Inducao e controlo da embriogénese somatica a partir de embrides zigoticos maduros

em oliveira (Olea europaea L.) cv. ‘Galega vulgar’

UNIAO EUROPEIA

Fundo Europeu
de Desenvolvimento Regional

Rita Pires?!, Hélia Cardoso?, Augusto Ribeiro3 & Augusto Peixe?

EJO
2020
11IFA — Instituto de Investigacdo e Formacdo Avancada, Universidade de Evora, Pélo da Mitra, Ap. 94, 7005-449 Evora. Py ”P°RTUGAL
2ICAAM — Instituto de Ciéncias Agrarias e Ambientais Mediterranicas, IIFA, Universidade de Evora, Pélo da Mitra, Ap. 94, 7005-449 Evora. — 2020
3DespertaFolia Lda., Universidade de Evora, P6lo da Mitra, Ap. 94, 7005-449 Evora. (/]
4|CAAM, Escola de Ciéncia e Tecnologia, Universidade de Evora, P6lo da Mitra, Ap. 94, 7005-449 Evora. W”“
Introducao e Objetivo Materiais e Metodos

Os trabalhos de transformacdo genética estdo fortemente dependentes do FrutosNda cv. ‘Galega vulgar’ foram recolhidos na fase c\le maturacao .total; Apos a
estabelecimento prévio de um protocolo de regeneracdo in vitro que garanta '€Motao \das sementes do endocarpg procede_g-se a sua estergyzaggo e de
a regeneracdo das plantas putativamente transformadas. A garantia de segt{lda a excisao dos explantes_ (radicula, regiao _prOX|rr_1aI eNreglao distal dos
regenerar uma planta geneticamente modificada a partir de uma unica célula ~ cotilédones). Os explantes foram inoculados em meio de indugao (OMc com 2.5
tornou o sistema de regeneracdo por embriogénese somatica (ES) como o MM de 2IP e 25 uM de AIB) [2]. Foram testadas duas condi¢oes de fotoperiopdo
mais apropriado para auxiliar trabalhos de transformacédo genética de oliveira (16h e_Oh). Passad_os 21 dias, 0S explantes que desenvolveram_ calli foram
11]. Tendo em vista auxiliar trabalhos futuros de validaco funcional de genes ~ transferidos para meio de expressao (OMc sem reguladores de crescimento ) [2).
relacionados com o processo de enraizamento adventicio, identificados por A ES repetitiva fol conseguida transferindo calli para meio de cultura ECO [3]. Para

estudos de transcritdmica (RNAseq), foi objetivo o estabelecimentos de um & conversao dos embrioes considerou-se o trabalho de [4]. Embrides com cerca
protocolo de ES para a cultivar Portuguesa ‘Galega vulgar’. de 3mm foram transferidos para meio de cultura OMc sem reguladores de

crescimento.

Resultados e Discussao
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A formacao de calli em meio de inducao — fase de inducao — foi elevada em todos
0s explantes, com um minimo de 95.3% nos cotiledones distais (Fig. 1).
b1 | Nao foram identificadas diferencas significativas associadas ao efeito do fotoperiodo.
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- Ao final de 21 dias em cultura registou-se, nos calli formados nos diferentes
© - | - explantes, a neoformacao de raizes adventicias (Fig. 2A - 2F).
o _. | _. A formacao das estruturas adventicias, previamente reportadas em Olea europaea
it T VAl Sylvestris [5], & considerado um passo fundamental Nno sucesso dO Fg. 2 Neoformacso de raizes a luz (AB.C) e no escuro (D.
Fig. 1. Taxas de calogenese observadas para i E, F), em radiculas (A e D), cotilédones parte proximal (B e
interacao tipo de explante/fotoperiodo. (LSD 95%) estabelecimento de pl’OtOCO'OS de ES [6] E) e cotilédones parte distal (C e F). Barras: 5 mm.
- . . . -
Ohgotoperiodo B Staneriodo Na fase de expressao trqnsferlram-se 0S calli para meio d_e cultura OMc 16 peit
& sem reguladores de crescimento [2]. Ao fim de 30 dias registaram-se, em o FORfotoperiodo
‘ t? todos os explantes em cultura, os primeiros embrides somaticos. 5

A embriogénese repetitiva fol conseguida em ambas as condicoes de
fotoperiodo testadas (Fig. 3).

-

N° medio de embrides por callus
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Apos a transferéncia dos calli para meio de cultura ECO [3], o nhumero de T . e s s e o s
embrices resultantes de ES repetitiva aumentou significativamente, N de subeultuias
Fig. 3: Embriogénese somatica repetitiva em meio de cultura ECO. principalmente na COndi(}éO de 16h de fotoperl'odo (Flg 4) Fig. 4: Niamero meéedio de embrides por callus em

Barras: 10 mm. cultura, nas 8 subculturas realizada em meio ECO.

Para a conversao dos embrides somaticos em plantas, estes
foram isolados dos calli embriogenicos aguando na fase
cotiledonar (Fig. 5A) e inoculados em meio de expressao OMc.
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Rebentos com cerca de 10 cm (Fig. 5B) foram transferidos para
tabuleiros alveolados com uma mistura de areia, perlite e turfa
(1:1:3, v/v) para a aclimatizacao em ambiente controlado.

Apods a aclimatizacao as plantas foram transferidas para estufa
onde permaneceram durante 6 meses de forma a observar 0O Fig. 5: Embriao na fase cotiledonar (A), Plantula resultante da conversdo de um embridao somatico (B). Embrides convertidos em plantas em meio de

cultura OMc sem reguladores de crescimento (C) e Plantas provenientes de embrides somaticos ao final de 6 meses de aclimatizacao (D). Barras: 10

seu desenvolvimento. mm.

Conclusoes

» Foi desenvolvido um protocolo que permite a regeneracao in vitro da cv. ‘Galega vulgar’ por inducao de embriogénese somatica.

» Foi estabelecido um protocolo de ES repetitiva, com o qual se disponibiliza material para ensaios de transformacao genetica sem limitacao da disponibilidade do
explante inicial para inducao da ES.

» Considerando os resultados obtidos € possivel antecipar resultados animadores para o estabelecimento de um protocolo de ES a partir de material adulto.
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