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RESUMO

CORREA, Thais Roseli, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, outubro de 2014.
Clonagem e controle genético da embriogénese somatica em palma de Oleo
(Elaeis guineensis Jacg.Orientador: Sérgio Yoshimitsu Motoike.

O trabalho teve como objetivos, aplicar um protocolo para clonagem através da
embriogénese somatica, em que a citocinina foi substituida pela putrescina, a 32
gendtipos elite de palma de Olee,estudar o controle genético das principais
caracteristicas relacionadas a esta técnica, calogénese e produgcdo de linhagens
embriogénicas, buscando selecionar aqueles superiores para a formacdo de um
jardim clonal. Para a inducdo da embriogénese somatica, os explantes utilizados
foram foliolos imaturos da regido do palmito. Apés a inducdo da calogénese, 0s
gendtipos que formaram linhagens embriogénicas, foram classificados como
responsivos a embriogénese somatica, e as linhagens obtidas, possibilitaram a
regeneracdo de embriGes somaticos e germinacdo dos mesmos para a obtencédo das
plantas. As estimativas dos pardmetros genéticos das caracteristicas, calogénese e
formacao de linhagens embriogénicas, foram obtidas pela metodologia de modelos
mistos, procedimento REML (Méaxima Verossimilhanca restrita) /BLUP (Melhor
Predicdo Linear ndo Viesada). Todos o0s gendtipos testados responderam
positivamente a inducdo da calogénese, contudo, as porcentagens de resposta foram
diferenciadas, sendo que, 65,62% destes, produziram linhagens embriogénicas, e
40,62%, apresentaram linhagens com moderada e elevada capacidade de
multiplicacéo, principal fator que permitiu a obtencdo dos cloheslogénese e a
producdo de linhagens embriogénicas, apresentaram controle genético, verificado
através das estimativas de parametros genéticos: herdabilidade, coeficiente de
variacdo relativa e acuracia seletiva, indicando também eficiéncia na selecdo de
genotipos superiores dentro do conjunto avaliado. Os gendétipos A-13, A-14, A-18,
A-20 e A-21 foram selecionados como genotipos superiores tanto para caracteristicas

BN

relacionadas a produtividade de Oleo, quanto ao desempenho in Aitro.

embriogénese somética em palma de 6leo € considerada uma técnica gendtipo-
dependente e a putrescina mostrou-se eficiente, sendo este protocolo aplicavel em
escala comercial, pois possibilita a obtencdo de clones em até 360 dias. Este foi o
primeiro estudo que demonstrou a eficiéncia da embriogénese somatica a partir de

planta adultas, consideradas “materiais elites” de palma de Oleo e investigau



controle genético da capacidade de clonagem visando a selecédo dos genoétipos para a

formacgao de um jardim clonal.



ABSTRACT

CORREA, Thais Roseli, D.Sc., Universidade Federal de VigGsmber, 2014.
Cloning and genetic control of somatic embryogenesis in oil palm (Elaeis
guineensis Jacq.)Adviser: Sérgio Yoshimitsu Motoike.

This work had as objectives, to apply a cloning protocol through somatic
embryogenesis, on which the cytokinin was replaced by putrescine, to 32 elite
genotypes of oil palm, and to study the genetic control of the main characteristics
related to this technique, calogenesis and production of embryogenic mass, aiming to
select those superior ones to form a clonal garden. To induce somatic embryogenesis,
the used explants were immature leaflets from the heart of palm. After calogenesis
induction, the genotypes that formed embryogenic mass were classified as somatic
embryogenesis responsive, and the obtained mass made possible the somatic
embryos regeneration and their germination to obtain the plants. The estimations of
the genetic parameters of the characteristics, calogenesis and formation of
embryogenic mass were obtained by the methodology of REML (Restricted
Maximum Likelihood) / BLUP (Best Linear Unbiased Prediction). All the tested
genotypes responded positively to calogenesis induction, however, the response
percentages were differentiate, being that 65,62% of these, produced embryogenic
mass, and 40,62%, showed mass with moderate and high multiplication capacity,
main factor that permitted the obtaining of clones. The calogenesis and the
production of embryogenic mass presented genetic control, verified through the
estimations of genetic parameters: heritability, variation coefficient and selective
accuracy, also indicating efficiency in the selection of superior genotypes inside an
evaluated group. The genotypes A-13, A-14, A-18, A-20 and A-21 were selected as
superior genotypes for both characteristics related to oil productivity and in vitro
performance. The somatic embryogenesis in oil palm is considered a technique
genotype-dependent and the putrescine showed efficiency, being this protocol
applicable in a commercial scale, since, it makes possible the obtaining of clones in
up to 360 days. This was the first study that demonstrated the somatic embryogenesis
efficiency from adult plants, considered “elite material” and investigated the genetic

cloning capacity control for selection of genotypes to form a clonal garden.
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INTRODUCAO GERAL

A palma de 6leo, dendezeiro ou dendé (Elaeis guineensis Jacq.) € uma
palmeira oleaginosa de origem africana cultivada em trés principais areas do Tropico
Equatorial: Africa, Sudeste da Asia e América (Central e do Sul) (Rios et al., 2012).
O principal produto da palma de 6leo é o Oleo extraido da polpa do fruto, e
atualmente é o 0leo vegetal mais produzido e consumido no mundo, consttuindo
principal matéria-prima para a industria oleoquimica (Mielke, 2013).

O elevado consumo de Oleo extraido desta palmeira deve-se ao alto
rendimento de Oleo, sendo considerada a planta com maior produtividade entre as
oleaginosas, como a soja, o girassol e a colza (Gan & Li, 2014; Mielke, 2013; Lam et
al., 2009). Em 2012, foram produzidos 56 milhdes de toneladas de 6leo e gordura
partir da palma de Oleo e estima-se que em 2020, a demanda mundial de éleo desta
planta sera de aproximadamente 78 milh8es de toneladas (Mielke, 2013).

Para suprir a demanda mundial por 6leo extraido da palma, o melhoramento
genético € fundamental, pois possibilita a introducdo de cultivares superiores nos
plantios comerciais, contribuindo assim para o aumento da produtividade. Contudo, o
melhoramento genético da palma de 6leo é limitado, devido ao longo periodo e
custos de avaliacdo para chegar a cultivar desejada (Rance et al., 2001). O ciclo de
selecdo, que inclui avaliacdo e selecdo fenotipica, e o cruzamento entre as familias
selecionadas para formar uma nova populacdo, requer aproximadamente 19 anos
(Wong e Bernardo, 2008).

Além do longo ciclo de selecdo, a palma de 6leo apresenta alta heterozigose,
e a propagacdo seminifera, como ocorre atualmente, torna o plantio heterogéneo,
promovendo a desuniformidade na producéo e dificultando as praticas de manejo
(Malike et al., 2012Srisawat & Kanchanapoom, 2005).

Como alternativa para superar o longolaide selecdo da palma de 6leo,
promover a uniformidade nos plantios e facilidade nas praticas de manejo, os clones
obtidos a partir de matrizes hibridas selecionadas podem ser de grande eficiéncia.

A cultura de tecidos por meio da propagacao de clones elites contribui para o
incremento da producgdo, pois 0os melhores genoétipos podem ser propagados em
grande escala, maximizando o rendimento de 6leo em até 18 ton/ha (Nugroho et al.,

2014), em um tempo relativamente curto.
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A embriogénese somatica tem sido o principal método utilizado para a
propagacéo clonal da palma de 6leo (Ooi et al., 2013; Palanyandy et al., 2013; Konan
et al., 2006). Esta técnica ja foi testada a partir de diferentes explantes nesta espécie
(Balzon et al., 2013; Thuzar et al., 2011; Scherwinsky-Pereira et al., 2010; Rajesh et
al., 2003). Contudo, é considerada laborosa e seu sucesso depende do gendtipo em
que é aplicada (Ooi et al., 2013). Ainda, os detalhes da multiplicagéo clonal da palma
de Oleo, ndo sao publicados, pois as pesquisas sao conduzidas por empresas com fins
comerciais, ndo disponibilizando seus protocolos (Scherwinsky-Pereira et al., 2010).

Na micropropagacao da palma de 6leo, outro aspecto a ser considerado, € o
surgimento do “mantled flower”, uma anomalia floral que se manifesta em plantas
obtidas por cultivo in vitro, sendo caracterizada pela feminizacdo do androceu em
flores femininas e masculinas, em que os primérdios de estames rudimentares se
desenvolvem em carpelos suplementares (Alwee et al., 2006). Esta anomalia é
acompanhda pela producao de frutos partenocarpicos (Corley et al., 1986), afetando
0 potencial produtivo de o6leo.

O “mantled” € considerado uma variacdo somaclonal, termo dado a toda
variacao que ocorre em linhagens de células somaticas apds o cultivo squieo
resulta em novos fenotipos. Esta variacdo somaclonal estd relacionada com
alteracfes nos padrdes de metilacbes de DNA em tecidos expostos a determinados
reguladores de crescimento (Jaligot et al., 2002; Jaligot et al., 2011) e ainda, pode ser
de origem epigenética, sendo frequentemente temporéaria e as plantas podem ter o
fenotipo normal revertido (Smulders & Klerk, 2011).

As causas do “mantled” sdo pouco conhecidas, mas entre as principais
apontadas téraeo uso da citocinina (Roowi et al., 2010; Euweens et al., 2002; Jones
et al., 1995) e a combinacgao de altas concentracfes de citocininas e baixas de auxinas
no meio de cultivo (Smulders & Klerk, 2011Bm tecidos expostos a citocininas
exdgenas, pode ocorrer uma alteragdo no padrao de metilacdo de DNA nos genétipos
mais sensiveisio “mantled”. Logo, devido aos possiveis efeitos negativos da
citocinina na micropropagacdo da palma de 6leo, modificagbes na composicédo do
meio de cultura para reduzir a incidénad‘chantled” tém sido testadas (Eeuwens et
al., 2002), contudo, essas modificacOes r@vaa reducdo do sucesso da técnica da
embriogénese somética (Kushairi et al., 2010).

As poliaminas podem ser excelentes alternativas para a substituicdo da

citocinina na propagacao clonal da palma de Oleo, em que se espera obter plantas
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livres do “mantled”. Estas moléculas sdo de baixo peso molecular e apresentam
cargas positivas, o que facilita interacdes eletrostaticas com macromoléculas, tais
como DNA, RNA, fosfolipidios e componentes de parede celular (Wallace et al.,
2003; Baron & Stassola, 2008). Como ha uma correlacdo entre metilacbes de DNA
em plantas afetadas pelo “mantled flower”, o uso de poliaminas pode minimizar a
frequéncia destas metilagbes (Brooks et al., 2010), proporcionando plantas livres
desta anormalidade.

Além disso, as poliaminas contribuem de forma positiva para o cultivo in
vitro, pois apresentam enzimas em sua biossintese com importante atividade no
crescimento e desenvolvimento de plantas. Como exemplo, a enzima ornitina
descarboxilase (ODC), responsavel pela sintese de poliaminas, foi expressa em
células de tomate com alta atividade mitGtica e a enzima arginina descarboxilase
(ADC), também mediadora da biossintese de poliaminas, tém sua atividade
relacionada com a elongacéao celular (Acosta et al., 2005; Baron & Stasso)a, 2008

Apesar das poliaminas exibirem efeitos tdo significativos quanto os
reguladores de crescimento, estas ainda ndo se engquadram como tais, pois, a
concentracdo celular de poliamina é elevada se comparada aos reguladores classicos.
E possivel que as poliaminas sejam mensageiros secundarios da sinalizagédo de
fitormbnios e regulem processos fisioldégicos especificos em plantas, tais como:
divisdo celular, organogénese, embriogénese, desenvolvimento floral,
desenvolvimento de frutos, resposta a estresses, fotossintese entre outros. As
poliaminas também estdo relacionadas a biossintese de etileno apresentando um
efeito antagonista em relacdo a acdo deste regulador de crescimento, sendo que
ambos apresentam um precursor comum, 0 SAM (S-Adenosil Metionina) (Baron &
Stassola, 2008

A utilizac@o da poliamina substituindo a citocinina na embriogénese somatica
em palma de 6leo foi descrita por Rajesh et al., (2003), contudo, estes autores
utilizaram embrides zigéticos como explantes. Carvalho (2008) descreve o uso da
poliamina na embriogénese somatica em palma de 6leo utilizando inflorescéncia e
explantes foliares de plantas jovens. Todavia, ndo ha registro do uso de poliaminas
em trabalhos que utilizem folhas imaturas a partir de plantas adultas, como fonte de
explantes, ou ainda, ou ainda trabalhos que visem a producdo de clones para o

estabelecimento de um plantio comercial ndo sdo de dominio publico.
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Além de um protocolo eficiente para a clonagem de palma de 6leo por meio
da embriogénese somatica, ¢ essencial que genotipos considerados “elite”, aqueles
mais produtivos em Oleo, respondam a este protocolo. Para tanto, é fundamental o
estudo do controle genético através da estimativa de parametros genéticos, nas duas
etapas primordiais da embriogénese somatica, a calogénese e a producdo de
linhagens embriogénicas. Esses estudos podem auxiliar na selecdo de gendtipos que
agreguem caracteristicas superiores tanto para a resposta in vitro, quanto as
caracteristicas de produtividade, para o estabelecimento dos jardins clonais.

A maioria dos trabalhos que determinam pardmetros genéticos em palma de
Oleo visam apenas caracteres agronémicos relacionados a produtividade de oleo
(Lopes et al., 2012; Soh et al., 2003). Até o momento, ndo ha registro na literatura de
estudo de parametros genéticos com o objetivo de determinar os genaétipos ideais,
tanto em caracteristicas de produtividade de éleo, como em deserpeittmopara
a clonagem.

Assim, o0s objetivos deste trabalho foram demonstrar a eficiéncia da
poliamina putrescina na embriogénese som&tn&2 genodtipos elites de palma de
6leo, bem como identificar o potencial destes para obtencédo de clones. Além de
estudar o controle genético da calogénese e da producédo de linhagens embriogénicas,

para classificar os genaotipos superiores, dentro do conjunto avaliado.
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CAPITULO |

Propagacéo in vitro de genotipos elite de palma de 6leo (Elaeis guineensis Jacq.)
para aplicacdo comercial: embriogénese somatica utilizando putrescina
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RESUMO

CORREA, Thais Roseli, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2014.
Propagacéo in vitro de gendtipos elite de palma de 6leo (Elaeis guineensis Jacq.)
para aplicacdo comercial: embriogénese somatica utilizando putrescina
Orientador: Sérgio Yoshimitsu Motoike. Coorientadores: Marcos Deon Vilela de
Resende e Edgard Augusto de Toledo Picoli.

A multiplicacéo clonal de palma de 6leo permite a formacédo de plantios comerciais
com maior produtividade, sendo possivel através da embriogénese somatica, porém,
devido as modificacdes nos protocolos atuais para evitar o aparecimento do “mantled

flower”, 0 sucesso desta técnica tem sido limitado. Desta maneira, este trabalho teve
como objetivo aplicar um protocolo para clonagem através da embriogénese
somatica, em que a citocinina foi substituida pela putrescina, a 32 genotipos elite de
palma de Oleo, provenientes de um plantio comercial. Todos os genoétipos testados
responderam positivamente a inducdo da calogénese, contudo, as porcentagens de
resposta foram diferenciadas, sendo que, 65,62% destes genotipos produziram
linhagens embriogénicas, e 40,62% deste total, apresentaram linhagens com
moderada e elevada capacidade de multiplicacéo, principal fator que permitiu a
obtencéo de clones para a formacao de um plantio clonal comercial. A embriogénese
somatica em palma de 0Oleo € considerada uma técnica gendtipo-dependente e a
putrescina mostrou-se eficiente, sendo este protocolo aplicavel em escala comercial,
pois, possibilita a obtencdo de clones em até 360 dias, contudo, sdo necessarias

avaliagdes futuras quanto ao aparecimento do “mantled flower” nestes clones.

Palavras-chave “mantled flower”, plantas adultas, poliamina, clones, cultura de
tecidos.
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ABSTRACT

CORREA, Thais Roseli, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October, 2014.
In vitro propagation of elite oil palm genotypes (Elaeis guineensis Jacq.) for
commercial application: somatic embryogenesis using putrescineAdviser:
Sérgio Yoshimitsu MotoikeCo-Advisers: Marcos Deon Vilela de Resende and
Edgard Augusto de Toledo Picoli.

Clonal multiplication of oil palm allows formation of commercial crops with a bigger
yield, being possible through somatic embryogenesis, however, due to the
modification made to the current protocols to avoid the appearing of the “mantled
flower”, the success of this technique has been limited. Thus, this work had as
objective apply a cloning protocol through somatic embryogenesis, in which the
cytokinin was substituted by putrescine, to 32 elite oil palm genotypes, coming from
a commercial crop. All the tested genotypes responded positively to the calogenesis
induction, still, the responding percentages were differentiated, 65,62% of these
genotypes produced embryogenic mass, and 40,62% of this total, presended mas
with moderate and high multiplication capacity, main factor that permitted the
obtaining of clones for the formation of a commercial clonal plantation. Somatic
embryogenesis in oil palm is considered a genotype-dependent technique and
putrescine showed efficiency, being this protocol applicable in commercial scale,
therefore enables clone obtaining in up to 360 days, all in all, future evaluations are

needed regarding to the appearing of the “mantled flower” on these clones.

Key words: “mantled flower”, adult plants, polyamine, clones, tissue culture.
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1.1. - INTRODUCAO

A palma de dleo (Elaeis guineensis Jacg.) € uma palmeira oleaginosa de origem
africana com grande importancia econdmica, tanto para a industria alimenticia como
para a ndo alimenticia (Gan & Li, 2014). O 6leo extraido desta palmeira € atualmente o
mais produzido e consumido no mundo, respondendo por 30% ou 56 milhdes de
toneladas de 6leo e gordura produzidos em 2012, substituindo o 6leo de cocb e o sebo,
sendo a principal matéria-prima para a industria oleoquimica (Mielke, 2013).

A dependéncia global da palma de Oleo tende a aumentar nos proOXimos anos e
antecipa-se que em 2020, pelo menos 78 milhdes de toneladas de Oleo extraido desta
palmeira ser& exigido por consumidores no mundo inteiro (Mielke, 2013), pois, além do
interesse por parte da industria alimenticia, a palma de 6leo esta se tornando a matéria-
prima mais importante para producéo de biocombustiveis (Gan & Li, 2014).

O aumento dos precos do petroleo, bem com a intencdo de reduzir a emisséo de
gases do efeito estufa, tem impulsionado a demanda por palma de 6leo, devido aos
rendimentos elevados desta planta se comparado a outros 6éleos vegetais, como a soja, 0
girassol e a colza (Gan & Li, 2014; Mielke, 2013; Lam et al., 2009).

Em 2013, 4,6 milhdes de toneladas de 6leo de palma foram w@diapdnas
para a producdo de biocombustivel, sendo responsavel por 30% da matéria-prima no
cenario mundial. Estudos indicam que até 2035 estes rendimentos precisam aumentar
ainda mais, e isso sO sera possivel gracas aos esforcos em melhorar a cadeia produtiva
(Gan & Li, 2014).

Dentre estes esforcos, o melhoramento genético é fundamental, pois possibilita a
introducéo de cultivares superiores nos plantios comerciais, contribuindo assim para o
aumento da produtividade. Contudo, o melhoramento genético da palma de éleo é
limitado, devido ao longo periodo e custos de avaliacdo para chegar a cultivar desejada
(Rance et al., 2001). O ciclo de selecédo, que inclui avaliacdo e selecéo fenotipica e o
cruzamento entre as familias selecionadas para formar uma nova populagdo requer
aproximadamente 19 anos (Wong & Bernardo, 2008).

Além do longo periodo de selecdo, a palma de Oleo apresenta alta
heterozigosidade, sendo a propagacéo dos plantios comerciais realizada por semente e
isso tem resultado na formacdo de plantios heterogéneos, promovendo a
desuniformidade na producdo e dificuldade nas praticas de manejo (Srisawat &
Kanchanapom, 2005). Como estratégia, o desenvolvimento de plantios comerciais de

clones elites pode oferecer vantagens como a uniformidade na colheita, facilidade nas
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praticas de manejo e maximizacao da producdo de o6leo (Malike et al., 2012), além da
multiplicacdo dos genotipos superiores em um curto periodo de tempo. De acordo com
Khaw et al. (1999), a producdo de areas cultivadas por clones elites € de 40 a 50 %
superior do que areas cultivadas por plantas formadas a partir de sementes.

Para a multiplicacdo clonal da palma de 6leo, a embriogénese somatica tem sido
o principal método utilizado (Ooi et al., 2013; Palanyandy et al., 2013; Konan et al.,
2006), e ja foi testada a partir de diferentes explantes, como folhas imaturas de plantas
jovens, inflorescéncias imaturas e embrides zigoticos (Balzon et al., 2013; Thuzar et al.,
2011; Scherwinsky-Pereira et al., 2010; Rajesh et al., 2003). Contudo, esta técnica &
considerada laborosa e seu sucesso depende do gendtipo em que é aplicado (Ooi et al.,
2013). Ainda, os detalhes da multiplicagéo clonal da palma de 6leo ndo séo publicados,
pois as pesquisas sdo conduzidas por empresas com fins comerciais, né&o
disponibilizando seus protocolos (Scherwinsky-Pereira et al., 2010).

Outro aspecto a ser considerado na micropropagacdo da palma de dOleo € o
surgimento do “mantled flower”, uma anomalia floral que se manifesta em plantas
obtidas por cultivo in vitro (Alwee et al., 2006), afetando severamente o potencial
produtivo. As causas do “mantled” sdo pouco conhecidas, mas o uso da citocinina
(Roowi et al., 2010; Euweens et al., 2002; Jones et al., 1995) e a combinacéo de altas
concentragdes de citocininas e baixas de auxinas no meio de cultivo (Smulders & Klerk,
2011), tém sido apontadas como as principais causas desta anormalidade na
micropropagacao desta palmeira. Modificacbes na composi¢cdo do meio de cultura para
controlar o “mantled” t€ém sido bem sucedidas (Eeuwens et al., 2002), contudo, essas
modificacdes levam a reducdo do sucesso da técnica de embriogénese somatica
(Kushairi et al., 2010).

Segundo Khan et al. (1992) e Galston & Kaur-Sawhney (1990), poliaminas
podem substituir efetivamente as citocininas no cultivo in vitro. As poliaminas
minimizam a frequéncia de metilagbes de DNA (Brooks et al., 2010) e também sé&o
essenciais em muitos processos celulares, desde a transcricdo até fluidez de membranas
(Baron & Stasolla, 2008). A utilizacdo da poliamina substituindo a citocinina na
embriogénese somatica em palma de Oleo foi descrita por Rajesh et al., (2003), contudo
estes autores utilizaram embrides zigoticos como explantes. Todavia, trabalhos que
utilizem folhas imaturas a partir de plantas adultas, como fonte de explantes, ou ainda
trabalhos que visem a producdo de clones para o estabelecimento de um plantio

comercial ndo sao de dominio publico.
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Este trabalho teve como objetivo demonstrar a eficiéncia da putrescina na
embriogénese soméatica em 32 gendtipos elites de palma de 6leo, bem como identificar o
potencial destes gendtipos para obtencao de clones, visando um plantio comercial.

1.2. - MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Cultura de Células e Tecidos
Vegetais do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa,
conjuntamente com a empresa Agropalma S. A., localizada no municipio de Tailandia-
PA.

Para a execucdo do experimento, 32 gendtipos (matrizes) de palma de 6leo,
provenientes do plantio comercial da empresa Agropalma S.A., considerados “materiais
elite”, oriundos de diferentes corporagdes mundiais, com idade entre 9 e 27 anos, foram

selecionados para o processo de clonagem (Tabela 1).

Tabela 1 Hibridos ‘Tenera’ de palma de 6leo (Elaeis guineensis Jacq.) utilizados na

clonagem de plantas adultas.

Empresa Numero de Matrizes

Hibridos Tenera fornecedora de Idade
acessadas

sementes (anos)
Deli x Ekona ASD 2 9
Deli x Ghana ASD 3 11
Deli x La Mé Murrin Corporation 9 9-26
Deli x La Mé Embrapa Manaus 4 11-13
Deli x Yangambi Univanich Palm Oil 8 10-27
Deli x Avros ASD 2 13
Kigoma ASD 2 13
Deli x Dami Dami Las Flores 2 14-15

1.2.1. - Referenciamento do meristema apical, retirada do palmito, obtencéo e
preparacao dos explantes foliares

Para a inducdo do processo da embriogénese somatica, os explantes utilizados
foram foliolos imaturos da regido do palmito, os quais foram extraidos da planta matriz
doadora com auxilio de uma motosserra.

Para que a extracao dos explantes ndo comprometesse 0 posterior crescimento da
planta matriz, antes do processo de clonagem dos genétipos selecionados, foi

determinada a regido do estipe para o corte do palmito. Trés plantas adultas foram
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utilizadas no ensaio preliminar (Figura 1A), realizando um corte longitudinal no estipe e
medicOes, para referenciar a regiao do meristema (Figura 1B), de modo que 0 mesmo
pudesse ser preservado com seguranga no momento da extragéo. A extragdo do palmito
em todas as plantas matrizes elites foi baseada nesta referéncia de medicdo de altura
(Figura 1C). Apos a extracao, cada palmito foi encaminhado ao Laboratério de Cultura
de Células e Tecidos Vegetais da Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa - MG.

ApOs 72 horas da retirada do material, no laboratério, os palmitos foram
higienizados externamente com alcool 70 % e as camadas foliares externas
cuidadosamente retiradas (Figura 1D), sendo as folhas imaturas separadas em sete
camadas: folha -1 (mais externa) a folha -7 (mais interna) (Figura 1E e 1F) (&orley
Tinker, 2003). Em seguida, os foliolos de cada folha foram destacados da raquis, sendo
1/3 da apice do foliolo eliminados. Os foliolos foram entdo submetidos a desinfestacao
em solucdo asséptica de hipoclorito de sédio (1 % de cloro ativo) por 20 minutos e
enxaguados sucessivamente por oito vezes em agua deionizada estéril em camara de
fluxo laminar. Apos a desinfestagdo, os foliolos foram seccionados transversalmente em
segmentos de 1 cm de comprimento, os quais foram utilizados como explantes para

inducdo da embriogénese somatica.

1.2.2. - Inducéo de calos

O meio basal (MB) utilizado neste trabalho foi composto por sais e vitaminas Y3
(Eeuwens, 1978), 30 g'Lde sacarose, 1 g'lde caseina hidrolisada, 1000 mg* de
mio-inositol, 100 mg [* de arginina, 100 mg t de asparagina, 100 mg'Lde
glutamina e gelificados com 2,5 ¢'lde Phytagél (Sigma, USA). O pH foi de 5,7 +
0,1 e os meios foram autoclavados por 20 minutos a 121 °C a 1,5 atm.

Para inducdo dos calos, o meio de cultura utilizado consistiu do MB,
suplementado com 800 pM de &cido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) é'8eydarvao
ativado (Sigma, USA) (Carvalho 2008). Os explantes foram inoculados em placas de
Petri de poliestireno (90 x 15 mm) contendo 30 mL deste meio de cultura. Cinco
explantes foliares foram inoculados por placa e 500 placas foram utilizadas por genoétipo
elite. Apdés a inoculacdo dos explantes, as placas foram seladas com filme de PVC
(Rolopa®) e mantidas em sala de crescimento, & temperatura de 27 + 1 °C na auséncia
de luz por 90 dias. Apdés o periodo de incubacdo, foi avaliada a porcentagem de

explantes que formaram calos em cada genotipo.
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1.2.3. - Multiplicacéo dos calos e obtencéo das linhaggeembriogénicas

Os calos obtidos de cada gendtipo foram inoculados em meio de multiplicacéo,
este meio consistiu do MB acrescido de 9uM de 2,4-D e 1000uM putrescina (Carvalho,
2008). Ap6s a inoculacéo dos calos, as placas foram seladas com filme PVC (Bolopac
e mantidas em sala de crescimento, a temperatura de 27 + 1 °C na auséncia de luz. Apés
60 dias, os calos que formaram linhagens embriogénicas foram separados, estas foram
subdivididas e subcultivadas no mesmo meio de multiplicagéo.

As linhagens consideradas embriogénicas apresentavam aspecto granular e
coloracdo amarela, tendo a capacidade de multiplicacéo classificada como nula, baixa,

moderada ou elevada.

1.2.4. - Critérios para a avaliacdo das linhagens embriogénicas

Os gendtipos que nao produziram linhagens embriogénicas tiveram como
classificagdo “nula”.

As linhagens embriogénicas que aumentavam até duas vezes o tamanho original,
tendo dificuldades de multiplicagdo, foram classificadas como “baixa”, sendo o
genotipo que formou este tipo de linhagem classificado como um material que produz
massambriogénica com “baixa” capacidade de multiplicacao.

Os gendtipos que produziram massériogénicas com “moderada” capacidade
de multiplicacdo foram aqueles em que as linhagens obtidas aumentavam em até trés
vezes o tamanho original, quando acondicionadas em meio de multiplicacéo.

Por fim, os gendtipos que apresentavam linhagebsiogénicas com “elevada”
capacidade de multiplicagdo foram aqueles em que suas linhagens aumentavam em

cinco vezes ou mais, do tamanho inicial.

1.2.5. - Obtencédo dos embrides soméaticos

As linhagens embriogénicas, ap6s passarem pela etapa de multiplicacdo, foram
acondicionadas em meio de regeneracdo. O meio de regeneracao foi constituRlo de M
acrescido de 0,1uM de 2,4-D, carvédo ativado (Sigma, USA) e 1000uM de putrescina.
Apoés a inoculacdo das linhagens embriogénicas neste meio, as placas foram seladas
com filme PVC (Rolopd®) e mantidas em sala de crescimento, & temperatura de 27 + 1

°C na auséncia de luz por 60 dias.
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1.2.6. - Germinacao dos embrides somaticos

O meio de cultura para germinacgédo consistiu do MB suplementado com 0,54uM
de ANA e 1000uM de putrescina (Carvalho, 2008). Os embrifes somaticos obtidos na
etapa anterior foram individualizados e inoculados em tubo de ensaio (150 x 25 mm)
contendo 10 mL do meio de germinacdo e depois de 30 dias foram colocados em
frascos para completar a germinagéo. Os tubos de ensaio e/ou frascos foram mantidos
em sala de crescimento mantida a 27 + 2 °C com fotoperiodo de 16 horas/dia e
irradiancia de + 40 pumol ¥s* provida por lampadas tubulares de LED (18 W,
Arapeva lluminacdo LED). A partir de 60 dias foram realizadas contagens do niumero
de plantulas obtidas no processo. Somente plantulas com parte aérea e raiz desenvolvida

foram consideradas nessa contagem.

1.2.7. - Aclimatizacdo de mudas clonais

Para a aclimatizacdo, as raizes das plantulas foram enxaguadas em agua corrente
para retirar o excesso de meio de cultura. Em seguida, as plantulas foram estabelecidas
em tubos de ensaio (150 x 25 mm) contendo 10 mL de solucéo nutritiva %2 forca (macro
e micronutrientes Y3 reduzida a metade) por um periodo de sete dias, sendo mantidas
em sala de crescimento a 27° + 2 com fotoperiodo de 16 horas/dia irradiancia de + 40
umol m? s® provida por lampadas tubulares de LED brancas (18 W, Arapeva
lluminacao LED).

Apoés este periodo, as plantulas foram transferidas para tubetes de 63 mm de
diametro e 130 mm de altura, preenchidos com 189 demsubstrato Plantim&x
acrescido de 8,0 kg de superfosfato simples por metro cubico de substrato. Em seguida,
as plantulas foram transferidas para adssegetacdo e mantidas em camara de
nebulizacao intermitente, controlada por um temporizador com intervalo de rega fixo. A
programacao utilizada para nebulizagdo foi com irrigagdo de 10 segundos a cada 20
minutos, nos primeiros 15 dias, ap0s este periodo, a nebulizagéo foi realizada de hora
em hora, com irrigacao de 20 segundos. O bico nebulizador empregado apresenta vazao
de 120 mL/min. A temperatura maxima alcancada no interior deste sistema foi 35° C. O
sombreamento da camara de nebulizacdo foi feito por uma manta termo-refletora
(Aluminef®) com 50% de restricdo de luz. As plantulas foram supridas semanalmente
com 20 mL de solugéo nutritiva %2 forca. Apds 90 dias de aclimatizagdo, as mudas
clonais foram enviadas para a empresa Agropalma S.A.

Na empresa, as mudas foram transplantadas para sacolas plasticas com

capacidade de 15 L, dimensédo de 25 cm de diametro e 33 cm de altura, contendo
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substrato composto de 60% de terra e 40% de compostagem (residuo industrial de
palma de 6leo). As mudas foram mantidas em aclimatacdo em pré-viveiro protegido
com sombrite 50% por 30 dias. Ap6s 30 dias, as mudas foram transferidas para o
viveiro aberto para completar o seu desenvolvimento e, posteriormente, a implantacao

do jardim clonal.

1.3. - RESULTADOS

O estudo de referenciamento do meristema apical da palmeira adulta, realizado
para a extracdo segura do palmito, indicou que o corte do palmito deve ser realizado no
minimo a 30 cm de altura da ultima inflorescéncia aberta, seja esta masculina ou
feminina. Extraindo-se a esta altura, o meristema apical é preservado e continua
protegido, assegurando a retomada do crescimento da planta matriz.

O indice de contaminacdo em todos os gendtipos foi menos que 5%, indicando
que a utilizacdo de foliolos imaturos da regido do palmito como explantes, € uma
excelente alternativa para a inducao da embriogénese somética em palma de 6leo, pois
os tecidos estdo protegidos por camadas foliares externas. Ademais, a metodologia de
desinfestacdo também se mostrou eficiente, permitindo o sucesso do estabelecimento in
vitro de todos os gendtipos elite selecionados.

Aos 90 dias apos a inducdo da embriogénese somética, foi possivel observar que
todos os 32 gendtipos elite selecionados do grupo Agropalma S.A., responderam a
inducdo da calogénese. As porcentagens de resposta dos gendtipos foram variadas,
alguns apresentaram apenas 1% de explantes com calos desenvolvidos e outros
alcancaram até 52,05% (Tabela 2). A caracteristica dos calos desenvolvidos foi
semelhante em todos os gendétipos, ocorrendo geralmente nas extremidades do explante
foliar, na regido onde o mesmo foi seccionado. Todos os calos desenvolvidos
apresentavam aspecto nodular, com estruturas globulares definidas e coloracdo bege a

amarelo claro (Figura 2A).
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Tabela 2 Taxa de calogénese em 32 gendétipos elite de palma de O6leo (Elaeis

guineensis Jacq.), apos 90 dias do cultivo in vitro em meio de indugéo.

Genétipo Backg}'(?und Calogénese (%)
Genético

A-01 Deli x Ekona 5,35
A-02 Deli x Ekona 7,15
A-03 Deli x La M¢ 7,98
A-04 Deli x La Mé 52,05
A-05 Deli x La M¢ 35,15
A-06 Deli x La M¢ 21,76
A-07 Deli x Ghana 16,78
A-08 Deli x Ghana 4,77
A-09 Deli x Yangambi 5,68
A-10 Deli x Yangambi 3,91
A-11 Deli x Dami 4
A-12 Deli x Dami 1
A-13 Deli x La Mé 2,77
A-14 Deli x La M¢é 4,12
A-15 Deli x Avros 6.2
A-16 Deli x Avros 5,88
A-17 Kigoma 9,53
A-18 Kigoma 2,92
A-19 Deli x La M¢é (Embrapa) 1,61
A-20 Deli x La M¢ (Embrapa) 1
A-21 Deli x La M¢ 2,61
A-22 Deli x La Mé 3,47
A-23 Deli x Yangambi 6,09
A-24 Deli x Yangambi 0,62
A-25 Deli x Yangambi 6,18
A-26 Deli x Yangambi 1,11
A-27 Deli x Yangambi 0,28
A-28 Deli x Yangambi 10,04
A-29 Deli x La Mé (Embrapa) 1,14
A-30 Deli x Ghana 4,58
A-31 Deli x La M¢ 17,21
A-32 Deli x La Mé (Embrapa) 4,62

A formacdo das linhagens embriogénicas, principal fator para garantir a

producdo de clones de palma de 6leo através da embriogénese somatica, ocorreu em

65,62% dos genotipos elite testados (Tabela 3). Observou-se que, até mesmo genotipos

em que a porcentagem de resposta a calogénese foi baixa, como exemplo o gendtipo A
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20 com 1% de calos formados, apresentou formacdo de linhagens embriogénicas
(Tabela 2).

Embora a formacéo de linhagens embriogénicas tenha ocorrido em grande parte
dos gendtipos submetidos a inducdo da embriogénese somatica, a capacidade continua
de proliferacdo destas apresentou respostas diferenciadas. Dentre os gendtipos que
formaram linhagens embriogénicas, 40,62% apresentaram estas estruturas com
capacidade de multiplicacdo classificadas como moderadas e elevadas, os demais,
tiveram a capacidade de multiplicacao classificadas como, baixa ou nula (Tabela 3).

As linhagens embriogénicas puderam ser observadas entre o 30° e o 60° dia de
cultivo dos calos em meio de multiplicacdo, podendo ser visualizadas sem o auxilio de
lupa, pois apresentavam caracteristicas diferenciadas em relacdo aos calos que as
originaram.

Os calos que deram origem as linhagens embriogénicas apresentavam aspecto
mucilaginoso, coloracdo marrom claro a bege e as linhagens eram fridveis,
apresentavam aspecto granwacoloracdo amarela (Figura 2B). Mesmo apés o 10°
subcultivo consecutivo, todas as linhagens embriogénicas, até mesmo as com baixa
capacidade de multiplicacdo, ndo perderam sua qualidade e potencial de regenerar

plantas.

Tabela 3 Classificagdo de linhagens embriogénicas quanto a capacidade de

multiplicacdo em 32 gendtipos de palma de dleo (Elaeis guineensis Jacq.

Capacidade de
multiplicagéo de Porcentagem de f
linhagens embriogénicas| Genotipos (%) Genotipos
A-01; A-03; A-06; A-11; A-12; A-
Nula 34,37 19; A-23; A-24; A-25; A-27; A-32
Baixa 25 A-05; A-07; A-09; A-14; A-22; A-
26; A-29; A-13
Moderada 12,5 A-04; A-18; A-30; A-31
A-02; A-08; A-10; A-15; A-16; A-
Elevada 28,12 17: A-20° A-21: A-28

*Nula: gendtipos que ndo formaram linhagens embriogénicas; Baixa: gengtip formaram linhagens
embriogénicas que aumentavam duas vezes o tamanho inicial; Moderada:ogegdépapresentaram
linhagens embriogénicas que aumentavam até trés vezes o tamanho Hesiatla: genodtipos que
formaram linhagens embriogénicas com capacidade de multiplicacdo em até edrsoovtamanho
inicial.
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Apés 60 dias em meio de regeneracdo as linhagens embriogénicas
diferenciaram-se, formando embrides somaticos que, eventualmente, completaram o seu
desenvolvimento e maturacdo. Os embrides somaticos apresentavam coloracédo branca e
estavam fortemente aderidos uns aos outros (Figura 2C), porém, com o auxilio de um
bisturi, puderam ser separados, subdivididos e transferidos para o meio de germinacao.

Aos 20 dias em meio de germinacdo, os embrides somaticos alongaram e
mudaram de coloracao para branco esverdeado (Figura 2D). Entre o 30° e 60° dia de
cultivo neste meio, os embrides somaticos se converteram em plantulas completas, com
parte aérea e radicula (Figura 2E).

Apo6s 90 dias em meio de germinacdo, 92% das plantulas foram aclimatizadas
com sucesso, demonstrando que o método utilizado para a aclimatizagéo foi eficiente. O
processo de aclimatizacéo foi completado aos 90 dias, quando as plantas alcancavam a
altura de aproximadamente 25 cm e 4 folhas expandidas.

Foram enviados para a empresa Agropalma S.A. 158 rametes (plantas) de cada
gendtipo elite, os quais foram estabelecidos em pré-viveiro (Figura 2F), sendo o plantio
destas mudas em curso no corrente ano (Figura 2G).

O tempo necessario para a embriogénese somatica em palma de 6leo, utilizando
0s procedimentos propostos, desde a obten¢cdo dos explantes foliares a aclimatizacao das
plantas, foi de até 360 dia (Figura 3).

1.4. - DISCUSSAO

A cultura de tecidos através da embriogénese somatica € uma alternativa atrativa
para a propagacdo em massa de genotipos elite de palma de 6leo (Ooi et al., 2013),
contudo, a eficiéncia da regeneracéo das plantas esta fortemente associada a escolha dc
explante. Os explantes mais utilizados para a inducdo da embriogénese somatica sao
foliolos imaturos, por serem mais responsivos e por oferecerem menores riscos de
contaminacgéo. Estas estruturas se encontram protegidas do contato de microrganismos,
e estdo envoltas por folhas mais velhas no interior do palmito, ndo requerendo assim,
severas desinfestacdes que causam danos aos explantes (Corley & Tinker, 2003), o que
foi comprovado pelo baixo indice de contaminagédo observada nos genotipos testados. A
extracdo de folhas imaturas, ao contrario do que € descrito na literatura (Corley &
Tinker, 2003), foi realizada sem causar danos permanentes a planta matriz, sendo as

mesmas recuperadas alguns meses apoés a extracao.
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A dose de 2,4 D utilizada para a inducdo da embriogénese somatica neste
trabalho (800 uM) foi elevada, se comparada as doses descritas por outros autores, que
recomendam concentracdes de 2,4-D que variam de 113,12 a 450 uM (Rajesh et al.,
2003; Scherwinski-Pereira et al., 2010; Silva et al., 2013). Contudo, esta concentracao
apresentou-se eficiente na inducdo da embriogénese em palma de Oleo, levando a
formacao de calos em todos os genotipos testados.

A porcentagem de explantes que formaram calos variou entre grupos de
cruzamento e mesmo entre genotipos do mesmo grupo. Silva et al. (2012) e Thawaro &
Te-chato (2009) consideram que a resposta a inducdo da embriogénese somatica em
palma de Oleo € uma caracteristica dependente do genoétipo. Essa resposta pode
inclusive variar entre explantes do mesmo genotipo, sendo dependente do estado
fisiolégico dos tecidos envolvidos. Segundo Ooi et al. (2012), a sensibilidade dos
tecidos a inducédo da embriogénese somatica esta intimamente relacionada com o nivel
enddgeno de auxina presente nos explantes, sendo maior quanto mais alto for este nivel.
O nivel enddgeno de auxina pode ser aumentado a partir da aplicacdo exogena de 2,4 D,
estimulando assim a totipoténcia das células (Gueye et al., 2009).

A formacado de linhagens embriogénicas, garantiu a clonagem de 65,62% dos
gendtipos testados, e ainda, grande parte destes gendtipos (40,62%), produziram
linhagens com moderada e elevada capacidade de multiplicacao, isto possibilita que este
método seja utilizado para a clonagem em escala comercial desses genotipos
Comparado com relatos de Soh et al. (2011) e Kushairi et al. (2010), os quais
mencionam baixa eficiéncia do processo de clonagem com sucesso entre 3% a 6%, o
processo de clonagem adotado neste trabalho pode ser considerado eficiente. Kushairi et
al. (2010) alegam que a taxa de embriogénese soméatica em palma de 6leo é baixa em
funcédo das modificacdes pelos quais os protocolos de clonagem sofreram para evitar o
aparecimento do “mantled flower”, uma anomalia floral que ocorre nas plantas oriundas
do cultivo in vitro, afetando severamente o potencial produtivo, devido a producao de
frutos partenocarpicos (Corley et al., 1986).

A principal modificacdo nos protocolos de micropropagacédo da palma de 6leo
adotados para o controle do “mantled flower” foi a redugdo ou até eliminacdo da
citocinina como indutor de multiplicagdo em meio de cultura (Jaligot et al., 2002;
Jaligot et al., 2011; Eewens et al., 2002), por acreditar-se que a citocinina estimule a
hipometilacdo do DNA, o que resulta em uma transformagdo homedtica dos orgaos
florais, tendo como consequéncia negativa, o aparecimento do “mantled flower” em

plantas micropropagadas de palma de oOleo (Eeuwens et al., 2002). No protocolo
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utilizado neste trabalho, a citocinina foi substituida com sucesso por putrescina, uma
poliamina envolvida em diversos processos fisiologico em plantas, incluindo
embriogénese e organogénese (Alcazar et al., 2010), protecdo do DNA contra danos
causados por espécies reativas de oxigénio (ROS) (Chol Ha et al., 1998) e no controle
da metilacdo do DNA (Brooks et al., 2010).

Além da utilizagdo da putrescina em substituicdo a citocinina ter tido sucesso em
todas as etapas da embriogénese somatica na palma de 6leo, o protocolo proposto foi
eficiente em relacdo ao tempo necessario para a producédo das mudas clonais (até 360
dias). Se comparados as descricdes da literatura, este tempo € consideravelmente menor.
Wong et al., (1999), descreve que doze meses é 0 tempo gasto apenas para obtencao
dos calos. Em trabalhos mais recentes, Soh et al. (2011) relata que apds as modificacbes
dos protocolos atuais para evitar o aparesiméo “mantled flower”, estes tornaram-se
ineficientes em relacdo ao tempo necessario para producdo de clones. Para estes autores
0 tempo gasto, desde a preparacdo do explante até a obtencéo do clone, € de 29 meses,
quando o sistema liquido é utilizado, este tempo é reduzido para 18 meses, ainda um
tempo maior do que o descrito no presente trabalho.

A partir dos resultados do presente trabalho, ndo é possivel afirmar que a
putrescina ira inibir o aparecimento do “mantled flower” nos clones obtidos, pois isto
exige anos de avaliacdo em campo. Porém, é possivel afirmar que a putrescina foi
eficiente na substituicdo da citocinina, em funcdo da multiplicacdo das linhagens
embriogénicas, da regeneracao dos embrides somaticos e da germinacao e obtencéo das
plantas em um tempo relativamente curto. Nesse contexto, sugere-se a realizacdo de
analises fenotipicas quanto ao surgimento ou ndo do “mantled flower”, assim que os

clones alcancarem a idade produtiva.

1.5. - CONCLUSAO

O protocolo proposto € eficiente quanto ao procedimento de extracdo dos
explantes foliares, ndo comprometendo o crescimento da planta matriz. A resposta a
embriogénese somatica em palma de Oleo pode ser considerada genoétipo-dependente,
onde, grande parte dos genoétipos testados apresentaram elevada responsividade a
técnica utilizada.

A putrescina € uma alternativa promissora para substituicdo da citocinina e

garante o0 sucesso na obtencdo de clones de palma de 6leo em tempo reduzido, sendo
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entdo, este protocolo recomendavel para a propagacao de clones de palma de 6leo em
escala comercial.

Os primeiros clones brasileiros de palma de 6leo a partir de plantas adultas
foram obtidos com sucesso neste trabalho, contudo, € necessario avaliar o desempenho
destes materiais em campo, quanto ao aparecimento do “mantled flower”, e ainda uma

sugestéao seria, formar reclones, utilizando estes clones como fontes de explantes.
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Figura 1: Procedimentos de referenciamento do meristema apical para a extracdo seglrétae p
obtencédo de explantes foliares para indugdo da embriogénese somatica em pdmadébate de
uma planta adulta de palma de 6leo para realizacéo de corte longitudinal de estigiedes, com o
objetivo da extragdo segura do palmito sem o comprometimento do maristpital. B:
Referenciamento para o corte seguro do palmito, onde a seta indica a regiéostiema apicalC:
Extracdo do palmito com base nas medi¢Oes realizadas, sendo feita por unopabf3s Retirada
das camadas foliares externas de protecdo do palmito para preparacdo dos exidaesc&fd-:
Foliolos imaturos separados individualmente, para a indugao da embriog@mésiea em palma de
oleo.
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Figura 2: Embriogénese somatica a partir de explantes foliares de palma deAodl€alo com
aspecto nodular, estruturas globulares definidas e coloracdo bege a amareloorctaadp fna
extremidade do explante foliar, ap6s 90 dias do cultivo in vitro em meioddeéio.B: Linhagem
embriogénica com aspecto nodular e coloracdo amarela ap6s 60 dias do cultimdamumeio de
multiplicag&o.C: Embrides somaticos com colora¢@o branca e aderidos uns aos outdos apds
60 dias de cultivo in vitro das linhagens embriogénicas em meio de regenddagambribes
somaticos em meio de germinacado, apresentando alongamento e mudanc¢ead&ochioPlantulas
obtidas apds 60 dias do cultivo in vitro no meio de germind&&@ertimeiro clone brasileiro de palma
de oleo obtido apds 12 meses da indugdo da embriogénese soméfitantanadulta de palma de
6leo.G: Clones do gendtipo A-02 estabelecido em plantio comercial. Barras: A, B evaleqpes a
3 mm; D e E equivalentes a 1,5 cm.
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Figura 3: Etapas e duracdo da embriogénese somatica em palma de 6Oleo. *LE: linhagem embriogénica
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CAPITULO Il

Estimativa de parametros genéticos para caracteristicas in vitro de palma de
Oleo (Elaeis guineensis Jacq.) e seleg@mgendtipos para capacidade de
clonagem e produtividade em 6leo
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RESUMO

CORREA, Thais Roseli, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2014.
Estimativa de parametros genéticos para caracteristicas in vitro de palma de
Oleo (Elaeis guineensis Jacqg.) e selecd@® gendtipos para capacidade de
clonagem e produtividade em OleoOrientador: Sérgio Yoshimitsu Motoike.
Coorientadores: Marcos Deon Vilela de Resende e Edgard Augusto de Toledo Picoli.

A palma de o6leo tem ganhado destaque entre as espécies promissoras para a
producdo de biocombustiveis, e o melhoramento genético de plantas, através da
clonagem de individuos superiores, é a tecnologia que mais contribui para
incremento da producdo de Oleo. No entanto, inexistem estudos sobre o
comportamento de genétipos quanto ao desempenho in vitro e o potencial produtivo
simultaneamente. Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi estudar o controle
genético das caracteristicas relacionadas ao processo de clonagem da palma de 6leo e
identificar os gendtipos responsivos, dentro de uma colecdo de 32 materiais elites
provenientes de um plantio comercial, a fim de selecionar aqueles superiores para a
formacdo de um jardim clonal. A calogénese e a produgdindagens
embriogénicas, principais caracteristicas relacionadas ao processo da clonagem,
apresentaram controle genético, verificado através das estimativas de parametros
genéticos: herdabilidade, coeficiente de variacdo relativa e acuracia seletiva,
indicando também eficiéncia na selecdo de gendtipos superiores dentro do conjunto
avaliado. Os genotipos A-13, A-14, A-18, A-20 e Afdtam selecionados como
genotipos superiores tanto para caracteristicas relacionadas a produtividade de 6leo,
guanto ao desempenho in vitro devido a formacao de linhagens embriogénicas. Este
foi o primeiro estudo que investigou o controle genético da capacidade de clonagem
visando a selecdo dos gendtipos para a formacao de um jardim clonal.

Palavras-chave melhoramento genético, embriogénese somatica, controle genético,

calogénese, linhagem embriogénica.
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ABSTRACT

CORREA, Thais Roseli, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October, 2014.
Estimation of genetic parameters for in vitro characteristics of Oil Palm Elaeis
guineensisJacqg.) and selection of genotypes for cloning capacity and oil
productivity. Adviser: Sérgio Yoshimitsu Motoike.

The oil palm has gained prominence among promising species for biofuels
production, and plant breeding, through cloning of superior individuals, is the
technology that has contributed the most to increase the oil production. However,
there are not studies about the behavior of the genotypes regarding to the
performance in vitro and the productivity potential. This way, the objective of this
work was to study the genetic control of the characteristics related to the cloning
process of the oil palm and identify the responsive genotypes, among a collection of
32 elite materials coming from a commercial plantation, with the aim of selecting
those superior to form a clonal garden. The calogenesis and the production of
embryogenic mass, main characteristics related to the cloning process, presented
genetic control, verified through the estimative of genetic parameters: heritability,
relative variation coefficient and selective accuracy, also indicating efficiency in the
selection of superior genotypes inside the evaluated group. The genotypes A-13, A-
14, A-18, A-20 and A-21 were selected as superior genotypes for both characteristics
related to oil productivity and in vitro performance due to the formation of
embryogenic mass. This was the first study that researched the genetic control of
cloning capacity for selection of genotypes to fantonal garden.

Key words: plant breeding, somatic embryogenesis, genetic control, calogenesis,

embryogenic mass.
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2.1. - INTRODUCAO

O aumento dos precos do petroleo, bem como a intencéo de reduzir a emissao
de gases do efeito estufa, tem impulsionado a demanda por biocombustiveis (Gan &
Li, 2014). Dentre as espécies potenciais para a producédo de biocombustiveis, a palma
de dleo (Elaeis guineensis Jacq.) tem se destacado, devido aos rendimentos elevados
na producéo de 6leo desta planta, se comparado a outras a espécies vegetais, como a
soja, o girassol e a colza (Gan & Li, 2014; Mielke, 2013; Lam et al., 2009). A
dependéncia global por Oleo extraido da palma de Oleo tende a aumentar nos
proximos anos: estima-se que até 2035 a producaoackeader uma demanda de
26,6 milhdes de toneladas, em decorréncia dos investimentos tecnolégicos (Gan &
Li, 2014).

Uma das tecnologias que mais tem contribuido para o incremento real na
producdo de 6leo € o melhoramento genético. Juntamente com o melhoramento
genético, as ferramentas biotecnolégicas podem auxiliar na maximizacdo de
rendimento de producdo de 6leo de até 18 ton/ha, melhorando tanto a qualidade
guanto a quantidade da producao (Nugroho et al., 2014).

Dentre as ferramentas biotecnoldgicas, tem se destacado a propagacéo clonal,
através da cultura de tecidos, onde o objetivo é selecionas géariétipos elites que
contenham caracteristicas desejaveis, e entdo, propaga-los em massa, formando
plantios comerciais uniformes (Nugroho et al., 2014).

A técnica utilizada para a propagacdo clonal da palma de 6leo é a
embriogénese somatica, sendo as etapas da calogénese e producdo de linhagens
embriogénicas fundamentais para o sucesso da mesma. Entretanto, é importante um
protocolo de clonagem que garanta eficiéncia nestas duas etapas e genoétipos que
respondam a este protocolo. Para tanto, é essencial estudar os parametros genéticos
envolvidos na etapa de calogénese e producado de linhagens embriogénicas, a fim de
selecionar gendtipos que agreguem caracteristicas de cultivo superiores para o
estabelecimento dos campos clonais.

A maioria dos trabalhos que determinam parametros genéticos em palma de
6leo visam apenas caracteres agrondémicos relacionados a produtividade de 6leo
(Lopes et al., 2012; Soh et al., 2003). Até o momento, inexistem trabalhos com o

objetivo de determinar gendtipos ideais, tanto em caracteristicas de produtividade de
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0leo, como em desempenho in vitro para a clonagem, através do estudo de
parametros genéticos.

Desta maneira, este trabalho teve como objetivo estudar o controle genético
das principais caracteristicas relacionadas ao processo de clonagem da palma de 6leo
e identificar os gendétipos responsivos, dentro de uma colecdo de 32 materiais elites
provenientes de um plantio comercial, a fim de selecionar aqueles superiores para a

formacéo de um jardim clonal.

2.2. - MATERIAL E METODOS

Para a execucdo do experimento, trinta e dois gendtipos considerados
“materiais elite” de palma de 6leo (Tabela 1), oriundos de diferentes corporagdes

mundiais, com idade entre 9 e 27 anos, foram selecionados.

Tabela 1 Hibridos ‘Tenera’ de palma de 6leo (Elaeis guineensis Jacq.) utilizados na

clonagem de plantas adultas.

Hibridos Empresa Nl]me_ro de
fornecedora de Matrizes Idade
Tenera
sementes acessadas (anos)
Deli x Ekona ASD 2 9
Deli x Ghana ASD 3 11
Deli x La Mé Murrin Corporation 9 9-26
Deli x La Mé Embrapa Manaus 4 11-13
Deli x Yangambi Univanich Palm Oil 8 10-27
Deli x Avros ASD 2 13
Kigoma ASD 2 13
Deli x Dami Dami Las Flores 2 14-15

Calogénese e Producéao de Linhagens Embriogénicas

As folhas imaturas foram extraidas das plantas adultas selecionadas, sendo, os
meristemas apicais contendo estas folhas, encaminhados ao Laboratério de Cultura
de Células e Tecidos Vegetais da Universidade Federal de Vicosa, em Vicosa - MG
para o processo de clonagem.

No Laboratdrio, todos os meristemas apicais foram submetidos ao processo
de desinfestagcdo. Em seguida, as folhas imaturas foram seccionadas transversalmente
em segmentos de cinco milimetros (explantes foliares), e inoculadas em meio de
cultura Y3, acrescido de 800 uM de 2,4-D, conforme protocolo estabelecido por
Carvalho (2008).
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Para cada genotipo foram inoculadas 500 placas de petri com cinco explantes
foliares, por placa. Os explantes foram incubados por 90 dias, em sala mantida a 27°
+ 2. ApoOs o periodo de incubacéo, foi avaliada a porcentagem de explantes que
formaram calos em cada gendtipo.

Os calos obtidos foram inoculados em meio de cultura Y3 acrescido de 9 pM
de 2,4-D e 1000uM putrescina, segundo o protocolo estabelecido por Carvalho
(2008). As placas inoculadas com os calos foram mantidas em sala de cultivo a 27° +
2, no escuro. Apos 60 dias, os calos que formaram linhagens embriogénicas, foram
separados, e as linhagens foram subdivididas e colocadas novamente em meio de
multiplicagao.

Os genotipos classificados como resporsiforam aqueles que tiveram

desempenho in vitro quanto a formacao de linhagens embriogénicas.

Estimacdo dos Parametros Genéticos

As estimativas dos parametros genéticos foram obtidas pela metodologia de
modelos mistos, procedimento REML (Maxima Verossimilhanca restrita) /BLUP
(Melhor Predicdo Linear N&o Viesada) (Resende, 2007), seguindo o0 seguinte
modelo.

Modelo:
y=Xb+Zg+e, em que:

y, b, g, e: vetores de dados, de efeitos fixos (média geral), de efeitos genotipicos
totais (aleatérios) e de erros aleatorios, respectivamente.

X e Z: matrizes de incidéncia para b e g, respectivamente.

Equacbes de Modelo Misto:
XX Xz bl [Xy
zx zz+AYa-n)/n?)||g| |zy
h? =62 /(62 +62) : herdabilidade individual no sentido amplo.

Estimadores dos Componentes de Variancia via Algoritmo EM
62 =[y'y-b'Xy—§ZYI/[N-r(X)]

65 =|9'A'g+ol tr C*?|/N,, em que:
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r(X): posto ou numero de colunas linearmente independentes de X.

cit c2] [X'X X'Z -
C?2 é da form =
{cﬂ sz} {Z'X Z2'Z+ Al(o-ezlof,)}

Ng: nimero de elementos aleatorios (individuos).

A matriz de parentesco genético aditivo.

tr: operador traco matricial, dado pela soma demehtos da diagonal da matriz.
N: numero total de dados.

Os valores genotipicos preditos foram usados para calcular o indice de
selecdo, com base na média de ranks (Mulamba e Mock, 1978) dos gendtipos que
formaram linhagens embriogénicas.

Para a selecdo dos gendétipos superiores, quanto a produtividade, foram
avaliados a campo por no minimo cinco anos de producdo, as seguintes
caracteristicas: produtividade de cacho fresco (t/ha), potencial de éleo estimado
(t/ha), taxa de extracdo industrial (t/ha), esta por sua vez é dada pela relagdo entre
produtividade de cacho fresco e potencial de 6leo estirmadncremento médio
anual em altura (m).

Foi utilizado o software Selegen-Reml/Blup (Resende, 2007) para realizacao

das analises estatisticas.

2.3. - RESULTADOS

Parametros genéticos: calogénese e producédo de linhagens embriogénicas

De acordo com Resende (2002) valores de herdabilidade entre 0,15 e 0,50 sé&o
consideradas “moderadas”. Neste estudo, as herdabilidades de plantas individuais no
sentido amplo (fg) foram consideradas ‘moderadas’ para CAL e LIN (Tabela 2), o
que caracteriza um consideravel controle genético destas caracteristicas. As
herdabilidades ao nivel de médias de clone do presente estudo foram de altas
magnitudes, equivalendo a 0.94, para CAL e LIN (Tabela 2). Esses altos valores sao
devidos ao elevado numero de repetigdes (500 placas) empregado.

Quanto a acuracia seletiva, as caracteristicas CAL e LIN enquadraram-se

como “muito alta” (Tabela 2), de acordo com a classificagdo de Resende e Duarte
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(2007). Esse resultado indica confiangca nos valores genéticos estimados para tais
caracteristicas e, portanto, seguranca na selecao.

O coeficiente de variacao relativa (CVr) é o parametro que auxilia detectar
variabilidade genética em uma populacdo, obtido pela relacdo entre os coeficientes
de variacdo genética e experimental, ndo influenciado, portanto, pela média do
carater. No presente trabalho, o CVr, para CAL e LIN foram 0,42 e 0,49,
respectivamente. Segundo Resende e Duarte (2007), a qualidade do experimento é
avaliada pela acuracia, que é funcdo do CVr e do numero de repeticdes, desta
maneira, os valores encontrados, demonstraram alta qualidade experimental e

confiabilidade para a pratica da selecéo, para as duas caracteristicas.

Tabela 2.Estimativas de parametros genéticos obtidos da analise de 32 gendtipos de
palma de 6leo (Elaeis guineensis Jacq.), apos 90 dias de cultivo in vitro, em relacéo
as caracteristicas explantes calejados (CAL) e formacgéo de linhagens embriogénicas
(LIN).

Parametros CAL LIN
Vg 0.011 0.012
Ve 0.063 0.049
\% 3 0.075 0.061
CVr 0.4231 0.4939
hzg 0.1518% 0.0098 0.1961 £ 0.01
Acuracia 0.97 0.97
h’me 0.94 0.94
M 8.06 6.1

Vg: variancia genotipica entre acessos; Ve: variancia residual; Vf: variancia fenotipica individual;
CVr: coeficiente de variacdo relativa?g:hherdabilidade de plantas individuais no sentido amplo;
h’mc: herdabilidade no sentido amplo ao nivel de médias de clones; M: média geral oezxper

Devido a importancia da variavel CAL no processo da clonagem, obtiveram-
se os valores genotipicos (u + g) para tal caracteristica. Dos 32 genotipos avaliados,
0s oito primeiros apresentaram valores genotipicos superiores a média geral. Dentre
esses, apenas dois ndo formaram linhagens embriogénicas. Os genotipos A-04 e A-
05, ocuparam as posi¢coes 1 e 2 no ranking, 0s quais retratam porcentagens altas de
calogénese. As duas ultimas posi¢des foram ocupadas pelos gendtipos A-24 e A-27.
Observa-se ainda que, os valores genotipicos sdo bem préximos dos valores das
médias fenotipicas (Tabela 3). Isso é devido as altas estimativas (0,94) da
herdabilidade ao nivel de médias de clone, que foram proximas a 1.
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Tabela 3.Ranking dos 32 gendtipos de palma de 6leo (Elaeis guineensis Jacq.) com
base nas médias genotipicas e fenotipicas para o carater inducéo da calogénese, apos

90 dias do cultivo in vitro.

Ordem Gendtipo u+g = Mec!lq L'”hag?m
enotipica embriogénica
1 A-04 51.47 52.11 Sim
2 A-05 34.95 35.27 Sim
3 A-06 21.36 21.56 Nao
4 A-31 16.90 17.03 Sim
5 A-07 16.81 16.91 Sim
6 A-28 9.95 9.98 Sim
7 A-17 9.43 9.45 Sim
8 A-03 8.12 8.12 Nao
9 A-02 7.07 7.06 Sim
10 A-25 6.63 6.57 Nao
11 A-15 6.24 6.22 Sim
12 A-23 6.12 6.09 Nao
13 A-16 5.91 5.88 Sim
14 A-09 5.84 5.80 Sim
15 A-01 5.49 5.44 N&o
16 A-08 4.76 4.72 Sim
17 A-32 4.65 4.61 N&o
18 A-30 4.60 4.53 Sim
19 A-14 4.12 4.07 Sim
20 A-11 3.91 3.85 N&o
21 A-10 3.88 3.83 Sim
22 A-22 3.61 3.55 Sim
23 A-13 3.50 3.44 Sim
24 A-18 2.97 291 Sim
25 A-21 2.61 2.54 Sim
26 A-19 1.70 1.62 N&o
27 A-26 1.32 1.11 Sim
28 A-20 1.08 0.99 Sim
29 A-29 0.99 0.90 Sim
30 A-12 0.98 0.89 N&o
31 A-24 0.72 0.60 N&o
32 A-27 0.47 0.33 N&o

u + g = valor genotipico predita = 8,06: média geral

Potencial Produtivo dos 32 gendtipos de palma de 6leo
Utilizando o indice de média de ranks de Mulamba e Mock (1978), com base

nos valores genotipicos, os genotipos que formaram linhagens embriogénicas foram
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classificados quanto as caracteristicas relacionadas a produtividade de 6leo e
incremento médio anual, em ordem favoravel de melhoramento. O menor valor
indica uma combinacdo mais favoravel entre os caracteres estabelecidos e o maior
valor uma combinacéo desfavoravel. Dentre os gendtipos que produziram linhagens
embriogénicas, A-20, A-14, A-13, A-21 e A-18 ocuparam as cinco primeiras
posicdes na média de ranks, sendo estes os indicados para sele¢éo, pois reinem as

caracteristicas ideais para a producao de Oleo e para a clonagem (Tabela 4).

Tabela 4. Classificacdo com base na soma de raamksrelacdo, produtividade de
cacho fresco (PCF), potencial de 6leo estimado (POE) e incremento médio anual
(IMA) dos 21 gendtipos de palma de Oleo (Elaeis guineensis Jacq.) que formaram

linhagens embriogénicas.

Ordem Gendtipo Rank-PCF Rank-PO  Rank-IM A I\R/Izrc]i:(o
1 A-20 1 2 3 2.00
2 A-14 5 3 5 4.33
3 A-13 7 4 4 5.00
4 A-21 3 5 11 6.33
5 A-18 2 1 20 7.67
6 A-15 4 7 12 7.67
7 A-04 11 10 2 7.67
8 A-16 8 9 10 9.00
9 A-30 6 8 15 9.67

10 A-02 13 11 6 10.00
11 A-05 12 6 13 10.33
12 A-07 9 17 9 11.67
13 A-29 20 18 1 13.00
14 A-28 10 12 19 13.67
15 A-08 16 13 14 14.33
16 A-10 14 15 17 15.33
17 A-22 19 19 8 15.33
18 A-17 17 14 16 15.67
19 A-31 21 20 7 16.00
20 A-09 15 16 18 16.33
21 A-26 18 21 21 20.00

Na tabela 5, estdo os resultados das principais caracteristicas alvos da selecéo
de gendétipos potenciais, que formaram linhagens embriogénicas. S&o elas:
produtividade de cacho fresco, potencial de 6leo estimado e incremento médio anual.

Com base na relacao entre o potencial de 6leo estimado e a produtividade de cacho
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fresco, foi estimada a taxa de extracdo industrial de cada gendtipo (Tabela 5). Os
gendtipos A-14, A-18 e A-20 apresentaram valores elevados para potencial de 6leo
estimado (acima de 10 t/ha). Para a caracteristica producdo de cacho fresco, os
genotipos A-18, A-20 e A-21, tiveram os maiores valores (acima de 40 t/ha). J4, os
gendtipos A-04, A-20 e A-29 apresentaram 0S menores valores para incremento
médio anual (menos que 0,25m). O gendtipo A-20 destacou-se por apresentar bom
desempenho para as caracteristicas produtividade de cacho fresco, potencial de éleo

estimado e incremento médio anual.

Tabela 5. Produtividade de cacho fresco (PCtxa de extracao industrial (TEI),
potencial de 6leo estimado (POE) e incremento médio anual (ICA) dos gendtipos de

palma de 6leo (Elaeis guineensis Jacq.) que produziram linhagens embriogénicas.

Genotipo Background PCF TE| POE ICA
(t/ha) (t/ha) (t/ha) (m)

A-02 Deli x Ekona 24,53 28,1 6,89 0,32
A-04 Deli x La Mé 26,25 27,2 7,14 0,26
A-05 Deli x La Mé 25,01 35,6 8,91 0,34
A-07 Deli x Ghana 27,51 17,8 4,89 0,33
A-08 Deli x Ghana 20,92 32,2 6,74 0,35
A-09 Deli x Yangambi 20,92 24,8 5,19 0,46
A-10 Deli x Yangambi 22,26 24,3 5,42 0,44
A-13 Deli x La Mé 32,71 30,4 9,96 0,30
A-14 Deli x La Mé 33,81 31,0 10,48 0,31
A-15 Deli x Avros 35,86 23,2 8,31 0,34
A-16 Deli x Avros 29,15 24,6 7,18 0,33
A-17 Kigoma 19,66 27,8 5,47 0,39
A-18 Kigoma 43,8 28,3 12,39 0,50
A-20 Deli x La Mé (Embrapa) 45,04 23,8 10,72 0,27
A-21 Deli x La Mé 40,89 23,5 9,61 0,33
A-22 Deli x La Mé 17,21 23,5 4,04 0,33
A-26 Deli x Yangambi 17,43 19,2 3,35 0,53
A-28 Deli x Yangambi 27,09 25,2 6,84 0,48
A-29 Deli x La Mé (Embrapa) 15,21 29,4 4,47 0,25
A-30 Deli x Ghana 33,51 22,2 7,43 0,37
A-31 Deli x La Mé 12,91 27,3 3,53 0,33
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2.4. - DISCUSSAO

O conhecimento do controle genético das principais caracteristicas
relacionadas a clonagem da palma de 6leo é indispensavel para a obtengcdo de ganhos
com a selecdo, quando o objetivo é o0 estabelecimento do jardim clonal com
individuos superiores. No presente trabalho, foi possivel confirmar o controle
genético das caracteristicas CAL e LIN, através dos valores de herdabilidade destas.

A herdabilidade é o parametro genético de maior importancia e aplicacdo nos
programas de melhoramento de plantas. A sua relevancia esta no fato de poder
mostrar o quanto os efeitos genéticos estao presentes no fenétipo do individuo, pois é
o valor genotipico que interessa e influenciard a proxima geracao (Falconer &
Mackay, 1996).

As estimativas de herdabilidade no sentido amplo, para os caracteres CAL e
LIN, foram de 15 e 19%, respectivamente. Em pupunha, planta pertencente a familia
das Palmaceas, Farias Neto et al (2013), encontraram valores de herdabilidade, para
produtividade de cacho, de 21,3%, e classifitacomo de ‘média magnitude’. Para
Resende (2002), a maioria dos caracteres quantitativos de importancia econémica
apresentam herdabilidade individual em torno de 20%.

Em palma de Oleo, sdo escassas estimativas de herdabilidade para
caracteristicas in vitro, sendo mais comum, estudos para caracteres morfo-
agrondmicos. Soh et al., (2003) encontrou valores de herdabilidade variando de 22 a
36% para caracteres de produtividade. Soh (1994) relatou valores de herdabilidade
individual no sentido restrito de 35% para numero de cachos, 20% para peso de
cacho e 15% para producdo de 6leo, em palma de 6leo. No hibrido interespecifico
‘caiaué’, oriundo do cruzamento entre Elaeis guineensi®e Elaeis oleifera, as
herdabilidades para caracteres morfo-agronémicos, variam de 24,5 a 30,4% (Lopes et
al., 2012). Farias Neto et al., (2008), em acaizeiro, relatam herdabilidades variando
de 12 a 44%. Estes resultados demonstram que em palmaceas, os valores de
herdabilidade encontrados para a maioria dos caracteres variam de 12 a 44% e séo
considerados favoraveis a selecéo.

A acurdcia seletiva apresenta uma correlacdo entre os valores genéticos
verdadeiros e preditos, e quanto maior o seu valor, mais pleno é a confianca na
avaliacdo dos individuos. Esse parametro genético estad intimamente ligado a

herdabilidade do carater (Resende 2002). De acordo com a classificacdo da
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herdabilidade e acuracia em termos de magnitude e suas associa¢fes, proposta por
Resende (1997), os valores encontrados no presente trabalho foram considerados de
‘alta’ magnitude, para CAL e LIN, o que indica vantagem em realizar selecdo
utilizando estas duas caracteristicas.

Outro parametro genético de relevada importancia nos estudos de
melhoramento de plantas é o coeficiente de variacao relativa (CVr). Resende e
Duarte (2007) sugerem que cada experimento tenha um valor particular, e nao
generalizado do CVr. Fixando-se o numero de repeticdes, a magnitude de CVr pode
ser utilizada para inferir sobre a acuracia e a precisdo na avaliacdo genotipica. Logo,
valores adequados de CVr devem ser inferidos em conjunto com o numero de
repeticbes, pois valores inferiores a unidade também podem propiciar elevada
acuracia e precisdo. Os valores de CVr encontrados neste experimento, em conjunto
com um alto numero de repeti¢cdes (500), proporcionaram acuracia seletiva elevada,
0 que indicou boa precisdo e qualidade experimental.

O valor genotipico predito € importante, pois revela o potencial genético do
individuo na selecdo sem o efeito do ambiente, resultando assim em confiabilidade e
maior ganho genético. O rank dos valores genotipicos preditos demonstrou que oito
gendtipos apresentaram elevados valores para calogénese em relagcdo a média geral
do experimento (8,06%), indicando superioridade destes materiais, para esta
caracteristica.

A formacdo de calos é uma etapa importante para o sucesso da clonagem,
porém, relacionado a isto, € essencial a formacédo de linhagens embriogénicas. Dentre
0S oito genétipos de destaque no rank, apenas dois ndo formaram linhagens
embriogénicas. Para Silva et al. (2012) e Thawaro & Te-chato (2009), o sucesso da
embriogénese somatica, € dependente do gendtipo em que a técnica é aplicada. Os
resultados obtidos demonstraram que, estes oito genétipos sdo os mais eficientes em
calogénese e ainda, em sua maioria, possibilitam a formagdo de linhagens
embriogénicas.

Até o momento, ndo existem trabalhos em que a acurdcia seletiva, o
coeficiente de variacéo relativa e o valor genotipico predito foram descritos para
caracteristicas relacionadas a clonagem de palma de 6leo.

O indice de média de ranks de Mulamba e Mock (1%@&arquiza os
gendtipos, inicialmente, para cada caracteristica, por meio da atribuicdo de valores

absolutos menores aqueles de melhor desempenho. Por fim, os valores atribuidos a
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cada caracteristica sdo somados, obteadomédia dos “rank$’, que assinala a
classificagdo dos gendétipos.

Os gendtipos que formaram linhagens embriogénicas foram selecionados em
ordem favoravel de melhoramento para as caracteristicas relacionadas a
produtividade de cachos, de 6leo e incremento médio anual. Os gendtipos A-20, A-
14, A-13, A-21 e A-18cuparam as primeiras posicfes na meédia de ranks, sendo
estes os indicados para selecdo, pois reinem as caracteristicas ideais tanto para a
producdo de Oleo quanto para a clonagem. As caracteristicas mencionadas séo as
principais para o ideétipo proposto para palma de 6leo.

Para a industria, materiais genéticos de palma de 6leo com alto rendimento
em 6leo, sdo aqueles que produzem acima de 8,6 t/ha/ano (Corley et al., 1976) e a
previsdo € de que gendtipos selecionados produzam 12,2 t/ha/ano (Rajanaidu et al.,
1990) e ha hipétese de que produtividadeplantas selecionadas podera ser de até
18,2 t/ha/ano (Corley, 1998). Aliada a este rendimento, a produtividade de cachos
também deve ser considerada, pois esta correlacionada com o aumento do
rendimento de producéo por area. O incremento médio anual em altura indica a vida
atil da planta, de maneira que, quanto menor o valor, maior a vida Util da planta. No
entanto, mesmo que o genoétipo apresente elevado incremento médio anual, como A-
18 (0,5 m/ano), e o rendimento de 6leo e a produtividade de cacho elevada sejam
compensatorios, pode-se adotar uma estratégia de manejo que permita a exploracao
eficiente deste material.

Este foi o primeiro estudo que investigou a relacdo entre os parametros
genéticos e a selecdo dos gendtipos elites para a formacdo de um jardim clonal de
palma de 6leo, avaliando caracteristicas importantes para a clonagem e o seu
potencial produtivo. Para a eficiéncia dos programas de melhoramento de palma de
Oleo é importante que tais estudos sejam considerados na etapa inicial no processo de
clonagem. A selecdo de genotipos superiores ao processo de clonagem, pode
otimizar os programas de melhoramento, uma vez que gera economia de recurso,

tempo e espaco.
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2.5. - CONCLUSAO

As caracteristicas calogénese e formacdo de linhagens emh@sgén
apresentaram controle genético que permite selecdo dos gendtipos respansivos
clonagem.

Todos os parametros genéticos avaliados: herdabilidade, coeficiente de
variacao relativa e acuracia, indicaram eficiéncia na selecao de genotipos superiores
dentro do conjunto avaliado.

Os gendtipos A-13, A-14, A-18, A-20 e A-21 foram selecionados como 0s
genotipos superiores tanto para caracteristicas relacionadas a produtividade de oleo,

quanto ao desempenho in vitro, devido a formacao de linhagens embriogénicas.
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CONSIDERACOES FINAIS

A resposta a embriogénese somatica em palma de Oleo é genotipo-
dependente, mas a técnica utilizada foi eficiente, onde 65,62% dos gendtipos testados
foram responsivos.

A putrescina é uma alternativa promissora para substituicdo da citocinina e
garante o sucesso na obtencao de clones de palma de 6leo em tempo reduzido, sendo
entdo, este protocolo recomendéavel para a propagacédo de clones de palma de 6leo em
escala comercial.

As principais caracteristicas relacionadas a embriogénese somatica:
calogénese e formacédo de linhagens embriogéncias, apresentaram controle genético
que permite selecdo dos genadtipos responsivos a clonagem.

Todos os parametros genéticos avaliados: herdabilidade, coeficiente de
variacao relativa e acuracia, indicaram eficiéncia na selecdo de genaotipos superiores
dentro do conjunto de materiais genéticos avaliados.

Cinco gendtipos foram selecionados como 0s superiores, tanto para
caracteristicas relacionadas a produtividade de 6leo, quanto ao desempenhp in vitro
devido a formacéao de linhagens embriogénicas.

Os primeiros clones brasileiros de palma de 6leo a partir de plantas adultas
foram obtidos com sucesso neste trabalho, contudo, € necessario avaliar o
desempenho destes materiais em campo, quanto ao aparecimento do “mantled
flower”, e ainda uma sugestdo seria, formar reclones, utilizando estes clones como
fontes de explantes.

Este também foi o primeiro estudo a investigar o controle genético da
capacidade de clonagem visando a selecao dos genétipos para a formacdo de um
jardim clonal de palma de Oleo, avaliando caracteristicas importantes para a
clonagem e o seu potencial produtivo.

Para a eficiéncia dos programas de melhoramento de palma de o6leo é
importante que tais estudos sejam considerados na etapa inicial no processo de
clonagem. A selecdo de gendtipos responsivos ao processo de clonagem, pode
otimizar os programas de melhoramento, uma vez que gera economia de recurso,

tempo e espaco.
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