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RESUMO

A palma de 6leo (Elaeis guineensis Jacg.), conhecida também como dendé, é uma planta perene
de origem africana, cujos principais produtos sao o 6leo de palma e de palmiste. A cultivar BRS
Manicoré ¢é o resultado da hibridacdo interespecifica (HIE) entre palma de dleo da espécie
africana (E. guineensis) e a palma de dleo da espécie americana (E. oleifera (Kunth) Cortés), e
¢ usada estrategicamente nas areas que tem incidéncia do amarelecimento fatal (AF). Com o
objetivo de verificar as respostas morfogénicas de inflorescéncias femininas imatura do HIE
BRS Manicoré e de embrides zigoticos de trés cultivares de palma de 6leo (BRS Manicoré,
BRS 2501. BRS 2528) cultivados in vitro, esse estudo foi dividido em dois capitulos. No
capitulo 1, inflorescéncias femininas imaturas do HIE BRS Manicoré em diferentes estadios de
desenvolvimento foram inoculadas em meio de cultura com diferentes composig0es para avaliar
a eficiéncia de inducdo de calos e flores in vitro. Inicialmente, as inflorescéncias foram
avaliadas em meio de cultura com sais estabelecido por Murashige e Skoog (1962) (MS) e com
metade da concentracao de sais MS (1/2MS) com diferentes concentracdes de Picloram (0; 225
e 450 uM). Apo6s 45 dias, observou-se que todos os explantes continuaram o desenvolvimento
de estruturas florais e os estadios da inflorescéncia 112 e 115 obtiveram as maiores formacdes
de calos e flor. A composicdo do meio e as concentraces de Picloram sé interferiram na
formacéo de calos na inflorescéncia 19, que teve menor inducédo de calos em seus explantes. A
adicdo de Picloram ao meio de cultura reduziu a oxidacdo dos explantes, porém a oxidacao nao
prejudicou a morfogénese. No capitulo 2, com o objetivo de avaliar a viabilidade de inducéo de
calos a partir de flores produzidas in vitro e de embrides zigoticos de trés hibridos de palma de
6leo (BRS Manicoré, BRS 2501 e BRS 2528) em meios de cultura com sais MS e Y3 (Eeuwens,
1976) em combinagdo as auxinas Picloram e 2,4-D e citocinina 2ip. Para isso, dois
experimentos independentes foram realizados, sendo o experimento 1 conduzido para verificar
0 potencial de inducdo de calos em flores produzidas in vitro do HIE BRS Manicoré, em dois
meios de cultura (MS e Y3) combinados com auxina Picloram ou 2,4-D (9 uM) e citocina 2 iP
(0; 6; 12 uM) totalizando 14 tratamentos; ja o experimento 2 foi conduzido com o objetivo de
verificar o potencial de indugdo de calos nos diferentes hibridos de palma de éleo (BRS
Manicoré, BRS 2501 e BRS 2528) em meios de cultura MS ou Y3 combinados com Picloram
ou 2,4-D (475 puM), compondo seis tratamentos. No experimento 1, verificou-se que a oxidagédo
do explante ndo impede a diferenciacgdo de calos e flores in vitro; a melhor composicdo de meio
para inducéo de calos foi Y3 + 9 uM Picloram + 12 uM 2iP; e os melhores meios para inducao
de flores in vitro ndo induziram a formagéo de calos e vice-versa. No experimento 2, a inducéo
de calos a partir de embriGes zigoticos foi muito limitada e variou em fungdo do meio de cultura
e do material vegetal utilizado. A inducéo de calos foi observada somente nos hibridos BRS
2501 e BRS 2528 e, somente, na presenca de auxina.

Palavras-chave: HIE BRS Manicoré. Elaeis guineensis. Elaeis oleifera. Micropropagacéo.
Inflorescéncia imatura. Embrido zigoético. Calogénese.



ABSTRACT

Oil palm (Elaeis guineensis, Jacq), also known as oil palm, is a perennial plant of African origin,
whose main product is oil (palm and palm kernel). Cultivar BRS Manicoré is the result of
interspecific hybridization (HIE) between African oil palm (E. guineensis) and American oil
palm (E. oleifera (Kunth) Cortés), and is used strategically in the areas that it has an incidence
of fatal yellowing (FA). To verify the morphogenic responses of immature female
inflorescences of HIE BRS Manicoré and zygotic embryos of three cultivars of oil palm (BRS
Manicoré, BRS 2501. BRS 2528) cultivated in vitro, this study was divided into two chapters.
In chapter 1, immature female inflorescences of HIE BRS Manicoré at different stages of
development were inoculated in culture medium with different compositions to evaluate the
efficiency of callus and flower induction in vitro. Initially, the inflorescences were evaluated in
a culture medium with salts established by Murashige and Skoog (1962) (MS) and with half the
concentration of MS salts (1/2MS) with different concentrations of Picloram (0, 225 and 450
uM). After 45 days, it was observed that all explants continued the development of floral
structures and inflorescence stages 112 and 115 had the highest callus and flower formations.
The composition of the medium and Picloram concentrations only interfered with callus
formation in the 19 inflorescence, which had less callus induction in its explants. The addition
of Picloram to the culture medium reduced the oxidation of explants, but the oxidation did not
affect morphogenesis. In chapter 2, with the objective of evaluating the viability of callus
induction from flowers produced in vitro and from zygotic embryos of three oil palm hybrids
(BRS Manicoré, BRS 2501 and BRS 2528) in culture media with MS salts and Y3 (Eeuwens,
1976) in combination with Picloram and 2,4-D auxins and cytokinin 2ip. For this, two
independent experiments were carried out, and experiment 1 was carried out to verify the
potential of callus induction in flowers produced in vitro of HIE BRS Manicoré, in two culture
media (MS and Y) combined with Picloram or 2.4 auxin -D (9 M) and cytokine 2 iP (0; 6; 12
uM) totaling 14 treatments; Experiment 2 was carried out with the objective of verifying the
potential of callus induction in different oil palm hybrids (BRS Manicoré, BRS 2501 and BRS
2528) in MS or Y3 culture media combined with Picloram or 2,4-D (475 uM), comprising six
treatments. In experiment 1, it was found that explant oxidation does not prevent the
differentiation of calluses and flowers in vitro; the best composition of medium for callus
induction was Y3 + 9 uM Picloram + 12 uM 2iP; and the best means for in vitro flower
induction did not induce callus formation and vice versa. In experiment 2, callus induction from
zygotic embryos was extremely limited and varied depending on the culture medium and the
plant material used. Callus induction was observed only in hybrids BRS 2501 and BRS 2528
and only in the presence of auxin.

Keywords: HIE BRS Manicoré. Elaeis guineensis. Elaeis oleifera. Micropropagation.
Immature inflorescence. Zygotic embryo. callogenesis
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Figura 2.7. Estrutura floral desenvolvida in vitro do hibrido interespecifico (HIE) da palma de
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1. CONTEXTUALIZACAO

A palma de 6leo africana ou dendé (Elaeis guineensis Jacq.) e a palma de 6leo americana
ou caiaué (E. oleifera (Kunth) Cortes) sdo especies pertencentes a familia Arecaceae que podem
ser cruzadas entre si, produzindo descendentes férteis. Essas duas espécies ofertam a
variabilidade genética explorada pelos programas de melhoramento que objetivam incrementar
a producédo e qualidade de 6leo de palma (RIOS, 2012). Um dos principais produtos desse
cruzamento € o hibrido interespecifico (HIE) BRS Manicoré, que apresenta um excelente
potencial de producdo de frutos, elevada taxa de &cidos graxos insaturados e menor crescimento
vertical do estipe, além da maior resisténcia a pragas e doencas e maior resisténcia ao
amarelecimento fatal (AF) (CUNHA; LOPES, 2010).

A palma de 6leo é uma palmeira de origem africana e do seu fruto é extraido dois tipos
de 6leo: o 6leo de palma (polpa) e o dleo de palmiste (améndoa), ambos com amplo emprego
alimentar e industrial (MULLER, 1980). E a oleaginosa de maior produtividade conhecida no
mundo, podendo fornecer anualmente de quatro a seis toneladas de Gleo por hectare, o que
corresponde a 1,5 vezes o rendimento do éleo de coco, o dobro do azeite de oliva e 10 vezes
mais a producio do 6leo de soja (MULLER, 1980; FURLAN et al., 2003; LIN et al., 2009).

A resisténcia do HIE BRS Manicoré ao AF foi demonstrada em condi¢bes de campo,
em area com incidéncia prévia do AF, tendo sido observado que as plantas desse hibrido nédo
foram afetadas por essa anomalia em comparacdo as plantas de palma de éleo da variedade
tenera. Esses resultados indicam que o HIE BRS Manicoré é recomendado para areas com
incidéncia de AF (CUNHA,; LOPES, 2010).

As sementes de palma de 6leo africana, em condigdes adequadas, possuem baixas taxas
de germinacdo em decorréncia da dorméncia apds a maturacao fisioldgica. Se a dorméncia ndo
for quebrada artificialmente, a germinacdo que além de baixa e desuniforme, pode demorar
anos (LIMA et al., 2013). No entanto, protocolos visando melhorar a germinacéo das sementes
de palma de éleo tem sido objeto de pesquisa, tendo sido alcangas taxas de germinacdo em
torno de 85% (LIMA et al., 2014). Para as sementes do HIE, a taxa de germinagdo comumente
observada é ainda menor, em torno de 30 a 35,6% (ANGELO et al., 2007; MAQUINE et al.,
2012), fazendo com que a producdo de sementes pré-germinadas ndo atenda a demanda de

mudas de HIE para a implantacdo de novas lavouras (CUNHA et al., 2010).
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Cultivares melhorados geneticamente de muitas espécies perenes tém sido multiplicados
por meio de propagacao vegetativa. No entanto, a palma de 6leo é uma planta monopodial de
fuste Unico que ndo permite a aplicagcdo de técnicas convencionais de propagacédo vegetativa,
como por exemplo a estaquia. Desta forma, a micropropagacdo ou propagacao in vitro é uma
alternativa viavel de propagacédo vegetativa desta espécie com vistas a producao de mudas em
larga escala (PLATA; REY, 2006).

A micropropagacdo tem sido aplicada com sucesso em varias palmeiras, como por
exemplo em Cocus nucifera (GOMES et al., 2004), Euterpe oleracea (FERMINO JUNIOR et
al., 2007; SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012), Bactris gasipaes (STEINMACHER et al.,
2007), Acrocomia aculeata (MOURA et al., 2009) e em Elaeis guineensis (CORREA et al.,
2016). Porém, trabalhos de micropropagacédo especificos para HIE BRS Manicoré sdo, até o

presente, incipientes.

Um dos métodos de micropropagacao mais eficiente para a regeneracdo de plantas in
vitro é a embriogénese somatica, a qual se baseia na totipoténcia celular e é analoga a
embriogénese zigdtica, em que uma unica célula ou um pequeno grupo de células somaticas
sdo precursores da formacdo de um embrido somatico (TAUTORUS et al., 1991). Na
embriogénese somatica, células somaticas se diferenciam em plantas completas, seguindo
estadios de citodiferenciacdo embriogénicos caracteristicos (WILLIAMS e MAHESWARAN,
1986; EMONS, 1994). Esse processo pode ser induzido por varios tipos de explantes,
usualmente tratando-os com reguladores de crescimento, tais como as auxinas 2,4-D (&cido 2,4-
diclorofenoxiacético), Picloram (acido 4-amino-3,5,6-tricloropiridina-2-carboxilico) e/ou
tratamentos de estresse abidtico (FEHER, 2015; HORSTMAN et al., 2017).

Uma vez que os protocolos de micropropagacdo do HIE BRS Manicore séo incipientes
e que a demanda de mudas deste hibrido tem crescido em face de suas caracteristicas
agrondmicas e resisténcia ao AF, este trabalho foi conduzido para testar a hipdtese de que
inflorescéncias imaturas e embrides zig6ticos do HIE BRS Manicoré podem ser utilizados como
explantes para a obtengdo de calos embriogénicos deste hibrido. Assim, este trabalho teve o
objetivo geral de avaliar a capacidade de inflorescéncias imaturas e embrides zigoticos do HIE
BRS Manicoré em produzir calos embriogénicos mediados pelo de auxinas e/ou citocininas.
Para isso, dois experimentos independentes foram conduzidos com 0s seguintes objetivos

especificos:
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Experimento 1 — Avaliar a habilidade de inflorescéncias imaturas do HIE BRS Manicoré
em induzir a formacéo de calos e flores in vitro em funcdo da concentracdo de sais no meio de

cultura Murashige and Skoog (MS) combinadas a diferentes concentracdes de Picloram.

Experimento 2 — Avaliar a viabilidade de indugdo de calos do HIE BRS Manicoré a
partir de flores produzidas in vitro e de embrides zigoticos cultivados em diferentes meios de

cultura combinados as auxinas Picloram e 2,4-D e a citocinina 2iP.
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This work simed o imvestipate the effects of different combinations of amn (I, 225 md 450
pii Piclorang) amd Morsshize snd Skoog salts (30% and 1009 MS salt concentrations,
respectively named as Y2 M5 and 3MS) in mediae the inducton of callos and flowers from
inmmare inflorescences (developmentsl stages -0, I-17 and I-15) of the odl palm BES —
Manicore hybrid In I-9 inflorescence explants, the rate of callus induction was 17% higher in
Y2 WS than in M5 while in both I-12 and I-15 inflorescence explants, calhs nduction was over
them 95% regardless of the WS sslt concentration. The higher rate of callus imdoction in I-9
inflorescences was mediaed by 450 phd Pacloram while the calhes indnction rates for either
I-12 or I-15 inflorescences were hizher than 83 megardless of Picloram conceniration. Floral
inchaction was lower I [-% imflorescence explants (45% floral induciion raie) than m bodh I-12
and I-15 imflorescence explanis (forsl mdochon rate higher than 80@q). Oar results suggest that
Picloram {450 i) and M5 salts concentrations (Yz MS) 1ad to the highest rates of calhises amnd
flowers indwchion in younger inflorescence explanis (I-8); bowever, the mediom compositon s
indifferent on calhe: and fAower indocton nl-12 and 15 inflorescemces.

Keywords: soxin, Elaeis olejfira x E. puineensis, M5 salts, Pidoram

1. Introduction

Afvican odl palm (Elass meneensis Jaog) oultivations in Brazl and Latin America have
suffered from the ocourence of lethal yellowing (IV), an unlmown-cause anomaly theat
alresdy devastated thousands of heciares with oil palm. In Brazl the LY has been affecting

contimmously several areas since the first reported case in the cominy (De Franquewille, 3003

Therefore, the development of LY - resistant oil palm culiivars has been sddressed throush
crop breeding. In this comtext the BRS - Manicore hybrid a result of interspecific
h}'bndmﬂmbem'amﬂ:eﬂlhtmﬁ suimeensis) and Ametican (E. elejfera (Fmth) Cortes)
oll palm species, brings topether desirable agromonmc iTaits, such as high yisld pests
resictance, IV resistance, high content of wmesnmated faty acds in foits and short stpe
growih (Comba et al., 20090 In Brasl | the viability of planfing oil palm bybrids (such as BES
— Manicore) in areas previously devastated by LY has been observed highlishting the
resistance of this plant material o LY (Conhs and Lopes, 20107).
The nanmal vegetative propazaton of oil palm ocours throngh sseds since this spedes does
miot produce sxllary shoots - by having ooly one apex of growth - and | therefore, canmot be
multiplied vepetatively by tllering (Fajesh ef al | 2003). Concerming interspecific hybrds, a
low seed pemmnston rate svound 309 and 35% is oommonty obsenved (Angelo et al., 2007;
Maquine et al, 2012). Despite this, the seedlings of hybrids, including BRS - Manicore, have
been produced from pre-germinated ceeds, a process that takes about 130 days from the ot
hamesting and processing o embryomc @os emergence (Lopes, 2013 Additonally, the
generated plants present high genetic vanability, and this is one of the main yields linnang
fxchors in most of the oommencial oulipvated aress with oil palm (Viegss and Monllar 210007,

Considering that oil palm presents highly heterceypons plants, heterogensous popalatons,
and monopodial growth, the m witre clons]l propagation raises as 8 suitable aliematve to

21



Macrothink Journal of Asriculmral Srodies
l\\ Institute " 2000 VAL & e 4

produce oil palm hybrid seedling on a large-scale (Teixsira ef al., 1995; Bajesh ef al., 2003).
Thus, ome can expect that more wmiform and healthy BRS - Mamicore seedlings can be
produced fom a single explant and in & lowsr tmeframe as compared fo the traditvonal
mursery methods (Erig and Schwch, 20057,

Different pland tissues have been wsed on clonal propagation, inchading the inflorescences
(Teixeira et al | 1994; Eanm ef al | 2004; Campos et al., 307 In ol palm micro propagation,
the explapts conmoooly wsed ame zZygotc embryos (Teizeira e al, 190%), Domahoe
imflorescences (Teixeira ef al., 1994, mmmaore leaves, and fertary and quatemary roots
(Eerwens et al | 2002). The micro propagation of the oil palm BRS - Manicore bybrid is stll
unknoam and in this mesesch we hypodesize that immanme oflorescences may be an
adequaie explant fo start & wire cultvatons of this bybod. Owr expectations are based on the
totipotence of inmatme mflorescence cells, which also should presemi low levels of
contamination by DncoorEsnisms since they are protected by floral spaths. We also
Inpothesize that BRS - Manicore micro propagation may be achieved through somatic
embryogenests and n this conteod we believe that smans may be condal due fo it effecis on
cell de-differentsiation (Elhit et al., 2013). The most used surans for seomatic embryogenesis
indortion are 2 4-dichlorophenoxyacetic acd (2,4-IF), 4-amine-3 5 §-michloropicolimic acid
(Picloram) and 3, §-dichlono-2 - methorybenzoic acd (Dhicamba). These chenncals may act on
gene expression and m cell division and expansion, leading fo callogenesis, embryogensesis
and organomenesis (Erikorian, 1981,

Thues, this study was camed out to evaluste the ability of mmature inflorescences in inducime
in vitro callus and flowers in oil palm BES - Manicoré hybrid growing at two concentrations
of MMurachize and Skoog salts (fotal concentration, 35, or halved concenmation, 3: MMS) and
three concenitafions of amron (I; 225 and 450 ubi Picloram). The outcome of this work will
frither support stadies on & wire ol palm regeneration s somEtic embryogenesls, Sinnng at
producing BRS - Manicore seadlings on 3 large scale.

2 Materials and Aethods

2.1 Plamt Movarial

Immamre female inflorescences of oil palm BRS - Manicoré hybrid ar different
developmental sges were nsed a5 explants. The inflorescences were collected in Mo, state
of Para, northern Brazil (01° 53 02 S and 48° 46 08" W) and identified according o the
comesponding phyllotaxys onder (leaf momber) armenged throwzhout the pland as follows: I-9,
inflorescence from the minth leaff I-12, mﬂ-:ra:mfmnﬂlell“‘luf.anil—li
imflorescence from the 15 leaf.

At the laboratory, inflorescences still contaming spathe were washed with nentral hignid scap,
then dipped in 2.5% soditm hypochlorite and rinsed in dejomized water The outer and inmer
spathes wemne removed and inflorescences were inpmersed in T0%s (v ethanol for 1 min and
subsequenity n sodiom hypechlorite (2.5%) for 15 min Fioally, the inflorescences were
washed three times in sterle distilled water before meolstion n ulhore mednms. ALl
sterilization procedures wese performed in & laminar flow cabinet.

22



Macrothink Journsl of Agricaltarsl Seadies
l\ Institute " 2020, Ve £ Mo, 4

2.2 Growith Condifions and Experimerial Desten

The 19, I-12 and I-15 inflorescences were ross-sechoned and sections wers moculated o
IS mediom (MWiorashipe and Skoop, 1962) contaiming either a tofal conceniration (W5) or
halved concensration (3 M5 of salis combined with three concenirations of auman (0; 225

and 450 pii Picloram)). Therefore, the expenment oonsisted of the following ouliure medinms:

S + O pb Piclorame S + 225 pbd Picloram M5 + 450 pAf Picloramy, 3 M5 + 0 pbd
Ficloramy, 32 M5 + 225 pbd Pacloran, Y2 WS + 450 pb Picloram. All colbore medinems were
supplemented with 30 g L-' snoose, 0.3% (w'v) phytagel, and 2.5 g L™ activated carbon. The
medimmn pH was adjusted to 5.8 before autoclaving at 120 °C for 20 min. The explanis were
inoculaied in fasks comtaimng 40 ml ooltore mediom, which were placed in a8 growth
chamber at 25 °C under darkmess

The experiment was performed in a completely randomized desizn, in a 3 x 2 x 3 fachorial
scheme (nflorescence developmental stages = M5 mediom salt concenirafion x Picloram
conceniratons), totalling 18 trestmenis and six replications. Each experimental wmit consisted
of 3 malnme flask containing five rachilla sections.

2.3 Azsessmenis

Evalutions were camied ont 45 days after inoculaton by assescing the explants

daia were expressed in percentage, caloulated as the total mmber of ccoErences n relstion to
total mmnber of explants per flask.

Histological analyzes of the cultores were performed by fixing the samples in 7% FAA
(formaldebyde ethyl slcohol snd acetic acd) for 24 b followed by proggessive ethamol
delydration (70% - 80% - S0% - 100%%). The dme of incubation in each ethamol
conceniraton was sbouf 30 min The samples were then ransfermed to a pre-mfilirsfion
solofion contaiming 95% sthanol and Deica historesin (1:1, v} for 24 b After that all
camples were mmersed in an infilraton sphotdon for at least 24 b The samples were
embedded in Leica historesin and sectioned using & mames] micooiomes. The samples were
stained with 0.05%: blue tolnidine prior to glass slide setting.

2.4 Srarisiies

The data did not present norma] disoibation even afier arcsine wansformetion (Fischer 1922,
Zubin 1935} Therefors, all data sef were sobmdfted to non-parametric analysis by the
Em=ksll Walls method, somehow the differences betwesn treatments were perfommed by
Dhumm’s test (p=a0.03). Diata analysis was accomplished by using SAS sofare (545 InctinEe
Inc_ Cany, TT5A).

2. Resulis amd Discwssion
3.1 Exployt Contamingtion and Ohddarion

The mie of explant contarminstion was ooly sbowmt 3 5%. Hence, this mdicates that the
explants presenied low endogenous contamimation by mioroorgamsms. Moreover, the use of
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ethanol and sedium hypochlonite was efficient in promoting the surface asepsis of explants
Irmespective of the Picloram concenirations (Fizure 1A), a high mie of explant codation (=
61%) was observed in M5 medivm: indspendenthy of the inflorescence developmental stage
and salts concenmration. In explants ongimated from I-2 and I-12 inflorescences, the oxidation
rates were mot influenced by M5 salts concentration. However, the coodation rate in I-15
inflorescence explants was 309 higher in ¥ M5 than in M5 medivm (Fipme 1A4).

The owversll effects of Picloram in aftemating the explants ceodation imdependenily of M5
medimn salis conceniration are shown I Fignre 18, The addiion of 225 pbd Picloram was
sufficient oo reduce the coddation of explant: obtained from both I-9 and I-15 inflovescences
by 25%% and 207, respectively, whiles 3 higher concentration of this conmpaoumd (450 pbd) was
necessary to redoce the oxidation rate in I-12 inflorescence explamts by 15%. When explant
oxidation rates were evalnated regardless of inflorescence devalopments] stage (Figure 10,
one can note that coddation rate was higher in the shsence of Picloram The lower axddation
Tates were observed in M5 medivm contaiming 225 i Picloram (Figare 1C).

The explant ceddation may be a response to phenolic commpoumds, which seems fo be conumon
in witro il palm culgvation (Sikva et al | 2002). According o Teixeira ef al. (1994), the nse of
activated carbon i the M5 madiom may significantly reduce phenolic coddanion Likewise,
Thomas (2008) reported the benefits of sctivated carbon on plant prowth and development
due to itz potential to adeorh imhibitory substances in the cultore mediom. n this experiment,
however, the activated carbon did not prevent explant coddation bt dama shows that explans
oxidation tended to be lower in the presence of Piclorsm particularty in the WS medimms,
Althoush this resuli suzgests that Picloram may atemmate explant oxdation one mmst o be
caions, however, becase such antio dent effect has not been earlier desoribed

3.1 Cailus Fducrion

In thiz experiment we observed that explants coddation in inflorescencas at all developmental
stages did mot affect callus induction, 2: also previously observed by Teixeira et al. (1994
Therefore, such frisble, beige - colored calluses can be observed in oxidized BES - Manicore
explants in Figmre 2 and 4. Comparatively, Sibva et al. (2017) observed high oonurence of
phenmolic cdsfion in explants fom some ol palm genotypes even i the presence of
activated carbom (2.5 g L'"); however, the coddation level was mot hammifol to it
mophogensecis. Teixveira ef al (1993 used mmahmre zyzofic embryes of ol palm in a oulhare
medimmn to induce calles formation amd showed that the presence of 0.3% activated carbon
artemeated the coddation of explanis by the adsorption of part of the 2 4-1) present in the M5
mediom.

In I inflorescence explants, the callus induction rate was 17% higher in 3 MS than n M5
medimm (Figare 3A). On the other hand in explants from both T-12 and I-15 florescences,
the calles inducton rates were higher than 05% regardless of the M5 salf concenimations in
the culfure medimn (Fipmre 3A). Therefore, the results evidence that the highest callus
indine tion did not cooor in the younmest tismmes (T-9), as previcusly reported by Pierk (19640,

l\ Macrothink Jeuraal of Agricira Senie
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The callns nduction is commonly mediated by swmdns (Ozas-Akins; Vasil, 1985). Axccins are
substances imolved with de-differentiation and redifferentiation mechsmisms in most models
of somatic embryogenesis (Thozar et al., 2011). In indivect embryogenesis, which molves
the fommation of callus, the de-differentiation coours prior o the cell redifferentiation wia
Eeneflc repropranmnng. At this pomt, the physiclogical staze of the explant and plant growth
remlator type and concentration are cnackal becanse they act as chemical sipmale 1o actvate
specific pattern of gene expression (Guerra et al., 2016)

Acconding to Sob et gl (2011), the mie of calhes mdncion and callus srowih seems to be
cslower in E. guineemisis than in other plant species, even under similar cultivation conditions,
indicating that the callus induction follows & specific pattern for each specss. Besides that,
different rates of calles induciion have been reported for different E puimeensis geaotypes,
indicating that calhes indoction in African oil palm is a genotype-specific response (Comes et
al. 2015). Furthermore, Balzon et &l {3013) observed that the fequency of embryosenic
calhes induction in ol palm growing in culture mediom comtaining bath Picdloram (450 phd)
and activated carbon (2.5 g L") reached 97.5% of zyzotic embryos in the MS medium while
the response was 79.4% in the M5 medium sapplemented with 2 4-D and sctivabed carbon

In this study, the Picloram - mediated induction of calhes was only evident in explants from
the yomgest inflorescences (I-9), pertcolarly at the concentration of 450 pA Picloram
(Fizure 3B). In the most mature inflovescences (1-12 and I-15), the callus indaction mates were
higher than 8% regardless of Picloram conceniration in the culhure mediom (Figmre 3B). In
additiom, it was demonsirated that the callus indwchon rate o the absence of Pidomm was
lower in W5 than m 2 M5 mednm while oo significant effect of the 35 salis conceniration
was observed in the presence of 225 or 450 p Picloram (Figure 3C). These results indicate
that all explanis evalusted in this sindy presented a sofficient conceniration of endogenous
anxins to induce callns growth, Furthermore, since the effect of Picloram in stinmilatine
simmificant increases in the callus induction rate was limited to I-9 inflorescences, it can be
inferred that these younger inflorescences omst have a lower endopenons conceniration of
anxins. than more manme inflorescences (I-12 and I-15). Therefore, the addition of Picloram
to the ouliure medum most bave propedy compensated for the lower endogenous
concentration of awin in I-0 inflorescences.

Macrothink Jeurnal of Agricultural Srudie:
A

3.3 Flower Induction

The differenhistion of inflorescences starbed seven days afier explants momlsbon m the
Tespective culture mediems After 45 days of gowth under darkmes:, momerons calluses
(Figure 4A) snd flowers (Figume 48] were evident in all tesmments, even in explamnts
presenring pronomced cocidation (Fizure 4C and 400, Then, explantt contaiming fSowers and
calhizes (Figare 3A) were subjected to histological waite. From the results we evidenced the
presence of parenchyma, randomlby distringed bmdles-sheath, snd vaopolsted cells in the
calluses (Figure 5B and 5T¥). Such structhores showed the same patiem as commonty observed
in monecotyledons. Further, we also confimmed the presence of flomsl simactores indtishion
with three verticils (Figmre 5C).

Floral imduction was observed in the explants ongimated from inflorescences ar all
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developmentsl stages and it was Drespective of the M5 =alts concensrafion in the culmre
mediom (Figure 64, However, the average rates of floral imduction were loaer in explants
originated frorn the youngest inflorescences (1-0, with 45% of Sowers) than thoss fom more
manme inflorescences (I-12 and I-15, higher than 90% of flowers). Theyefors, the stape of
meaturation of the explans sisnificantty influenced i vicre differentistion of Sowers in BES -
Manicore hybrid A similar result was observed in Baciris gasipaes, in which the formation of
floral stoechmes was higher in more manme inflorescences (Steimmacher et al 2007). By
comrast, Carvalbe (2008 demonsirated that the developmenial stape of E suneemsis
inflorescence affects the percentaze of rachills with Sowers, somehow the higher average
was observed n explants obtained from younger inflorescences.

When the younzest inflorescences (T-07) were wsed as explants, the sboence of Picloram in the
35S medihum completely mhibited the floral mduction (Figure 6B). In such explants, floral
indnction sipnificantly increased as 3 fimction of Picloram concentration in the M5 medium,
which reached 36% and 8%, respectively, at 225 ph and 450 pbd Picloram (Figure §B).
concentrations (0 225 pbd and 450 ubd). However, a clear upward frend in flower indocion
Tates was observed in response to incresses in Picloram concentration in the culiure medim
(Figure 6C).

In general, our results demonsirate the importance of Picloram in mmderlying & wiro Soral
mndnction in explants originated from oil palm BRS - Manicore inflorescences, particularty in
younser ones. It was alse evidenced that the floral indoction i dependent on the
concenfration of Pucloram present in the M5 medinem Comparatively, Teboeira ef al. {1994)
observed that the additon of 2.4-D mpdn (475 ubd) to the M5 medion mduced the
development of foral stachres m il palm inflorescences (Psifera). Acconding fo Teiboeira et
al. (1904 and Faid and Tisserat (1983), the development of these floral sachmes i= a
consequence of a hizgh degree of inflorescence architecnme detenmination tms presenting lags
sensiinvaty to m vitne sinooli

Macrothink Jeurnsl of Agricultural Srudies
A

4. Conclesions
1. The cxidation of explants - even in the presence of activated carbon in the B5 medihom -
dvd ot prevent m wire Induction of callos snd flower in all inflorescences tesied.

2. The explants obtzined from I8, I-12 and I-15 inflorescences are suitable to indnce & wime
calhes and flower fommation, and however, the highest mies of fom] indechon were obsened
in the I-12 and I-15 explants regardless of medihom compositon

3. A sipmaficant effect of Picloram o inducing, m wiire calleses and Sowers was evident only
in younger inflorescence explants (X9 growing in % M5 mediom confaiming 450 phd
Picloram.
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Figme 1. Effecis of salt (fotal concenimation, W5; or halved conceniration, Y2 M5) and
Picloram (0; 225 and 450 pM) concentrations on cxidation rates of oil palm BRS - Manicore
explants obiained from inflorescences af different stages of development (-9, I-12 and I-15).

The data are presented as means = 50 (o =§). In Fimmres 1A and 1B, lowercase letiers

{A) ar Pacloram conceniration (B) at the same stage of Horal development. In Figure 11C,
lowercase letters denote sipmificant differences betwesn reatments with different b5
mediem compositions at the same concenmation of Picloram. The means wers compared by
Dhmm's test (g <20005).
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Figmre I, Friable calhises (yellowr armomd) o I-15 inmanme inflorescences of oil palm BES -
Mamicors kvbeid

TLS Bt mcrathink oeg

27



Macrothink Jeurnal of Agriculraral Smdae:
I\

=5 21850379

Institute ™ 2020, Vel 8, No. 4
A i

a a a a i L 11
W] g B2 ME

F W
=
3.
e
i

I-% [-12 I-15

B = S ——
a a a2 = 1 a B
wel wb BF (23 o]
£w Op 450 ]
g &
A
-1}
o
1-§ [-iz [-1%
lafkwsiiznie dewclopmenl Slags
C .
i F - 5 & NS
i b o2 kS
E i
i 1]
o E]
A
[
i) il a5

Picloram (b

Figme 3. Effects of salt (iotal conceniration, 35 or halved conceniration, 2 M5) and
Picloram {0 225 and 450 phJd) concentrations on calhes induction rates of oil palm BES -
Manicore explants obtained from inflorescences at different stages of developmens (1-9, I-12
and I-15). The data are presented as means = 5D (o= §). In Figures 34 and 3B, lowercase
letiers indicate sipnificant differences between freatments with different 35 mediem
conpositions (A) or Picloram concentration (B) at the came stage of floral development. In
Figure 3C, lowercase letters denote sipmificant differences between treatmends with different
M5 medinen oonpositions at the same concenitation of Picloram. The mesns were compared
by Dhommes fest [ <20003).
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Figure 4. Morphogenesis in rachilla segments obtained from inmmature female inflorescences
of oil palm BRS - Manicoreé hybrid. Pictures were taken 45 days after inoculation in culture
mednmms. A callus formation: B, floral structures; C and D, floral structures in oxidized

Figure 5_ In vitro floral structure originated from female inflorescences of oil palm BRS -
Manicore hybrid A, callus formation at the base of floral structure (yellow arrows); B,
histological cross - section of the floral stucture (fiw) surounded by randomly - distributed
vascular bundles sheath cells (bsc): C, histological median - section showing floral verticils
(fv); D, histological basal - section of floral structure showing numerous callus cells (c).
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Figme §. Effects of salt (fotsl concentration, 35, or kabved concentration. 42 M5) and
PFicloram (0; 225 and 430 ph) concenirations on flower indociion rates of odl palm BRES -
Manicore explants obtained from inflorescences at different stages of development (10, I-12
and I-15). The data are presented as mesns = 50 (o= ). In Figures &A and 68, lowerase
letters indicate significant differences between weatments with different M5 medimm (A)
compositons or Picdoram (B) concentration af the same stage of florsl development In
Figume 6C, lowercase letters denote significant differences between treaimenis with different
A5 mediem compoesitions at the same conceniraiion of Picloram. The means wers compared
by Dramn'’s test (@ <10.05)
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CAPITULO 2: Inducédo de calos a partir de flores induzidas in vitro e de embrides

zigoticos de palma de 6leo em funcéo de diferentes auxinas e citocinina

Resumo

A micropropagacdo é uma alternativa importante na propagacdo de palma de 6leo (Elaeis
guineenses Jacg.) visando a multiplicacdo de plantas sadias. Nesta espécie, a folha € o explante
mais utilizado para obtencdo da embriogénese somatica, principalmente as folhas imaturas. As
inflorescéncias imaturas também s&o uma boa opcdo de explantes, podendo induzir além de
calos e embrides somaticos, novas flores que também podem ser usadas como fonte de explante.
Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade de inducéo de calos a partir de flores
produzidas in vitro e de embrides zigdticos de hibridos de palma de 6leo em meios de cultura
combinados com as auxinas Picloram ou 2,4-D e com a citocinina 2iP. Para isto, foram
conduzidos dois experimentos: Experimento 1 - que utilizou cortes finos (1 mm) de flores do
HIE BRS Manicoré produzidas in vitro inoculados em meio de cultura MS e Y3, em
combinacéo as auxinas Picloram ou 2,4-D (9 uM) e citocinina 2-iP (0; 6; 12 uM), formando
assim 14 combinacdes de meio de cultura (tratamentos); Experimento 2 - que utilizou embrides
zigoticos das cultivares BRS Manicoré, BRS 2501 e BRS 2528 inoculados em meios de cultura
MS ou Y3 combinados a duas concentrag¢des de Picloram ou 2,4-D (0; 475uM), totalizando seis
tratamentos. Verificou-se no experimento 1 que a oxidacdo dos explantes ndao impediu a
diferenciacéo de calos e flores in vitro e que o melhor meio para inducao exclusiva de calos foi
constituido de Y3 + 9 uM Picloram + 12 uM 2iP. No experimento 2, foi observado que a
inducéo de calos foi muito limitada, variando em fungao do meio de cultura e material vegetal
(hibridos), com inducdo de calos observada apenas nos hibridos BRS 2501 e BRS 2528 e

somente na presenca de auxina.

Palavras-chave: Micropropagacao, calogénese, inflorescéncias, embrido zigoético, palma de
6leo.
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1. Introducéo

A micropropagacdo € uma forma de multiplicacdo assexuada que permite o crescimento
e multiplicacdo de células, tecidos, 6rgdos ou parte de 6rgdos de uma planta, denominado de
explante, em meio nutritivo sob condicGes assépticas e fatores ambientais controlados, tais
como fotoperiodo e temperatura (Carvalho, 1999; Fehér et al., 2003). A multiplicagdo celular
in vitro dos explantes € mediada por fitoreguladores, produzindo novos individuos, genotipica
e fenotipicamente idénticos (Fehér et al., 2003).

Um dos métodos utilizados na micropropagacao é a embriogénese somatica, em que 0
embrido se desenvolve a partir de células somaticas, podendo originar plantas inteiras idénticas
a matriz (Williams e Maheswaran, 1986; Soh et al., 2011). Se eficientemente desenvolvida, a
embriogénese pode permitir a obtencdo de inUmeras plantas a partir de um pegqueno namero de
explantes (Filippi et al., 2001). Em palma de o6leo (Elaeis guineensis Jacg.), a embriogénese
somatica € a principal via de multiplicagdo in vitro (Monteiro; Scherwinski-Pereira, 2013),
permitindo a propagacdo em massa de mudas clonais da espécie (Duval et al., 1995). Devido a
ocorréncia de amarelecimento fatal (AF), a micropropagacao é uma alternativa importante na
propagacdo da palma de 6leo, visando a multiplicacdo de plantas sadias (Cunha et al., 2010).

O hibrido interespecifico (HIE) BRS Manicoré é o resultado do cruzamento entre a
palma de 6leo africana (E. guineensis) ou dendenzeiro, de origem La Mé, e a palma de 6leo
americana ou caiaué (Elaeis oleifera), originada da cidade de Manicoré, na Amazonia
brasileira, e foi lancado pela Embrapa em 2010 (Tavares, 2013). Este hibrido mantém as
caracteristicas desejaveis apresentadas pela palma de Oleo americana, como reduzido
crescimento de caule, maior insaturacdo de 6leo e tolerancia a pragas e doencgas e ao
amarelecimento fatal (AF) (Cunha et al., 2009).

A embriogénese somatica pode ocorrer de duas formas: por via direta ou por via indireta.
Geralmente, ocorre de forma indireta, inicialmente por meio do desenvolvimento de massas
pré-embriogénicas que posteriormente se diferenciardo em embrides somaticos (Almeida,
2007; Carvalho et al., 2009). A via regenerativa indireta € a muito comum em palmeiras, ja que
pode aumentar o nimero de plantulas regeneradas em comparagdo a organogénese, além de ter
um alto potencial em rendimento (Steinmacher et al., 2007).

Em palma de 6leo, a folha é o explante mais utilizado para obtencdo da embriogénese
somatica, principalmente as folhas imaturas que formam o apice da planta e isto se deve a sua
grande capacidade morfogénica (Rocha, 2007). Entretanto, quando as folhas usadas séo
imaturas e provenientes de plantas adultas, estas, ao serem retiradas, afetam a produtividade

das plantas por ser um metodo invasivo (Coely e Tinker, 2003). Desta forma, testar a eficiéncia
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de outros tipos de explantes na micropropagacdo de palma de 6leo que sejam de facil
disponibilidade e sua coleta seja menos invasiva é uma estratégia interessante para permitir
clonagem de materiais vegetais de interesse. De acordo com Teixeira et al. (1994), as
inflorescéncias sdo importantes fontes de explantes, pois além de serem abundantes em plantas
adultas, sdo retiradas sem comprometer o vigor da planta. Segundo Carvalho (2009), é possivel
obter embriogénese somaética a partir de flores formadas in vitro em raquilas retirada de
inflorescéncias imaturas de E. guineensis.

Embora alguns autores mencionem que o uso de inflorescéncias ndo compromete o
vigor da planta (Teixeira et al., 1994), a coleta de inflorescéncias em estadio inicial também é
uma operacao invasiva e causa estresse na planta, ja que para obter as inflorescéncias é
necessario a retirada de folhas. Nesse sentido, a utilizacdo de inflorescéncias induzidas in vitro
é uma boa alternativa para obter esse tipo de explante. Assim, flores obtidas in vitro a partir de
inflorescéncias imaturas do HIE BRS Manicoré sdo importantes fontes de explantes, tanto por
suas condi¢des assépticas quanto pelo seu potencial para microproagacdo (Monteiro et al.,
2020).

A inducdo de flores in vitro do HIE BRS Manicoré foi observada a partir de
inflorescéncias femininas de diferentes estadios de desenvolvimento, tendo sido demonstrado
que inflorescéncias das folhas 12 e 15 cultivadas em meio MS (Murashige e Skoog, 1962) leva
a uma maior formacéo in vitro de flores e calos (Monteiro et al., 2020). Considerando que a
inducdo de calos pode ocorrer em qualquer tecido, flores produzidas in vitro bem como os
préprios embrides zigdticos obtidos diretamente das sementes podem ser boas alternativas para
inducdo de calos visando a embriogénese somética.

Assim, este trabalho teve como objetivo geral avaliar a viabilidade de inducao de calos
a partir de flores produzidas in vitro e embriGes zigdticos em dois meios de cultura em
combinagéo as auxinas Picloram e 2,4-D e a citocinina 2iP. Para isso, dois experimentos foram
conduzidos, tendo o Experimento 1 o objetivo especifico de avaliar a melhor composi¢do de
meio de cultura (tipo de sais, auxina e concentragdo de 2iP) para promover a indugéo de calos
a partir de secdes de flores do HIE BRS Manicoré produzidas in vitro; enquanto o Experimento
2 foi conduzido com o objetivo especifico de verificar o potencial de inducgéo de calos a partir
de embrides zigéticos de diferentes hibridos de palma de 6leo (BRS Manicoré, BRS 2501 e

BRS 2528) em funcéo de diferentes composicdes de meio de cultura e auxinas.
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2. Material e métodos

2.1 Experimento 1 - Inducdo de calos embriogénicos a partir de flores de palma de 6leo,

HIE BRS Manicoré em funcéo de doses de Picloram e 2,4-D combinadas com 2iP

Neste experimento, foram usados como explantes flores produzidas in vitro conforme
descrito por Monteiro et al. (2020). As flores foram provenientes de inflorescéncias imaturas
do HIE BRS Manicoré, cultivadas por 180 dias em meio de cultura MS (Murashige e Skoog,
1962) suplementado com 450 UM Picloram, 30 g L sacarose, 3 g L™ phytagel e carvio ativado.
O pH do meio foi ajustado em 5,8 antes da adicdo do phytagel e os meios de cultura foram
autoclavados a 120 °C por 20 min. O cultivo foi conduzido no escuro, em sala de crescimento
a temperatura média de 25 + 2 °C e umidade relativa do ar de 50 + 2 %. Durante o periodo de
inducéo de flores, o material foi subcultivado a cada 60 dias no mesmo tipo de meio de cultura.

As flores obtidas in vitro foram seccionadas em cortes finos de aproximadamente 1 mm
de espessura para serem utilizados como explantes. Os meios de cultura utilizados foram Y3
(Eeuwens, 1976) e MS, combinados a diferentes reguladores de crescimento, compondo assim
14 tratamentos (Tabela 1). Todos os meios de cultura foram suplementados com 45 g L
sacarose, 3 g L phytagel e 3 g L carvéo ativado. O pH foi ajustado para 5,8 antes da adicéo
do phytagel e os meios foram autoclavados a 120 °C por 20 min. Os meios de cultura foram
distribuidos em frascos de vidro de 6 cm de diametro contendo 30 mL de meio de cultura por
frasco. Em cada frasco foram inoculados cinco explantes. Os frascos foram dispostos no escuro,
em sala de crescimento a temperatura média de 25 25 + 2 °C e umidade relativa do ar de 50 +
2 %. Subcultivos foram realizados a cada 60 dias e o experimento foi avaliado ap6s 240 dias
da inoculacéo, determinando-se a porcentagem de oxidacdo de explantes, a porcentagem de
estruturas formadas (calos e flores) e a porcentagem de oxidacéo das estruturas formadas.

O Experimento 1 foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com 14
tratamentos e seis repeticdes por tratamento, sendo cada repeticao constituida de 01 (um) frasco
contendo cinco se¢des de inflorescéncia utilizada como explante. Os dados foram submetidos
ao teste de normalidade e como ndo apresentaram distribuicdo normal mesmo apds a
transformacéo angular (Fischer 1922, Zubin 1935, Bartlett, 1947), eles foram submetidos ao
teste de qui-quadrado e convertidos em porcentagem. Para analise estatistica dos dados,
utilizou-se o software R (v.4.0.5 R Core Team, 2021).
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Tabela 1. Composicao dos meios de cultura (tratamentos) do Experimento 1 em fungéo do tipo
de meio de cultura (Y3 e MS), de diferentes tipos e concentra¢des de auxinas (Picloram e 2,4-
D) e diferentes concentracfes da citocinina 2-iP.

Tratamento Meio basico Auxina Citocinina
Tl Y3 - -

T2 Y3 9 uM Picloram -

T3 Y3 9 uM Picloram 6 UM 2-iP
T4 Y3 9 uM Picloram 12 uM 2-iP
T5 Y3 9uM 2,4-D -

T6 Y3 9uM 2,4-D 6 UM 2-iP
T7 Y3 9uM 2,4-D 12 uM 2-iP
T8 MS - -

T9 MS 9 uM Picloram -

T10 MS 9 uM Picloram 6 UM 2-iP
T11 MS 9 uM Picloram 12 uM 2-iP
T12 MS 9uM 2,4-D -

T13 MS 9uM 2,4-D 6 UM 2-iP
T14 MS 9 uM 2,4-D 12 uM 2-iP

2.2 Experimento 2- Inducéo de calos embriogénicos a partir de embrides zigoticos de

palma de 6leo, HIE BRS Manicoré

Neste experimento foram utilizadas sementes do HIE BRS Manicoré e de dois hibridos
intraespecifico da palma de 6leo variedade Tenera (BRS C2501 e BRS C2528). As sementes
de todos os materiais vegetais utilizados foram obtidas junto a Embrapa Amazonia Ocidental,
Manaus, Brasil. O endocarpo das sementes foi envolvido em um tecido macio e quebrado
cuidadosamente utilizando um martelo de madeira para evitar danos ao endosperma (améndoa)
e ao embrido. Apds a retirada do endocarpo, as sementes foram lavadas em agua corrente e
sabdo neutro por, aproximadamente, 5 min e em seguida levadas a camara de fluxo laminar
para assepsia em alcool etilico70% por 1 min e hipoclorito de s6dio 2,5% por 15 min. Apos
lavagem por trés vezes em agua destilada e autoclavada, os explantes foram incubados em agua
destilada e autoclavada por 48 h para facilitar a retirada do embrido. Os embrides obtidos foram
utilizados para o experimento de inducdo de calos (Experimento 2) e teste de viabilidade (teste
de tetrazolio ou TCT), conduzidos paralelamente.

Para o Experimento 2, os embrides foram submetidos a assepsia em alcool etilico 70%
por 1 min e em hipoclorito de sodio 1% por 10 min, seguindo-se de trés lavagens em agua
destilada e autoclavada. Como tratamentos, foram utilizados dois meios de cultura (MS e Y3),
combinados a 475 uM Picloram e/ou 475 puM 2,4-D (Tabela 2). Os meios de cultura foram
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suplementados com L-glutamina (0,5 g L), sacarose (20 g L), phytagel (2,5 g L) e carvédo
ativado (2,5 g L), conforme Silva et al. (2012). O pH dos meios foi ajustado em 5.8 e 0s
mesmos foram autoclavados a 120 °C por 20 min. Apos a inoculagdo, os tubos de ensaio
contendo os embrides zigoticos foram mantidos em cdmara de crescimento tipo BOD (EL
202/E, Eletrolabe, Sdo Paulo, Brasil), no escuro, a temperatura média de 25 + 2 °C e umidade
relativa do ar de 50 + 2%. Subcultivos foram realizados a cada 60 dias e avaliagdo do
experimento foi realizada ap6s 210 dias da inoculacéo, avaliando-se a porcentagem de inducéo
de calos e oxidagé&o.

O Experimento 2 foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com seis
tratamentos (Tabela 2) e cinco repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo constituida de
um tubo de ensaio contendo um embrido zigético. Os dados de inducdo de calos e oxidacao
foram submetidos ao teste de normalidade e, como ndo apresentaram distribuicdo normal
mesmo apos a transformacdo angular (Fischer 1922, Zubin 1935, Bartlett, 1947), foram
submetidos ao teste de qui-quadrado e convertidos em porcentagem. As analises estatisticas
foram realizadas no software R (v.4.0.5 R Core Team, 2021).

A viabilidade dos embrides foi avaliada por meio do teste de tetrazolio (2,3,5-trifenil
cloreto de tetrazolio ou TCT) de acordo com Lopes (2013). Os embriGes foram imersos em
0,5% TCT por 17 h, em camara de crescimento tipo BOD, no escuro, a temperatura média de
39 + 2 °C. Ap0s este tempo, cada embrido foi classificado de acordo com a coloracéo resultante
da reducdo do TCT, com base na intensidade, uniformidade e local da coloragdo e na
turgescéncia aparente dos tecidos (Lopes, 2013). Foram considerados viaveis os embrides que
apresentavam coloracdo vermelho claro brilhante na parte superior e turgidez no haustorio.
Embrides que ndo apresentavam mudanca de coloracdo ou possuiam tecidos flacidos no

haustorio foram considerados inviaveis.

Tabela 2. Composicao dos meios de cultura (tratamentos) do Experimento 2 em fungéo do tipo
de meio (Y3 e MS) e de diferentes tipos de auxinas (Picloram e 2,4-D).

Tratamento Meio basico Auxina

T MS -

T2’ 475 uM Picloram
T3’ 475 uM 2,4-D
T4 Y3 -

TS5’ 475 uM Picloram
T6’ 475 uM 2,4-D

3. Resultados
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3.1 Experimento 1 - Inducéo de calos embriogénicos a partir de flores de palma de 6leo,

HIE BRS Manicoré em funcéo de doses de Picloram e 2,4-D combinadas com 2iP

Independentemente da composicdo do meio de cultura, foi observado que parte dos
explantes apresentaram um determinado grau de oxidacdo (Fig. 1). Essa oxidagdo variou de
46,7% no meio Y3 + 9 pM Picloram + 12 pM 2iP a 90% em meio MS sem adigdo de
reguladores de crescimento (Tabela 3).

Nos meios Y3, a porcentagem de oxidacdo aumentou com a adicdo de Picloram e 2iP
em relagcdo ao meio sem reguladores de crescimento. Ainda no meio Y3, a porcentagem de
oxidagéo foi maior na presenca de 9 uM 2,4 D e de 9 uM 2,4 D combinado a 6 pM 2iP em
relacdo ao meio Y3 sem reguladores. Por outro lado, uma reducédo na porcentagem de oxidagao
foi observada em meio Y3 acrescido de 9 uM 2,4 D e 12 uM 2iP quando comparado ao meio
Y3 sem reguladores (Tabela 3).

Nos meios MS, a maxima porcentagem de oxidacao de explantes (90%) foi observada
no meio MS sem reguladores de crescimento (Tabela 3). Uma diminuicdo significativa da
porcentagem de oxidacdo foi observada na presenca das auxinas e da citocinina,
particularmente quando a auxina utilizada foi o 2,4 D. Portanto, a porcentagem de oxidacdo
reduziu de 90% no controle (MS sem reguladores) para 56,7% na presenca de 9 uM 2,4 D e 6
ou 12 uM 2iP (Tabela 3). Contudo, a oxidacdo dos explantes ndo impediu a formacao de calos
e flores (Fig. 1), mas a inducdo dessas estruturas foi demasiadamente lenta, tendo o inicio da
formacéo de calos e flores sido observado a partir de 60 e 90 dias, respectivamente.

Os resultados apresentados na Tabela 4 evidenciam que a maior parte dos explantes
inoculados ndo apresentaram calos e flores ao final do periodo experimental de 240 dias. Assim,
a maxima porcentagem de inducao de calos foi obtida no meio de cultura Y3 + 9 uM Picloram
+ 12 uM 2iP (53,3%), seguido dos meios Y3 sem reguladores de crescimento (20%), Y3 + 9
UM Picloram + 6 uM 2iP (10%) e Y3 + 9 uM 2,4-D (3,3%) (Tabela 4). Dos meios MS, a
inducdo de calos so6 foi observada no meio que continha 9 UM Picloram e 6 uM 2iP (Tabela 4).
Por outro lado, a inducdo de flores in vitro foi observada em nove meios de cultura. Nesse caso,
a maxima porcentagem de inducdo de flores (33,3%) ocorreu no meio Y3 acrescido de 9 uM
2,4-D e 6 ou 12 uM 2iP e nos meios MS sem reguladores de crescimento ou na presenca de 9
KM Picloram (Tabela 4). Além disso, foi observado que apenas os calos formados no meio MS
acrescido de 9 uM Picloram e 6 UM 2iP n&o apresentaram oxidagéo (Tabela 5). Por outro lado,

ndo houve oxidacao de flores em nenhum dos meios de cultura utilizados.
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Do exposto, os resultados obtidos no Experimento 1 permitem inferir que (i) a oxidacao
do explante ndo impede a diferenciacéo de calos e flores in vitro; (ii) o melhor meio indutor de
calos (Y3 + 9 uM Picloram + 12 uM 2iP) ndo induz a formacdo de flores in vitro, porém os
calos formados nesse meio apresentaram 100% de oxidacéo; e (iii) os melhores meios para

inducéo de flores in vitro ndo induziram a formagéo de calos.

Figura 1. Inducdo de calo (A) e flor (B) a partir de explantes parcialmente oxidados do HIE
BRS Manicoré ap6s 240 dias de cultivo in vitro em meio Y3 + Picloram 9 uM + 2ip 12 uM (A)
e meio MS + Picloram 9 uM (B). Imagens representativas de seis repeti¢ces por tratamento.

Tabela 3. Teste qui-quadrado para porcentagem de oxidacdo dos explantes do HIE BRS
Manicoré cultivados in vitro por 240 dias em meios de cultura Y3 e MS com diferentes
combinages de auxina e citocinina.

Meio de cultura Explantes
Sais Auxina Citocinina oxidados (%)
Y3 - - 56,7
9 UM Picloram - 60,0
9 UM Picloram 6 uM 2iP 63,3
9 UM Picloram 12 uM 2iP 80,0
9uM 24D - 80,0
9uM 24D 6 UM 2iP 86,7
9uM 24D 12 uM 2iP 46,7
MS - - 90,0
9 uM Picloram - 76,7
9 UM Picloram 6 uM 2iP 70,0
9 UM Picloram 12 uM 2iP 70,0
9uM 24D - 60,0
9uM2,4D 6 UM 2iP 56,7
9uM 24D 12 uM 2iP 56,7

X2=29,43 GL =13 p-valor =0.006**

**p-valor < 1%
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Tabela 4. Teste qui-quadrado para estruturas formadas a partir de flores femininas do HIE BRS
Manicoré cultivadas in vitro por 240 dias em meios de cultura Y3 e MS com diferentes

combinacgGes de auxina e citocinina.

Meio de cultura Explantes Explantes Explantes Explante
- - — com calos sem calos com flor sem flor
Sais  Auxina Citocinina (%) (%) (%) (%)
Y3 - - 20.0 80.0 0 100
9uM Picloram - 0.00 100.0 16,7 83,3
9 uM Picloram 6 uM 2iP 10.0 90.0 16,7 83,3
9 UM Picloram 12 uM2iP  53.3 46.7 0 100
9uM 24D 0 3.3 96.7 16,7 83,3
9uM 24D 6 UM 2iP 0.0 100.0 33,3 66,7
9uM 24D 12uM2iP 0.0 100.0 33,3 66,7
MS - - 0.0 100.0 33,3 66,7
9 UM Picloram - 0.0 100.0 33,3 66,7
9 uM Picloram 6 uM 2iP 16.7 83.3 0 100
9 UM Picloram  12uM2iP 0.0 100.0 0 100
9uM 24D - 0.0 100.0 0 100
9uM 24D 6 UM 2iP 0.0 100.0 16,7 83,3
9uM 24D 12uM2iP 0.0 100.0 16,7 83,3

X2=12598 GL =13
p-valor < 0,001***

X2=61,20 GL =13
p-valor < 0,001***

***n-valor < 0,1%

Tabela 5. Teste qui-quadrado para porcentagem de oxidacdo de calos produzidos in vitro a
partir de se¢des de flores do HIE BRS Manicoré cultivadas por 240 dias em meios de cultura
Y3 e MS com diferentes combinagdes de auxina e citocinina.

Meio de cultura

Calos oxidados
(%)

Calos néao
oxidados (%)

Sais Auxina Citocinina
Y3 - - 33,3 66,7
9 uM Picloram 6 UM 2iP 66,7 33,3
9 uM Picloram 12 uM 2iP 100 0
9uM 24D - 100 0
MS 9 UM Picloram 6 UM 2iP 0 100
X2=31482 GL =4 p-valor<0.001***

***p-valor < 0,1%

3.2 Experimento 2 - Inducdo de calos embriogénicos a partir de embrides zigéticos de

palma de 6leo, HIE BRS Manicoré

A inducdo de calos a partir de embrides zigoticos foi muito limitada e variou tanto em

funcdo do meio de cultura quanto com o material vegetal utilizado (Tabela 6). Assim, a inducao
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de calos foi observada somente nos hibridos BRS 2501 e BRS 2528 (Fig. 2) e obrigatoriamente
na presenca de auxina (Tabela 6).

Para o hibrido BRS 2501, a inducéo de calos ndo foi influenciada pela composicao de
sais do meio de cultura (i.e., Y3 ou MS), mas variou com o tipo de auxina utilizada. Nesse caso,
a taxa de inducéo de calos foi 100% maior nos meios contendo 2,4-D que nos meios contendo
Picloram (Tabela 6). Ja para o hibrido BRS 2528, a maior taxa de inducao de calos foi observada
no meio MS + 475 uM Picloram (40% de taxa de inducéo de calos), enquanto os meios MS e
Y3 na presenca de 2,4-D promoveram a indugdo de calos em apenas 10% dos embrides
zigoticos (Tabela 6). Do exposto, pode-se inferir que a inducdo de calos embriogénicos nos
hibridos avaliados é diferentemente influenciada pela composi¢do de sais do meio de cultura e
pelo tipo de auxina.

As diferencas observadas nas taxas de inducdo de calos dentre hibridos podem ser, em
parte, relacionadas as diferentes viabilidades dos embrides zigoticos utilizados como explante,
conforme evidenciado pelo teste de tetrazélio. Neste caso, o hibrido BRS 2528 apresentou 61%
de embrides viaveis (Fig. 3C e 3F); seguido do hibrido BRS 2501, com 50% dos embrides
viaveis (Fig. 3D e 3F). Por outro lado, os embrides zigoticos do HIE BRS Manicoré mostraram-
se inviaveis (Fig. 3E e 3F).

Figura 2 — Indugao de calos em embriges zigoticos dos hibridos de palma de palma de 6leo
BRS 2501 (Fig. 2A), BRS 2528 (Fig. 2B) e BRS Manicoré (Fig. 2C) em meio de cultura Y3
+ 2,4-D 475 uM.
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Tabela 6. Taxa de inducdo de calos embriogénicos (%) a partir de embrides zigéticos de trés
hibridos de palma de 6leo cultivados em diferentes composicdes de meio de cultura.

Meio de cultura BRS Manicoré BRS 2501 BRS 2528
Sais Auxina Embrido Embrido Embrido Embrido Embrido Embriéo
com calos sem calos com calos sem calos com calos sem calos
(%) (%) (%) (%0) (%0) (%)
Y3 - 0 100.0 0.0 100.0 0.0 100.0
475 uM Picloram 0 100.0 20.0 80.0 0.0 100.0
475 uM 2,4-D 0 100.0 40.0 60.0 10.0 90.0
MS - 0 100.0 0.0 100.0 0.0 100.0
475 uM Picloram 0 100.0 20.0 80.0 40.0 60.0
475 uM 2,4-D 0 100.0 40.0 60.0 10.0 90.0
X2=NA, GL=5 X2=8486 GL=5 X2=9516 GL=5
p-valor =NA p-valor < 0,001 p-valor < 0,001

***p-valor < 0,1%; NA — Sem ndimero

Controle positivo Branco BRS 2528 BRS 2501 BRS Manicoré
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Figura 3. Teste de viabilidade de embrides zigoticos de trés hibridos de palma de 6leo (BRS
2528, BRS 2501, BRS Manicoré) em funcdo do padrdo de coloragcdo em 0.5% TCT (Fig. 3C,
D e E). Como controle positivo foi utilizado um embrido zigotico de palma de 6leo cv. Tenera
(Fig. 3A); como controle negativo, os embriGes dos hibridos (BRS 2528, BRS 2501, BRS
Manicoré) foram incubados em agua destilada (como exemplo, ilustra-se o embrido do hibrido
BRS 2528, Fig. 3B). A porcentagem de viabilidade (Fig. 3F) foi calculada para cada hibrido

quando comparada ao seu respectivo controle negativo.
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4 Discussao

4.1 Experimento 1 - Inducdo de calos embriogénicos a partir de flores de palma de 6dleo,

HIE BRS Manicoré em funcéo de doses de Picloram e 2,4-D combinadas com 2iP

Os explantes obtidos a partir de flores tiveram niveis elevados de oxidacdo, acima de
47%. A oxidacdo de explantes € uma das maiores dificuldades enfrentadas no cultivo in vitro
de palmeiras, pois a producdo de compostos fendlicos, normalmente, inibe o crescimento e
desenvolvimento dos explantes, podendo ocasionar a morte dos tecidos (Costa et al. 2006). No
entanto, pode-se observar neste trabalho que, mesmo ocorrendo oxidagao dos explantes, houve
inducdo de calos e flores. Resultados similares foram obtidos por Monteiro et al. (2020), em
inflorescéncias imaturas de hibrido de palma de 6leo. Almeida et al. (2020), usando folhas
imaturas de diferentes genotipos de palma de 6leo variedade Pisifera, observaram niveis altos
de oxidagéo (acima de 80%) a partir de 90 dias de cultivo, mesmo tendo adicionado carvao

ativado (2,5 g L) ao meio de cultura; e, esta oxidagao ocorreu em todos os gendtipos estudados.

Na tentativa de atenuar e/ou evitar a oxidacdo de explantes, alguns compostos sdo
adicionados ao meio de cultura, tais como carvao ativado, polivinilpirrolidona (PVP), acido
ascorbico e acido citrico (Lin et al., 2007). Van Winkle et al. (2003) mencionam que, dentre
diferentes antioxidantes, o carvao ativado tem sido utilizado com maior frequéncia aos meios
de cultura com o objetivo de adsorver os compostos fendlicos tdxicos aos explantes. Devido a
alta incidéncia de oxidacéo fenolica ocorrida em inflorescéncias imaturas de palma de éleo (E.
guineensis) var. Pisifera, Teixeira et al. (1994) aumentaram as concentracdes de carvéo ativado
no meio de cultura de 0,3% para 0,5%, tendo observado que a oxidagdo aumentou nos
tratamentos em que a concentracdo de 2,4-D ndo foi alterada, porém, nos tratamentos que
tiveram aumento na concentracdo de 2,4-D (de 475 uM para 500 pM) juntamente com a
concentracdo de carvao ativado, a oxidacdo diminuiu de 46% para 28%. Costa et al. (2006),
relataram que, embora o carvéo ativado seja usado como antioxidante, ele pode ocasionar a
adsorcdo de outros componentes do meio de cultura, como, por exemplo, dos reguladores de
crescimento (auxinas e citocinina), interferindo assim no padrdo de desenvolvimento dos

cultivos.

O processo de oxidacao ocorre em funcdo da liberacdo de compostos fendlicos ocorrido
logo apds o corte do tecido (Van Winkle et al., 2003) o que pode ocasionar diminui¢do na
formacdo de calos em palmeiras (Vifias, Jiménez, 2011). Ribeiro et al. (2019), verificaram que
proteinas antioxidantes envolvidas na resposta ao estresse aumentaram na fase inicial (14 dias)

do cultivo in vitro de folhas imaturas de hibrido entre E. Oleifera x E. guineense. Este resultado
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é uma resposta da planta na tentativa de controlar o estresse na fase de indugéo de calos e isso
pode ser um fator determinante para a aquisicdo de competéncia embriogénica na palma de
oleo. Para Jayanthi et al. (2015), em alguns casos a oxidagdo ndo chega a ser prejudicial a

algumas culturas, parecendo ser um requisito para formacéo de calos.

Neste trabalho, a oxidacao pode ter limitado a formacao de calos, mas ndo impediu que
explantes, mesmo oxidados, induzissem a diferenciacdo de calos embriogénicos, tendo as
respostas de inducdo de calos sido, em sua maioria, dependentes de auxina. De acordo com
Silva-Cardoso (2020), as respostas calogénicas em tecidos foliares de hibrido de palma de 6leo
em meio com auxina induz modificagbes no padrdo de expressdo génica mediadas,
provavelmente, por alteragdes nos niveis de metilacio de DNA, as quais possivelmente
incrementam a plasticidade celular, possibilitando a expressdo de genes importantes para a

proliferacédo celular seguida ou em paralelo a aquisic¢ao da totipoténcia.

No Experimento 1, 86,6 % dos calos obtidos foram induzidos em meio Y3 e 0s demais
em meio MS. Este resultado difere daqueles relatados por Constantin et al. (2015), em que a
maioria dos calos (87%) induzidos a partir de explantes obtidos de folhas imaturas de palma de
6leo foram obtidos em meio MS + 107,41 uM acido naftaleno acético (ANA). Ademais, a
capacidade de atividade das células meristeméticas de induzir calogénese foi reduzida na

presenga de 2,4-D no meio de cultura (Constantin et al. 2015).

Guedes (2008), usando inflorescéncias imaturas femininas de palma de éleo em meio
de cultura Y3 combinado a diferentes concentracgdes de 2,4-D (0; 225; 450 e 675 uM), verificou,
apos 90 dias de cultivo, que os melhores resultados na inducao de estruturas com caracteristicas
embriogénicas (49%) foram obtidos em meio de cultura contendo 225 uM 2,4-D. Além disso,
Guedes (2008) também demonstrou que concentracbes de 2,4-D maiores que 225 uM
influenciaram negativamente a inducéo de calos, possivelmente em funcéo do efeito fitotoxico
aos explantes. Assim, a maior taxa de indugdo de calos obtida por Guedes (2008) foi proxima
a maior taxa obtida neste trabalho (53,3%), a qual foi observada para 0 meio de cultura Y3 em
presencga de 9 uM Picloram e 12 uM 2iP.

Em cultivo in vitro de explantes obtidos de folhas e inflorescéncias imaturas de
tamareira (Phoenix dactylifera) em meio de cultura com concentracao de sais MS e 2,4-D (0.5
e 10 mg L), por aproximadamente cinco meses (150 dias), Fki et al. (2003) concluiram que a
capacidade das inflorescéncias em formar calos foi muito maior em relacéo as folhas. Ademais,

a formacéo de calos a partir desses explantes demandou de gautro a oito meses de cultivo.
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4.2 Experimento 2 - Inducdo de calos embriogénicos a partir de embrides zigoticos de

pama de 6leo, HIE BRS Manicoré

No Experimento 2, a inducdo de calos embriogénicos a partir de embrides zigdticos foi
baixa e ocorreu somente em dois hibridos (BRS 2501 e BRS 2528) e na presenga de auxinas no
meio de cultura. Alguns autores mencionam que as respostas a indugdo de calos com
competéncias embriogénicas ndo depende somente das condi¢Ges de cultivo, mas também do
gendtipo utilizado (Jiménez 2001; Rival e Parveez 2004; Thuzar et al. 2012; Constantin et al.
2015).

Para obter calos embriogénicos, Gomes et al. (2016) cultivaram embrides zigéticos por
seis meses em meio MS com Picloram (108,6 mg L™?). Esse tempo foi menor que o tempo de
execucdo deste trabalho (210 dias). Contudo, foi demonstrado aqui, através do teste de
tetrazolio, que a baixa inducdo de calos embriogénicos observada pode estar relacionada a baixa
viabilidade dos embrides zigoticos utilizados. Essa baixa viabilidade deve ter exercido algum
efeito tanto no tempo necessario para induzir calogénese quanto na taxa de calos induzidos

propriamente dito.

Segundo Soh et al. (2011) e Constantin et al. (2015), as respostas a inducdo de calos
embriogénicos geralmente sdo baixas (menor que 5%) em E. guineensis, independente da fonte
de explante utilizada, e pode ocorrer respostas diferentes dentre genétipos, mesmo em
condi¢cdes semelhantes de cultivo. Tisserat et al. (1987), relata que a producdo de calos em

palmeiras é extremamente lenta.

5 Conclusao

Os resultados obtidos demonstraram que € possivel usar se¢Ges de flores produzidas in
vitro para induzir calos visando a embriogénese somatica em hibrido interespecifico BRS
Manicoré e para isto o melhor meio foi o composto de sais de Y3 suplementado com 9 um
Picloram e 12 uMm 2iP. Contudo, a induc&o de calos embriogénicos a partir de embrides zigbticos
depende do tipo de material vegetal, da composi¢cdo do meio de cultura e da viabilidade do
embrido zigotico. Nesse caso, a inducdo de calos no hibrido BRS 2501 foi maior em meio MS
ou Y3 acrescido de 475 uM 2,4-D, e no hibrido BRS 2528 em meio MS acrescido de 475 um

Picloram.
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