ohdesrem um mesmo
meio de cultivo contendo os reguladores de crestonglA, 2,4-D e BAP.Dois
desses calos apresentavam caracteristicas emhcag@no outro calo, aspecto
translicido e aquoso, contendo células alongadaslisantes as deste trabalho
(Ribeiro et al., 2012).

Segundo Figueiredo et al. (2007), calos transl&ittmcélulas de
formato alongado, sdopobres em organelas citoptase& ndo tém capacidade
embriogénica. Essas caracteristicas de célulasfmonato alongado, dispersas
e vacuoladas foram observadas em calos de dermlezgmados a partir de
explantes foliares na presenca dos reguladoresedeimento 2,4-D e picloram
(Padua et al., 2013).

A presenca de grandes vacuolos pode estar reldeiomam a
degradacdo do contetdo celular, e o vaclolo des#grapgapel essencial no
processo de morte celular programada (Lam et@0Q)2

Ap6s 10 meses no mesmo meio de cultivo, algunslaetgs
apresentaram outros calos com aspecto nodular clamacdo bege (Figura2A).
As analises citoquimicas demonstraram que estess cahham células
arredondadas, isodiamétricas, dispostas em agldose(&igura 2B). Por meio
da microscopia eletrdnica de transmissao foi pebsisualizar o nicleo grande
com nucléolo proeminente, grande quantidade deoplagtideos, mitocdndrias,

complexo de golgi e reticulo endoplasmatico (FiRCa
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Figura 2 A) Calos com aspecto bege e nodular de dendezénidd Tenera. B
Fotomicrografia de élulas com caracteristicas embriogénicesradas corrazul de
toluidinayisualizadas por microscépodptico. C) Eletromicrografia de transmisséo
calos demonstrando a presenga de nucleo (N) coréatocproeminente (N. D)
Presenca de amiloplastideos (A). E) Mitocdnc em divisdo (setas). F) Comple
Golgiense (GC).
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Uma maior quantidade de amido presente nas céldéascalos
embriogénicos esta relacionada com um maior namerembrides sométicos
formados (Cangahuala-Inocente et al., 2007). O @rfichece energia para a
célula pela quebra deste em glicose (glicolitictermediario), levando a
formacdo de ATP, sendo este requerido para o ocde embriogénese
somatica (Martin et al., 2000).

Resultados semelhantes ao deste trabalho foramvates por Moura
et al. (2009) em macauba, utilizando o meio deivwukbuplementado com o
regulador de crescimento picloram.Estes autoresradysam a indugéo de dois
tipos de calos,brancos e esponjosos, e nodulaaeseslos, tendoestes ultimos
apresentado caracteristicas embriogénicas.

Em células de calos de dendezeiro induzidos era deetultura com o
mesmo regulador de crescimento utilizado nestaltnabpicloram, porém, com
embriBes zig6ticos como explantes iniciais para¢gad de calos, foi observada
a presenca de células pequenas, arredondadas,itoplastna denso, nucleo e
nucléolo aparente, caracterizando-as como merititsague, posteriormente,
regeneraram em plantas (Silva et al., 2014).

Ap0s oito meses de cultivo, uma regido dos cabosegou a escurecer
e a outra se manteve com a coloracao bege, sesdivg@ladiferenciar em regido
bege-clara e outra marrom, que foram analisadasmenoscopia fotdnica e
apresentaram diferencas celulares.

Os calos de coloracdo marrom (Figura 3A) apresamtgélulas grandes
e alongadas, medindo 55n x 43,0 um, com formato irregular e nao
formaram aglomerados celulares, caracteristicasétidas ndo embriogénicas
(Figura 3B). Os calos de coloragéo bege-clara (Ri§d) apresentaram regides
com células pequenas, com diametros de i 14,0um, isodiamétricas e

com nucleos grandes, medindo 6,0 um X
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6,0 um (Figura 3C). Essas células apresentaram-se thspesn aglomerados, caracterizando células corn@ate

embriogénico.

Figura 2 A) Calos de dendezeiro hibrido Tenera esio e cultura MM, regides caracterizadas como 4otage (c) e marrom (m). B) Fotomicrografia
de células da regido marrom, coradas com azulldgieitta, mostrando células grandes e de formaggidar. C) Fotomicrografia de células da regido
bege-clara apresentando células pequenas, isodicasétom nlcleo evidente, em divisdo e coradasrfmnte pelo azul de toluidina. m= marrom e c=

bege-claro.
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Nogueira et al. (2007) também observaram células dormato
alongado, medindo 140 x3®, em calos ndo embriogénicos de murici-pequeno
e também células de calos com caracteristicas eg#micas no segundo
subcultivo, medindo 35 x 4@n, ambos provenientes de um mesmo meio de
cultura inicial contendo o regulador de crescimexiaD.

Em células de calos amarelos fridveis de cafearani observadas
células arredondadas dispostas em aglomerados qdeamm 24x2im. As
células dos calos transparentes e aquosos, c#&@adtes como nao
embriogénicos, mediam 268x86 e se dispunham de forma dispersa (Paduaet
al., 2014).

3.2Regeneracao e germinacao dos embrides

Os calos com aspecto bege-claro foram transfepeos dois meios de
cultura, para a conversao dos calos em embridestmms

Nos meios de cultura MCA e MCB, as células dos scdloram
analisadas por microscopia eletronica de varredsacalos cultivados no meio
de regeneracdo MCA apresentaram células alongaldasjolisadas e dispersas,
caracterizando células inviaveis, que nao regeaeratantulas.

Nos calos transferidos para o meio de cultivo MOBEarin observadas
células isodiamétricas e pequenas.
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Figura 3 Calos de dendezeiro hibrido Tenera, @dtrg em meio de cultura para conversdo em emtsaieéticos. A) Eletromicrografia doalos en

meio de cultura MCA, apresentando células alongadies formato irregular. Barras 20 um. B) Eletrantgcafia dos calos em meio de cultura RIC
mostrando células isodiamétricas. Barras 100um.
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Os calos no meio de cultivo MCA perderam o potdraabriogénico,
ndo desencadeando o processo de conversdo em esnboidaticos;ja os do
meio de cultivo MCBapresentaram a formacéo de dabrsomaticos.

O processo de conversao de células dos calos emdemisomaticos
ocorre com a interrupcdo dos ciclos repetitivodidésdo celular, associadaas
condicg0es fisiolégicas e bioquimicas e aos estisnaobientais necessarios para
a diferenciacéo celular e a consequente maturagécehbrides somaticos, e
estes devem apresentar alta qualidade e capagidadeconversdo em plantas
(Guerra et al.,1999).

Dois ciclos ocorrem durante o processo de formadd® embrides
somaticos. No primeiro ciclo ocorrem a inducdodesenvolvimento das células
embriogénicas, em que altas concentracdes de sgusgi@ requeridas e um
segundo ciclo, em que diminui a concentracao ouirdi as auxinas do meio de
cultura para o desenvolvimento de pro-embriessabsequente formacgéo de
embriGes somaticos (Fehér et al., 2003).

Durante a conversdao de calos em embries somatialggins
aminoacidos podem ser requeridos, por aumentarexaade regeneracdo. Em
estudos de conversdo de calos em embrides somégcoana-de-aclicar, o0s
aminoacidos glicina, arginina e cisteina demorestnaefeito significativo na
embriogénese somética (94%),em que se destacowitd efo aminoacido
glicina (Asad et al., 2009).

Neste trabalho, a introducdo dos aminoacidos tianppimidoxina, acido
nicatinico e glicina no meio de cultura teve efeiederminante na formacéo dos
embrides soméaticos.

Coma aplicacdo dos aminoacidos serina, prolinatamina no meio de
cultivo, obteve-se sucesso na indugdo da embrisgésamatica deaspalum

scorbiculatune posterior regeneracao das plantas (Ceasar drfgritha, 2010).
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Os embrides somaticos visualizados por microsc@bédronica de
varredura cultivados no meio de cultura MCB foramalisados
histoquimicamente. Nesta analise observou-se midecformacado de embrides
somaticos em centros meristematicos presentes alos ¢Figura 5A). Os
embriGes somaticos apresentaram compostos fendiciokenciados pela reacéo

com toluidina, em que se visualizou uma coloragiderazulada (Figura 5B).
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Figura 4A) Formacdo de embriGes globulares de dmideem meio de cultura MCB; B) fotomicrografia al@lise histoquimica do embr
somatico de dendezeiro hibrido Tenera. Presenc¢ardpostos fendlicos (setas).
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A presengca de compostos fendlicos foi verificada eatos deE.
guineensisx E. oleifera obtidos de embribes zigdticos em meio de cultura
suplementado com 2,4-D (Angelo et al., 2013). Edosc@&mbriogénicos de
dendezeiro obtidos de explantes foliares tambénoliservada a presenca de
compostos fendlicos (Paduaet al., 2013).

Os compostos fendlicos estao presentes, geralmerdeyaclolos das
células e tém funcdo de protegcdo contra irradiaj@vada, manutencéo da
estrutura e integridade de células e tecidos evnacdies de estresse hidrico
(Larcher, 2000).

Em calos de dedendezeiro obtidos por meio de elgdasemelhantes
aos utilizados neste trabalho e em meio de cuéilicionado do regulador de
crescimento picloram, observou-se a formacao deiéathsomaticosa partir de
regidbes com ceélulas meristematicas que apresentgramde proliferacéo
(Scherwinski-Pereiraet al., 2010), como foi obsdovaeste trabalho.

Esses setores embriogénicos também foram obseneadosalos de
dendezeiro com aspecto nodular,obtidos de embuagigsicos, induzidos em
meio de cultura suplementado como regulador decionesto 2,4-D, que se
desenvolveram em pré-embrides e, posteriormente,emtrides globulares
(Angelo et al., 2009).

Caracteristicas presentes nos pré-embrides obsarvaeste trabalho
foram visualizados em pré-embribes de acai cultisath meio de cultura
contendo o regulador de crescimentoANA e 2iP,corélulas com nucleo
proeminente e citoplasma denso (Scherwinski-Peetiah, 2012).

Os embrides somaticos obtidos no meio de cultura2 M@ram
transferidos para meio de cultura MG, em que serdedveram passando pelos

estadios embriogénicos, globular, codiforme e twope(Figura 6).
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Figura 5Fotomicrografia dos estadios embriogéndmembrides somaticos de dendezeiro hibrido Terwados com aul de toluidina A) Massa
calos com o inicio de formagéo de varios embridesasicos. B) Embrido somatico individualizado ntad® globular. C) Embrido somatico astadit
cordiforme. D) Embrido somético no estadio torpdttocambio (setas). Pt = Protoderme. Mf = Meristitmdamental. Barras = 100 uM.
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O procambio foi observado no inicio de formacdo @wmsbrides
somaticos, anterior a individualizacdo da massalare(Figura 6A setas pretas).
A partir do estddio globular foi possivel observpgr meio de analises
histoquimicas, a formacdo dos trés tecidos mer#dteas: protoderme,
meristema fundamental e procAmbio com sistema lastachado, inferindo o
desenvolvimento normal desses embrides.

Neste trabalho foi observada assincronia no desémemto dos
embrides, ou seja, em um mesmo tempo de cultiarfarbservados diferentes
estadios embriogénicos e continua multiplicacéocdtss neste meio de cultura
MG. A assincronia durante a forma¢édo dos embridestcos pode limitar sua
producdo em escala comercial, por obter plantadifamentes tempos de cultivo
(Pedrosoe Pais, 1995).

A assincronia dos estadios embriogénicos tambémvéoificadana
embriogénese somatica de cassava, em meio deacslijptementado com o
regulador de crescimento BAP (Vidal et al., 2014).

Uma das hip6teses sobre a assincronia na formag&oenhbrides
somaticos esta relacionada ao cultivo em meio ad§dimaryono et al., 2008).
Este fato pode ser devido & menor renovagdo deemgs em relacdo ao meio
liquido e ao maior contato com o0s nutrientes. Nac@sso de embriogénese
somatica de dendezeiro também foi verificada a &géo assincronica de
embriBes somaticos (Bar et al., 2014).

A auséncia de sincronia dos embrifes somaticos gede dificuldades
durante o processo de cultivovitro, como,por exemplo, a eficiéncia durante a
transferéncia para as etapas subsequentes de regEneenraizamento e
aclimatizacdo, como na obtencéo de plantas em wsmeépoca

Apos oito meses de cultivo no meio MG, foi verifleaa conversao dos
embrides em plantas. Para cada 100 mg de caloglagos no meio de culura
MG obtiveram-se, em média, 13 plantas (Figura 7).

. |
Figura 6 Regeneracdo dos embrides somaticos dezim hibrido Tenera emeio d¢
cultura MG, em plantulas.
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Neste mesmo meio de cultura MG ocorreu a formagioaézes nas

plantas, porém, em um ndmero reduzido, em torri8ée

3.5 Aclimatizacao das plantas

Todas as plantas obtidas vitro passaram pelo processo de
aclimatizacdo por, aproximadamente, 150 dias. Amtab sem raizes néo
sobreviveram ao processo de aclimatizacdo e todaplamtas previamente
enraizadasin vitro, com raizes acima de 1 cm de comprimento,foram
aclimatizadas com sucesso. As plantas aclimatizidamlevadas paraviveiro,

obtendo-se 97% de sobrevivéncia (Figura 8).

Figura 7 Plantas de dendezeiro hibrido Tenera aclimatizaasviveiro n
estado do Para, na empresa Denpasa.
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O dendezeiro, por ser uma espécie lenhosa, teituldddes para
enraizar devido a producdo de AIA enddgeno serbobtada rapidamente e,
por estarazdo, ndo estar disponivel na base damd&pkm concentracdes
suficientes para o enraizamento (Ono e Rodrigu@s6;1Ford et al., 2001). A
necessidade prévia de enraizamentuitro para se obter maiores porcentagens
de plantas aclimatizadas ja foi verificada, porraaitautores, em dendezeiro
(Thuzar et al., 2012; Padua, 20Rd4)nus salicingBandeira et al., 2012).

Para o sucesso durante a aclimatizacdo de alguspécies, €
importante a permanéncia das plantawvitro até o enraizamento, devido ao
maior acumulo de nutrientes nos tecidos, confermd@r resisténcia as folhas
(Bosa et al., 2003).

Plantas de dendezeiro germinadas e enraizadastroapresentaram
85% de sobrevivéncia, durante a fase de aclimdiizag caso das plantas ndo
enraizadasn vitro, apenas 40% sobreviveram durante a aclimatizagéoéPet
al, 2014).

Ha a necessidade da realizacdo de mais estudosepamr o tempo na
obtencdao de clones de dendezeiro hibrido Tenera.

CONCLUSAO

A embriogénese somatica indireta em dendezeirddbiblenera foi
obtida a partir de calos com caracteristicas aria@me ultraestruturais
embriogénicas, confirmada com sucesso pela regg&iedas plantas.

As andlises citoquimicas, histoquimicas e ultraggtais foram
importantes para o estudo detalhado do processentgiogénese somética
indireta.

O processo completo de embriogénese somatica edezksro dura 23

meses
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ARTIGO 2

ENRAIZAMENTO IN VITRO DE PLANTAS DE DENDEZEIRO (Elaeis
guineenses X Elaeis oleifera) HIBRIDO TENERA

RESUMO

O dendezeiro € uma monocotiledbnea, lenhosa e iotsag de elevada
importancia econémica, devido a alta producdo @® ddor seus frutos. A
germinagéo das sementes é, atualmente, o métoderamonal mais utilizado
para a propagacdo do dendezeiro, porém, o sucessogio dessa via €
limitado pela demora e a baixa porcentagem de gagao. Uma alternativa
para a propagacdo em larga escala do dendezeitéchiea biotecnolégica de
embriogénese somética, mas o0 enraizamento dasplgetminadas a partir dos
embriGes somaticos é uma etapa dificil e de gramgertancia para posterior
aclimatizacdo e sucesso na propagacdo. Este toalailhrealizado com o
objetivo de avaliar o efeito das auxinas acido limdético (AlA) e acido indol-
butirico (AIB) no enraizamento deembribes somatidesdendezeiro hibrido
Tenera. Plantas obtidas via embriogénese somafamfinoculadas em meio
MS maodificado, com 10% de sacarose e 0,6% de agaplementado com AlA
ou AIB, nas concentra¢des 5uM, 10 uM, 15 uM e refiacia de regulador de
crescimento. Depois de 120 dias foram analisadosatdmetros presenca de
raiz, tipo de raiz, comprimento da maior raiz, ntonge folhas e comprimento
da parte aérea. A presenca de reguladores de roeggoi foi favoravel ao
enraizamento, tendo as plantas cultivadas com Waggr de crescimento AIB
na concentracdo de 15 uM apresentado maior pogamtale enraizamento
(87%) e melhores resultados para os parametros radde raizes (1,33) e
comprimento da parte aérea (9,83).

Palavras-chavElaeis guineensesenhosa. Cultura de Tecidos. Auxinas. Acido
indol butirico.
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ABSTRACT

Oil palm is a woody monocot with high economic impace due to oil
production by its fruits. Currently the most contienal method used to produce
oil palm seedlings is seed germination, but theessg is limited by delay and
low germination percentage. An alternative to @ilnp large-scale propagation
is biotechnological technique of somatic embryogénebut the rooting of
somatic germinated plants is a difficult step arfdgeeat importance for
successful propagation and acclimatization. The aifmthis study was to
evaluate the effect of auxin IAA (indole aceticdjcand IBA (indole-butyric
acid) on rooting of oil palm hybrid Tenera somaiobryos. Plants obtained by
somatic embryogenesis were inoculated into modifsl medium with 10%
sucrose and 0.6% agar and supplemented with NARBAIn concentrations of
5 uM, 10 uM, 15 uM in growth regulators absenceteAfl20 days were
analyzed: root presence, root type, longest raugtte leaf number and shoot
length. Growth regulators were favorable to roqtisg that plants grown with
IBA growth regulator at 15 uM showed higher rootipgrcentage (87%) and
better results for roots number (1.33) and shoujtle (9.83).

Keywords: Elaeis guineensiswoody. Tissue Culture. Auxins. indole butyric
acid.
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1 INTRODUCAO

O dendezeiro possui um Unico meristema apical maule essa
caracteristica biolégica impossibilita a propagagégetativa da espécie por
meio do plantio convencional de estacas, fato goial a producdo de mudas
em escala comercial (MANEHONON et al., 2009). Asdionna-se necessaria a
busca por técnicas alternativas, como a cultureecidos de plantas, por meio
da embriogénese soméatica (MORCILLO et al., 200u¢, ppssibilita a obtencéao
de clones em escala comercial. Essa técnica tanfdérece a produgdo em
larga escala de genotipos elites obtidos por meiprdgramas de melhoramento
convencional (ROOWI et al., 2010; XAVIER et al. 020).

Os embrides somaticos sao formados sem qualquentoevee
fertilizacdo e s@o geneticamente idénticos aogldecoriginais, podendo ser
utilizados em estudo de transformacdo genética,edmntos moleculares,
reguladores e morfogenéticos, além de permitiroalygéo em larga escala de
plantas e de sementes sintéticas, que tem comagen# a facilidade de
manuseio e de transporte, o potencial de armazeranze longo prazo, a
uniformidade da producéo e o potencial de autorgdiz de todo o processo de
producéo (PATHI et al. 2013).

Durante o cultivan vitro e a germinacéo dos embribes soméaticos, uma
etapa crucial para as espécies lenhosas é o enemita Esta etapa se faz
necessaria para o dendezeiro, pois estudos confirmanecessidade do
enraizamentdn vitro para o sucesso da fase posterior de aclimatizasfio.
plantas de dendezeiro enraizadtasitro apresentaram 85% de sobrevivéncia
durante a fase de aclimatizacdo, em contraste ganaa 40% daquelas nao
enraizada vitro (PADUA et al, 2014).

A utilizag@o de diferentes classes de fitorregulesl@ as alteragfes na
composicdo de outros componentes dos meios nagitpodem auxiliar na
obtencéo de resultados mais promissores, especi@ma formacédo de raizes,
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que é uma das fases limitantes do culiiveitro de espécies florestais (CURTI
e REINIGER, 2014).

O enraizamento de planta;n vitro pode ser induzido por
fitorreguladores da classe das auxinas, sendo os gitados 0 acido
indolacético (AIA) e o acido indolbutirico (AIB). Aresenca da auxina AIA no
meio de cultivo pode favorecer o sistema radicidamaior presenca de raizes
secundarias, menor formacgéo de calos e um bom\d#gignento da parte aérea
(RADMANN, 2002). Entretanto, para as espécies leaho de dificil
enraizamento, a auxina AIB tem sido empregada amresso na maioria dos
trabalhos, como, por exemplo, em tamareira (QADD@URAMSSA, 2003),
pinhdo-manso(TOPPO e SING, 2012), eucalipto (ALMEIRt al.2007,
BRONDANI et al., 2014)e canafistula (CURTI e REINER, 2014).

Neste contexto,este trabalho foi realizado com jeti de avaliar o
efeito dos reguladores de crescimento AIA e AlBrizagénesen vitro de
plantas provenientes de embrides somaticos de zeinoleElaeis guineensis
Jacq).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

O experimento foi conduzido no Laboratério Centdal Biologia
Molecular da Universidade Federal de Lavras, enmdsgWMG.

Foram utilizadas plantas @#aeis guineensikibrido Tenera, obtidas via
embriogénese somatica com, aproximadamente,4 crmltde, mantidas em
meio de cultura MGconstituidocom a metade das ctragbes dos sais do
meio de cultura MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962), AIBAP, inositol e
vitaminas (tiamina, piridoxina, acido nicotinico glicina), em sala de
crescimento, a 26+2°C e fotoperiodo de 16 horas.
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2.1 Enraizamento

Para o enraizamento, as plantas foram inoculadameim de cultura
MS modificado,acrescido de 10 d.lde sacarose, 0,6% de agar, suplementado
com AlA ou AIB, nas concentracdes de 5, 10 e 15 @um tratamento controle
foi composto pelo meio base, sem adi¢éo de regutdlorescimento. Todos os
meios de cultura tiveram o pH ajustado para 5/#ntes da esterilizacdo a
121 °C, por 20 minutos. O regulador de cresciméfofoi filtroesterilizado e
adicionado no meio de cultura ap6s autoclavagemeguador de crescimento
AIB foi introduzido no meio antes da autoclavagem.

As plantas foram subcultivadas a cada 30 dias,ntkird20 dias, e
mantidas em sala de crescimento,a temperatura#fQ@6com fotoperiodo de
16 horas.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiemte casualizado,
em esquema fatorial 2 x 4, sendo o primeiro fatommosto pelos dois
reguladores de crescimento (AIB e AIA) e o segungelas diferentes
concentragbes (0; 5; 10 e 15 uM). O experimento cfainposto por trés
repeticBes, sendo cada uma constituida por cinptares. A avaliacédo foi
realizada apds 120 dias, considerando-se os pac@Emeesenca de raiz, tipo de
raiz (grossa ou fina), nUmero de raizes, comprimdat maior raiz, nimero de
folhas e comprimento da parte aérea.

2.2 Estatistica

Os dados foram submetidos & analise de varianeiss médias foram
comparadas pelo teste Tukey e por regressdo padhoambos a 5% de
probabilidade. As analises foram realizadas pelognama computacional
SISVAR (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os tratamentos apresentaram formacdo desradmtretanto, as
auxinas AIA e AIB proporcionaram porcentagens deraigamento
significativamente superiores, quando comparadasredaamento controle. A
auxina AIB na maior concentracdo testada, 15 pMresgmtou maior
porcentagem de enraizamento, 87%, diferindo dodantentos com
concentracbes mais baixas (5 e 10 puM), que apegsemt27% e 20% de
enraizamento, respectivamente. O tratamento conuii5de AIB também
apresentou resultado superior, quando comparado @oauxina AIA nas
concentragdes 5, 10 e 15 pM,tendo sido observadasentagens de 47%, 53%
e 53%, respectivamente. No tratamento controlesejay meio de cultura sem a
adicao de reguladores de crescimento, houve baiceiptagem (13%) de raizes
(Figura 1A).
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Em plantas que regeneram raizes espontaneamemte,ccdendezeiro,
que apresentou 13% no meio de cultura sem AlA g AfBauxinas endbgenas
produzidas no apice caulinar sédo transportadasrdeafpolar basipeta e atuam
como um gatilho para acionar o enraizamento.

Portanto, nessas plantas, a aplicacdo de auxingeeadaumenta
fortemente o numero de raizes regeneradas (KLER&.etl999), como foi
observado no tratamento com a maior concentracadBjeque apresentou 87%
de enraizamentdCedrela odoratal. exibe boa capacidade de enraizamémto
vitro, mesmo nha auséncia de auxina, mas a presen¢a@deoAheio de cultura
aumenta significativamente a porcentagem de emn&iztp, 0 nimero e 0O
comprimento das raizes formadas (MILLAN-OROZCOIlgt2911).

Maior porcentagem de plantas enraizadas em meialtlga com 5 pM
de AIB também foi observada em estudos com cuéiszaleOlea europaed..,
com 75% de enraizamento (RADMANN et. al., 2002).

A auxina AIB é um das mais utilizadas para o earanto de espécies
lenhosas, provavelmente devido a estabilidade gainéo maior espectro de
acdo e a menor fitotoxidez causada ao explantepa@@uaa outros reguladores
de crescimento (GEORGE et al., 2008;LATSAGUE et2009; URIBE et al.,
2012).

O regulador de crescimento AIA, por outro lado,aprta menor
estabilidade e, consequentemente, maior degradagdenor taxa de absorcao
em relacdo ao AIB (ERIG et al. 2004). Este fatogoerplicar a menor taxa de
enraizamento (53%) das plantas de dendezeiro neatmlho, quando
submetidas a menor concentragdo testada de AlA.

A menor estabilidade e, consequentemente, a magradacdo estao
relacionadasa capacidade do AIA em se ligar a utraléculas na planta,
produzindo conjugados e perdendo sua atividadeangbém podendo ser
degradada pela enzima AlA oxidase (ROSS, 1992; BAZEIGER, 2013).
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Além disso, a foto-oxidacdo do AIA em meio de saté mais rapida
gue a do AIB, pois aproximadamente 50% s&o degeadads primeiras 24
horas e o AIB é foto-oxidado em apenas 10%, no rmgsaniodo (NISSEN e
SUTTER, 1990).

Resultados contrarios ao deste trabalho foram wdes na inducdo de
raizes emCroton sonderianysem queo regulador de crecimento AIB, na
concentragdo de 5 pM, foi mais eficiente, quandonparado com a
concentracdo de 5 pM de AIA (ERIG e SCHUCH, 200d3ta mesma
concentracdo, induziu altas porcentagens de emaita (85%)emlatropha
curcasL. (TOPPO e SING, 2012).

Com relagdo ao nimero de raizes em explantes dezkbrn, o melhor
tratamento também foi com a auxina AIB na maiorceotracao (15 uM), tendo
sido observadas 1,3 raizes por plantula. Por olddo, o AlA, nas
concentracBes de 5 e 10 pM, apresentou média dézamento de 1,0 e, na
concentracdo de 15 uM, média de 0,33 por plankitai@ 1B).

Esse decréscimo de enraizamento pode estar reddc@om o aumento
da concentracdo AIA, o que reforca a afirmativagde a concentracdo de
auxina para promover o enraizamento tem um pormeode, quando se eleva
essa concentracédo, ela pode ndo ser significaginzgagaumento da porcentagem
de enraizamento ou pode comprometer a rizogéneSRALAH et al., 2013),
sendo importante estabelecer, para cada espécecamsentracdo ideal para a
inducao de raizes (FACHINELLO et al., 1995; MANSSERMRIOUI et al.,
2013). Em plantas @écus carical., o regulador de crescimento AIB, na
concentragcdo de 25 pM, também favoreceu a melhaoceptagem de
enraizamento e o maior nimero de raizes (BARBOSA ,e2008).

As plantulas cultivadas em auxina AlA, na conce@oade 10 pM,
apresentaram os melhores resultados para a vadawvgirimento da raiz, com

média 2,3 cm e a concentragdo de 15 pM proporcioreiia de 1,9 cm (Figura
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2A). Com relagdo ao AlB, a maior concentracéo tiestd5 uM) correspondeu
ainducao do maior comprimento da raiz (1,7 cm)yfEgA).

®
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Figura 2Comprimento da raiz (A) e morfologia dazréB) de plantulas dé&laeis
guineensisibrido Tenera, cultivadas em diferentes conce@iga de AlA e AIB.



78

O processo de enraizameiriovitro constitui-se de trés fases: inducéo,
iniciacdo e alongamento (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 9@
WOODHEAD e BIRD, 1998). Apés a fase de inducdo gqwanordios
radiculares, ndo ha mais emissdo de raizes, apeci@scimento/alongamento
(COSTA et al., 2008) e, para essas fases, as augiodem ser inibitérias
(MCGWIRE et a. 1969).

Thuzar et al. (2011) verificaram que plantas deddeeiro hibrido
Tenera, cultivadas em meio de cultura MS sem regués de crescimento,
apresentaram maior comprimento de raizes (1,2 onjué as cultivadas em
meio de cultura suplementado com os reguladoresedeimento ANA e BAP
(0,8 cm). Estudos de enraizamento cdPydonia oblongaapresentaram
melhores resultados para o nimero de raizes cqticagio 20 pM de AIB e
para o comprimento médio das raizes utilizando Ni0ddgsse mesmo regulador
(ERIG e SCHUCH, 2004). Emalus sylveltris comparando os reguladores de
crescimento AIA e AIB, Radmann et al. (2002) obaesm que o numero de
raizes foi maior na presenca de 20 uM de AlA, &amite, o comprimento da
raiz nao diferiu estatisticamente nas concentragéés5 uM de AIB e 1 uM de
AlA. ParaGenipa americangoncentra¢des acima de 9,8 uM de AIB reduziram
0 nimero e o comprimento das raizes adventicia€H¥Cet al., 2008).

Os reguladores de crescimento AIA e AIB promoveramaior
porcentagem de formacao de raizes adventiciasagresamificadas (Figura 3),
tendo as concentractes 10 uM e 15 uM de AIB (Fi@ueaH) propiciado maior
formacéo de raizes laterais.



Figura 3 AIB e AIA durante o enraizamernitovitro de plantas de dendezeittaeis guineensifibrido Tenera. Controle
(A), 5 uM de AIA (B), 10 uM de AIA (C), 15 uM delA (D), controle (E), 5 uM de AIB (F), 10 uM de AIE), 15 uM
de AIB (H).
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As raizes tém muitas fun¢des nas plantas, incluitdorcdo de agua e
nutrientes, estoque de reserva, sintese de corspestecificos, fixacdo no solo
e estabelecimento de interagéo bidticas com afeim$L OPEZ-BUCIO et al.,
2003). O tamanho e a arquitetura do sistema raicidterminam a habilidade
da planta em acessar a agua e o0s nutrientes, £ €&sdatores que limitam o
crescimento e, assim, a producdo em muitos ecassistagricolas (PRICE et
al., 1997).

Plantas com raizes maiores e mais ramificadas, esabservadas no
tratamento com 10 uM e 15 pM de AIB, tém maior liddile para competir por
nutrientes e sobreviver em condi¢des de deficiémaiacional no soldCOQUE
e GALLAIS, 2006. Raizes adventicias grossas e ramificadas tém maior
capacidade de absorver nutrientes e podem serafaisrpara o sucesso da
ampliagcéo da fronteira do cultivo do dendezeirmgipalmente para o cerrado,
pois, atualmente, ele é plantado no norte e noesteddo pais, nos estados do
Par4, da Bahia e do Amazonas, devido a alta umidadsolo nesteslocais
(BIONDI et al. 2008; CLEMENT et al., 2005).

Corroborando esses dados, para 0 comprimento de pérea, o
tratamento com AIA ndo apresentou diferenca sigatifra e 0 tratamento com
AIB apresentou resultados lineares positivos deeationda concentracdo. As
plantulas cultivadas 15 uM de AIB apresentaram m0de comprimento de
parte aérea, demonstrando que raizes maiores eramgificadas, observadas
com tratamento com 10 uM e 15 uM de AIB, tém mdiabilidade para
absorver nutrientes que sdo transcolados via xilgme a parte aerea,

resultando em maior crescimento.
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do crescimento global dos 6rgéos distintos. Isdizinque, para um crescimento
6timo, a producéo de energia nas folhas fotosgiat&tem que ser muito bem
afinada com a disponibilidade da agua e dos ntsefornecidos pelas raizes,
inevitavelmente ligando crescimento aéreo e raaiddAUL e FOYER, 2001).

Estudos de enraizamento @€arica papayal. também sugerem que
5,92 uM do AIB beneficiam tanto a porcentagem deizamento quanto o
crescimento da parte aérea (SCHMILDT et al, 201Bm Eucalyptus
cloezianaa concentracdo de AIB no cultiuo vitro influenciou a aclimatizacéo
das plantas e a melhor concentracdo para inducé&@izes correspondeu a
melhor concentracdo durante a aclimatizacdo dastagsla(ALMEIDA et
al.,2007).

Quanto ao numero de folhas, ndo houve diferengaie as fontes de
auxina. A auséncia de auxina no meio de cultivanoreeu 0 maior nimero de
folhas (7,7) e foi observado um decréscimo do nérderfolhas com o0 aumento
da concentracdo de AIA ou AIB (Figura 4B). A inigd® foliar no meristema
apical do caule é dependente do movimento dinac@auxina ao redor do
meristema, culminando com o seu transporte da fathém-formada para o
caule em conexdo e acompanhado pela diferenciacéerdura central da folha
e sua conexdo vascular com o caule (MULLER e LEYSERI1). Apices
caulinares tém competéncia e determinacdo paraim@#o, desde que sejam
fornecidas as condicfes necessarias de nutriginirdsidade.

As auxinas e as citocininas endogenas sao sirdatizaelos primordios
foliares dos apices caulinares e podem suprir aadden para crescimento da
parte aérea. No enraizamento de microestachfodessp. utilizando o AIB no
meio de cultivo,ndo foram observadas diferencaatistas na emissédo de
folnas para o grupo controle (sem a auxina), corisiovneste trabalho
(AUGUSTO et al., 2006).
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CONCLUSAO

Os reguladores de crescimento sdo efetivos nadiadde raizes, nas
diferentes concentragcfes testadas. A auxina AlBsaptou maiores taxas de
enraizamento (87%), sendo a mais indicada a pEgiresultados deste trabalho

para a inducéo de raizes em dendezeiro hibridadene
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ARTIGO 3

ESTABILIDADE GENETICA DE PLANTAS DE DENDEZEIRO
(Elaeis guinensisJIACQ.) OBTIDAS POR EMBRIOGENESE
SOMATICA

RESUMO

O cultivo in vitro de plantas por longo tempo e na presenca de altas
concentracbes de reguladores de crescimento podar geriacdo
somaclonal que, no caso do dendezeiro,sera viadalimorfologicamente
somente aos seis anos de idade. A citometria d® fhode auxiliar na
deteccdo precoce de alteracbes genéticas nassphaii@propagadas. Este
trabalho foi realizado com o objetivo de analisazonteddo de DNA das
plantas de dendezeir&l@eis guineensjiibrido Tenera cultivadas vitro,
para a verificacdo da estabilidade genética poo meicitometria de fluxo.
Foram utilizadas 50 plantas, obtidas via embriogéngomética indireta,
ap6s 12 meses de cultivo e subcultivadas a cad#a30 O delineamento
estatistico utilizado foi o inteiramente casualzacbm 50 repeticbes.Para a
determinacdo do conteudo de DNA foram utilizaddhafedas plantas
vitro. Como padré&o interno de referéncia, foram utik=zatblhas jovens de
tomateGolanum licopersicun As amostras foram trituradas em uma placa
de Petri contendo 1 mL de tampdo de extracdo Mgelado, para a
obtencdo da suspensao nuclear. A suspensao destidiltrada através
de uma malha de 50m. Os nucleos foram corados com @25 de uma
solucdo de 1mg/AlmL de iodeto de propideo e colecaun citbmetro
FacsCalibur. Os histogramas foram obtidos com twaoé Cell Quest e os
coeficientes de variacdo (CV) foram analisados ofoware WinMDI 2.8.
Para cada amostra foram analisados 10.000 nuckossdltados foram
submetidos a analise de variancia pelo teste F,maédias comparadas pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Verificouegee as plantas
apresentaram variacdbes no conteudo de DNA, sendadiddis
estatisticamente em dois grupos, em que 34 planeErsm o conteddo de
DNA significativamente aumentado. Pode-se conchor, meio da analise
de citometria de fluxo, que o tempo de cultivo vitro e as altas
concentracdes de auxina podem ter afetado a édsamlal genética das
plantas.

Palavras-chave:Elaeis guineensesCultivo in vitro. Reguladores de
crescimento.Variacdo somaclonal.Citometria de fluxo
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ABSTRACT

Plantsin vitro cultivation in high concentrations of growth regfigirs and for
a long time and can lead to somaclonal variatioroil palm, this variation
will be observed morphologically only after to siears old. Flow cytometry
can improve the early genetic alterations deteatfan vitro plants. The aim
of this study was to analyze, by flow cytometry, ANMontent of plant olil
palm Elaeis guineens)jsTenera hybrid growin vitro to verify the genetic
stability. For the experiment were used 50 plagéggsminated from indirect
somatic embryos, with 12 months old and subcultwesety 30 days. The
statistical design was completely randomized with ®petitions. To
determine DNA content were used leaves of plamtgitro. As internal
reference standard was used of tomasmlgnum licopersicunyoung
leaves. To obtaining nuclear suspension samples ereished in petri dish
containing 1 ml of ice Marie extraction buffer. Neic suspension was
filtered through a 50m mesh. Nuclei were stained with 25 uL of a sohutio
of propidium iodide (1mg/iml) and placed on the wflocytometer.
FACSCalibur. With Cell Quest software were obtaing@dtograms and
coefficients of variation (CV) were analyzed in WIbDI 2.8 software. For
each sample were analyzed 10,000 nuclei. The seswdte submitted to
variance analysis by F test with means were condplayeTukey test at 5%
probability. Plants showed DNA content variatiorsd avere statistically
divided into two groups. 34 plants had significgniticreased DNA content.
In vitro cultivation in high concentrations of auxin anddatime may have
affected genetic stability of the plants.

Keywords:Elaeis guineensim vitro culture. Growth regulators. Somaclonal
variation. Flow cytometry.
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1 INTRODUCAO

Dentre as técnicas da cultura de tecidos e Org@&getais, a
embriogénese somatica se destaca, pois se cazactor formar um
embrido somatico sem a fusdo dos gametas femiminmeasculinos.Esse
embrido somatico se desenvolve de forma semell@ntambrido zigotico,
mas, por ter células sométicas de apenas um indivias plantas geradas
sé@o clones (Zimmermann, 2010). Por meio da embnzgg somatica é
possivel fornecer um maior nUmero de mudas, em resm@spaco e tempo,
comparada aos métodos tradicionais utilizados opagacao do dendezeiro
em campo (Guerra et al., 1999).

Porém, essa técnica requer o uso de altas coacéesr de
reguladores de crescimento que, associados aoseliasinmsubcultivos,
podem gerar plantas variantes somaclonais (Baal,ef011).

A variacdo somaclonal pode decorrer de uma alerggnética e
epigenética (Larkin, 1981). Em dendezeiro, a vanasomaclonalpode
aparecer de forma heterogéneae em intensidadevelagiatre os clones, e
também entre as flores de uma mesmapalmeira, cgudtaemparcialou
completaesterilidade da flor,dependendo daseveritadanormalidade
(Jaligot et al., 2000).

Essa variacdo somaclonal caracteristica do deindezdenominada
“mantled”, em que sé é possivel visualizar morfaamente apds os cinco
a seis anos de idade da planta. A estrutura fttaséas plantas apresenta-se
aberrante, com as partes masculinas modificadaloees de ambos os
sexos, formando pseudocarpelos que se desenvolwessteuturas carnudas
do fruto verdadeiro.Por isso denomina-se de “manta” “mantled”, esse
fendtipo. A esterilidade da flor aumenta em decwig€ do agravamento da
anormalidade e a consequénciaé a diminuicdo dédagfio e da producéo
de 6leo (Rival, 2000).

Segundo Rival(2000),a embriogénese somatica enfedeiro causa

em torno de 5% de plantas com variagbes somacloDagestudo das plantas
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obtidasin vitro,em relacdo as possiveis alteracdes genéticas agerad
importante para reduzir o tempo e o0s gastos imdastdurante o seu
desenvolvimento (Singh et al., 2012).

A citometria de fluxo vem sendo amplamente utilezao intuito de
estimar o contetdo de DNA das plantas e, assieriirde ocorreu alteragéo
no genoma das plantas. E uma técnica vantajosaseparapida e precisa
(Bairu et al., 2011), ja tendo sido utilizada enmdzeiro para estimar o
conteudo de DNA em calos, células em suspens&mnéeufds (Madon et al.,
2012) e para classificar cultivares (Srisawat .e4al12).

Este estudo foi realizado com o objetivo de wvesifi variagoes
somaclonais em plantas de dendezeiro hibrido Temexeenientes de longo

cultivo in vitro, por meio de analises morfologicas e de citomegifluxa

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

O material vegetal foi fornecido pela empresa @sap Para. O
experimento foi conduzido no Laboratério CentralBielogia Molecular e
no Laboratério de Cultura de Tecidos, no Departamee Agricultura da

Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG.
2.2 Embriogénese somética indireta e regeneracaogiplantas

Explantes de inflorescéncias imaturas de dendezdéoram
inoculados em meio de cultivo MS suplementado ctias aoncentracdes
do regulador de crescimentopiclorame igle carvéo ativado suplementado
com 3% de sacarose, solidificado com 0,6% de agalfl @justado para
5,740,1, antes da autoclavagem. Os explantes foranidos, por 10 meses,
sem a renovacao do meio de cultivo para a induedmalbs embriogénicos.
Para o desenvolvimento dos embrides soméaticosfifizado o0 mesmo meio

de cultura citado, noqual foram mantidos durantatrgu meses, com
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renovacdo do meio de cultura a cada 60 dias. Enasamb etapas citadas os
explantes foram mantidos em sala de cresciment@ueéncia de luz e a
temperatura de 27+2°C.

Posteriormente, os embrides somaticos foram tradsfepara meio
de cultura constituido de MS (Murashige e Skoo@2)9com metade da
concentracdo dos sais suplementada com 2,57 pMeAlA1 pM BA, 3%
de sacarose e 0,6% de agar, para germinacdo dogesnbomaticos, em
gue permaneceram durante 3 meses, subcultivadeda 30 dias. Os
embrides soméaticos foram mantidos em sala de orestd, na presenca de
luz e & temperatura de 27+2°C.

ApOs quatro meses de cultivo, as plantas germinadas isoladas
e subcultivadas ho mesmo meio de cultura, com eg@mv do meio a cada
30 dias, durante 12 meses. Logo ap0s esse petimadoamostra foi coletada
para andlise. As demais plantulas forammantidasamde crescimento, na

presenca de luz e a temperatura de 27+2°C.

2.3 Andalise em citometria de fluxo

O preparo das amostras e as andlises por citanurfluxo foram
realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos, Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras, evras, MG.

Com objetivo de estimar o conteldo de DNA, foraraliadas 50
amostras de folhas de plantas, com trés repet&irés fragmentos foliares
de uma planta do campo, da qual foram retiradaxpkantes utilizados na
inducdo da embriogénese somatica, como controlelinédenento
inteiramente casualizado).

Para a determinacdo do contetdo de DNA, aproximadse 20-30
mg de folhas jovens das plantas, juntamente cgradvdo de referéncia
interno (tomate -Solanum licopersicura- 1,96 pg), foram triturados em
placa de Petri contendo 1mL de tampao de extragiieMpara a liberacao

dos nucleos (Dolezel et al., 1989). ApGs o processextracdo, a suspensao
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de ndcleos foi aspirada coo auxilio de uma pipeta de Pasteur e filtr
através de uma malha deum. Os nicleos foram corados pela adi¢cao de
puL de uma solgdo de 1mg/AmL de iodeto de propidOs histograma
foram obtidos com o software Cell Quest e os datasisados no prograr

WIiMDI. O teste de médias foi feito pelo Sisvaerreira, 2008).

2.4 Andlises morfologica

As 50 plantas regeneradas via embriogénese somatiean

analisadas qanto ao aspecto vist das folhas, ao formatodetextur:.

3RESULTADOS E DISCUSSAC

As plantasanalisadas por citometria de flukoram separadas €
trés grupos, sendoo grupo cont, com o DNA estimado em 3,36 ;um
grupo com16 plantas, que apresentaram média do conteldo N
estimado de 3,7 pg o outro grupo de 34 plantas, com oteado de DNA
estimado em 3,9 p@abelal).

Tabela 1 —Conteido médio de DNA relativo (pg) das plantasdalstin vitro de
Elaeis guineensidacq. Hibrido Tene, verificadoapds 12 meses de culti

Amostra Conteudo de DNA (pg)
Grupo 1 (controle) 3,36 a

Grupo 2 3. 7a

Grupo 3 39b

Médias seguidas pela mesma letra pertencem a umarggsip(, pelo teste Sco
Knott, a 5% de probabilidac
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Foram observadas variagcbes no contelido de DNA em al
porcentagem das plantas analisadas (68%), com omarao no contetdo de
DNA de 0,5 pg (Tabela 2).

Tabela 2 — Conteido médio de DNA relativo (pg) gintas obtidas d#aeis
guineensedacq. Hibrido Tenera, verificado apds 24 mesesli®o in vitro.

Planta indice de DNA Planta indice de DNA
1 3,96 b 26 3,86 b
2 4,09b 27 3,73 a
3 3,80 a 28 3,73b
4 3,04 a 29 3,89b
5 3,57 a 30 4,11b
6 3,98b 31 4,13 b
7 3,77 a 32 403b
8 397b 33 391b
9 406b 34 3,96 b
10 4,22 b 35 4,16 b
11 3,94b 36 392b
12 3,89b 37 3,79 a
13 401b 38 3,64 a
14 3,55 a2 39 397b
15 3,88b 40 4,13 b
16 3,88b 41 3,79 a
17 3,47 a 42 3,89b
18 3,72 a 43 3,75a
19 4,15b 44 3,99b
20 3,52 a 45 3,62 a
21 3,82b 46 391b
22 3,73 a 47 3,74 a
23 3,89b 48 3,98 b
24 3,96 b 49 3,89 b
25 48b 50 421b
26 3,86 b Controle 3,36 b
27 3,73 a cv 5,59

Médias seguidas pela mesma letra pertencem a umargsipo, pelo teste Scott
Knott, a 5% de probabilidade.
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Resultados semelhantes emtrabalhos utilizandommeitia de fluxo
para estimar o conteddo de DNA foram encontradas dantas de
dendezeirm vitro. Rival et al.(1997) e Srisawat et al.(2005) obtwer
valores iguais ao deste estudo (3,7 pg) e Madah(2008) e Srisawat et al.
(2012) obtiveram valores muito proximos(3,8 pg).

Em estudos com dendezeiro, a citometria de flueomiiu
distinguir a quantidade de DNA entre as espéciaa BWPsifera, que sdo os
pais de Tenera.A estimativa do DNA de Dura foi ¢&@ & 7,6 pg e a de
Pisifera foi préxima de 5,3 a 6,1 pg (Srisawatlet2912). Esses dados do
conteudo de DNA sédo importantes para diferir osidhds em estudo e o
cruzamento realizado entre eles. Em maracujaf@ipmssivel distinguir as
espécies por meio das analises de citometria ge (Bouza et al., 2004).

A andlise dos histogramas confirmou a diferencastanativa do
conteudo de DNA entre as amostras, por meio dadaedth diametro do
segundo pico formado, em que o primeiro corresp@naieostra controle, o

segundo,a fase G1lda mitose e o terceiro pico,a@ds#a mitose (Figura 3
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Figura 3 Histogramas obtidos por andlise de citamee fluxo da quantidade de DNA de dendezeirbrighd Tenera), usando o tampé&o Marie.
O primeiro pico corresponde ao padi@olanum licopersicune o segundo pico corresponde ao dendezeiro. Aafiftontrole); B: Planta
dendezeiro do campo (Grupo 1 - controle); C: Pldetadezeiro (Grupo 2), D: Planta dendezeiro (GB)po
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No cultivo in vitro de diferentes variedades de cana-de-acucar foi
observado aumento no contetdo de DNA das plantagd&96 pg, com 12
meses de subcultivos (Nogueira et al., 2014). Hate também foi
observado neste trabalho, pois as plantas aval@dasm de um longo
cultivo in vitro dos calos e, posteriormente, de muitos subcultias
plantas regeneradas.

Em suspensdes celulares Geffea arabicamantido por longo
tempo in vitro, foram observadas varia¢cdes na ploidia das céhpas
quatro meses de cultivo, observaram-se célulaaptetdes, octaploides e
aneuploides, indicando este ser o tempo maximoquenrservar a ploidia das
células (Clarindoet al., 2012).

Em bananeira, a micropropagacao também ocasiofmmacao de
somaclones com conteddo de DNA significativamentnaon (1,72 pg),
comparados a planta normal (1,82) avaliada em cafisogoya et al.,
2011).

Resultados semelhantes foram observados em pletssparagus
officinalis regeneradasn vitro via organogénese indireta, como altas
porcentagens de plantas com alteracbes no contI@NA, 38% das 37
plantas regeneradas e diferencas morfologicasdFaine Camadro, 2005).

Ja em plantas d&mallanthus sonchifoliusbtidas por meio da
embriogénese somatica, foi analisada a manuterg;&stdbilidade genética
por meio de andlises de citometria de fluxo (Viehnwwaet al., 2014).

As variagdes somaclonais, com consequente varifgdatipica,
observadas nas plantas cultivadaitro, surgem devido as mutacdes na
sequéncia de DNA que podem ser causados por fagmigenéticos. A
metilacdo do DNA é um dos mecanismos principais alteractes
epigenéticas e, normalmente, esté relacionaddaawisimento de genes em
resposta ao ambiente em que estdo (Miguel e MaP0ril). Neste caso,
ocorrem em resposta ao estresse induzido pelasggd@wndi¢cdes do meio

in vitro, como, por exemplo, omeio de cultura, os inUmexalscultivos
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consecutivos e os reguladores de crescimNeste contexto, mitos estudo
estdo sendo realizados com pla de dendezeiro obtidas vitro, levandt-
se em consideragéo os fatores epigenéenvolvendo a metilagdo do DN
(Jaligoet al., 2000; lival et al., 2013).

Em plantas de dendeze, a variagcdo somaclonal pode ser redu
de acordo com o regulador de crescimento utilizadocultivo in vitro
(Thawaro e Te-@atc 2009).Em plantas de dendezeiro foi verificado gt
presenca de auxinas no meio de ca leva aexpressdo de gen
relacionados com a variagdo somaclonal “mantlecorcillo et al.,2006)

Neste trabalho fram utlizadas altas concentragdes
auxinapiclorangurante a indugéo dos calos, fato que pode teoprimmadc
0 grande numero dplantas com contetdo de DNA aumentado, 36 de
plantas analisadas.

Das 50 plantas avaliadas quanto ao aspecto viguatro planta

apresentaram folhas com partes enrugeFigura 1).

®
!

Figura 1Plantas de dendezeiro hibrido Tenera obtidas pbriegénese somatic
A) Planta de dendezeiro com folhas aparentememteai®. B) Planta de dendeze
comfolha com aspecto rugo:
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Essas plantas, que apresentaram folhas com aspegtso,
sofreram um aumento no contedo do DNA (Tabela BHue pode indicar
uma possivel caracteristica para se identificar d¢acilidade e rapidez
plantas variantes somaclonais.

Em plantas de milho também foram observadas aftesac
morfolégicas, folhas quebradicas e porte reduzicrrespondendo ao
aumento no contetdo do DNA (Couto et al,.2013).

Em cana-de-agucar ocorreram variagbes morfoloégcamrtir do
quarto més de cultivo, correspondendo a redugBesontetdo de DNA
dessas plantas (Nogueira et al., 2014).Portatbnecessarios testes para
reduzir o numero de subcultivos, o tempo de culéva concentracéo da
auxina.

Futuros estudos com relacdo a metilagdo do DNApkmtas de
dendezeiro podem trazer beneficios na prévia ditecg plantas com

variacdo somaclonal.

CONCLUSAO

Plantas de dendezeiro obtidas por meio de embrsgén
sométicasofremalteracdo do contetdo de DNA.

As avaliacdes morfolégicas demonstraram modificagii® aspecto
das folhas em 8% das plantas analisadas, 0 quespodievido ao aumento
no contetdo de DNA observado, sendo este um aspapmrtante a ser
observado nas plantas, podendo servir como um d@rcde plantas

variantes somaclonais.
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ARTIGO 4

TRANSFORMACAO GENETICA DE DENDEZEIRO VIA
Agrobacterium Rhizogenes

RESUMO

O dendezeiro € uma monocotiledénea oleoginosa guiestaca pela alta
producdo de dleo por seus frutos. Esse 6leo é ampla utilizado nas
industrias alimenticia, farmacéutica, cosmética agapa producdo de
biocombustiveis. No entanto, o dendezeiro encomlifculdades na
expansdo de sua cultura, devido a sua dificuldadedptacao em diferentes
condic@es climaticas. A técnica de transformac@etiea pode permitir, por
meio da insercdo de genes,como, por exemplo, ageelolvidos com a
tolerancia ao estresse hidrico, uma melhor adaptdgadendezeiro em
outras regibes agricolas. A transformacdo gend&é&amonocotiledoneas
utilizando a Agrobacterium encontra algumas limitacbes em relacdo a
infeccdo e a transferéncia do DNA de interesse maaplantas. O
objetivo,neste trabalho, foi estabelecer um prdtocde tranformagéo
genética para o dendezeiro, utilizanddAgrobacterium rhizogenesepa
MSU440, contendo o plasmidgsEZR (H)-LN com o genafp. Para a
otimizacdo do protocolo foram testados dois métatipsfeccdo, corte na
base e infiltracdo a vacuopesteriormente, as plantas foram cocultivados
em BOD, com fotoperiodo de 16 horas, a temperatard9 °C, durante
cinco dias. ApOs o cocultivo, as plantas foram dfamdas para meio de
cultivo ER suplementado com 500 mg.lde tioxina (Tioxin®), para
eliminar as bactérias e foram mantidas em salecrdscimento com
fotoperiodo de 16 horas,a temperatura de Z&t2até o enraizamém As
raizes transformadas foram analisadas quanto &esgw do gengfp em
microscopio de fluorescéncia, confirmando-se poionte PCR. Com o
método de infiltragcdo a vacuo obtiveram-se 41% adees transformadas,
enquanto o método de corte na base ndo proporcioeabhum evento
transgénico.

Palavras-chave: Elaeis guineenseSultura de Tecidos Vegetais.
Transgéniafp. Otimizacdo de parametros.
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ABSTRACT

Oil palm is a monocotyledon, oilseed that standsfauhigh production of
oil by its fruits. Qil is widely used in the foogharmaceutical, cosmetics
and biofuels industry. However, oil palm expandtndfure is difficul due its
difficulty to adapt in different environmental cdtidns. Genetic
transformation techniques can, through the genssrtion mainly those
involved in drought stress tolerance, allow bedigiptation of oil palm plant
in other agricultural regions. Genetic transformatiof monocotyledons
using Agrobacteriumhas some limitations relative to infection and DNA
transfer to plants. The aim of this study was tdaldsh genetic
transformation protocol for oil palm usirggrobacterium rhizogenestrain
MSU440 containing the plasmid pEZR (H). For prologptimization two
infection methods were testd, base cut and vacudittration, and then
plants were co-cultivated in growth chamber undehdurs photoperiod and
temperature of 19°C for five days. After co-cultiea, plants were
transferred to ER culture medium supplemented &38 mg ! tioxina
(Tioxin®) to eliminate bacteria and were maintaineda growth chamber
with 16 hours photoperiod of and temperature of+28°C until rooting.
Transformed roots were analyzed as GFP gene eiqmessfluorescence
microscopy and confirmed by PCR. 41% of plantasewteansformed by
vacuum infiltration method and base cut method dat provide any
transgenic event.

Keywords: Elaeis guineensisPlants Tissue Culture.Transgenifgene.
Parameter optimization.



108

1 INTRODUCAO

O dendezeiro é cultivado, principalmente, nos estad Amazonas,
Para e Bahia, onde a ocorréncia de chuvas é beribuida, com indices
pluviométricos entre 2.000 mm/ano e 2.500 mm/andvgSet. al.,
2011)Atualmente, existe a preocupagdo com escassehdeas; devido as
mudancas climaticas e aos prejuizos causados ao ambiente pelo
homem, o que estd trazendo dificuldades para acudtgia e,
consequentemente, para o0 dendezeiro.As previsdoes @acultivodo
dendezeiro sédo alarmantes,pois sua produgdo &eleasiclima mais seco
(Sung, 2012).

O Brasil encontra-se na 4posicdo no que serefere a producéo de
Oleo de dendé e, por ser um pais com alto potepeied o cultivo de
dendezeiro, pode subir de posicdo, principalmeotetgr grande extensao
territorial. Porém, a ampliacéo do cultivo do derade € limitada porque as
plantas ndo se adaptam bem as diferentes condigd@sicas existentes nos
biomas brasileiros. Em diferentes condi¢des clicadti o dendezeiro pode
ter uma reducdo no rendimento e, consequentenmanmeento no custo da
producéo (Krug, 2013).

Neste contexto, a aplicacdo do melhoramento gendtar meio da
transformacdo genética, pode gerar caracteristmas favorecam a
adaptacdo das plantas de dendezeiro em diferdimes calém da obtencéo
de plantas com maior produtividade em 6éleo, resistéa pragas e doencas,
reducdo de porte, adaptacdo aos ambientes de érpdasultura e também
para o desenvolvimento de cultivares com caratixés de dleo
diversificadas para atender a diferentes finalidaftelacdo entre é&cidos
graxos saturados e insaturados, contetdo de caidd®sne menor acidez)
(Krug et al., 2013).

A transformagéo genética pode ocorrer por duas wiadireta, por
meio da biobalistica e a indireta, via bactériag@oeroAgrobacterium A

transformacgédo indireta utiliza Agrobacteriumpara transferir o gene de
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interesse para planta. A infeccdo por meioAdarhizogenese utilizada
quando se objetiva a transformacao de raizes, fatmeaizes em cabeleira
(Brasileiro e Lacorte, 2000; Masli et al., 200%vatiet al., 2012).

Alguns estudos relatam a limitacdo Agrobcteriumem infectar
mocotiledéneas, afirmando que,quando expostada cé@dec pela
Agrobacterium ndo formava galhas ou raizes, sendo, portantwsiderada
hospedeira ndo natural (Torreset al., 1999). Nargoi este fato né&o
descarta a possibilidade dgrobacteriumtransferir o T-DNA para estas
espécies. A medida que os processos foram apriomrgd foi obtido
sucesso na transformagcdo de monocotileddneas antliz a
Agrobacteriumtumefacierem espécies de arroz (Ahmad et al., 2002), sorgo
(Elkonin et al., 2012), trigo (Li et al., 2012) endlezeiro (Izawati et al.,
2012).

Existem varios fatores que podem aumentar a eficéma
transformacdo genética vidgrobacteriunmsendo necessério otimizar
parametros para cada espécie, visando aumentaiéneifi (Dutt e Grosser
2009). Dentre estes parametros podem-se citar alagieriana, 0 método
de infeccdo da bactéria, o uso de compostos fasolac idade do explante,
as condi¢des de cocultivo (tempo e temperaturajienaidade éptica (OD)
da bactéria, entre outros (Akramian et al., 200&haR et al., 2011;
Mariashibu et al. 2013).

Muitos autores citam o método de infiltragdo a wépara aumentar
eficiéncia de transformacdo genética em difereaspgcies, como algodao
(Wang et al., 2004), feijao (Liuet al., 2005), efe (Canche-Moo, 2006),
bananeira (Subramanyam et al., 2011) e soja (Malbia%t al., 2013).

O contato daAgrobacteriumpor meio de corte na base para algumas
espécies obteve melhores resultados do que péiragiio a vacuo, como,
por exemplo, em eucalipto (Mendonca et al., 201@necafeeiro(Carvalho,
2013).

Apesar de ndo existirem, na literatura,trabalhas Agrobacterium

rhizogenesem dendezeiro, a sua utilizacdo na transformagé@thntas de
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dendezeiro € de grande importancia, a fim de testastudar genes de
interesse a serem inseridos na planta.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de teat&ficiéncia de
dois métodos de infeccdo para a transformacdo igande plantas de
dendezeiro hibrido Manicoré, utilizando o gene rEpgfp via

Agrobacterium rhizogenes

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Local de realizacdo dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério ti@erde

Biologia Molecular, na Universidade Federal de bayem Lavras, MG.

2.2 Material vegetal

Frutos imaturos deElaeis guineensislacq. hibrido Manicoré,
coletados de populac¢des naturais com, aproximadam&d0 dias apds a

polinizacao, foram cedidos pela empresa Denpasa,. Pa

2.3 Obtencéo das plantas

Os frutos imaturos foram lavados em hipocloritsdéio (1,25%) e,
posteriormente, quebrados, utilizando-se morc¢a partirada do epicarpo,
do mesocarpo e do endocarpo do fruto, possibiltaadsim, a exposi¢éo
das améndoas.

As améndoas foram lavadas em 4gua corrente e kepada camara
de fluxo laminar, onde foram imersas em alcool 78&ante 30 segundos e,
em seguida, transferidas para uma solucéo de bijtoctle sédio (1,25%),
adicionando-se trés gotas de tween 20 a cada 10@enkolucdo. Em
seguida, foram lavadas, por trés vezes, em agudadasautoclavada, sob

agitacao continua.
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Apos a desinfestacdo, os embrides foram isoladesad#&ndoa:s
inoculados em meio de cultivo MS urashige e Skogg 1962)
suplementado com 45 ¢* de sacarose. Anteriormente, durante o prepa
meio de culturao [H foi ajustado para 5,1, o meio solidificado col
agar 06% (p/v), autoclavado e verti em placas de Petrgm camara d
fluxo laminar.

Apés a inoculacdo, os embrides foram man, por 30 dia, em
fotoperiodo de 16 hor, & temperatura de 26+2 °C raagerminacdo. Apds
obtencdo das plantulas, estas fortransferida para frascos magen
contendo o meio de cultura ER (anexo) suplementado5 mg.I"* de AIB
para o enraizamento das plantulas, onde permamnq, por 90 dia, sob as

mesmas condi¢deitadas anteriormente.
2.4 Transformagéao genétic
2.4.1 Plasmideo

O processo ¢ transformagéo das plantulas fealizado utilizand-
se 0 plasmideo pEZR (I-LN, que contém o gene reportgfp, 0 gene
higromicina fosfotransferase para selecionaiplantas transformadas o

gene da canamicina p aselecao das bactérias transformadas (Figu

LB RB

|7 egfp p355CaMV

Figura 1 -Vetor pEZR (H-LN contém o promotor p35SCaMV, o gene repérgfp
e o gene de selecéptll para conferir resisténcia a higromicina.

p355CaMV AMHigromicina

2.4.2 Preparo de células competentes déE. coli e Agrobacterium
rhizogenes
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A cultura bacteriana para o preparo de células etanfes de cepas
deE. colie MSU440 dé\. rhizogeneoi iniciada utilizando-se uma col6nia
de cada estirpe. As bactérias foram inoculadas em 8e meio de cultura
LB sem NacCl, para evitar o rompimento da membralesnpética, e
mantidas, a 28°C, por 24 horas, a 200 rpm. Em dagforam transferidas
para 1 litro de meio de cultura LB sem NaCl e iramds nas mesmas
condicdes de temperatura e agitacdo, até alcar@ar @00 méaxima de 0,8.
Posteriormente, as células foram mantidas em gelo30 minutos e, nas
proximas etapas de centrifugacdo, as condi¢desfdea3.000 rpm, por 15
minutos, a 4°C. Posteriormente, a suspensao dassébi subdividida em
20 tubos falcon, contendo 50 mL de suspenséo cedutacada uma. A
suspensdo de células foi centrifugada, o sobretedandescartado e as
células foram ressuspendidas em 50 mL de agupultragelada.Na etapa
seguinte, pellet foi ressuspendido em 25 mL de agua ultrapura geéad
centrifugado.Por duas vezes foi repetido esse gsoceApds esta fase, o
precipitado foi eluido em 20 mL de glicerol 10% aghd, centrifugado e
ressuspendido em 3 mL de glicerol 10% gelado. Adulag
eletrocompetentes foram congeladas em nitrogégiodid e armazenadas

em freezer, a -80°C, em aliquotas de 100 L.

2.4.3 Transformacgéo da cepa degrobacteiurium rhizogenes

Para a introducdo do plasmideo na cepa MSU448ydzbacterium
rhizogenedoi utilizado o método de eletroporacéo (Sambreiokl., 1989).

Para a selecdo das cepasAlerhizogenedransformadas com o
plasmideo pEZR (H)-LN,coletaram-se, com a alcaldéna, as células da
A. rhizogenesrmazenadas em glicerol 10%.Em seguida,foramadagiem
meio de cultura LB sélido contendo 50 midchnamicina emantidas, a
temperatura de 28°C, por 48 horas.Das col6niagigseeram neste meio de

cultura foi retirada uma,que foi novamente inocalath um meio de cultura
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com a mesma constituicdo, porém, liquida, a temyrerde 28°C,durante 48
horas, a 200 rpm.

Apés esse periodo, o DNA plasmidial das célulagebanas foi
extraido conforme o item 2.4.5 e, posteriormenteramsformacédo foi
confirmada via PCRe as células bacterianas foraocagas em glicerol

60%, na proporgao de 1:1 e armazenadas em freef,°C.

2.4.5 Extracdo de DNA — Miniprep

A extracdo do DNA plasmidial foi realizada por liakalina. A
cultura bacteriana foi incubada, por 16 horas, esiome cultura LB liquido
suplementado com antibiético canamicina (50 ij.L

Apés esse periodo, as células bacterianas foramsfeérédas para
microtubos e submetidas a centrifugag¢édo por domitos, a 16.000 g, para
sedimentacdo. O sobrenadante foidescartado e pipado ressuspendido
em 200uL de solugéo (Tris-HCI 50 mM pH 8,0; EDTA 10 mM #0;
RNAse A 0,1 g.[') e homogeneizado no vortex. Depois, foramadiciosad
200 pL de solucdo (SDS 1%, NaOH 200 mM) e homogeneizados
seguida incubados a temperatura ambiente, durantte minutos, para que
ocorra a lise celular.

Para a precipitacdo do DNA plasmidial foram adiatios 20QuL de
solugcdo (acetato de potassio 3M, pH 5,5, com aeitico glacial); o
volume foi homogeneizado e incubado em gelo, pomiffutos. Apos a
incubacao, os tubos foram submetidos a centrifugagd 6.000 g, por 10
minutos, a temperatura ambiente. O sobrenadanwwmt 0 DNA
plasmidial foi transferido para um novo tubo, aaldaram adicionados 450
uL de isopropanol. O volume dos tubos foi homogeadsize centrifugado, a
16.000 g, por 10 minutos, a temperatura ambientesobrenadante
foidescartado e adicionado 1 mL de etanol 75%, paxegem do

precipitado.
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O precipitado foi novamente centrifugado a 16.00Q0@gr cinco
minutos e o0 sobrenadante descartado. O precipiteadsfibmetido
acentrifuga a vacuo (Eppendorf Concentrator 53863 pecagem, por cinco
minutos e ressuspendido, em g0 de &gua ultrapura. A quantificacdo do
DNA plasmidial foi realizada em espectrofotbmetriNafodrop®
Espectrophotometer ND-1000), a A260 nm e,ao finala d

extracdo,armazenado a -20 °C.

2.4.6 Confirmacéo das bactérias transformadas

A confirmagéo das bactérias transformadas foizadi com o DNA
plasmidial, extraido por meio da miniprep (item.2)40 DNA plasmidial
foi digerido utilizando-seenzimas de restricdo é&agmentos obtidos foram
comparados com o plasmideo de origem.

A PCR foi realizada utilizando-se 1 unidade de TajA
polimerase (Sigma®), dL tampéo 10 X, 0,;%L dNTP mix (10 mMol.L-1),
0,6 uL de cadgrimer 5AAGGGCGAGGAGCTGTTCAC3,
‘BTGTTGCCGTCCTCCTTGAAGTC3' e 1L do DNA plasmidial (0,5.9).

A reacdo foi submetida ao termocicladeppendorf Mastercycler
programado com temperatura de desnaturacdo inig@aP5 °C, por 5
minutos, seguidos de 30 ciclos de amplificacdo amigs de 3 etapas: 95
°C, por 30 segundos; 63 °C, por 30 segundos e 7pA&C2 minutos. Apds
os 30 ciclos, as amostras foram submetidas a wapa &hal de 3 minutos, a
72 °C.

Os produtos amplificados e digeridos foram subrostida
eletroforese em gel de agarose 0,8% {incorados com AL de brometo de
etidio (0,5ug.mL™Y), sob corrente elétrica de 110 V em tamp&o TABQD,
M EDTA pH 8,0; 0,04 M TRIS pH 8,0; 0,02 M &cido #cé), por um
periodo de, aproximadamente, 90 minutos. O gelifializado sob luz
ultravioleta e a imagem captada pelo fotodocumenta@DAS 290
(Kodak®).
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2.4.7 Parametros analisados na transformacdo gengdi conA.
rhizogenes

2.4.7.1 Teste dos métodos de infeccaoAarhizogenes

Para a otimizac@o do processo de transformacapla@latsilas com o
plasmideo pEZR (H)-LN contendo o gegfip, foram testados dois métodos
de infeccéo (corte na base e infiltracdo a vaautillzando aA. rhizogenes
cepa MSU. Os experimentos foram realizados enbtog®s com 70 plantas
em cada e com 20 plantas como controle negativaoqaata tratamento.

Para o método de infec¢do por corte na base, limeota de 200
uL da cultura bacteriana foi plagueada em meiouttera LB, contendo 50
mg.L" de canamicina e incubada, durante 48horas°@. 28 plantas foram
infectadas por meio do corte com lamina de bistaritendo a bactéra
rhizogenescom o plasmidepEZR (H)-LN. As plantas do grupo controle
foram cortadas com lamina livre de bactérias, ¢ivaulas em meio de
cultivo ER suplementado com 100 pM de acetoserimgomantidas em
BOD com fotoperiodo de 16 horas,durante 5 diagnmperatura de 19C
(Stein, 2009).

O outro método de infecgdo avaliado foi por medoirfiltracdo a
vacuo, utilizando pressdo de 380 mmHg, durantequainutos.

Para a obtencéo da cultura de células bacterianass,colonia foi
inoculada em meio de cultura LB liquido contendan&L'de canamicina
e 100 puM de acetoseringona, mantidas sob agitacdo de 200 &pm
temperatura de 28 °C, até atingir a OD de 0,7.diosinente, aultura de
células bacterianas foi centrifugada, a 5.000 g, p® minutos e o
precipitado ressuspendido em meio de cultura BRdidgsuplementado com
100 uM de acetoseringona, até atingir a OD de As7raizes das plantas
foram cortadas e as plantas transferidas para eymade 10 mL contendo
500 uL da cultura bacteriana. Posteriormente, farantuzidas a camara de

vacuo e submetidas a um vacuo de 380 mmHg, porogoméiutos (Canche-
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Moo et al., 2006, Mendonc¢a, 2012). Para o contnagativo, as plantas
foram colocadas em meio de cultura sem a cultullgas bacterianas, nas
mesmas condigbes citadas anteriormente. Depois,plastas foram
cocultivadas do mesmo modo que no método de carbase.

Apos o periodo de cocultivo, as plantas foramsfieridas para meio
de cultivo ER suplementado com 500 mb.te tioxina (Tioxin®) para
eliminar as bactérias e mantidas em sala de crestincom fotoperiodo de

16 horas e temperatura de 26€2 até o enraizamento.

2.4.8.1 Analise da expressao do gegip

Para as analises da expressao do ggmeas plantas que emitiram
raizesforam visualizadas em microscépio de fluémsa AxioScope da
Zeiss, a um espectro de 470+20 nm.

As raizes das plantas que apresentarem expressfmeyfp foram

coletadas para analise em PCR.

2.4.8.2 ldentificacdo das plantas transformadas pd?CR

A PCR foi realizada para identificagdo denegfp. A extragdo do
DNA gendémico foi realizada de acordo com o protocdhtonic Hexadecyl
Trimethyl Ammonium Bromid€CTAB) (Doyle e Doyle, 1990), com
modificagfes. Aproximadamente 200 mg de tecido teéderam macerados
em nitrogénio liquido e transferidos para tubo Eplpef de 2 mL contendo
1 mL de tamp&o de extracdo (2% bde PVP-40; 2M NaCl; 100 mM tris-
HCI pH 8,0; 25 mM EDTA pH 8,0) pré-aquecido a 65 2€ntrifugando-se
a 11.000 rpm, durante 10 minutos.

O sobrenadante foi transferido para um novo tuticjanando-se o
mesmo volume de cloroférmio: alcool isoamilico 2&uv™) e, em seguida
homogeneizado e centrifugado,a 11.000 rpm, porihOtos. A fase aquosa

foi transferida para um tubo novo e adicionadoglL4de Rnase A, na
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concentracdo estoque de 100 pg'nelincubada, a 37 °C, por 30 minutos.
Para a precipitacdo foram adicionados 240de alcool isopropilico PA
gelado e incubados, a -20 °C, por, no minimo, & lepno maximo, 4 horas.
Apés a precipitagdo, o material foi centrifugadoaste 20 minutos (11.000
rpm). Posteriormente, o sobrenadante foi descartadprecipitado foi
lavado em 400 pL de etanol absoluto e ressusperfid@0uL de agua
Milli-Q autoclavada. As amostras foram armazenadas20° C. A
integridade do DNA foi verificada em gel de agar@8% corado com
brometo de etidio. O DNA gendmico foi quantificagio espectrofotdmetro
(Nanodrop® Espectrophotometer ND-1000), a 260 nm.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dois métodos de infeccdo testadosdurante o gzwcale
transformacao de raizes de plantas de dendezéwajchManicoré, induziram
raizes. No entanto, ndo foi observado, em nenhuwsnnuetodos avaliados, o
fendtipo tipico de raiz em cabeleira.Em algumasatplformou-se mais de uma
raiz, porém, apenas a maior raiz foi coletada PaR.

A obtencéo de raizes, apds o processo de trangfaorgenético, foi
lenta, aproximadamente dois meses para iniciagescionento.A porcentagem de
enraizamento das plantas que passaram pelo pratetsansformacado por corte
na basefoi de 10%, enquanto no processo de tramsféo por infiltracdo a
vacuo obtiveram-se 27% de plantas enraizadas.

A baixa porcentagem de formacéo de raizes pode rest@ionada ao
fato de a espécie em estudo ser uma lenhosa, aequalos indicaram ter
dificuldades para enraizar (Ono E Rodrigues, 199@&d et al.,, 2001). E,
também, ao fato de esta ser uma espécie monoéutdad que é relatada por
nao ser suscetivel a infeccdo pataobacterium

Neste trabalho foi utilizada A. rhizogenesMSU440. As cepas da.
rhizogenegviSU440 e R100, séo citadas por terem uma maiaiévicia e,
como consequéncia, podem expressar, no fendtipopkedas hospedeiras,
namerosas raizes com aspecto de cabeleira (Chabalid2006). Porém, neste
trabalho, apesar de ter sido utilizada a cepa M&Y) Aao foi observada grande
proliferacdo de raizes.Sugere-se que cada cepa tewdior atracdo por
determinadas espécies.

Para a transformacao por corte na base, das ldaplaoculadas com
a A. rhizogenes29% sobreviveram e, na transformacéo por infiicaa vacuo,

das 140 plantas inoculadas com.ahizogenes46% sobreviveram. O reduzido
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namero de plantas sobreviventes deve-se a altarnordcéo das plantas, apés o
processo de transformacéo genética.

Foi possivel verificar a expressédo do geffgmor meio da emissédo de
fluorescéncia verde, visualizada por meio do madp® de fluorescéncia nas
plantas transformadas (Figura 1). Porém, as plamasole também emitiram
uma pequena fluorescéncia amarelada e, por isdas tas plantas enraizadas

foram submetidas & extracdo do DNA e PCR, para iromafao da

transformacéo.

SO 5
gura 1 Raizes de dendezeiro hibrido Manicoréyalizadas em microscopio de

Fi
fluorescéncia Zeiss HBO 100, com filegfp(A) Controle (objetiva 40x) B) e C) Raizes
transformadas con\grobacterium rhizogenesontendo o plasmideo pEZR (H)-LN,
pelo método de infiltracdo a vacuo, 120 dias aptharsformacdo. Objetiva 50x e 20x,
respectivamente.

Existem sete variacdes do gemgp conhecidas, em relacdo ao
componente dos cromoforos e a posicdo dos amirasoidcada uma dessas
classes tem um conjunto distinto de excitacdo epdomento de onda de
emissdo. Por isso, para cada variagdo existe wnespecifico de filtro para
detecta-la (Tsien, 1998). Supbe-se que o filtrbzatio neste trabalho,egfp
nao tenha sido eficiente para a distincdo entpaadas transformadas e as néo
transformadas.

A expressédo da proteina GFP também foi observadaugnws trabalhos
de transformacgdo. Em calos embriogénicos obtidognderiGes zigoticos de
plantas de alamo, transformados com o geffg observaram-se pontos
fluorescentes fortes, confirmando a transgenia adespela PCR. Os
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autoresacompanharama expressao do gene durargervd@imento dos calos,
apoés dois dias do processo de transformacao, retgeaeracao e o crescimento
das plantas (Li e Qu, 2010).

A possibilidade de facilitar o processo de triagate plantas
transgénicas com o uso de proteinas fluorescettesy o GFP, é de grande
valia,partindo do principio de essa ser uma tédaici§ rapida e de menor custo
em relacdo & PCR. Essa técnica foi aplicada conmessacem plantas
transgénicas de tabaco, nas quais se visualizoprassao da proteina GFP e,
posteriormente, confirmacgéo por PCR das plantasfoemadas (Oven e Luthar,
2013).

Para transformacédo por corte na base, das plantasmitiram raizes,
em nenhuma foi identificada a insercdo do ggfmpor meio de PCR. Na
transformacdo por infiltragcdo a vacuo, em 41% dastgs enraizadas foi

confirmada a transgenia por meio da PCR.



121

No método de infec¢do por corte na base cA. rhizogenecontendo
o plasmideo pEZR (I-LN, indentificou-se por meio da PCR, g, das quatro

raizes analisadasenhuma das plantas apreavaraiz transformada (Figure).

400 pb

Figura Analise da PCR diDNA isolado de raizes de dendezeiro hibrido Ma®i
transformado com pEZR (-LN, pelo método de infeccao de corte na base e it
a vacuo. C{controle negativo da reacao} (raiz de plantas controle negativo).
(controle positivo -plasmideo pEZR (H)-LN). Colunas 1,23 ecorrespondem ¢
tratamento corte e colunas 4, 5, 7 correspondem ao tratamento infiltra@ vacuo,
indicando raizes néo transformadas. Marcador 10
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A partir da PCR foi possivel observar a amplificag@&um fragmento
de 400 pb (Figura,Zolunas €, correspondente ao gegp para o tratamento ¢

infiltracdoa vacuo conA. rhizogenesontendo o plasmideo pEZR ~LN.

400 pb

Figura Analise da PCR do DNA isolado de raizes de dendezébrido Manicore
transformadaom pEZR (H-LN, pelo método de infeccdo corte na base e infiltra
vacuo. C-(controle negativo da reacdo)- (raiz de plantas controle negativo).
(controle positivo plasmideo pEZR (t-LN). Fragmentos amplificados do gegfp
(colunas 6)indicando raizes positivamente transformadas cagniento de 400 p
Colunas 1, 2, 3, 4, 5 e 7 indicando raizes nasfoamadas. Colung, planta que passc
pelo tratamento de corte na base e colunas 2,3,8le 7 corresponm ao DNA das
plantas qugassaram pelo método de infiltracdo a vacuo. March@O pk
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Por meioda PCR foi possivel observar a amplificacawum fragmentc
de 400 pb (Figura, colunas 2,3,4,5,7 e 9) correspondente ao gfp para o
tratamento de infiltragé a vacuo comA. rhizogenescontendo o plasmide
pEZR (H)-LN.

400 pb

Figura 4Andlise da PCR do DNA isolado de raizes de dendezdébrido Manicore
transformado com pEZR )-LN, pelo método denfiltracdo a vacuo. - (controle
negativo da reacdo).- (raiz de plantas contmlnegativo). C+ (controle positiv-
plasmideo pEZR (HLN). Fragmentos amplificados do gegi (colunas 2, 3, 4, 5, 8
e 9) indicando raizes positivamente transformadas ftagmento de 400 pb. Coluni
foi utilizada a planta confirmada tFigura 4 coluna 5. Colunas 1 d@rfilicando raize
nédo transformadag.odos os DNAs utiliados nesse gele plantas que passaram [
processo de transformacédo gen¢ foramaplicadogpelo método de infiltracdo a vac
Marcador 100 pb.

Em plantas de eucalipto tamb foram avaliados ambos os métoc
corte na base e infiltracdo a vacuo, obt-se,com o método corte na b;
maior porcentagem de plantas transformadas (5086i)iteac@o a vacu(44%).
Porém, observoge maior mortalidade das plantas pelo método na base
(Mendoncga, 2012¥ambémencontrado no presente trabalho.

O vacuo gera uma pressdo negativa que causa esapgess célule
dos tecidos das plan, permitindo a introducdo das célulasadmobactérinos

espacos intercelularesEsse processopode favorecer a efiincia da
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transformacao por exporfgrobacteriuma células de plantas mais suceptiveis a
transformacdo do que as células presentes na e@dato explante
(Subramanyam et al., 2011; Riviera et al., 2012).

Neste trabalho, o método de infiltracdo a vacuordaiizado, durante
quatro minutos, a 380 mm. Em soja, a eficiéncia tdasformacdo foi
aumentada utilizando-se a infiltracdo a vacuo pos chinutos, a 750 mm de
Hg, obtendo-se 9,45% de plantas transformadas éstaku et al.,, 2013). O
método a vacuo também favoreceu a transformacderdeides de cafeeiro
(Canche-Moo et al., 2006). Emplantas de feijdo-caapinfiltracdo a vacuo
associada ao ultrassom resultou em 93% de eveattsyénicos (Bakshiet al.,
2011).

Maior eficiéncia de transformacdo comAgrobacterium rhizogenés
descrita para espécies dicotiledbneas, como, poemo, eucalipto
(70%)(Balieiro, 2013), cafeeiro (70%) (Alpizar dt 2006) efeijoeiro (93%)
(Bakshi et al. 2011), devido ao fato dgrébacteriunter uma maior atracédo por
estas espécies e, consequentemente, maior poméecigio nessas plantas.

A eficiéncia de transformacéo relatada para o deside utilizando
embriGes déElaeis oleiferatransformados por meio da biobalistica, foi de 9%,
confirmada por PCR (Bhore e Shah, 2012). Diferefaaetes de explantes de
dendezeiro influenciaram a porcentagem de transfgéim viaAgrobacterium
tumefaciens verificando-se que os calos apresentaram umarntai@ de
eventos transgénicos (78%-100%) em relacdo as sfo(i@%-32%), pela
expressao do gene GUS (Ismail et al., 2010).

Na literatura ndo foram encontrado relatos de Halsa de
transformacéo genética comharhizogenegm dendezeiro.

Neste trabalho foram introduzidos, no meio de wojtil00 uM de

acetoseringona. O uso da acetoseringona no megultieo foi favoravel na
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transformacao de plantas de tabaco utilizafvddiizogenegroporcionando um
aumento de quatro vezes na eficiéncia de transf@on@gumar et al., 2006).

Na transformacdo de células em suspensdo de d&odezem
Agrobacterium tumefaciengoi relatado que a presenca de acetoseringona no
meio de cultura aumentou a porcentagem de eveaiesfdrmantes, obtendo-se
0,7% de eficiéncia (Masli et al., 2009). Em caloddogénicos de dendezeiro, a
aplicacdo de acetoseringona no meio de cultura stoonea viruléncia da
Agrobacterium(lzawati et al., 2012).

Neste trabalho, a introducdo da acetoseringona eio e cultivo,
associada ao método de corte na base, ndo apresvr@ntos transgénicos,
enquanto o tratamento de infiltracdo a vacuo, #@sdoca introducdo de
acetoseringona no meio de cultivo, proporcionou kdergsdo de plantas
transgénicas.

Fazem-se necessarios testes com variacdes nagdesgacuo, a fim de
verificar qual a melhor pressdo para uma maioriéfaia do processo de
transformacéao genética.

CONCLUSAO

O método de infiltracédo foi eficiente na transfagéo das raizes de
plantas de dendezeiro (41%).

O método de corte na base ndo proporcionou raiaasformadas em
plantas de dendezeiro hibrido Manicoré.
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