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RESUMO

A palma forrageira (Opuntia ficus-indica) é amplamente cultivada no Nordeste do
Brasil, sendo utilizada como forragem para o gado. Um dos fatores que limitam sua ampla
utilizagdo, € o baixo nivel de proteinas em seus cladodios. As pesquisas aqui relatadas, foram
concebidas como parte de um projeto de longo prazo, qual seja o de melhorar a qualidade
nutricional da palma forrageira para ruminantes, através da utilizagdo de técnicas de
transferéncia de genes. Estas pesquisas tiveram como objetivo, estabelecer protocolos para o
cultivo in vitro desta espécie, bem como para sua transformagdo genética utilizando a técnica
de microbombardeamento de particulas. Assim € que os seguintes protocolos foram
estabelecidos: (1) Protocolo para propagacdo em massa através da proliferacdo de gemas
axilares; (2) protocolo para regeneragdo de plantas a partir do cultivo de meristemas apicais
caulinares isolados, (3) protocolo para a indugdo e estabelecimento de cultura de calos e
suspensdes celulares e (4) protocolo para o isolamento e cultura de protoplastos. Os estudos
para a obtengdo de embrides somaticos a partir de explantes cotiledonarios, mostraram a
formagdo de estruturas pré-embrionarias, que no entanto ndo se diferenciaram em embrides
maduros. Foram ainda estabelecidos protocolos para a transformagdo genética pelo
microbombardeamento de particulas de meristemas apicais caulinares isolados, cladddios
jovens e calos fridveis. No caso dos calos friaveis, a transformagdo integrativa foi
demonstrada tanto por critérios genéticos (amplificagdo por PCR dos genes widA, nptll e tef),
como por critérios fenotipicos (atividade glucuronidasica e resisténcia a canamicina nos calos
transformados). A determinagdo da atividade glucuronidasica em linhagens selecionadas de
calos transformados, demonstrou que a enzima B-glucuronidase representa 0,3% da proteina
soluvel e estes valores sdo comparaveis aqueles obtidos em sistemas modelos tais como fumo
e milho. Este fato demonstra que as células da palma forrageira sdo capazes de suportar a
expressdo em altos niveis de um transgene. Portanto, a obtengdo de variedades transgénicas
expressando altos niveis de uma proteina de boa qualidade nutricional é um objetivo factivel,
desde que protocolos para a regeneragdo estejam disponiveis. Os resultados dos experimentos
de transformacdo genética aqui relatados, se constituem no primeiro exemplo da expressdo de

um transgene em um membro das Cactaceae.
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ABSTRACT

The prickly-pear (Opuntia ficus-indica) "palma forrageira" is widely used in the
Brazilian North-East as a forage crop. One of the main constraint in the wide utilisation of the
"palma forrageira" as a forage crop, is the low level of proteins in its phylloclads. The long
term goal of the research here described, is to improve the nutritional quality of the prickly-
pear to farm animals, by gene transfer techniques. The main focus of this research was to
establish protocols for the in vitro cultivation of this species, as well as to establish protocol
for its transformation through particle bombardment. We have established the following
protocols: (1) protocol for micropropagation through axillary bud proliferation; (2) protocol
for whole plant regeneration from the shoot apical meristem; (3) protocol for induction and
establishment of callus culture and cell suspension and (4) protocol for protoplasts isolation
and cultivation. The studies towards the induction of somatic embryogenesis in cotiledonary
explants achieved only partial success, as although pre-embryogenic structures were obtained,
these were unable to give rise to mature embryos. Protocols for the transformation of isolated
shoot apical meristems, young phylloclads and friable callus through particle bombardment
were established. Integrative transformation of friable callus was demonstrated through
genetic (amplification by PCR of the uidA, npfll and tet genes) and phenotypic (GUS activity
and kanamycin resistance in the transformed calli) criteria. The analysis of GUS activity in
selected lines of transformed calli, demonstrated that the enzyme B-glucuronidase represents
0.3% of the total soluble protein; this value is comparable to that obtained in model system
such as maize and tobacco. The results described demonstrate that the cells of the prickly-pear
are capable of withstanding the expression at high levels of a transgene and that the goal and
that the production of transgenic varieties of the prickly-pear that express high levels of a
gene for a protein of good nutritional quality is within reach, provided that protocols for plant
regeneration are available. This is the first report on the expression of a transgene in the

Cactaceae.
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1- INTRODUCAOQO

A palma forrageira é de importancia nas zonas aridas e semi-aridas do mundo, sendo
encontrada na Africa (Africa do Sul, Tunisia, Marrocos, Argélia, Egito), Américas (México,
Chile, Peru, Bolivia, Nordeste do Brasil, Nordeste da Argentina, Colombia, EEUU), Europa
(Ttalia, Espanha, Portugal, Turquia, e Grécia) e também na Australia. Nestes diferentes locais
seus produtos servem para varios propositos, tais como forragem para alimentagdo animal
(FELKER, 1995), biomassa para produgdo de energia (GARCIA DE CORTAZAR &
VARNERO, 1995), frutos e cladodios para consumo humano (CANTWELL, 1995), como
hospedeiro para o cultivo da cochonilha usada na produgido do carmin (FLORES-FLORES &
TEKELENBURG, 1995) e muitos outros produtos (SAENZ-HERNANDEZ, 1995).

O emprego da palma forrageira para a alimentacdo do gado € conhecido desde ha
muito tempo. Esta cactacea, originada do México (HOFFMANN, 1995) foi introduzida no
Ceara na segunda metade do século XIX (DOMINGUES, 1963). No Nordeste brasileiro, a
palma forrageira € uma cultura que ocupa hoje cerca de mais de 400.000 hectares (SANTOS
et al., 1997) e é um alimento suculento de grande importancia, sendo largamente empregada
como forragem na alimentagdo de bovinos, ovinos e caprinos (FARIAS ef al., 1984). Sua
importancia € mais acentuada nos periodos de estiagem prolongada, pois ela além de se
constituir num alimento verde, supre ainda grande parte das necessidades de agua dos animais.
Ela € um planta que desafia em grande parte as adversidades de um clima seco e calido e
prospera em meios arenosos, pedregosos, aridos e de escassa fertilidade (BRAGA, 1976;
VIETMEYER, 1986). A palma forrageira possui notaveis qualidades de rusticidade e
resisténcia que lhe permitem vegetar sob estas condicdes desfavoraveis e proporcionar ao gado

um alimento que lhe satisfaz a fome e, a0 mesmo tempo, mitiga-lhe a sede.
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A Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA) e a Universidade Federal
Rural de Pernambuco tém sido pioneiras nos estudos sobre esta cultura, especialmente na
selecdo de variedades melhor adaptadas a regido, na determinagdo de técnicas de manejo € no
estudo do valor nutricional de dietas para gado, tendo a palma forrageira como base (SANTOS
et al., 1997). O Professor Obed Jeronimo Viana, da Universidade Federal do Ceara, deu
importantes contribuigdes ndo s para a disseminagdo da cultura no Estado, como também

para o desenvolvimento de técnicas de manejo e propagagdo das variedades cultivadas.

1.1 - Biologia, Utilizaciio e Importincia da Palma Forrageira

A palma forrageira, Opuntia ficus-indica (L.) Mill., pertence a sub-familia
Opuntioideae, familia Cactaceae. E uma planta suculenta arborescente de até 5 m de altura,
com juntas achatadas elipticas chamadas de cladodios, os quais possuem aréolas dispostas em
séries espiraladas (SCHEINVAR, 1995).

Alguns aspectos ecofisiologicos, anatdmicos, taxonémicos e bioquimicos relacionados
com a adaptagdo da palma forrageira as condi¢des aridas e semi-aridas tém sido estudados. Na
epiderme, o niimero de estdmatos por mm” é entre 10-30 nas Opuntia spp. quando comparado
com 100-300 em folhas de plantas C; e C4 (NOBEL, 1995). Nessas espécies (plantas CAM) a
epiderme € coberta por uma camada protetora de cuticula que tem geralmente 10-50 um de
espessura, quando tipicamente € de 0,2 — 2 um de espessura em folhas de plantas C; e Cq4
(NOBEL,1995). As c€lulas do clorénquima contém vacuolos capazes de ocupar 90% ou mais
do volume das células; nestes vaciolos o balango entre cations e anions € alcangado através
da sintese de uma grande quantidade de acidos organicos (acido malico) e outros compostos
(OLIVARAS & AGUIAR, 1996; MEYER & POPP, 1997, CHEFFINGS et al., 1997).

A suculéncia da palma forrageira estd relacionada com um alto nivel de
compartimentalizagdo morfologica e a presenga de mucilagem nos cladédios. Estes variam de
1 a 5 cm de espessura e possuem diferentes niveis anatomicos. O clorénquima apresenta 15 —

40 camadas de células que representam de 2 —5 mm de espessura do cladédio. Estas células




sdo vacuoladas, possuem atividade fotossintética e armazenam agua. Durante a seca, a agua €
preferencialmente perdida do parénquima permanecendo agua estocada no clorénquima,
possibilitando assim uma continua atividade fotossintética. (GOLDSTEIN ef a/.,1991, WANG
etal., 1997).

A mucilagem produzida pela células mucilaginosas € particularmente comum nas
Opuntia spp., onde estudos quimicos demonstraram que ela € um polissacarideo complexo,
contendo arabinose, galactose, xilose, ramnose e acido galacturonico (McGARVIE &
PAROLIS, 1981). As moléculas de agua presentes nas células mucilaginosas se ligam aos
residuos de agucar das moléculas de mucilagem (hidrofilicas), favorecendo o estado de

hidratagdo do cladodio (TRACHTENBERG & FAHN, 1981).

A palma forrageira apresenta o metabolismo acido crassulaceo (CAM), cuja principal
caracteristica € a separagdo temporal e controle diferencial das duas maiores enzimas de
carboxilagdo, a carboxilase do fosfoenol piruvato (PEPC) e carboxilase-oxigenase da ribulose
bifosfato (Rubisco). A seqiiéncia temporal do metabolismo CAM pode ser dividida em 4
fases, tomando-se como base o comportamento estomatal (BORLAND & GRIFFITHS, 1997,
CUSHMAN & BOHNERT, 1997). Na fase I, durante a noite, os estdmatos permanecem
abertos e a PEPC catalisa a fixagdo do CO; atmosférico em PEP, resultando na sintese de
acido malico e sua posterior acumulagdo no vacuolo, esta fase é acompanhada de uma
diminui¢do no estoque de carboidratos. No final do periodo noturno, o incremento em acido
malico observado no vacutolo e no citosol inibe, paulatinamente, a atividade da PEPC e a
fixagdo do CO; atmosférico, via PEPC, torna-se cada vez mais lenta. A fase I, que se inicia
no alvorecer, pode ser considerada como de transi¢do: gradual fechamento dos estomatos,
diminui¢do da atividade da PEPC e inicio do aparecimento da atividade da Rubisco,
resultando em produtos da fotossintese tipicos de plantas C; e C4. Durante o dia (fase III) os
estdmatos permanecem fechados, o acido malico acumulado durante a noite sofre
descarboxilagdo e o CO; produzido é refixado em ribulose-1,5-bifosfato em uma reagdo
catalisada pela Rubisco, ou seja: via ciclo de Calvin. Os produtos desta fixagdo sdo os mesmos
das plantas C; e durante esta fase observa-se aumento no estoque de carboidratos. No final do

dia (inicio da noite), os teores internos de CO, declinam e os estdmatos comegam a se abrir,




gradualmente, iniciando-se um novo periodo de transi¢do, que e a fase IV, caracterizada por:
gradual abertura dos estomatos, declinio na atividade da Rubisco, incremento na atividade da
PEPC e produtos da fotossintese semelhantes aqueles tipicos de plantas C; e C4. O ciclo fecha-
se quando os estomatos estdo abertos e a fixacdo do CO, atmosférico deixa de se fazer via

ciclo de Calvin e passa a ser feita via PEP/PEPC.

A multiplicag@o da palma forrageira pode ser sexual ou assexual; quando sexual (por
sementes), apresenta problemas tais como baixa taxa de germinag@o das sementes, segregacao
genética, longa fase juvenil e crescimento lento das plantulas. A unidade de propagagdo
assexual € o cladédio maduro, onde estdo as aréolas que contém tecidos meristematicos
capazes de produzir brotos, flores ou raizes (MONDRAGON-JACOBO & PIMIENTA-
BARRIOS, 1995). A propagagdo clonal ¢ usada tradicionalmente quando se deseja uma
plantacio em larga escala. O problema pratico € a obtengdo de grande quantidade de
propagulos que garantam uma plantagdo uniforme. A propagacdo clonal da palma forrageira
poderia ser facilitada pela disponibilidade de técnicas de cultura de tecidos, que garantissem o

suprimento do nimero necessario de propagulos, geneticamente homogéneos.

Estudos realizados sobre a composi¢do quimica da palma forrageira cv. Gigante
mostram que os cladodios possuem em média 93 % de agua, 0,7 % de matéria seca, 5,3 % de
proteina bruta da matéria seca, 11 % de fibra bruta da matéria seca, 75 % da digestibilidade in
vitro da matéria seca, 2,78 % de calcio da matéria seca, 0,13 % de fosforo da matéria seca,
2,11 % de potassio da matéria seca € 29, 5 % de carboidratos soluveis da matéria seca
(SANTOS et al., 1997).

Um dos fatores limitantes na utilizagdo da palma forrageira é o baixo consumo de
matéria seca pelo animal, devido a elevada quantidade de agua que possui. O baixo teor de
proteina € outro fator limitante do uso exclusivo da palma como forragem, dai porque a palma
deve ser suplementada com outros alimentos que sejam ricos em proteinas, a fim de aumentar
tanto o teor nutricional da dieta, como o consumo de matéria seca pelo animal (FARIAS ez al.,

1984; SANTOS et al. 1997).




1.2 - Cultura de tecidos da palma forrageira

A morfogénese é conseqiiéncia dos processos integrados de divisdo e diferenciacgdo
celulares. Tais processos dependem de certos sinais, endogenos e exogenos € outros, que
agindo direta ou indiretamente ao nivel genético, desencadeiam processos especificos de
expressdo génica, € como conseqiiéncia, alteragdes bioquimicas e metabolicas diversas. As
células vegetais tém a potencialidade de regenerar novas plantas, desde que submetidas a
tratamentos adequados. Esta potencialidade pode ser explorada através de diversas técnicas de
cultura de tecidos, tais como cultura de protoplastos, cultura de meristemas, embriogénese
somatica, organogénese direta e indireta, etc. Estas técnicas estdo sendo utilizadas
rotineiramente para a regeneragdo de espécies de importancia econdmica, inclusive de plantas
cultivadas no Nordeste brasileiro, tais como: feijdo-de-corda (BRAR ef al., 1999), sorgo

(ZHONG et al., 1998), algoddo (MORRE et al., 1998) e mandioca (LI ef al., 1998).

O numero de cactaceas para as quais existem métodos de cultivo in vitro € ainda muito
limitado (CLAYTON et al., 1990, FAY & GRATTON, 1992). Os tnicos exemplos de
regeneragdo, via organogénese, a partir de calos € o trabalho de OLIVEIRA et al. (1995) com
Cereus peruvianus. Os unicos exemplos de regeneragdo de plantas via embriogénese somatica
sdo os trabalhos de INFANTE (1992) com Medioccactus coccineus ¢ STUPPY & NAGL

(1992) com Ariocarpus retusus.

Algumas espécies do género Opuntia foram micropropagadas através da proliferagio
de gemas axilares. Opuntia amyclaea foi propagada em meio MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962) contendo 5 % de sacarose, 0,8 % de agar e suplementada, quando para indugdo de
brotos, com BA a 22 mg/L e com IBA a 10 mg/L, quando para indugdo de raizes
(ESCOBAR et al., 1986), Opuntia basilares foi propagada em meio MS contendo 5 % de
sacarose, 0,8 % de agar, suplementado com BAP a 5,0 mg/L, quando para indugio de brotos
e com ANA a 10 mg/L, quando para enraizamento (MAUSETH, 1979).

O controle hormonal da organogénese em cactaceas tem sido muito pouco estudado.
Neste sentido, os unicos trabalhos disponiveis na literatura, sdo aqueles publicados por
MAUSETH (1976, 1979) e MAUSETH & HALPERIN (1975), que estudaram os efeitos de




alguns reguladores de crescimento no desenvolvimento de meristemas apicais caulinares de
Opuntia polyacantha, aplicando posteriormente as informacgdes obtidas para obter a

micropropagacio desta espécie.

Em relagdo a palma forrageira, o unico exemplo encontrado sobre a aplicagdo de
técnicas de cultura de tecidos, foi o trabalho de MOHAMED-YASSEEN ef al. (1995), que
descreve um método para propaga¢do em massa de um cultivar americano da palma
forrageira, via proliferagdo de gemas axilares. Estes autores determinaram que a indugdo do
crescimento e desenvolvimento das gemas axilares era melhor promovida pela adi¢gdo ao meio
de cultura de BA a 2,0 mg/L e ANA a 0,1 mg/L, respectivamente. O enraizamento foi melhor

promovido pela adi¢do ao meio de cultura de IBA a 2,0 mg/L.

1.3 - Transformacio Genética

Até meados dos anos oitenta, o unico método confiavel para a obtengdo de plantas
transgénicas era aquele baseado na utilizagdo de Agrobacterium tumefaciens. O fato de que
nem todas as espécies de plantas eram infectadas por esta bactéria, motivou o
desenvolvimento de pesquisas visando ampliar a faixa de hospedeiros desta bactéria. Além
disso, passou-se a pesquisar métodos alternativos de transformagdo genética, que fossem
aplicaveis indiscriminadamente a todas as espécies vegetais. Atualmente, a disponibilidade de
uma ampla gama de métodos de transformagdo genética, tem propiciado um aumento
extremamente rapido do nimero de espécies para as quais a integragdo estavel de um gene

estrangeiro tem sido demostrada.

O sucesso no desenvolvimento de métodos de transformagdo genética de plantas,
realgou a necessidade da realizagdo de estudos que permitissem ao pesquisador um controle
estrito sobre a magnitude do padrio de expressdo espacial e temporal do transgene.
Atualmente varias seqiiéncias reguladoras (promotores) que conferem diferentes modelos de
expressdo, estdo bem caracterizadas e estdo disponiveis para serem utilizadas em estudos de

expressdo génica em sistemas homologos ou heterdlogos.




Os genes chamados coletivamente de genes marcadores de sele¢do, ou simplesmente
genes marcadores, que conferem as células transformadas a capacidade de sobreviverem na
presenca de substancias quimicas toxicas, permitindo assim distinguir células transformadas
das ndo transformadas, sio de importincia fundamental na biotecnologia de plantas
(SCHROTT, 1995). Nos periodos iniciais da engenharia genética de plantas, as unicas
categorias de genes marcadores disponiveis eram aqueles que conferiam resisténcia a
antibidticos. Todavia, preocupagdes relacionadas com a possibilidade de que a presenga de
tais genes em plantas transgénicas podesse favorecer a disseminag@o destes genes entre a flora
intestinal normal dos organismos que se utilizam destes alimentos, levou a criagdo de uma
nova geragdo de genes marcadores, alguns dos quais tém produtos génicos que conferem
resisténcia a herbicidas (DROGE ef al., 1992). Preocupagdes desta natureza levaram ainda ao
desenvolvimento de tecnologias que permitem a inativagdo destes genes ou mesmo sua
eliminagdo em plantas transgénicas (YODER & GOLSBROUG, 1994). Atualmente, uma
grande variedade de genes marcadores esta disponivel, sendo os genes mprll, Apt e bar os
mais utilizados. O gene mprll codifica para a fosfotransferase da neomicina, a qual detoxifica
compostos aminoglicosidicos, como o antibiético canamicina (KLEE ef al., 1987). O gene hpt
codifica para a enzima fosfotransferase da higromicina, a qual detoxifica o antibidtico
higromicina B (WILMINK & DONS, 1993). O gene bar codifica para a enzima
acetiltransferase da fosfinotricina (PAT) que confere ressiténcia a fosfinotricina (herbicida
sistémico); a fosfinotricina inibe a sintese da glutamina, provocando acimulo de amdnia, desta

forma matando a célula (DROGE et al., 1992).

Uma outra categoria de genes muito 1til na biotecnologia de plantas é a dos chamados
genes marcadores reporteres, ou simplesmente genes reporteres. Ao contrario dos genes
marcadores de selecdo, os genes reporteres nao conferem resisténcia a agentes quimicos que
inibem o desenvolvimento da planta. Sua utilidade reside no fato de o proprio produto destes
genes ou entdo produtos da agdo enzimatica de seu produto génico, permitirem avaliar fatores
bidticos e abidticos que sdo relevantes para determinar o padrdao espacial e temporal de
expressdo génica que € conferida por um dado promotor. Atualmente, o gene widA que
codifica para a enzima B-glucuronidase (GUS), por sua simplicidade, flexibilidade e

sensibilidade, ¢ amplamente utilizado como gene reporter (JEFFERSON et al., 1987). O
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produto da ag¢do da GUS sobre seus substratos (4-cloro-3-indolil- B-D-glucuronideo ou
simplesmente X-gluc, p-nitrofenil B-D-glucuronideo e 4-metilumbeliferil-B-D-glucuronideo
ou simplesmente MUG) podem ser determinados histoquimicamente (X-gluc),
fotometricamente (p-nitrofenil B-D-glucuronideo) ou fluorimetricamente (MUG). A hidrolise
de X-gluc pela GUS resulta num produto intermediario incolor e este intermediario sofre
depois uma dimerizagdo oxidativa, resultando na formagdo de cristais azuis que sdo visiveis
sob o microscopio oOptico (GUIVARCH et al., 1996). A hidrolise do p-nitrofenil B-D-
glucuronideo pela GUS resulta na formagdo de p-nitrofenol (pNP), um produto amarelado que
pode ser quantificado fotometricamente (JEFFERSON e al., 1986). A hidrolise do MUG pela
GUS resulta na formagdo de acido glucurénico e 4-metilumbeliferona (4-MU) que apresenta
fluorescéncia em pH alcalino (JEFFERSON et al., 1987).

No passado, o gene que codifica para a enzima acetiltransferase do cloranfenicol (gene
CAT) era amplamente utilizado como gene reporter. Contudo, a demonstragdo da presenga de
atividade CAT endbégena em plantas, fez com que este gene perdesse a preferéncia dos
cientistas, sendo substituido pelo gene widA. Atualmente, uma nova geracdo de genes
reporteres esta sendo desenvolvida. Um dos exemplos € o gene que codifica para a GFP (do
inglés green fluorescent protein), isolado do organismo marinho Aequorea victoria
(BEETHAM et al., 1999). A GFP é uma molécula reporter que pode ser utilizada para
monitorar in vivo tanto a expressdo génica, quanto a localizagdo da proteina. A GFP fluoresce
quando exposta a luz ultravioleta ou a luz azul, diferentemente de outros reporteres
bioluminescentes que requerem proteinas adicionais, substratos ou cofatores para emitir luz. A
fluorescéncia da GFP ¢ estavel, independente de espécie, e pode ser monitorada ndo-

invasivamente em células vivas (SULLIVAN & KAY, 1998).

Os métodos de transformagdo genética nos vegetais podem ser diretos ou indiretos. No

método indireto, o sistema de transferéncia Agrobacterium _tumefaciens/planta se da pela

capacidade desta bactéria de transferir ao cromossoma da célula vegetal a regido do T-DNA
contida no seu plasmidio Ti ( do inglés tumor inducing). O T-DNA € delimitado por
seqiiéncias repetidas de 25 pb (extremidade esquerda e direita), as quais s@o reconhecidas por

enzimas de restri¢do, codificadas a partir de outros genes presentes no plasmidio Ti, na regido




vir (viruléncia). A indugdo dos genes da regido vir € causada pela presenca de compostos
fenolicos e monossacarideos liberados pelas células da planta em resposta a um ferimento
(KORTE, 1997). Nos experimentos de transformagao, as cepas de Agrobacterium tumefaciens
utilizadas apresentam um T-DNA “desarmado”, onde os genes oncogénicos ou originais sdo
deletados e substituidos por genes de interesse (DE BLOCK, 1993). Dessa forma, todo o
material genético contido entre as bordas esquerda e direita sera transferido para a célula
vegetal e integrado no seu genoma. Um dos fatores que limitam a ampla aplicabilidade deste
método € o fato de que algumas espécies de plantas serem recalcitrantes a transformag@o por
Agrobacterium tumefaciens (DE CLEENE & DE LEY, 1976, PORTER, 1991; HANDEL et
al., 1997).

Os métodos diretos de transformagido freqiientemente utilizados sdo a eletroporagéo, a
microinje¢do e o bombardeamento de particulas. A eletroporacio, utiliza um campo elétrico
de alta voltagem por curtos periodos de tempo, permitindo permeabilizar (reversivelmente) a
membrana celular, induzindo a entrada do plasmidio vetor nos protoplastos (WU &
SHIMAMOTO, 1995). Em alguns casos a transformagdo por eletroporacédo ¢ facilitada se os
protoplastos foram submetidos a tratamento quimico prévio com agentes quimicos, tais como:
polietileno glicol (PEG), polivinil alcool (PVA) ou DEAE - dextran. Estes compostos
aumentam a permeabilidade da membrana plasmatica do protoplasto, facilitando a
transferéncia de DNA exo6geno. O uso de lipossomas (DNA encapsulado em vesiculas de
lipidio) € uma alternativa para evitar a degradagdo do DNA por nucleases (CABOCHE, 1990).
Estas vesiculas sdo utilizadas na transformagdo direta de protoplastos ap6s um tratamento com
PEG ou outros polications. O inconveniente deste método € a baixa freqiéncia de
transformagdo. A utilizagdo dessas técnicas de transformagdo, pressupde a disponibilidade de
métodos eficientes para a obtengdo de protoplastos viaveis e, idealmente, de métodos para a

regeneracdo de plantas a partir destes protoplastos.

A microinjecio ¢ um método fisico que permite a introdugdo de DNA ou de qualquer
tipo de molécula em células vegetais isoladas. Ela consiste na introdugdo do DNA através de
micropipeta, diretamente no nucleo ou citoplasma de um protoplasto isolado (NEUHAUS &

SPANGENBERG, 1990). Esta técnica € onerosa e requer equipamento especial.
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O bombardeamento de particulas ¢ um método de transformagdo direta que esta
alcangando grande popularidade, especialmente por se constituir numa alternativa ao problema
associado com a recalcitrancia de algumas espécies de plantas de serem infectadas por A.
rumefaciens (KLEIN et al., 1987). Este método consiste na utilizagdo de microprojéteis (0,2 a
4 um de didmetro) cobertos com moléculas de DNA e que sdo acelerados a altas velocidades
(superiores a 1.500 Km/h). Tem-se demonstrado que as particulas (de ouro ou tungsténio)
atravessam a parede e a membrana celulares de maneira ndo letal, alojando-se aleatoriamente
nas organelas celulares. Posteriormente, o DNA ¢ dissociado das particulas pela agdo do
liquido celular e integrado no genoma nuclear do organismo receptor. A aceleragdo das
particulas requer membrana carreadora e pode ser gerada por explosdo quimica (SANFORD et
al., 1987), por descarga de hélio a alta pressdo (SANFORD et al., 1991;) ou por aceleragéo
elétrica (McCABE ef al, 1988). Em outros casos as microparticulas, sem membrana
carreadora, sdo diretamente aceleradas em forma de aspersdo (SAUTTER ez al., 1991: FINER
etal., 1992; MAHN 1996).

O sistema de propulsdo do gés hélio a alta pressdo PDS 1000-He (Figura 1) ¢ um dos
sistemas comerciais mais utilizados atualmente na transformag¢do de plantas através do
bombardeamento de particulas. Neste sistema, uma cdmara de alta pressdo de gas hélio €
pressurizada e o regulador de gas € ajustado para a pressdo desejada. Para liberar a onda de
choque, uma valvula solenodide elétrica € ativada, fazendo com que uma agulha seja
energizada e deslocada contra a(s) membrana(s) de ruptura (deve ser utilizada uma membrana
para cada 300 psi de pressdo de gas hélio, onde um psi = 6898 kPa). Uma vez liberada a onda
de choque, a agulha que possui um disco de borracha em sua base € deslocada, ocorrendo a
vedacdo da cdmara de alta pressdo, permitindo uma precisa liberagdo do gas requerido. A
membrana carreadora ¢ uma outra membrana de Kapton, que deve ser montada no suporte de
membrana. A onda de choque expandida carrega a membrana carreadora contendo as
microparticulas cobertas com DNA na direg¢do da tela de retengdo. A tela retém a membrana
carreadora, permitindo que as microparticulas continuem na diregdo do material a ser
bombardeado, o qual deve estar colocado em condi¢des de vacuo parcial, para reduzir a forga
aerodinamica exercida sobre as microparticulas durante seu deslocamento, minimizando a

desaceleragio (RECH & ARAGAO, 1998).
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FIGURA 1 — A) Acelerador de particulas PDS — 1000/He: cv — cdmara de vacuo; m — suporte

do macrocarreador; h — entrada de hélio. B) Esquema do acelerador de particulas.
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A aplicagdo a palma forrageira das técnicas de transformagdo genética e expressdo de
transgenes, esta a depender do desenvolvimento de protocolos para o cultivo in vitro e para a
transformag@o integrativa desta espécie, seja por métodos diretos ou indiretos. Portanto,
pretende-se com este trabalho: a) estabelecer protocolos para o cultivo in vitro da palma
forrageira ou seja: (1) micropropagagéo por proliferacdo de gemas axilares; (2) regeneragdo de
plantas a partir do cultivo de meristemas apicais caulinares isolados; (3) regeneragdo de
plantas via embriogénese somatica;, (4) inducdo e estabelecimento de cultura de calos e

suspensdo celular e (5) isolamento e cultura de protoplastos. b) Estabelecer protocolos de

transformag@o da palma forrageira, via bombardeamento de micro-particulas.
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Material Vegetal

Todos os explantes da palma forrageira (Opuntia ficus-indica (L.) Mill. cv. Gigante)
utilizados nestes estudos foram obtidos a partir de segmentos de cladodios coletados em uma
plantagdo comercial no municipio de Madalena, Ceara ou a partir de plantulas obtidas pela

germinagdo de sementes colhidas de frutos maduros, na mesma localidade.

2.2 — Microorganismos, Plasmideos e Iniciadores para PCR

As cépas de Escherichia coli utilizadas neste estudo foram JM109 (YANISCH-
PERRON et al.,1985) e RK2013 (FIGURSKE & HELINSKI 1979), enquanto que a de
Agrobacterium tumefaciens foi a LBA4404 (HOEKEMA et al.,1983).

Os plasmideos usados neste estudo foram pNG, pFF19G (MAHN 1996) e
pPARGUSH (LANDSMANN et al., 1988) e os seus mapas de restrigdo constam das Figuras
2,3e4.

Os iniciadores (primers) para a amplificagdo por PCR dos genes gus, nptll e tet, foram
sintetizados pela empresa MWG-BIOTECH GmbH.(Ebersberg, Alemanha).

2.3 - Reagentes ¢ Enzimas

O nome e a procedéncia dos reagentes e enzimas mais importantes utilizados neste

trabalho constam da Tabela 1.
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35S enh
35S prom

FIGURA 2 - Mapa de restrido do plasmidio pNG, que contém os genes uidA (gus) com

intron e nptll, ambos sob controle do promotor 35S do CaMV (35S Prom), amp = resisténcia a

ampicilina.
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FIGURA 3 - Mapa d i¢3 idi
pa de restricdo do plasmidio pFF19G, que contém o gene uidA (gus) sob o

control
¢ do promotor 35S do CaMV, amp - resisténcia & ampicilina




Bam HI

Eco Rl
(Hpa l) Sac |
Bam HlI
Eco RV Par Hind Il
~— . Bam HI
No

p222-201.3PH
Hind 1! (PPARGUSH) o ]
Bam HI
Sac | © 16,8 Kb
Eco Rl v (S
tet Eco RV

FIGURA 4 - Mapa de restrigao do plasmidio pPPARGUSH, que contém o gene uidA (gus) sob
o controle do promotor Par e o gene nprll sob o controle do promotor Nos. RB e LB sic as
extremidades direita e esquerda respectivamente do T-DNA, amp = resisténcia a ampicilina,

1et = resisténcia a tetraciclina.




TABELA 1 — Relagdo de reagentes e enzimas utilizados e suas procedéncia

REAGENTES

PROCEDENCIA

Cinetina

Benzil adenina

Acido indolacético
Acido 2,4-diclorofenoxiacético
Acido absciciso

Acido giberélico
Picloran

Mistura basal de sais MS
Agar

Sacarose

Mistura de vitaminas MS
Hemicelulase

Pectinase

Canamicina

Claforam (Cefatoxina)
EcoRI

Eco RV

Hind 111

Bam H1

Tetraciclina

Rifampicina

Ampicilina
4-Nitrofenil-f3-D-glucuronideo
Reagente de Bradford

5-bromo-4-cloro-indolil-B-D-glucuronidase

Sigma Chem. Co., St. Louis, MO, USA
Sigma Chem. Co., St. Louis, MO, USA
Sigma Chem. Co., St. Louis, MO, USA
Sigma Chem. Co., St. Louis, MO, USA
Sigma Chem. Co., St. Louis, MO, USA
Sigma Chem. Co., St. Louis, MO, USA
Sigma Chem. Co., St. Louis, MO, USA
Sigma Chem. Co., St. Louis, MO, USA
Sigma Chem. Co., St. Louis, MO, USA
Sigma Chem. Co., St. Louis, MO, USA
Sigma Chem. Co., St. Louis, MO, USA
Sigma Chem. Co., St. Louis, MO, USA
Sigma Chem. Co., St. Louis, MO, USA
Serva, Heidelberg, Alemanha

Hoechst, Frankfurt, Alemanha
Boehringer, Mannheim, Alemanha
Boehringer, Mannheim, Alemanha
Boehringer, Mannheim, Alemanha
Boehringer, Mannheim, Alemanha
Boehringer, Mannheim, Alemanha
Boehringer, Mannheim, Alemanha
Boehringer, Mannheim, Alemanha
Boehringer, Mannheim, Alemanha

Bio Rad, Munique, Alemanha

Biomol. Hamburgo, Alemanha
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2.4 - Meios de Cultura para Bactérias
Meio LB: NaCl a 10 g/L; bacto-triptona a 10 g/L; extrato de levedura a 5 g/L. O pH do meio
foi ajustado para pH 7,0 com NaOH a SN. O meio semi-solido foi preparado pela adi¢do de

1,5% de agar.

Meio Extrato de Levedura/Manitol: extrato de levedura a 1,0 g/L; KH,PO4 a 0,5 g/L; CaCl; a
0,2 g/L; MgS042a 0,2 g/L.; NaCl a 0,2 g/L; FeCl; a 0,01 g/L; Manitol a 10 g/L; agar a 15,0 g/L.

Na preparagdo de todos os meios foi utilizada agua destilada e a esterilizagdo foi feita
em autoclave (CV-EL 10 - 12 litros, Kelomat, Austria ou AV-75, PHOENIX, Araraquara, S3o
Paulo) a 121 °C por 20 minutos. Os antibidticos necessarios foram adicionados ao meio
quando a temperatura deste, apos resfriamento, atingia valores em torno de 45 °C.

2.5 - Solucdes Estoque de Antibidticos
Tetraciclina: 10 g/ em etanol a 50 %.
Rifampicina: 50 g/l em metanol a 100 %.
Ampicilina: 10 g/L em agua destilada.

Canamicina: 25 g/L em agua destilada.

A esterilizagdo das solugdes diluidas era feita por filtragdo (filtro Millex-GS 0,22 um,
Milipore Inc., Bedford, MA, USA).
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2.6 - Cultura e Conservacio de Bactérias

As culturas bacterianas foram iniciadas em meio LB (liquido ou semi-so6lido). Para
Agrobacterium tumefaciens a incubag@o foi feita a 28 °C por 48 horas, no escuro e para
Escherichia coli, a 37 °C por 12 a 14 horas, no escuro. Para conservag@o a curto prazo (1-30

dias), as culturas bacterianas em meio semi-soélido eram armazenadas a 4 °C.

2.7 - Preparacio e Transformacio de Células Competentes de Escherichia coli

A preparagdo de células competentes de Escherichia coli (JM 109) em CaCl,, e a
posterior transformagdo destas células foram feitas segundo o método descrito por
SAMBROOK e al. (1989).

2.8 - Transformacéo de Agrobacterium tumefaciens

A transformag¢do de células de A. tumefaciens foi feita através da técnica de
conjugagdo triparental. O protocolo seguido foi o descrito por VAN DER HOEVEN (1992). A
linhagem receptora de Agrobacterium tumefaciens utilizada foi a LBA4404 e as linhagens de

Escherichia coli, doadora e de transferéncia, foram a JM109 e a RK 2013, respectivamente.

2.9 - Isolamento de Plasmideos

O isolamento de plasmideos de Escherichia coli foi realizado de acordo com o
protocolo descrito por SAMBROOK ef al. (1989), enquanto que para os plasmideos de
Agrobacteriun tumefaciens usou-se o protocolo descrito por VAN DER HOEVEN (1992). A
integridade dos plasmideos foi verificada por analise de restrigado (SAMBROOK ef al., 1989).
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Os cladodios retirados das plantas maduras foram seccionados transversalmente em
duas metades e postos a sombra por aproximadamente dez dias, apos o que foram plantados
em recipientes de plastico (20 litros) cheios de areia lavada, umedecida com a solug@o de sais
do meio de cultura MS. Os cladodios jovens (5 a 8 cm) obtidos destes explantes foram
utilizados para os experimentos de micropropagagdo. A utilizagdo destes cladodios era
precedida de tratamento por 10 minutos em hipoclorito de sodio a 1,5 % (v/v), e de 3 lavagens

em agua destilada estéril.

Sementes obtidas de frutos maduros foram embebidas em agua por aproximadamente
21 dias, escarificadas manualmente (cortes no tegumento) e semeadas em recipientes de isopor
(30 x 20 x 3 cm) cheios de areia lavada, umedecida com a solugdo de sais do meio de cultura
MS. Apos alcangarem cerca de 1,0 cm as plantulas obtidas a partir destas sementes foram
lavadas em agua corrente, transferidas para frascos de vidro de 250 ml contendo hipoclorito de
sodio a 1,5% (v/v) e ai deixadas por 10 minutos e em seguida lavadas trés vezes com agua
destilada estéril. Os apices caulinares e cotilédones destas plantulas foram utilizadas como

explantes em diversas etapas deste trabalho.

2.10.1 - Micropropagacio pela Proliferacio de Gemas Axilares

Os meios para indugdo, crescimento, proliferacio ¢ enraizamento consistiam do
meio MS completo (MURASHIGE & SKOOG, 1962) suplementado com 5% de sacarose,
regulador(es) de crescimento (Tabela 2) e solidificado com 0,8% de agar. Todos os meios
foram autoclavados a 121 °C por 15 minutos. A incubagdo dos explantes foi feita em camara
de germinac¢do (Rumed, Modelo 1200, Rubarth Aparelhos, Hannover, Alemanha ou do tipo
B.0.D., modelo MA 403, Marconi, Piracicaba, Sdo Paulo) mantida a 28 + 2 °C, com 16 horas

de fotoperiodo.
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TABELA 2 - Diferentes concentragdes de reguladores de crescimento nos meios de indugéo,

crescimento, proliferagio e enraizamento de plantas da palma forrageira (Opuntia ficus-

indica) cv. Gigante.

Reguladores do Concentragdo no meio de cultura (mg/L)
Crescimento Indugdo Crescimento Proliferagédo Enraizamento
BAP 0,5 0,5 0,5 -
| 1.0 1,0 1,0 :

2,0 = -

IAA 0,0 0,0 0,0 0,0
0,10 0,1 0,25 5,0
0,25 0,25 0,5 10,0
0,5 0,5 - 15,0

- 1,0 , -

GA3 0,0 - 0,0 -

0,05 0,05 -

>
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Apos a excisdo, sob condigdes assépticas, as aréolas de cladodios jovens foram
transferidas para placas de Petri (15 x 90 mm), contendo 30 ml do meio de inducio de brotos
(Tabela 2). Apos 3 ou 4 semanas, quando os brotos mediam aproximadamente lcm, estes
foram transferidos para frascos de vidro (65 x 90 mm) contendo 20 ml do meio de
crescimento (Tabela 2), onde permaneceram de 3 a 4 semanas. ApoOs este periodo, os brotos
mediam de 3 a 4 cm. Estes brotos foram utilizados como explantes para proliferagdo das
gemas axilares. Destes explantes, foram retirados o apice caulinar e a base, os quais foram
seccionados longitudinalmente em duas metades iguais, que por sua vez foram seccionadas
transversalmente em trés partes de igual tamanho. Estes explantes secundarios foram
transferidos para placas de Petri (15 x 90 mm) contendo 30 ml do meio de proliferacio
(Tabela 2). Apés 3 ou 4 semanas, quando os brotos mediam cerca de 1,0 cm, foram
transferidos para frascos de vidro (65 x 90 mm) contendo 20 ml do meio de crescimento.
Estes brotos foram utilizados como explantes para mais um ciclo de propagagdo ou,
alternativamente, transferidos para frascos de vidro (65 x 90 mm), contendo 20 ml do meio de
enraizamento (Tabela 2), onde permaneceram por aproximadamente um més. As plantas
enraizadas foram retiradas dos frascos, lavadas em agua corrente para eliminar o excesso de
meio e transferidas para copos de plastico (70 x 80 mm) contendo areia lavada umedecida com
solucdo de sais do meio MS, cobertas com frascos de vidro (65 x 90 mm) e mantidas por 15 a
20 dias na camara de crescimento (28 + 2 °C, com 16 horas de fotoperiodo). Apos este

periodo, os frascos de vidro foram retirados e as plantas transferidas para casa de vegetagéo.

2.10.2 - Regeneracio da Palma Forrageira pelo Cultivo de Meristemas Apicais

Caulinares

Meristemas apicais (0,5 a 0,8 mm) desprovidos de primérdios foliares visiveis foram
isolados a partir de apices caulinares de plantulas com aproximadamente 21 dias apds a
semeadura. A retirada dos meristemas foi realizada sob condigdes assépticas em camara de
fluxo laminar (HB 2448, Heraus Instr., Hannover, Alemanha ou HLFS 12, Veco Ind. e Com.,
Campinas, Sdo Paulo), utilizando-se lupa com aumento de 16x (Stemi 2000-C. Zeiss DRC,

Oberkochen, Alemanha). Apos o isolamento, os meristemas foram imediatamente transferidos
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para placas de Petri (15 x 90 mm) contendo 30 ml do meio de indu¢éo do desenvolvimento de
meristemas. Este consistiu de meio MS completo, suplementado com sacarose 5% e diferentes
concentragdes € combinagdes de BA (0,0; 0,1; 0,5; 1,0 e 2,0 mg/L), IAA (0,0; 0,25 ¢ 0,5
mg/L) e GA; (0,0; 0,1 e 0,5, mg/L) e solidificado com agar a 0,8 %. Os explantes foram
incubados a 28 + 2 °C e 16 horas de fotoperiodo. Apos alcangarem aproximadamente 1,0 cm
(2 a 3 semanas) os brotos foram transferidos para meio de crescimento e subsequentemente
para meio de enraizamento, tal como descrito no item anterior (2.10.1). Alternativamente, os
explantes retirados do meio de crescimento foram utilizados para um ou mais ciclos de
multiplicagdo, conforme descrito no item anterior. A aclimatag@o das plantas também foi feita

da mesma maneira descrita anteriormente (2.10.1).

2.10.3 - Indugédo e Estabelecimento de Calos Friaveis

Cotilédones de plantas germinadas sob as condigdes descritas no item 2.10, foram
seccionados e transferidos, separadamente, para placas de Petri (15 x 90 mm) contendo 30 ml
do meio de inducio de calos fridveis e incubados a 28 + 2 °C e escuro. Este meio consistia
do meio MS completo, suplementado com sacarose a 3% e diferentes concentragdes de 2,4-D
(0,5; 1,0; 2,5; 5,0 e 10 mg/L) e solidificado com agar a 0,8 %. Apés 4 semanas, os calos
foram separados dos explantes e aqueles de aparéncia friavel e esbranquigados foram
selecionados e transferidos para meio MS suplementado com sacarose a 3% e diferentes
combinagdes e concentragdes de 2,4-D (0,5; 2,5 e 4,0 mg/L) e cinetina (0,2 e 0,5 mg/L) e sub-
cultivados a cada 15 dias. Em cada etapa de sub-cultivo eram selecionados os calos de
aparéncia friavel, os quais foram transferidos para meio MS completo, suplementado com
sacarose a 3,0 % e diferentes combinagdes e concentragdes de 2,4-D (0,5 mg/L), cinetina (0,2
mg/L) e picloram (0,05; 0,10; 0,25 e 0,5 mg/L). Os calos de aparéncia mais friavel foram
selecionados e transferidos para meio MS completo, suplementado com sacarose a 3,0 %,
diferentes combinagdes e concentragdes de 2,4-D (0,5 mg/L), cinetina (0,2 mg/L) e picloram
(0,25 e 0,5 mg/L), bem como caseina hidrolisada a 400 mg/L. O procedimento de sub-cultivo

foi repetido até que se obtivessem populagdes de calos homogéneas em termos de friabilidade.
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O crescimento dos calos friaveis foi avaliado através de medidas do didmetro e do incremento

de peso fresco.

2.10.4 - Estabelecimento de Suspensdes Celulares

Calos friaveis (35 a 40g) foram transferidos para Erlenmeyers de 250 ml contendo 50
ml do meio liquido de indugdo de calos friaveis (item 2.9.3) e transferidos para um agitador
orbital (KS250 IKA Labortechnick, Hannover, Alemanha ou MA-375, Marconi, Piracicaba,
Sdo Paulo) a 150 rpm, assim permanecendo por 24 horas. Encerrado este periodo, a suspenséo.
foi peneirada em tela de ago inoxidavel (malha de 1,0 mm) e o material ndo retido foi deixado
em repouso por aproximadamente 45 minutos, apos o que o sobrenadante foi descartado e o
sedimento contendo os agregados celulares foi ressuspenso em inoculos de 1:5, 1:10 e 1:25
(v/v) no meio liquido de indugdo de calos fridveis em Erlenmeyers de 250 ml. As suspensdes
foram colocadas em um agitador orbital a 150 rpm e incubadas no escuro a 28 + 2 °C (agitador
orbital KS250 IKA Labortecknick, Hannover, Alemanha ou MA-375, Marconi, Piracicaba,
Sdo Paulo). Apos 3 semanas foram novamente filtradas (malhas de 60 mesh) e as células livres
e pequenos agregados celulares foram deixados sedimentar em tubos Falcon de 50 ml por 30
minutos. O crescimento das suspensdes celulares foi determinado através de medidas do peso
fresco e do volume de células empacotadas (VCE). A viabilidade das células foi determinada
através de coramento com azul de Evans (GAFF & OKONGO-OGOLA, 1971). Apés seu
estabelecimento, as suspensdes celulares foram sub-cultivadas durante a fase logaritmica de

crescimento.

2.10.5 - Isolamento e Cultura de Protoplastos

Para estabelecer o protocolo para isolamento e cultura de protoplastos, experimentos

preliminares foram elaborados com a finalidade de avaliar os efeitos do tempo de incubagdo

na solugdo enzimatica e da osmolaridade desta solugdo na densidade e viabilidade dos

protoplastos obtidos. Para tal, aliquotas de 5,0 ml da suspensdo celular, na fase logaritmica de
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crescimento, foram transferidas para Erlenmeyers de 50 ml, contendo 10 ml da solugdo
enzimatica (celulase a 1,0%, pectinase a 0,5%), preparada em solugdo de glicina a 0,3; 0,4,
0,5; 0,6; 0,7, 0,8 € 0,9 M em cloreto de calcio a 0,1 mM. As misturas de reagdo foram
incubadas a 28 °C e a cada duas horas, aliquotas foram retiradas de cada um dos frascos e
examinadas ao microscopio optico (LABOVAL 4, Zeiss DRC, Oberkochen, Alemanha) para

avaliar o grau de hidrolise das paredes celulares e a viabilidade dos protoplastos liberados.

Apos encerrado o periodo de digestdo (10 horas), adicionou-se a mistura de reagéo 5
ml de uma solugdo de glicina de concentragdo igual aquela da solugdo enzimatica e esta
mistura de reagdo foi filtrada em tecido de nylon (malha de 110 um), coletando-se o filtrado
em tubos Falcon de 12 ml. Os tubos foram centrifugados a 800 rpm por 8 minutos (Centrifuga
Sigma 302 K, rotor 11105, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Os sobrenadantes
foram descartados e o material no fundo do tubo foi lavado trés vezes, a 600 rpm por 5
minutos, com 12 ml de uma solugdo de glicina de concentragdo igual aquela usada para
preparar a solugdo enzimatica. Apos a ultima lavagem, o material no fundo do tubo foi
ressuspenso em solug@o de sacarose (0,6; 0,7; 0,8 € 0,9 M). Apos centrifugagdo a 600 rpm por
5 minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante (aproximadamente 1 ml) contendo os
protoplastos, foi transferido com uma pipeta Pasteur para tubos Falcon de 12 ml e a este foi
adicionado 1 ml da solugdo de manitol (preparada em cloreto de calcio a 0,1 mM) de
concentracdo igual a da solug@o enzimatica. Os protoplastos permaneceram nestas solugdes até
a determinagdo de sua densidade, apos o que foram transferidos para meio de cultura de
protoplastos (meio MS completo, suplementado com glicose a 0,7 M, MES a 5 mM, cinetina
a 0,2 mg/L, picloram a 0,25 mg/L, 2,4-D a 0,5 mg/L e caseina hidrolisada a 200 mg/L).

A quantificagdo dos protoplastos isolados foi feita através do uso de hemacitometro
com 0,2 mm de profundidade de campo e de um microscopio Optico invertido. ApoOs estas
determinagdes, aliquotas contendo 500 mil protoplastos por mililitro foram transferidas para
placas de Petri (15 x 50 mm) contendo 2,5 ml do meio de cultura de protoplastos (meio MS
completo, suplementado com glicose a 0,7 M, MES a 5 mM, cinetina a 0,2 mg/L, picloram a
0,25 mg/L, 2,4-D a 0,5 mg/L e caseina hidrolisada a 200 mg/L) e incubadas no escuro a

28+°C. Apos 4 ou cinco dias, foram acrescentados 2,5 ml de meio fresco. Apos a regeneragado
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da parede celular, o meio contendo os protoplastos foi transferido para placas de Petri (15 x 50
mm) contendo 0 mesmo meio acrescido de agar 0,8%, para a formagdo de microcalos. A
determinagdo da viabilidade dos protoplastos foi feita através da utilizagdo do corante azul de
Evans (GAFF & OKONG’O-OGOLA, 1971) e a regeneragao da parede celular foi visualizada
pelo uso do corante Calcofluor white (GAHAN, 1984).

2.10.6 - Embriogénese Somatica

Cotilédones de plantulas (1,0 cm de comprimento) germinadas sob as condigdes
descritas no item 2.10, foram seccionados longitudinalmente em duas metades e estas
transferidas para placas de Petri, com o lado do corte em contacto com o meio de indu¢io de
embrides somaticos. Este meio consiste do meio MS completo, suplementado com sacarose a
5,0 %, diferentes concentragdes e combinagdes de cinetina (0,2 e 0,5 mg/L) e 2,4-D ( 0,5; 2,5
e 4,0 mg/L) e solidificado com agar a 0,8%. Apos trés semanas de cultivo, os calos e
estruturas pseudo-embriogénicas foram separados dos explantes e transferidos para trés tipos
de meio: meio de indugdo de embrides somaticos, meio de indugdo de embrides somaticos
sem o suplemento de reguladores de crescimento e meio MS completo, suplementado com
sacarose a 5,0 % e ABA a 0,13; 0,26 e 3,17 mg/L. Semanalmente a diferenciagdo dos

explantes em embrides somaticos foi acompanhada.
2.11 - Transformaciio Genética
2.11.1 - Transformacéio por Bombardeamento com Microparticulas
Em todos os experimentos a serem descritos sob este topico, o instrumento utilizado
para transformag@o foi o sistema PDS 1000-He (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Alemanha). Os explantes bombardeados foram meristemas apicais caulinares, calos friaveis e

segmentos de cladodios.
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2.11.1.1 - Isolamento de Plasmideos

O isolamento de plasmideos foi feito de acordo com as instrugdes constantes do kit
para isolamento de plasmideos da QIAGEN (Hilden, Alemanha). Bactérias contendo o
plasmideo relevante (pNG, pFF19G ou pPARGUSH) e cultivadas em meio LB, foram
coletadas por centrifugag@o a 4.200 rpm por 10 min e temperatura de 4°C (centrifuga Sigma
302-K, rotor 11105, Sigma Chem. Co.) e ressuspensas em 4 ml de tampao P1 (RNAse a 100
mg/ml em Tris-HCl a 50mM, EDTA 10 mM, pH 8,0) e em seguida foram adicionados 4,0 ml
da solugdo P2 (NaOH a 0,2 N e SDS a 1%). A mistura foi homogeneizada e incubada a
temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, foi adicionado 4,0 ml do tampao P3 (acetato
de potassio a 2,55 M, pH 4,8) e a mistura agitada vigorosamente e incubada em banho de gelo
por 15 minutos. Decorrido este tempo a mistura foi centrifugada a 16.000 rpm por 30 minutos
e temperatura de 4°C (centrifuga Sorvall, RC-5B, rotor SS34, Du Pont Inst., Alemanha). O
sobrenadante foi aplicado na coluna Qiagen-Tip 100, previamente equilibrada com 4 ml de
tampdao QBT (NaCl a 750 mM, MOPS a 50 mM, etanol a 15%, triton a 0,15%, pH 7,0). Em
seguida, a coluna foi lavada duas vezes com 10 ml de tampao QC (NaCl a 1M, MOPS a 50
mM, etanol a 15% e pH 7,0) e o DNA ligado a coluna foi eluido pela aplicagdo de 5 ml de
tampdo QF (NaCl a 1,25M, Tris-HCl a 50 mM, etanol a 15%, pH 8,5). O DNA foi precipitado
pela adigdo de 3,5 ml de isopropanol a temperatura ambiente e imediatamente centrifugado a
13.000 rpm por 30 minutos a 4°C (centrifuga Sorvall, RC-5B, rotor SS34, Du Pont Inst.,
Alemanha). O DNA foi entdo lavado com 5 ml de etanol 70% e centrifugado (Centrifuga
Sorvall, RC-5B, rotor SS34, Du Pont Inst., Alemanha) a 13.000 rpm por 30 minutos a 4°C,
sendo entdo o sobrenadante descartado e o precipitado seco por 5 a 15 minutos, a temperatura
ambiente quando entdo acrescentou-se 40 ml de tampdo TE (Tris-HCl a 10 mM, EDTA a 1
mM e pH 8,0). A determgr:a(;ﬁo da concentragdo de DNA nesta solugdo foi feita pela medida
da absorbancia da solugdo a 260 nm (espectrofotometro Beckmann, UV-DU 50, Miinchen,
Alemanha). Os plasmideos preparados desta maneira foram armazenados a -20 °C até sua

utilizagdo.
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2.11.1.2 - Preparacio das Particulas de Tungsténio

Na preparagdo das particulas de tungsténio, o protocolo utilizado foi o descrito por
MAHN (1996) que, por sua vez, constitui-se numa modificagdo do protocolo proposto,
originalmente, por SANFORD et al. (1991). As particulas de tungsténio (30 mg) com 1,3 um
de didmetro (particulas M20, BIO-RAD, Miinchen, Alemanha), foram transferidas para tubos
Eppendorf (1,5 ml) estéreis contendo 1 ml de etanol a 70%, agitadas vigorosamente por 20
segundos e deixadas em repouso por 10 minutos. Os tubos foram entdo centrifugados
(Centrifuga Sigma 302 K, rotor 11105, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) a 4.000
rpm por 30 segundos e o sobrenadante desprezado. Em seguida, 500 pl de agua desionizada
estéril foram adicionados e o tubo agitado vigorosamente por 10 segundos. Esta mistura foi
deixada em repouso por 10 minutos e centrifugada a 4.000 rpm por 30 segundos. O
sobrenadante foi desprezado e as particulas ressuspensas em 500 pl de glicerina a 50% e

guardadas a -20 °C até serem utilizadas.

2.11.1.3 - Recobrimento das Particulas de Tungsténio com DNA

As particulas de tungsténio recobertas com o DNA de interesse foram sempre
preparadas em quantidade suficiente para a execugdo de um unico disparo/experimento. As
particulas preparadas (9 pl), de acordo com a metodologia descrita no item 2.11.1.2, foram
transferidas para tubo Eppendorf (1,5 ml) estéril, adicionando-se em seguida 0,9 pug de DNA,
seguido de agitagdo e repouso em banho de gelo por 15 minutos. Em seguida, foram

adicionados 9 ul de CaCl2 a 2,5M e 3,6 ul de espermidina a 0,1M. A mistura foi agitada e

deixada em repouso em banho de gelo por 10 minutos, apés o que 18,2 ul de etanol a 70%
foram adicionados e a mistura centrifugada a 1.500 rpm por 5 segundos (centrifuga Sigma 302
K, rotor 11105, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi ressuspenso em 180 ul de etanol a 100% e centrifugado a 1500 rpm por 5
segundos e o sobrenadante foi mais uma vez descartado. O precipitado foi ressuspenso em 64

ul de etanol a 100% com a ajuda de um sonicador (Sonoplus HD 60, Bandelin Electronic,

Berlin, Alemanha) por 2 segundos e logo em seguida 5 pl desta suspensdo (422 pg de
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particulas) foram distribuidos na regido central da membrana carreadora, previamente
posicionada no suporte da membrana. Os discos contendo as membranas recobertas com as
particulas de tungsténio foram deixados para secar por 30 minutos em dessecador contendo

siliga-gel.

2.11.1.4 - Disparos com o PDS 1000-He

Os alvos para os disparos foram meristemas apicais isolados, se¢des de cladodios
jovens e calos friaveis. Os diferentes tipos de explantes eram colocados em placa de Petri (15
x 90 mm) sobre papel de filtro umedecido com o meio de cultura apropriado para cada
explante. Todos estes meios tiveram suas concentragdes de manitol ajustadas para 0.6 M.
Apos permanéncia de 4 horas nos meios respectivos, os explantes foram bombardeados com
dois disparos a uma pressdo de tiro (gas Hélio) de 1200 psi, a uma distancia entre a tela de
retengdo e o material a ser bombardeado de 70 mm e a um vacuo de 27 polegadas de Hg. Apos
os disparos os explantes foram transferidos para seus respectivos meios, onde permaneceram

por 24 horas, quando entdo estes tecidos foram avaliados.

2.11.1.5 - Selecio e Cultivo de Células Transformadas

Nos experimentos de transformagao integrativa de células de calos da palma forrageira,
apos os disparos e a permanéncia dos calos por 24 horas em meio de indugdo de calos friaveis,
estes foram transferidos para 0 mesmo meio suplementado com canamicina 100 mg/L. Apos
21 a 27 dias neste meio, os calos formados foram avaliados quanto a atividade especifica da -
glucuronidase. Os calos com atividade especifica da f-glucuronidase maior que 10 nmol
pNP.mg proteina” .minuto” foram subcultivados em meio seletivo. Apés 21 a 27 dias
novamente a atividade especifica da B-glucuronidase nos calos foi determinada e foram
selecionados para sub-cultivo em meio seletivo aqueles calos onde a atividade especifica da
B-glucuronidase era maior que 30 nmol pNP.mg proteina” minuto”. Apos 21 a 27 dias a

atividade especifica da B-glucuronidase nos calos foi novamente determinada e foram
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selecionados para sub-cultivo aqueles calos em que a atividade especifica da B-glucuronidase

era maior que 100 nmol pNP.mg proteina” .minuto™.

O protocolo utilizado para extragdo de DNA de calos friaveis da palma forrageira foi
baseado naquele descrito por DELLAPORTA et al. (1983). A um almofariz contendo 300 mg
de calos friaveis foram adicionados 300 pl da solugdo 1 (Tris-HCl a 100 mM, EDTA a 50
mM, NaCl a 500 mM, B-mercaptoetanol a 10 mM, pH 8,0) e estes foram macerados com a
ajuda de um pistilo, sendo em seguida a mistura transferida para um tubo Ependorf (2,0 ml) e
deixada em repouso por 5 minutos. Em seguida adicionou-se 20 pl da solug@o 2 (SDS a 20%),
sendo a mistura imediatamente incubada a 65 °C por 10 minutos. Decorrido este tempo
adicionou-se 100 pl da solugdo 3 (acetato de potassio a SM) e a mistura foi agitada
vigorosamente e incubada em gelo por 20 minutos, seguindo-se centrifugacdo a 14.000 rpm
por 10 minutos (centrifuga 5415C, rotor F-45-18-11, Eppendorf, Alemanha). A fase superior
foi transferida para novos tubos Eppendorf (2,0 ml) e a estes foram adicionados 800 pl de
isopropanol ou etanol absoluto a 4 °C e esta mistura foi incubada a -20 °C por 30 minutos. Em
seguida a mistura foi centrifugada a 14.000 rpm por 20 minutos. O precipitado foi ressuspenso
em 1,0 ml de etanol 70% frio (0°C) e centrifugado a 14.000 rpm por 3 minutos. O precipitado
produzido foi ressuspenso em 300 pl de tampdo TE e centrifugado a 14.000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo Eppendorf (2,0 ml) e a este foram
adicionados 33 pl de acetato de sédio a 3M e 900 pl de etanol a 99%, frio (0°C) e esta mistura
foi centrifugada a 14.000 rpm por 5 minutos. O precipitado foi secado a temperatura ambiente
por 1 hora e posteriormente dissolvido em 100 ml de tampao TE. A concentragdo de DNA
nesta solugdo foi estimada pela medida da absorbancia a 260 nm. Este material foi

armazenado a -20 °C até sua utilizag@o.




31

Aproximadamente 500 mg de calos friaveis foram transferidos para tubos Eppendorf

(1,5 ml) contendo 100 ul do tampio de extragdo (KH2PO4 a 50 mM, EDTA a 1 mM, Triton

X-100 a 0,1%, B-mercaptoetanol a 10 mM, pH 7,0) e alguns gréos de areia de quartzo. Os
calos foram em seguida macerados com o auxilio de um pistilo por aproximadamente 1
minuto e a mistura foi centrifugada a 14.000 rpm, a 4 °C por 5 minutos (centrifuga 5415C,
rotor F-45-18-11, Eppendorf, Alemanha). O sobrenadante foi transferido para um novo tubo
Eppendorf (1,5 ml) e utilizado para determinagdo de proteinas e, no caso dos calos

transformados, para determinacédo da atividade da GUS.

2.14 - Dosagem de Proteinas

O método utilizado para avaliagdo da concentragdo de proteinas foi aquele
desenvolvido por BRADFORD (1976). A um tubo Eppendorf (1,5 ml), contendo 2 pl do
extrato obtido tal como descrito no item anterior, adicionou-se agua desionizada até completar
um volume total da mistura de 800pul. A esta mistura foram adicionados 200 pul da solugio de
coomassie brilliant blue G-250, seguindo-se agitagdo vigorosa, repouso de 5 a 60 minutos e
medida de absorbancia da solugdo a 595 nm. A concentragdo de proteinas nos extratos foi
estimada em relagdo a uma curva padrdo de albumina sérica bovina. Esta curva padrio foi
elaborada com valores das absorvancias (595 nm) de O pg, 1 pug, 5 pg, 10 ug, 15 pg e 20 pg de
BSA.

2.15 - Estimacio Espectrofotométrica da Atividade da B-glucuronidase (GUS)

O protocolo utilizado para a determinagdo espectrofotométrica da atividade f-
glucuronidase (GUS) foi, essencialmente, o descrito por JEFFERSON ef al. (1986). Extratos
preparados tal como descrito no item 2.13, contendo 35 pg de proteina, foram colocados em

triplicata em tubos Eppendorf (1,5 ml) e o volume completado para 1,0 ml com o tampdo de
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reagdo (p-nitrofenil-B-glucuronideo a 1 mM em tampao de extragdo (item 2.13)), em seguida a
mistura foi agitada manualmente e incubada a 37 °C por tempo que variava de 0 a 60 minutos.
A reagdo era parada pela adigdo de 400 pl do tampdo de parada (2-amino-2-metil-1,3-
propanodiol a 1 M). Os valores de absorbancia a 595 nm foram utilizados para estimar a

atividade glucuronidasica.

2.16 - Ensaio Histoquimico da Atividade da 3-glucuronidase (GUS)

O protocolo utilizado para o ensaio histoquimico da atividade da B-glucuronidase
(GUS), foi essencialmente aquele descrito por JEFFERSON (1987). Este € um ensaio
qualitativo, baseado na clivagem do substrato 5-bromo 4-cloro-3-indolil-B-D-glucuronideo
(X-gluc) pela B-glucuronidase. Na presenga de oxigénio o produto da reagdo forma dimeros,
resultando na formagdo de um precipitado insoluvel de cor azul. O ensaio € desenvolvido
adcionando-se em um frasco apropriado uma quantidade de tampdo de reagdo (X-gluc a 1
mM, NapHPO4 a 115 mM, K3[Fe(CN)g] a 50 mM, K4[Fe(CN)g] a 50 mM, Triton X-100 a
0,1 N, Na2EDTA a 0,5 mM, pH 7.0) suficiente para cobrir o tecido em analise. Esta mistura é
incubada no escuro a 37 °C por 24 horas. Decorrido este tempo o tampdo de reagdo €
descartado e o tecido € tratado com etanol a 70% para extragdo de clorofila e observado sob

microscopio estereoscopio.

2.17 - Reacéo em Cadeia de Polimerase (PCR)

O protocolo utilizado para ensaio da PCR foi essencialmente aquele descrito por
DIEFFENBACH & DVEKSLER (1995). Os iniciadores (primers), utilizados nas diversas
reagdes de amplificagdo foram: (a) gene widA: 5-AAC GGC AAG AAA AAGCAGTC-3'e
5'-GAG CGT CGC AGA ACA TTA CA -3'; gene nptll: 5'-GGT GCC CTG AAT GAA CTG-
3'e 5'-TAG CCA ACG CTA TGT CCT -3'; gene fet: 5'-CGT GTT GCT AGG ATG GTT GT -
3'e 5'-CTT TGG GTC ATT TTC GGC GA-3'. As reagdes de amplificagdo foram realizadas
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num termociclador (PCR Thermal-Cycler TC-480, Perkin Elmer Cetus ), utilizando-se ciclos
de temperatura de 94, 53 e 72 °C, de acordo com as seguintes etapas:

1. Preparagdo da mistura de reagdo. Cada mistura de reagdo tinha a composi¢do descrita na
Tabela 3.

2. A mistura de reagdo era preparada em tubos Eppendorf de 500 pl. Apés a adigdo de todos
os componentes, a mistura era centrifugada a 14.000 rpm (centrifuga 5415C, rotor F-45-18-11,
Eppendorf, Alemanha) por 3 a 4 segundos e 45 pl foram transferido para um novo tubo
Eppendorf de 500 pl, ao qual era adicionado 5 ul de solugdo contendo o DNA a ser
amplificado. Esta mistura era em seguida submetida a 35 ciclos de amplificagdo sob as
condigdes descritas na Tabela 4.

3. Apos o encerramento dos ciclos de amplificag@o, a mistura de reag@o adicionou-se 10 pl de
uma solugdo de azul de bromofenol a 0,3% em tampao fosfato a 10mM, glicerina a 50%, pH
7.0. Esta mistura foi submetida a eletroforese ou, alternativamente, armazenada a -20 °C até

ser utilizada.

2.18 - Teste de Sensibilidade 3 Canamicina

A eficéacia do antibidtico canamicina em desempenhar o papel de marcador de selegdo
foi avaliada. Esta avaliagdo foi feita transferindo-se calos friaveis na fase logaritmica de
crescimento para placas de Petri contendo 30 ml do meio de inducéiio de calos friaveis (item
2.10.3), suplementado com diferentes niveis de canamicina: 0, 25, 50 e 100 mg/L. Estes calos
foram mantidos por quatro semanas neste meio € a cada 7 dias o desenvolvimento dos calos

era avaliado através da medida de diametro.

O método utilizado para avaliar a viabilidade das células da palma forrageira nas
suspensdes celulares foi essencialmente aquele descrito por GAFF & OKONG'O-OGOLA
(1971). Este teste se baseia na perda da permeabilidade seletiva da membrana plasmatica

de células mortas: a membrana plasmatica de células vivas € impermeavel ao

an R 1275534
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Reagentes Conc. Estoque  Vol. para uma amostra Concentragio final

10X tampdo PCR 10X 5ul 1X

MgCl, 25 mM 6 ul 3 mM

Nucleotideos 1,25 mM 8 ul 0,2 mM

Primer 1 10 uM 1 pl 0,2 mM

Primer 2 10 uM 1l 0,2 mM

H2O0 desionizada estéril - 23,75 ul -

Taq polimerase 10 U/ul 0,25 ul 5 U/100 ul |

TABELA 4 — Condig¢des de amplificagdo para PCR

Etapa Temperatura ( °C) Tempo (min.)
Pré-ciclo 94 3
Ciclo*: Desnaturagdo 94 1

Anelamento 53 1%
Alongamento 72 1%
Ciclo final 72 5

*35 ciclos de amplificagdo
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corante azul de Evans. Assim, quando examinadas ao microscopio apenas c€lulas mortas

adquirem colorag@o azul ap6s contacto com solug@o de azul de Evans.

Para o teste de viabilidade, uma aliquota de 50 pl da suspensdo celular ou de
protoplastos € colocada em um tubo Ependorf (1,5 ml), sendo entdo adicionado uma aliquota
de 50 ul da solugdo de azul de Evans a 0,1%, deixando-se entdo a mistura em repouso por 5
minutos. Decorrido este tempo uma aliquota ¢é retirada e transferida para um hematocitometro

(0,2 mm de profundidade) e observada num microscopio optico.

A regeneragdo da parede celular pelos protoplastos em cultura foi verificada através do
uso do corante fluorescente Calcofluor white (GAHAN, 1984). Este corante tem forte
afinidade pela celulose presente na parede celular e € excitado pela luz ultravioleta. A
determinagdo € feita incubando-se uma aliquota de 50 pul da suspensdo de protoplastos em
uma lamina de microscopio e adicionando-se em seguida uma aliquota de 50 pl da solugdo de
Calcofluor white a 0,1%. Ap0s a colocagdo da laminula sobre a amostra, a lamina € observada

em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX 60, Camara Olympus PM-20, Japon)




36

3 - RESULTADOS

3.1.1 - Micropropagacio por Proliferacio de Gemas Axilares

3.1.1.1 - Inducéo do Desenvolvimento das Gemas Axilares

O efeito da suplementagdo ao meio de cultura de reguladores de crescimento (BA, IAA
e GA;), isoladamente ou em combinagdo, sobre a indugdo do desenvolvimento de gemas
axilares presentes nas aréolas de cladoédios jovens da palma forrageira foi estudado. Apos a
excisdo das aréolas, estas foram transferidas para placas de Petri contendo meio MS completo,
mais a combinagdo relevante de reguladores de crescimento. Apds dez dias de cultura, a
freqiiéncia de indugdo do desenvolvimento das gemas foi avaliada. Os resultados obtidos estdo
mostrados na Tabela 5. Os dados apresentados indicam que a melhor combinagdo do
reguladores de crescimento para a indugdo do desenvolvimento de gemas axilares da palma
forrageira foi BA a 2,0 mg/L e IAA a 0,25 mg/L. Esta combinagdo de reguladores do
crescimento propicia 74,5 % de indug@o do crescimento dos brotos, bem superior as outras
combinagdes testadas. Apos 4 ou 5 semanas no meio com BA a 2,0 mg/L e IAA a 0,25 mg/L,
meio este agora denominado meio de indug¢do, os brotos chegam a alcancar 2,5 cm de
comprimento. Durante este periodo, ocorre uma intensa suberizagdo na base dos explantes e a

consequente diminui¢do da taxa de crescimento dos brotos.
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TABELA 5 - Efeito de BA, IAA e GA; na indugdo do desenvolvimento de gemas axilares de
cladodios jovens da palma forrageira (Opuntia ficus-indica) cv. Gigante. Todos os
experimentos foram repetidos trés vezes. A avaliagdo da inducdo do crescimento dos brotos

foi realizada ap6s 10 dias de iniciada a cultura.

Regulador do crescimento (mg/L) | Numero de | Inducdo do desenvolvimento de gemas
\ BA T1AA GA; explantes axilares (%) (Média + S.D)

0,0 0,0 0,0 75 0,0

0,5 - - 200 1,1+0,7
1,0 - - 200 13+ 04
2,0 - - 200 309+ 26
0,5 0,1 - 200 40+ 1,1
0,5 0,25 - 200 45+ 1,5
0,5 0,5 - 200 11.5 2%
0,5 - 0,05 200 0,0

1,0 0,1 . 200 418+ 29
1,0 0,25 - 200 16,6 + 0,7
1,0 0,5 - 200 35+ 03
1,0 - 0,05 200 0,0

2,0 0,1 = 200 20,0 + 3,2
2,0 0,25 - 200 74,5+ 3.7
2,0 0,5 - 200 473+ 2.8
2,0 - 0,05 200 104+ 1.5
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Para propiciar a volta do crescimento dos brotos, estes tiveram o tecido suberizado
removido e foram transferidos para um outro meio de crescimento, composto de meio MS
completo, suplementado com sacarose a 5% e diferentes combinagdes de BA e IAA. Como
mostrado na Tabela 6, a adi¢do de BA a 0,5 mg/L e IAA a 0,25 mg/L ao meio, resultou numa
taxa de crescimento dos brotos significativamente maior que a das outras combinagdes
testadas. ApOs 4 semanas neste meio, denominado a partir de agora meio de crescimento, os
brotos tinham em media 3,8 cm de comprimento. A partir deste estagio, estes brotos eram
utilizados como fonte de explante para mais um ciclo de micro-propagagdo ou,

alternativamente, eram postos em meio de enraizamento.

No caso de serem utilizados como fonte de explantes para mais um ciclo de
propagacgdo, os brotos eram seccionados tal como descrito em 2.10.1. Estes explantes
secundarios foram transferidos para placas de Petri contendo meio MS completo,
suplementado com sacarose a 5% e diferentes combinagdes de BA e IAA. Apos 15 dias neste
meio, o numero de gemas que tiveram crescimento induzido foi determinado. Como mostrado
na Tabela 7, 69,9% das gemas cultivadas no meio suplementado com BA a 1,0 mg/L, agora
denominado meio de proliferagdo, tiveram seu desenvolvimento induzido. Apos 4-5 semanas
neste meio os brotos tinham em média 2,5 cm de comprimento. Este resultado foi muito
superior aos obtidos com outras combinagdes de reguladores de crescimento. E interessante
observar que a adi¢do de IAA ao meio resultou numa diminuigdo na freqiiéncia de indugdo de
crescimento das gemas e em um grande aumento na proliferagio de calos na base dos
explantes. Os brotos que cresceram no meio de proliferacdo foram transferidos para meio de
enraizamento ou, alternativamente, utilizados para mais um ciclo de propagagdo, tal como

descrito acima. Na figura 5 estdo mostrados os estagios de desenvolvimento acima descritos.

Nos experimentos de enraizamento, foi observado que este s0 era obtido quando os
brotos mediam acima de 1,0 cm. Para o enraizamento dos brotos, estes foram transferidos para
tubos de ensaio contendo meio MS completo, suplementado com sacarose a 5% e diferentes
concentragdes de IAA. Como mostrado na Tabela 8, o meio suplementado com IAA a 5,0
mg/L, denominado agora de meio de enraizamento, propiciou a formagdo de um numero

maior de raizes que as outras concentragdes testadas. Nos meios contendo IAA a 10 mg/L ou
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TABELA 6 - Efeito de BA e IAA, no crescimento de brotos da palma forrageira (Opuntia
ficus-indica) cv. Gigante. Todos os experimentos foram repetidos trés vezes. A avaliagdo do

crescimento dos brotos foi feita 28 dias, apos iniciada a cultura.

Regulador do crescimento (mg/L) | Numero de Crescimento de brotos (cm)
BA TIAA explantes (Média + S.D.)
0.0 0,0 50 0,8+0,1
0,5 0,0 75 1,7+0,2
0,5 0,1 75 23+0,1
0,5 0,25 75 3,8+0,2
0,5 0,5 75 2,4+03
0,5 1,0 75 3,1+03
1,0 0,0 75 1,9+0,2
1,0 0,1 75 28+03
1,0 0,25 75 3,0+04
1,0 0,5 75 24+03
1,0 1,0 75 24+0,1
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TABELA 7 - Efeito de BA, IAA e GA3, no crescimento das gemas axilares de explantes
secundarios da palma forrageira (Opuntia ficus-indica) cv. Gigante. Todos os experimentos
foram repetidos trés vezes. A avaliagdo da inducdo do crescimento das gemas axilares, de

explantes secundarios, foi realizada apos 15 dias de iniciada a cultura.

Regulador do crescimento Numero Indugdo do crescimento das gemas
(mg/L) de explantes axilares
BA T1AA GA3 (%) (Media + S.D)
0,0 0,0 0,0 100 0,0
0,5 0,0 0,0 370 295+24
0,5 0,25 0,0 370 37,2+3,0
0,5 0,5 0,0 370 20,1+33
0,5 0,0 0,05 370 10,8 +2,7
0,5 0,0 0,1 370 85+3.1
1,0 0,0 0,0 370 69,9+28
1,0 0,25 0,0 370 39,5+3,7
1,0 0,5 0,0 370 30,9 +4.1
1,0 0,0 0,05 370 39,7+3,4
1,0 0,0 0,1 370 15,3+3,6




FIGURA 5 — Estagios de desenvolvimento na micropropagagio da palma forrageira (Opuntia
ficus-indica) cv. Gigante. (A) Cladodio jovem utilizado como fonte de explantes; (B)
crescimento dos brotos; (C) explantes mostrando desenvolvimento e proliferagdo de gemas

axilares; (D) plantas em casa de vegetagdo (cada barra representa 1 cm).
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TABELA 8 - Efeito de IAA no enraizamento de brotos da palma forrageira (Opuntia ficus-
indica) cv. Gigante. Todos os experimentos foram repetidos trés vezes. A avaliagdo da

indugdo do enraizamento foi realizada apos 15 dias de iniciados os experimentos.

TIAA (mg/L) Numero de explantes Numero de raizes (Media + S.D)
0 30 1
5 60 13,4 +4,4
10 60 87+53
15 60 7,1+46
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IAA a 15 mg/L, foi observado ndo apenas uma diminui¢cdo no numero meédio de raizes

formadas, como também uma drastica redugdo na taxa de crescimento dos brotos.

Ap6s alcangarem pelo menos 4,0 cm, as plantas cultivadas no meio de enraizamento
foram retiradas dos tubos de ensaio, lavadas cuidadosamente para a retirada do excesso de
meio e transferidas para copos de plastico contendo areia lavada umedecida com meio MS
completo, cobertos com frascos de vidro transparente e deixadas na cdmara de crescimento
para aclimatagdo. Decorrido este periodo os frascos de vidro foram retirados e as plantas
transferidas para casa de vegetagdo (Figura 5), onde em todos os casos se observou uma
sobrevivéncia de, pelo menos, 90%. Nao foram observadas diferencas fenotipicas entre as

plantas assim obtidas.

3.1.1.2 - Regeneracio da Palma Forrageira por Cultura de Meristemas Apicais

Caulinares

O isolamento de meristemas apicais caulinares da palma forrageira foi feito de acordo
com o procedimento descrito em 2.10.2. Plantulas obtidas pela germinagdo de sementes
(Figura 6A) foram utilizadas para a obtengdo dos meristemas. Apds seu isolamento, os
meristemas foram transferidos para meio MS completo, suplementado com sacarose a 5%,
agar a 0,8 % e diferentes combinagdes de reguladores do crescimento. Os resultados
mostrados na Tabela 9, indicam que os meios suplementados com BA a 0,1 mg/L, BA a 0,5
mg/L e BA a 0,1 mg/L mais GA3 a 0,5 mg/L, produziram os melhores resultados quanto ao
desenvolvimento e crescimento dos meristemas. Apesar de ndo ter havido diferenga, na
indugdo do desenvolvimento de meristemas apicais entre esses trés tratamentos, os brotos
crescidos no meio com BA e GA3, foram mais vigorosos. Por tanto o meio contendo BA a 0,1
mg/L e GA a 0,5 mg/L foi escolhido como o meio mais apropriado para induzir o
desenvolvimento dos meristemas e passou a ser chamado de meio de indu¢do de meristemas
apicais. E importante ainda salientar que a adi¢do de IAA ao meio, mesmo em concentragdes

baixas, resultou ndo apenas numa baixa taxa de desenvolvimento dos meristemas, como




FIGURA 6 — Regeneragao de plantas da palma forrageira (Opuntia ficus-indica) cv. Gigante, a partir
do cultivo de meristemas apicais caulinares. (A) Planta jovem utilizada como fonte de explante,
mostrando com uma seta o apice caulinar (barra representa 1 cm); (B) meristema apos isolado (barra
representa 0,5 mm); (C) meristema apos 2 (D) 4 e (E) 10 dias de cultivo no meio de indugdao do
desenvolvimento de meristemas apicais (barra representa 0,5 mm); (F) plantulas apés 28 dias de

cultivo em meio de crescimento de brotos (cada barra representa 1 cm).
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TABELA 9 — Efeito de BA, IAA e GA3, no desenvolvimento de meristemas apicais caulinares
da palma forrageira (Opuntia ficus-indica) cv. Gigante. Todos os experimentos foram
repetidos trés vezes. A avaliagdo do crescimento e desenvolvimento dos meristemas foi feita

10 dias apos iniciada a cultura.

Reguladores de crescimento Numero de Indugdo do desenvolvimento de
(mg/L) : .
BA AA GA; Explantes meristemas apicais
(%) (media + S.D)

0,0 0,0 0,0 75 0,0

0,1 0,0 0,0 75 75,7+0,2

0,5 0,0 0,0 75 84,1 +0,1

1,0 0,0 0,0 75 458+ 0,2

2,0 0,0 0,0 75 487+ 0,4

0,1 0,0 0,1 75 62,4+ 12

0,1 0,0 0,5 75 87,3 +0,7

0,5 0,0 0,1 75 48.6+23

0,5 0,0 0,5 75 573 +2,1

0,5 0,25 0,0 75 64,5+26

0,5 0,5 0,0 75 60,3 +2,4
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também levou a proliferagdo massiva de calos, os quais freqiientemente encobriram todo o
meristema. Apos 20 dias no meio de indug@o de meristemas, a taxa de crescimento dos brotos
teve uma diminuigdo sensivel, o que pode ser atribuido a uma intensa suberizag¢do na base dos
brotos e também a uma necessidade de auxina exogena. Na Figura 6 estdo mostrados
meristemas apos 2, 4 e 10 dias de cultivo no meio de indugdo, bem como, plantulas obtidas

apOs 28 dias de cultivo em meio de crescimento (item 3.1.1.1).

A partir deste estagio, 28 dias em meio de crescimento, as plantulas obtidos eram
transferidos para meio de enraizamento ou eram utilizados para micropropagacdo. Em ambos
os casos, os procedimentos utilizados foram essencialmente aqueles descritos para
micropropagag@o por proliferagio de gemas axilares (item 3.1.1.1), e os resultados obtidos

eram indistinguiveis deste.

3.1.2 - Induciio e Estabelecimento de Calos Friaveis

Para os experimentos de indug@o de calos, foram utilizados cotilédones de plantulas de
palma forrageira, seguindo o procedimento descrito em Materiais e Métodos (2.10.3)). A
indug@o de calos a partir dos explantes foi testada em meio MS completo, suplementado com
sacarose a 3,0 % e diferentes comcentr¢des de 2.4-D (Tabela 10). Nos meios contendo 2,4-D,
nas concentragdes 0,5, 1,0 e 2,5 mg/L, foi observado a formagdo de calos, sendo que os calos
de melhor aparéncia foram aqueles obtidos no meio suplementado com 2,4-D a uma
concentrag@o de 0,5 mg/L. Estes calos primarios foram transferidos para meio MS completo,
suplementado com sacarose a 3,0% e diferentes combinagdes de 2,4-D e cinetina. Apos esta
transferéncia foram selecionados os calos de melhor desenvolvimento provenientes do meio
suplementado com 2,4-D a 0,5 mg/L e cinetina a 0,2 mg/LL (Tabela 11). Estes calos
secundarios foram transferidos para meio MS completo, suplementado com sacarose a 3,0% e
diferentes combinagdes 2,4-D, cinetina e picloram. Calos de bom desenvolvimento e aparéncia
friaveis foram obtidos com mais freqii€ncia no meio suplementado com 2,4-D a 0,5 mg/L,

cinetina a 0,2 mg/LL e picloram a 0,25 mg/L (Tabela 12). Estes calos terciarios foram

transferidos para meio MS completo, suplementado com sacarose a 3,0 %, caseina hidrolisada
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TABELA 10 — Efeito de 2,4-D na indugdo de calos em explantes cotiledonarios da palma
forrageira (Opuntia ficus-indica) cv. Gigante. Todos os experimentos foram repetidos trés

vezes. A avaliagdo dos calos formados foi feita 14 dias apos iniciada a cultura.

2,4-D (mg/L) Nuamero de Calos formados (%) (Média + S.D.)
explantes | + i ,
0,5 30 0 57,6 + 4* 0 420+4
1,0 30 0 40,0 +7 10,0 +5,3 50,0 +123
2,5 30 0 0 66,6 + 5,2 333 + 1,1
5,0 30 0 0 0 100
10,0 30 0 0 0 100

\ Calos friaveis
+ Calos de aparéncia grumosa e ndo-friaveis
+ Calos compactos, facilmente oxidaveis

- Nao formaram calos ou total oxidagdo do explante

* Calos primarios transferidos para novo meio, para obtengdo de calos friaveis (Tabela 11)




TABELA 11 - Efeito de 2,4-D e cinetina, na indugdo de calos, a partir de calos primarios da
palma forrageira (Opuntia ficus-indica) cv. Gigante. Todos os experimentos foram repetidos

trés vezes. A avaliagdo na formagdo dos calos formados foi realizada apos 14 dias de iniciada

a cultura
Regulador do crescimento | Numero Calos formados
(mg/L) de (%) (Média + S.D.)
2,4-D  Cinetina explantes | + - + )
0,5 0,2 30 0 67,6 +6,6* 266+72 53+3,1
2.5 0,2 30 0 76+41 320+93 60+ 11,6
4,0 0,2 30 0 0 243 +6.8 75,3 +6,8
0,5 0,5 30 0 28,6 +10,9 51+83 20,0+72
25 0,5 30 0 295+72 243+4]1 456 +11
4,0 0,5 30 0 0 522+42 47,6 +4,1

V' Calos friaveis
+ Calos de aparéncia grumosa e ndo friaveis
+ Calos compactos, facilmente oxidaveis

- Nao formaram calos ou total oxidagdo do explante

*Calos secundarios transferidos para novo meio, para obtengdo de calos friaveis (Tabela 12) .
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TABELA 12 - Efeito de 2,4-D, cinetina e picloram, na indug@o de calos a partir de calos
secundarios da palma forrageira (Opuntia ficus-indica) cv. Gigante. Todos os experimentos
foram repetidos trés vezes. A avaliagdo dos calos formados foi realizada apds 21 dias de

iniciada a cultura

Regulador do crescimento | Numero Calos formados
(mg/L) de (%) (Média + S.D.)
2,4-D cinetina Picloram | explantes | < - B -
0,5 0,2 0,05 60 0 20,0+3,3 36,7+54 433172
0,5 0,2 0,10 60 0 133+27 41,1+68 456+57
0,5 0,2 0,25 60 0 322+42% 456+31 222+16
0,5 0,2 0,5 60 0 222+42 500+27 278+57

\ Calos friaveis
+ Calos de aparéncia grumosa e ndo friaveis
+ Calos compactos, facilmente oxidaveis

- Naéo formaram calos ou total oxidag@o do explante

*Calos terciarios transferidos para novo meio, para obtengdo de calos friaveis (Tabela 13) .
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e diferentes combinagdes de 2,4-D, cinetina e picloram (Tabela 13). Calos de desenvolvimento
rapido e altamente friaveis foram obtidos no meio contendo caseina hidrolisada a 400 mg/L,
2,4-D a 0,5 mg/L, cinetina a 0,2 mg/L e picloram a 0,25 mg/L. Este meio foi denominada de

meio para calos friaveis (MCF).

Para testar se o meio MCF era capaz de induzir calos friaveis em explantes primarios
da palma forrageira, explantes de cotilédones foram transferidos para este meio e apds 16
semanas calos friaveis foram obtidos a partir de todos os explantes. Logo apds 7 a 10 dias de
cultivo os calos puderam ser observados. Os calos de coloragdo branco-amarelados foram
isolados dos explantes e sub-cultivados no mesmo meio MCF fresco. Apés 10 semanas de
subcultivo dois tipos de calos foram observados: calos friaveis de crescimento rapido (Figura
7) e calos duros de crescimento lento. Unicamente os calos friaveis foram propagados. O
crescimento dos calos foi avaliado pela medida do didmetro e do peso fresco. Durante um
periodo de 28 dias o didmetro dos calos aumentou em média 4,5 vezes e o peso fresco

aumentou aproximadamente 10 vezes (Figura 8). Analise estatistica dos dados de didmetro e

peso fresco mostraram uma alta correlagdo entre estes dados (R2= 0,95, P<0,01). O melhor
crescimento dos calos friaveis foi observado na fase linear de crescimento (de 14 a 21 dias de
cultivo). Apos 3 dias de cultivo os calos friaveis, com coloragdo branco-amarelada, adquirem
coloragdo amarronzada e morrem, sugerindo assim que a cada 21 dias os calos devem ser sub-

cultivados.

3.1.3 - Estabelecimento de Suspensio Celular

Os experimentos para obtencdo de suspensdo celular da palma forrageira foram
realizados com calos friaveis com 21 dias de sub-cultivo e o meio utilizado foi o MCF liquido.
Quando transferidos para este meio e submetidos a agitagdo os calos rapidamente se
desintegraram em células individuais e agregados de células. Apos trés sub-cultivos, uma
suspensdo celular composta unicamente de células esféricas e pequenos agregados de

células ( Figura 9 ) foi obtida. O efeito do tamanho do indculo no crescimento
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TABELA 13 - Efeito de 2,4-D, cinetina, picloram na indugdo de calos friaveis a partir de
calos terciarios da palma forrageira (Opuntia ficus-indica) cv. Gigante. Todos os experimentos
foram repetidos trés vezes. A avaliagdo dos calos formados foi realizada apos 21 dias de

iniciada a cultura

Regulador do crescimento | Numero Calos formados
(mg/L) de (%) (Média + S.D.)
2.4-D Cinetina Picloran | explantes v + + -
0,5 0,2 0,5 80 0 0 0 0
0,5 02 0,25 80 [22,1+26 779+26 0 0

\ Calos friaveis
+ Calos de aparencia grumosa e ndo friaveis

+ Calos compactos, facilmente oxidaveis

- Nao formaram calos ou total oxidagdo do explante
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FIGURA 7 - Calos friaveis obtidos a partir de explantes cotiledonarios da palma forrageira
(Opuntia ficus-indica) cv. Gigante. Calos friaveis apos 28 dias de incubagdo em meio MCF

(A); detalhe de um calo friavel (B) (aumento 10 x 3,2).
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FIGURA 8 — Avaliagio do crescimento de calos friaveis obtidos a partir de explantes
cotiledonarios da palma forrageira (Opuntia ficus-indica) cv. Gigante, cultivados em meio

MCE. O crescimento dos calos foi avaliado através de medidas de peso fresco (A) e diametro

®).
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FIGURA 9 — Suspensdo celular da palma forrageira (Opuntia ficus-indica) cv. Gigante,

incubada no meio MCF liquido (aumento 10 x 40).
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da suspensdo celular foi examinado (Tabela 14 e Figura 10) e foi concluido que uma diluicido
de 1 volume da suspensdo de celulas para 25 volume do meio MCF liquido (1:25) € a que

melhor promove o crescimento da suspensao.

Uma fase de laténcia de 2 dias foi observada, precedendo o inicio da fase de
crescimento exponencial que, por sua vez, foi sucedida por uma fase estacionaria apos o 7°
dia de cultivo (Figura 10). A viabilidade das células na suspensdo celular foi avaliada por
coramento com azul de Evans (item 2.19), sendo observada uma viabilidade de 60%, no inicio

da fase exponencial de crescimento.

O peso fresco da suspensdo celular, apos 4 dias de sub-cultivo, aumentou 10,8 vezes
(de 32 g/L para 348 g/L) e o volume de células empacotadas (VCE) aumentou 9,7 vezes (de
36 ml/L para 350 ml/L). Estes resultados sugerem que os sub-cultivos devem ser feitos entre o

4° e 0 5° dia de iniciada a cultura. A analise estatistica destas variaveis, mostrou uma alta

correlagdo entre elas (R2= 1, P< 0,01). A concentra¢do de sacarose no meio, determinada por
refratometria, decresceu rapidamente e apos 5 dias de sub-cultivo diminui para 50% da

concentragdo original (Figura 10).

3.1.4 - Isolamento e Cultura de Protoplastos

Experimentos iniciais nos quais se variava o tempo de incubagdo da solugido enzimatica
com a suspensdo celular, mostraram que o tempo de dez horas de incubagdo foi o que
produziu, ndo apenas um numero maior de protoplastos, mas também protoplastos com alto
grau de viabilidade. Em seguida, o efeito da molaridade dos diferentes meios utilizados para a
obteng@o dos protoplastos foi avaliada. Um experimento tipico compreendia fazer a digestdo
da suspensdo celular em solugdo enzimatica na qual as enzimas eram dissolvidas em solugdo
de glicina (preparada em CaCl; a 0,1 mM) a 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 07, 08, e 0,9 M. Decorridas dez
horas de digestdio cada uma das misturas de reagdo era centrifugada e o precipitado
contendo protoplastos, cé€lulas intactas e restos celulares, era lavado em solugdo
de glicina de molaridade igual ao do meio de digestdo e este processo repetido

mais duas vezes. O precipitado de cada um dos tratamentos foi ressuspenso em




TABELA 14 - Efeito do tamanho do inéculo (VCE: volume do meio) no crescimento da

suspensao celular da palma forrageira (Opuntia ficus-indica) cv. Gigante.
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Inoculo* Crescimento da suspensio celular, VCE (ml/ dia) (Média + S.D.)
(VCE/ml do meio) |Inicio |1°dia [2°dia |3°dia |4°dia [5°dia |6°dia |7°dia
1:5 10 10,7 11,4 (123 (30,8 (355 (46 47,3

+0,2 |+03 |+02 [+26 [+13 |+1,5 |+16
1:10 5 53 5,7 6,4 11,8 [143 [243 [31,2

+0,1 |+0,1 [+02 [+1,1 [+09 [+15 |+2]1
1:25 2 2,2 2,6 7,7 17,7 28,2 (31,7 |34

+0,1 |+02 |+1,1 (+19 (+14 [+21 (+2]1

VCE: volume de células empacotadas
*1:5, 10 ml de VCE/ 50 ml do meio;
1:10, 5 ml de VCE/ 50 ml do meio;
1:25, 2 ml de VCE/ 50 ml de meio.
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FIGURA 10 - Crescimento de suspensdo celular da palma forrageira (Opuntia ficus-indica)

cv. Gigante, através de medidas de peso fresco (A) e volume de células empacotadas ou

concentragdo de sacarose (B).
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sacarose de molaridade igual a do meio de digestdo respectivo e os protoplastos do
sobrenadante foram transferidos para novos tubos contendo uma solugdo de manitol de
molaridade igual a do meio de digestdo respectivo. De cada um dos tratamentos foram
retiradas aliquotas para a determinagdo do numero de protoplastos por mililitro da solugdo. Os
resultados destes experimentos (Tabela 15) mostraram que quando as enzimas sdo dissolvidas
em solug@o contendo glicina a 0,7 M e esta molaridade ¢ mantida nos meios subsequentes, o
rendimento em protoplastos € significativamente maior que nas outras concentragdes testadas.
Na Figura 11 estdo mostradas fotografias obtidas pela observagdo em microscopio optico de
uma aliquota da mistura de digestdo da suspensdo celular, submetida a dez horas de digestao.
Esta Figura evidencia a viabilidade dos protoplastos produzidos. Uma fotografia de um

protoplasto apds processo de purificagdo esta mostrada na Figura 11.

Os protoplastos no meio com manitol foram transferidos para meio de cultura de
protoplastos e incubados a 28°C no escuro. Apos 4 dias neste meio observou-se regeneragao
da parede celular em alguns protoplastos (Figura 12) e subseqiientemente, os primeiros sinais
de divisdo celular. Apoés oito dias de incubag@o no meio de cultura de protoplastos a formagdo

de microcalos pdde ser observada (Figuras 12).

3.1.5 - Embriogénese Somatica

Dos tratamento utilizados para a indug@o de embriogénese somatica, aqueles nos quais
os meios eram suplementados com cinetina a 0,2 mg/L e 2,4-D a 2,5 mg/L e cinetina a 0,2
mg/L e 2,4-D a 4,0 mg/L foram os unicos que levaram a formagido de estruturas nodulares,
potencialmente embriogénicas (Tabela 16 e Figura 13). Algumas das estruturas nodulares
formadas nos explantes cultivados no meio suplementado com cinetina a 0,2 mg/L e 2,4-D a
4,0 mg/L eventualmente diferenciaram-se em raizes (Figura 13), mesmo antes de serem

transferidos para novos meios.

As estruturas nodulares obtidas, facilmente se desprendem dos explantes. Estas

estruturas foram transferidas para meios que normalmente permitiriam a diferenciag@o destas
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TABELA 15 - Efeito da molaridade do meio para isolamento de protoplastos da palma
forrageira (Opuntia ficus-indica) cv. Gigante. O meio continha enzimas de digestdo da parede
celular (celulase a 1% e pectinase a 0,5%) dissolvidas em solugdo de diferentes concentragdes
de glicina. Todos os experimentos foram repetidos trés vezes. A avaliagdo do numero de

protoplastos (PP/ml) foi realizada apos 10 horas de digestdo enzimatica.

Meio de digestdo Numero de protoplastos

M) (PP/ ml)

0,3 -

0,4 0,15x 10° + 0,02
0,5 0,53 x 10° + 0,03
0,6 1,87x10°+0,10
0,7 5,00 x 10° + 0,60
0,8 2,90 x 10° + 0,90
0,9 2,10x 10° + 0,20
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FIGURA 11 - Protoplastos isolados da suspensdo celular da palma forrageira (Opuntia ficus- '
indica) cv. Gigante. Apoés 10 horas de digestdo da parede celular em solugdo enzimatica
(celulase a 1% e pectinase a 0,5%, dissolvidas em glicina a 0,7 M). Viabilidade dos
protoplastos (azul de Evans a 1 %) apos 10 horas de incubagdo (A) (aumento 10 x 20) e

protoplasto purificado em solugdo de sacarose a 0,7 M (B) (aumento 10 x 40).




FIGURA 12 — Regeneragio da parede celular em protoplastos da palma forrageira (Opuntia
ficus-indica) cv. Gigante. Apos 4 dias de incubagdo em meio de cultura para protoplastos (A)
(aumento 10 x 40). Apos 5 dias observa-se os primeiros sinais de divisdo celular (Calcofluor
White a 1 %) (B) (aumento 10 x 20). Apos 8 dias observa-se a formagdo de microcalos em

Calcofluor White a 1 % (C) e em azul de Evans a 1 % (D) (aumento 10 x 20).
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TABELA 16 — Efeito de cinetina e 2,4-D na indu¢@o de calos com estruturas nodulares em
cotilédones da palma forrageira (Opuntia ficus-indica ) cv. Gigante. Todos os experimentos
foram repetidos trés vezes, e tiveram igual numero de explantes por tratamento. Médias
seguidas pela mesma letra miniscula no sentido das colunas, ndo sdo significativamente

diferentes, de acordo com o Teste de Tukey a 5 %.

Regulador do crescimento Numero Calos formados
(mg/L) de (%) (Média + S.D.)
Cinetina 2,4-D explantes N - -
0,2 0,5 40 . . 100
0,2 2,5 40 - 192+51 | 80,87+5,1
0,2 4,0 40 - 92+3,1 90,8+3,1
0,5 0,5 40 < - 100
0,5 2.5 40 - - 100
| 0,5 4,0 40 5 . 100

vV Calos com embrides somaticos
+ Calos com estruturas nodulares

- Nao formaram calos ou total oxidagdo do explante




FIGURA 13 - Formagéo de estruturas nodulares nos cotilédones da palma forrageira (Opuntia
Jficus-indica) cv. Gigante, incubados no meio suplementado com cinetina a 0,2mg/lLe24-Da
4,0 mg/L. Formagdo de estruturas nodulares, mostrando com uma seta o apice radicular, na

superficie dos cotilédones (A) e nos calos induzidos (B) (cada barra representa 0,5 cm).
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estruturas nodulares em embrides somaticos. Contudo em nemhum destes meios foi possivel
detectar a presenga de embrides somaticos maduros e nem mesmo de embrides em estagios de
desenvolvimento anteriores (em forma de coragido e de torpedo). Em todos os meios ocorreu

um intenso processo de oxidagdo das estruturas nodulares ao longo do periodo de avaliag@o.

3.2 - Transformacéo Genética

3.2.1 - Susceptibilidade de Células da Palma Forrageira 2 Canamicina

Os ensaios de transformag@o genética foram precedidos por uma avaliagdo da
possibilidade do antibidtico canamicina ser utilizado como agente seletivo para células
transformadas. Isto foi feito avaliando-se a susceptibilidade de calos fridveis da palma
forrageira a diferentes niveis de canamicina no meio de cultura. Como mostrado na Tabela 17,
o cultivo de calos fridveis em meio contendo canamicina a uma concentragdo de 100 mg/L
leva a morte de todos os calos, o que era indicado por uma colorag@o esbranquigada, € uma
posterior oxidagdo dos mesmo. Os calos que mostraram crescimento no meio com 25 ou 50
mg/L. de canamicina, quando transferidos para meios frescos contendo as mesmas
concentragdes de antibidtico sofreram o mesmo processo de esbranquigamento e oxidagéo.
Estes resultados indicam que o antibi6tico canamicina a uma concentragdo de 100 mg/L é um

eficiente marcador de transformag@o para células da palma forrageira.

3.2.2 - Expressdo Génica em Meristemas Caulinares e Segmentos de Cladédios

Experimentos preliminares foram importantes para determinar a pressdo de tiro mais
adequada. Foi determinado (resultados ndo mostrados) que uma pressdo de tiro de 1200 psi
conduz a que um nimero maior de particulas alcance o tecido alvo, sem danifica-lo. A
utilizagdo de particulas de tungsténio de 1,3 um foi ditada pelo fato de que tais particulas
estavam disponiveis no laboratoério e pelo fato de tais particulas terem se mostrado adequadas

para experimentos de transformag@o de diversas espécies de plantas. A distancia tela de
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TABELA 17 — Efeito da concentragdo de canamicina (mg/L). na morte de calos friaveis da
palma forrageira (Opuntia ficus-indica) cv. Gigante. Todos os experimentos foram repetidos

trés vezes com igual nimero de explantes por tratamento.

Canamicina (mg/L) | Numero de explantes Calos mortos (%) (media + S.D)
0 20 0
25 20 46,8 +10,4
50 20 70,4+ 11,6
100 20 100
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reten¢do e o tecido alvo utilizada nos experimentos executados foi de 70 mm, que € também a
distdncia que tem se mostrado apropriada em um grande nimero de experimentos de

transformag@o de plantas.

A analise histoquimica da presenga de atividade glucuronidasica tanto em meristemas,
quanto em segmentos de cladodios, mostrou que células de ambos os tecidos foram
transformadas e mostraram altos niveis de expressio do gene widA (Figura 14). Nos
experimentos executados, os tecidos alvos eram também bombardeados com particulas de
tungsténio desprovidas de DNA, para eliminar a possibilidade de falso-positivos. A auséncia
de manchas azuis nestes tecidos bombardeados (Figura 14), indica assim que as células da

palma forrageira ndo possuem atividade glucuronidasica endogena.

Nos experimentos de transformagdo dos meristemas, foi observado que as células da
zona central do meristema expressaram o gene reporter a uma freqii€éncia maior que o tecido
circundante (Figura 14). Foi observado, ainda, que a freqiiéncia de transformagdo dos

meristemas foi independente do plasmideo utilizado (Tabela 18).

3.2.3 - Transformacéo Integrativa de Células de Calos da Palma Forrageira

Os experimentos de transformagdo integrativa de células de calos da palma forrageira,
foram realizados utilizando-se os mesmos parametros (pressdo de tiro, distancia do alvo e
numero de disparos) dos experimentos de expressio transiente em meristemas e segmentos de

cladodios.

Exemplos representativos da analise histoquimica de calos logo apos
bombardeamento e apds 3 ciclos de selegdo, estio mostrados na Figura 15. Na Tabela 19,
estdo mostrados os resultados dos experimentos de selegdo das células transformadas, apos o
bombardeamento dos calos. Apos trés ciclos de sub-cultivo em meio seletivo, foram
selecionadas cinco linhagens de calos que apresentavam altos niveis de expressdo do gene

uidA (Tabela 19). E importante salientar que praticamente 100% dos calos bombardeados
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FIGURA 14 — Expressdo transiente do gene uidA (teste histoquimico GUS) no meristema
apical caulinar e no segmento de cladédio da palma forrageira (Opuntia ficus-indica) cv.
Gigante, apo6s o bombardeamento com particulas de tungsténio cobertas com o plasmidio
pPARGUSH; controle negativo, meristema apical caulinar bombardeado com particulas sem
plasmidio (A);, meristema apical caulinar (B); e segmento de cladoédio (C) (cada barra

representa 0,5 mm).
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TABELA 18 — Freqiiéncia da expressdo transiente do gene widA em meristemas apicais
caulinares da palma forrageira (Opuntia ficus-indica) cv. Gigante apés o bombardeamento

com particulas de tungstenio. Todos os experimentos foram repetidos trés vezes.

Plasmidio Numero de meristemas Expressao transiente
Bombardeados (%) (media + S.D)
pEFISG = 34,7 +1,2
PNG 90 36,6+ 1,3
pPARGUSH 90 344+ 17
sp - .

*SP= particulas de tungstenio sem plasmidio
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FIGURA 15 — Analise histoquimica da expressdo do gene widA (teste histoquimico GUS) nos
calos friaveis da palma forrageira (Opuntia ficus-indica) cv. Gigante, apés o bombardeamento
com o pPARGUSH (A) e nos calos friaveis bombardeados apos 3 ciclos de selegdo em meio

MCF. suplementado com canamicina a 100 mg/L (B) (barra representa 0,5 cm).
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TABELA 19 — Determinag¢do espectrofotométrica da expressdo do gene widA em calos

friaveis da palma forrageira (Opuntia ficus-indica) cv. Gigante, bombardeados com o

plasmideo pPARGUSH .

Numero do calo n mol pNP. mg proteina”. Minuto™
Geragdo 0 Geragéo 1 Geragéo 2
o* 0 - -
1 0,8+0,1 - -
2 2,1+0,7 - -
3 27,9+ 10,7 431+152 73,9 + 30,5
4 0,7+0,2 - -
5 20,5+ 13,5 35+204 229+0,3
6 55,1+149 949+ 23,6 105,6 + 15,3
7 14,2 +12,5 24+0,3 -
8 1,0+0,8 - -
9 1,74+0,3 - -
10 27,8+83 593+ 11,1 108,1 + 20,8
11 3.2+21 - -
12 34+19 - -
13 45+20 - -
14 20,7+ 1,4 1,34+0,7 -
15 3.7+23 - -
16 5,6 +3,7 - -
17 28 + 20 - -
18 382+84 75,3 +8,9 129,1 + 17,8
19 6,1 +25 - -
20 16,4 + 6,2 43+ 32 -
21 12,7 +10,1 119,2 + 15,7 121,4 + 20,9
22 11,9+3,5 13,6 + 10,4 -
23 34+2,1 - -
24 10,1 +4,38 13,4 +5,7 454+92
25 25 +19 - -
25 54+ 33 - -
27 10,9 +4,9 124+ 9,2 -
28 21,4+ 6,7 11,3+4,7 47,7+5,9
20%% 84+ 24 8,8 +3,1 80+34
3g0ee 121,6 + 12,2 155,2+ 10,9 140,4 + 16,3

*controle negativo, calos friaveis de Opuntia ficus-indica ndo transgénicos

** controle positivo, Nicotiana tabacum W-38— PARGUSH

***controle positivo, raizes de Nicotiana tabacum W-38-PARGUSH

Foram realizadas trés avaliagdes em cada linhagen de calos por cada geragéo.
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produziram calos nos quais a atividade glucuronidasica pode ser detectada. Assim, a
freqiiéncia de transformagdo de calos foi bem superior aquela obtida na transformagdo de

meristemas e cladodios.

Quando observados, o padrdo de crescimento dos calos transformados e ndo
transformados s3o essencialmente idénticos. Ambos tipos de calos com igual facilidade podem

originar suspensdes celulares, de idéntico padrdo de crescimento.

Para demonstrar a ocorréncia de transformagdo integrativa, o DNA gendmico foi
isolado de calos transformados com a plasmidio pPPARGUSH, selecionados a partir daqueles
calos com maior atividade especifica da GUS (ver Tabela 19) e de calos ndo transformados
(controle) e submetidos a PCR, utilizando trés classes de iniciadores, capazes de propiciar a
amplificagdo dos genes widA, npfll e tet. Estes pares de iniciadores iriam gerar fragmentos
895, 700 e 510 pb, respectivamente. Os resultados na Figura 16, confirmaram esta predigéo.
Amplificag@o destes genes foi observada unicamente com o DNA extraido a partir de células
transformadas e em nenhum caso foi amplificagdo do DNA obtido a partir de calos ndo

transformados. Estes resultados indicam a transformagédo integrativa destes calos.
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<4— 895bp

<4— 700 bp

<4— 510bp

FIGURA 16 — PCR do DNA de calos friaveis de palma forrageira (Opuntia ficus-
indica) cv. Gigante com primer gus (1, 2, 3), fragmento de 895 pb; primer nptll (4, 5,
6), fragmento de 700 bp e primer tet (7, 8, 9), fragmeto de 510 bp. Linhas 1,4 e 7 calos
friaveis ndo transformados; linhas 2, 5 e 8 calos friaveis transformados; linhas 3, 6 € 9

controle positivo (p)PARGUSH) e linha 10 marcador (1 Kb /adder, GIBCO BRL).
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4 - DISCUSSAO

Este trabalho foi realizado com o intuito de desenvolver tecnologias de cultivo in vitro
e de transformag@o genética da palma forrageira, que criassem as bases a partir das quais um
programa de melhoramento, baseado em técnicas modernas de biologia molecular e cultura de
tecidos, pudesse ser implementado. A primeira meta foi estabelecer métodos para
micropropagacdo por proliferagdo de gemas axilares e para cultivo de meristemas. A palma
forrageira é normalmente propagada assexuadamente (VIANA, 1967, MONDRAGON-
JACOBO & PIMIENTA-BARRIOS, 1995) e a propagagdo por sementes € evitada, devido a
problemas tais como baixa taxa de germinagdo, longo estagio juvenil e crescimento lento das
plantulas. O método de propagagdo normalmente utilizado, através do enraizamento de
segmentos de cladodios maduros, ndo se presta a propagagdo rapida e econdmica de clones de
elite, dada a baixa taxa de multiplicagdo e ao fato de que para um enraizamento adequado dos

propagulos, a planta matriz deve ter mais de dois anos (VIANA, 1967, SANTOS et al., 1997)

O método de propagacgido que desenvolvemos consta de 4 etapas: (1) etapa de indugédo
do desenvolvimento das gemas (2) etapa de crescimento, (3) etapa de proliferacdo e (4) etapa
de enraizamento. Na primeira etapa, feita em meio MS completo, suplementado com sacarose
a 5%, BA a 2,0 mg/L e IAA a 0,25 mg/L, 74% das gemas cultivadas tém seu crescimento e
desenvolvimento iniciado (Tabela 5). A etapa seguinte consiste na transferéncia dos brotos
para meio de crescimento, que se diferencia do meio anterior pela menor concentragdo de BA;
a transferéncia dos brotos para o meio de crescimento € precedida pela retirada de todo o
tecido suberizado na base do cladodio. O rendimento desta etapa ¢ essencialmente 100%, ou
seja, todos os brotos transferidos tém seu crescimento promovido. Na etapa de proliferagdo, os
brotos obtidos na etapa anterior, sdo retirados do meio de cultura e apés a retirada do apice
caulinar, cada broto produz seis explantes secundarios, cada um contendo oito gemas
(3.1.1.1); estes explantes s@o transferidos para meio de proliferag@o, que se distingue do meio

de crescimento pela maior concentragdo de BA (1,0 mg/l) e a auséncia de IAA. Nesta etapa,
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70% das gemas cultivadas tiveram seu crescimento induzido. Apos seu crescimento, cada um
dos brotos ou podem ser submetidos a um novo ciclo de multiplicagdo ou, alternativamente,
sdo transferidos para meio de enraizamento, onde uma percentagem de enraizamento de 100%
¢ normalmente obtida. Este método leva a uma alta taxa de multiplicagdo. Por exemplo,
normalmente de um cladédio jovem de 8,0 cm de comprimento, pelo menos 50 aréolas podem
ser retiradas e quando transferidas para meio de indugdo, 74 % (37) destas tém seu
desenvolvimento induzido. Na etapa de proliferagdo, de cada uma dos cladodios obtidos, pelo
menos 34 novas plantulas podem ser obtidas. Assim, a partir de um tnico cladédio do qual 50
gemas sdo retiradas, no final de um unico ciclo de multiplicagdo (37 x 34) 1258 plantas podem
ser obtidas. Para que se possa ter uma idéia do que estes numeros significam, deve-se levar em
conta que para plantar uma area de 1 hectare com a palma forrageira em fileiras duplas com
espacamento 1,0 x 0,5 m, sdo necessarios 20.000 propagulos (SANTOS et al., 1997). Esta taxa
de multiplicagdo é comparavel aquela obtida por ESCOBAR et al. (1986) na micropropagagdo
de Opuntia. polyacantha.

Durante o desenvolvimento deste trabalho, MOHAMED-YASSEEN ez al.  (1995)
publicaram um trabalho onde descreviam um método para micro-propagac¢do de um cultivar
(nd3o nomeado) da palma forrageira dos Estados Unidos. Este método difere significativamente
do protocolo aqui apresentado, ndo apenas em relagdo a suplementagdo de reguladores de
crescimento aos meios de cultura, assim como na otimizagio de cada etapa de
micropropagagao, especialmente na etapa de proliferagdo. Nos encontramos que para uma alta
taxa de proliferagdo, ¢ importante limitar o tamanho do explante e, consequentemente, o
numero de gemas nele presente. Nos determinamos que nos explantes com mais de 8 gemas,
quando estas comegavam a se desenvolver era observada uma inibi¢do no crescimento e

desenvolvimento da maioria dos brotos, ocasionado provavelmente por dominéncia apical.

Uma vez que a otimizag¢@o do protocolo para micro-propagacédo foi obtida, buscou-se,
em seguida, o desenvolvimento de um protocolo para o cultivo de meristemas da palma

forrageira. A cultura de meristemas apicais caulinares ¢ normalmente feita utilizando-se

cipulas meristematicas que possuam apenas um ou dois primordios foliares, sem conexdo

vascular com os outros tecidos da planta (GILBERTSON & LUCAS, 1996). Em cactaceas, os
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unicos exemplos de estudos para determinar os requerimentos hormonais necessarios para
induzir o desenvolvimento de meristemas sdo aqueles oriundos dos trabalhos de MAUSETH

& HALPERIN (1975) e MAUSETH (1976) com Opuntia polyacantha.

Os requerimentos hormonais para a iniciagdo do desenvolvimento dos meristemas
caulinares da palma forrageira (Tabela 9) foram similares aqueles encontrados por
MAUSETH (1976) para Opuntia polyacantha. A adigdo de citocinina (BA) foi de
fundamental importdncia para o desenvolvimento dos meristemas. Estes n3o tiveram seu
desenvolvimento induzido quando cultivados em meio MS completo sem a adigdo de
reguladores de crescimento, sugerindo que os niveis endogenos de citocininas ndo sdo
suficientes para indugdo do desenvolvimento. Se este requerimentos de citocinina exégena
para a inducgdo do crescimento de meristemas in vitro é tipico, apenas, de cactaceas ndo se
sabe. Entretanto, estudos de KARTHA er al (1981) indicam que a indugdo do
desenvolvimento in vitro de meristemas de muitas espécies de plantas, pode ser obtido sem a

adigdo de citocinina ao meio de cultura.

Uma observagdo importante foi que a adigdo de auxina (IAA) ao meio de indugdo de
crescimento dos meristemas, mesmo a baixas concentragdes, leva a uma massiva proliferagdo
de calos nos explantes e estes calos rapidamente encobrem todo o meristema. Contudo apés o
desenvolvimento do meristema ja ter sido induzido, estando o broto com aproximadamente
um centimetro de comprimento, a adigdo de IAA € necessaria para o crescimento continuado

do broto (Tabela 6).

Estudos sobre os requerimentos para o desenvolvimento in vitro de meristemas
isolados s@o importantes, ndo sO por estes estudos levarem a uma maior compreensio da
biologia da planta em questdo, como também porque eles tém uma conseqiiéncia pratica para a
agricultura: Devido a auséncia de conexdo vascular entre o meristema e os outros tecidos da
planta, geralmente as plantas propagadas pelo cultivo de meristemas, s3o livres de doengas
bacterianas, fungicas e virais (CLARK, 1997; LOZOYA-SALDANA ef al., 1996). Dessa

maneira, o método aqui apresentado para o cultivo de meristemas caulinares isolados da palma

forrageira, quando combinado com o método de micro-propagagido acima descrito, pode ser
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utilizado para a obten¢do em massa de propagulos de bom estado fitossanitario, obtidos a

partir de clones de elite.

A indug@o de calos friaveis € uma etapa prévia para a formulagido de um protocolo para
obtengdo de suspensdes celulares e, em alguns casos, de protoplastos. Um pré-requisito para o
estabelecimento de calos friaveis da palma forrageira foi a suplementagido ao meio de cultura
de picloram e caseina hidrolisada, além de 2,4-D, que ¢ o regulador de crescimento mais
utilizado para a indugdo de calos em plantas (BUITEVELD et al., 1994; HOLME et al., 1997).
E muito provavel que a friabilidade em cultura de calos, seja favorecida pela alta relagio
auxina/citocinina, como no caso da palma forrageira, bem como pela adigdo de outros
componentes ao meio de cultura, tais como agua de coco, uréia, prolina e caseina hidrolisada

(ETIANNE et al.,1997).

A alta correlagdo entre o aumento em didmetro e em peso fresco (Figura 8) (R2=
0,95), permite afirmar que o crescimento dos calos friaveis pode ser avaliado medindo-se
apenas o diametro dos calos. Quando na fase exponencial de crescimento, os calos da palma
forrageira facilmente déo origem a suspensdes celulares finas e de crescimento bastante rapido
(Figura 9). Nos observamos, no entanto, que tal como em outras especies vegetais (ARIAS-
CASTRO et al., 1993), para o estabelecimento da suspensdo celular as caracteristicas do
in6culo (tamanho, idade e fase de crescimento) sdo importantes para a obtengdo de suspensdes
de crescimento homogéneo. No caso da palma forrageira, a subcultura a cada 4 a 5 dias,
utilizando-se um indculo 1:25, resulta numa suspensio bastante homogénea. O crescimento de
tal suspensdo pode ser acompanhado tanto pela contagem de células vivas, como pela medida

do volume de células empacotadas (VCE) e pelo aumento em peso fresco ou peso seco. A alta

correlagdo encontrada entre VCE e peso fresco (R2= 1,0) permite que as medidas do VCE,

mais faceis de serem avaliadas, sejam utilizadas sozinhas como indicadores do crescimento.

A percentagem de viabilidade de uma suspens@o celular pode ser um pardmetro para
correlacionar as células com capacidade de divisdo celular, com aquelas que perderam esta
capacidade (LARKIN, 1976). A suspensio celular aqui descrita, requer subcultivo a intervalos

mais frequientes que as culturas de calos das quais derivaram, devido ao crescimento acelerado
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que apresentaram: as suspensdes requerem subcultivo a cada 7 dias, enquanto os intervalos

entre duas subculturas para a cultura de calos € de 28 dias (Figura 8 e Figura 10).

O potencial organogénico dos calos e suspensdes celulares aqui obtidos, ainda nao foi
avaliado e esta avaliagdo deve ser uma meta prioritaria, uma vez que tanto calos quanto
suspensoes celulares organogénicos sdo alvos preferidos para transformag@o genética, seja por
métodos diretos ou indiretos (HANSEN & WRIGHT, 1999). A suspensdo celular da palma
forrageira aqui descrita, podera ser ainda utilizada como um sistema modelo para o estudo da
produgdo de compostos do metabolismo secundario, bem como no estudo da regulagdo

genética do metabolismo acido crassulaceo nesta especie (CUSHMAN & BONERT, 1997).

A facilidade de manipulagéo, tem feito com que suspensdes celulares sejam utilizadas
com muita freqiiéncia no isolamento de protoplastos (KOMAI et al., 1996). Como os
protoplastos podem ser uma ferramenta util para o melhoramento genético de plantas (via
hibridizagdo somatica, por exemplo) e para o estudo da capacidade de diferentes promotores
em dirigir altos niveis de expressdo em células da palma forrageira, através de ensaios de
expressdo transiente, decidiu-se examinar a capacidade destas suspensdes de dar origem a
protoplastos com alto grau de viabilidade e capazes de formarem parede celular e se

agregaram em microcalos.

A digestdo de suspensdes celulares da palma forrageira nas condigdes descritas no Item

3.1.4, levou a obtengdo de protoplastos com uma densidade de 5,0 x 10 protoplastos por
mililitro. Estes protoplastos (Figuras 11) foram capazes ndo apenas de formar parede celular,

mas também de dividirem-se e formar microcalos (Figuras 12). A densidade de protoplastos
. 5 e .
aqui obtida (5,0 x 10 protoplastos por mililitro) € comparavel aquelas obtidas em outras

espécies de plantas (2 x 10 4 até 2 x 100) (CHEN & CHEN, 1992; MURATA & MATHIAS,
1992; PEETERS et al., 1994). Para a cultura de protoplastos, é necessario encontrar um
balango entre uma densidade minima (abaixo da qual os protoplastos ndo se dividem) e a
densidade maxima, acima da qual as toxinas liberadas no meio reduzem a viabilidade dos
protoplastos (SHAIN, 1985). Um dos problemas mais freqlientes encontrados no isolamento

de protoplastos € que geralmente a propor¢do de protoplastos competentes para divisdo
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celular, é baixa em comparagio com aqueles que ndo apresentam esta competéncia
(MATHUR & KONCZ, 1998). Os protoplastos obtidos pelo método aqui descrito, observou-

se que sdo altamente competentes para divisdo (Figuras 12).

Este método para isolamento e cultura de protoplastos foi também utilizado para o
isolamento de protoplastos de cotilédones de sementes germinantes da palma forrageira,
tendo-se obtido rendimento e qualidade de protoplastos semelhante aos obtidos a partir de

suspensdes celulares (dados ndo mostrados).

A alta pressdao osmotica, consequéncia das altas concentragdes (0,7 M) de compostos
osmoticamente ativos utilizados nos diferentes meios de preparagdo dos protoplastos (item
3.1.4)) é mais elevadas do que aquelas utilizadas para outras espécies de plantas (SARANGI et
al., 1992; GOLDS et al., 1994; KRANZ & LORZ, 1994). Tal fato pode ser explicado pelas
altas concentragdes de acidos organicos e ions (Ca, Mg, etc.) contidos no interior das células
da palma forrageira (COOK et al., 1995, CHEFFINGS et al., 1997, MEYER & POP, 1997).

A disponibilidade de um protocolo eficiente para o isolamento de protoplastos
altamente viaveis, a partir de suspensdes celulares, vai tornar possivel o isolamento de
protoplastos a partir de suspensdes celulares embriogénicas, quando estas estiverem
disponiveis. Estes protoplastos poderdo, assim, ser alvos para transformagio e eventualmente

plantas transgénicas serdo obtidas.

No presente estudo, foram feitas tentativas de obter embriogénese somatica a partir de
explantes cotiledonarios. Infelizmente, estes esfor¢os ndo culminaram na obtengdo de
embrides somaticos, uma vez que as estruturas nodulares obtidas diretamente, a partir dos
cotilédones, ou indiretamente a partir de calos cotiledonarios (Figura 13, Tabela 16), ndo se
diferenciaram em embrides somaticos quando transferidas para meio de cultura sem a
suplementagdo de reguladores de crescimento, ou quando transferidas para meio de cultura
suplementado com ABA. Na maioria dos trabalhos sobre embriogéneses somatica in vitro, a
adi¢@o de auxina ao meio de cultura ou a relagdo auxina/citocinina sdo de grande importancia.

Entre as auxinas normalmente utilizadas, o 2,4-D é considerado como uma das substincias
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responsaveis por desencadearem os processos de embriogénese (CARIME ef al., 1994
SANTOS et al., 1994; PILLON et al., 1996, LI et al., 1998). A posterior transferéncia de
estruturas pro-embrionarias, tais como as aqui observadas, para meio de desenvolvimento dos
embrides ¢ realizada em meio com baixa ou nula concentragdo de auxina. Alternativamente
em alguns dos casos utiliza-se ABA (DODEMAN et al., 1997, DONG et al., 1997). A ndo
diferencia¢do dessas estruturas nodulares em embrides, aqui observadas, ndo indica que a
obtengdo de embrides somaticos ndo seja possivel e sim que para esta diferenciagdo, €
necessario estimular a competéncia organogénica destas estruturas, variando-se as condigdes
quimicas e ambientais nas quais elas sdo cultivadas. Cotilédones de sementes germinantes tém
sido utilizados freqiientemente como explantes para a obtengdo de embriogénese somatica em
diversas especies vegetais (EMONS, 1994). As estruturas nodulares que foram aqui
observadas, assemelham-se aquelas obtidas em outras plantas (VICIENT & MARTINEZ,
1998; DODEMAN et al., 1997, HUTCHINSON ef al.,1996;, OTANI & SHIMADA, 1996,
ETIANNE et al, 1997), indicando assim que uma posterior manipulagdo das condigdes
ambientais e/ou quimicas em que estas estruturas nodulares s@o cultivadas, poderdo culminar

na formagdo de embrides somaticos.

4.2 — Transformacio Genética da Palma Forrageira

Os estudos de transformagdo genética foram precedidos por ensaios que visaram
avaliar a possibilidade de utiliz¢do, do antibidtico canamicina na sele¢do de células e/ou
tecidos transformados da palma forrageira. O gene mpfll que codifica para a enzima
fosfotransferase da neomicina, que hidrolisa compostos aminoglicosidicos, como o antibidtico
canamicina (KLEE et al, 1987), é um dos genes marcadores mais comumente utilizados
(SCHROTT, 1995). Calos friaveis da palma forrageira foram cultivados em meios de cultura
contendo niveis crescentes de canamicina, sendo demonstrado que as células da palma
forrageira ndo sobrevivem em meios de cultura contendo canamicina a uma concentragdo de
100 mg/L (Tabela 17). Estes niveis de canamicina sio comparaveis aqueles utilizados na

selegdo de células transformadas de muitas outras espécies de plantas (MANOHARAN et al.,

1998; SHIRI & RAO, 1998). Uma confirmagdo posterior da utilidade da canamicina para a
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selecdo de células transformadas da palma forrageira, foi obtida quando do cultivo de calos
transgénicos obtidos pelo bombardeamento de calos com microparticulas contendo o
plasmideo pPARGUSH: Todas as linhagens transgénicas de calos eram simultdneamente

resistentes a canamicina e expressavam o gene widA.

Os estudos de transformagdo transiente de meristemas caulinares isolados e segmentos
de cladodios, apos o bombardeamento de microparticulas, demonstraram a expressdo do gene
uidA nestes tecidos (Figuras 14) Esta foi a primeira vez em que a transformagdo genética de
uma Cactaceae foi demonstrada. Esta demonstragdo € importante no sentido de provar que este
método de transformagdo direta pode ser utilizado como alternativa a suposta recalcitrancia da
Opuntia ficus-indica a infecdo por A. tumefaciens (DE CLEENE & DE LEY, 1976). Os
parametros Otimos para o bombardeamente (pressdo de tiro, distancia do alvo, nimero de
particulas, etc.), sdo compativeis com aqueles utilizados em outras espécies de plantas
(MAHN et al., 1995; SCHULZE et al., 1995; LI & GALLAGEHER, 1996; KEMPER et al.,
1996), confirmando assim as sugestdes de SANFORD ef al. (1991) de que este método pode
ser aplicado indistintamente a qualquer espécie de planta. De particular importancia para a
transformagdo de meristemas apicais e cladodios da palma forrageira, foi a pré-incubagio
destes tecidos por 4 horas antes do bombardeamento em meio de cultura preparado em manitol
a 0,6 M. Aparentemente estas condi¢gdes protegem as células do impacto da onda de choque
pela diminuigdo de turgescéncia. IGLESIAS ef al. (1994) demonstraram a importancia da
plasmolise no aumento da expressdo transiente em células meristematicas de trigo. As
condigdes Otimas para a transformagdo por microbombardeamento variam para cada tipo de
célula e sdo determinadas empiricamente. Em geral, células com alta taxa de divisdo e capazes
de suportar o estresse do processo de transformagdo sdo as mais apropriadas
(SPANGENBERG et al., 1995; LI & GALAGHER, 1996). Tanto a transformagdo transiente,
quanto a transformag@o integrativa parecem ser mais eficientes em células em divisdo com alta
atividade metabolica (MAHN et al., 1995, SERRANO et al., 1996). Na palma forrageira, a
utilizagdo de meristemas apicais caulinares e segmentes de cladodios provenientes de plantas
jovens, pode ter contribuido para o sucesso obtido nos experimentos de transformagdo destes

tecidos.
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Os mesmos pardmetros para bombardeamento de meristemas apicais caulinares e
segmentos de cladodios, foram utilizados para a transformagdo integrativa de calos friaveis
(Figuras 15) obtidos de explantes cotiledonarios. Apods o bombardeamento, os calos foram
transferidos para meio seletivo, sendo selecionados aqueles resistentes a canamicina € que
possuissem elevados niveis de atividade glucuronidasica. Apos trés ciclos de sele¢do foram
obtidos cinco linhagens de calos que apresentaram niveis médios de expressdo da B-
glucuronidase de 107,6 nmol pNP.mg proteina”.minuto™ (Tabela 19). Levando-se em conta
que 1 pg da enzima B-glucuronidase produz cerca de 36 nmol pNP. mg proteina”.minuto™, as
linhagens de calos obtidas produzem 2,98 pg da enzima por miligrama de proteina. Estes
valores sdo comparaveis aqueles obtidos quando da analise de raizes de fumo transgénicas,
transformadas com o mesmo plasmideo (p)PARGUSH) (VAN DER HOEVEN et al., 1994).
Os niveis de expressdo aqui obtidos podem ser considerados altos, uma vez que os valores
obtidos na produgdo comercial da B-glucuronidase em milho sdo de 0,7 % (WITCHER et al.,
1998). Isto demonstra que células da palma forrageira sdo capazes de expressar um transgene
em niveis comparaveis aqueles obtidos em sistemas modelo, tais como fumo e milho e que a
obtengdo de plantas transgénicas, expressando altos niveis de proteinas em cladodios €

factivel, desde que se encontre o promotor apropriado.

As linhagens transgénicas de calos vém sendo cultivadas em meio seletivo ha
aproximadamente dois anos e freqiientemente a atividade especifica da GUS € avaliada e esta
vem se mantendo nos niveis originais (100 nmol pNP.mg proteina”. minuto™).
Adicionalmente, suspensdes celulares obtidas a partir destes calos, foram utilizadas para o
isolamento da B-glucuronidase. A enzima parcialmente purificada possui massa molecular e
cinética (dados ndo mostrados) que s@o indistinguiveis daquelas da enzima isolada a partir de

miCroorganismos.

A demonstragdo da ocorréncia de transformag@o integrativa, foi feita através da analise
da presenca dos genes widA, tet e nptll no DNA gendmico de uma das linhagens de calos
transgénicos selecionados, por experimentos de PCR (Figura 16). Os resultados destes
experimentos confirmaram a ocorréncia de transformagdo integrativa. Como experimentos de

Southern blot ndo foram realizados, ndo € possivel especular sobre o nimero de copias dos
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genes uidA, tet e npfll que estdo integrados, nem tampouco sobre o arranjo destes transgenes

nos cromossomos das linhagens transformadas.

Assim, baseados em critérios fenotipicos (atividade glucuronidasica e resisténcia a
canamicina) e genéticos (amplificagdo dos genes uidA, tet e npfll) é possivel concluir-se que

houve integragdo dos genes widA, tet e npfll no genoma das linhagens de calos selecionados.
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5 - CONCLUSOES

As pesquisas aqui relatadas levaram ao estabelecimento dos seguintes protocolos para
o cultivo in vitro da palma forrageira (Opuntia ficus-indica) cv. Gigante: (a) propagacdo em
massa pela proliferacdo de gemas axilares; (b) regeneragéo de plantas através da cultura de
meristemas apicais caulinares isolados; (c) indugdo e estabelecimento de calos friaveis e
suspensdes celulares; (d) isolamento e cultura de protoplastos. Os estudos para a obtengio de
embrides somaticos a partir de explantes cotiledoarios, mostraram a formagdo de estruturas

pré-embrionarioas, que no estanto ndo se diferenciaram em embrides maduros.

Além disto, conseguiu-se estabelecer protocolos para a transformagdo genética de
diferentes explantes e calos dessa espécie vegetal através do microbombardeamento de
particulas. Linhagens selecionadas de calos transformados apresentaram altos niveis de
expressdo do gene repoérter utilizado, semelhantes aquelas obtidas em plantas de fumo e

milho.

Os fundamentos metodologicos aqui estabelecidos, para um representante da familia

Cactaceae, permitirdo a realizagdo de experimentos para a regeneragdo ¢ o desenvolvimento

de variedades transgénicas, com caracteristicas agronomicas de utilidade.
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