REGENERAGAO DE PLANTAS DE ELAEIS OLEIFERA E DE SEU HIBRIDO
COM ELAEIS GUINEENSIS VIA EMBRIOGENESE SOMATICA!

LUIS PEDRO BARRUETO C!D?

RESUMO - Visando a alcangar a regeneragio de palmeiras caiaué
(Elaels oleifera) e de seu hibrido com dendezeiro (Elaeis guineensis)
via embriogénese somdtica, foram inoculados embrides zigdticos em
meio modificado Murashige & Skoog 1962 (MS), mais dcido 2,4 - di-
clorofenoxiacético (24-D) e N® . (A2 - isopentenil) adenina (2iP).
A formagdo de embrides e o seu subseqiiente crescimento foram
obtidos depois de os calos terem sido transferidos para uma se-
qiéncia de meios MS sem auxina. Diferencas histologicas foram en-
contradas entre calos primdrios e secunddrios. O enraizamento das
plintulas foi induzido com dcido naftaleneacético (ANA). As mu-
das foram colocadas em pré-viveiros, apésum curto periodo sob
condiges de alta umidade,

PLANT REGENERATION FROM ELAEIS OLEIFERA
AND OF THE HYBRID OF THIS WITH ELAE/S GUINEENSIS,
VIA IN VITRO SOMATIC EMBRIOGENESIS

ABSTRACT - Aiming to obtain plantlets regeneration of “caiaué”
(Elaeis oleifera) plants and of their hybrid with African oil palm
plants (Elaeis guineensis) via somatic embryogenasis, zygotic em-
byos were inoculated into modified Murashige & Sléoog 1962 {MS)
medium, plus 2,4 dichlorophenoxyacetic acid and N* - (Az - isopen-
tenyl) adenine (2iP), The embryos formation and subsequent shoots
growth were obtained after the developed calli were subcultured in
a sequence of modified MS media without auxin, Histological dif-
ferences were found between primary and secondary calli. The root-
ing of shoots was induced by naphthaleneacetic acid (NAA). The

plantlets wera put in a prenursery after a short period under high
humidity conditions.

Do ponto de vista fisiolégico, a embriogénese somdtica representa uma forma
de diferenciagio ¢ uma alternativa vidvel para a regeneragio de plantas a partir de
embrides adventfcios *fac-similes” de embrides zigdticos, quanto a morfologia ¢
capacidade de originar plantas (Reynolds & Murashige 1979, Tisserat 1983). Pelo
seu efeite multiplicador (grande nimero de plantas podem ser regeneradas a par-
tir de um explante), além do alto potencial clonal dos mesmos, a embriogénese
somdtica tem despertade muito interesse na dendeicultura, visando a produgio
de mudas clonais, troca de germoplasma e suporte pratico para alcangar resulta-
dos mais rdpidos nos programas de melhoramento genético, especialmente no rela-
cionado com a fixagio de caracteres da gerag@o Fy nos cruzamentos de hibridos
interespecificos ou intraespecificos, ou mesmo, nosretro-cruzamentos entre dendé
(Elaeis guineensis) e caiaué (Elaeis oleifera). Na drea das palmdceas, strictu sensu,
trabathos sobre cultura de tecido de caiaué ndo t€m sido descritos na literatura e
os trabalhos com hibridos tém sido apenas mencionados. No laboratério do
CNPSD, as pesquisas de cultura de tecido do caiaué, monocotileddnea arborescen-
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te de alguns biomas amazénicos do Brasil e outras regides de paises tropicais nes-
te continente, prendem-se as suas caracterfsticas de porte baixo, resisténcia a
doengas e certa predominincia de éleos ndo saturados no mesocarpo de seus fru-
tos. Dentro deste mesmo contexto, espera-se que os hibridos mostrem um alto
potencial agrondmico e que possam ser propagados através de clones obtidos por
embriogénese somdtica. Por este motive, varios experimentos relacionados com o
aspecto da micropropagagio nessas plantas foram realizados, sendo que os resul-
tados de alguns deles sdo aqui apresentados.

Uma vez extraidas as sementes do calaué (E. oleifera (H.B.X.) Cortés) e do
hibrido (E. guineensis x E. oleifera), de seus respectives endocarpos lenhosos,
provenientes de frutos maduros, estas foram lavadas com sabdo liquido e depois,
em cimara de fluxo laminar, submetidas a uma solugdo de dgua sanitdria a 15%
v/v, durante 15 minutos. Na mesma cimara, apds serem as sementes lavadas com
dgua esterilizada & sob condigGes padronizadas de assepsia, procedeu-se d extragio
dos embriSes com a ajuda de pingas e bisturis. Os embrides foram inoculados
(Fig. 1a, b} em frascos contendo 10 ml do meio Murashige & Skoog (1962) mo-
dificado, mais dcido diclorofenoxiacético (2,4-D) e N® - (a2 -isopentenil) adenina
(2iP}, (MS-1). As condigSes de temperatura e fotoperfodo foram de 28 £ 20C ¢
auséncia completa de luz.

Em todos os casos, antes da incorporagio do agar, o pH foi ajustado a 5,7
com HCl ou NaOH e, logo apds, os frascos contendo estes meios foram autocla-
vados & pressdo de 1 kgfr:m2 durante 15 minutos. Os frascos com carvdo ativada,
depois de retirados do autoclave, nio foram agitados.

Foram realizados cortes histologicos de alguns calos, os quais foram fixados
em etanol absoluto 75%, desidratados numa série xilol/etanol, embebidos em pa-
rafina l{quida, seccionados a 10 m ¢ corados com azul de astra.

Ao redor da quarta . semana, apds a inoculagio nos frascos, comegaram a ser
visualizados alguns calos a partir dos explantes. Em geral, esses calos tornaram-se
incipientes pela parte préxima do embrido ao polo germinativo da semente, au-
mentando sua intumescéncia na dire¢io posterior do embrido (Fig. 1¢, 4). Apds
“cinco a oito semanas, os calos primdrios alcangaram até 0,5 cm de difmetro,
Apresentaram-se amarelados, compactos, e, em alguns casos, oblongos e estria-
dos. Durante este periodo, e dependendo do nivel de- pardamento, os calos
foram transferidos para outro meio MS-1. Por volta de dois meses, os calos fo-
ram transferidos para outro meio modificado MS carente de 2,4-D, 2iP e car-
vio ativado_gMS-Z). A temperatura foi similar, mas o fotoperiodo foi de 8 h luz.
(31.0 KE m *s™!). Nessa nova condigdo, os calos primdrios, nio embriogenéticos,
continuaram a crescer, mas na superficie de alguns deles, paulatinamente, come-
gou a ser perceptivel outro tipo de calo (calo secundirio), que, a partir do quarto .
més apés a inoculagdo, apreséntou um aspecto fridvel, imido, transhicido ¢ com
agregagOes nodulares, cor creme (Fig. 2a, b). Internamente, estes calos mostraram,
através de microscopia ética, predomindncia de células parenquimdticas muito va-
cuoladas, e nas regides mais periféricas do corte distinguiu-se uma camada de célu-
las com miicleos proeminentes, perto da qual foi possivel distinguir massas celula-
1es redondas, provavelmente relacionadas com a formagio posterior dos embrides
somdticos (Fig. 3a, b). Quanto 2o0s calos primdrios, estes basicamente mostraram
elementos fibrosos, vasos xilemdticos e células de grossos contornos (Fig. 3c).

Dos calos secunddrios ou embriogenéticos, originaram-se, estruturas globulares
amarelas que posteriormente evoluiram, sem clara sincroniza¢do, para formas bi-
polares de cor branca (Fig. 4a, b), constituindo-se nos embriSes somdticos jd descri-
tos em outras espécies (Séndahl & Sharp 1977, Jones 1974, Boyes & Vasil 1984,
Magnusson & Bornman 1985, Chen et al. 1985). Quando estes calos secunddrios
foram repicados e transferidos para um meio similar a MS-2, exceto o que conti-
nha N® - benziladenina {BA) e caseina hidrolizada, os embrides “germinaram®
aparentemente melhor que no meio MS-2 (Fig. 5a,b). Isoladas as plintulas dos
calos e colocadas em MS3-2, porém, com carvdo ativado, estas evoluiram com um
tipico aparélho foliar, mas com escasso ou nenhum desenvolvimento radicular.
Depois de enraizadas com dcido naftaleneacético (ANA) e MS-2, no qual os
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macronutrientes haviam sido reduzidos a metade, as mudas (com quatro meses
de idade e aproximadamente 15 cm de altura) foram transferidas para sacos de
pldstico contendo areia ¢ colocadas temporariamente num ambiente de alta umi-
dade e logo transferidas para solo de textura arenosa e levadas para condigoes de
pré-viveiro (Fig. 6). Nas condigdes de laboratdrio, em geral, o hibrido despontou
melhor que o caiaué quanto ao crescimento e enraizamento. Entretanto, em al-
guns hibridos, em presenga de alta concentragio de ANA, foi observada uma res-
posta floral (flores femininas e masculinas) e nio radicular.

Estes resultados, embora preliminares, constituem subsidios para melhor
compreensio da embriogénese somdtica nestas e em outras palmdceas, objetivan-
do o uso de explantes (folhas, raizes, etc.) coletadas de plantas adultas no campo.

FIG. 1a. Embriao de caiaué. Comprimento 3 mm
aproximadamente x 16.

FIG. 1c. Embrido de caiaué formando calo.
Comprimento 4 mm e aproximadamen-
ax 12

Desenvolvimento de calo secundario ou
embriogenético em caiaué. Liametro
aproximado 2 cm.

FIG. 2a.

FIG. 1b. Embrides de hidrido. Comprimento
3 mm e aproximadamente x 16.

FIG. 1d. Embrido de hibrido formando calo.
Comprimento 4 mme x 10.

Desenvolvimento de calo secundario ou
embriogenético no hibrido. Diametro
apraximada 1,5 cm.
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FIG. 3a. Células vacuoladas em calo fridvel do FIG. 3b. No calo fridvel do hibrido, vista parcial
hibrido. x 400. da camada celular monoestratificada
e presenca de um agrupamento celular.

x 400.

et -, ol
Y e KL =
FIG. 3c. Aspecto interno de calo compacto do FIG. 4a. Agrupamento de embrides com dife-
caiaué mostrando células pouco isodia- rentes niveis de maturagdo em caiaué.
métricas e elementos traqueais. x 400. x.10.

FIG. 4b. Agrupamento de embrides com dife- FIG.5a. Embrides de caiaué, ja ‘‘germinados’’,
rentes niveis de maturagdo no hibrido. originando plantulas. Comprimento
x 10. aproximado 2,5cm.
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FIG. 5b. Emuorioes de hibridos, ja “‘germinados”, FIG. 6. Aspecto do caiaué (c) e de hibride (H)

originando plantulas. Comprimento j& em condigbes para o pré viveiro.
aproximado 2,5 cm. Comprimento aproximado 15 cm a
20 cm.
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