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RESUMO GERAL

A palma de 6leo é uma cultura de grande valor econémico devido ao 6leo extraido de
seus frutos. A técnica de embriogénese somatica tem sido desenvolvida e aprimorada na
multiplicacdo vegetativa dessa espécie, e o cultivo em meio liquido parece ser
determinante para contribuir para a producdo em larga escala de clones. Neste contexto,
0 presente trabalho teve como objetivos: 1) desenvolver a embriogénese somatica em
palma de Oleo a partir de sistema bifésico, de modo a aperfeicoar a multiplicacdo de
agregados celulares e a regeneracdo de plantas clonais desta espécie; 2) avaliar as
respostas ao estresse oxidativo, mediada pela atividade de enzimas antioxidantes de
gendtipos de palma de 6leo (E. guineensis Jacq. var. Pisifera), durante a inducdo da
embriogénese somatica e; 3) avaliar a eficiéncia de um protocolo de transformacéo
genética de calos embriogénicos de palma de 6leo, por meio de biobalistica. Para tanto,
calos foram inicialmente estabelecidos sob cultivos em suspensdo, sendo avaliados
quanto a multiplicacédo e crescimento a partir do seccionamento ou dissociacdo deles em
meio de multiplicagéo especifico. O material foi mantido sob agitagdo constante e, apds
90 dias, avaliagdes referentes ao volume celular sedimentado (VCS) e curva de
crescimento foram realizadas. A partir destes materiais multiplicados, experimentos para
otimizar a diferenciacdo e maturacdo de embrides somaticos foram realizados, avaliando-
se a porcentagem de oxidacdo, formacgdo de embrides sométicos (ESs), além do nimero
de plantas regeneradas. Nas respostas ao estresse oxidativo durante a indugdo da
embriogénese somatica, explantes foliares oriundos de duas plantas adultas de Elaeis
guineensis Jacq. var. Pisifera foram utililizadas. A inducéo de calos foi realizada em meio
de MS suplementado com 450 uM de Picloram, sendo os materiais cultivados por dois
subcultivos de 45 dias cada. Aos 90 dias de inducdo foram avaliadas as percentagens de
formacdo de calo e oxidagdo dos explantes, além da percentagem de contaminacdo dos
materiais. Para as analises bioguimicas e enzimaticas, amostras de ambos os gendtipos
foram coletadas aos 7, 15, 30, 90 e 180 dias ap0s o inicio do cultivo, sendo analisadas as
proteinas sollveis totais e a atividade das enzimas peroxidase (POD), catalase (CAT) e
ascorbato peroxidase (APx). Com relacdo ao processo de transformacgdo genética de
palma de Oleo, os experimentos foram realizados utilizando-se o plasmideo
PMONORNAIBAR-FAD. O processo utilizado para a transformacdo de calos
embriogénicos foi por biobalistica e o0 agente de selecdo utilizado foi o glufosinato de
aménio (4 mg.L?). Os resultados indicaram alta eficiéncia no processo de
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estabelecimento e multiplicacdo de agregados celulares em meio liquido, embora nédo
tenha sido observado diferengas significativas na multiplicacdo dos materiais em razao
de se usar a forma de dissocia¢do ou seccionamento dos calos em cultivo. Na fase de
diferenciacdo de ESs, o tratamento com %MS + 20 g.L* de sacarose + 0,50 g.L* de
glutamina + 1,5 g.L ™ de carvéo ativado + 2,3 g.L™ de Phytagel® foi o que proporcionou
os melhores resultados quanto a porcentagem de formacao de embrifes somaticos (46%
dos calos), taxa de germinacéo de ESs e plantas formadas. Quanto avaliou-se as respostas
ao estresse oxidativo durante a indugdo, verificou-se genotipo-dependéncia nos
resultados, com um dos gendtipos ndo apresentando formacdo de calos. Os teores de
proteinas solUveis totais mostraram-se estatisticamente diferentes entre os genotipos,
embora 0 mais responsivo tenha sido 0 que apresentou 0os maiores valores para a enzima
POD. A atividade das enzimas CAT e APx ndo apresentou 0 mesmo comportamento que
a POD, com niveis altos apenas aos 180 dias para o genotipo ndo responsivo. Por fim, no
experimento de transformacéo genética obtiveram-se 21 plantas regeneradas nos diversos
tratamentos de transformacdo. No entanto, em nenhum dos regenerantes foi possivel

detectar eventos de transformacao.

Palavras-chave: Arecaceae, Elaeis guineensis, Elaeis oleifera, embriogénese somatica,

meio liquido, cultivos em suspensdo, sistema antioxidante, biobalistica.
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ABSTRACT

Oil palm is a crop of great economic value due to the oil extracted from its fruits. The
somatic embryogenesis technique has been developed and improved in the vegetative
multiplication of this species, and cultivation in a liquid medium seems to be decisive in
contributing to the large-scale production of clones. In this context, the present work
aimed to: 1) develop somatic embryogenesis in oil palm from a two-phase system, in
order to improve the multiplication of cell aggregates and the regeneration of clonal plants
of this species; 2) evaluate the responses to oxidative stress, mediated by the activity of
antioxidant enzymes of oil palm genotypes (E. guineensis Jacq. var. Pisifera), during the
induction of somatic embryogenesis; and 3) evaluate the efficiency of a genetic
transformation protocol of embryogenic callus of oil palm, using biolistics. To do so,
calluses were initially established under suspension cultures, being evaluated for
multiplication and growth by sectioning or dissociating them in a specific multiplication
medium. The material was kept under constant agitation and, after 90 days, evaluations
referring to the sedimented cell volume (SCV) and growth curve were performed. From
these multiplied materials, experiments to optimize the differentiation and maturation of
somatic embryos were carried out, evaluating the percentage of oxidation, formation of
somatic embryos (SEs), as well as the number of regenerated plants. In the responses to
oxidative stress during the induction of somatic embryogenesis, leaf explants from two
adult plants of Elaeis guineensis Jacq. var. Pisifera were used. The induction of calluses
was performed in MS medium supplemented with 450 uM Picloram, with the materials
cultured for two subcultures of 45 days each. At 90 days of induction, the percentages of
callus formation and explant oxidation, in addition to the percentage of contamination of
the materials, were evaluated. For the biochemical and enzymatic analyses, samples of
both genotypes were collected at 7, 15, 30, 90, and 180 days after the start of cultivation,
and the total soluble proteins and the activity of the peroxidase (POD), catalase (CAT),
and ascorbate peroxidase (APx) enzymes were analyzed. Regarding the process of genetic
transformation of oil palm, the experiments were carried out using the
PMONORNAIBAR-FAD plasmid. The process used for the transformation of
embryogenic calluses was by biolistics, and the selection agent used was ammonium
glufosinate (4 mg.L™?). The results indicated high efficiency in the process of
establishment and multiplication of cell aggregates in liquid medium, although no
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significant differences were observed in the multiplication of the materials due to the use
of the dissociation or sectioning form of calluses in culture. In the SE differentiation
phase, the treatment with %MS + 20 g.L sucrose + 0.50 g.L? glutamine + 1.5 g.L™!
activated charcoal + 2.3 g.L! Phytagel® provided the best results in terms of the
percentage of somatic embryo formation (46% of calluses), SE germination rate, and
formed plants. When evaluating the responses to oxidative stress during induction,
genotype-dependence was observed in the results, with one of the genotypes not
presenting callus formation. The total soluble protein levels were statistically different
between the genotypes, although the most responsive was the one that showed the highest
values for the POD enzyme. The activity of the CAT and APx enzymes did not show the
same behavior as POD, with high levels only at 180 days for the non-responsive genotype.
Finally, in the genetic transformation experiment, 21 regenerated plants were obtained in
the various transformation treatments. However, in none of the regenerants was it possible

to detect transformation events.

Keywords: Arecaceae, Elaeis guineensis, Elaeis oleifera, somatic embryogenesis, liquid

medium, suspension cultures, antioxidant system, biolistics.
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1 - INTRODUCAO GERAL

A palma de oleo (Elaeis guineensis Jacg.), também conhecida como dendezeiro
ou dendé, é considerada uma das espécies de maior importancia entre as palmeiras
domesticadas. E uma espécie monocotiledénea, perene e de longo ciclo de vida
(CORLEY:; TINKER, 2016). O cultivo da palma de 6leo se destaca na agricultura mundial
pela alta produtividade em 0leo vegetal, com rendimentos anuais de 4-6 toneladas de 6leo
por hectare/ano (MURPHY, 2014). O 6leo de alta qualidade e seus derivados sdo
utilizados na industria alimenticia (MAY; NESARETNAM, 2014; MBA; DUMONT;
NGADI, 2015), de cosméticos (KENG et al., 2009; MARTINEZ et al.,, 2017) e,
farmacéutica (ODIA; OFORI; MADUKA, 2015), além de ser uma importante fonte de
energia como biocombustivel (MUKHERJEE; SOVACOOL, 2014; KURNIA et al.,
2016).

Por se tratar de uma espécie monocotilednea, a palma de éleo possui Unico apice
crescente, sem perfilhamento, impedindo a propagacdo vegetativa por métodos
convencionais (MARTINE et al., 2009; CHANPRASERT et al., 2012; FERREIRA et al.,
2012; MONTOYA et al., 2014).Como alternativa, a cultura de tecidos surge como uma
alternativa para a multiplicacdo clonal da espécie. A fim de aumentar a produgdo de
mudas de palma de dleo, a micropropagacdo por embriogénese somatica (ES) € uma
alternativa para a multiplicacdo clonal de gendtipos elite desta espécie, por poder
propiciar a producdo de mudas em larga escala, em condi¢cfes assépticas e em espago
fisico reduzido (DUVAL et al., 1988; DURAND-GASSELIN et al., 1990; RIVAL et al.,
1997; GUERRA; TORRES; TEXEIRA, 1998; KONAN et al., 2006; SCHERWINSKI-
PEREIRA et al., 2010; OOl et al., 2013; PALANYANDY et al., 2013). Esta técnica ja
foi testada a partir de diferentes explantes nesta espécie (RAJESH et al., 2003;
SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2010; THUZAR et al., 2011; BALZON et al., 2013).
No entanto, é considerada laboriosa e seu sucesso é genotipo-dependente (OOl et al.,
2013).

Corroborando a isso, 0 uso de meios de consisténcia liquida para a multiplicagédo
e regeneracdo de plantas por embriogénese somaética tem sido um método altamente
eficiente para algumas espécies, devido as vantagens como crescimento rapido e
homogéneo, selecdo de linhagens e possibilidades de producdo de metabdlitos
secundarios (JHANKARE et al., 2011; UPADHYAY etal., 2020; MISHRA et al., 2021),
além de permitir a producéo automatizada (RUFFONI; SAVONA, 2005).
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Segundo Brondani et al. (2020), o cultivo em meio liquido permite uma maior
eficiéncia na producdo de biomassa, com maior controle das condi¢bes de cultura,
facilitando o monitoramento do crescimento celular, a troca de nutrientes e a remocéo de
produtos metabdlicos, além de possibilitar a producdo em larga escala. Esta técnica tem
sido utilizada na micropropagacdo de arvores coniferas (GUPTA; TIMMIS, 2005;
KLIMASZEWSKA et al., 2015), Medicago truncatula (DUOUE et al., 2006), cana-de-
acucar (ANDIBRISIBE et al., 1994), banana (GOMEZ KOSKY et al., 2002) e também
da palmade 6leo (KARYANTI etal., 2021), embora os resultados sejam pouco confiaveis
em razdo dos inimeros fatores envolvidos no processo..

Apesar de promissora, a inducdo da ES em plantas é geralmente um processo
complexo, afetado por muitos fatores, bioquimicos e moleculares, bem como pelo
envolvimento de genes relacionados ao estresse (NAMASIVAYAM, 2007; ROSE, 2019;
PRUDENTE et al., 2020). De fato, estudos mostram que fatores de estresse desempenham
um papel determinante durante a ES (KARAMI; SAIDI, 2010; JIN et al., 2014;
PRUDENTE et al., 2020), sugerindo que esta via seja uma resposta ao estresse de células
cultivadas in vitro.

O estresse oxidativo &€ um componente do estresse abiotico causado pelo cultivo
in vitro, que pode ser definido como um desequilibrio na relacdo entre a producao de
compostos antioxidantes versus compostos oxidantes (BARBOSA, et al., 2014). Como
resultado do estresse oxidativo, a formacdo imediata de espécies reativas de oxigénio
(Reactive Oxygen Species — ROS, em inglés) tais como peroxido de hidrogénio (H202),
anion superoxido (O2) e radicais livres de hidroxila (HO"), que desencadeiam o0s
sistemas de sinalizacéo da planta (M@LLER et al., 2007). Quando em excesso, as ROS
podem resultar em oxidacdo de proteinas, acidos graxos insaturados e DNA, causando
danos celulares e, eventualmente, morte celular (MITTLER, 2002; BARREIROS et al.,
2006; BARBOSA, et al., 2014; HUANG et al., 2019; TRIPATHI et al., 2020).

Para impedir as consequéncias nocivas do estresse, as plantas desenvolveram um
complexo mecanismo de defesa antioxidante que resulta na eliminacdo das ROS, para
reajustar o equilibrio redox celular (MITTLER, 2002; BARBOSA, et al., 2014; HUANG
et al., 2019). Uma delas ¢ a regulacdo da expressao de genes codificantes para enzimas
antioxidantes, cuja atividade evita ou reduz os danos potenciais causados pelas ROS
(CYRNE et al., 2003; HUANG et al., 2019; KHAN et al., 2023).

Adicionalmente, alguns autores tém correlacionado o aumento da atividade das

enzimas do sistema antioxidante, com a resposta embriogénica dos tecidos, sugerindo que
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0 estresse oxidativo favorece o processo de ES (GAJ, 2004; NIEVES et al., 2003;
BLAZQUEZ et al., 2009; ROSE, 2019; PRUDENTE et al., 2020).

As ROS apresentam dupla funcdo, tanto em eventos fisiologicos, quanto
fitopatoldgicos. Em eventos fisioldgicos, atuam em muitos processos de desenvolvimento
da planta, como sinalizadores fundamentais do crescimento (OBERT et al., 2005;
SWANSON; GILROY, 2010; MITTLER, et al., 2011), essas funcoes dependem do nivel
e da distribuicdo intracelular dessas moléculas (KOCSY, et al., 2013). De acordo com
Fehér e colaborados (2003), a interacdo entre auxinas e a sinaliza¢do do estresse resulta
na aquisicdo da competéncia embriogénica de células somaticas por meio da
reprogramacao celular.

A transformacdo genética aumenta a possibilidade de obtencdo de plantas com
caracteristicas agrondmicas desejaveis, pois permite a transferéncia de genes exdgenos,
para o genoma de uma planta, independente de haver compatibilidade sexual (ISHIDA et
al., 1996; ZHAO et al., 1998). A introducdo de genes exdgenos em plantas via
transformacdo genética pode ser efetuada por métodos indiretos (via Agrobacterium
tumefaciens ou Agrobacterium rhizogenes) ou direto, como a biobalistica (ARAGAO et
al., 1996; GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; PURKAYASTHA et al., 2010).

No caso de palma de 6leo, a transformacéo genética foi iniciada por um grupo de
pesquisa da Malasia desde 1987, pelo programa de engenharia genética da palma de 6leo
(Malaysian Palm Oil Board - MPOB), do Instituo de Pesquisa de Palma de Oleo da
Malésia (Palm Oil Research Institute of Malaysia - PORIM) (CHEAH et al., 1995),
inicialmente, visando a producdo de 6leo menos saturado, com maior teor de acido
palmitico e oleico (CHEAH et al., 1995).

No entanto, o principal gargalo para a engenharia genética dessa planta
monocotiledbnea, arborea e de respostas lentas € a disponibilidade de um método de
transformacéo genética rotineira e confiavel (Parveez et al., 1994). Um desses métodos é
por biobalistica que foi relatado pela primeira vez por Sanford et al. (1987). Esse € o
método mais bem-sucedido para a transformacdo de monocotiledéneas e culturas
agronomicamente importantes (Potrykus, 1991), sendo inicialmente escolhido como um
método eficaz para a transformacéo de palma de dleo (Parveez, 2000).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivos: 1) desenvolver a
embriogénese somatica em palma de Oleo a partir de sistema bifasico, de modo a
aperfeicoar a multiplicacdo de agregados celulares e a regeneracdo de plantas clonais
desta espécie; 2) avaliar as respostas ao estresse oxidativo, mediada pela atividade de
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enzimas antioxidantes de genotipos de palma de 6leo (E. guineensis Jacg. var. Pisifera),
durante a inducdo da embriogénese somatica e; 3) avaliar a eficiéncia de um protocolo de
transformacdo genética de calos embriogénicos de palma de dleo, por meio de
biobalistica.
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2 - REVISAO DE LITERATURA
2.1 - Aspectos botanicos e importancia econdmica da palma de 6leo

A palma de 6leo é uma palmeira monocotileddnia perene, oleaginosa e de ciclo
de vida longo (HARTLEY, 1988; BABU; MATHUR, 2022). De acordo com a
classificagdo atual, o género Elaeis é pertencente a classe Liliopsida, tribo Cocoseae,
subtribo Elaeidinae, familia Arecaceae e subfamilia Arecoideae (LORENZI et al., 2010).
E uma espécie que existe em estado silvestre, semissilvestre ou cultivado em areas de
zonas equatoriais ou intertropicais tmidas da Africa, Asia e América do Sul e Central,
porém, grande parte dessa distribuicdo geogréfica foi resultado de domesticacéo
(DRANSFIELD et al., 2008).

A denominacdo da espécie foi proposta pelo botanico Nicholas Joseph Jacquin
(1763), sendo Elaeis derivado da palavra grega elaion, que significa 6leo, e 0 nome
especifico guineensis demonstra que Jacquin atribuia sua origem a Guiné-Bissau, costa
do continente africano (TAN et al., 2009).

O exemplar americano de palma de 06leo é a espécie conhecida por caiaué (Elaeis
oleifera), nativa da América Latina, muito usada em programas de melhoramento
genético e que por meio do cruzamento com a espécie africana do mesmo género gera
descentes hibridos férteis e com resisténcia a pragas (CUNHA, et al., 2009).

No Brasil, a palma de 6leo foi provavelmente introduzida pelos escravos no século
XVI, por ocasido do trafico negreiro (SAVIN, 1965; VEIGA et al., 2001). Na época, 0s
escravos oriundos, principalmente, de Angola, Benin e Mogambique transportavam
sementes dentro dos navios, as quais deram origem possivelmente aos primeiros
dendezais no litoral do Estado da Bahia (CHAVEZ, 1984).

A palma de dleo é uma planta monoica, apresentando flores masculinas e
femininas em inflorescéncias separadas nas axilas das folhas da mesma planta
(RUTTAJORN et al., 2016, APICHATMETA et al., 2017). O fruto da palma de 6leo se
desenvolve em cachos ovais, que podem atingir um comprimento médio de 50 cm, com
largura de cerca de 35 cm e pesando de 20 a 30 kg. Cada cacho é composto por
aproximadamente 1500 frutos. O fruto é uma drupa séssil, com formato esférico e
alongado, medindo de 2 a 5 cm de comprimento e entre 3 e 30 g de peso (ADAM et al.,
2005).

Esse fruto € o que lhe confere o titulo de cultura de rendimento importante nos
tropicos (ZHENG et el., 2017), pois produz dois 6leos de importancia econdmica
conhecidos como, 6leo de palma ou de dendé, e o 6leo de palmiste, obtidos a partir do
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mesocarpo e do endosperma, respectivamente (SINGH et al., 2013). O mesocarpo é
espesso e corresponde a 92% do fruto, e contém de 20 a 50% de 6leo de dendé ou de
palma, em sua camada interna sdo encontradas améndoas que produzem o Oleo de
palmiste, com caracteristicas fisico-quimicas distintas das encontradas no 6leo de dendé
(SUMATHI et al., 2008).

Destacando-se na agricultura mundial devido a sua produtividade alta, a palma de
6leo tem alcangando rendimentos anuais de 4-5 toneladas de 6leo por ano (Palm Oil
Research, 2017). Seu 6leo tem muitas aplica¢Ges na industria de alimentos e como fonte
de energia (CARTER et al., 2007; CORLEY, 2009; MEKHILEF et al, 2011). O 6leo de
palma é utilizado principalmente para cozinhar, preparar margarina e tambeém para
aplicacdes ndo-alimentares (sabdo, detergente, cosmeéticos, etc.) (BERGER; IDRIS,
2005; CARTER et al., 2007). J& o 6leo de palmiste é utilizado na alimentacdo animal e
em adubos vegetais, como também, pela inddstria na fabricagdo de batons e perfumes,
além disso, vém compondo um importante insumo para a producdo de bicombustiveis
(Sundram et al., 2003; Hameed et al., 2009; Mukherjee & Sovacool, 2014; Oosterveer,
2015).

A alta produtividade de palma de 6leo deve-se aos hibridos interespecificos
melhorados que possuem potencial para producdo de uma grande quantidade de 6leo por
cacho (VALLEJO; CASSALETT 1975; CUNHA et al., 2009). Entre eles destaca-se 0
hibrido resultante do cruzamento entre o caiaué (E. oleifera) e a palma de dleo de origem
africana (E. guineensis), e geralmente apresentam caracteristicas intermediarias aos dois
parentais, revelando a acdo predominantemente aditiva dos genes e possibilidades de
progresso com selecdo (BARCELOS et al., 2001).

No Brasil, as cultivares de palma de 6leo utilizadas para plantio comercial sdo
principalmente genotipos da variedade Tenera. Os hibridos apresentam alta variabilidade
no rendimento de 6leo, com as melhores plantas rendendo entre 20 e 30% acima da média
(BAKOUME; LOUISE, 2007; LOW et al. 2008).

O Brasil ocupa a 9° posicdo na producdo de 6leo de palma mundial sendo
responsavel por 395,000 ton /ano. O Estado brasileiro que apresenta a maior produgéo é
0 Pard, responsavel por aproximadamente 98,47% do 6leo produzido, uma produgéo
anual de 3,200.000 t/ cacho de fruto fresco (CFF) e uma area plantada de 231.669
hectares e area colhida de 200.000 hectares, sendo 40 mil hectares em areas de
agricultores familiares, dados do Panorama Agricola do Para 2015/2019, da Secretaria
de Desenvolvimento Agropecuario e da Pesca do Pard (SEDAP, 2020). A Bahia vem em
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segundo lugar, com cerca de 1,47% e em terceiro o Estado de Roraima com 0,05%
(IBGE/PAM 2020 — ano de referéncia 2019).

Apesar disso, um problema a ser solucionado na produgédo de palma de Gleo é a
multiplicagdo dos gendtipos elites, pois a producdo de mudas por sementes torna-se
praticamente inviavel a obtencdo de culturas uniformes e a perpetuacdo das caracteristicas
de individuos de alto valor genético e agrondémico, por consequéncia dos genitores serem
plantas al6gamas com alta heterozigose (Martine et al., 2009; Myint et al., 2010;
Chanprasert et al., 2012). Diante disso, metodologias que possibilitem a clonagem séo de
grande importancia, propiciando a producgdo de individuos elite para o agronegocio, ou
ainda, com o propdsito de apoiar os programas de melhoramento genético da cultura, a
partir da producdo de mudas de alta qualidade geneticamente certificadas (Duval et al.,
1988; DURAND-GASSELIN et al., 1990; RIVAL et al., 1997a; KHAW; NG, 1998;
SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2010; BALZON et al., 2013, ALMEIDA et al., 2020).

Contudo, por tratar-se de uma espécie monocotiledénea que néo perfilha, a palma
de oOleo possui impedimentos para ser multiplicada vegetativamente utilizando-se
métodos convencionais (JOUANNIC et al., 2011). Diante disso, a micropropagacao via
embriogénese somatica surge como uma das unicas alternativas para a multiplicagdo
clonal da espécie (STARITSKY, 1970; PANNETIER et al., 1981; TEIXEIRA et al.,
1995; SILVA et al., 2012; CONSTANTIN et al., 2015).

2.2 - Cultura de Tecidos e Suspensédo Celular

Constitui um conjunto de técnicas, mediante as quais explantes sdo isolados e
cultivados assepticamente em um meio nutritivo previamente definido, sob condicGes
ambientais controladas. O fundamento da cultura de tecidos é a totipoténcia celular,
segundo a qual, qualquer célula viva no organismo vegetal contém toda a informacéo
genética necessaria a regeneracio de uma planta completa (FEHER et al., 2003;
VERDEIL et al., 2007).

As principais técnicas da cultura de tecidos vegetais sdo constituidas da
propagacdo clonal de mudas em larga escala (micropropagagédo), da regeneracdo de
plantas livres de virus e patogenos (limpeza clonal), da conservagdo de recursos genéticos
de plantas (conservacdo de germoplasma) e da producdo de plantas trangénicas
(ABDULLAH et al., 2005; SOH et al., 2011; GANTAIT et al., 2015). Além disso, a

cultura de tecidos € indispensavel para a regeneracdo de plantas melhoradas a partir da
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transformacao génica, e parte do pressuposto de que as células possuem a capacidade de
se regenerarem integralmente formando um individuo novo (Kerbauy, 1999).

Nesse sentindo, os meios de cultivo podem ser semissélidos (adicionando-se dgar
ou outro agente para gelificacdo) ou liquidos, de acordo com o protocolo para o sistema
de cultivo. Na micropropagacdo o0 meio de cultura de consisténcia semissolido € o mais
utilizado, composto por &gua, macro e micronutrientes e um agente solidificante que pode ser
agar, Phytagel, ou algum derivado de amido ou algas (CALDAS et al., 1998). No entanto,
existem fatores limitantes para o cultivo em meio de cultura de consisténcia semissélido:
o0 elevado custo do gel; alta demanda por de méo-de-obra, devido a elevada frequéncia de
subcultivos; formagdo de um gradiente de nutrientes a medida que o tecido absorve o
nutriente; acimulo de substancias fitoalelopaticas e de exsudados radiculares que podem
prejudicar a absor¢do de nutrientes e o desenvolvimento e crescimento dos explantes
(LEVIN etal., 1997; BARRUETO CID et al., 2002; TEIXEIRA, 2002).

O meio de cultivo em suspensdo consiste na multiplicacdo e manutencdo de
células e/ou agregados em forma de suspensdo em meio liquido. Trata-se de uma
ferramenta util para a micropropagacdo, melhoramento genético e conservagdo de
recursos genéticos (TOUCHET et al, 1991; TEIXEIRA et al, 1995;
KANCHANAPOOM; CHOURYKAEW, 1998; SANE et al., 2006; ROOWI et al., 2010;
PALANYANDY et al., 2013). As suspensdes celulares exibem maior taxa de divisao
celular, permitindo um crescimento mais acelerado devido ao contato direto das células
com os nutrientes do meio, sendo um prerequisito para que haja a transformacéao genética.
Por meio da suspensao de células é possivel obter uma propagacéo clonal em larga escala
utilizando pouco espago e livre de patdgenos, e também favorecem a transformacédo
genética (STEWARD et al., 1958; DE VRIES et al., 1988; FELLERS et al., 1995;
LAMEIRA et al., 2009; KONG et al., 2020).

Em geral, essas suspensdes celulares podem ser iniciadas pela inoculacéo de calos
friaveis em meio liquido e sob agitacdo. A agitacdo permite a desagregacao das células
que podem se dividir formando pequenos aglomerados celulares ou apenas células
isoladas, as quais apresentam taxas de divisdao mais elevadas do que as cultivadas de
maneira convencional. Para se obter uma suspensdo celular onde as células tenham
competéncia para se desenvolver em embrides é necessario que ocorra divisdes e
multiplicacdes ativas, formando agregados celulares (GUERRA; TORRES; TEIXEIRA,
1999).
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Protocolos para cultura de células e agregados em suspensao e a regeneracao
dessas ja foram relatados para a palma de 6leo, embora as diferentes etapas do processo
ainda nao estejam completamente dominadas (TOUCHET etal., 1991; TEIXEIRA etal.,
1995; KANCHANAPOOM; CHOURYKAEW, 1998; ROOWI et al., 2010;
PALANYANDY et al., 2013).

2.3 - Embriogénese Somatica

No ano de 2005, a Science publicou uma edi¢do celebrando os seus 125 anos, na
qual apresentou grandes questionamentos cientificos que a humanidade ainda ndo
alcancou respostas concisas. No total foram 125 questdes selecionadas, e dentre estas as
25 perguntas mais importantes foram discutidas e publicadas na edicdo comemorativa.
Uma destas questdoes foi: “Como uma tunica célula somatica vegetal consegue se
transformar numa planta completa?” (KENNEDY, NORMAN, 2005). De acordo com
Vogel (2005), essa indagacéo figura entre as questdes de maior relevancia cientifica que
ainda se encontram sem resposta clara e objetiva. Isso se deve ao fato de que os diversos
mecanismos: bioquimicos, genéticos e moleculares que envolvem a embriogénese
somatica, ainda ndo estdo totalmente elucidados.

A embriogénese somatica (ES) consiste no desenvolvimento de embrides,
partindo de células que ndo sofreram fusdo gamética. Este fendbmeno é natural em citrus,
ocorrendo a partir de celulas nucelares. No entanto, células de qualquer planta tem o
potencial de entrar nesse processo desde que recebam o estimulo e as condicdes
adequadas (AMMIRATO, 1983). Como resultado desse processo, € possivel originar
milhares de mudas idénticas a planta matriz em espacos fisicos relativamente reduzidos
e em qualquer época do ano (REINERT, 1958; WILLIAMS & MAHESWARAN, 1986;
SOH et al., 2011).

A embriogénese somatica pode ocorrer de duas formas: direta - quando 0s
embriBes se originam diretamente dos tecidos, e indireta, quando ocorre a inducdo da
formacéo e proliferacédo de calos antes do desenvolvimento dos embrifes (TISSERAT et
al., 1979). Entretanto, o embrido somatico, quando em desenvolvimento, passa
geralmente por estadios caracteristicos da embriogénese zigética: globular, codiforme,
torpedo, cotiledonar e maduro, num processo ontogénico, no qual ao final ocorre a
formacdo de uma estrutura bipolar, constituida de apice caulinar e radicular
(ZIMMERMAN, 1993; GUERRA et al., 1999).
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A inducdo da embriogénese somatica é o desencadeamento de um processo
morfogenético, devido a um estresse fisico e/ou quimico sofrido pelo explante, sendo a
etapa mais critica para o estabelecimento das culturas embriogénicas in vitro (FEHER et
al., 2002). Ja se sabe que o estresse celular desempenha um papel fundamental na
mudanca de destino da célula, levando a diferenciacdo celular e formacgdo do embrido
(OBERT et al., 2005; BLAZQUEZ et al., 2009; MERATAN et al., 2009). Contudo, ndo
se sabe como e nem a razdo que as células vegetais diferenciadas readquirem totipoténcia
e porgue esse fendmeno restrige-se a certos genotipos (FEHER et al., 2015).

Apos a indugdo de calos primarios e embriogénicos, € realizada a multiplicacao
das culturas embriogénicas, que consiste geralmente da reducdo nos niveis dos
reguladores de crescimento do meio de cultura. Essa reducdo permite ciclos repetitivos
de diviséo celular e o controle dos processos de diferenciacdo (TARMIZI et al., 2004;
CHOI et al., 2008; MARBUN et al., 2015). E nessa fase que geralmente suspensoes
celulares sao estabelecidas (GORRET et al., 2004).

Nas fases de diferenciacdo celular e maturacdo dos embrides somaticos €
necessario fornecer estimulos fisiologicos, bioquimicos e ambientais para interromper os
ciclos repetitivos de divisdo celular e induzir o inicio da diferenciacdo, e obtencdo de
embriBes somaticos maduros (GUERRA et al., 1999). Apos obtencao desses embrides, a
germinacdo € usualmente realizada em meio de cultura livre de reguladores de
crescimento (SWATI et al., 2001).

A ES tem sido reconhecida como um caminho eficiente para a regeneracao de
palmeiras (ZIMMERMAN, 1993). Descrita pela primeira vez em palma de 6leo por
Staritsky (1970) e Rabechault et al. (1970), cujo objetivo principal era produzir os
embrides somaticos advindos de explantes do meristema apical e embrido zigotico,
respectivamente. Esse material em contato com o meio e concentragOes elevadas de
auxinas, reorganiza suas propriedades epigenéticas e ciclo celular para a formacdo de
tecidos em etapas morfologicas semelhantes a embriogénese zigotica (EZ) (REE;
GUERRA, 2015).

A embriogénese somatica vem sendo amplamente estudada em palma de 6leo,
utilizando-se como explantes folhas jovens, inflorescéncias imaturas (TEIXEIRA et al.,
1994; GUERRA; HANDRO, 1998; KARUN et al., 2004; KONAN et al., 2010;
SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2010; GUEDES et al., 2011), embriGes zigoticos
(TEIXEIRA et al., 1993; THUZAR et al., 2011; BALZON et al., 2013; BONETTI et al.,
2016).
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Todavia, a regeneracdo das plantas via embriogénese somatica ndo esta livre de
problemas, observando-se dificuldades em otimizaras metodologias, a ocorréncia de
plantas anormais fenotipicamente, e a formagao de calos ndo embriogénicos, sendo estes
ndo funcionais na embriogénese somatica; 0s mecanismos que envolvem a embriogénese
somatica sdo complexos, assim como a reativacdo celular, divisdo, reprogramacao do
metabolismo e desenvolvimento (FEHER et al., 2003; FLOH et al., 2007), bem como
fatores de estresse que desempenham um papel determinante durante a ES (KARAMI;
SAIDI, 2010; JIN et al., 2014).

2.4 - Estresse oxidativo e respostas antioxidantes

2.4.1 — Espécies reativas de oxigénio (EROS) e estresse oxidativo

O estresse in vitro reflete-se geralmente em estresse oxidativo, que € definido
como um desequilibrio na relacdo entre compostos antioxidantes versus compostos
oxidantes, culminando com a elevada formacdo de ROS (CASSELLS et al., 2001). O
papel das ROS durante a morfogénese vem sendo investigado, sugerindo que essas
moléculas ndo séo apenas simples sinalizadoras do estresse, mas apresentam também
importancia na sinalizacdo do crescimento e desenvolvimento das plantas (OBERT et al.,
2005; MERATAN et al., 2009; BASKAR et al, 2018; CHAKI et al, 2020).

As ROS sdo reconhecidas como reguladores fundamentais do crescimento e
desenvolvimento de plantas (ARORA et al., 2002; SWANSON; GILROY, 2010;
MITTLER, et al, 2011). As ROS exibem uma funcdo dupla em muitos processos de
desenvolvimento, que dependem do nivel e da distribuicdo intracelular dessas moléculas
(KOCSY, 2013). As altas concentracdes de ROS sdo geralmente tdxicas, levando a danos
oxidativos. No entanto, em concentracdes apropriadas, as ROS também atuam como
moléculas de sinalizacdo que regulam muitas respostas fisiologicas e de desenvolvimento
(VRANOVA, et al, 2002; MITTLER, et al, 2011).

As espécies reativas de oxigénio apresentam-se em sua maioria na forma de
oxigénio singleto (*O), perdxido de hidrogénio (H202), radical hidroxila (OH-) e anion
superoxido (O2") e constituem subprodutos do metabolismo celular. Tais subprodutos tém
como sitios/locais de producdo os peroxissomos, as mitocondrias e os cloroplastos, assim
como podem ser gerados na maturacdo de sementes (PRUDENTE et al, 2020). Além
disso, estresses abioticos e bidticos intensificam a producdo de ROS, e isso pode
funcionar ndo s6 como uma espécie de sinalizacdo a maltiplas respostas de defesa, como

também, quando em niveis elevados de producdo, causar danos a diversas classes de
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biomoléculas, como proteinas, DNA e lipidios (MULLINEAUX et al., 2000; MITTLER,
2002; SOARES; MACHADO, 2007; GUPTA et al, 2018).

Espécies reativas de oxigénio induzem mudancas no padrdo de expressao génica,
metabolismo celular e totipoténcia, importantes para a competéncia embriogénica em
células somaéticas (SINGH et al, 2019; CASTRO et al, 2021; SIES et al, 2022). Portanto,
acredita-se que um certo nivel de estresse oxidativo € requerido para promover a formacéo
de células embriogénicas e desencadear uma rota morfogénica especifica (BLAZQUEZ
et al., 2009).

2.4.2 — Metabolismo antioxidante

A evolucdo de um mecanismo altamente eficiente das células das plantas
possibilitou a superacdo da toxicidade das espécies reativas de oxigénio (ROS) e sua
utilizagdo como sinalizadoras moleculares (BAILEY-SERRES; MITTLER, 2006).

Incluida na resposta ao estresse oxidativo celular esté a regulacdo da expressao de
genes que codificam enzimas antioxidantes, as quais reduzem os danos potenciais
causados pelas ROS (CAO et al, 2020; RAZA et al, 2022). Enzimas e substancias
antioxidantes podem ser mobilizadas a fim de proteger a célula contra 0 excesso ou a
producdo inapropriada de espécies reativas de oxigénio, formadas em decorréncia de
danos oxidativos (BULBOVAS et al., 2005).

Os danos oxidativos em células e compartimentos subcelulares podem ser
evitados pela ativagdo de mecanismos de defesa enzimaticos, e ndo enzimaticos (MAGER
et al., 2000; AGARWAL; SHAHENN, 2007; IGHODARO; AKINLOYE, 2018). Dentre
0os mecanismos de defesa enzimaticos, destacam-se a superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO) (ARORA et al., 2002;
BARBOSA et al., 2014; HASANUZZAMAN et al, 2020).

A catalase (CAT) tem fungdo de converter o peroxido de hidrogénio em agua e
oxigénio estavel. E a Unica entre as enzimas que degradam o H2O2 que ndo consome
equivalentes redutores da célula e que possui mecanismo muito eficiente para a remogéo
do peroxido de hidrogénio formado sob condi¢des de estresse (MALLICK; MOHN,
2000; MHAMDI, et al, 2010; SOFO et al, 2015; PALMA et al, 2020). Isto ocorre desde
que a concentracdo de H2O- esteja em niveis elevados, caracterizando um estresse severo
(ARORA et al., 2002; SHARMA; AHMAD, 2014; ANJUM et al, 2016). A CAT é uma
enzima tetramérica Fe porfirina, abundante nos peroxissomos. Além disso, apresenta uma

classe especifica que esta localizada nos tecidos vasculares, onde, provavelmente, esta
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envolvida na protecao contra estresses ambientais (WILLEKENS et al., 1995; MHAMDI,
et al, 2010; SHARMA; AHMAD, 2014; SOFO et al, 2015).

As peroxidases (POD) convertem o H20, em agua, além de estarem envolvidas
em ligacBes de polissacarideos e lignificacdo da parede celular e na diminuicdo do
processo peroxidativo dos lipidios de membrana (PASTERNAK et al., 2002; LIBIK et
al., 2005; BELA et al, 2015; WU et al, 2019). S&do hemeproteinas que também catalisam
a oxidacdo de compostos fendlicos e estdo envolvidas na oxidacdo do acido indol-3-
acetico (AlA), na lignificacdo, na cicatrizacao de ferimentos, na defesa contra patdgenos,
entre outros processos fisiologicos (GASPAR et al., 1982; KAO, 2003; POURCEL et al.,
2006; BELA etal, 2015; WU et al, 2019). Além de participar do mecanismo antioxidante,
a peroxidase também atua na morfogénese pela oxidacdo de AIA, e pode, portanto, ser
usada como um marcador bioquimico na elucidagdo e acompanhamento de processos
morfogenéticos em plantas (ANDERSEN, 1986; LIMA et al, 2002; JAIN et al 2014; WU
et al, 2019).

A identificacdo da oxidacdo fenolica em tecidos cultivados in vitro pode ser
avaliada com maior profundidade a partir de estudos correlacionados & atividade de
enzimas antioxidativas (BASKARAN et al, 2015; MANQUIAN-CERDA et al, 2016). A
utilizacdo de marcadores bioquimicos, como a peroxidase, pode transpor a subjetividade
da identificacdo visual da morfogénese in vitro e auxiliar na identificacdo precoce de tais
processos (PIZA et al., 2003; BASKARAN et al, 2015; ISAH, 2019).

2.5 - Transformacéao genética

A transformacdo genética é uma das técnicas de melhoramento genético por
inserir o gene de interesse, além de reduzir o tempo de obtencdo da planta com a
caracteristica de interesse (ISHIDA et al., 1996; ZHAO et al., 1998). Sendo de grande
potencial como ferramenta para auxiliar os programas de melhoramento genético e por
tornar possivel a introducdo de genes de interesse agronémico, mantendo-se as
caracteristicas genéticas originais da variedade e evitando-se a transferéncia de
caracteristicas deletérias (BARBOSA, 2002; PENA et al., 1995), permitindo assim, o
encurtamento do tempo para a obtengdo de uma nova variedade de ciclo longo como a
palma de oleo.

De maneira geral, a introducdo de genes exdgenos em plantas via transformacéo

genética é realizada por métodos indiretos (via Agrobacterium tumefaciens ou
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Agrobacterium rhizogenes) ou direto, como a biobalistica (PURKAYASTHA et al.,
2010).

Assim sendo, a transformacdo genética mediada pelo bombardeamento de
particulas favorece a transformacgéo genética de culturas recalcitrantes e perenes, como a
palma de 6leo, pois a técnica permite a transferéncia de qualquer gene para praticamente
qualquer tipo de tecido ou celula (PARVEEZ, 1998; ABDULLAH et al., 2005).

Os trabalhos de transformacédo genética de palma de dleo visam objetivos como:
aumentar o &cido estedrico, o acido palmitoleico, o &cido ricinoleico, o licopeno
(carotendide) e os plasticos biodegradaveis (Parveez, 2000; Rasid et al., 2014; Parveez,
2015). Murphy et al, (2014) propGem os seguintes trés alvos para a modificacdo genética
de palma de 6leo: (a) aumento do rendimento de 6leo, (b) modificacdo da composicéo do
6leo, e (c) desenvolvimento de palma de 6leo com tolerancia a pragas e doencas. Esses
trés objetivos sdo as prioridades mais importantes para o aumento da producgéo global da

industria de 6leo de dendé e para a expansdo em novos mercados.

2.6 - Transformacao genética mediada por biobalistica

O processo de biobalistica foi inicialmente proposto por SANFORD et al. (1987),
com o objetivo de introduzir material genético no genoma nuclear de plantas superiores.
Desde entdo, a universalidade de aplicacdes tem sido avaliada, demonstrando ser um
processo também efetivo e simples para a introducéo e expressao de genes em bactérias,
fungos, protozoérios, algas, insetos e tecidos animais (KLEIN et al., 1992; SANFORD et
al., 1993 e ARAGAO et al., 1992). Segundo Sanford (1988), a biobalistica abrangeria as
trés condi¢bes principais que compdem um mecanismo ideal de transferéncia de genes:
permitiria a transformacdo de células, tecidos e espécies mais direta, simples e
rapidamente; seria aplicavel para a transferéncia de genes em grandes quantidades de
células, tecidos e espécies, para as quais os outros métodos sdo falhos, e seria de facil
manuseio, podendo transformar eucariotos e procariotos.

A Dbiobalistica utiliza microprojéteis impulsionados em alta velocidade para
projetar o0 DNA dentro das células. Este bombardeamento é feito em equipamento
apropriado capaz de acelerar as particulas (de 0,2 — 4 um de didmetro) cobertas com
sequéncia de DNA a velocidades maiores de 1500 Km/h. Foi demonstrado que estes
microprojéteis (de ouro ou tungsténio) penetram a parede e a membrana celular de

maneira ndo letal, alojando-se aleatoriamente nas organelas celulares. Posteriormente, o
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DNA é dissociado das microparticulas pela acdo do liquido celular e integrado no genoma
nuclear do organismo receptor (ARAGAO et al., 1992).

Muitos equipamentos foram desenvolvidos para a aceleracao de microparticulas,
utilizando sistemas de onda de choque gerados por uma explosao quimica; de pressao de
gas hélio, ou descarga elétrica (PEREIRA; VIEIRA, 2006). O equipamento (acelerador
de microparticulas ou bombardeador) € composto basicamente por uma camara de
pressao, solendide, agulha e regulador de presséo do gas hélio. Esse conjunto € conectado
auma bomba de vacuo e ao cilindro de gas hélio. Durante o processo de bombardeamento,
as microparticulas sdo depositadas em uma membrana carreadora e na camara
pressurizada do acelerador de particulas (gun) ha liberacdo de uma onda de choque sob
alta pressdo de gas hélio, ocorrendo a formacdo de uma onda de choque, a solendide é
ativada fazendo com que haja a energizacdo e deslocamento da agulha que rompe a
membrana de ruptura e impulsionando a membrana carreadora contendo as
microparticulas envoltas no DNA. Essas, por sua vez, sdo carreadas na direcdo do tecido
vegetal a ser transformado. Dessa maneira, as microparticulas penetram a parede e a
membrana celular de maneira ndo-letal, alojando-se nas organelas celulares.
Posteriormente o liquido celular separa as microparticulas do DNA recém introduzido
(RECH; ARAGAO, 1998) (Figura 1).
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Figura 1. Bombardeador ou acelerador de particulas. Esquema representando a
biobalistica, método de transferéncia direta de genes mais usado para transformar células

vegetais. Fonte: google imagens (2017).

O uso de um bom marcador de selecéo é fundamental para a recuperacéo in vitro
eficiente de plantas transgénicas. O marcador de selecdo confere carater dominante as
células transformadas, resultantes da incorporacdo de nova caracteristica, que nao esta
presente nas células ndo transformadas. Essa nova caracteristica permite a sobrevivéncia
da célula vegetal transformada na presenca de um agente de selecdo que €, geralmente,
um antibiético ou um herbicida (BOWEN, 1993).

Diferentes fontes de explantes de palma de 6leo influenciam a porcentagem de
transformacéo. De acordo com Ismail et al. (2010), verificaram que calos apresentaram
uma maior taxa de transformacéo (78% - 100%), que € muito maior em compara¢cdo com
as plantulas derivadas de embrides imaturas (10 - 32%), pela expressdo do gene gus
(ISMAIL et al., 2010).
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CAPITULO 1
Desenvolvimento e aperfeicoamento da embriogénese somatica e regeneracéo de

plantas de palma de dleo (Elaeis oleifera x E. guineensis) em sistema bifasico

RESUMO

A embriogénese somatica em palma de 6leo tem grande impacto na multiplicacdo de
plantas de qualidade e o uso de meio liquido pode potencializar os resultados. O objetivo
do trabalho foi desenvolver e aperfeicoar a embriogénese somatica e a regeneracao de
plantas de um hibrido interespecifico de Elaeis oleifera x E. guineensis (B351733) em
sistema bifasico, pela combinacéo de meio semissoélido e liquido em diferentes etapas do
processo. Para tanto, visando compreender o potencial de estabelecimento e a
multiplicagdo de calos embriogénicos, foram realizados experimentos seccionando e
dissociando 300 mg calos embriogénicos depositando-os em meio liquido, composto por
MS+30 g.L* sacarose+0,5 g.L* de glutamina+1,0 mg.L™ de 2,4-D, na qual foi aferido ao
longo de 90 dias o volume celular sedimentado (VCS) e realizada a curva de crescimento.
Posteriormente, foi realizado um experimento para determinar o tratamento mais eficaz
para a diferenciacdo e maturacdo dos embrides somaticos, no qual foi contabilizado a
porcentagem de oxidacdo, a formacdo de embrides somaticos, a germinacdo e
aclimatizacdo das plantas clonadas. Na etapa de estabelecimento inicial de calos em meio
liquido, bem como multiplicagdo, observou-se resultados satisfatério, tanto do método
seccionado com 4 mL de VCS, quanto no método dissociado com 6 mL de VCS. Em
relacdo a fase de diferenciagéo, o tratamento com ¥2MS + 20 g.L* de sacarose + 0,50 g.L
! de glutamina + 1,5 g.L"* de carvo ativado + 2,3 g.L* de Phytagel®, apresentou maior
taxa de oxidacdo (48%), no entanto ndo diferiu dos demais tratamento quanto a
porcentagem de formacao de embrides somaticos (46%), sendo também o tratamento com
maior taxa de germinagdo e plantas formadas. O trabalho permitiu desenvolver uma
metodologia robusta para otimizar a embriogénese somatica em palma de éleo, com o uso
de meio liquido proporcionando elevadas taxas de crescimento de agregados celulares
embriogénicos, diferenciacdo de embrides somaticos e regeneracdo de plantas clonais.
Com os resultados obtidos, conclui-se que o protocolo apresenta grande potencial de uso

para producdo em larga escala da espécie.

Palavras-chave: Arecaceae; meio liquido; embrides somaticos;
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ABSTRACT

Somatic embryogenesis in oil palm has a great impact on the multiplication of
quality plants, and the use of liquid medium can enhance the results. The objective of this
work was to develop and improve somatic embryogenesis and plant regeneration of an
interspecific hybrid of Elaeis oleifera x E. guineensis (B351733) in a biphasic system by
combining semi-solid and liquid medium at different stages of the process. To understand
the potential for the establishment and multiplication of embryogenic calli, experiments
were performed by sectioning and dissociating 300 mg embryogenic calli and depositing
them in liquid medium composed of MS+30 g.L* sucrose+0.5 g.L* glutamine+1.0 mg.L"
1 2,4-D. The sedimented cell volume (SCV) was measured over 90 days, and a growth
curve was plotted. Subsequently, an experiment was conducted to determine the most
effective treatment for the differentiation and maturation of somatic embryos, in which
the percentage of oxidation, formation of somatic embryos, germination, and
acclimatization of cloned plants were recorded. Satisfactory results were observed in the
initial establishment and multiplication stage of calli in liquid medium, using either the
sectioned method with 4 mL of SCV or the dissociated method with 6 mL of SCV.
Regarding the differentiation phase, the treatment with ¥2MS+20 g.L* sucrose+0.50 g.L-
! glutamine+1.5 g.L* activated charcoal+2.3 g.L Phytagel® had the highest oxidation
rate (48%), but did not differ from other treatments in terms of the percentage of somatic
embryo formation (46%), and also had the highest germination and plant formation rate.
The study allowed the development of a robust methodology to optimize somatic
embryogenesis in oil palm, using liquid medium to provide high rates of growth of
embryogenic cell aggregates, somatic embryo differentiation, and clonal plant
regeneration. Based on the results obtained, it can be concluded that the protocol has great
potential for large-scale production of this species.

Keywords: Arecaceae; liquid medium; somatic embryos;
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1. INTRODUACAO

A producéo de palma de 6leo, popularmente conhecido como dendezeiro ou dleo
de palma africano (BABU; MATHUR, 2022), é de grande importancia econémica para
varios paises em desenvolvimento da Africa e da Asia (BORGES et al., 2016). A palma
de 6leo é uma das principais fontes de 6leo vegetal do mundo e é usada na fabricagédo de
alimentos, produtos de higiene pessoal, cosmeéticos e biocombustiveis. Além disso, a
producdo de palma de 6leo emprega milhdes de pessoas em todo 0 mundo e é uma
importante fonte de renda para os agricultores (AGROPALMA, 2015; YOKOYAMA,
2015; VIJAY etal., 2016).

Além do Elaeis guineensis, E. oleifera, popularmente conhecida, como 6éleo de
palma americano (BABU; MATHUR, 2022) ou caiaué (MOZZON et al., 2018), destaca-
se nesse cenario, sobretudo, por apresentar caracteristicas economicamente importantes
para programas de melhoramento genético, como baixa crescimento em altura, o que
reduz os custos operacionais (BARCELOS et al., 2015; MONTUFAR et al., 2018;
MOZZON et al., 2018) e maior resisténcia ao Amarelecimento Letal ou bud rot (LUIS et
al., 2010; BARCELOS et al., 2015). Nesse sentido, programas de melhoramento tém
direcionado esforcos para a obtencdo de hibridos interespecificos (E. oleifera x E.
guineensis).

De acordo com dados da Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentagéo e a
Agricultura (FAO), a produgdo mundial de 6leo de palma atingiu cerca de 77 milhdes de
toneladas em 2020, com a Indonésia e a Malasia como os principais produtores. A
producdo de palma de éleo também tem crescido em outros paises, como a Nigéria, a
Tailandia e a Coldmbia (MEDINA et al., 2019; RIVAL; LEVANG, 2014; Sayer et al.,
2012), totalizando mais de 30 paises produtores (BABU; MATHUR, 2022). Segundo
esses ultimos autores, com 0 aumento da area plantada de déleo de palma em diversos
ambientes, é essencial o desenvolvimento de variedades de dendé com alto rendimento,
crescimento vertical lento, alta taxa de extracdo de 6leo e tolerancia a regimes de baixa
disponibilidade hidrica.

Nesse contexto, técnicas de propagacdo clonal in vitro, especialmente, a
embriogénese somética, desempenha papel fundamental como ferramenta no
desenvolvimento de variedades clonais com caracteristicas de interesse, além de subsidiar
a aplicacdo de outras técnicas, como a transformacéo genética e a edicdo génica. Segundo
MARDAN et al. (2018), a embriogénese somatica tem sido utilizada na produgéo de
mudas de Elaeis guineensis para fins comerciais desde a década de 1990, e sua eficacia
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tem sido comprovada em varias pesquisas. Recentemente, Iserhienrhien et al. (2022), por
exemplo, relataram um protocolo eficiente para a producdo de embriGes somaticos, de
cerca de 86,7 +17,6 embriGes somaticos de palma de dleo produzidos por calos. Esses
autores descreveram o uso de diferentes tipos de explantes, concentragdes de reguladores
de crescimento e periodos de cultura para produzir embrides somaticos e regenerar
plantas completas.

Varios outros estudos tém sido realizados para desenvolver protocolos eficazes
para a producdo de embrides somaticos a partir de agregados celulares cultivados em
meio liquido e células em suspensdo de palma de dleo. Por exemplo, Abdullah et al.
(2015) descreveram um protocolo para a producdo de células em suspensdo de palma de
oleo utilizando explantes de folhas jovens e reguladores de crescimento. Khairuddin et
al. (2021) relataram a producdo de embriGes somaticos e a regeneracdo de plantas de
palma de 6leo a partir de células em suspensdo, sugerindo que o uso de meio liquido
proporciona vantagens para a micropropagacao, como reducéo de custos de producdo de
mudas e automacéo, além de fornecer condi¢des de cultivo mais uniformes, facilitar a
substituicdo do meio e possibilitar a utilizacdo de recipientes de cultivo maiores
comparativamente ao cultivo em meio sélida (ETIENNE; BERTHOULY 2002;
MARBUN et al., 2015; COSTA et al., 2021).

Esses estudos demonstram a importancia da embriogénese somatica e do cultivo
de células ou agregados em suspensdo para a producdo de mudas de palma de éleo em
larga escala. No entanto, ainda hd muito a ser pesquisado e aprimorado em relacao a essas
técnicas para melhorar a eficiéncia e a produtividade da producdo de mudas de palma de
6leo. Diante disso, 0 objetivo do trabalho foi desenvolver a embriogénese somatica e a
regeneracdo de plantas de um hibrido interespecifico de Elaeis oleifera x E. guineensis
(B351733) em sistema bifasico e utilizagéo de meios de consisténcia liquida em diferentes

etapas do processo.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Preparo de explantes e inducéo de calos
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos e
Genética Vegetal (LCT-II) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, situado em
Brasilia — DF, Brasil.
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Para a inducdo da embriogénese somaética foram utilizadas como explantes, folhas
imaturas aclorofiladas e ainda ndo expandidas (palmito), oriundas de palmitos coletados
de plantas adultas do hibrido interespecifico — B351733 (Elaeis oleifera x E. guineensis).

Inicialmente, os palmitos coletados em campo foram submetidos ao processo de
assepsia em laboratdrio, onde folhas mais externas foram retiradas em fluxo laminar com
auxilio de bisturi. Em seguida, o material foi submerso em solucgéo de alcool (70%) por 3
minutos, seguido de hipoclorito de sédio (2,5% de cloro ativo) (solucdo comercial) por
20 minutos e trés lavagens em agua destilada e autoclavada.

Posteriormente, os explantes foliares do palmito foram retirados com auxilio de
pincas e bisturis para inoculacdo em meio de cultura de inducéo de calos, formulado com
sais e vitaminas de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e suplementado com 30 g.L* de
sacarose, 0,5 g.L? de glutamina, 0,5 g.L ™ de caseina hidrolisada, 2,5 g.L* de carvéo
ativado, 450 uM de Picloram e solidificado com 2,3 g.L! de Phytagel (Sigma®),
conforme Balzon et al. (2013).

Seis segmentos de folhas de aproximadamente 1 cm?, provenientes das regides
apical e basal dos palmitos, foram inoculados com a face adaxial em contato com o meio
de cultura, em placas de Petri contendo 25 mL de meio de inducdo de calos. Todos os
experimentos foram mantidos em sala de crescimento sob temperatura de 25 + 2 °C e,
durante a obtencéo de calos, acondicionados no escuro (BALZON et al., 2013).

Nessas condicOes de cultivo, os explantes foram mantidos por trés subcultivos de
60 dias cada para a obtencdo de calos primarios e mais um subcultivo de 90 dias para a

obtencdo de calos embriogénicos.

2.2 Estabelecimento e multiplicacdo de agregados e células em suspensao
2.2.1 Estabelecimento inicial de calos embriogénicos em meio liquido
Inicialmente, visando compreender o potencial de estabelecimento de calos
embriogénicos (calos globulares, com consisténcia friavel e coloracdo variando entre
amarelo e bege — Fig. 2A-F) e calos primarios (sem formato definido ou alongados, com
consisténcia hidratada e coloracdo bege — Fig. 2G-L) de Elaeis guineensis x E. oleifera
em meio liquido, foram inoculados meio composto pelos sais de MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), 30 g.L?! sacarose, 0,5 g L* de glutamina e 4,5 pM de é&cido
diclorofenoxiacético (2,4-D) (MONTEIRO et al., 2018). O meio foi depositado em
frascos de Erlenmeyer de 125 mL de capacidade (Fig. 2D-F, J-L), com volume utilizado
de 30 mL de meio de cultura e pH ajustado para 5,7 + 0,1 antes da esterilizacdo em
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autoclave a 121°C e 1,5 atm por 20 minutos, conforme Monteiro et al. (2018). Foram
realizados subcultivos mensais e, aos 60 dias, avaliou-se o estabelecimento em meio

liquido.

2 mm
—

Figura 2. Caracterizagcdo morfoldgica dos calos embriogénicos (calos globulares, com
consisténcia fridvel e coloragdo variando entre amarelo e bege — Fig. 2A-F) e calos
primarios (sem formato definido ou alongados, com consisténcia hidratada e coloragédo
bege — Fig. 2G-L) do hibrido interespecifico — B351733 (Elaeis guineensis x E. oleifera)

oriundos de explantes foliares em meio liquido sob agitacéo.
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Adicionalmente, amostras de agregados celulares oriundas do meio liquido foram
submetidas as analises anatdmicas para verificacdo do seu potencial embriogénico. As
etapas de fixacédo, desidratacdo e emblocamento do material vegetal coletado foram
realizadas de acordo com Silva-Cardoso et al. (2020). Secg¢des longitudinais e transversais
(3-7 um) foram obtidas em micrétomo rotativo manual (Leica® RM212RT) e foram
distendidas e aderidas as laminas microscopicas em placa aquecida a 40 °C.
Posteriormente, foram coradas com Azul de Toluidina (0,5%) para caracterizacdo
estrutural (O’BRIEN; FEDER; MCCYLLY, 1964). A obtencdo e andlise de imagens

foram realizadas via microscopio Leica DM 750 e programa Leica Application Suite EZ.

2.2.2 Efeito do seccionamento e dissociacdo de calos no estabelecimento e
multiplicacdo de agregados celulares e células em suspenséo
Os calos embriogénicos oriundos dos tecidos foliares foram transferidos para o
meio de cultura de consisténcia liquida, conforme acima mencionado, depositados em
frascos de Erlenmeyer de 125 mL de capacidade e com volume utilizado de 30 mL de
meio de cultura (Fig. 3A-C), para o estabelecimento e multiplicacdo de agregados
celulares. Foram realizados dois tratamentos para a analise do crescimento dos agregados
celulares e células em suspensdo. No tratamento um (T1) foram adicionados 300 mg de
massa de calos embriogénicos seccionados, ja no tratamento dois (T2), foram adicionados
a mesma quantidade de massa de calos embriogénicos, mas nesse tratamento os calos
foram apenas dissociados. Ao longo de 90 dias, foram analisados o crescimento dos
agregados celulares e células em suspensdo, por meio do método do volume celular

sedimentado (BLOM et al., 1992), com aferi¢ao do crescimento a cada 15 dias (Fig. 3B).
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Flgura 3. Aspectos gerals sobre 0 estabeleamento dos agregados celulares do hibrido

interespecifico — B351733 (Elaeis oleifera x E. guineensis) em meio liquido. A. Calos
oriundos de explantes foliares em meio liquido sob agitacdo. B-C. Agregados celulares
em meio liquido em Erlenmeyer e em tubo Falcon (ap6s sedimentagdo). D. Aspecto
morfoldgico de calo oriundo do meio liquido. Abreviacdo: cg, calo globular. Barra: D =

1 mm.

Quanto as condi¢Bes de cultivo, os experimentos foram acondicionados em
agitadores orbitais a 100 rpm, em sala de crescimento com temperatura de 25 = 2 °C,
fotoperiodo de 16 horas e radiagdo luminosa de 30 pmol.m2.s? fornecida por lampadas
tubulares tipo Led (Philips, mod. 920008431). Os meios de cultura foram renovados a
cada 30 dias. Para tal, apds a decantacdo dos agregados celulares e das células em
suspensdo, retiravam-se 15 mL do meio antigo, e, em seguida, adicionavam-se mais 15
mL de meio novo. Adicionalmente, a cada 15 dias, o Volume Celular Sedimentado (VCS)

foi calculado conforme Queiroz et al. (2021).
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O delineamento estatistico empregado foi o inteiramente casualizado, sendo cada
tratamento representado por trés repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste T-student por meio do

software estatistico R.

2.3 Diferenciacéo e maturacao dos embrides somaticos

Os agregados celulares obtidos durante a etapa de multiplicacdo em fase liquida,
apos 90 dias foram transferidos para placas de Petri (15 x 90 mm), as quais continham 25
mL de meio de diferenciacdo e maturacdo dos embriGes somaticos.

Para essa fase, foram realizados trés tratamentos visando a diferenciacdo de
embriGes somaticos, com diferentes composi¢cdes: ¥2 MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) + 20 g.L™ de sacarose + 0,50 g.L* de glutamina + 1,5 g.L* de carvéo ativado + 2,3
g.L de Phytagel (Sigma®) (Tratamento 1); MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) + 30
g.L* de sacarose + 0,50 g.L ! de glutamina + 12,3 uM de 2-isopenteniladenina (2iP) + 0,54
uM de 4cido naftalenoacético (ANA) + 2,3 g.L ! de Phytagel (Sigma®) (Tratamento 2);
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) + 30 g.L* de sacarose + 0,50 g.L* de glutamina +
1000 uM de Putrescina + 2,3 g.L de Phytagel (Sigma®) (Tratamento 3). O pH dos meios
de cultura foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes da esterilizacdo, realizada em autoclave a 121
°C durante 20 minutos, a 1,5 atm de pressdo. Cada tratamento continha 10 placas e cada
placa era composta por 6 agregados celulares provenientes da fase liquida de
multiplicagdo, com subcultivos realizados a cada 30 dias.

Nesta etapa, o material foi mantido em sala de crescimento nas mesmas condigdes
de temperatura e luminosidade descritas anteriormente, e, ap6s 90 dias de cultivo, foram
avaliadas a porcentagem de oxidacdo e a porcentagem de formacdo de embribes
somaticos (embrides globulares e torpedos de diferentes tamanhos).

O delineamento estatistico empregado foi o inteiramente casualizado, sendo cada
tratamento representado por 10 repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA), com as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a nivel de

5% de significancia (p < 0,05), por meio do software estatistico R.

2.4 Germinacao dos embrides somaticos
A germinacdo dos embrides somaticos foi realizada apds 150 dias, a partir da
transferéncia dos embrides somaticos em estadio de desenvolvimento similar ao torpedo,

dispostos de forma agregada, como clusters com varios embrifes somaticos unidos (Fig.
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9A), ou isolados (Fig. 9B), provenientes da fase de diferencia¢do, em meio de germinacéo
semissolido composto por sais e vitaminas de ¥2 MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) +
30 g.L ! de sacarose + 0,1 g.L* de arginina + 0,1 g.L ! de asparagina + 0,1 g.L* de cisteina
+ 0,1 g.L* de glutamina + 1 g.L de caseina hidrolisada + 14,50 uM 4cido indolbutirico
(AIB) + 0,29 uM 4acido giberélico (AGs) + 1,5 g.L ™ de carvdo ativado + 2,3 g.L? de
Phytagel (Sigma®) e pH ajustado para 5,7 + 0,1 esterilizado por autoclavagem & 121 °C
durante 20 minutos, a 1,5 atm de presséo.

O material foi cultivado em tubos de ensaio, com aproximadamente 10 mL de
meio de cultura por tubo de ensaio, seladas com filme PVC transparente, identificando a
origem inicial de formacédo dos embrides e clusters. Nesse estagio, os explantes foram
cultivados por trés subcultivos de 30 dias cada, para a obtencdo de plantas. Apds esse
periodo, avaliaram-se o ndmero de plantas completas (raiz e parte aérea), plantas que
formaram somente a parte aérea, plantas somente com raiz e niumero de embrides
somaticos em estadio de desenvolvimento similar ao torpedo.

O delineamento estatistico empregado foi o inteiramente casualizado, sendo cada
tratamento representado por 10 repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA), com as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a nivel de

5% de significancia (p < 0,05), por meio do software estatistico R.

2.5 Aclimatizagéo das plantas clonadas

Apos a etapa de germinacdo dos embrides somaticos in vitro, as plantas clonadas
tiveram suas raizes lavadas em agua corrente para eliminacdo do excesso de meio
nutritivo. Em seguida, as mudas foram cultivadas em copos descartaveis de 300 mL de
capacidade, preenchidos com uma mistura de Bioplant® e areia na proporgdo 3:1 (v/v).
Apobs o plantio, as mudas foram pré-aclimatizadas em camaras tipo BOD (Percival,
modelo 1-30NL) com temperatura de 25+2°C, fotoperiodo de 12 horas e radiacdo
luminosa de 20 pmol.m2.s™. Durante as duas primeiras semanas desse processo, 0s
propagulos foram mantidos cobertos por sacos de polietileno transparente, com pequenos

furos na parte superior para realizacdo de trocas gasosas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Estabelecimento e multiplicacdo de agregados e células em suspenséo
3.1.1 Estabelecimento inicial de calos em meio liquido

Apbs 60 dias em meio liquido, verificou-se que os Erlenmeyers com calos
primérios apresentaram multiplicacdo dos calos e formagdo de suspensdes celulares, o
que ndo foi constatado nos Erlenmeyers com calos embriogénicos. Apesar do insucesso
em termos de multiplicagdo, os calos embriogénicos mantiveram suas caracteristicas
embriogénicas, conforme as analises anatdmicas descritas a seguir (Fig. 4). Visando a
multiplicacdo das massas embriogénicas, elas foram submetidas a um processo de
dissociacgéo e seccionamento (ver tépico 3.1.2).

De acordo com as analises das seccOes anatémicas, os calos embriogénicos
cultivados em meio liquido (Fig. 4A) apresentavam uma predominancia de caracteristicas
meristematicas, tais como formato predominantemente isodiamétrico, alta relacdo
nucleo/citoplasma, citoplasma denso, ndcleos volumosos, nucléolos proeminentes
(variando entre um e dois), dominios de heterocromatina nas bordas do envelope nuclear,

vacuolos pequenos e auséncia de espacos intercelulares (Fig. 4B-D).
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do hibrido

interespecifico — B351733 (Elaeis oleifera x E. guineensis) oriundos do meio liquido. A.

Figura 4. Caracterizagéo morfoanatémica .k alos embiogénico
Calo embriogénico globular. B. Secgdo anatdmica de calo embriogénico oriundo do meio
liquido; notar indicio de protoderme (seta — possivel embrido somatico globular) e
proembrides. C. Detalhe do calo embriogénico da letra B com células meristematicas. D.
Detalne da letra B com proembrides periféricos (pontilhado preto) e células
meristematicas localizadas internamente (pontilhado vermelho — célula em anéfase);
notar mucilagem arroxeada (seta). Abreviacdes: ce, calo embriogénico; cg, calo globular;
cm, células meristematicas; pe, proembrido. Barras: A,B=1mm; C=0,025mme D =

0,5 mm.

Verificou-se também células com paredes mais espessas nas regides periféricas
dos calos, das quais proembrides foram formados (Fig. 4B, D). Constatou-se, na regido
de descamacdo dessas células embriogénicas periféricas, a presenca de material de
natureza péctica (mucilagem arroxeada) (Fig. 4D), o que tem sido associado a
modificacBes da lamela média e parede primaria celular e considerado um reservatorio
de agua e moléculas sinalizantes, em diferentes sistemas de regeneracdo in vitro,
(POPIELARSKA-KONIECZNA et al., 2015).
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Tais caracteristicas confirmam, segundo Silva-Cardoso et al. (2020), a
manutencdo do potencial embriogénico dos calos estabelecidos no meio liquido.
Caracteristicas similares observadas em calos de outras espécies de palmeiras, como
Acrocomia aculeata (MEIRA et al., 2020) e Euterpe precatoria (FERREIRA et al.,
2022), tém sido comumente associadas com competéncia embriogénica.

O corte anatbmico exibido na Fig. 4B além de evidenciar areas
meristematicas/embriogénicas, evidencia a presenca de uma protoderme incipiente
envolvendo a massa calogénica globular, ou seja, as condigOes testadas conservaram o
potencial embriogénicos dos calos, além de proporcionar a diferenciagdo de embrides

somaticos no estadio globular.

3.1.2 Efeito do seccionamento e dissociacdo de calos no estabelecimento e
multiplicacdo de agregados celulares e células em suspenséo
O estabelecimento e multiplicacao de agregados celulares e células em suspenséo
foram conduzidos com sucesso. Os explantes sobreviveram a mudanca da consisténcia
do meio de cultivo e da concentracdo regulador de crescimento (Fig. 4). Em ambos 0s
tratamentos, os calos pré-selecionados possuiam caracteristicas embriogénicas, como
coloracdo amarelada e friabilidade. No tratamento 1, os calos foram seccionados
(picotados), para expor a maior quantidade de células embriogénicas ao meio de cultura
de consisténcia liquida (Fig. 5A), ja no tratamento 2, os calos foram apenas dissociados,
por conta de sua alta friabilidade (Fig. 5C).
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(Elaeis oleifera x E. guineensis) em diferentes tratamentos para estabelecimento e

multiplicacdo em meio liquido. A. Calos seccionados/picotados, tratamento 1. B.
Agregados celulares e células em suspensao apds 90 dias em meio liquido, oriundos de
explantes seccionados. C. Calos dissociados, tratamento 2. D. Agregados celulares e

células em suspensédo apds 90 dias em meio liquido, oriundos de explantes dissociados.

Salienta-se, todavia, que ndo foi possivel observar diferencas estatisticas
significativas entre os tratamentos, ja que as células e os agregados celulares oriundos
tanto dos calos seccionados/picotados (tratamento 1) quanto dos dissociados (tratamento
2) apresentaram 0 mesmo padrdao de crescimento ao longo das medigdes (Fig. 6). No
tratamento 1, observou-se uma leve oxidacdo (analise visual), que ndo comprometeu o
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potencial embriogénico dos materiais multiplicados. Os agregados celulares provenientes
desse tratamento exibiam coloracdo amarelada e friabilidade, mantendo as caracteristicas
embriogénicas (Fig. 4B). Em contrapartida, o tratamento 2 gerou agregados celulares
mais volumosos, sem sinais de oxida¢do, com as mesmas caracteristicas morfoldgicas
iniciais, antes do estabelecimento (Fig. 5D). A separacdo fisica realizada provavelmente
modificou as interacdes bioquimicas e fisiologicas intercelulares, tendo como
consequéncias o isolamento celular e a produgédo de moléculas essenciais ao crescimento
(OTHMANI et al., 2009). De acordo com Bettencourt et al. (2016), explantes com
menores dimensdes apresentam menor comunicagéo intercelular, o que facilita a entrada

das células no ciclo mitético.
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Figura 6. Analise do crescimento celular, no cultivo em meio liquido dos agregados e
células em suspensdo do hibrido interespecifico — B351733 (Elaeis oleifera x E.
guineensis), pelo método do volume celular sedimentado (VCS) até 90 dias de cultivo em

meio liquido. Barras representam o erro padréo.

A andlise do Volume Celular Sedimentado (VCS) revelou que a dissociagdo dos
calos, sem realizacdo de seccionamento, proporcionou uma producdo maior de massa
celular, apos 90 dias de cultivo em meio liquido (Fig. 6). O seccionamento forcado
embora ndo tenha comprometido o potencial embriogénico dos explantes, comprometeu

o crescimento celular, provavelmente devido ao efeito negativo das injurias consequentes
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dos cortes. Como reportado anteriormente, visualizou-se o0 escurecimento de alguns
explantes oriundos do tratamento 1 (seccionados) (Fig. 5B).

E sabido que a realizacdo de cortes nos explantes provoca a liberagao e exposico
de compostos fendlicos enddgenos ao ar e as diferentes enzimas que participam do
processo oxidativo (LAUKKANEN et al., 1999), o que pode ocasionar no escurecimento
dos explantes e do meio de cultivo (JONES; SAXENA, 2013; ABDALLA et al. 2022) e
inibir o crescimento celular (NAZ et al., 2008).

3.2 Diferenciacao e maturacdo dos embrides somaticos

Aos 90 dias, constatou-se também que o tratamento 1 do experimento de
diferenciagdo (%2 MS + 20 g.L de sacarose + 0,50 g.L? de glutamina + 1,5 g.L? de
carvao ativado) apresentou cerca de 48% de oxidacdo, sendo a taxa mais alta entre os trés
tratamentos, ja o tratamento 3 (MS + 30 g.L* de sacarose + 0,50 g.L™* de glutamina +
1000 uM Putrescina) foi o que apresentou a menor taxa de oxidagdo, apenas 5% de taxa
de oxidacéo (Fig. 7A). Estatisticamente o tratamento 2 (MS + 30 g.L™! de sacarose + 0,50
g.L? de glutamina + 12,3 uM de 2iP + 0,54 uM de ANA) nio diferiu dos demais
tratamentos, com 35% de oxidacao (Fig. 7B).
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Figura 7. Porcentagem de oxidacdo (A) e porcentagem de formacdo de embribes
somaticos (B) a partir de agregados celulares, oriundos do hibrido interespecifico —
B351733 (Elaeis oleifera x E. guineensis), cultivados em diferentes meios de

diferenciacdo de embrides somaticos. Barras representam o erro padréo.

Apesar da ocorréncia de uma taxa razoavel de oxidacdo (48%) observada em
explantes cultivados sob efeito do tratamento 1, ela ndo comprometeu o processo de
diferenciacdo de embrides somaticos, similar ao mencionado por Almeida et al. (2019a),
em E. oleifera x E. guineensis, e Ferreira et al. (2022), em E. precatoria. Alguns autores,
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inclusive, apontam um possivel efeito positivo da oxidacdo de compostos fendlicos sobre
as rotas de regeneracéo in vitro (RIBEIRO et al., 2019).

Quanto a formacgdo de embriGes somaticos, apds os 90 dias em meio de
diferenciacdo, ndo foram verificadas diferencas estatisticas entre os tratamentos testados,
com valor médio de 46% de formacgdo de embrifes somaticos/calo embriogénico (Fig.
7B). Os calos que passaram pelo tratamento 1, com 30 dias apresentaram pequenas
estruturas, semelhantes a embriGes somaticos globulares e aos 90 dias foi observado
embriGes do tipo torpedo (Fig. 8B-C). Ja os calos do tratamento 2, aos 30 dias
apresentaram em sua maioria formacdes secundarias de calos embriogénicos globulares
e aos 90 dias com indicios de embrides somaticos (Fig. 8D-E). No tratamento 3, com 30
dias o desenvolvimento dos calos foi visualmente mais lento, com massas embriogénicas
com aspecto brilhoso, bastante hidratado, e apenas aos 90 dias que foi observado a
formacéo de embrides globulares (Fig. 8F-G).
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Figura 8. Diferenciacdo de embrides somaticos do hibrido interespecifico — B351733
(Elaeis oleifera x E. guineensis) a partir de calos embriogénicos multiplicados em meio
liquido. A. Calos globulares embriogénicos oriundos do meio liquido cultivados em meio
de diferenciacgdo. B. Calos embriogénicos com embrifes somaticos (seta) apos 30 dias em
meio de diferenciaco ¥2 MS com 1,5 g.L de carvéo ativado. C. Embries somaticos em
estadio similar ao torpedo ap6s 90 dias em meio de diferenciacdo mencionado na letra B.
D. Calos embriogénicos ap6s 30 dias em meio de diferenciacdo de 12,3 uM de 2-
isopenteniladenina e 0,54 uM de acido naftalenoacético. E. Calos embriogénicos apds 90
dias em meio de diferenciagdo mencionado na letra D, com indicios de diferenciacdo de
embriGes somaticos (seta). F. Calos embriogénicos com embrides somaticos apos 30 dias
em meio de diferenciagdo 1000 uM Putrescina. G. Calos embriogénicos com embrides
somaticos globulares (seta) apds 90 dias em meio de diferenciagdo mencionado na letra
F. Abreviac@es: cg, calo globular; et, embrido somético torpedo. Barras: A, B, D-G = 2

mmeC=1mm.
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O uso de metade da forca dos sais de MS, para o desenvolvimento de embrides
somaticos, tem sido relatado para diferentes culturas, como Manihot esculenta (GROLL;
GRAY, 2002) Malaxis densiflora (MAHENDRAN; NARMATHA, 2016) e Elaeis
guineensis (PADUA et al., 2017), que obteve maior porcentagem de formacio de
embriBes somaticos. Assim como, o uso de 2ip combinado com ANA tem sido recorrente
na literatura para formacéo de embriGes somaticos em dendezeiro (BALZON et al., 2013;
GOMES et al., 2017; ALMEIDA et al., 2019), como também observado no presente
trabalho.

O efeito positivo do uso de Putrescina nos processos embriogénicos também foi
reportado em Phoenix dactylifera (RAJESH et al., 2003; HUSSEIN et al., 2021) e E.
guineensis x E. oleifera (BONNETI et al., 2016). Enfatiza-se que os efeitos da aplicacdo
exogena de poliaminas tém sido associados com a divisdo celular, desenvolvimento de
centros meristematicos e protecdo contra 0s estresses inerentes ao cultivo in vitro
(CVIKROVA et al., 1998; PAUL et al., 2009; REIS et al., 2016). No entanto, o0 uso de
Putrescina no tratamento 3, observou-se a formacao de embrides fusionados e com a base
do calo embriogénico oxidada, onde essa oxidagdo muitas vezes também foi observada
sendo direcionada aos embrides torpedos fusionados, dando origem a embrifes somaticos
com menor qualidade e posteriormente sendo refletido na regeneracdo de plantas

anormais.

3.3 Germinacdo dos embrides somaticos e aclimatizacao das plantas

Os embrides somaticos oriundos do tratamento de diferenciacdo 1 (Y2 MS + 20
g.L* de sacarose + 0,50 g.L de glutamina + 1,5 g.L™ de carvéo ativado) se destacaram
com relagdo aos demais, com taxa de germinagdo de 22,02+3,06 %, a germinacao foi
observada ja aos 45 dias de cultivo, sendo notado parte &rea, raiz e plantas completas,
alguns até com a individualizagdo das plantas. Ja os embrides sométicos oriundos do
tratamento 2 da diferenciacdo, apresentaram cerca de 13,86+4,86 % de germinacao,
seguido dos embribes somaticos procedentes do tratamento 3 com a porcentagem mais
baixa entre eles, 6,46+3,69%. Além disso, nos embrides sométicos do tratamento 1 da
diferenciacdo, aos 90 dias, foram contabilizadas em média trés plantas completas e
individualizadas nesse mesmo tratamento (Fig. 9), diferenciando-se estatisticamente dos

demais, os quais ndo apresentaram a formacéo de planta completa (Tabela 1).
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Fiura 9. Germinaéo e ebries sométics do hibrido itrespecifico - Bl733
(Elaeis oleifera x E. guineensis) a partir de calos embriogénicos multiplicados em meio
liquido. A. Cluster de embrifes somaticos colocado em meio de germinacdo, ap6s 150
dias em meio de diferenciacdo %2 MS com 1,5 g.L-1 de carvdo ativado. B. Embrides
somaticos individualizados oriundos do tratamento de diferenciagdo ¥2 MS com 1,5 g.L-
1 de carvao ativado. C. Emissdo de parte aérea. D. Planta completa, ap6s 120 dias em

meio de germinacdo. E. Plantas aclimatizadas. Barras: A =2 mm; C, D =1 mm.

No tratamento 1, durante o cultivo em meio de germinagdo, também foram
observados em média 41 embriGes somaticos com emissdo somente da parte aérea,
seguido do tratamento 2 (MS + 30 g.L ™ de sacarose + 0,50 g.L* de glutamina + 12,3 uM
de 2iP + 0,54 uM de ANA), com cerca de 11 embrides com desenvolvimento do eixo
apical caulinar, e, por fim, o tratamento 3 (MS + 30 g.L™* de sacarose + 0,50 g.L* de

glutamina + 1000 uM Putrescina), com apenas trés embrides com emissdo de parte area,



67

conforme Tabela 1. Ja a emissdo apenas do sistema radicular foi limitada a alguns
embrides oriundos do tratamento 1 (Tablea 1).

Estudos realizados com embrides somaticos de diferentes espécies, como
mangueira (Mangifera indica L) e geranio-sul-africano (Pelargonium sidoides DC),
demonstraram que o uso da meia for¢a do MS resultou em maior nimero de plantulas
germinadas e maior desenvolvimento das mesmas em comparacao com 0 meio de cultura
completo (SHEHATA, 2021; KUMAR; MOYO; VAN STADEN, 2015), como
observado no trabalho, pois os embrifes somaticos oriundos da diferenciagdo no
tratamento 1, ja estavam com o uso de meia forca do MS. No entanto, é importante
destacar que a utilizacdo da meia forca do MS pode variar de acordo com a espécie vegetal
e as condi¢cOes experimentais, sendo necessario ajustar a concentracdo dos nutrientes de
acordo com as necessidades especificas das plantulas em estudo.

De acordo com Ree e Guerra (2015), a presenga de raizes € de fundamental
importancia para o processo de conversdo, dado o seu papel no suprimento hidrico e
nutricional das plantas ap0s a transicdo para condigdes ex vitro. Todavia, no género Elaeis
autores diversos tém reportado dificuldade de obtengéo de plantas completas a partir de
embrides somaticos, como o observado neste trabalho. Nesse sentido, alguns tém optado
pela adi¢do de uma etapa de enraizamento com o uso de auxinas (JAYANTHI et al., 2015;
GOMES et al., 2015).

Como a embriogénese somética é um processo assincrono, foi contabilizado
também a média do nimero de embrides somaticos por calo, formados durante o periodo
de germinacdo, com destaque para o tratamento 1 que apresentou em média 29 embribes
somaticos durante essa fase. Ja os tratamentos 2 e 3 apresentaram em média 21 embrides
e ndo diferiram estatisticamente entre si (Tabela 1).

Durante o processo de aclimatizacdo de plantas clonadas de palma de éleo,
constatou-se que tanto as plantas com formacdo completa (raiz e parte aérea) quanto
aquelas que inicialmente desenvolveram somente a parte aérea e, posteriormente,
formaram a raiz, sobreviveram ao periodo de aclimatizacdo (Fig. 9E). A aclimatizacao é
uma fase crucial na cultura de tecidos, pois € um dos principais fatores limitantes na
micropropagacéo. Essa etapa envolve a transferéncia das plantulas do meio de cultivo in
vitro para outro ambiente e substrato, permitindo que a planta se adapte gradualmente ao
novo ambiente (GOMES et al., 2015; BRAVO FILHO et al., 2018).

A obtencdo de mudas de qualidade por meio da cultura de tecidos é fortemente
influenciada pela etapa de aclimatizagdo. Os resultados obtidos sugerem que os calos
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gerados em meio liquido podem originar embrides somaticos vidveis para regeneracao de

plantas.
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Tabela 1. Numero de plantas completas (raiz e parte aérea), parte aérea, raiz e numero de embrides somaticos por calo do hibrido interespecifico — B351733

(Elaeis oleifera x E. guineensis) formados em meio de germinacdo, destacando a origem dos meios de diferenciacdo durante o periodo de germinacéo.

Germinagéo Meio de origem

NUmero

%Germinagéo

ES/calo Parte aérea Plantas Raiz

T1: .MS
20 g.L* Sacarose

0,50 g.L* glutamina 22,02+30,6 a 29,03+1,2a 40,75+11,47 a 3,00x1,20a 2,13+1,01a
Y, MS 1,5 g.L carvéo ativado
30 g.-* Sacarose 2,3 g.L de Phytagel (Sigma®)
0,1 g.L de arginina
0,1 g.L! de asparagina T2: MS
0,1 g.L* de cisteina 30 g.-* Sacarose
0,1 g.L* de glutamina 0,50 g.L* glutamina
1 g.L™ de caseina hidrolisada 12?3 ngde 2iP 1386+4,86b  21,4+139b 11,13+386 b 0b 0b
14,50 uM (AIB) 0,54 UM de ANA
0129 uM AGs 2,3 g.L* de Phytagel (Sigma®)
1,5 g.L™ de carvao ativado
1 . ® T3: MS
2,3 g.L™ de Phytagel (Sigma™) 30 .- Sacarose
0,50 g.L* glutamina 6,46+3,69 c 21+1,42 Db 3,76x1,33 ¢ Ob Ob

1000 uM Putrescina
2,3 9.L! de Phytagel (Sigma®)

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott (p < 0,05). Média + erro padrio.
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CONCLUSAO

A dissociacdo de calos embriogénicos do hibrido interespecifico — B351733
(Elaeis oleifera x E. guineensis), sem a necessidade de seccionamento, proporciona uma
taxa superior de crescimento de agregados celulares embriogénicos e de células em
suspensao em meio MS liquido suplementado com 4,5 uM de 2,4-D e, portanto, tem
potencial de uso para producdo em larga escala. Além disso, o tratamento para
diferenciacio dos embrides somaticos, com % MS + 20 g.L* de sacarose + 0,50 g.L* de
glutamina + 1,5 g.L* de carvéo ativado + 2,3 g.L de Phytagel, proporciona maior
numero de embriGes somaticos (isolados ou clusters) e uma taxa superior de germinacao.
Com os resultados obtidos, conclui-se que o protocolo apresenta grande potencial de uso

para producdo em larga escala da espécie.
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CAPITULO 2
Respostas ao estresse oxidativo de genitores de palma de 6leo (Elaeis guineensis
Jacq. Var. Pisifera) contrastantes a capacidade de aquisicdo da competéncia

embriogénica

RESUMO

A palma de 6leo (Elaeis guineensis Jacg.) € uma espécie oleaginosa de grande
importancia econdmica devido ao 6leo extraido dos seus frutos. A embriogénese somatica
tem sido empregada para a multiplicacdo da palma de 6leo, sendo que o estresse & um
fator crucial para a inducdo de calos nesse processo. Desse modo, o objetivo foi avaliar
as respostas ao estresse oxidativo de genitores de palma de déleo contrastantes quanto a
capacidade de aquisi¢do da competéncia embriogénica, por meio do sistema antioxidante
enzimatico durante a inducdo da embriogénese somatica. A indugdo de calos foi realizada
a partir de folhas imaturas de duas plantas adultas de E. guineensis Jacg. var. Pisifera,
cultivada em meio MS com 450 uM de Picloram. Foram realizados dois subcultivos de
45 dias cada. Aos 90 dias de indugéo foram avaliadas a percentagem de formacao de calo,
de oxidacdo dos explantes e de contaminacdo. As andlises bioquimicas e enzimaticas
foram efetuadas aos 7, 15, 30, 90 e 180 dias apds o inicio do cultivo de exposicdo ao meio
de inducdo. Foram analisadas proteinas solUveis totais e a atividade das enzimas
peroxidase (POD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APx). Verificou-se genoétipo-
dependéncia nos resultados, sendo o genotipo responsivo, codificado como A26.50.6, que
apresentou valores de form¢ao de calos aos 90 dias de 9,3%. Nenhuma formacéo de calos
foi observada para o gendtipo ndo responsivo. Os resultados referentes aos teores de
proteinas solUveis totais, mostraram-se estatisticamente diferentes entre os gendtipos,
embora 0 mais responsivo tenha sido o que apresentou 0os maiores valores para a enzima
POD. A atividade das enzimas CAT e APx ndo apresentou 0 mesmo comportamento que

a POD, com niveis altos apenas aos 180 dias para o genétipo ndo responsivo.

Palavras-chave: POD, CAT, APx, ROS, somatic embryogenesis.
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ABSTRACT

Oil palm (Elaeis guineensis Jacq.) is an oilseed species of great economic importance due
to the oil extracted from its fruits. Somatic embryogenesis has been employed for oil palm
multiplication, and stress is a crucial factor for callus induction in this process. Thus, the
aim of this study was to evaluate the responses to oxidative stress of oil palm genotypes
contrasting in their embryogenic competence acquisition capacity through the enzymatic
antioxidant system during somatic embryogenesis induction. Callus induction was
performed from immature leaves of two adult E. guineensis Jacq. var. Pisifera plants,
cultured in MS medium with 450 pM Picloram. Two subcultures of 45 days each were
carried out. At 90 days of induction, the percentage of callus formation, explant oxidation,
and contamination were evaluated. Biochemical and enzymatic analyses were performed
at 7, 15, 30, 90, and 180 days after induction medium exposure. Total soluble proteins
and the activity of peroxidase (POD), catalase (CAT), and ascorbate peroxidase (APX)
enzymes were analyzed. Genotype-dependence was observed in the results, with the
responsive genotype, encoded as A26.50.6, showing callus formation values of 9.3% at
90 days. No callus formation was observed for the non-responsive genotype. The results
regarding total soluble protein contents showed statistically different values between
genotypes, although the most responsive showed the highest values for the POD enzyme.
The CAT and APx enzyme activities did not show the same behavior as POD, with high
levels only at 180 days for the non-responsive genotype.

Keywords: POD, callus induction, antioxidant system, somatic embryogenesis.
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1. INTRODUCAO

A palma de o6leo (Elaeis guineensis Jacq.) € uma palmeira oleaginosa pertencente
da familia Arecacea (HARTLEY, 1988; BABU; MATHUR, 2022). Essa cultura se
destaca pela quantidade de 6leo produzido e contribui em cerca de 40% do consumo
global de 6leo vegetal, com produtividades que alcangam até 6 t/ha de 6leo (WECKX
et al. 2019; FAS/USDA 2020). Do 6leo produzido pelo fruto, cerca de 36%
correspondente ao 6leo obtido a partir do mesocarpo, enquanto o 6leo da semente, ou
palmiste, corresponde cerca de 4%. (WECKX et al., 2019).

Os paises maiores produtores de Oleo de dendé encontram-se no continente
asiatico, principalmente Maléasia, Indonésia e Tailandia. Entre eles, o principal produtor
e exportador do 6leo é a Indonésia, com cerca de 50% da producéo e exportacdo mundial
(BASYUNI et al., 2018; HARAHAP et al., 2020).

Na América, a Coldmbia destaca-se como o quarto produtor mundial, com
aproximadamente 1,53 milhao de toneladas, seguido pelo Equador e Brasil, com 0,6 € 0,5
milhdo de toneladas, respectivamente. (MEDINA et al., 2019).

De fato, o 6leo de dendé é uma importante fonte de 6leo vegetal do mundo, sendo
utilizado principalmente no processamento de alimentos, mas também para aplicacGes
ndo alimenticias, como em programas de bionergia (KWONG et al., 2017; MAHLIA et
al. 2019).

Devido ao aumento da demanda de 6leo de dendé nas ultimas duas décadas, seu
cultivo se expandiu para novas areas (WECKX et al. 2019). Contudo, a palma de 6leo é
uma monocotiledénea com apenas um Gnico apice crescente e ndo pode ser reproduzido
vegetativamente por técnicas tradicionais, 0 que acarreta a producdo de mudas por
semente a Unica forma de propagar a cultura, com a desvantagem de se produzir plantios
heterogéneos devido a segregacdo genética (CORLEY e TINKER, 2016). Além disso,
sua maior expansdo em plantios no campo pode ser dificultada pela escassez de material
de plantio de materiais elite, como no caso de hibridos interespecificos, devido baixa taxa
de germinacdo das sementes de alguns cruzamentos que pode atingir percentagens
menores de 30% (YARRA et al. 2019; SOH et al. 2011).

De maneira geral, a técnicas da cultura de tecidos de plantas, especialmente via
embriogénese somatica, é a inica maneira de se propagar eficientemente a palma de 6leo
(STARITSKY, 1970; PANNETIER et al., 1981; TEIXEIRA et al., 1994; SILVA et al.,
2012; CONSTANTIN et al., 2015), uma vez que esta técnica pode permitir que se capture

0 potencial maximo de rendimento de materiais selecionados por meio da clonagem



79

destes materiais (SOH et al. 2011). Desse modo, os embrides somaticos formam-se a
partir da desdiferenciacao celular, da proliferacdo de calos e da diferenciacao de células
embriogénicas, sendo obrigado nesses casos, 0 uso de reguladores de crescimento para
este processo (ZIMMERMAN, 1993; DONATO et al., 2000; PADUA et al., 2013).

O estresse tem sido associado diretamente & inducéo de calos durante a inducao
da embriogénese somatica em palma de 6leo (RIBEIRO et al., 2019). Assim, supde-se
que a modulacdo dos niveis de estresse pode ser fundamental para a inducdo e
desenvolvimento da embriogénese somatica (MITTLER, 2002; MITTLER et al., 2011;
FEHER, 2015; ALTAMURA et al. 2016).

Espécies reativas de oxigénio (ROS) induzem mudancas no padrdo de expressao
génica, metabolismo celular e totipoténcia, fatores importantes para a competéncia
embriogénica em células somaticas (PASTERNAK et al., 2002; ZAVATTIERI et al.,
2010; PANDEY; CHAUDHARY, 2014; PRUDENTE et al., 2020). Incluida na resposta
ao estresse oxidativo celular, a regulacdo da expressao de genes, que sdo codificados em
proteinas e enzimas antioxidantes, as quais podem reduzir os danos potenciais causados
pelas ROS (CYRNE et al., 2003; PANDEY; CHAUDHARY, 2014; GULZAR et al.,
2020). Assim, essas enzimas e substancias antioxidantes podem ser mobilizadas a fim de
proteger a célula do dano oxidativo, ocasionado pelo acimulo de ROS (BULBOVAS et
al., 2005; BATKOVA et al., 2008; SCHIEBER e CHANDEL, 2014; MITTLER, 2017).

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar as respostas ao estresse
oxidativo de genitores de palma de 6leo contrastantes quanto a capacidade de aquisicdo
da competéncia embriogénica, por meio da avaliacdo da atividade de enzimas

antioxidantes durante diferentes periodos da inducdo da embriogénese somatica.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material vegetal e condicGes de cultivo

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos e
Genética Vegetal, da Embrapa Recursos Geneticos e Biotecnologia, em Brasilia — DF.

O material vegetal utilizado foram folhas imaturas e ainda ndo expandidas
(palmito), oriundas de plantas adultas de E. guineensis Jacq. var. Pisifera, de dois
gendtipos: A26.50.6 e A25.58.17 (Figura 11). Os materiais foram cedidos pelo Programa
de Melhoramento Genético de Palma de Oleo, conduzido pela Embrapa Amazonia
Ocidental, no Campo Experimental do Rio Urubu, no municipio de Rio Preto da Eva,
AM.
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Figura 10. Palmitos de palma de oOleo (Elaeis guineensis Jacq. var. pisifera), gendtipos
A26.50.6 e A25.58.17, utilizados para obtencédo de folhas imatura.

Os palmitos coletados foram embalados em sacos plasticos e acondicionados em
caixas de isopor, e imediatamente enviados por transporte aéreo até Brasilia, DF. Uma
vez recebidos no laboratério, as folhas mais externas foram removidas e o material
reduzido para cerca de 30 cm, mantendo-se a parte basal, sendo as folhas mais externas
removidas (Fig. 11, A-B). Em seguida, os palmitos passaram por uma aspersao com
etanol 70%, antes da manipulacdo em camara de fluxo laminar.

So condicdes assépticas, realizou-se 0 processo de assepsia pela submerséo dos
materiais em solucdo de etanol 70% (v/v) por 3 minutos e hipoclorito de sédio (NaOCI) a
2,5% de cloro ativo por 20 minutos (Fig. 11C). Por fim, realizaram-se trés lavagens em dgua
destilada e autoclavada para remocgéo do excesso das solug¢des desinfestantes. Os palmitos
foram desinfestados separadamente (BALZON, et al., 2013).
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Figura 11. A - Preparo dos palmitos de palma de 6leo (Elaeis guineensis Jacq. var.
pisifera). B — Remocdo das folhas externas do palmito. C - Palmito em solucéo de

hipoclorito de sddio a 2,5% de cloro ativo.

2.2. Inducdo da embriogénese somatica

A inducdo de calos foi realizada a partir de segmentos foliares de
aproximadamente 1 cm?, provenientes da regi&o basal dos palmitos, que foram cultivados
em placas de Petri (15 x 90 mm), com 25 mL de meio de cultura de inducdo de calos
(MIC)Seis explantes, foram inoculados em cada placa de petri.

O MIC foi composto pelos sais e vitaminas de MS (MURASHIGE e SKOOG
1962), suplementado com 30 g.L ! de sacarose, 0,5 g.L* de glutamina, 0,5 g.L ™! de caseina
hidrolisada, 2,5 g.L™ de carvio ativado, 450 uM de Picloram e solidificado com 2,5 g.L"
! de Phytagel (Sigma®), Balzon et al. (2013). O pH foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes da
esterilizacdo do meio, a qual foi realizada por autoclavegem a 121 °C e pressdo de 1,3
atm por 20 minutos.

Seis segmentos foliares de aproximadamente 1 cm?, provenientes da regio basal

dos palmitos dos gendtipos foram inoculados em cada placa de petri. Os explantes foram
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entdo cultivados por dois subcultivos de 45 dias cada, para a obtencéo de calos primarios.
Nessa etapa, as culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25
+ 2°C, em condic¢do de escuro por até 360 dias.

O delineamento experimental utilizado nesta etapa foi o inteiramente casualizado,
num esquema fatorial 2x4, sendo dois genotipos (A26.50.06 e A25.58.17) e quatro
tempos de avaliacdo, apo6s a inducdo (90, 180, 270 e 360 dias). O experimento foi
composto por pelo menos 50 repeticdes para cada genoétipo, sendo cada repeticdo
constituida de uma placa de petri contendo 6 explantes foliares.

Posteriormente aos dois primeiros subcultivos, ou seja, aos 90 dias de inducéo
foram avaliadas a percentagem de formacdo de calo, a percentagem de oxidacdo dos
explantes e a percentagem de contaminacéo. Estas variaveis também foram avaliadas nos

tempos sucessivos, a cada 90 dias, até completar 360 dias de inducdo.

2.3. Andlises bioguimicas/enzimaticas

Para as analises bioquimicas/enziméticas foram coletadas amostras em diferentes
tempos de inducdo de calos, em ambos os gendtipos: A26.50.06-responsivo e A25.58.17-
ndo responsivo.

As amostras coletadas para as analises constituiram-se de explantes foliares antes
da inoculacdo (tempo zero), que passaram pelo processo de assepsia e aqueles que
entraram em contato com o meio de indugdo com a auxina, sendo estes coletados aos 7,
15, 30, 90 e 180 dias apos o inicio do cultivo.Nos tempos de 90 e 180 dias, os explantes
ja apresentavam calos primarios e calos embriogénicos formados, ndo sendo possivel a
separacdo, pois a quantidade de calos necessarias para analise era muito baixa.

Em cada periodo pré-determinado, aproximadamente 2,0 g de material vegetal
fresco foi coletado e imediatamente congelado em nitrogénio liquido. Apds, 0os materiais
foram acondicionados em freezer a -80 °C até o inicio das analises, que incluiram a
extracao das proteinas sollveis totais, das enzimas do sistema antioxidante, do peroxido

de hidrogénio e da peroxidagdo lipidica.

2.4. Extracdo de proteinas solUveis totais e enzimas antioxidantes
Para a avaliacdo e quantificacdo das enzimas antioxidantes, realizou-se
primeiramente a extragdo de proteinas solUveis totais (PST), conforme Kar; Mishra

(1976). Por spectrometria, a concentragdo de proteinas foi determinada a 595 nm, segundo
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o método de Bradford (1976). Para isso, foi utilizada como padrdo a curva do BSA
(“bovine serum albumin’) e os resultados foram expressos em pg Prot./mg de MF.
Foram utilizadas trés amostras de 300 mg de massa fresca do material vegetal
congelado, que foram trituradas em nitrogénio liquido, com o auxilio de almofariz e
pistilo. Em seguida, adicionou-se 3 mL de tampdao fosfato de potassio a 100 Mm, com pH
7,5, contendo 1 mM de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA), 3 mM de ditiotreitol
(DTT) e 5% (m/v) de polivinilpirrolidona (PVPP) insolavel, que foram macerados e
homogeneizados para extracdo das PST e das enzimas (POD, CAT e APx). As amostras
foram separadas em dois microtubulos, de 1,5 mL do tipo Eppendorf®, centrifugadas a
14.000 rpm durante 20 minutos a 4° C para a coleta do sobrenadante. A quantificacéo foi
realizada de acordo com o método de Bradford, em triplicata utilizando-se 5 pL da

amostra e 250 pL do reagente de Bradford, em microplacas de 96 pocos.

2.4.1. Determinacao da atividade da enzima POD (Peroxidase)

A atividade da peroxidase (POD) foi determinada conforme proposto por
Teisseire e Guy (2000). O sistema de reacdo foi composto de 100 puL de extrato
enzimatico diluido no tamp&o de extracio; tampao fosfato de potassio 50 mmol.L* pH
6,5; pirogalol (1,2,3-benzenotriol) 20 mmol.L™ e perdxido de hidrogénio (H202) 5 mmol
L. A reacdo foi conduzida a temperatura ambiente por cinco minutos e resultou na
formag&o de purpurugalina, a qual foi medida em espectrofotémetro UV-visivel a 430
nm. O coeficiente de extingdo molar (2,47 mmol.L .cm™) foi usado para calcular a

atividade especifica da enzima, expressa em pmol de purpurugalina min' de proteina.

2.4.2. Determinacdo da atividade da enzima CAT (catalase)

A catalase foi determinada pela decomposi¢éo do H.O> conforme metodologia de
Azevedo et al. (1998). A atividade foi monitorada pelo decréscimo na absorbancia a 240
nm, durante 80 segundos em meio de reacdo de 4 mL, em cubetas de quartzo, contendo
extrato enzimatico, tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0) e H.O2 12,5 mM. Os

resultados foram expressos em pmol de H202 consumido.min™.mg™ proteina.

2.4.3. Determinacédo da atividade da enzima APXx (ascorbato peroxidase)
A atividade da ascorbato peroxidase (APx) foi determinada em espectrofotdmetro,
seguindo o método de Nakano e Asada (1981), pelo monitoramento da taxa de oxidacgéo
do ascorbato a 290 nm, em cubetas de quartzo. O meio de reacéo foi composto por tampéo
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fosfato 80 mM (pH 7,0), 5 mM de ascorbato, 1 mM de EDTA, 1 mM de H,0, e 50 p de
extrato enzimatico, em um volume total de 1 mL. A reacdo foi iniciada pela adi¢do do
ascorbato. O decréscimo na absorbancia foi monitorado em intervalos de 10 segundos,

ate totalizar 60 segundos. Os resultados foram expressos em pmol/ min/ mg.

2.5. Analises estatisticas
Os dados mensurados de todos o0s experimentos foram submetidos as analises de
variancia (ANOVA) com 5% de significancia. De acordo com a significancia da
ANOVA, os dados dos fatores qualitativos foram comparados pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05). O pacote ExpDes (FERREIRA et al., 2011) e o programa R (R Development

Core Team, 2022) foram utilizados para a andlise estatistica dos dados.

3. RESULTADOS E DISUCSSAO
Inducdo da embriogénese somatica

A primeira avaliagdo dos genotipos em relacdo ao meio de indugéo de calos foi
realizada ap6s 90 dias de cultivo, mas ja foi possivel observar mudangas na pigmentagao
e no intumescimento dos explantes (folhas imaturas) aos 30 dias de cultivo. Inicialmente,
os explantes apresentavam uma coloracgéo bege clara, mas gradualmente adquiriram uma
coloracdo amarelada devido ao contato com o0 meio de cultivo em ambos 0s gendtipos.

Diferentes respostas quanto a formacdo de calos em diferentes genoétipos de E.
guineensis também tém sido relatadas na literatura (SANPUTAWONG; TE-CHATO
2008; THAWARO; TE-CHATO 2009; THUZAR et al. 2011; SILVA et al. 2012;
JAYANTHI etal. 2015; ALMEIDA et al., 2019), sendo influenciada por diversos fatores,
como o proprio meio de cultivo e resposta gendtipo dependente.

Aos 45 dias de cultivo, o gendtipo A26.50.6 apresentou formag&o inicial de calos
e, nesse momento, também foi possivel observar o rompimento do mesofilo na regido em
que o explante foi excisado, exibindo a formacéo de calos diminutos, que apresentavam
coloragcéo amarelada e bege-amarronzada, com formatos levemente alongado e nodulares

Aos 90 dias de cultivo, o gendtipo A26.50.6 apresentou uma taxa de formacao de
calos de 9,3+1,8%. Neste periodo, o genotipo A25.58.17 ainda ndo havia apresentado
formacéo de calos (Tabela 1).

A frequéncia de inducéo de calos com competéncia embriogénica ndo depende
somente das condiges de cultivo, como o uso de reguladores de crescimento adicionados

ao meio de cultura, mas também e principalmente dos genétipos (JIMENEZ 2001;
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RIVAL; PARVEEZ 2004; THUZAR et al. 2012; CONSTANTIN et al. 2015). Uma
resposta genotipo dependente. A taxa de inducdo € baixa mesmo entre gendtipos que
passaram pelas mesmas condic¢des de cultivos (SOH et al. 2011; CONSTANTIN et al.
2015).

Tabela 1. Formacao de calos em dois gendtipos (A26.50.6 e A25.58.17) de palma de 6leo
(E. guineensis Jacqg. var. Pisifera) em funcdo do tempo de cultivo.

Cultivo em meio de inducéo (dias)

Genotipos 90 180 270 360
A26.50.6 9,3t1,8aC 28,7+4,1 aA 21,0+3,6aB  12,0+2,7aC
A25.58.17 0,0+0,0 bA 3,67+1,19 bA 4,3+1,5 bA 1,3+0,6 bA

Médias seguidas por letras mintsculas diferem-se entre os gen6tipos e as maiusculas ao longo dos dias apds
a inducdo. +Erro Padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia.

Aos 360 dias de cultivo, o reultado da formacdo de calo foi estatisticamente
superior para o genotipo A26.50.6, com maximo calogénese aos 180 dias (28,7+4,1%),
destacando-se e sendo considerado como gendtipo responsivo a embriogénese somatica.
Por outro lado, o genétipo A25.58.17, apresentou baixa responsividade quanto a
formag&o de calo, como também néo diferiu no decorrer dos 360 dias (Tabela 1).

Para as variaveis percentagem de oxidacdo e contaminacao, ndo houve a interagdo
significativa entre os fatores (gendtipo X tempo de cultivo), portanto, analisados
separadamente.

A oxidacdo dos explantes ocorreu em ambos 0s gendtipos e, com maior taxa de
oxidagdo observada para o gendtipo A25.58.17 com 47,0+2,5%. Durante os periodos de
avaliacdo foi possivel observar um aumento da taxa de oxidacao e, aos 360 dias, houve

uma média de 67,5+2,7% dos explantes oxidados (Fig. 12A).
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Figura 12. Porcengatem de contaminacdo e oxidagdo dos genotipos de palma de dleo
contrastantes a induacdo de calos. A - Avaliacdo entre os genotipos A26.50.06 e
A25.58.17. B - Avaliacdo ao longo do tempo, até 360 dias apds a inducdo. Médias

seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Barra: erro padréo.

Com relagéo a contaminagdo, o gendtipo A25.58.17 teve maior média, quando
comparado ao genotipo A26.50.06., foi possivel observar taxas de contaminacdo de
31,9+3,0%. Apds 180 dias, a taxa de contaminacao se manteve abaixo dos 30% até o final
do periodo de indugdo de calos (360 dias) (Fig. 12B).

Analises bioquimicas e enzimaticas
Houve efeito significativo do gen6tipo no conteldo de proteinas sollveis totais.
No tempo zero, o gen6tipo ndo-responsivo (A25.58.17) apresentou niveis maiores de
proteinas, cerca de 16,67+1,24 ug Prot./mg de MF, quando comparado ao gendtipo
responsivo (A26.50.6) com 11,83+1,12 pg Prot./mg de MF (Figura 13).
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Figura 13. Concentracdo de proteinas sollveis totais (g Prot./mg de MF) de explantes
foliares (palmito) de dois gendtipos A.26.50.6 (genotipo responsivo - GRe) e A25.58.17
(gendtipo ndo responsivo - GNRe) de palma de 6leo contrastante a inducéo de calo. Os
dados representam as médias seguidas dos erros padrdes. Letras mindsculas comparando
entre os genatipos e letras maiusculas ao longo do tempo. Médias seguidas pela mesma

letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Logo ap6s 7 dias de inducdo verificou-se uma queda nos niveis de proteinas em
ambos 0s gendtipos, diferindo estatisticamente entre si e ao longo do tempo. Neste
periodo avaliado, o gendtipo A26.50.6 apresentou 0s maiores teores de proteinas
(9,1240,20 pg Prot/mg de MF), quando comparado ao gendtipo A25.28.17 que
apresentou 4,70+0,17 pg Prot./mg de MF (Fig. 13). A maior diferenca observada para
esta varidvel foi ap6s 180 dias de inducdo, onde o gendtipo responsivo (A26.50.6)
apresentou niveis de proteinas sollveis totais em torno de 7,26+0,20 ug Prot./mg de MF,
enquanto o gendtipo nao-responsivo (A25.28.17) apresentou apenas 0,43+0,05 pg
Prot./mg de MF (Fig. 13).

Para determinar a presencga do estresse oxidativo nos explantes foliares de palma
de oleo, foi analisada a atividade de enzimas envolvidas no sistema antioxidante de defesa
em resposta as EROs, antes da inoculagéo (tempo zero) e apds passarem pelo processo de
assepsia, como também em contato com o meio de cultura, contendo o regulador de

crescimento, aos 7, 15, 30, 90 e 180 dias de cultivo.
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Quanto aos teores da atividade especifica da enzima peroxidase (POD) em razdo
do tempo de inducéo, os resultados séo apresentados na Fig. 14. Nessa anélise, ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre 0s genétipos no tempo zero. Apo6s 7 dias de
inducdo, a atividade da POD do genotipo ndo-responsivo apresentou-se mais elevada,
com 9,93+1,83 umol de purpurogalina/min/mg prot, enquanto o genotipo responsivo
apresentou 5,29+0,26 umol de purpurogalina/min/mg prot. A POD estd diretamente
relacionada a eliminacao do radical perdxido, sendo uma classe de enzimas que tem como
objetivo transformar esse radical peroxido de hidrogénio em H>O e O, (BHATT,;
TRIPATHI, 2011; BARBOSA et al., 2014).

Entre 15 a 180 dias do inicio dos cultivo, verificou-se aumentos significativos,
crescentes e abundantes na atividade da POD do genotipo responsivo (A26.50.6), tendo
0 seu pico maximo de sua atividade registrada aos 90 dias, com valor de 35,27+0,50 umol
de purpurogalina/min/mg prot, embora tenha sido observado leve reducdo de sua
atividade aos 180 dias (Fig. 14). Segundo Shank et al., (2013), ao examinaram a atividade
da peroxidase nos calos de diferentes explantes de Moringa oleifera Lam, registraram a
atividade POD maior no calo do que na propria planta doadora de explante, corroborando
com 0s nossos resultados, ja que aos 90 e 180 dias os explantes coletados para anélise ja

estavam com calos nesse periodo.
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Figura 14. Atividade especifica da enzima peroxidase (POD) de explantes foliares jovens
(palmito) de gendtipos de palma de dleo A.26.50.6 (gendtipo responsivo - GRe) e
A25.58.17 (gendtipo ndo responsivo - GNRe), durante a inducdo da embriogénese

somatica. Os dados representam as médias seguidas dos erros padrdes. Letras minusculas
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comparando entre 0s gendtipos e letras mailsculas ao longo do tempo. * ndo diferem

estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Aos 15 dias de cultivo, o gendtipo ndo-responsivo (A25.58.17) apresentou o
menor valor da atividade da POD, com 2,82+0,74 umol de purpurogalina/min/mg prot.
Entretanto, para este mesmo geno6tipo pdde-se observar um aumento da atividade da POD
até os 90 dias, com o valor maximo de 20,55+1,07 umol de purpurogalina/min/mg prot,
com reducéo da atividade da POD a 7,07+0,82 pumol de purpurogalina/min/mg prot aos
180 dias.

Ao longo do tempo da inducdo da embriogénese somatica foi possivel observar a
elevacdo da atividade da POD no gendtipo responsivo A26.50.6 em cerca de 5x,
principalmente aos 90 dias apds a inducdo, coincidindo com o periodo em que foi
observado formacdo de calos priméario e embriogénicos neste genotipo. Outro fator
importante a ser observado é que ambos 0s gendétipos registram o pico maximo de
atividade da POD aos 90 dias, evidenciando algum mecanismo importante durante esse
periodo para a embriogénese somatica de palma de 6leo, uma vez que logo em seguida
houve decréscimo da atividade para ambos os gen6tipos, como observado na Fig. 14.

As analises de proteinas da classe das peroxidases tém sido fundamentais em
outros estudos de ES (TAKEDA et al., 2003; MA et al., 2012; ZDRAVKOVIC-KORAC
etal., 2019) e ja sdo consideradas possiveis marcadores da ES para as espécies como Vitis
vinifera L. (CALDERON et al., 2015) e Medicago arborea L. (GALLEGO et al., 2014).

Quanto aos teores da atividade especifica da enzima catalase (CAT), os explantes
do gendtipo ndo responsivo (A25.58.17) apresentaram um pico atividade aos 180 dias
apo6s a induncio da ES, com cerca de 206,58 pmol de H2O, consumido.mint.mg?
proteina. Ja os explantes do gendtipo responsivo, nao diferem entre si ao longo do tempo,
bem como até os 90 dias também n&o diferem do genétipo ndo responsivo (Fig. 15).
Ressalta-se que o A25.58.17 apresentou pouca formacdo de calos, quando comparado

com o gendtipo responsivo (A.26.50.6), conforme a tabela 1.
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Figura 15. Atividade especifica da enzima catalase (CAT) de explantes foliares jovens
(palmito) de gendtipos de palma de dleo A.26.50.6 (gendtipo responsivo - GRe) e
A25.58.17 (gendtipo ndo responsivo - GNRe), durante a inducdo de calo. Os dados
representam as médias seguidas dos erros padrdes. Letras mailsculas comparando ao
longo do tempo e letras minusculas entre os genoétipos. * ndo diferem estatisticamente,

pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

As enzimas que combatem os radicais livres, como superoxido dismutase, acido
ascorbico, peroxidase, catalase, cumprem o papel de eliminar os radicais livres e reduzem
a degradacdo celular (ADIL et al., 2019). A avaliacdo da atividade da catalase aqui
observada, aumenta significativamente aos 180 dias, que € o periodo em que o gendtipo
ndo resposivo comeca a formar pequenas quantidades de calos, contrastando com o
genotipo responsivo que tem a formacdo de calos iniciada aos 90 dias, no entanto,
manteve a atividade da catalase semelhante ao longo do tempo, ndo sofrendo com a alta
concentracdo de 2,4-D, utilizada para inducdo da embriogénese somatica.

Para a atividade especifica da Acorbato Peroxidade (APx), os explantes do
genotipo ndo responsivo (A25.58.17), também apresentaram um pico de atividade aos
180 dias apds a inducdo, com cerca de 1570,54 pumol.mint.mg? proteina (Fig. 16),
denotando um comportamento semelhante com a atividade da CAT. Os explantes do
gendtipo responsivo, ndo diferiram estatiticamente entre si, mas pode se observar uma
atividade de 36,88 umol.min:.mg* proteina ao 90 dias, corroborando com alta taxa de

formag&o de calo nesse mesmo periodo.



91

1800 GNRe -A.25.58.17 M GRe - A.26.50.6

1600 I

. 1400

a

=
]
o
o

1000

300

600

pmol.min-1.mg-1protein

400

200
xg  ** *Bowk *B okx *B o oxx :[ * b+
0 —— = E i - == i

ZERO 7 15 30 90 180
Diasapdsa inducdodaES

Figura 16. Atividade especifica da enzima Ascorbato peroxidase (APx) de explantes
foliares jovens (palmito) de genotipos de palma de 6leo A.26.50.6 (gendtipo responsivo
- GRe) e A25.58.17 (genotipo ndo responsivo - GNRe), durante a inducdo da
embriogénese somatica. Os dados representam as médias seguidas dos erros padroes.
Letras maiusculas comparando ao longo do tempo e letras mindsculas entre os gendtipos.

* nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

A Ascorbato Peroxidase (APX) é a principal enzima antioxidante em organismos
fotossintetizantes, utilizando o &cido ascorbico como doador de elétrons para reduzir
peroxido de hidrogénio em agua (CAVERZAN et al., 2012). Para superar 0s danos
induzidos pelo estresse oxidativo, as plantas possuem mecanismos para controlar e
regular adequadamente os niveis de ROS, incluindo o aumento da atividade de enzimas
antioxidantes, como APx e CAT (NGAN et al., 2020). No entanto, foi possivel observar
que o gendtipo ndo responsivo a embriogénese somatica, sé apresentou essa alta atividade
para ambas as enzimas aos 180 dias, quando comegou a ter uma leve resposta a formagao
de calos. Ja 0 genoétiopo responsivo se manteve com niveis baixos da APx ao longo dos
180 dias, ndo sofrendo com a adi¢éo de 2,4-D e ainda assim respondendo a formacao de

calos ja nos primeiros 90 dias.
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4. CONCLUSAO

O gendtipo responsivo (A26.50.6) a embriogénese somatica apresenta maior
quantidade de formacdo de calos, reducdo da atividade da peroxidase nos primeiros sete
dias e aumento exponencial a partir dos 15 dias, ja as enzimas CAT e APx ndo tiveram o
mesmo comportamento que a POD, onde ambas sé aumentaram no final da avaliacéo e
apenas para 0 genotipo ndo responsivo (A25.58.17), que apresentou a menor taxa de

formagéo de calos.
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CAPITULO 3
Transformacao genética mediado por bombardeamento de particulas em calos

embriogénicos de palma de dleo (Elaeis spp.)

RESUMO

A transformacdo genética de plantas permite a insercdo de sequéncias génicas de
interesses agronomicamente desejaveis. O foco da transformacdo genética em palma de
6leo tem sido especialmente o de aumentar os teores de acido oleico, no entanto essa
metodologia ainda apresenta alguns obstaculos. Diante disso, o objetivo do trabalho foi
avalir a eficiéncia da transformacdo genética de palma de oOleo, por meio do
bombardeamento de particulas, utilizando um vetor de transformagdo para o
silenciamento do gene FAD2 e o gene bar para selecionar plantas transformadas. Para
isso foram utilizados microcalos embriogénicos, que estavam estabelecidos em meio
liquido, oriundas de folhas imaturas coletadas do hibrido interespecifico — B351733
(Elaeis oleifera x Elaeis guineensis). O processo de transformacdo dos calos
embriogénicos foi realizado utilizando-se o plasmideo pMONORNAIBAR-FAD, por
meio de biobalistica, constituida da aceleracdo de microparticulas de tungsténio, co-
cultivado com o agente de pressdo de sele¢do glufosinato de amonio (4 mg. L™). No
tratamento (T1), os microcalos receberam apenas um tiro, enquanto o tratamento (T2) os
microcalos receberam dois tiros consecutivos e, ao final foram avaliados quanto a
contaminacéo, oxidagao e sobrevivéncia, bem como a formac&do de embrifes somaticos,
regeneracdo e identificacdo indireta das plantas transformadas. Aos 90 dias apds o
procedimento ambos os tratamentos apresentaram moderada oxidacdo, apenas 0 T2
demonstrou contaminacao (37,5%), ja 0 T1 teve a maior taxa de sobrevivéncia (53,1%).
Quanto a formagdo de embriGes somaticos, 0 T1 e T2 alcancaram valores de 12,5% e
20% respectivamente, além disso, o T2 apresentou cerca de 23 embrides somaticos, que
resultram na formacao de 21 plantas regenerada. Na identificacdo indireta e utilizando a
técnica PCR, ndo foi possivel detectar nenhum evento de transformacgéo. Os resultados

sugerem otimizacéo ao protocolo de transformacéo.

Palavras-chave: biobalistica, microcalos, FAD2, BAR, hibrido interespecifico
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ABSTRACT

The genetic transformation of plants allows the insertion of gene sequences of
agronomically desirable traits. The focus of genetic transformation in oil palm has been
specially to increase the levels of oleic acid, however this methodology still has some
bottlenecks. Therefore, the objective of this work was to evaluate the efficiency of the
genetic transformation of oil palm, through particle bombardment, using a transformation
vector for the silencing of the FAD2 gene and the bar gene to select transformed plants.
For this, embryogenic microcalli were used, which were established in liquid medium,
from immature leaves collected from the interspecific hybrid — B351733 (Elaeis oleifera
x Elaeis guineensis). The embryogenic callus transformation process was carried out
using the pPMONORNAIBAR-FAD plasmid, by means of bioballistics, constituted by the
acceleration of tungsten microparticles, co-cultured with the selection pressure agent
glufosinate of ammonium (4 mg. L™1). In the treatment (T1), the microcalli received only
one shot, while the treatment (T2) the microcalli received two consecutive shots and, at
the end, they were evaluated for contamination, oxidation and survival, as well as the
formation of somatic embryos, regeneration and identification. At 90 days after the
procedure both treatments showed moderate oxidation, only T2 showed contamination
(37.5%), whereas T1 had the highest survival rate (53.1%). As for the formation of
somatic embryos, T1 and T2 reached values of 12.5% and 20%, respectively. In addition,
T2 presented about 23 somatic embryos, which resulted in the formation of 21
regenerated plants. In indirect identification it was not possible to detect any

transformation event. The results suggest an optimization of the transformation protocol.

Keywords: bioballistics, microcallus, FAD2, BAR, interspecific hybrid



99

1. INTRODUCAO

A demanda global por alimentos deve aumentar 60% em 2050, impulsionado pela
rapida expansdo da populacdo humana e mudancas alimentares globais (FRONA et al.,
2019). A palma de 6leo (Elaeis spp.) é, reconhecidamente, a oleaginosa mais eficiente na
producdo de 6leo vegetal no mundo. Ela contribui com cerca de 35% de todo o 6leo
vegetal do planeta, sendo assim, uma solucdo para a inseguranca alimentar da crescente
populacdo mundial (MIELKE, 2017).

Espécies de palma de 6leo como Elaeis guineensis e Elaeis oleifera estdo
amplamente distribuidas nas regides da Africa e América do Sul e Central. O hibrido
interespecifico desenvolvido a partir do cruzamento do dendé africano e do dendé
americano (E. guineensis X E. oleifera) ¢é cultivado principalmente nas regides da América
do Sul (HORMAZA et al., 2012; RIYADI et al., 2018). O dendé (Elaeis guineensis Jacq.)
¢ uma das principais culturas cultivadas do mundo, sendo cultivada em mais de 16
milhdes de hectares (WECKX et al., 2019; FAOSTAT, 2020).

Os métodos convencionais de propagacdo vegetativa sdo impossiveis de serem
utilizados na propagacao de hibridos de interesse, pois as plantas ndo produzem brotos
axilares, mas sim, apenas um dnico meristema vegetativo (MUNIRAN et al., 2008). Para
superar essas dificuldades, o uso da cultura de tecidos de plantas, em especial, a
embriogénese somatica, € a melhor e possivelmente a Unica maneira para a geracéo de
clones uniformes com caracteristicas desejaveis de plantas elite (LEE, et al., 2019).

Apesar da melhoria de rendimento de frutos e da qualidade do 6leo alcangada
através do melhoramento convencional e clonagem de genotipos superiores
(BARCELOS et al., 2015; KHATUN et al., 2017), a engenharia genética pode gerar
plantas com uma gama de caracteristica de interesse que vao desde a adaptacdo a diversos
ambientes e resisténcia a doencas até mudancas nas caracteristicas de 6leo para atender a
diferentes finalidades (relagdo entre acidos graxos saturados e insaturados, contetdo de
carotenoides, menor acidez, entre outros) (LOPES et al., 2012; ZHOU e LUO, 2013;
CHAVES, et al., 2018).

A transformacdo genética de plantas permite a integracdo de novas sequéncias de
genes agronomicamente Uteis, essa transferéncia de genes desejaveis e estaveis é uma
ferramenta significativa em programas de melhoramento pela producgédo de novas plantas
geneticamente diversas (CHILTON etal., 1977; MURAI et al., 1983; Voytas e Gao 2014;
ALTPETER et al., 2016). A tecnologia de transformagdo genética mais utilizada em
palma de 6leo tem sido a transformagdo mediada por bombardeamento de particulas,
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aliado a utilizacdo do RNA interferente (RNAI), que apresenta importantes aplicacdes
para 0 melhoramento genético por possibilidatar o silenciamento gene-especifico
(JAGTAP et al., 2011; GUO et al., 2016; MASANI et all., 2018; PUNJABI et al., 2018).

Aliando as duas tecnologias anteriormente citadas, o foco da transformagéo
genética em palma de dleo tem sido especialmente o de aumentar os teores de acido
oleico. A modificacdo da via de sintese de &cidos graxos, através do silenciamento da
Oleoil-fosfatidilcolina dessaturase (FADZ2), pode resultar na reducdo da formacéo de
acido linoleico e o aumento no acumulo de acido oleico (ZAPLIN et all., 2013), que é
utilizado como matéria-prima importante na industria oleoguimica (PARVEEZ et all.,
2015).

No entanto, para que se estabeleca um eficiente protocolo de transformacéo
genética, a regeneracao de plantas é uma das etapas mais importantes. De modo geral, 0s
protocolos de transformacdo genética em palma de dleo ainda apresentam algumas
dificuldades, pois ndo possuem um sistema de transformacao eficiente e reproduzivel para
a selecdo e regeneracdo de plantas transgénicas dos demais gendtipos de interesse
(IZAWATI et al., 2015).

Nesse sentido, este trabalho teve por objetivo avalir a eficiéncia da transformacéo
genética de palma de 6leo, por meio do bombardeamento de particulas, utilizando um
vetor de transformacao para o silenciamento do gene FAD2 e 0 gene bar para selecionar

plantas transformadas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal e condicdes de cultivo

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos e
Genética Vegetal (LCT-I1) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, situado em
Brasilia — DF, Brasil.

Para a inducdo da embriogénese somatica foram utilizadas como explantes, folhas
imaturas aclorofiladas e ainda ndo expandidas (palmito), oriundas de palmitos coletados
de plantas adultas do hibrido interespecifico — B351733 (Elaeis oleifera x E. guineensis).

Inicialmente, os palmitos coletados em campo foram submetidos ao processo de
assepsia em laboratério, onde folhas mais externas foram retiradas em fluxo laminar com
auxilio de bisturi. Em seguida, o material foi submerso em solucéo de alcool (70%) por 3
minutos, seguido de hipoclorito de sddio (2,5% de cloro ativo) (solucdo comercial) por

20 minutos e trés lavagens em agua destilada e autoclavada.
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Posteriormente, os explantes foliares do palmito foram retirados com auxilio de
pincas e bisturis para inoculacdo em meio de cultura de inducéo de calos (Ml), formulado
com sais e vitaminas de MS (Murashige e Skoog 1962) e suplementado com 30 g.L* de
sacarose, 0,5 g.L* de glutamina, 0,5 g.L? de caseina hidrolisada, 2,5 g.L ! de carvdo
ativado, 450 uM de Picloram e solidificado com 2,3 g.L? de Phytagel (Sigma®),
conforme Balzon et al. (2013).

Seis segmentos de folhas de aproximadamente 1 cm?, provenientes das regides
apical e basal dos palmitos, foram inoculados com a face adaxial em contato com o0 meio
de cultura, em placas de Petri contendo 25 mL de meio MI. Todos o0s experimentos foram
mantidos em sala de crescimento sob temperatura de 25 + 2 °C e, durante a obtencdo de
calos, acondicionados no escuro.

Nestas condi¢Ges de cultivo, os explantes foram mantidos por trés subcultivos de
60 dias cada para a obtencdo de calos priméarios e mais um subcultivo de 90 dias para a
obtencdo de calos embriogénicos.

Apbs o processo de inducgdo, os calos embriogénicos obtidos foram transferidos
para 0 meio de cultura de consisténcia liquida para o estabelecimento e multiplicacéo de
microcalos e agregados celulares, de acordo com Monteiro et al. (2018). O meio de
consisténcia liquida foi formulado com sais e vitaminas de MS (MURASHIGE e SKOOG
1962) e suplementado com 30 g.L de sacarose, 1,0 mg.L? de 2,4-D, 500 mg.L*
glutamina, 100 mg.L* asparagina e 100 mg.L™* caseina hidrolisada. O meio foi depositado
em erlenmeyers de 125 mL de capacidade, com volume utilizado de 30 mL de meio de
cultura e pH ajustado para 5,7 + 0,1 antes da esterilizacdo em autoclave a 121°C e 1,5
atm por 20 minutos.

Os Erlenmeyers contendo meio liquido e cerca de 300 mg de massa de calos
embriogénicos, foram acondicionados sob agitacdo (100 rpm), em sala de crescimento
com temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas e radiacao luminosa de 30 pmol.m
2,51 fornecida por lampadas tubulares tipo Led (Philips, mod. 920008431). Os meios de
cultura foram renovados a cada 30 dias até a obtencdo significativa do volume de

microcalos e agregados celulares com caracteristicas embriogénicas.

2.2 Transformacéo genética: plasmideo — vetor de transformacao

Os experimentos de transformacdo genética foram desenvolvidos no Laboratorio
de Engenharia Genética Aplicada a Agricultura Tropical, da Embrapa Recursos
Geneéticos e Biotecnologia, Brasilia — DF.
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O processo de transformacdo dos calos embriogénicos e agregados celulares foi
realizado utilizando-se o plasmideo pMONORNAIBAR-FAD (Fig. 18), que contém um
fragmento de 465 pb do gene FAD2 da palma de dleo, que foi clonado no sentido senso
e antisenso para formar um grampo, visando o silenciamento pés transcricional desse
gene, afim de modificar a rota metabdlica do Oleo responsavel pela conversdo de
precursores de acido oleico em precursores de acido linoleico (OKULEY et al., 1994;
SCHLUETER et al. 2007). O plasmideo é composto também pelo promotor pUbil
(promotor do gene de ubiquitina de milho), em seguida o gene bar (gene marcador de
selecdo), para selecionar as células transformadas, além do gene da ampicilina para a
selecdo das bactérias transformadas. Como marcador de selecéo, utilizaou-se o gene BAR

que confere resisténcia ao herbicida glufosinato de amonio.

I". _—GKproF (1753 .. 1772)
s — Ascl (1857)

pPMONORNAIBAR-FAD_final
8484 bp

— Sacll (2095)

——Kasl (2268)

(5942) Sacll~  \

#/ - Mrel (2754)
Kasl (2761)

Sacll (2940)

S Ascl (3172)
SbfI (3184)

Figura 18. Representacdo esquematica do Mapa do vetor pMONORNAIBAR-FAD com
o fragmento de 465 pb do gene FAD2 amplificado de palma de 6leo, escolhido com base
em mdltiplos alinhamentos por apresentar maior identidade dentro da familia génica nas
monocotiledéneas, tendo sido clonado na direcdo senso e antisenso separado pelo
intro6C3H12 para constituir o grampo (RNAI) que esta dirigido pelo promotor GKpro
(gene da fosfoglicerato quinase) e terminador nos; e o gene marcador de selecdo bar
dirigido pelo pUbil (promotor de Ubiquitina de milho) e terminador do 35SCaMV.
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Os plasmideos foram preparados para bombardeamento usando o protocolo de lise
alcalina descrito por Sambrook et al. (1989), sendo quantificados em espectrofotémetro
(Nanodrop) com concentragédo ajustada para 1 pug/pL.

2.3 Biobalistica: bombardeamento de particulas

O processo de biobalistica foi baseado no protocolo desenvolvido por Aragao et
al. (1996, 2002), para introduzir o vetor pMONORNAIBAR-FAD nas células
embriogénicas por meio de aceleracdo de microparticulas de tungsténio.

Os microcalos embriogénicos, advindos da suspensdo em meio liquido, foram
transferidos para placas de Petri (60 x 15 mm) com meio de multiplicacdo de células,
composto pelo meio de MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e suplementado com 20
g.L ! de sacarose, 1,0 g.L* de caseina, 1,0 g.L de glutamina, 20 uM de picloram, 5uM
de 2iP, tendo o seu pH ajustado para 5,7+0,1 e suplementado com 7,5 g.L* de Phytagel,
ficando nessas condigOes overnight.

Para o processo de transformacdo, primeiramente foram pesados 60 mg de
microparticulas de tungsténio que, posteriormente, foram transferidas para tubos de
microcentrifuga, adicionando-se 1 mL de etanol 70%. Com o auxilio do vortex, as
particulas foram misturadas por 15 minutos e centrifugadas a 3000g por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado por meio de micropipeta, sem que o sedimento fosse tocado.
A ele foi adicionado 1 mL de agua estéril, agitando vigorosamente por mais 15 minutos
com auxilio do vortex, seguido de centrifugacdo a 3000g por 5 minutos. Este
procedimento foi repetido por mais 2 vezes. Finalizadas as lavagens, o sobrenadante foi
descartado e as particulas foram ressuspendidas em 1 mL de glicerol 50% autoclavado.

Posteriormente, as microparticulas foram distribuidas em tubos de
microcentrifuga em 50 pL e agitadas vigorosamente como o auxilio do vortex por
aproximados 30 segundos, anteriormente sonicadas por 5 minutos, a fim de garantir total
desagregacdo das particulas. No momento de cada bombardeamento, as particulas
receberam o vetor pPMONORNAIBAR-FAD numa propor¢do de 8 puL (8 ng) de DNA
para cada 50 pL de particulas de tungsténio. Apds 2 segundos de rapida agitacdo em
vortex, foram adicionados 50 pL de CaCl, 2.5 M e mais uma vez homogeneizadas. Em
seguida, 20 uL de espermidina a 0,1 M e mais uma vez homogeneizados. Agitou-se por
10 minutos em velocidade minima no vortex, seguida de centrifugacdo por 10 segundos
a 3000 x g. O sobrenadante foi descartado, adicionando-se 150 uL de etanol absoluto, 0
qual foi rapidamente homogeneizado e centrifugado a 3000 x g. O sobrenadante foi

novamente descartado e, finalmente, adicionou-se 24 pl. de etanol absoluto,
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homogeneizando-se mais uma vez, distribuindo 3,8 pL de particulas sobre cada
membrana carreadora.

As condic0es fisicas do bombardeamento, utilizando um acelerador a alta pressdo
de gas Hélio (ARAGAO et al., 1996), foram: pressio de géas Hélio 1.200 psi, distancia do
anteparo para os explantes de 6 cm e vacuo de 27 Ib de Hg. Os tratamentos foram a
quantidade de tiros por placa. Assim, no primeiro tratamento (T1), os microcalos
receberam apenas um tiro, enquanto para o segundo tratamento (T2) os microcalos
receberam dois tiros consecutivos.

Cada tratamento foi formado por 4 placas contendo 10 microcalos cada. Os
controles consistiram de: controle de transformacao genética, ou controle positivo (CP),
no qual o DNA foi substituido por &gua na precipitagdo com as particulas. Ja o controle
de regeneragédo, ou controle negativo (CN), os explantes ndo foram submetidos ao
bombardeamento e foram cultivados sem a presenca do glufosinato de aménio. Para os
explantes submetidos ao bombardeamento e a pressao de selecdo, os microcalos foram
cultivados na presenca de 4,0 mg.L™ do herbicida glufosinato de amonio, assim como o
controle positivo.

Os microcalos bombardeados foram cultivados em seus respectivos tratamentos
supracitados, todos em ambientes com auséncia de luz, por quatro subcultivos de 30 dias
cada. Apds esse periodo foi avaliada a porcentagem de contaminacdo, oxidacdo e
sobrevivéncia dos explantes, que foram considerados sobreviventes aqueles que

apresentavam coloracao bege/amarelada e/ou com estruturas celulares novas.

2.4 Diferenciacdo e maturacdo dos embrides somaticos apdés bombardeamento
de particulas
A diferenciacdo dos embrifes somaticos foi realizada a partir da inoculacdo dos
calos provenientes da fase anterior citado acima em placas de petri (15 x 90 mm) com 25
mL de meio de diferenciacdo de embrides somaticos. Este meio é composto por metade
dos sais e vitaminas do meio de MS, suplementado com com 30 g.L* de sacarose, 4 mg.L"
! de GA(Glufosinato de amdnio), 1,5 g.L* de carvéo ativado e solidificado com 2,3 g.L
! de Phytagel (Sigma®). O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes da esterilizagdo
realizada por autoclavagem.
Nessa etapa, os calos foram cultivados por até quatro subcultivos de 30 dias para
a obtencdo dos embrides somaticos. O material foi mantido em sala de crescimento com

temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 100 pmol.m"
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2.5 fornecida por lampadas LED (Philips® — Green Power 20 W 60 Hz). Apos esse
periodo foi avaliado a porcentagem de formacédo de embriGes somaticos, oxidacdo e o

numero de embrides somaticos no estagio torpedo.

2.5 Regeneracao dos embrides somaticos que passaram pela presséo de selecdo

A regeneracao foi realizada a partir da inoculagdo dos embrifes somaticos em
estadio torpedo, provenientes da fase de diferenciacdo e maturacdo. Embrides somaticos
diferenciados foram transferidos para tubos de ensaio (25 x 150 mm), contendo 10 mL de
meio de regeneracdo. Este meio € constituido por meio de MS isento de reguladores de
crescimento, mas suplementado com 0,5 g.L* de caseina hidrolisada, 0,5 g.L* de
glutamina, 0,1 g.L* de cisteina, 0,1 g.L de asparagina, 30 g.L* de sacarose, 2,5 g.L de
Phytagel e 2,3 g.L* de carvéo ativado, com pH ajustado para 5,7 + 0,1 (BALZON et al.
2013). Nesta etapa, 0 meio de cultura néo recebeu a adigcéo do herbicida glufosinato de
amonio. O material foi acondicionado em sala de crescimento nas mesmas condi¢des
descritas anteriormente.

Nessa fase, os embrifes somaticos foram cultivados por pelo menos quatro
subcultivos de 30 dias cada, para a obtencédo de plantas To potencialmente transformadas.
Ap0s esse periodo foi analisado o nimero de plantas regeneradas por tratamento e a

identificacdo dos transgenes por imunocromatografia de fluxo lateral e analise PCR.

2.6 ldentificagéo das plantas transformadas por imunocromatografia com tira
de fluxo lateral e analise PCR
A confirmacdo das plantas transgene foi realizada de forma indireta, a partir de
anticorpos especificos, que detectam a presenca da proteina fosfinotricina
acetiltransferase (PAT). O teste foi realizado por meio do método imunocromatogréafico
de tiras de fluxo lateral (“Lateral Flow Strip”), Kit Trait LL (Strategic Diagnostic Inc.),
especifica para deteccdo da proteina PAT. O procedimento foi realizado em oito plantas
regeneradas de diferentes calos. A avaliagdo consistiu em retirar uma pequena porgao de
folha das plantas regeneradas, colocando-as em tubo tipo Eppendorf®. Ao tubo,
acrescentou-se 750 pul de tampéo PBS, macerando o material com um pistilo e colocando-
se a fita em contato com o produto macerado. A avaliacdo do resultado foi realizada apds
apos 5 minutos.
Além disso, foi realizada a analise da técnica de PCR, para isso foram realizadas

extracfes de DNA através do método de CTAB (Romano, 1998), um disco foliar foi



106

retirado com o auxilio de um microtubo de centrifuga de 1,5 mL e macerado em 400 puL
de solugdo CTAB [CTAB 2% (p/v), NaCl 1,4 M, Tris-HCI 100 mM, EDTA 20 mM com
PVP 1% (p/v)] e incubado por 30 minutos a 65 °C. Em seguida foram adicionados 400
uL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) e centrifugado por 5 minutos a 13000 RPM.
A fase aquosa (superior) foi coletada e transferida para um novo tubo, onde foram
adicionados 280 pL de alcool isopropilico e centrifugado novamente por 5 minutos a
13000 RPM; o sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com etanol 70% (v/v). O
pellet foi seco a temperatura ambiente e diluido em 20 pL de H20.

Com o DNA extraido a técnica de PCR foi feita com os primers para 0s genes
BAR 90 + BAR 536¢ = 447 pb e int6C3H12F +TNOSR = 784 pb. Para a amplificacédo
foi realizado um passo de desnaturacao inicial a 95 °C por 5 minutos, seguidos de 35
ciclos de desnaturacédo a 95 °C por 1 minuto, anelamento a 55 °C por 1 minuto e extensao
a 72 °C por 1 minuto, com extensdo final de 72 °C por 5 minutos.

2.7 Analises estatisticas
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, sendo
realizado ao menos duas vezes. Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia
(p<0.05). Para as analises utilizou-se 0 programa de andlises estatisticas R (R
Development Core Team, 2019), com os pacotes ExpDes (FERREIRA et al., 2011).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas condicGes experimentais foram utilizados 40 microcalos para o tratamento 1
(T1), 40 microcalos para o tratamento 2 (T2), 40 microcalos para o controle positivo (CP)
e 40 microcalos para o controle negativo (CN), totalizando 160 microcalos embriogénicos
para 0 experimento de transformacdo genética mediado por biobalistica. Todos 0s
microcalos utilizados apresentavam caracteristicas semelhantes como, coloracdo

amarelada, aspecto friavel e granulares (Fig. 19A-B).

Figura 19. Sequéncia de eventos da transformacdo genética via biobalistica: A —
Disposicao dos microcalos em placas de Petri (60 x 15 mm) para 0 bombardeamento de
particulas, evitando a area de morte pelo excesso de microparticulas projetadas no centro
da placa. B — Caracterizacdo dos microcalos bombardeados; seta indica a presenca das
particulas ap6s o bombardeamento. C — Caracterizacdo da oxidacdo severa dos
microcalos do controle positivo (CP), na presenca da selecdo em glufosinato de aménia.
D — Microcalo friavel apos 90 dias do bombardemanto, em meio de selecéo, apresentando
caracteristicas de multiplicacdo celular, com novo aglomerado de massa celular

sobressaindo a regido oxidada.

Apos 30 dias do bombardeamento, em meio de multiplicagdo com a adi¢do do
agente seletivo glufosinato de aménio (4 mg.L™), foi possivel observar oxidacio severa

nos calos (Fig. 19C), principalmente do controle positivo, além de moderada em alguns
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calos dos tratamentos T1 e T2. Esses resultados séo evidenciados também em Nurfahisza
et al (2016), onde os resultados mostraram que os calos embriogénicos eram mais
sensiveis aos agentes de sele¢do em relacdo aos embridides.

Aos 90 dias, os microcalos, mesmo com regifes oxidadas, apresentaram
crescimento de novas estruturas nodulares, mantendo o aspecto embriogénico,
semelhante aqueles inicialmente utilizados para o0s experimentos, evidenciando, assim, o
desenvolvimento e a multiplicagdo celular desse material (Fig. 19D).

Apbs 120 dias em meio de multiplicacio com 4,0 mg.L? de glufosinato de
amonio, os microcalos foram avaliados quanto a porcentagem de contaminacdo, oxidacéo
e sobrevivéncia (Fig. 20). Em relacdo a porcentagem de contaminacdo, o tratamento T1
ndo apresentou nenhuma contaminagédo nesse periodo, ja o tratamento T2 e 0s controles
(CP e CN) tiveram taxas de contaminacgdo que ndo diferiram estatisticamente entre si,
apresentando valores entre 25% a 37,5% de contaminacao.

Ainda em relacdo a oxidacdo, verificou-se que o controle positivo (nao
transformado) apresentou 100% de oxidacdo, sendo observado tal comportamento dos
calos desde os primeiros 30 dias apds o bombardeamento. I1sso pode ter ocorrido pelo
estresse durante a execugdo do experimento e pelo o agente seletivo, a concentragdo do
herbicida (4 mg.L™) acarretou nessa oxidacdo severa. Ja o controle negativo e os
tratamentos T1 e T2 apresentaram menores valores de oxidacdo (18,75%, 34,75 e 50%
respectivamente) (Fig. 20). Possivelmente, alguns grupos de células incorporaram o gene
que confere a resisténcia ao herbicida, o que explica esses valores ndo diferirem do

controle negativo.
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Figura 20. Resposta morfogenética dos microcalos nos diferentes tratamentos, apds 120
dias em meio de multiplicacdo na presenca de glufosinato de aménio. Valores médios da
porcengatem de contaminacdo, oxidacdo e sobrevivéncia. CP - Controle Positivo
(microcalos bombardeados com as particulas de tungsténio em agua e cultivados em meio
com o agente de selecdo glufosinato de amonio); CN - Controle Negativo (microcalos
ndo bombardeados e cultivados sem a presenca do glufosinato de amonio); T1 -
Tratamento 1 (microcalos que receberam um tiro); T2 - Tratamento 2 (microcalos que
receberam 2 tiros). Os dados representam as médias seguidas dos erros padroes. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott
5% de significancia (p<0.05). ns - N&o significativo.

Essa alta taxa de oxidagdo presente no controle positivo (CP), evidencia que o
material ndo possuia nenhuma resisténcia ao herbicida glufosinato de aménio, uma vez
que ele passou pelo processo de bombardeamento apenas com particulas de tungsténio
em agua. Ressalte-se, porém, que estes microcalos podem terem sofrido ferimentos com
0 bombardeamento, sugerindo também toxicidade para as células do calo, uma reagdo ja
conhecida e descrita na literatura (RUSSELL et al., 1992), e no caso observado, acredita-
se ser a juncdo dos dois fatores, tanto 0 bombardeamento, quanto a pressao de selecéo.

Corroborando a isso, Zang e colaboradores (2009), afirmam que diferentes tecidos
tém sensibilidade diferente para um dado agente de selecéo, isso pode ter comprometido

a selecdo rigorosa em diferentes estagios de desenvolvimento. No estudo em quest&o,
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ficou evidenciado durante a pressdao de selecdo na multiplicacdo dos microcalos e
diferenciacdo dos embrides somaticos durante o processo de transformacao, demonstrado
por essas altas taxas de oxicacéo.

Quanto a porcentagem sobrevivéncia, alguns microcalos mantiveram suas
caracteritisticas embriogénicas e conseguiram multiplicar sua massa e até seguir para o
estagio de diferenciacdo dando origem a embrides globulares e posteriormente torpedos
(Fig. 19D). O controle negativo apresentou uma taxa de sobrevivéncia de 56,2% e 0
tratamento T1 53,1%, valores que ndo diferiram entre si. J4 o tratamento T2 apresentou
taxa de sobrevivéncia de 28,1%, indicando o menor valor que 0s demais tratamentos, com
excecao ao tratamento referente ao controle positivo o qual ndo apresentou sobrevivenvia
de microcalos, corroborando com a hipdstese de que o bombardeamento duas vezes
seguidas, pode ter provocado maiores danos as células dos microcalos (Fig. 20).

Ao final da etapa de multiplicacdo, os microcalos foram entdo cultivados em
meios de diferenciacdo. Ap6s 120 dias em meio de diferenciacéo, os calos embriogénicos
comecaram a apresentar formacOes de embrides somaticos em diferentes estagios de
desenvolvimento (Fig. 21). Pode-se observar que os calos do controle negativo (CN)
apresentaram formacao significativa de embriGes somaticos do tipo torpedo, ao passo que
essa caracteristica ja ndo se fez tdo presente nos tratamentos que passaram pelo processo
de transformacdo, onde observou-se maior demora no aparecimento dos embrides
somaticos quando comparado ao tratamento acima descrito, muitas vezes sobressaindo a

massa calogénica tambem oxidada (Figura 21).

.| S ~
Figura 21. Aspectos morfolégicos dos embrides somaticos durante a etapa de

diferenciacéo apos o bombardeamento de particulas e sob pressdo de selecéo do herbicida
GA (4,0 mg. L-1). A — Embrides somaticos dos tipos globulares e torpedos do controle
negativo (CN). B —Presenca de massa de calo embriogénico e embrides do tipo globulares
presentes no Tratamento 1 (T1). C — Massa de calo embriogénico bastante oxidada no

Tratamento 2 (T2), com presenca de embrido do tipo torpedo.
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Quando se avaliou as porcentagens de formacdo de embriGes somaticos e a de
oxidacéo, verificou-se que o controle negativo (CN) foi 0 que apresentou a maior taxa de
formagdo de embribes somaéticos, com cerca de 47,5% dos calos apresentando tais
formacdes. J& os tratamentos T1 e T2 tiveram valores menores de formag&o de calos com
embriBes somaticos, verificando-se valores de 12,5% e 20% que ndo diferiram
estatisticamente entre si. Quanto a oxidacdo desse material, durante a fase de
diferenciacdo, apenas o controle negativo (CN) teve a menor taxa de oxidacdo 52,5%,
enquanto os demais tratamentos, assim como, o controle positivo apresentaram 0s

maiores valores, entre 82,5% a 100% de oxidagéo (Fig. 22).
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Figura 22. Avaliacdo dos tratamentos em meio de diferenciacdo com o agente de selecéo
glufosinato de aménio, ap6s 120 dias de cultivo. Valores médios da porcentagem de
formacdo de embrides somaticos e oxidacdo. CP - Controle Positivo; CN - Controle
Negativo; T1 - Tratamento 1 e T2 - Tratamento 2. Os dados representam as médias
seguidas dos erros padroes. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente

entre si, pelo teste de Scott-Knott 5% de significancia (p<0.05).

Os embrides somaticos diferenciados foram transferidos para tubos de ensaio,
contendo meio de regeneracdo, sem adicdo do glufosinato de aménio, por ser um
momento crucial durante a germinacdo desses embrides, para prosseguirem com o0
desenvolvimento (Fig. 23). Nestas condi¢des, com o passar do tempo observou-se, além
do desenvolvimento dos embrifes somaticos primarios, também o surgimento de novos

embriBes somaticos, chamados comumente de embrides secundarios. Apds 120 dias de
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cultivo foi analisado o nimero de plantas regeneradas por tratamento e a identificacdo

dos provaveis transgenes por imunocromatografia de fluxo lateral.

Figura 23. Regeneracdo das plantas de 6leo de palma que passaram por ensaio de
transformacdo genética. A — Planta ainda em processo de regeneracdo ja clorofilada e
presenca de embrifes somaticos torpedos. B — Planta em regeneracdo com raiz e parte
aérea bem desenvolvida. C — Planta regenerada completa, com raiz e parte area presente.

D — Planta completa regenrada e apresentando embriogénese secundaria.

Durante a analise foi possivel observar que plantas originarias do controle
negativo (CN), bem como as do tratamento T2, ndo diferiram estatisticamente,
apresentando valores médios de 38 e 23 embrides somaticos do tipo torpedo (Fig. 24).
Tal resuldado demonstra esse comportamento também para o numero de plantas
regeneradas, em média 26 para o controle negativo e 21 para o tratamento 2 (T2). Ja no
tratamento 1 foi onde se observou os menores valores médios para plantas regeneradas,

verificando-se apenas 9 embrides somaticos do tipo torpedo e regeneracdo de 4 plantas.
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Figura 24. Quantitativo médio de embrides somaticos do tipo torpedo e de plantas
regeneradas por tratamento e seus controles. CP - Controle Positivo; CN - Controle
Negativo; T1 - Tratamento 1 e T2 - Tratamento 2. Os dados representam as médias
seguidas dos erros padrdes. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente

entre si, pelo teste de Scott-Knott 5% de significancia (p<0.05).

No teste de identificacdo indireta das plantas transformadas, realizado pelo
método imunocromatografico de tiras de fluxo lateral (“Lateral Flow Strip”), Kit Trait
LL (Strategic Diagnostic Inc.), especifica para deteccdo da proteina fosfinotricina
acetiltransferase (PAT), ndo foi possivel observar nenhum evento de transformacéo (Fig.
25).
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Figura 25. Teste imunocromatogréfico de fluxo lateral, com amostras de ambos os
tratamentos (T1 e T2), com duas amostras de cada, evidenciando a ndo deteccdo da

proteina fosfinotricina acetiltransferase (PAT).

Outro método para confirmar se houve ou ndo a transformacéo, foi por meio da
PCR (Fig. 26), na qual ndo foi possivel observar também nenhum evento de
transformacéo, esse teste foi realizado ao menos duas vezes. Todas as plantas regeneradas
foram derivadas de calos embriogénicos que foram selecionados no herbicida glufosinato
de amonio (4 mg.L™Y) até a etapa de diferenciagdo, apds serem bombardeados com o
plasmideo portador do gene bar. Portanto, a amplificacdo do gene bar foi usada para
verificar os transformantes, usando os primers do gene bar, esperava-se uma amplificacdo
de 447 pb.

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 M B7B6 B5 B4 B3 B2 Bl

-+

Figura 26. Anélise da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) no DNA das plantas
regeneradas, usando primers para 0 gene bar 90 + bar 536¢c = 447 pb (Al a A7) e
int6C3H12F + TNOSR = 784 pb (B1 a B7), amostras 1 e 2 tratamento 1 (T1)ede 3a7

tratamento 2 (T2); M = marcador.
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Estudos anteriores mostram uma baixa eficiéncia na transformacdo genética de
palma de dleo, a qual varia entre 0,7-1,5%. Esses resultados sdo observados em
protocolos mediados por Agrobacterium e biobalistica utilizando calos embriogénicos e
regeneracdo de plantas por embriogénese somatica indireta (PARVEEZ et al., 1998;
MASLI et al., 2012; DAYANG IZAWATI et al., 2015).

Para o sucesso da producéo de plantas transformadas, depende princiaplemente da
integracdo estavel do DNA exdgeno no genoma do hospedeiro (transformacéo estavel) e
regeneracdo da planta inteira, parte aéra e sistema radicular desenvolvidos. Contudo,
esses dois processos sdo independentes, mas ocorrem simultaneamente e séo vitais para
a producdo das plantas transgénicas. Além disso, 0s transgenes introduzidos sdo
integrados em locais aleatdrios no genoma da planta hospedeira (Yarra et al., 2019).

Segundo Massani e colaborades (2018), a transformacéo genética mediado pelo
bombardeamento de particulas em palma de o6leo, depende de diversos fatores,
principalmente fatores fisicos e bioldgicos, que afetam a eficiéncia da integracdo do
DNA. No caso de fatores fisicos, como: pressdo de aceleragdo do hélio, distancia do
bombardeio, pressdo de vacuo da cdmara, tamanho do microtransportador, quantidade de
DNA, nimero de bombardeios, entre outros, sdo alguns dos fatores que devem ser

otimizados para a transformacao eficiente em palma de éleo.

4, CONSIDERAQOES FINAIS

O protocolo de transformacdo utilizado ndo foi eficiente para gerar plantas
geneticamente transformadas do genétipo de palma de Oleo utilizado (hibrido
interespecifico — B351733), no entanto, foi possivel observar uma consisténcia de
resposta do genétipo em relacdo aos tratamentos testados. O controle positivo apresentou
elevada oxidacdo e ndo houve obtencéo de embrides diferenciados na presenca do agente
seletivo, isto indica que a pressao de sele¢éo ou a concentracdo de herbicida utilizado para
selecionar células transformadas foi adequado para inviabilizar a divisdo celular nos
microcalos na presenca do herbicida, por isso ndo houve escapes. Dessa forma, a pressao
de selecdo do glufosinato de amdnio no gendtipo testado foi otimizada.

O controle negativo respondeu a multiplicacéo e a diferenciacdo de ES, indicando
um elevado potencial de sobrevivéncia e regeneracdo desse genétipo para transformacao
genética. O tratamento 1 respondeu semelhante ao controle negativo, indicando uma
elevada resposta morfogenética mesmo sob pressao de selecdo; e o tratamento 2 mostrou

um aumento na oxidagao, sendo consistente em relacdo ao aumento do estrese causado
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por dois tiros no bombardeamento, o que era esperado. A conversao de ES em plantas ou
germinacao dos ES seguiu também a mesma dinamica, indicando que o gendtipo é muito
apto a conversao e por tal, a ser utilizado para transformacdo genética. O fato de retirar o
GA durante a fase de germinacéo, pode ter favorecido o fato de as plantas obtida néo
serem geneticamente modificadas.

Nossos resultados sugerem que seja realizado uma otimizacdo de protocolos de
transformacéo, com enfoque na presséo de selegéo, principalmente na etapa final, durante
a germinacdo e a regeneracdo das plantas. Além disso, verificar por meio da PCR a
presséo de selecdo em cada etapa do desenvolvimento. Outra ferramenta importante a ser
utilizada ¢é a técnica CRISPR/Cas9, que pode desempenhar um papel fundamental no

direcionamento das transformacdes genéticas em palma de 6leo.
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