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RESPOSTAS MORFOFISIOLOGICAS DURANTE A INDUCAO DE EMBRIOGENESE
SOMATICA EM EMBRIOES ZIGOTICOS E FOLHAS IMATURAS DE Butia capitata

RESUMO

A Butia capitata (Mart.) Becc., conhecida como coquinho-azedo, é uma espécie
autoctone do Cerrado brasileiro e de grande importancia socioecondmica para a
populacao local. Estudos voltados a propagacdo da espécie, como a embriogénese
somatica, sdo importantes, pois contribuem para a conservacdo de germoplasma,
melhoramento genético e na formacdo de pomares clonais altamente produtivos. O
presente trabalho objetivou investigar aspectos preliminares de inducdo da
embriogénese soméatica em embrides zigoticos injuriados e folhas imaturas B. capitata,
além dos usos de meios de cultivo e reguladores de crescimento. Injarias mecanicas no
embrido zigodtico associadas ao meio de cultivo “Coquinho”, desenvolvido pelos autores,
favorecem a formacao de calos com potencial embriogénico. Além disso, os tratamentos
com 50 uM de 2,4-D + 300 uM de picloram e 300 uM de picloram proporcionam maior
formacéo de calos com caracteristicas embriogénicas. A analise do perfil hormonal do
tecido vegetal tratado com esses reguladores mostra maior concentracédo de auxinas, 0
gue confirma a relevancia do 2,4-D e picloram na inducdo embriogénica. Nas folhas, o
tratamento 300 puM de 24D ¢é superior para formagcdo de calos com
potencial embriogénico. Os resultados obtidos s&o promissores para a inducdo da
embriogénese somatica em Butia capitata, espécie de elevado valor socioeconémico e
relevancia para a conservagéo do bioma Cerrado.

Palavras-chave: cultura de tecidos; meio de cultivo; morfogénese in vitro; palmeiras
nativas do cerrado; 2,4 D; picloram.
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MORPHOPHYSIOLOGICAL RESPONSES DURING THE INDUCTION OF SOMATIC
EMBRYOGENESIS IN ZYGOTIC EMBRYOS AND IMMATURE LEAVES OF Butia
capitata

ABSTRACT

Butia capitata (Mart.) Becc., known as coquinho-azedo, is a native species of the Brazilian
Cerrado and of great socioeconomic importance to the local population. Studies focused
on the propagation of this species, such as somatic embryogenesis, are essential, as
they contribute to germplasm conservation, genetic improvement, and the establishment
of highly productive clonal orchards. In this context, the present study aimed to investigate
preliminary aspects of somatic embryogenesis induction in injured zygotic embryos and
immature leaves of B. capitata, as well as the effects of different culture media and growth
regulators. Mechanical injuries to the zygotic embryos associated with the “Coquinho”
culture medium, developed by the authors, favored the formation of calluses with
embryogenic potential. Furthermore, treatments with 50 uM 2,4-D + 300 uM picloram and
300 pM picloram promoted greater formation of calluses with embryogenic
characteristics. Analysis of the hormonal profile of plant tissues treated with these
regulators revealed a higher concentration of auxins, confirming the relevance of 2,4-D
and picloram in embryogenic induction. In immature leaves, the 300 uM 2,4-D treatment
was superior for the formation of calluses with embryogenic potential. The results
obtained are promising for the induction of somatic embryogenesis in Butia capitata, a
species of high socioeconomic value and great relevance for the conservation of the
Cerrado biome.

Keywords: tissue culture; culture medium; in vitro morphogenesis; native palm trees of
the cerrado biome; 2,4-D; picloram.
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Figura 1- Esquema da embriogénese somatica indireta com a utilizacdo da auxina
(2,4D). Adaptado de STEINER, 2008. Nota: 2,4D: 2,4 diclorofenoxiacético; MPE: massas
pré-embriogénicas; ABA: acido abscisico.

CAPITULO |

Experimento 1: Efeito do meio e da injuria nainducdo da embriogénese somatica

Figura 1- Palmito (A, B), inflorescéncias dentro da espata (C) e sem espata (D) e planta
em processo de regeneracédo, apos 40 dias da retirada do palmito, em B. Capitata (E).

Figura 2- Embries zigoticos de B. capitata, submetidos ao esmagamento (A),
seccionamento transversal (B), embrido intacto (C) e cultivados em in vitro, apresentando
a primeira bainha foliar (D), calo estrutura globular (E) e irregular (F). b1, primeira bainha;
CEl, calo com estrutura irregular; CEG, calo com estrutura globular; ha, haustério; pc,
peciolo cotiledonar; rp, -regido proximal do embrido (origem peciolo cotiledonar); rd,
regido distal do embrido (origem haustorio).

Figura 3- Dispersdo grafica dos dois primeiros Componentes principais (CP) para as
variaveis estudadas. MS_ESM (meio MS e injaria de esmagamento), MS_SEC (meio MS
e injuria de seccionamento), MS_Al (meio MS e auséncia de injuria), COQ_ESM (meio
coquinho (COQ) e injaria de esmagamento), COQ_SEC (meio coquinho (COQ) e injuria
de seccionamento), COQ_AIl (meio coquinho (COQ) e auséncia de injuria). OXl_50
(numero de explantes oxidados aos 50 dias de cultivo), PC.10 (nUmero de explantes com
alongamento do peciolo cotiledonar aos 10 dias de cultivo), PC.50 (nimero de explantes
com alongamento do peciolo cotiledonar aos 50 dias de cultivo), PA.10 (nimero de
explantes com presenca da primeira bainha, parte aérea aos 10 dias de cultivo), PA.50
(nimero de explantes com presenca da primeira bainha, parte aérea aos 50 dias de
cultivo), CEL.10 (nimero de explantes com formacéao de calos com estrutura irregular aos
10 dias de cultivo), CEL.50 (numero de explantes com formacao de calos com estrutura
irregular aos 50 dias de cultivo), CEG.10 (nimero de explantes com formacao de calos
com estrutura globular aos 10 dias de cultivo), CEG.50 (nimero de explantes com
formacao de calos com estrutura globular aos 50 dias de cultivo).

Figura 4- Aspectos morfologicos e anatdbmicos do embrido de coquinho azedo (Butia
capitata) ndo inoculado. Em A, regido proximal (rp) e regido distal (rd). Em B, corte
anatdmico da regido distal. Em C corte anatbmico da regido proximal, mostrando o eixo
embrionario. Em D detalhe do eixo embrionario, destacando o pré-meristema radicular
(pr), pro-cambrio (pb) e cavidade cotiledonar (cc). rd- regido distal, rp- regido proximal,
pr- pro-meristema radicular, cc- cavidade cotiledonar, mf-meristema fundamental, pb-
procambio.



Figura 5- Calos e estruturas calosas formadas em 10 dias de cultivo. Em A, B, C, D calo
originario de MS/SEC. Em B, seta preta indicada por (fv) mostra formagéo de feixes
vasculares. Em C, seta preta indica formacéo de elementos traqueais, contendo células
caracteristicas do xilema. Em E e F, calo formado em MS/ESM. Em H e |, calo formado
em COQ/SEC e, em K, L, M, calo formado em COQ/ESM. Em |, setas pretas indicadas
por (ei) mostram espacos intercelulares, setas pretas indicadas por (cm) indicam centros
meristematicos e setas pretas indicadas por (pd) indicam formacao de protoderme. rd-
regido distal, rp- regido proximal, te- tecido remanescente do explante, pd- protoderme,
ei- espacos intercelulares, fv- feixes vasculares, xi- células caracteristicas do xilema, b1-
primeira bainha, cc- cavidade cotiledonar, cm- centro meristematico.

Figura 6- Calos formados no tratamento meio COQ sob injaria ESM (A, B, C, D, E, F, G)
e meio MS sob injuria ESM (H, |, J, K) aos 15 dias de cultivo. Em B e F, setas pretas
indicadas por (ei) mostram espacos intercelulares. Em B, seta preta indicada por (fv)
mostra formacdo de feixes vasculares. Em C e F, setas pretas indicadas por (pd)
mostram formacdo de protoderme. Em G, seta preta indica formacdo de elementos
traqueais, contendo células caracteristicas do xilema. Em K, setas pretas indicam
centros meristematicos. rd- regido distal, ei- espaco intercelular, te- tecido do embrido,
fv- feixe vascular, cc- cavidade cotiledonar, eo- edfilo 1, bl- bainha 1, b2- bainha 2, pd-
protoderme, xi- protoxilema.

Figura 7- Cortes anatdmicos dos calos observados apos 30 dias apds inoculagdo. Em
A, B, C e D, estruturas formadas a partir do tratamento (COQ/ESM); em B e C, detalhe
ampliado da estrutura semelhante a pré-embrido globular, seta preta indicada por (pd)
mostra formacdo de protoderme, seta preta indicada por (zm) mostra zona
meristematica. Em E e F, calo oriundo do tratamento MS/ESM, seta preta indicada por
(pd) mostra formacéo de protoderme. Em G e H, detalhe da germinacédo do embrido no
tratamento MS/ESM. Em |, detalhe da regido distal com visualizacdo dos danos de
esmagamento. rd- regido distal, rp- regido proximal, eo- edfilo 1, b1- bainha 1, b2- bainha
2, pd- protoderme.

Figura 8- Calos formados em (MS/SEC (A, B, C), MS/ESM (D, E, F), COQ/ESM (G, H,
1), COQ/ESM (J, K) aos 50 dias de cultivo. Em B, E e K, setas pretas indicadadas por (ei)
mostram espacos intercelulares, indicadas por (fv), mostram formacdo de feixes
vasculares e indicadas por (pd) mostram formacéo de protoderme. Em C, F e |, setas
pretas indicadas por (xi) indicam formacao de elementos traqueais, contendo células
caracteristicas do xilema e (fl) floema. fv- feixe vascular, ei- espaco intercelular, pd-
protoderme, xi- protoxilema, fl-protofloema, rd-regido distal, eo- edfilo, cc- cavidade
cotiledonar, te- tecido remanescente do embrido zigotico.

Experimento 2: Indugcdo de embriogénese somatica em embrides zigéticos de
coquinho azedo (Butia capitata) utilizando 2,4D e Picloram

Figura 1- Calos primarios formados aos 15 dias apos inoculagéo. A, B, C: 50 uM de
2,4D+300 uM de Picloram; D, E, F: 300 uM de 2,4D+50 uM de Picloram; G, H, I: 300 uM
de 2,4D, J, K, L: 300 uM de Picloram. rd- regido distal, rp-regido proximal. Seta branca
indica centro de multiplicac&o celular proximo a cavidade cotiledonar. Setas pretas em F



indicam centros meristematicos. Setas pretas em K indicam os trés pontos de formacao
dos calos.

Figura 2- Calos formados em embrides zigéticos de B. capitata aos 45 dias ap6s
inoculacéo. A - 50 uM de 2,4D+300 uM de Picloram (calo com aspecto embriogénico); B
- 300 uM de 2,4D+50 uM de Picloram (calo compacto, ndo embriogénico); C - 300 uM
de 2,4D (calo compacto, ndo embriogénico, D - 300 uM de Picloram (calo com aspecto
embriogénico). Seta vermelha indica estruturas globulares organizadas (evidéncia de
tecidos embriogénicos). Barras=1 mm.

Figura 3- Numero de calos aos 15 dias de cultivo (A); Numero de calos aos 45 dias de
cultivo (A); nimero de calos com caracteristicas embriogénicas aos 45 dias de cultivo,
caracterizados por apresentar estruturas globulares organizadas e aspecto friavel. Letras
distintas indicam diferenca significativa pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Pic-
Picloram.

Figura 4- Conteudo dos acidos indolacético (A), abscisico (B) e jasmonico (C) em
embrides zigoticos (E), calos ndo embriogénicos (CN) e embriogénicos (CE) no momento
da inoculacgdo e apas 45 dias de cultivo in vitro de embrides zigbticos de B. capitata.

Figura 5- Aspecto anatomico geral de calos ndo embriogénicos (A, C) e embriogénicos
(B, D, E) ap6s 45 dias de cultivo. Aspecto de possivel embrido somatico formado (F, G)
apos 100 dias em cultivo in vitro de embribes zigoticos de B. capitata. cpc- cordao
procambial; ma-meristema apical; pd-protoderme. As setas pretas nao identificadas
indicam centros meristemoides.

CAPITULO Il

Figura 1- Detalhes morfolégicos das mudas de coquinho azedo utilizadas como
explantes para o cultivo in vitro. (A) Muda de coquinho azedo de aproximadamente 50
cm de comprimento, folhas juvenis. (B) Detalhe da regido das bainhas das folhas,
realizacdo de cortes transversais (discos) proximos a regido meristematica apical. (C)
Detalhe dos discos transversais retirando-se a parte clorofilada (explante). Barra: 1 mm.

Figura 2- Detalhes dos explantes e calos de B. capitata cultivados ao longo de 75 dias.
(A) Explante cultivado na dose de 300 uM de 2,4D aos 30 dias com mais de 50% do
tecido do explante oxidado, nota-se inicio de estrutura deformada na regido central do
explante (encarquilhamento). (B) Explante encarquilhado cultivado na dose de 100 uM
de 2,4D aos 30 dias. (C) Explante cultivado na dose 300 uM de 2,4D aos 15 dias, com
aumento do volume da regido central do explante (encarquilhamento). (D) Explante com
calo formado na dose de 400 uM de 2,4D aos 15 dias. (E) explante com presenca de
saliéncias com calos friaveis (setas amarelas) cultivado com 300 uM de 2,4D aos 30
dias. (F) Superficie do explante contendo calos formados aos 30 dias na dose de 300
UM de 2,4D. (G e H) Calos aos 75 dias cultivados com 300 e 200 uM de 2,4D,
respectivamente. Notar aspecto mais friavel do calo (G) e mais compacto do calo (H).
Barras 1 mm.

Figura 3- Numero meédio de explantes que apresentaram encarquilhamento aos 15, 30,



50 e 75 dias de incubacao. Letras iguais nos tratamentos indicam similaridade pelo teste
Tukey a 5% de significancia. y'’=equagao transformada; y= equac¢do nao transformada.
Para fins de interpretacéo, os valores das médias sdo originais e o teste foi baseado nos
dados transformados. O coeficiente de variagdo- CV e R2 foram ajustados com os dados
transformados.

Figura 4- Numero médio de explantes de folhas de B. Capitata com calos aos 15, 30, 50
e 75 dias de incubacao. Letras iguais nos tratamentos indicam similaridade pelo teste
Tukey a 5% de significancia. y'=equacéo transformada; y= equacao nao transformada.
Para fins de interpretacéo, os valores das médias sao originais e o teste foi baseado nos
dados transformados. O coeficiente de variagdo- CV e R? foram ajustados com os dados
transformados.

Figura 5- Disperséo gréafica dos dois primeiros componentes principais para as variaveis
estudadas no cultivo in vitro de explantes de folhas imaturas de B. Capitata sob doses
de 2,4 D em uM. OXI-15, OXI-30, OXI-50, OXI-75 (numero de explantes oxidados aos
15, 30, 50 e 75 dias de cultivo); EC-15, EC-30, EC-50, EC-75 (numero de explantes
encarquilhados aos 15, 30, 50 e 75 dias de cultivo); NC-15, NC-30, NC-50, NC-75
(numero de explantes com presenca de calos aos 15, 30, 50 e 75 dias de cultivo).

Figura 6- Matriz de correlacdo de Pearson para as variaveis estudadas no cultivo in vitro
de explantes de folhas imaturas de B. Capitata sob diferentes doses de 2-4D. OXI-15,
OXI-30, OXI-50, OXI-75 (numero de explantes oxidados aos 15, 30, 50 e 75 dias de
cultivo); EC-15, EC-30, EC-50, EC-75 (numero de explantes encarquilhados ou
intumescidos aos 15, 30, 50 e 75 dias de cultivo); NC-15, NC-30, NC-50, NC-75 (numero
de explantes com presenca de calos aos 15, 30, 50 e 75 dias de cultivo). Valores
marcados com “X” correlacdo nao significativa pelo teste t a 5% de significancia, valores
ndo marcados com “X” ndo séo significativos pelo teste t a 5% de significancia.

Figura 7- Em A e B detalhes morfolégicos e anatdmicos dos explantes antes da
inoculacgao in vitro. Observar nas setas pretas os feixes vasculares pouco desenvolvidos
(folhas jovens). Em C e D, primeiros calos formados na superficie de alguns explantes
aos 15 dias de cultivo na dose de 400 uM de 2,4D, a seta laranja indica parte do explante,
podendo observar a origem mais epidérmica desses calos. Setas amarelas indicam
espacos intercelulares. A seta vermelha indica formacéo de estrutura semelhante a uma
epiderme, notar células pequenas e justapostas. Em E e F, detalhes dos explantes
encarquilhados aos 30 dias de cultivo na dose de 100 uM de 2,4D. Observar pequenos
centros meristeméaticos (setas pretas) e multiplicagéo celular préximo a feixes vasculares
(seta vermelha), que ampliado € possivel observar divisbes periclinais e anticlinais ao
redor dos feixes vasculares com detalhes do protoxilema (px) e protofloema (pf).
Observar espacos intercelulares (seta amarela). Em G, H e I, calos formados ao longo
de 50 dias de cultivo na dose de 300 uM de 2,4D, sendo perceptivel seu crescimento em
volta do feixe vascular (setas vermelhas). Observar o colapso das células em volta do
calo arredondado e nova epiderme sendo formada (seta preta). Pf- Protofloema, Px-
Protoxilema.

Figura 8- Cortes anatdomicos dos calos formados apds 75 dias de cultivo in vitro de
explantes de folha de B. capitata sob a dose de 300 uM de 2,4-D. (A) Calos formando



aglomerados esféricos e de aspecto friavel, semelhantes a pré-embriées somaticos. Em
B, C, D, E, mostram cortes anatomicos longitudinais da estrutura apresentada em A,
enquanto os cortes F, G e H representam cortes transversais. (B) Estruturas
aparentemente isolando-se da estrutura calosa com seta vermelha indicando a conexéo
da estrutura elipsoide com outras partes do calo, semelhante a um suspensor, enquanto
as setas verdes destacam células justapostas que envolvem essas estruturas, sugerindo
a formacdo de uma protoderme. (C) Estruturas redondas isoladas e envoltas por
protoderme, indicando desenvolvimento embrionario e vestigios de possivel suspensor.
(D) Estrutura redonda semelhante a pré-embrido, contendo feixes vasculares em
formacado (seta preta) e uma zona meristeméatica (zm- seta vermelha), possivelmente
correspondente ao eixo embrionério. (E) Estrutura contendo feixe vascular independente
com células caracteristicas de xilema (xi). (F, G, H) Estruturas semelhantes a pro-
embrides em corte transversal apresentando zonas meristematicas centrais (zm) e
envoltério de células em colapso oxidativo. zm- zona meristematica; Xxi- células
caracteristicas de xilema.

Figura 9- Atividade das enzimas do estresse oxidativo. (A) atividade da catalase (CAT).
(B) atividade das peroxidases (POX). (C) atividade da superéxido dismutase (SOD) nos
explantes e tecidos cultivados apds 50 dias para as doses de 0, 100, 200, 300 e 400 uM
de 2,4 D. Letras iguais nos tratamentos indicam similaridade pelo teste Tukey a 5% de
significancia.

Figura 10- Disperséao grafica dos dois primeiros Componentes principais (CP) para as
variaveis estudadas em relacdo as diferentes doses de 2,4 D. OXI-50 (numero de
explantes oxidados aos 50 dias de cultivo); NC-50 (nimero de explantes com presenca
de calos aos 50 dias de cultivo); CAT (atividade catalase aos 50 dias de cultivo); POX
(atividade peroxidase aos 50 dias de cultivo); SOD (atividade superdxido dismutase aos
50 dias de cultivo).
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Tabela 1- Contetudo de macronutrientes (g/kg de matéria seca) e micronutrientes (mg/kg
de matéria seca), presentes no palmito e inflorescéncia, coletadas em fevereiro de 2022,
em plantas de B. capitada, provenientes do Banco de Germoplasma do Instituto de
Ciéncias Agréarias da Universidade Federal de Minas Gerais (ICA/UFMG), Campus
Montes Claros, Minas Gerais, Brasil.

Tabela 2- Concentracéo de ions na solucao para a elaboracdo do meio de cultivo (COQ)
para B. capitata

Tabela 3- Concentracdo média de ions para a producéo de meio de cultivo de B. capitata

Tabela 4- Fonte e concentracdo de macronutrientes para a producao de meio de cultivo
de B. capitata (COQ)

Tabela 5- Fonte e concentracdo de micronutrientes para a producéo de meio de cultivo
de B. capitata (COQ).

Tabela 6- Numero de embrides que apresentaram oxidacdo aparente (OXI),
alongamento do peciolo cotiledonar (PC), presenca da parte aérea (PA) e formacao de
calos com pelo menos uma estrutura globular (CEG) de embrides de B. capitata,
injuriados (ESM-esmagamento, SEC-seccionamento, Al-auséncia de injdria), cultivados
em meio MS e COQ e avaliados apds 10 e 50 dias ap6és a inoculacdo (D.A.l).

Tabela 7- Atividade das enzimas catalase e peroxidase, em embrides de B. capitata,
injuriados (ESM-esmagamento, SEC-seccionamento, Al-auséncia de injdria), cultivados
em meio MS e COQ e avaliados apds 50 dias ap6s a inoculacéo. Catalase (CAT) pmol
H202 mg ptnas™ min 1. Peroxidases (POX) pmol H202 mg ptnas™ min -1,
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Tabela 1- Composicdo meio de cultura COQ (Macro e microelementos), aminoécidos e
vitaminas utilizados.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil possui elevada biodiversidade vegetal, na qual ha espécies ainda
desconhecidas ou subexploradas (LORENZI et al., 2010). A familia Arecaceae,
considerada uma das mais importantes, apresenta 300 espécies nativas do Brasil,
muitas das quais com evidente potencial econbmico e inseridas nos mais variados
biomas (LORENZI et al., 2010; RODRIGUES, 2023). O coquinho-azedo (Butia capitata),
uma palmeira endémica do Cerrado, encontrada nos estados da Bahia, Goias e Minas
Gerais, é uma dessas espécies. Seus frutos possuem elevado valor nutricional e séo
utilizados pelas comunidades locais na producdo de sucos, sorvetes, picolés e outros
alimentos, gerando renda e valorizando a flora nativa brasileira (FARIA et al., 2008;
LEITMAN et al., 2013). No entanto a exploracdo extrativista da espécie, somada aos
impactos da expanséo da fronteira agricola no Cerrado, colocou-a na lista de plantas
ameacadas (SILVA e SCARIOT, 2013; SIBBR, 2020).

O melhoramento genético e a domesticacdo de B. capitata podem contribuir para
minimizar os efeitos de atividades antrépicas, além de fornecer subsidios para o
desenvolvimento de técnicas de manejo com o objetivo de aumentar a produtividade da
cultura e, assim, conservar recursos genéticos valiosos (SA, 2023). Contudo o
melhoramento genético de espécies perenes € dispendioso em tempo e recursos
(BOREM; MIRANDA, 2017). A vista disso, a cultura de células e tecidos vegetais constitui
uma ferramenta promissora, para a propagacao clonal de matrizes superiores, 0 que
facilita os programas de melhoramento genético e, consequentemente, contribui para a
domesticacado (PAIS, 2019; GUAN et al., 2016).

A embriogénese somética (ES) se destaca como possibilidade de propagacédo
clonal para palmeiras. Esse método consiste na obtencdo de embrides na auséncia de
fertilizacdo, denominados embribes somaticos. Células somaticas desenvolvem-se, por
meio de estimulos apropriados, originando um individuo clonal a partir daquele que
forneceu o explante (HORSTMAN et al., 2017; KUMAR e VAN STADEN, 2017). O
processo de embriogénese soméatica envolve as etapas de inducdo,
desenvolvimento/multiplicagéo, diferenciagdo/maturacdo e regeneracdo. No entanto
observa-se que nao se trata de um processo linear, mas, sim, um processo assincrono
e influenciado por diversos fatores morfologicos, fisiologicos e genéticos que afetam
todas as etapas (MEIRA et al.,, 2020; DE CAMPOS et al., 2020; SILVA-CARDOSO,

2022). Entre os fatores mais significativos, destacam-se a idade fisiolégica e o tipo de
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explante (BARBARA et al.,, 2018; DU et al., 2020). Explantes originarios de tecidos
meristematicos, quando induzidos, apresentam maior competéncia embriogénica que
agueles provenientes de tecidos lignificados, ou seja, apresentam maior capacidade de
responder a estimulos indutivos e adquirir a habilidade de formar embrides somaticos
(SILVA-CARDOSO et al., 2022). Do mesmo modo, 0os componentes do meio de cultivo
séo fatores bastante relevantes para o sucesso da inducdo da embriogénese somatica
(GULZAR et al., 2020). Nesse sentido, posto que séo varios os fatores que influenciam
0 processo de ES, tem sido recomendado o uso de embrides zigéticos em espécies que
ainda se encontram em fase de estudos iniciais (DU et al., 2020).

A inducdo representa o inicio de um caminho especifico de desenvolvimento,
originando células e tecidos determinados para diferentes rotas morfogénicas
(CHRISTIANSON; WARNICK, 1983). Nessa fase, alguns genes séo ativados por
aplicacdo de fitorreguladores exdgenos ou alguma fonte de estresse, culminando na
formacao de células determinadas para embriogénese (NAMASIVAYAM et al., 2007;
ELHITI et al., 2013; AGUILAR-HERNANDEZ, 2018). O uso de auxinas sintéticas, como
o0 2,4-D, tem se mostrado fundamental nesse processo, atuando como promotor da
aguisicdo de competéncia embriogénica, favorecendo a formacgéo de calos com elevado
potencial morfogénico (FEHER et al., 2003; WOJCIK et al., 2020). Aliado a isso,
estimulos de estresse fisico ou quimico, como injurias mecanicas, variacbes de
temperatura e choques osmdticos, também desencadeiam respostas celulares que
ativam vias de reprogramacdo génica, estimulando a proliferacdo de calos e tecidos
embriogénicos (IWASE et al., 2011; KUMAR; VAN STADEN, 2017).

A possibilidade de desenvolver materiais clonais superiores de B. capitata, a
serem incorporados pelos produtores em pomares comerciais, podera contribuir para o
aumento da renda e a valorizacdo das cadeias produtivas locais (BENIN et al., 2003).
Nesse contexto, a embriogénese somatica apresenta-se como uma ferramenta
promissora para a espécie e outras palmeiras nativas similares (LUIS e SCHERWINSKI-
PEREIRA, 2014). Entretanto, para desenvolver esse tipo de propagacao vegetativa, é
fundamental compreender os eventos iniciais da embriogénese somatica e os fatores

envolvidos no processo, principalmente, em espécies pouco estudadas.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os eventos iniciais e os fatores determinantes na indu¢ao da embriogénese

somatica em embrides zigoticos e folhas imaturas de Butia capitata (coquinho-azedo).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a formacao de calos com potencial embriogénico de embrides zigoéticos
submetidos a diferentes injurias mecanicas, meios de cultivo e reguladores de
crescimento;

e Avaliar as respostas calogénicas e o potencial embriogénico de tecidos de folhas
imaturas submetidos a diferentes doses de 2,4-D

e Caracterizar aspectos morfofisioldgicos da inducdo de embriogénese somética
em B. capitata.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 EMBRIOGENESE SOMATICA: CONCEITOS, APLICACOES E LIMITACOES

A cultura de células e tecidos vegetais envolve um conjunto de metodologias
destinadas ao cultivo de células ou segmentos de orgaos vegetais (explantes) em meios
de cultivo estéreis e sob condi¢Bes de crescimento controladas (MARISOL OCHOA-
VILLARREAL et al., 2016). Uma das principais aplicacdes dessa técnica € a regeneracao
in vitro de plantas via organogénese ou embriogénese somatica (direta ou indireta)
(HORSTMAN et al., 2017). A regeneracédo de uma nova planta, a partir do cultivo celular
do explante doador, baseia-se no principio da totipoténcia celular (FISHER et al., 2019).
Esse principio considera que qualquer célula somatica possui informacdo genética
suficiente para originar uma planta completa e saudavel (HORSTMAN et al., 2017;
FISHER et al., 2019).

A morfogénese in vitro pode ser desencadeada por duas rotas distintas:
organogénese ou embriogénese somatica. A organogénese consiste na formacao de
orgaos (raizes, gemas, brotacdes), a partir de um explante, constituindo-se em um

processo unipolar (LIU et al., 2018). Por outro lado, a embriogénese somatica (ES)
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proporciona a formacdo de embrides na auséncia de fertilizacdo. Dessa forma, os
embrides somaticos, por meio de estimulos apropriados, germinam e originam um
individuo clonal daquele que forneceu o explante, constituindo-se um processo bipolar
(HORSTMAN et al., 2017; SILVA-CARDOSO et al., 2022). A ES apresenta maior
eficiéncia de multiplicacdo do que a organogénese, sendo mais vantajosa para a
propagacao in vitro de espécies lenhosas ou de remotas possibilidades de propagacao
vegetativa (MAZRI et al., 2017).

A embriogénese somética pode ocorrer pela via direta (sem a formacéo de calos-
estruturas celulares amorfas) ou indireta (com a formacao de calos). A embriogénese
somatica direta (ESD) é caracterizada pela formac&o de embriGes somaticos na prépria
superficie do explante (HORSTMAN et al., 2017; KUMAR e VAN STADEN, 2017). Nesse
caso, o processo de desdiferenciagéo celular, caracterizado pela transicao de um estado
celular mais diferenciado para outro menos diferenciado, seguido da diferenciacdo em
embridbes somaticos, ocorre diretamente, sem a etapa intermediaria de formacao de
calos. Ainda, a ESD é mais comumente observada no cultivo in vitro de embrides
zigoticos (DUCROCQ et al. 1994; CHOI et al., 1998; D.GAJ et al., 2001). Portanto
acredita-se que tecidos embrionarios oriundos de embrides zig6ticos apresentam
competéncia embriogénica pré-determinada, por isso, S80 mais responsivos ao processo
de embriogénese somatica (WILLIAMS e MAHESWARAN, 1986).

Na embriogénese somatica indireta (ESI), formam-se tecidos amorfos, com
intensa atividade meristematica (calos), que podem ou ndo adquirir competéncia
embriogénica. Nesse processo, a formacdo do embrido depende de uma complexa
regulacdo das diferentes etapas do desenvolvimento embriogénico, exigindo uma
reprogramacdo genética robusta (HORSTMAN et al., 2017; KUMAR e VAN STADEN,
2017). A ESI pode ser vantajosa por possibilitar, a partir de um Unico explante, a
obtencdo de um maior nimero de plantulas, bem como de permitir maior controle das
fases do processo embriogénico, uma vez que possibilita a criopreservacdo dos
materiais em diferentes estagios de desenvolvimento (SIVANESAN et al., 2022). Além
disso, € possivel que os cultivos celulares sejam subcultivados; no entanto esse
processo deve ser limitado, em funcao do risco de ocorréncia de variagbes somaclonais,

resultantes do acumulo de alteragcbes genéticas e epigenéticas (GARCIA et al., 2019).
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3.2 APLICACOES DA EMBRIOGENESE SOMATICA

Considerando o amplo conhecimento tedrico sobre 0s processos e mecanismos
da embriogénese somatica (ES), em plantas-modelo como a Arabidopsis, sua aplicacdo
in vitro ainda € limitada, em virtude da baixa capacidade de resposta apresentada por
muitas espécies e cultivares, principalmente, em plantas lenhosas (KADOKURA et al.,
2018; WOJCIK et al., 2018). Assim, entre as principais aplicacdes da ES, a propagacao
clonal é uma das mais significativas, especialmente, para espécies monocotiledéneas
perenes com escassas alternativas de propagacéao clonal, como é comum em palmeiras
(CARVALHO et al., 2006; MAZRI et al., 2017).

A clonagem também representa uma estratégia de elevado potencial para apoiar
programas de melhoramento genético e conservacédo de germoplasma, bem como para
subsidiar o crioarmazenamento de materiais genéticos e a transformacdo genética,
incluindo a edicao de genes. Além disso, possibilita, por meio de subcultivos, a producao
de mudas em larga escala, com alto vigor e isentas de problemas fitossanitarios,
tornando mais seguro o transito de mudas e a implantacdo de lavouras mais rentaveis e
sustentaveis (PAIS, 2019; GUAN et al., 2016). De modo adicional, o conhecimento sobre
cultivo in vitro pode ser atil no estudo de fatores nutricionais. As condi¢des controladas
de cultivo de células e tecidos vegetais permitem determinar, com maior exatiddo, a
influéncia do estresse biotico e abidtico sobre o metabolismo secundario, auxiliando em
programas de adubacdo e manejo da espécie (SCHILLBERG et al., 2013; NAUSCH e
BUYEL, 2021).

3.3 ETAPAS DO PROCESSO DE EMBRIOGENESE SOMATICA

De maneira simplificada, o processo de embriogénese somatica pode ser
subdividido em quatro etapas: 1) inducdo, 2) desenvolvimento/multiplicacéo, 3)
diferenciacdo/maturacdo e 4) regeneracdo. No caso de espécies sem informacgdes
prévias sobre a embriogénese somatica, a etapa de inducdo torna-se crucial para o
sucesso dessa ferramenta biotecnolégica. Mesmo com a disposicao didatica dessas
fases, verifica-se que ndo se trata de um processo linear, mas, sim, assincrono e
influenciado por diversos fatores morfolégicos, fisiolégicos, genéticos e epigenéticos, o0s
guais afetam todo o processo (MEIRA et al., 2020; DE CAMPOS et al., 2020; SILVA-
CARDOSO, 2022).
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As etapas esquematizadas do processo basico de embriogénese somatica
indireta in vitro, utilizando reguladores de crescimento e agentes osmoticos, sao
apresentadas na Figura 1. Neste exemplo, utilizou-se a auxina indutora 2,4-D como

modelo.

Retirada 2,4-D
Planta matriz do meio

Explante

2.4-D e ou
estresse

-ABA
-Citocininas
-Agentes Osmoticos

II

VR WA

Ciclo de divisdes celulares [

/

N

Ciclo de maturagdo l
7

NN

N

I

-D
+citocininas

Diferenciagdo/ Maturaqﬁo}

Regeneracao

Formagao de
MPE

{ Aclimatizagdo de plantulas

Figura 1- Esquema da embriogénese somatica indireta com a utilizacdo da auxina (2,4D).
Adaptado de STEINER, 2008. Nota: 2,4D: 2,4 diclorofenoxiacético, MPE: massas pro-
embriogénicas; ABA: 4cido abscisico.

3.3.1 Inducéo

A inducédo representa o inicio de um caminho especifico de desenvolvimento,
dando origem a células e tecidos determinados para diferentes rotas morfogénicas
(CHRISTIANSON; WARNICK, 1983). Nessa fase, alguns genes séo ativados pela
aplicacao de fitorreguladores exégenos ou alguma outra fonte de estresse, promovendo
a formacao de células determinadas para embriogénese. Esse processo € dividido em
trés etapas principais: desdiferenciacdo, aquisicdo de competéncia e determinacao
celular (NAMASIVAYAM et al., 2007; ELHITI et al., 2013).

A totipoténcia nos tecidos vegetais se manifesta com a desdiferenciacéo celular,

essencial para que as células readquiram a capacidade meristematica e possam originar
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diversos tipos celulares, incluindo células embriogénicas (FEHER, 2015). Uma vez
desdiferenciadas, essas células, quando expostas a sinais especificos, tornam-se
competentes para iniciar o processo de embriogénese somética. A determinacdo marca
o fim do processo de inducéo, no qual a combinacéo de fatores internos e externos, como
fitorreguladores e outros componentes do meio, direcionam a formacédo de tecidos
especificos do embrido (WU et al., 2015; FEHER, 2015).

No primeiro ciclo (Figura 1), o explante da planta matriz é inoculado em meios de
cultura contendo fitorregulador ou outro estimulo de estresse associado, promovendo a
ativacdo de genes envolvidos no processo de inducao. A auxina 2,4 diclorofenoxiacético
(2,4D) é a mais utilizada como auxina indutora de ES, sendo verificada na maioria (78%)
dos 80 protocolos investigados de embriogénese somética para diversas espécies
(WOIJCIK et al. 2020). Esse fitorregulador promove efeito duplo importante: a0 mesmo
tempo que desencadeia a producado de acido indol-3-acético (AlA) endbégeno, é também
um importante indutor de estresse celular, modulando a reprogramacédo das células via
metilacdo do DNA nuclear. O 2,4D desempenha papel fundamental nos processos de
crescimento e morfogénese das plantas, de maneira especial, controlando a aquisicao
de competéncia embrionaria (FEHER et al., 2003, MIRONOVA et al., 2017). Tais efeitos
s&o fundamentais para permitir a transicdo somaética para embriogénica (FEHER et al.,
2003; WOJCIK et al. 2020; GARCIA et al., 2022).

A inducédo envolve diversos fendmenos tais como sinalizacdo em nivel celular,
alteracdes na composicao da parede celular e mudancgas hormonais e epigenéticas, que
podem ter origem unicelular ou multicelular. A embriogénese somatica indireta (ESI) é
caracterizada pela desdiferenciacdo celular, com elevada atividade meristemética e
formacéo de calos (MAGNANI et al., 2017; MENDEZ-HERNANDEZ et al., 2019). Os
explantes, ao serem induzidos, formam calos que evoluem para massas celulares pro-
embriogénicas (MPE) ou embri6es globulares no estagio pré-embrionario. Essas MPE
sdo ainda capazes de originar embriées secundarios por meio de ciclos repetidos de
divisao celular (GUERRA et al., 1999). Assim, os meios de inducdo de ES iniciam o
processo de desdiferenciacéo celular que, no caso da via indireta, € evidenciado pela
intensa atividade mitética e formacdo de calos (MAGNANI et al., 2017; MENDEZ-
HERNANDEZ et al., 2019). Esses calos podem evoluir para massas pro-embriogénicas
e, posteriormente, para embrides somaticos (SIVILAY et al., 2024).

A inducdo e todo o processo de ES sao influenciados por mdltiplos fatores,

incluindo o gendtipo do explante, tipo e idade fisioldgica do tecido, e, também, por
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aspectos hormonais e epigenéticos (VARIS et al., 2018; HAPSORO et al., 2020). Entre
esses fatores, destacam-se a idade fisiologica e tipo de explante (BARBARA et al., 2018;
DU et al., 2020). Portanto explantes originarios de tecidos meristematicos, quando
induzidos, apresentam maior competéncia embriogénica do que aqueles originarios de
tecidos lignificados (SILVA-CARDOSO et al., 2022).

Em espécies consideradas altamente recalcitrantes a ES ou que estdo na fase
inicial de estudo, embrides zigoticos tém sido adotados como explantes modelo (DU et
al., 2020). O uso desses embrides oferece diversas vantagens: utilizacdo em larga
escala, uniformidade, facilidade de coleta, transporte em longas distancias e menor risco
de contaminacao (TEIXEIRA et al., 1993). Além disso, em programas de melhoramento
genético, a clonagem de embrides zigoéticos € de grande importancia, em virtude da sua
capacidade de acelerar os ciclos de selecdo, principalmente, em geragbes de
retrocruzamentos, em que cada semente/embrido representa um Unico genétipo. Logo a
capacidade de reproduzir cada genotipo por clonagem permite uma avaliagdo mais
eficaz através da replicagcdo em experimentos de campo (BALZON et al., 2013).

Outras formas de inducéo, associadas ou ndo a aplicacao de fitorreguladores, tém
sido exploradas, em especial, relacionadas ao estresse in vitro, como: radiacao
ultravioleta, ions de metais pesados, choques osmaéticos, desidratacdo, choques de alta
e baixa temperatura e antibiéticos, além de inducdo quimica e mecanica (ZAVATTIERI
et al. 2010; GARCIA et al. 2019; HOLOBIUC, 2015). Em Arabidopsis tipo B (ARR), o fator
de transcricdo WOUND INDUCED DEDIFFERENTIATION 1 (WIND1) e seus homélogos
foram identificados como ativadores da desdiferenciagéo celular e proliferacdo de calos
apos ferimentos e ruptura dos tecidos (IWASE et al., 2011). Por conseguinte, 0 estresse
in vitro se destaca como um dos principais moduladores da reprogramacéo genética que
permite a transicdo do estado somatico para embrionario (KUMAR e VAN STADEN,
2017).

3.3.1.1 Expresséao Génica

Como anteriormente mencionado, a inducdo da embriogénese somética (ES)
compreende a aquisicdo de competéncia embriogénica. A competéncia embriogénica
nao garante, por si sO, 0 sucesso da ES, poréem € um dos fatores mais importantes. A
formacdo bem-sucedida do embrido somatico, até a regeneracao da plantula, requer a
atuacdo simultanea de mecanismos de sinalizagédo genética e a expressao adequada de

genes especificos (GULZAR et al., 2020). Portanto todos os fatores que influenciam a
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ES desempenham papéis na sinalizacdo genética e epigenética, o que evidencia a
complexidade de controlar todos os efeitos envolvidos a fim de alcangar o sucesso do

processo.

Independentemente da relevancia de todos os grupos de genes envolvidos na
expressao da ES, destacam-se aqueles associados ao metabolismo hormonal, pois s&o
considerados fortes iniciadores do processo (SMERTENKO et al., 2014). Destarte, nesta
revisdo, serdo apresentados os principais fatores de expresséo génica relacionados ao
metabolismo hormonal que desencadeia o processo de ES. O uso de fitorreguladores
exdgenos, sobretudo auxinas, associados ou ndo a fatores de estresse, promove a
ativacdo dos componentes da via de sinalizagdo da auxina (VAN STADEN, 2017,
WOJCIK et al., 2020). A tabela a seguir resume 0s principais genes e fatores de

transcricdo envolvidos na inducéo da ES.

Tabela 1- Resumo das principais vias regulatorias transcricionais que controlam a indugéo da
embriogénese somatica.

Principais Componentes
daviade sinalizagdo de Funcéo

auxinanainducdo de ES

Compreende diversas proteinas, como o0s receptores de auxina
Complexo SKP/CULLIN/F- (TAARs). Os TAARs direcionam os membros da familia de proteinas
BOX-ubiquitina (SCF TIR1) repressoras transcricionais AUX/IAA para uma degradacao dependente
do proteassoma (LEYSER, 2018).

A degradacdo dos correguladores transcricionais AUX/IAA culmina na

liberacdo do correpressor transcricional TOPLESS (TPL) e permite que
Correguladores i . i i
o as proteinas (Fator de Resposta a Auxina- (ARFs) se liguem aos
transcricionais Aux/IAA. o ) _ )
promotores dos genes primarios responsivos a auxina e, assim, regular

suatranscricdo (LEYSER, 2018).

Os ARFs promovem reprogramacao genética das células somaticas do

i L explante, que modula as transicbes para cada um dos estagios do
Proteinas de ligagao . ) ) .
. . desenvolvimento embrionario somatico (VAN STADEN, 2017). Os
especificas de sequéncia ]
X ) perfis de expressao tanto dos genes AUX/IAA quanto dos ARFs séo
(Fator de Resposta a Auxina- ) _ )
altamente diversos, refletindo a complexidade da regulacéo

(ARFs) . : .
transcricional desses genes, que sdo ajustados por vérios fatores,
incluindo o status hormonal de um tecido (LI, 2016; WOJCIK et al 2020).
Genes do TAAl/YUC Controlam a via de biossintese de auxina enddgena, associada a

aquisicdo de competéncia embriogénica, ou seja, a transicdo do estagio
somético para embriogénico (KUMAR e VAN STADEN 2017).
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Genes sdo expressos, apos desdiferenciacdo e aumentam o nivel de

Genes do cotilédone auxina enddgena, que, em consequéncia, regula positivamente a
frondoso (LEC1 e LEC?2). expressdo dos genes Curly Leaf (CLF), Wuschel (WUS) e Somatic
Embryogenesis Receptor Kinase (SERK) (KUMAR e VAN STADEN

2017).
Curly Leaf (CLF), Wuschel | Genes diretamente relacionados com a expressao da totipoténcia
(WUS) e Somatic | celular (KUMAR e VAN STADEN 2017; SIVANESAN et al., 2022).
Embryogenesis Receptor
Kinase (SERK).

Controlam o transporte de auxina polar, durante o desenvolvimento in
vitro, com respostas diferentes em auxinas naturais e sintéticas
(KROGAN et al., 2016). Enquanto a auxina natural IAA é transportada
Transportadores de auxinas | polarmente pelos transportadores de auxina (proteinas de efluxo- PIN-

(Genes PINSs) FORMED (PIN) e P- GLYCOPROTEIN (PGP); proteinas de influxo-
AUXINT/LIKE-AUX1 (AUX/LAX), o transporte de 2,4-D pelos portadores
de efluxo PIN € limitado, resultando em um acumulo de 2,4-D nas
células vegetais (DE RYBEL 2009).

E fato que a dose de auxina que induz a expressdo dos genes varia de espécie
para espeécie. Acredita-se, inicialmente, que as auxinas exdgenas alteram os niveis de
metilacdo do DNA em células embriogénicas e que um nivel 6timo de metilacdo é
necessario para o desenvolvimento normal do embrido somatico. Nesse contexto, tanto
a hipometilagdo quanto a hipermetilagdo parecem ser igualmente inibitérias quando
utilizadas no processo de embriogénese somatica (GARCIA et al., 2019). Além da
biossintese de auxina enddgena, desencadeada pela aplicacdo exdgena deste
regulador, outros aspectos como a percep¢do da auxina, o transporte polar e a
sinalizagdo/resposta também estdo envolvidos no mecanismo de inducdo da ES
(WOJICIK et al., 2020).

Outros fitormdnios também foram identificados como auxiliares na aquisi¢cdo da
competéncia embriogénica. A sinalizacéo do acido abscisico (ABA) foi confirmada como
vital, atuando como um fator de estresse durante a inducdo do embrido somatico
(FEHER, 2015). O etileno, induzido pelo uso de 2,4-D, atua, sobretudo, em conjunto com
0 acido jasménico (JA), o acido salicilico (SA) e o proprio ABA, para regular diversos
processos bioldgicos, incluindo estresse oxidativo, hipoxia e morte celular programada

(WANG et al., 2002). Nesse sentido, o etileno € um fitormonio crucial, durante a iniciagdo
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e o desenvolvimento da ES, embora seu acimulo no ambiente in vitro possa ter efeitos
negativos sobre o desenvolvimento embrionario (VIKRANT, 2018; GARCIA et al., 2022).

3.3.1.2 Calos e estruturas embriogénicas

De forma geral, os calos embriogénicos formados na fase de indug&o, mediada

por fitorreguladores de crescimento e/ou diferentes tipos de estresse, proliferam e
originam massas pré-embriogénicas (HALPERIN, 1966; YANG e ZHANG, 2010).

Portanto estudos histologicos também s&do importantes, para a compreensdao dos

processos de embriogénese somatica, uma vez que permitem diferenciar calos

embriogénicos de ndo embriogénicos, além de descrever a estrutura dos embrifes
somaticos (ZHANG et al., 2021).

A tabela a seguir apresenta os principais aspectos morfoanatémicos conhecidos

para a identificacdo de calos embriogénicos.

Tabela 2- Aspectos morfoanatdémicos conhecidos para a identificacdo de calos embriogénicos e

ndo embriogénicos.

Calos

Embriogénicos

Aspectos
Morfolégicos

Aspectos Anatdémicos

Aspectos
Histoquimicos

Calos friaveis e de
coloracdo clara e
amarelo-acastanhados
(MAZRI et al., 2018;

MEIRA et al.,, 2020;
ZHANG et al., 2021,
DU et al, 2020).
Presenca de
aglomerados

arredondados de
diferentes  tamanhos

(ZEIN EL DIN, 2021).

Centros meristematicos
sdo uma caracteristica
marcante de calos
embriogénicos, indicando
resposta a aplicagdo de
fitorreguladores ao meio
de cultivo (QUIROZ et al.,
2006; FEHER et al.,
2015). Em geral, as
células sdo pequenas,

isodiamétricas e
agregadas, com alta
relacéo

nacleo/citoplasma.
Apresentam poucos e

pequenos vacuolos,
organelas abundantes e
paredes celulares

espessas (BALZON et al.,
2013; SILVA- CARDOSO
etal. 2019b; DE CAMPOS
et al., 2020).

Presenca de pequenos

grdos de amido e
proteinas nas células
meristematicas e

embriogénicas.
Compostos fendlicos nas
Células também €é um
indicativo de resposta
embriogénica, sugerindo
que as células estédo
respondendo ao estimulo
hormonal (QUIROZ et al.,
2006; FEHER et al.,
2015).




Calos néao

Embriogénicos

Calos

macios e

leitosos com formato

irregular
al., 2021).

(ZHANG et

Células maiores,
alongadas, presenca de
espacos intercelulares e
citoplasma pouco denso
(NA, 2007; DU et al,
2020; ZHANG et al,
2021). Células com
diferentes tamanhos,
altamente  vacuoladas,
contendo poucas
organelas que podem ser
interpretadas como sinais

Coram-se com Evans
blue, indicando
permeabilidade e inicio de
morte celular (CIPRIANO,
2018).

Declinio nas reservas
proteicas caracterizadas
pelo aumento da
floculagdo de corpos
protéicos e consequente
formacdo de vacuolos
(SILVA-CARDOSO et al.,
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de baixa atividade
metabdlica (YANG e
ZHANG 2010).

2019b).

3.3.2 Desenvolvimento e multiplicagao

A partir da inducdo e obtencdo de calos com competéncia embriogénica, €
necessario que ocorra a rediferenciacéo celular por meio da reprogramacao genética.
Isso geralmente ocorre em associagdo com a retirada parcial da auxina indutora do meio
de cultivo (Figura 1), permitindo que o embrido somatico se desenvolva e se multiplique
(MAHDAVI-DARVARI et al., 2015), posto que a auxina, em doses elevadas, impede o
desenvolvimento normal do embrido (ZHANG et al., 2021). Além da reducédo da auxina,
a adicao de citocininas tem sido apontada como um fator primordial, para a manutencao
da multiplicacdo de linhagens embriogénicas (GRANJA et al., 2018; FERREIRA et al.,
2022a; SILVA-CARDOSO, 2022), favorecendo a multiplicacdo do tecido embriogénico.
De tal modo, o sucesso de um protocolo de embriogénese somatica depende tanto da
efichcia na inducdo de calos quanto da capacidade de multiplicar as linhagens
embriogénicas (GRANJA et al., 2018).

A presenca da auxina, especificamente do 2,4-D, esta relacionada também a
polaridade celular e a divisdo celular assimétrica, o que influencia alteracbes na
morfologia celular, fisiologia, metabolismo e expresséo génica. Logo a bipolaridade do
embrido evidencia normalidade do desenvolvimento do embrido soméatico (GARCIA et
al.,, 2019). A formacdo do embrido somatico normal é essencial para a maturagdo e
germinacdo adequada das plantulas. Os efeitos genéticos relacionados a metilacdo do
DNA nuclear estdo associados ao desenvolvimento embrionario somatico in vitro.
Embrides soméaticos anormais de cacaueiro apresentam uma alta propor¢cao de células
anucleadas, presenca de vacuolos liticos e maior niumero de vesiculas (GARCIA et al.,
2022).
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Em embribes anormais, os genes ligados ao transporte de auxinas (proteinas PIN)
apresentaram um padréo de metilagdo que bloqueia esse transporte, comprometendo a
disposicdo bipolar do crescimento embrionario. O transporte de 2,4-D pelos
transportadores de efluxo PIN é limitado, quando comparado ao transporte de AlA nas
células, o que resulta em acumulo de 2,4-D nos tecidos vegetais (RYBEL et al., 2009).
Essas informagbes permitem inferir que os embrides anormais se originam, sobretudo,
do acumulo excessivo de 2,4-D nas células. A anormalidade dos embrides pode estar
diretamente relacionada também ao ambiente de hipdxia, associado a expresséo de
genes que codificam o etileno e seu precursor ACC, cuja producéo € estimulada pela
adicdo de 2,4-D (GARCIA et al., 2022). Portanto o acumulo excessivo de etileno no
ambiente in vitro € prejudicial ao desenvolvimento normal do embrido.

N&o obstante esteja evidente que € importante reduzir os niveis de auxinas
indutoras nos subcultivos de calos embriogénicos, a fim de permitir o desenvolvimento
dos embrides, ainda ndo ha um consenso sobre a melhor forma de realizar essa reducéo.
Existem estudos que apontam respostas favoraveis a reducao drastica (BALZAN et al.,
2013; DE CAMPOS et al., 2020), enquanto outros indicam que a reducao gradual pode
ser mais eficaz (SILVA-CARDOSO et al., 2019a).

3.3.3 Maturacao de embrides somaticos

No segundo ciclo (Figura 1), os pro-embrides podem ser estimulados a completar
seu desenvolvimento, o qual é caracterizado pela identificacdo dos polos apical e
radicular, delimitacdo dos embrides por epiderme e formacdo de feixes vasculares
(HORSTMAN et al., 2017; DU et al., 2020). Além disso, ocorre acumulo de reservas,
principalmente amido, necessarias para a regeneracao das plantulas (SILVA-CARDOSO
etal., 2019; DE CAMPOS et al., 2020; CARDOSO et al., 2020; BALZON, et al., 2013). A
limitacdo da dessecacdo do embrido no cultivo in vitro é apontada como um dos
principais fatores que resultam em baixas taxas de recuperagdo das plantas
(MUHEDANER et al. 2019), a qual esta relacionada a elevada umidade relativa do
ambiente in vitro.

A maturacdo do embrido, via de regra, é realizada com a retirada total da auxina
indutora (Figura 1), uso de citocininas e ou combinacdo de agentes que promovam
estresse osmotico (FERREIRA et al., 2022a; VALE et al., 2018). Outras alternativas tém

sido investigadas, apresentam resultados positivos para dessecacdo e maturagao dos
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embrides somaticos, como: o uso de papel filtro no meio de cultura (MUHEDANER et al.
2019; REMAKANTHAN et al., 2014); pré-cultura sem reguladores de crescimento vegetal
antes da maturacédo (OLARIETA et al., 2023) e o0 uso de carvao ativado (BANDUPRIYA
et al.,, 2016). Essas estratégias visam simular condi¢des fisiolégicas semelhantes as
encontradas nas sementes, favorecendo a maturacao eficiente dos embrides somaticos

e aumentando as taxas de conversao em plantulas.

3.3.4 Regeneracao/Germinagao

O processo de germinacdo de embrides somaticos € semelhante ao processo de
germinacao de embrides zigoticos, conforme descrito por FERREIRA et al. (2020). No
entanto diversos autores apontam a conversao de embrides somaticos em plantas como
outro gargalo da embriogénese somatica, especialmente em palmeiras (SILVA-
CARDOSO et al.,, 2022; DE CAMPOS et al., 2020). A germinacdao e conversao dos
embrides em plantulas depende, inicialmente, da formagédo de embrides normais e
capazes de responder aos estimulos do meio. Na maioria das espécies lenhosas, a
percentagem de formacdo de embrides normais € baixa. Estudo com o cacaueiro
mostrou que apenas 18,64% dos embrifes somaticos eram do tipo normal, enquanto o0s
demais 81,36% apresentavam alguma anomalia grave, o que impedia pelo menos 95%
desses de germinarem (GARCIA et al., 2022). De maneira semelhante, em Syagrus
oleracea, os embrides soméaticos praticamente ndo resultaram em plantulas normais,
resultado da ocorréncia de fusédo e germinacéo precoce (SILVA-CARDOSO et al., 2022).
Entre os fatores que afetam o desenvolvimento de embribes sométicos e
impedem a regeneracao de plantas saudaveis destaca-se o ambiente in vitro, que, por
si sO, favorece a ocorréncia de uma série de agentes estressores, como: elevada
concentracdo de sais, desequilibrio osmatico, alta umidade relativa, ferimentos, entre
outros. Além disso, a exposicao, por longos periodos de cultivo, a fitorreguladores de
crescimento em altas concentracdes também tem sido relacionada a ocorréncia de
embribes soméaticos de baixa qualidade, geralmente com anormalidades evidentes (SUN
et al., 2010; PRUDENTE et al., 2019; SILVA-CARDOSO et al., 2019 &),

Reservas de amido e proteinas também tém sido apontadas como fundamentais
no sucesso da regeneracao de embribes somaticos, uma vez que embriées com maiores
guantidades dessas reservas apresentam maior capacidade de germinacao (SILVA-
CARDOSO et al., 2019; AL-KHAYRI e AL-BAHRANY, 2012). Ja foi identificado que o
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ambiente escuro favorece o acumulo de reservas nos embrides somaticos (ADERKAS
et al., 2015). No entanto a luz é essencial para sua germinacdo (ASLAM et al., 2008;
GOW et al., 2009; DU et al., 2020).

Da mesma maneira, a fonte de energia € fundamental, para o sucesso da
germinacao in vitro, uma vez que, ao contrario do que ocorre nas sementes botanicas,
0os embrides ndo tém acesso ao endosperma. Por constituir o principal produto
encontrado na seiva do floema da maioria das plantas, a sacarose € a principal fonte de
carbono utilizada em cultura de tecidos (DU et al., 2020). A sacarose exerce um duplo
efeito no cultivo in vitro: atua como fonte de energia e ainda como regulador osmatico.
Contudo, quando submetida a autoclavagem, parte da sacarose transforma-se em
derivados furanicos (MOHAMED et al., 2021), compostos que podem ser inibitorios ao
crescimento vegetal, causando danos na cromatina e no DNA (ALMEIDA et al., 2009).
Nesse sentido, OLARIETA et al., (2023) identificaram a necessidade de reducéo do teor
de sacarose para germinacdo satisfatéria de pinheiro radiata. Alguns autores tém
estudado outras fontes de carboidratos, como glicose, lactose, maltose e sorbitol, sendo
que a eficiéncia de cada fonte depende da espécie cultivada (CASTRO et al., 2010). De
modo geral, altas concentracfes de sacarose podem levar a diminuicdo da absorcao de
agua e minerais, 0 que, por sua vez, pode interferir no crescimento das plantas (BESSON
et al., 2010).

A aclimatizacdo (Figura 1) consiste na transicdo gradual das plantulas do
ambiente controlado de cultivo para condicbes ex vitro. E considerada uma etapa
fundamental no processo de producéo de mudas in vitro, posto que, durante o cultivo, as
plantas se desenvolvem em ambiente com alta umidade relativa e meio de cultivo com
elevado teor nutrientes e energia, resultando em estruturas fisioldgicas e anatébmicas
pouco adaptadas ao ambiente externo. A aclimatacdo é necessaria, a fim de evitar a
morte das plantulas, em decorréncia da drastica mudanca de ambiente. Assim sendo,
gradualmente, estruturas funcionais como cuticula, estbmatos operantes e sistemas
radiculares eficientes sao desenvolvidos com o objetivo de melhorar a adaptacéo das
plantas no campo (CARVALHO, 2012).



33

3.4 EMBRIOGENESE SOMATICA EM PALMEIRAS

De forma geral, a embriogénese soméatica em palmeiras € um processo lento e
altamente complexo, com predominio da via indireta (SILVA-CARDOSO et al., 2019b).
Na Tabela 1, estdo descritos os principais trabalhos recentes e relevantes sobre

embriogénese somatica em palmeiras.



34

Tabela 3- Horménios (uUM) e tratamentos testados por fase
Principais Inducéo Desen\_/ol_vimeinto/ Diferenciagao/Maturagéo Regeneragé&o
trabalhos de Multiplicagcéo
embriogénes
e somatica Espécie Explante
em palmeiras
publicados
nos ultimos
anos.Autor
Meio base e outros MS modificado MS modificado MS modificado % MS
o ) . Componentes (g.L-") 450 2,4D ou 450 Picloram (40 de Picloram ou 40 2,4D) 12,3 2ip + 0,54 ANA -
BALZON etal., Elaeis guineensis Eml?r_lao +10 2ip
2013 Jacq. _ zigotico
(dendezeiro) maduro sacarose 30 30 30 20
phytagel 2,5 2,5 25 2,5
Carvao ativado 2,50u0,0 - - 2,5
Resultados A indug&o foi majs satis(atéria com 450 pM de Picloram e com carvéo. A proliferacio de calos ocorreu de forma mais satisfatéria em 40 pM de Pic+ 10 2ip. Houve formag&o de plantulas normais
com extensas raizes ap6s 8-24 semanas.
Meio base e outros MS MS MS
Embrido componentes (g.L-Y) 225 ou 450 Picloram 0,6 ANA + 12,30 2ip T,0BAP + 0,5 GA;
Freitas et al. Euterpe oleracea zigético glutamina 05 - -
' Mart. (Agai-do-
2016. Para) maduro e sacarose 30 30 30
imaturo phytagel 2,5 25 2,5
Carvao ativado 2,5 0,3 15
Resultados A indugéo foi mais eficiente, em 450 uM de Picloram, independente do estigio de desenvolvimento do embrido zigético. A regeneracao teve sucesso, plantulas possuiam parte aérea e raizes
normais.
Meio base e outros MS MS MS MS
Segmentos de componentes (g.L-") 5 2ip +(22,5; 45; 90; 225; - 10-50 de ABA efou 30 g. L-1 de 2,5 de ANA + 2,5 BA
(Phoenix 450 de dicamba ou sorbitol,
MAZRI etal., dactyliferaL.) cv. gemas Picloram) manitol ou (PEG) (5-50 g/L)
2018. Mejhoul adventicias I 5yp 1 1 1 I
Jhou cultivadas in
(Tamareira) - sacarose 30 30 30 30
vitro .
agar 6 6 6 6
Carvao ativado 1 1 0,5 0,5
Resultados Na inducéo, dicamba foi significativamente inferior ao picloram. O meio ideal para indugéo foi 5 uM de 2ip + 45 uM de picloram, ja que os intervalos de 45 a 450 uM de picloram foram estatisticamente
iguais. PEG na dose de 20 e 30 g.L -1 promoveram melhor maturacéo de embriGes somaticos, enquanto ABA teve efeito inibitério. O manitol também foi inibitdrio, causando escurecimento dos
embries. A germinac&o obteve sucesso de 52,0%. As mudas regeneradas foram transferidas para a estufa onde 76,0% delas sobreviveram.
MS MS | MS MS
Meio base e outros 4,52 2,4D ou Picloram 30 dias- 2,26 2,4D ou 40 Picloram -
componentes (g.L-%)
SILVA- P 30 dias- 0,45 2,4D ou 10 Picloram
CARDOSOet | Syaguusoleracea | Inflorescéncia 30 dias- 0,045 2,4D ou 5 Picloram
al. 2019 a (gueroba) imatura
Glutamina 0,5 0,5 0,5
cisteina 0,2 0,5 0,5
Caseina hidrolisada - 0,5 0,5
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sacarose 30 30 30
Phytagel 2,5 25 2,5
Carvéo ativado - - 25

Picloram em baixa c

oncentragéo (4,52 uM) possibilitou a formagéo d

e calos embriogénicos. O processo foi assincrono com provavel origem multicelular. Nas condigées uti

ilizadas neste estudo,

Resultados os embrides somaticos formados eram deficientes em reservas de polissacarideos e proteinas. A regeneracao de plantulas ocorreu, porém com elevada fusdo da parte aérea e dificultou o
isolamento das plantulas para serem aclimatizadas.
Meio base e outros Y3 modificado Y3 modificado Y3 modificado Y3 modificado
componentes (g.L-%)
450 2,4D ou Picloram+ (0 ou 450 Picloram 0; 10; 20;40; 80 e 120 Picloram ou -
Acrocomia _folhas : 20.2) 24D
MEIRA et al., aculeata imaturas de Glutamina 05 05 05 05
2020 (macatba) plantas sacarose 30 30 30 30
adultas Vitaminas e FeEDTA (MS) Vitaminas e FeEDTA (MS) Vitaminas e FeEDTA (MS) Vitaminas e FeEDTA (MS) Vitaminas e FeEDTA
(MS)
Phytagel 2,5 2,5 25 ,
Carvéo ativado 25 25 25 25
Picloram proporcionou os melhores resultados para indugédo de calos, quando os explantes foram mantidos por até nove meses em meio de cultura (64,9%). A utilizagdo de 2ip teve efeito inibitério
Resultados para a formagao de calos. As porgdes mais distantes do meristema apical foram as que proporcionaram a maior formagao de calos. A formagao dos embriGes somaticos foi observada a partir da

fase de multiplicacdo dos calos. A regeneracao de plantulas ndo ocorreu com a reducdo nas concentragcfes de reguladores de crescimento.

Meio base e outros MS ou Y3 MS ou Y3 MS ou Y3 % MS
componentes (g.L-%) 0; 361,9; 452,5; 5429 e 20 e 40 de Picloram+ 10 de 0,54 NAA + 12,3 2ip -
633,5 de 2,4 D ou (0, 50, 2ip
150, 300 e 450 de Picloram.
. glutamina 0,2 0,2 0,2 0,2
. Embrido ;
DE CAMPOS, et Butia odorara Zigotico Asparagina 01 01 01 01
al., 2020. (butid) maduro arginina 0,1 0,1 0,1 0,1
sacarose 30 30 30 30
Phytagel 2,3 2,3 2,3 2,3
Vitaminas e FEEDTA (MS) Vitaminas e FeEDTA (MS) Vitaminas e FeEDTA (MS) Vitaminas e FeEDTA (MS) Vitaminas e FEEDTA
(MS)
Carvao ativado 2 - - 2
A formacéo de calos primarios ocorreu nos tratamentos com 361,99 uM de 2, 4D e 50 uM Picloram em meio Y3; no entanto os embrifes zigéticos tendem a germinar em meio sem auxina. O
Resultados desenvolvimento e multiplicagéo de calos foi mais satisfatério em meio contendo 20 uM de Picloram, ja que o 2,4D promoveu muita oxidagdo. A germinacdo de embrides somaticos ndo ocorreu, e
foram observados muitos embries fundidos.
MS MS ¥ MS
Meio base e outros 0; 225; 450 e 675 2,4D ou 30 dias- 40 2,4D ou 40 Picloram -
componentes (g.L-%) Picloram
30 dias- 10 2,4D ou 10 Picloram
30 dias- 5,0 2,4D ou 5 Picloram
60 dias- dias 1,0 2,4D ou Picloram
SILVA- Syagrus oleracea | Inflorescéncia 30 dias- 0,45 2,4D ou Picloram
CARDOSO et (queroba) imatura 30 dias- 0,45 2,4D ou Picloram
al., 2022 -
: Glutamina 0,2 0,5 -
cisteina 0,2 0,5 -
Caseina hidrolisada - 0,5 -
sacarose 30 30 30
Phytagel 2,5 25 25
Carvao ativado 25 0,1 (12 ao 3° subcultivo) 0,0 (4° ao 6°) 15
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O picloram foi mais eficiente que o 2,4-D para indugédo de calos e na formagéo de estruturas embriogénicas. Tecidos mais imaturos provenientes de inflorescéncias ndo foram mais responsivos a

Resultados formagao de calos que tecidos menos imaturos, embora tenham sido mais embriogénicos. O processo somatico embriogénico foi relativamente lento, assincrono e marcado por anormalidades,
como fusé@o de embrides sométicos. A regeneracéo ndo ocorreu, onde foi detectada fuséo de embrides somaticos e germinacéo precoce.
Meio base e outros MS ou Y3 MS ou Y3 T1-Y3 ¥ Y3
componentes (g.L-%) T2-% Y3
0; 6,79; 13,57; 20,36 € 27,15 | 2,46 de 2iP + (4,14de 2,4-D | T1-0,54 (ANA) + 12,3 de 2iP -
de 2,4 D ou Picloram. ou Picloram) T2 - sem fitorregulador
FERREIRA et Euterpe precatoria E?qgtrllcé:ig Glute%mine}, cis_tel’na e 0,5 0,5 T1-0,5T20,25 -
al., 2022a (Acai da mata) m%\ duro caseina hidrolisada.
sacarose 30 30 30 30
Vitaminas e FeEDTA (MS) Vitaminas e FeEDTA (MS) Vitaminas e FeEDTA (MS) Vitaminas e FeEDTA (MS) Vitaminas e FEEDTA
MS)
Phytagel 2,3 2,3 2,3 2,3
asparagina - - T10,0T20,25 -
Carvéo ativado - - 15 15
O melhor resultado para inducao foi obtido quando o Picloram (13,57 e 20,36 uM) foi associado aos sais do meio Y3. A maior proliferacéo de calos ocorreu no meio Y3 + 4,14 yM Picloram + 2,46
Resultados UM 2iP. Os dois meios testados de maturagédo foram igualmente eficientes para interromper os ciclos de divisdes celulares e promover a maturagao dos embriées somaticos. O meio de
germinagao foi satisfatério e resultou em plantulas normais.
Meio base e outros MS ou Y3 MS ou Y3 T1-% MS %2 MS
componentes (g.L-Y) T2, T3, T4, T5-MS
E1- 0, 225, 450, 675 e 5de 2iP + (20de 2,4-D ou T1 - sem fitorregulador -
900 uM de 2,4 D ou Picloram) T2 -5,0 ABA
Picloram T3-25¢.L-1 PEG
e Efeito regido palmito T4-2,5ABA +12,5¢. L-1 PEG
. (basal, medial, apical T5- 60 g L-1 de sacarose.
. Tegdos E2 Idem E1+ 45 2ip
FEaIIQRZEOII;ZAl; et Eu(fgg? s(r)ﬁgﬁtoc;na d(feogljlgr?;s Glutamina, cisteina e 0,5 0,5 T1-0,1 (Glutamina, cisteina) e 0,5 -
" caseina hidrolisada. caseina hidrolisada
adultas T2, T3, T4 e T5- 0,0
sacarose 30 30 T1,T2, T3, T4- 30 30
T5- 60
Vitaminas e FeEDTA (MS) Vitaminas e FeEDTA (MS) Vitaminas e FeEDTA (MS) Vitaminas e FeEDTA (MS) Vitaminas e FEEDTA
(MS)
Phytagel 2,3 2,3 2,3 ,
Carvao ativado 2,5 - 15 15
Na fase de inducéo, o Picloram se destacou na producéo de calos nas concentragdes 450 ou 675 uM, que ndo diferiram entre si estatisticamente. As regides de palmito mais responsivas a indugéo
Resultados foram as regifes mediana e apical. O meio MS suplementado com 20 uM de Picloram e 5 uM de 2iP foi eficiente na multiplicacéo de estruturas embriogénicas. Todos os tratamentos testados na

fase de maturacao proporcionaram desenvolvimento de embriGes somaticos semelhantes a torpedo, néo diferindo entre si estatisticamente em nimero, no entanto a combinacao 2,5 yM de ABA
+ 12,5 g L-1 de PEG proporcionou a formacgao de embrides somaticos mais individualizados e alongados. A germinacgéo foi satisfatéria, com formagao de parte aérea e raizes normais.

MS (Meio Murashige e Skoog, 1962); Y3 (Meio Eeuwens 1976); Dicamba (écido 3,6-dicloro-o-anisico); Picloram ( 4-amino- 3,5,6-tricloropicolinico); BA (6-Benziladenina); NAA/ ANA (Acido 1-
naftalenoacético); 2ip (6-(dimetilalilamino)purina); (ABA ( acido abscisico); PEG (Polietilenoglicol); NOA (2-acido naftoxiacético); PVP (polivinilpirrolidona). Nota: ¥ MS ou Y3- Meio de cultivo com metade

da concentracao salina original.
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3.4.1Explantes e meios de cultivo

Diferentes explantes podem ser utilizados para a indu¢cdo da embriogénese
somatica (ES), tais como embrides zigdticos, cotilédones, meristemas apicais, caules,
folhas e tecidos florais (CORREDOIRA et al., 2019; MARTINEZ et al., 2019). Nesse
sentido, a idade fisiolégica dos tecidos escolhidos é crucial para uma maior taxa de
formacdo de células embriogénicas, pois tecidos mais jovens e pouco lignificados
tendem a responder melhor aos tratamentos de indugéo (FREITAS et al., 2016). Em
plantas monocotiledéneas, a competéncia embriogénica restringe-se principalmente a
células de origem embriogénica ou meristematica, incluindo sementes e bases foliares
(FEHER, 2005). Em palmeiras que n&o perfilham, ha ainda a limitagdo quanto ao uso do
meristema apical foliar como explante, uma vez que a sua retirada pode levar a morte
da planta matriz (SILVA-CARDOSO et al., 2019b; REE e GUERRA, 2015).

Nos estudos avaliados (Tabela 3), o explante mais utilizado na embriogénese
somatica de palmeiras foi o embrido zigético (44%), seguido por inflorescéncias imaturas
(22%), tecidos foliares (22%) e gemas adventicias (12%). Os tecidos embrionarios
geralmente apresentam alta capacidade regenerativa, sdo frequentemente usados como
ponto de partida (modelo) para o cultivo in vitro em diversas espécies (SCHERWINSKI-
PEREIRA et al., 2006). Ainda mais, apresentam outras vantagens semelhantes as
inflorescéncias imaturas, como menor risco de contaminacdo, abundancia, alta
disponibilidade e menor dano a planta matriz (REE e GUERRA, 2015; SILVA-CARDOSO
et al., 2019b). O uso de embrides zigoticos apesar de apresentar maior responsividade,
a clonagem de um gendtipo ainda desconhecido do ponto de vista agronémico pode ndo
ser interessante. De tal modo, é possivel utilizar diversos tipos de explantes para iniciar
estudos de embriogénese somatica em palmeiras, cada um com suas vantagens e
limitacOes e as informacdes geradas poderédo ser adaptadas para o uso de explantes
provenientes de plantas adultas, como inflorescéncias e folhas imaturas.

Os meios de cultivo utilizados nos estudos analisados foram, predominantemente,
0s meios MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e Y3 (EEUWENS, 1976), sendo o0 meio
MS o mais amplamente utilizado. Contudo DE CAMPOS et al. (2020) e FERREIRA et al.
(2022a) observaram desempenho superior do meio Y3 em comparacado ao meio MS para
as espeécies Butia odorata e Euterpe precatoria, respectivamente. De modo geral, nas

fases iniciais da embriogénese, os meios de cultivo foram aplicados em sua
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concentracao total (100%), enquanto, nas etapas subsequentes, especialmente durante

a regeneracao, a concentracao mais frequentemente utilizada foi reduzida para 50%.

3.5 Fitorreguladores de crescimento na embriogénese somatica de palmeiras

A auxina € um regulador-chave dos estagios iniciais da embriogénese somatica,
estando associada, principalmente, a sua distribuicdo espacial e temporal (SMIT e
WEIJERS, 2015; ELHITI e STASOLLA, 2016). Auxinas como AlA (acido indol-3-acético),
AIB (acido indol-3-butirico), acido 2-naftoxiacético (2-NOA) e acido naftalenoacético
(ANA) séo passiveis de induzir embrides somaticos. No entanto o fitorregulador mais
utilizado é o 2,4-D, que apresenta melhor eficiéncia em diversas espécies (WOJCIK et
al., 2020; GARCIA et al., 2022). Sob outra perspectiva, em palmeiras, de acordo com o
levantamento dos trabalhos mais recentes (Tabela 3), o Picloram parece induzir a
embriogénese somatica com maior eficiéncia em relagédo ao 2,4D.

Nas plantas, as auxinas sao sintetizadas sobretudo no meristema apical da parte
aérea, nas sementes e nas folhas jovens. Sua principal funcdo é controlar a divisdo
celular, a identidade celular e a expanséao celular (GRIENEISEN et al., 2007). O acimulo
de auxina enddgena, particularmente o AlA, é essencial para modificar o destino celular
e estabelecer a base para os processos embriogénicos (ASGHAR et al., 2023). Esse
acumulo pode ser estimulado pela aplicacdo de auxinas exdgenas, que provoca
disturbios no metabolismo endégeno de auxinas (FEHER et al., 2003).

A citocinina é também um fitorregulador essencial para diversos aspectos do
crescimento e acredita-se que esteja envolvida na desdiferenciacdo e no
desenvolvimento de eventos morfogenéticos (GE et al., 2006). As citocininas sdo
importantes, por exemplo, para a formacéo do cambio vascular (WANG, 2020). O uso de
citocininas, em fases mais avancadas do desenvolvimento embrionario, é importante
para a completa diferenciacdo, sendo recomendadas especialmente nas fases de
diferenciacdo e maturacdo dos embrides somaticos (SCHERWINSKI-PEREIRA et al.
2010). No entanto, quando aplicadas em excesso, podem intensificar o estresse
oxidativo e levar a morte dos tecidos (SARASAN et al., 2002). Nos trabalhos avaliados
relacionados a embriogénese somatica em palmeiras (Tabela 3), a citocinina mais

utilizada foi a 6-(dimetilalilamino) purina (2ip).

38



3.6 Inducéo de ES em Palmeiras

Quando foram utilizados embrides zigdticos como explantes, testaram-se doses
variando de 0 até 633,5 UM de picloram ou 2,4-D (Tabela 3). As respostas variaram
bastante em funcdo da espécie e das condi¢cdes de cultivo; no entanto os melhores
resultados foram observados com picloram, na faixa de 13,57 a 450 pM. Além disso, 0
picloram proporcionou melhor resposta na indugdo da embriogénese somatica (ES) em
comparacao ao 2,4-D. Ja nas inflorescéncias imaturas, as doses investigadas variaram
entre 0 e 675 pM de 2,4-D ou picloram. A melhor resposta foi obtida com o uso de
picloram, porém a dose mais responsiva foi muito variavel para as espécies avaliadas.

Outro fator relevante a ser considerado foi o tempo de permanéncia do explante
no meio de inducdo. Em embrides zigoticos de Elaeis guineensis, o inicio da formacao
de calos ocorreu entre quatro e seis semanas, entretanto calos embriogénicos sé foram
observados apo6s 12 semanas (BALZON et al., 2013). Em Euterpe precatoria, utilizando
embrides zigoéticos (FERREIRA et al.,, 2022a) e tecidos foliares (FERREIRA et al.,
2022b), o surgimento de calos aconteceu entre quatro e nove semanas, porém 0sS
embriogénicos foram entre oito e 12 semanas apoés. De forma semelhante, em gemas
adventicias de Phoenix dactylifera, calos embriogénicos foram observados apenas a
partir da 242 semana, ndo obstante ndo embriogénicos terem sido formados nas
primeiras quatro semanas (MAZRI et al., 2017). Em embrides zigéticos de Butia odorata,
calos surgiram com 21 semanas e 0s embriogénicos somente a partir de 34 semanas
(DE CAMPOS et al., 2020). Esses resultados demonstram que o tempo de exposi¢céo ao
meio de inducdo é um fator importante para a embriogénese somatica em palmeiras,
especialmente quando se objetiva a formacao de calos com potencial embriogénico, a
qual tende a ocorrer posteriormente a formacédo de calos ndo embriogénicos. Assim
sendo, esses dados evidenciam a importancia do monitoramento anatébmico nas fases
iniciais da embriogénese somatica, a fim de identificar sinais embriogénicos e

potencializar a formacéo de embrides a partir do maior numero possivel de calos.

3.7 Desenvolvimento / Multiplicagéo

Alguns autores néo diferenciam as fases de desenvolvimento e maturagao
(Tabela 3), o que ocorre, comumente, apenas com ajustes no numero de subcultivos. De

modo geral, observa-se a tendéncia de reducdo dos niveis de auxina e adicao de
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citocininas para favorecer o desenvolvimento dos embrides somaticos. Dos nove
trabalhos apresentados na Tabela 3, todos trazem a reducéo na concentragdo de auxina
como alternativa para obter sucesso. Desses, pelo menos cinco utilizaram a citocinina 2-
iP para auxiliar no desenvolvimento embrionario. Entre esses trabalhos, MEIRA et al.
(2020) relataram a diferenciacdo de alguns embrides ja na fase de multiplicacao,
possivelmente, em funcdo da maior dose de carvédo ativado no meio (2,5 g. L 1), o que
pode ter causado maior adsor¢cdo de auxina, ao longo do tempo, favorecendo a

maturacdo dos embrides somaticos.

3.8 Diferenciacao / Maturacéao

Nesta fase, todos os trabalhos apresentados na Tabela 3 reduziram
drasticamente a concentracdo de auxinas. O uso de agentes osmoéticos foi relatado
apenas nos estudos de FREITAS et al. (2016) e FERREIRA et al. (2022b).
Consequentemente, esses resultados reforcam a importancia da diminuicdo de auxinas
na fase de diferenciacdo e maturagcédo dos embrides. Contudo percebe-se que ainda séo
escassas informacdes a respeito dessa etapa para as palmeiras.

3.9 Regeneracgao

Sete dos nove trabalhos analisados nao utilizaram reguladores de crescimento na
fase de regeneracao, sendo o meio basico e a exposicao a luz aparentemente suficientes
para a germinacdo dos embrides soméaticos de palmeiras. No entanto quatro estudos
detectaram alguma anomalia na regeneracdo de plantulas, especialmente, fusédo e
deformacéo de plantulas.

Em conformidade com os trabalhos avaliados, a embriogénese somética em
palmeiras ocorre de forma assincrona e desuniforme, com diferentes estagios de
desenvolvimento, ocorrendo simultaneamente mesmo sob condigbes controladas. A
etapa de inducéo foi considerada como a mais divergente entre as espécies analisadas,
com variacdes de explantes, tipo e concentracéo de fitorreguladores e tempo de resposta

a calogénese.
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3.10 CONSIDERACOES FINAIS

A embriogénese somética (ES) é uma estratégia fundamental para a propagacéo
clonal de plantas, especialmente, daquelas com limitacdes de reproducéo vegetativa,
mas também de alto valor econémico, como as palmeiras. Nos Ultimos anos, avancos
significativos foram alcan¢ados no entendimento dos processos bioldgicos envolvidos na
ES, permitindo o desenvolvimento de protocolos mais eficientes. No entanto, mesmo que
considerada como muito importante para o sucesso dessa tecnologia, a etapa de inducéo
ainda é pouco elucidada. Assim sendo, compreender oS mecanismos subjacentes a
inducdo € essencial para ampliar a aplicabilidade e a eficiéncia da embriogénese
somatica em programas de melhoramento e conservacao.

Para além disso, essa revisdo demonstra que 0 sucesso da embriogénese
somatica depende de uma série de fatores integrados, entre os quais destacam-se: 0
tipo e a idade fisiolégica do explante, a composi¢cao do meio de cultivo e fitorreguladores
de crescimento. Por esse motivo, os embrides zigoticos sdo amplamente utilizados como
modelo em virtude de sua elevada competéncia embriogénica, embora explantes de
plantas adultas sejam mais desejaveis para fins de clonagem de gendtipos superiores.
Em se tratando de palmeiras, a conversdo de embribes somaticos, em plantulas
completas e normais, ainda € incipiente, tornando ainda mais necessério 0
aprimoramento da tecnologia para esse grupo de plantas.

De forma complementar, a aplicacdo da ES extrapola a multiplicagdo de mudas,
sendo também essencial para a conservacdo de germoplasma, transformacéao e edicéo
genética, estudo de mecanismos de estresse e producao de metabdlitos secundarios.
Nesse sentido, é que a compreensao aprofundada dos mecanismos que regulam a
competéncia embriogénica e os aspectos preliminares de inducdo da embriogénese
somatica sdo considerados essenciais para superar as limitacées atuais e maximizar o

potencial dessa tecnologia em espécies de interesse agricola e florestal.
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4. ARTIGOS

4.1 CAPITULO I: EMBRIOGENESE SOMATICA: RESPOSTAS ESTRUTURAIS E
FISIOLOGICAS DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE B. capitata AO MEIO DE CULTIVO,
INJURIA E REGULADORES DE CRESCIMENTO

RESUMO

A embriogénese somética constitui uma alternativa para a propagacao vegetativa de
Butia capitata, palmeira nativa do Cerrado brasileiro, caracterizada pela presenca de
meristema apical Unico e pela impossibilidade de propagacdo por métodos vegetativos
convencionais. Dessa forma, essa técnica viabiliza a formacdo de pomares clonais
altamente produtivos e uniformes. Os objetivos do trabalho foram induzir calogénese e
avaliar a competéncia embriogénica por meio de injarias mecanicas, uso de meios de
cultivo e fitorreguladores em embrides zigoticos. Embrides foram desinfestados,
injuriados (esmagamento e seccionamento) e nao injuriados e inoculados em dois meios
de cultivo do tipo MS e COQ (elaborado no presente trabalho). Outro experimento foi
montado utilizando reguladores de crescimento: Picloram e 2,4 D. Foram avaliados, ao
longo do cultivo, a oxidacdo, germinacdo (alongamento do peciolo cotiledonar e
desenvolvimento da parte aérea, formacdo e tipo de calos, atividade de enzimas
antioxidantes, perfil hormonal e caracteristicas anatdmicas dos calos. Os tratamentos,
utilizando o meio COQ associado a injuria, estdo correlacionados positivamente com a
oxidacao, atividade das enzimas antioxidantes e formagdo de calos com estrutura
globular (potencial embriogénico). A auséncia de injuria, independente do meio, favorece
a germinacdo dos embrides e desenvolvimento da parte aérea. Os calos originarios da
injuria e meio COQ apresentam células com caracteristicas embriogénicas, nucleo
evidente e citoplasma denso. O uso de 50 uM de 2,4-D + 300 pM de picloram e 300 pM
de Picloram s&do superiores para a promocdo de calos com caracteristicas
embriogénicas; globulares, com células isodiamétricas, citoplasma denso e nucleos
evidentes, além de maior concentracdo de auxinas. O uso de injarias, meio de cultivo
COQ e picloram, favorece a inducédo da embriogénese somatica, o que contribui para
viabilizar a propagagé&o vegetativa de B. capitata.

Palavras-chave: morfogénese in vitro; calogénese; palmeiras nativas do cerrado; 2,4
D; picloram; perfil hormonal; atividade antioxidante.
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ABSTRACT

Somatic embryogenesis constitutes an alternative for the vegetative propagation of Butia
capitata, a palm tree native to the Brazilian Cerrado, characterized by the presence of a
single apical meristem and the impossibility of propagation by conventional vegetative
methods. In this way, this technique makes it possible to create highly productive and
uniform clonal orchards. The aim of this work was to induce callogenesis and evaluate
embryogenic competence through mechanical injuries, the use of culture media, and
plant growth regulators in zygotic embryos. Embryos were disinfected, injured (crushing
and sectioning), and uninjured, and inoculated in two culture media: MS and COQ
(developed in this work). Another experiment was set up using growth regulators:
Picloram and 2,4-D. They were evaluated, throughout the cultivation period, oxidation,
germination (elongation of the cotyledonary petiole and shoot development), callus
formation and type, antioxidant enzyme activity, hormonal profile, and anatomical
characteristics of the calluses. Treatments using COQ medium associated with injury are
positively correlated with oxidation, antioxidant enzyme activity, and callus formation with
a globular structure (embryogenic potential). The absence of injury, regardless of the
environment, favors embryo germination and development of the aerial section. Calluses
originating from injury and COQ medium present cells with embryogenic characteristics,
a visible nucleus, and dense cytoplasm. The use of 50 uM of 2,4-D + 300 uM of picloram
and 300 uM of picloram are superior for promoting callus formation with embryogenic
characteristics. These treatments provide calluses globular, with isodiametric cells, dense
cytoplasm, evident nuclei, as well as a higher concentration of auxins. The use of injuries,
COQ culture medium, and picloram favors the induction of somatic embryogenesis, being
important steps to enable the vegetative propagation of B. capitata.

Keywords: in vitro morphogenesis, callogenesis, native palm trees of the cerrado biome,
2,4-D, picloram, hormonal profile, antioxidant activity.
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4.1.1 INTRODUCAO

A embriogénese somética (ES) proporciona a formacgéo de embrides na auséncia
de fertilizagdo, que podem germinar e também originar um individuo clone daquele que
forneceu o explante (HORSTMAN et al., 2017; SILVA-CARDOSO et al., 2022). A
propagacédo clonal é uma das aplicacbes mais relevantes da ES, especialmente para
espécies perenes com ciclos longos e remotas possibilidades de propagacao vegetativa,
como é o caso das palmeiras (MOURA et al., 2009; MAZRI et al., 2017; DU et al., 2020;
SILVA-CARDOSO et al., 2019b). Além disso, essa técnica tem grande potencial para
contribuir com programas de melhoramento genético e na conservacao de germoplasma
(PAIS, 2019; SIVANESAN et al., 2022).

A inducdo da embriogénese somatica representa o inicio de um processo

especifico de desenvolvimento, originando células e tecidos determinados para
diferentes rotas morfogénicas (CHRISTIANSON; WARNICK, 1983). A inducédo pode
ocorrer por situagdes de estresse e aplicacao de fitorreguladores (NAMASIVAYAM et al.,
2007; ELHITI et al., 2013). O estresse celular, provocado pelas condicfes adversas do
ambiente in vitro, como injurias no explante, é responsavel pela aquisicdo de
competéncia embriogénica, permitindo a transicdo somética para embriogénica (FEHER
et al., 2003; WOJCIK et al., 2020). Nesse sentido, a embriogénese somatica &
considerada uma resposta ao estresse em células vegetais cultivadas in vitro
(PASTERNACK et al., 2002; PRUDENTE et al., 2019). Por isso, 0 monitoramento da
atividade de enzimas antioxidantes, que controlam os produtos (ROS - espécies reativas
ao oxigénio) do estresse oxidativo, pode auxiliar no entendimento dos aspectos
preliminares do processo embriogénico de tecidos sométicos (BLAZQUEZ et al., 2009).
Auxinas sintéticas como é&cido diclorofenoxiacético (2,4D) podem induzir ES,
principalmente por controlar a aquisicido de competéncia embrionaria (FEHER et al.,
2003, MIRONOVA et al., 2017). Esse fitorregulador promove efeito duplo importante:
desencadeia a producéo de acido indol-3-acético (AlA) endégeno e promove estresse
celular, modulando a reprogramacéo das células via metilagdo do DNA nuclear. Tais
efeitos sdo fundamentais, para garantir competéncia embriogénica as células, permitindo
a transicdo somatica para embriogénica (FERRER et al., 2003; WOJCIK et al. 2020;
GARCIA et al., 2022).

Outro fator importante para o crescimento e a morfogénese dos tecidos vegetais

in vitro é o meio de cultura (SAHA et al., 2010). Sua composicao esta relacionada a
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processos metabdlicos essenciais, como a inducdo de competéncia embriogénica, a
formagcdo e maturagdo de embrides somaticos, além de impactar o crescimento e a
regeneracao das plantas resultantes (SALAJ et al., 2014; SAMSON et al., 2006; KIM et
al., 2007; GREER et al., 2009). Os meios de cultivos tradicionais tém proporcionado
resultados inferiores na embriogénese somatica em algumas espécies (DE CAMPOS et
al., 2020; FERREIRA et al., 2022a), quando comparados aos meios que se baseiam na
composicdo mineral da espécie em estudo (SAHA et al., 2010; OBERSCHELP et al.,
2015; OBERSCHELP et al., 2016). Isso tem levado a formulacdo de meios especificos e
favorecido o sucesso do cultivo in vitro em alguns casos (OBERSCHELP et al., 2016).

Estudos anatbmicos sdo indispensaveis, para a caracterizacdo de eventos
relacionados a aquisicdo de competéncia e inducéo de embriogénese somatica, como a
identificacdo de estruturas embriogénicas (SILVA-CARDOSO, 2019a). A presenca de
centros meristematicos é uma caracteristica marcante de calos embriogénicos,
denotando resposta a aplicacdo de fitorménios ao meio de cultivo (QUIROZ et al., 2006;
FEHER et al., 2015). Em geral, as células de calos embriogénicos se distinguem dos
ndo embriogénicos por serem pequenas, esféricas e agregadas, com elevada relacéo
nudcleo/citoplasma, contendo poucos e pequenos vacuolos, com organelas abundantes
e as paredes celulares espessas (ALY et al.,, 2002; BALZON et al., 2013; SILVA
CARDOSO et al., 2019b; CAMPOS et al., 2020). Calos embriogénicos de espécies de
palmeiras ja foram descritos como fridveis e de coloracéo clara e amarelo-acastanhados
(MAZRI et al. 2018; MEIRA et al.,, 2019; ZHANG et al., 2021). Portanto,
estudos morfoanatémicos sédo de grande importancia na compreensao dos processos de
ES, pois permitem diferenciar calos embriogénicos de ndo embriogénicos e descrever a
estrutura de embrifes somaticos (ZHANG et al., 2021).

O coquinho azedo (Butia capitata) € uma palmeira endémica do Cerrado na regiao
central do Brasil. Valorizado na culinaria local, seus frutos sdo comercializados
principalmente por extrativistas, ja que ainda inexistem pomares comerciais € pouco se
conhece sobre o manejo dessa espécie (FARIA et al., 2008). O extrativismo predatorio,
associado a expansdao da fronteira agricola do Cerrado, contribuiu para a insercéo de B.
capitata na lista de espécies ameacgadas (SILVA e SCARIOT, 2013; SIBBR, 2020). Isso
justifica os esforgos, para estudos de propagacdo vegetativa da espécie, por meio da
embriogénese somaética, os quais podem favorecer a formacdo de pomares comerciais
uniformes, precoces e produtivos, atendendo os produtores locais e possibilitando a

conservagcao dos maci¢os naturais.
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O objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia de injurias mecanicas,
meios de cultivo e reguladores de crescimento no processo inicial de embriogénese

somatica a partir de embrides zigoéticos de B. capitata.

4.1.2 MATERIAL E METODOS

Experimento 1: Efeito do meio e da injuria nainducdo da embriogénese somética

4.1.2.1 Obtencéo dos embrifes zigoticos

Frutos de B. capitata, provenientes do Banco de Germoplasma do ICA/UFMG,
Campus Montes Claros, Minas Gerais, Brasil, foram colhidos com coloracdo amarelo-
alaranjada do exocarpo e derricando naturalmente do cacho. Foram despolpados
mecanicamente e secos a sombra por 15 dias. As sementes foram extraidas dos pirénios
(unidade de dispersado: semente + endocarpo) com auxilio de um martelo. Em seguida,
as sementes foram imersas em alcool 70% por 5 minutos e lavadas com detergente
neutro e agua corrente. Os embrides foram removidos cuidadosamente com bisturi e
pinca e deixados imersos em &agua destilada por aproximadamente 2 horas. Na
desinfestacdo dos embribes, utilizaram-se uma solucéo de hipoclorito de sodio a 1% e
0,5 mL L de Polisorbato 20 ® (Neon), por 15 minutos, seguida por trés enxagues em

agua destilada e autoclavada.

4.1.2.2 Meios de cultura

Foram utilizados nos experimentos o meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e
o0 meio COQ. O meio COQ foi elaborado seguindo a metodologia para a formulacao de
solugdo nutritiva em cultivos hidroponicos (MARTINEZ e CLEMENTE, 2011), com
algumas adaptacdes. Amostras de duas inflorescéncias imaturas (aproximadamente 10
cm cada) e de folhas imaturas (palmito de aproximadamente 20 cm) de uma planta adulta

foram utilizados para a realizagéo de analise mineral em fevereiro de 2022 (Tabela 1).
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Tabela 1- Conteudo de macronutrientes (g/kg de matéria seca) e micronutrientes (mg/kg de
matéria seca), presentes no palmito e inflorescéncia, coletados em fevereiro de 2022, em plantas
de B. capitada, provenientes do Banco de Germoplasma do Instituto de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Minas Gerais (ICA/UFMG), Campus Montes Claros, Minas Gerais,
Brasil.

Parametro Palmito Inflorescéncias
N 12,23 37,71
P 1,43 4,74

(7]

()

c

2 K 9,89 21,09

5

C

o

g Ca 1,28 11,78

=
Mg 0,85 2,63
S 0,68 2,97
B 70,0 12,89

o Zn 7,00 49,00

c

Q0

‘g Fe 51,20 59,00

o

o

= Mn 9,60 56,00
Cu 5,80 12,63

O palmito foi seccionado a 20 cm do apice da planta e as inflorescéncias imaturas
foram destacadas de suas espatas (Figura 1). A retirada do palmito ndo atingiu o
meristema apical da planta, que se regenerou completamente apds quatro meses. A
metodologia para a analise mineral seguiu a referéncia do Manual de Analises Quimicas
de Solos, Plantas e Fertilizantes (EMBRAPA, 2009).
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Figura 1- Palmito (A, B), inflorescéncias dentro da espata (C) e sem espata (D) e planta em
processo de regeneracado, apés 40 dias da retirada do palmito, em B. Capitata (E).

Para o desenvolvimento do meio de cultivo basal COQ, tomou-se como referéncia
a equacao geral dos gases perfeitos. A pressado osmatica foi fixada em -0,8 atm (-81,06
Pa) para simular a pressdo média do xilema de uma planta irrigada (FERREIRA et al.,
1992). A temperatura foi fixada em 28° C (temperatura de incubacao in vitro adotada).
A equacéo geral dos gases perfeitos estabelece:
PV = nRT

Em que P é a pressdo em atmosferas; V o volume em litros; n o nimero de mol de ions
em solucdo; R a constante universal dos gases perfeitos (0,082 atm L/mol °K), e T a

temperatura em graus kelvin (T °C+ 273), logo:

0,8 atm*1L= (n*0,082 atmL / mol. K)*(28+273)
=0,032412 mol/L ou 32,41 m mol/L

Assim, tomou-se como ideal a quantidade de ions por litro de solu¢do 32,41 m
mol, bem como conteudo referéncia de nutrientes presentes no palmito e inflorescéncias
de B. capitata. Entretanto, para essa concentracdo de ions, foram considerados somente

0S macronutrientes, uma vez que 0s micronutrientes pouco alteram o potencial osmotico
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da solucao. Verificando que os nutrientes N, P, K, Ca, Mg e S sao absorvidos na forma
de ions especificos, sendo os principais, respectivamente, NOs (nitrato), H2PO4"
(fosfato), K* (potéssio), Ca*™* (célcio), Mg** (magnésio) e S-SO4 (sulfato), cada valor do
nutriente no tecido vegetal foi multiplicado pelo valor total de ions na solucédo (32,41 m
mol.L ‘1) e dividido pelo valor total dos fons no palmito ou inflorescéncia (Tabela 2). Os
dados de contetdo de nutrientes no tecido vegetal foram transformados em mg/100 g de

matéria seca e depois para m mol.L 1

Tabela 2- Concentracao de ions na solucao para a elaboracédo do meio de cultivo (COQ) para
B. capitata

Nutriente (m mol/L) N-NOs;  P-H2PO4 K-K* Ca-Ca™ Mg-Mg™ S-SO4° TOTAL
Palmito 22,435  1,1847 6,5128 0,8218 0,9095 0,5457 32,41
Inflorescéncia 22,475 1,2758 45122 2,4573 0,9143 0,7744 32,41

Posteriormente foi realizado o balanceamento de idnico. Foi observado excesso
de anions para o palmito e inflorescéncias. Por isso, optou-se por distribuir a fonte de N
entre 3:1 de NO%* e NH*". Ainda assim, foi necessario adicionar NaNO?* para atingir o
equilibrio ibnico. A partir dessa etapa, optou-se por utilizar a média dos valores
calculados para o palmito e inflorescéncias e, assim, formular um meio de cultivobase

para quaisquer explantes utilizados, sejam vegetativos ou reprodutivos (Tabela 3).

Tabela 3- Concentracdo média de ions para a producéo de meio de cultivo de B. capitata

Nutriente N-NO3 P-H,PO4 N-NH,+ K-K* Ca-Ca** Mg-Mg*™  S-SOs TOTAL
(m mol/L)
Média 16,8416 1,23025 561385 55125 1,63955 0,9119 0,66005 32,41

Assim, foram determinadas as fontes e as concentragcées de macronutrientes

para compor o meio COQ (Tabela 4).



Tabela 4- Fonte e concentracdo de macronutrientes para a producéo de meio de cultivo de B.
capitata (COQ)

Fonte Necessidade m mol/L Peso molecular Valor em mg/L
MgSO4 0,66005 246,48 162,6891
MgCl2 0,1936 203,30 39,35888
KH2PO4 1,23025 136,086 167,4198
Ca (NO3)., 1,63955 236,15 387,1797
KNO3 4,28225 101,10 432,9355
NH4NO3 5,61385 80,043 449,3494
NaNO3 3,6664 69,00 252,9816

Os micronutrientes foram determinados, a partir de valores médios da analise dos
tecidos foliares, estabelecendo a sua fonte e sua concentracao (Tabela 5). As fontes de
cloro e niquel ndo foram incluidas, uma vez que esses elementos, geralmente, sdo
contaminantes de outros sais comerciais adicionados ao meio, 0 que supre a sua
necessidade. O ferro foi fornecido, por meio da quelatizacdo de sulfato de ferro com
acido etilenodiaminotetracético (EDTA), visando aumentar a estabilidade da fonte de

ferro ao longo do cultivo in vitro.

Tabela 5: Fonte e concentragdo de micronutrientes para a produgéo de meio de cultivo de B.
capitata (COQ).

Fonte Necessidade m mol/L Peso Molecular Valor em mg/L
B- H3sBOs 0,3837 61,83 23,72417
Zn- ZnS04.7H20 0,0428 287,54 12,30671
Mn- MnSO4.H20 0,0597 169,01 10,0899
Cu- CuS04.5H20 0,0145 249,68 3,62036
Ferro- FeSO4 0,0987 278,01 27,43958
NaEDTA 0,0987 292,24 28,84408

Além dos nutrientes, os meios de cultivo dos experimentos (MS e COQ) foram
suplementados com 30 g L* sacarose; 1,0 mg L de &cido nicotinico, piridoxina, tiamina
e glicina e 0,1 g L'! de inositol, arginina, asparagina, glutamina; 1 g L™* de caseina; 2,5 g
L1 de Phytagel® (Sigma, USA). O pH dos meios de cultivo foram ajustados para 5,7 +
0,1 e autoclavados por 15 minutos a 121 °C e 1,5 atm.



4.1.2.3 Instalacdo e conducédo do experimento

Os meios de cultura, no volume de 5 ml, foram distribuidos em tubos de ensaio
(12 x 75 mm). Embrides injuriados e néo injuriados (Figuras 2 A, B, C), um por tubo,
foram inoculados nos meios de cultivo. As injarias aplicadas foram de dois tipos: uma
denominada esmagamento, realizada por meio de uma compressao transversal, ao
longo do embrido, com o auxilio de uma pinga e, outra feita com bisturi seccionando a
regido mediana transversal do embrido (Figuras 2 A, B). Apés a inoculacao, os tubos de
ensaio foram acondicionados, em Biochemical Oxygen Demand (BOD), a temperatura
de 28 °C e na auséncia de luz. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 (meios de cultivo) X 3 (embrides com
dois tipos de injurias ou intactos), com quatro repeticdes e quatro tubos de ensaio por
parcela.

Aos 10 e 50 dias apos a inoculacdo, foram avaliadas as seguintes caracteristicas:
oxidacdo, quando os explantes apresentaram pelo menos 50% do tecido escurecido;
alongamento do peciolo cotiledonar, embrides que possuiam um aumento de 2 mm no
comprimento do peciolo cotiledonar; presenca da parte aérea, emissdo da primeira
bainha foliar; formagé&o de calos com pelo menos uma estrutura globular e de calos com

estrutura irregular.

Figura 2- Embrides zigdticos de B. capitata submetidos ao esmagamento (A), seccionamento
transversal (B), embrido intacto (C) e cultivados em in vitro, apresentando a primeira bainha foliar
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(D), calo estrutura globular (E) e irregular (F). bl, primeira bainha; CEI, calo com estrutura
irregular; CEG, calo com estrutura globular; ha, haustério; pc, peciolo cotiledonar; rp, -regido
proximal do embrido (origem peciolo cotiledonar); rd, regido distal do embrido (origem haustério).

4.1.2.4 Atividade de enzimas do sistema antioxidante

O experimento foi repetido nas mesmas condi¢des para a realizagdo da avaliacéo
do sistema antioxidante. Antes e 50 dias apds a inoculacdo do explante em meio de
cultura, embrides de cada tratamento foram congelados em nitrogénio liquido e
armazenadas para a analise da atividade de enzimas do estresse oxidativo. Foram
determinadas as atividades das enzimas catalase (CAT), peroxidases (POX) e
superéxido dismutase (SOD). Utilizaram-se, para cada tratamento e enzima, trés
repeticbes de 100 mg de material vegetal fresco. O material foi submetido a
homogeneizacdo de 1 mL do meio de extracdo (tampéo de fosfato de potassio 0,1 M e
pH 6,8; contendo acido etilenodiaminotetracético 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonil 1
mM e polivinilpirrolidona 1% (p/v) (PEIXOTO et al., 1999). A mistura foi centrifugada a
12.000 xg, durante 15 min, a 4 °C e o sobrenadante foi utilizado como extrato enzimatico.

A atividade da CAT foi determinada, medindo-se o decréscimo na absorbancia,
no primeiro minuto de reacdo a 240 nm, a 30 °C e esta calculada utilizando-se o
coeficiente de extincdo molar de 36 M1 cm™ (ANDERSON et al., 1995) e os resultados
expressos em pmol de H202 min?t mg™? proteina. A POX foi medida no incremento da
absorbancia, durante o primeiro minuto de reacdo a 420 nm, a 25°C, sendo a atividade
calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM* cm* (CHANCE e
MAEHLEY, 1955) e os resultados expressos em pmol de purpurogalina min* mg*
proteina. Ja a SOD foi a 25 °C, em camara de reacdo sob iluminacao por 5 min e medida
a 560 nm. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria
para inibir em 50% a fotorreducdo do NBT e os resultados foram expressos em U min-t
mg? proteina (BEAUCHAMP E FRIDOVICH, 1971).

4.1.2.5 Avaliacdo anatdmica

O experimento foi repetido nas mesmas condi¢des para a realizacdo da avaliacéo
anatbmica. Trés embrides de cada tratamento foram coletados e processados para a
avaliacdo em microscopia de luz aos 0, 10, 15, 30 e 50 dias apo0s a inoculagéo. Os

embrides foram fixados em FAA 70 (formaldeido: acido acético: alcool 70% na proporcao
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1:1:18) por 24 horas, com passagem em vacuo utilizando uma seringa por um minuto e
estocados em alcool 70% até serem desidratados. Para desidratacdo, utilizaram-se
passagens de duas horas de cada material em &lcool 96, 90, 80 e 70% (NEVA, 1958).
Os materiais foram incluidos em metacrilato, seguindo a metodologia proposta por
PAIVA et al. (2011). Cortes transversais e longitudinais (5 - 6 ym) foram obtidos em
micrétomo rotativo e corados com azul de toluidina 0,05%, em pH 6,8 (FEDER e
O’BRIEN, 1968) e montados entre lamina e laminula com resina (Entellan®). As
fotomicrografias foram obtidas em microscopio O6ptico Zeiss Stemi 2000-C e
estereomicroscopio Primo Star Zeiss, ambos com camera digital Cannon A-650/S,

acoplada.

Experimento 2: Efeito de reguladores de crescimento nainducdo da embriogénese
somatica

4.1.2.6 Instalacdo e conducédo do experimento
Este estudo foi desenvolvido nas mesmas condi¢cdes do anterior, utilizando
processo idéntico para a obtencao de embrides e do meio de cultura COQ. Os embrides

foram inoculados (intactos) e cultivados em ambiente de BOD, conforme descrito acima.

4.1.2.7 Inducéo da calogénese e Multiplicagéo de calos

O meio de cultura COQ, acrescido do acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e do
acido 4 — Amino 3,5,6 tricloropicolinico (picloram), no volume de 10 ml, foi disposto em
placas de petri de dimensdes de 12 x 75 mm. Utilizaram-se no meio ambos o0s
reguladores de crescimento, nas dosagens que variaram de 50 e 300 uM, com base em
testes preliminares. As placas foram inoculadas cada uma com oito embribes e
acondicionadas em Biochemical Oxygen Demand (BOD), como ja mencionado. Os
tratamentos foram constituidos pelas seguintes dosagens dos reguladores de
crescimento: T1-50 puM de 2,4-D + 300 pM de Picloram, T2- 300 uM de 2,4-D + 50 pM
de Picloram, T3- 300 uM de 2,4-D e T4- 300uM de Picloram. O experimento foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado, com quatro tratamentos, 10 repeticdes e oito
embrides por parcela.

Aos 15 dias apds a inoculacdo, avaliou-se o namero total de calos primarios
formados, enquanto, aos 45 dias, o numero de calos de aspecto embriogénico, fridvel e

contendo estruturas globulares. Nesse periodo, os calos foram transferidos para meio de
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cultura previamente testados com o objetivo de multiplicacdo e diferenciacdo de
embrides. O meio continha formulagdo basal COQ, acrescido de 0,5 uM de Picloram +
0,25 uM de N6-(delta 2-Isopentenyl)-adenina (2ip). A cada 30 dias os calos eram

subcultivados no mesmo meio de cultivo.

4.1.2.8 Perfil Hormonal

Antes da inoculacdo (embrides) e 45 dias ap0s a inoculacdo, amostras em
triplicata de 1 g cada foram congeladas em nitrogénio liquido e, posteriormente,
submetidas a andlise de perfil hormonal. As amostras permaneceram congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C até a analise. Foram utilizados calos
considerados embriogénicos (aspecto friavel e contendo estruturas globulares) e calos
nao embriogénicos (compactos com auséncia de estruturas globulares). Os metabdlitos
foram extraidos dos embribes e dos calos utilizando metodologia adaptada de
COUTINHO etal., 2019 e LIMA et al., 2019. O material para andlise (0,1 g) foi adicionado
a 400 pL de solventes de extragcdo, composto pelos reagentes na seguinte proporgao:
20 de metanol: 79 de alcool isopropil: 1 acido acético (v:v:iv). As amostras foram
misturadas em vortex quatro vezes por 20 segundos (mantidas em gelo), sonificadas por
10 minutos, colocadas em gelo por 30 minutos e, em seguida, centrifugadas a 13.000 g
por 10 minutos a 4°C. Logo apds, 350 yL do sobrenadante foram removidos e
transferidos para um novo tubo. O processo foi repetido com o pellet resultante e, depois,
os sobrenadantes foram agrupados. Aproximadamente 600 uL dos extratos foram
colocados em frascos e 5,0 yL foram injetados no sistema LC/MS da NuBioMol (Centro
de Andlise de Biomoléculas-UFV, Brasil), utilizando uma coluna de cromatografia
(Agilent Eclipse Plus, RRHD, 1,8 um, 2,1 x 150 mm) com fluxo de 0,25 mL/min, acoplada
online a um espectrémetro de massas triplo quadrupolo QQQ (Agilent). A fase movel foi
composta pelos tamp&es A (Agua com 0,02% de acido acético) e B (acetonitrila com
0,02% de acido aceético), utilizando o seguinte programa de gradiente: rampa linear
comecgando em 2%, aumentando até 20% em 8 minutos, aumentando para 40% em 15
minutos e para 98% em 18 minutos. Em seguida, foi mantido a 98%, durante 3 minutos
(totalizando 21 minutos) e um gradiente linear descendente foi iniciado, reduzindo de
98% para 2% em 1 minuto (totalizando 22 minutos), seguido por uma condi¢cdo de
equilibrio a 2% por 3 minutos (totalizando 25 minutos). O espectrémetro de massa foi
operado nos modos alternados negativo e positivo, e as amostras foram escaneadas por

monitoramento de reacdes multiplas (MRM). Os testes foram realizados com trés réplicas
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bioldgicas. Os espectros de massa gerados foram processados, utilizando o software
Skyline, para obter os cromatogramas de ions extraidos (XIC) de cada transi¢cdo e os

valores de area, como indicativos da abundancia de cada horménio vegetal.

4.1.2.9 Avaliacdo Anatdbmica

Trés amostras para tratamento do inicio da formacao dos calos (15 dias) e ap0s
45 dias foram coletadas para estudos anatémicos. Aos 100 dias de cultivo, também, foi
avaliada uma estrutura semelhante a um embrido somatico. A metodologia de preparo
das amostras para a avaliagdo anatdOmica seguiu 0 mesmo procedimento do

Experimento 1 citado anteriormente.

4.1.2.10  Analises estatisticas

A verificacdo da normalidade dos residuos e homogeneidade das variancias
foram feitas pelo teste Shapiro-Wilk e Barlett. Os dados do experimento | foram
submetidos a transformacao de dados pelo modelo raiz quadrada de (y + 0,5) e & anélise
de Componentes Principais. Os resultados de ambos os experimentos foram submetidos
a andlise de variancia e ao teste de comparacao de médias de Tukey (P<0,05). Utilizou-
se para as analises o software R verséo 4.1.3.

4.1.3 RESULTADOS

Experimento 1: Efeito do meio e da injuria nainducdo da embriogénese somética

4.1.3.1 Oxidagéo, germinagéo e formacao de calos

A oxidacao aparente dos embrides foi menor para os embrides cultivados no meio
MS (0,58), em comparacdo ao COQ (1,10), aos 10 dias de inoculacao (Tabela 6). Nessa
mesma época, nao houve efeito isolado da injuria e nem da interac&o injuria e meio. Aos
50 dias pos-inoculacdo, nenhum fator isolado ou sua interacao influenciou essa variavel,

apresentando um valor médio de 1,37 embrides oxidados.

Tabela 6- NUmero de embrides que apresentaram oxidacdo aparente (OXI), alongamento do
peciolo cotiledonar (PC), presenca da parte aérea (PA) e formacado de calos com pelo menos
uma estrutura globular (CEG) de embrifes de B. capitata, injuriados (ESM-esmagamento, SEC-
seccionamento, Al-auséncia de injaria), cultivados em meio MS e COQ e avaliados ap6s 10 e 50
dias ap6s a inoculacao (D.A.l).
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10 dias apds inoculagdo

Variaveis oXI* PC*
Média MS co Média
Tratamentos MS coQ o 2 s
Injuria Injuria
ESM 0,75 1,00 0,87 1,45 0,75 1,10 ab
SEC 0,50 1,45 0,97 0,75 0,75 0,75b
Al 0,50 0,85 0,67 1,86 1,68 1,77 a
Média Meio 0,58B 1,10A 1,35 1,06
CV (%) 59,80 56,9
50 dias apos inoculagao
PC* PA* CEG*
MS COQ Meédia MS COQ Meédia MS coQ Média
Tratamentos .. . .
Injuria Injuria Injuria
ESM 1,45 1,20 1,33b 1,35 050 0,92ab 1,20 1,20 0,85 ab
SEC 1,10 075 092b 050 050 050b 1,70 1,70 1,22a
Al 2,11 2,25 2,18a 1,28 1,10 1,19a 0,50 0,50 0,50b
Média Meio 1,55 1,40 1,05 0,70 0,58B 1,13 A
CV (%) 41,91 61,23 46,81

*significativo a 5% de probabilidade. Letras minUsculas idénticas nas colunas e nas linhas ndo diferem
estatisticamente entre si a 5% de probabilidade pelo Teste Tukey. Os dados foram submetidos a
transformacgéo de dados pelo modelo raiz quadrada de (y + 0,5) e posteriormente submetidos a andlise de
variancia e teste de comparacéo de médias de Tukey (P<0,05). A verificacdo da normalidade dos residuos
e homogeneidade das variancias foram feitas pelo teste Shapiro-Wilk e Barlett.

A deteccdo do alongamento do peciolo cotiledonar (Figura 2D) foi superior,
quando ndo se realizou a injuria (Tabela 6), atingindo, em média, aos 10 e 50 dias apés
inoculacao, respectivamente, 1,77 e 2,18. Independente da época de avaliacdo, o
namero de embrides que apresentaram alongamento do peciolo cotiledonar ndo variou
em funcdo do meio, sendo aos 10 dias, em média, de 1,20 e aos 50 dias de 1,47. A
presenca de parte aérea das plantulas, caracterizada pelo crescimento da primeira
bainha (Figura 2D), foi significativa apenas para o tipo de injuria, aos 50 dias apds
inoculacdo, com comportamento inferior na se¢cdo do embrido em relacdo ao tratamento
de auséncia de injaria (Tabela 6). O meio e tipo de injdria, aos 10 dias pés-inoculacao,
e, meio aos 50 dias, ndo alteraram a presenca da bainha nas plantulas.

Os calos com estrutura globular (Figura 2E) se formaram, a partir dos 10 dias de
inoculacdo, porém somente aos 50 dias houve efeito isolado do meio e do tipo de injuria
(Tabela 6). Calos com estrutura globular foram mais numerosos no meio COQ (1,13),
sendo o tratamento de secc¢do do embrido superior a auséncia de injuria. Para calos com
estrutura irregular (Figura 2F), ndo houve efeito de nenhum fator isolado ou da sua
interacdo. Aos 10 dias apos inoculagéo, foram obtidos, em média, 0,64 de embriGes com

calos irregulares, enquanto, aos 50 dias, 0,93.
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Os dois primeiros Componentes Principais (CP) explicaram pelo menos 80% da
variacdo dos dados, logo demonstra boa representacéo da dispersdo dos escores dos
CP no plano bidimensional (Figura 3) (CRUZ et al.,, 2020). As variaveis mais
correlacionadas com o primeiro componente principal foram calo com estrutura globular,
aos 50 dias poOs-incubacao e presenca de parte aérea aos 10 e 50 dias, enquanto, no
segundo componente, foi calo com estrutura irregular aos 10 dias pés-incubacéao.

O meio COQ e a injuria proporcionaram a maior formacao de calos com estrutura
globular. Além disso, a presenca desses calos associou-se a oxidacao, especialmente
nos primeiros dez dias de cultivo (Figura 3). Ja a utilizacdo do meio MS com injlria estava
mais correlacionada com a formagéao de calos com estrutura irregular. Adicionalmente, a
auséncia de injuria promoveu maior ocorréncia de estruturas indicativas da germinacao,
como emissdo de peciolo cotiledonar e formacdo da parte aérea. Por outro lado, a
presenca dessas estruturas se correlacionou negativamente com a formacao de calos,

sendo processos antagonicos (Figura 3).
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Figura 3 — Disperséo gréafica dos dois primeiros Componentes principais (CP) para as variaveis
estudadas. MS_ESM (meio MS e injuria de esmagamento), MS_SEC (meio MS e injaria de
seccionamento), MS_AIl (meio MS e auséncia de injuria), COQ_ESM (meio coquinho (COQ) e
injuria de esmagamento), COQ_SEC (meio coquinho (COQ) e injaria de seccionamento),
COQ_AlI (meio coquinho (COQ) e auséncia de injuria). OXl_50 (nimero de explantes oxidados
aos 50 dias de cultivo), PC.10 (numero de explantes com alongamento do peciolo cotiledonar
aos 10 dias de cultivo), PC.50 (numero de explantes com alongamento do peciolo cotiledonar
aos 50 dias de cultivo), PA.10 (nimero de explantes com presenca da primeira bainha, parte
aérea aos 10 dias de cultivo), PA.50 (numero de explantes com presenga da primeira bainha,



parte aérea aos 50 dias de cultivo), CEI.10 (nimero de explantes com formacéo de calos com
estrutura irregular aos 10 dias de cultivo), CEL.50 (nimero de explantes com formacao de calos
com estrutura irregular aos 50 dias de cultivo), CEG.10 (numero de explantes com formacao de
calos com estrutura globular aos 10 dias de cultivo), CEG.50 (nUmero de explantes com formacéao
de calos com estrutura globular aos 50 dias de cultivo).4.1.3.2 Atividade de enzimas do sistema
antioxidante

A atividade da enzima catalase nao foi influenciada pelo meio, mas foi maior
guando os embrides foram esmagados em relacdo aos demais tratamentos. Ja para a
enzima peroxidase, houve efeito significativo do fator injaria e meio de cultivo, com
maior atividade enzimatica no meio COQ e no esmagamento do embrido e na auséncia
de injuria. A atividade de superdxido dismutase nao foi influenciada por nenhum dos
tratamentos (Tabela 7).

Tabela 7- Atividade das enzimas catalase e peroxidase, em embrides de B. capitata, injuriados
(ESM-esmagamento, SEC-seccionamento, Al-auséncia de injdria), cultivados em meio MS e
COQ e avaliados apés 50 dias apés a inoculagdo. Catalase (CAT) umol H202 mg ptnas™ min .
Peroxidases (POX) umol H202 mg ptnas™ min 2.

i CAT Média POX Médi
Injurias Inidri edia
MS COQ njurias MS COQ Injarias
ESM 9,12 8,39 8,76 a 3,52 4,32 3,92 a
SEC 4,98 3,83 441 b 3,13 3,39 326 b
Al 3,92 4,76 4,34 b 3,58 4,21 3,89 a
CV (%) 14,09 11,17
Média
(Meio) 5,66 6,01 341 B 397A
F(A:Meio) 0,79 ns 8,40*
F(B:Injurias) 56,76** 4,97 *
F(AxB) 2,43 ns 0,66 ns

*significativo a 5% de probabilidade pelo teste F, ** significativo a 1% de probabilidade

pelo teste F, NS nao significativo. Letras minlsculas idénticas nas colunas e nas linhas
néo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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4.1.3.2 Morfoanatomia

|

|

|

|

| |

i B | sy B s SN { " | : l
| ‘ b \ " - A : | R
' | p : , |
! fiog [ :
: mf | Vs Y v..’-v/ I
i 20 1 ‘ 20 um I 10 um |
. gl == W B LT A ;

Figura 4- Aspectos morfolégicos e anatbmicos do embrido de coquinho azedo (Butia capitata)
ndo inoculado. Em A, regido proximal (rp) e regido distal (rd). Em B, corte anatémico da regido
distal. Em C corte anatdmico da regido proximal, mostrando o eixo embrionario. Em D detalhe
do eixo embrionario, destacando o pré-meristema radicular (pr), pro-cambrio (pb) e cavidade
cotiledonar (cc). rd- regido distal, rp- regido proximal, pr- pro-meristema radicular, cc- cavidade
cotiledonar, mf-meristema fundamental, pb-procambio.

O embrido de B. capitata possui um Unico cotilédone de formato cénico de
aproximadamente 3,5 mm de comprimento e 2 mm de diametro (Figura 4A). A porcéo
mais afilada corresponde a regido distal, onde o haustério desenvolve-se apds o
processo de germinacédo (Figura 4B). A porcdo de maior diametro corresponde a regido
proximal, em que esta inserido o eixo embrionario (Figura 4C, D), que € curvo, obliquo,
em relacdo ao eixo do cotilédone, com a presenca do hipocétilo-radicula préximo a
cavidade cotiledonar (Figura 4D). As células do meristema fundamental sdo volumosas
e globulares, sendo maiores na regiao central e na regido distal do cotilédone, em relacéo
as células localizadas na porcgéo proximal e mais perifericamente. As células procambiais

séo estreitas e alongadas no sentido longitudinal (Figura 4 D).

4.1.3.3 Apd6s 10 dias de cultivo in vitro

Os calos, nos dois meios de cultivo, independente do tratamento de injuria,
formaram-se na regido proximal do embrido. No meio MS, os calos apresentaram
coloracdo leitosa e estrutura mais irregular (Figuras 5A e 5E), enquanto os do COQ,

predominantemente, creme-amarelada e de formato mais globular (Figuras 5H e 5K). O



calo, cultivado no meio MS, de embrido que sofreu seccéo e, aos 10 dias pos-incubacgao
(Figura 5A, B, C, D), apresentou formato estrutural irregular e de coloracdo translicida
(Figura 5B). Detectou-se presenca de protoderme evidente, envolvendo células
arredondadas, paredes espessas e vacuolos grandes, além de um sistema vascular em
desenvolvimento (Figuras 5B, C), sendo possivel identificar elementos traqueais. Feixes
vasculares também estavam presentes na regido paralela e transversalmente a
superficie do explante, regido de origem dos calos. O calo formado, no seu interior, em
meio MS e embrido esmagado (Figuras 5E, F, G), apresentou células
predominantemente alongadas, contendo vacuolos proeminentes. As divisdes celulares
indicam que o sentido das divisdes partiu da regido proximal para a regiao distal do
embrido (Figura 5G). Foi possivel visualizar aumento e alongamento da bainha foliar,
envolvendo a cavidade cotiledonar (Figura 5F).

No calo formado no meio COQ e com sec¢ao do embrido, também, notou-se que
a regido distal ndo sofreu qualquer mudanca morfolégica até os 10 dias de cultivo (Figura
5H). Esse calo possuia formato globular, porém com aspecto mais fridvel que os outros.
As células que envolvem os calos também apresentaram padrfes distintos. As regides
mais externas da cavidade cotiledonar continham células alongadas, com vacuolos
proeminentes e espacos intercelulares (Figura 5l1). Proximo a cavidade cotiledonar, as
células eram menores, arredondadas, com nucleos proeminentes e citoplasma densos
(Figura 5J). A origem da formacéo de calos foi em pontos distintos de células préximas
a cavidade cotiledonar, sendo possivel verificar alguns centros meristematicos proximos
ao ponto de corte do embrido (Figura 51). A protoderme foi identificada envolvendo o
calo, o qual possuia células grandes e vacuoladas e espacos intercelulares (Figura 5I).
Na cavidade cotiledonar, foi observada multiplicacdo de células com nucleo evidente e
citoplasma denso, indicando células com potencial embriogénico (Figura 5J). A regiao
distal também n&o sofreu qualquer alteracdo que indicasse desenvolvimento do
haustério.

Os calos formados em meio COQ também surgiram na regido proximal do
embrido zigotico (Figuras 5 K, L, M). Esses calos apresentaram células de padrdes
distintos: algumas de tamanho pequeno e alta densidade citoplasméatica préximas a
cavidade cotiledonar e outras grandes, alongadas ou arredondadas com vacuolos
proeminentes e espacos intercelulares (Figura 5L). Foram identificadas, proximas a

cavidade cotiledonar, células com ndcleos proeminentes e citoplasma denso, rodeadas
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por células em colapso (seta preta- Figura 5M), sugerindo isolamento de células com

caracteristicas embriogénicas.
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Figura 5- Calos e estruturas calosas formadas em 10 dias de cultivo. Em A, B, C, D calo originario
de MS/SEC. Em B seta preta indicada por (fv) mostra formacéo de feixes vasculares. Em C seta
preta indica formacgéo de elementos traqueais, contendo células caracteristicas do xilema. Em E
e F calo formado em MS/ESM. Em H e | calo formado em COQ/SEC e em K, L, M calo formado
em COQ/ESM. Em | setas pretas indicadas por (ei) mostram espacos intercelulares, setas pretas
indicadas por (cm) indicam centros meristematicos e setas pretas indicadas por (pd) indicam
formacdo de protoderme. rd- regido distal, rp- regido proximal, te- tecido remanescente do
explante, pd- protoderme, ei- espacos intercelulares, fv- feixes vasculares, xi- células
caracteristicas do xilema, bl- primeira bainha, cc- cavidade cotiledonar, cm- centro
meristematico.

4.1.3.4 Apo6s 15 dias de cultivo in vitro

Os calos avaliados no meio MS, sob injdria de esmagamento, apresentaram
estruturas mais irregulares comparadas as originarias do meio COQ. Em ambos os
meios, os calos foram formados na regido proximal do embrido zigotico (Figura 6 H, I, J,
K), com células grandes, vacuoladas e majoritariamente alongadas (Figura 71). Um dos
calos avaliados nesse tratamento apresentou estrutura mais alongada, (Figuras 6J, K),
com indicios de que se tratava da formacgédo de um peciolo cotiledonar, em funcdo da
expansdo das células da cavidade cotiledonar, o que culmina com o inicio do
desenvolvimento das bainhas (Figura 6K). Foi possivel observar varios centros de
divisdo celular préximos ao eixo embrionario, indicando elevada atividade meristematica
(setas-pretas Figura 6K).

Os calos presentes no meio COQ, sob injuria de esmagamento, apresentaram
estruturas calosas isoladas entre si (Figuras 6 A, E). O primeiro calo avaliado desse
tratamento evoluiu para a regido do eixo embrionario com células pequenas, esféricas,
citoplasma denso (Figura 6B) e espacos intercelulares. Ndo houve crescimento do eixo
vegetativo. No entanto, proximo ao eixo embriondrio, centros meristematicos foram
observados (setas pretas- Figura 6 D), com células grandes, alongadas, vacuoladas e
envolvidas por uma protoderme definida (Figuras 6 B, C). A segunda estrutura calosa
desse mesmo calo (Figura 6C), aparentemente formado posteriormente, continha células
mais alongadas e vacuoladas. Outro calo formado no meio COQ, sob injuria ESM,
apresentou pelo menos trés estruturas globulares, sendo que uma delas isolou-se por
meio de uma protoderme (Figura 6 E, F, G). Essa estrutura era composta por células
grandes, alongadas e feixes vasculares em desenvolvimento, com células caracteristicas

de protoxilema (Figura 6G).
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Figura 6- Calos formados no tratamento meio COQ sob injdria ESM (A, B, C, D, E, F, G) e meio
MS sob injaria ESM (H, I, J, K) aos 15 dias de cultivo. Em B e F setas pretas indicadas por (ei)
mostram espacos intercelulares. Em B seta preta indicada por (fv) mostra formacéo de feixes
vasculares. Em C e F setas pretas indicadas por (pd) mostram formacéo de protoderme. Em G
seta preta indica formacao de elementos traqueais, contendo células caracteristicas do xilema.



Em K setas pretas indicam centros meristematicos. rd- regido distal, ei- espaco intercelular, te-
tecido do embriao, fv- feixe vascular, cc- cavidade cotiledonar, eo- edfilo 1, bl- bainha 1, b2-
bainha 2, pd- protoderme, xi- protoxilema.

4.1.3.5 Ap6s 30 dias de cultivo in vitro

Os calos presentes no tratamento do meio MS e de esmagamento (MS/ESM) do
embrido apresentaram caracteristicas distintas. Foram identificadas pelos menos quatro
estruturas arredondadas em um dos calos (Figura 7 E), em algumas partes compostas
por células alongadas e vacuolos proeminentes, enquanto, em outras células redondas,
pouco vacuoladas e de alta densidade citoplasmatica, porém todas as estruturas
envoltas por uma aparente protoderme (Figura 7 F). Outros calos oriundos do tratamento
MS/ESM apresentaram estrutura germinativa, uma vez que foi identificado o
desenvolvimento das bainhas foliares (Figura 7H), porém sem o desenvolvimento de um
haustorio funcional. Na regido distal do embrido (Figura 71), mesmo com os danos do
esmagamento, ndo houve proliferacao celular.

Os calos oriundos do tratamento COQ e esmagamento do embrido formaram-se
na regiao proximal do embrido zigoético. A regido distal apresentou elevada oxidacao
(Figuras 7 A, B, C, D). Os calos apresentaram, majoritariamente, células grandes,
alongadas e vacuoladas (Figura 7B). Estruturas esféricas foram identificadas (Figuras 7
B, C), com conexdo ténue com calos e presenca de um envoltorio semelhante a uma
protoderme. Na parte basal do calo, foram verificadas células pequenas, esféricas, com
paredes espessas, citoplasma denso e nucleos bem evidentes (Figura 7C). Na regido
central, foi evidente uma zona meristematica, com células que aparentemente estavam
formando um sistema vascular independente (Figura 7C). Nesse calo, evidéncias do
alongamento do peciolo cotiledonar ao serem observadas estruturas como o edfilo e
bainha (Figura 7D).
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Figura 7- Cortes anatdmicos dos calos observados apés 30 dias ap6s inoculagao. Em A, B, C e
D estruturas formadas a partir do tratamento (COQ/ESM); em B e C detalhe ampliado da
estrutura semelhante a pro-embrido globular, seta preta indicada por (pd) mostra formacao de
protoderme, seta preta indicada por (zm) mostra zona meristematica. Em E e F calo oriundo do
tratamento MS/ESM, seta preta indicada por (pd) mostra formacdo de protoderme. Em G e H
detalhe da germinag¢édo do embrido no tratamento MS/ESM. Em | detalhe da regido distal com
visualizacdo dos danos de esmagamento. rd- regido distal, rp- regido proximal, eo- edfilo 1, b1-
bainha 1, b2- bainha 2, pd- protoderme.

4.1.3.6 Ap6s 50 dias de cultivo in vitro

O escurecimento dos tecidos dos explantes e dos calos formados foram mais
pronunciados apés 50 dias de cultivo. O tratamento MS, sob injlria de seccdo do
embrido, apresentou células com muitos espacos intercelulares e vacuoladas (Figura
8A), sistema vascular em desenvolvimento (Figura 8C) e formacao de protoderme. Ja no
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MS e injuria por esmagamento do embrido, o calo possuia duas estruturas que se
formaram, aparentemente, das bainhas foliares do embrido (Figuras 8D, E). Estavam
presentes espacgos intercelulares e protoderme definida. No tratamento COQ/ESM, os
calos apresentavam pequenas regides com células ainda vivas, escurecimento severo
em grande parte da sua estrutura. As partes dos calos que ainda eram possiveis de
serem avaliadas continham células alongadas e vacuoladas, também envolvidas por
protoderme (Figuras 8 G, H). Foi observado sistema vascular em desenvolvimento, com
células de xilema e floema caracteristicas (Figura 8 1). Em alguns calos, foi possivel
constatar o colapso das células, possivelmente pela oxidagéo celular elevada (Figuras 8
J, K).

76



Figura 8- Calos formados em (MS/SEC (A, B, C), MS/ESM (D, E, F), COQ/ESM (G, H, 1),
COQ/ESM (J, K) aos 50 dias de cultivo. Em B, E e K setas pretas indicadas por (ei) mostram
espacos intercelulares, indicadas por (fv) mostram formacéo de feixes vasculares e indicadas
por (pd) mostram formacéo de protoderme. Em C, F e | setas pretas indicadas por (xi) indicam
formacdo de elementos traqueais, contendo células caracteristicas do xilema e (fl) floema. fv-
feixe vascular, ei- espaco intercelular, pd- protoderme, xi- protoxilema, fl-protofloema, rd-regiéo
distal, eo- edfilo, cc- cavidade cotiledonar, te- tecido remanescente do embrido zigético.

Experimento 2: Efeito de reguladores de crescimento nainducédo daembriogénese
somatica

Os calos priméarios comecaram a se formar 15 dias ap0s a inoculagdo. Em todos
0s tratamentos, originaram-se, na regido proximal do embrido, apresentando aspecto
translicido e formato arredondado (Figura 1). Em corte anatémico, observa-se que a
multiplicacdo de células parte das proximidades da cavidade cotiledonar (Figura 1). A
oxidacdo nao foi identificada em nenhum dos tratamentos nos primeiros 15 dias de
cultivo.

Os tratamentos proporcionaram padrdes de multiplicagéo celular distintos, sendo
que a dose de 50 uM de 2,4-D + 300 pM de Picloram propiciou células mais
arredondadas, com nucleo bastante volumoso, nucléolos bem evidentes, alta relacéo
nucleo/citoplasma e pouco vacuoladas (Figuras 1A, B, C), além de massa de células
homogénea. J4 em 300 uyM de 2,4-D + 50 pM de Picloram, diversos pontos
meristematicos foram identificados (Figuras 1 D, E, F) e, diferente do tratamento anterior,
nucleos celulares apresentaram-se menos evidentes. No tratamento em que o 2,4-D foi
utilizado isoladamente (300 uM), as células eram mais angulosas, com bastante
densidade citoplasmatica e nucleos menos evidentes (Figurasl G, H, I). Também,
300uM de Picloram ocasionaram a presenca de células angulosas, contendo mais
centros meristematicos e, distinto dos demais tratamentos, foi verificada a diviséo celular
expandindo-se para além da regido cotiledonar do embrido (Figuras 1 J, K, L). A
utilizacéo isolada do 2,4D ou picloram levou a deformacgédo das células, o que indica

rapida proliferacéo celular.
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Figura 1- Calos primarios formados aos 15 dias apos inoculacdo. A, B, C: 50 uM de 2,4D+300
UM de Picloram; D, E, F: 300 uM de 2,4D+50 uM de Picloram; G, H, I: 300 uM de 2,4D, J, K, L:
300 puM de Picloram. rd- regido distal, rp-regido proximal. Seta branca indica centro de
multiplicacdo celular proximo a cavidade cotiledonar. Setas pretas em F indicam centros
meristematicos. Setas pretas em K indicam os trés pontos de formacéao dos calos.
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Os calos aumentaram de volume, ao longo do cultivo e aos 45 dias, permitindo
identificar dois tipos bem definidos: um de aspecto compacto, considerado n&o
embriogénico e outro de aspecto friavel, contendo estruturas globulares, denominado

embriogénico (Figura 2).

Figura 2- Calos formados em embrifes zigéticos de B. capitata aos 45 dias ap6s inoculacédo. A
- 50 uM de 2,4D+300 pM de Picloram (calo com aspecto embriogénico); B - 300 uM de 2,4D+50
MM de Picloram (calo compacto, ndo embriogénico); C - 300 uM de 2,4D (calo compacto, ndo
embriogénico, D - 300 uM de Picloram (calo com aspecto embriogénico). Seta vermelha indica
estruturas globulares organizadas (evidéncia de tecidos embriogénicos). Barras=1 mm.

Aos 15 dias, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos para a
contagem de calos (Figura 3A). Apo6s 45 dias de cultivo, os tratamentos de 50 uM de
2,4D+300 uM de Picloram e de Picloram isolado, tanto para o numero de calos formados
guanto para os calos embriogénicos, foram superiores (Figuras 3B, C), enquanto o 2,4D
isolado ou associado em maior propor¢cdo ao Picloram desfavoreceu a formacédo de

calos.
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Figura 3- Numero de calos aos 15 dias de cultivo (A); Numero de calos aos 45 dias de cultivo
(A); numero de calos com caracteristicas embriogénicas aos 45 dias de cultivo, caracterizados



por apresentar estruturas globulares organizadas e aspecto friavel. Letras distintas indicam
diferenca significativa pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Pic- Picloram.

O conteudo enddgeno do indolacético (AlA) foi superior nos calos embriogénicos,
cinco vezes mais em relacdo aos explantes e 1,7 ao ndo embriogénicos (Figura 4A). O
contelido dos &cidos abscisico e jasmodnico também foi superior em calos embriogénicos,
cinco vezes em relacdo aos calos ndao embriogénicos e embrifes zigoéticos (explantes)
(Figuras 4 B, C).
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Figura 4- Contetudo dos acidos indolacético (A), abscisico (B) e jasménico (C) em embribes
zigoticos (E), calos ndo embriogénicos (CN) e embriogénicos (CE), no momento da inoculagéo
e apos 45 dias de cultivo in vitro de embrides zigéticos de B. capitata.
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Os calos ndo embriogénicos eram compactos e translicidos, contendo células
grandes, vacuolos proeminentes e paredes celulares delgadas, além de alguns centros
meristematicos (Figuras 5 A, C). J4 os calos embriogénicos apresentaram aspecto
friavel, contendo estruturas redondas organizadas, além de coloracdo mais amarelada,
células com citoplasma denso, nucleos proeminentes e paredes celulares espessas
(Figuras 5 B, D, E). As estruturas redondas possuiam protoderme e indicios de formacao
de cordao procambial, com sistema vascular fechado, o que indica a ocorréncia de pré-
embrides somaticos (Figuras 5D, E). Ap6s 100 dias de cultivo, o tratamento de 50 uM de
2,4D+300 puM de Picloram originou um possivel embrido somatico, com 6 mm de largura,
formato oval e coloracdo branca (Figuras 5 F, G). Anatomicamente, foi possivel identificar
0s cordbes procambiais, protoderme e uma cavidade, semelhante a cotiledonar,

denotando meristema apical associado (Figura 5 G).

83



= e s e ww
TR T Tl

_____W‘?,

Figura 5- Aspecto anatdomico geral de calos ndo embriogénicos (A, C) e embriogénicos
(B, D, E) ap6s 45 dias de cultivo. Aspecto de possivel embrido somatico formado (F, G)
ap6s 100 dias em cultivo in vitro de embribes zigéticos de B. capitata. cpc- cordao
procambial; ma-meristema apical; pd-protoderme. As setas pretas néo identificadas

indicam centros meristemoides.
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4.1.4 DISCUSSAO
Experimento 1: Efeito do meio e da injuria nainducdo da embriogénese somatica

O meio COQ promove maior oxidagcédo aparente dos explantes nos primeiros dez
dias de cultivo (Tabela 6). Esse comportamento pode estar associado a composicao
nutricional do meio, que favorece respostas oxidativas iniciais antecedentes a
calogénese, que, de fato, apos 50 dias, foi também superior no meio COQ. O estresse
oxidativo moderado é indicado como um dos fatores iniciais cruciais para a regulagéo
morfogénica, principalmente da embriogénese somética (ZAVATTIERI et al., 2010;
WOJCIK et al., 2020; GARCIA et al., 2022). O meio COQ apresenta maiores propor¢des
de acido borico (3 vezes mais) e sulfato de cobre (3,5 vezes mais) em relacdo ao meio
MS. O boro e cobre em excesso podem ter contribuido com maior oxidacao inicial, pelo
efeito de toxicidade (TREVIZAM 2011), j& que as propor¢cdes adotadas seguiram
referéncia de uma planta adulta e ndo de um embrido, porém ao longo do cultivo a
oxidac&do no COQ torna-se semelhante ao meio MS.

Os embrides que sofrem algum tipo de injaria apresentam capacidade menor de
germinacao e maior de formar calos. Isso foi verificado pelo fato de que os injuriados
possuem menor crescimento do peciolo cotiledonar e emissdo de parte aérea (Tabela 6;
Figura 2D). O crescimento do peciolo cotiledonar indica expanséo do eixo embrionario,
durante a germinacéo de sementes de palmeiras (MAGALHAES et al., 2013) e a emiss&o
da raiz primaria e parte aérea da plantula (COSTA e MARCHI, 2008). Quando qualquer
condicao estressante inibe a germinacéo e provoca mudancas morfofisiolégicas, ocorre
reprogramacdo genética, o que regula positivamente proteinas e genes de protecao,
como enzimas desintoxicantes e osmoprotetores, além de reprimir genes relacionados
ao crescimento (POPOVA et al., 2013). Portanto a formacgéo de calos embriogénicos
compreende a supressdo da germinacdo precoce pelo embrido zigoético e o inicio da
proliferacéo celular desdiferenciada (CALISKAN 2004).

Por outro lado, no presente estudo, alguns embrides, mesmo danificados
mecanicamente, mantiveram sua capacidade de germinagéao, principalmente sob injuria
por esmagamento. O esmagamento promovido com a pin¢a pode causar danos leves
em alguns embrides que ainda mantém sua capacidade germinativa, enquanto a outra
injuria, seccdo do embrido, impede, com maior eficiéncia, a germinagédo. Nesse sentido,

a influéncia dos danos mecanicos ao embrido depende do tamanho, da profundidade e
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da localizac&o da leséo, sendo mais prejudiciais quando ocorrem nas regides da radicula
e da plumula (SOUZA et al. 2009).

O meio COQ, associado as injurias, provoca maior formacdo de calos com
estrutura globular aos 50 dias de cultivo. Esse meio favorece mais as rotas morfogénicas
que o meio MS, por apresentar maior quantidade de calos com estruturas globulares
(Tabela 6; Figura 2 E). Os calos globulares indicam processos morfogénicos, como
organogénese ou embriogénese somatica (TREVIZAM et al., 2011; ZEIN EL DIN, 2021).
O meio COQ, possivelmente, atende melhor as demandas nutricionais que o meio MS,
uma vez que o balanco de nutrientes adequado do meio de cultura é essencial para as
respostas morfogénicas (GUNTER et al., 2007; MUSSIO; RUSIG, 2009; SALAJ et al.,
2014; GULZAR et al., 2020). Em alguns casos, o efeito nutricional € mais preponderante
gue dos reguladores de crescimento no processo de iniciagdo do tecido embriogénico
de (SALAJ et al. 2014). Também o ajuste de meios ou mesmo a formulacdo de novos
meios determinam maior embriogénese somatica em comparacdo aos meios padrdes
(SAHA et al., 2010; OBERSCHELP et al., 2015; OBERSCHELP et al.,2016). Portanto os
resultados do presente trabalho reforcam a importancia da formulacdo de meios de
cultura especificos e adaptados as exigéncias nutricionais de cada espécie. A
personalizacdo do meio de cultivo, baseada em dados nutricionais precisos, representa
uma estratégia promissora, para otimizar a embriogénese somatica e outros processos
morfogénicos, ampliando o potencial de aplicacdes biotecnolégicas na propagacao,
conservacao e melhoramento genético de espécies vegetais.

A injaria por esmagamento nos embrides proporciona maior atividade da catalase
e da peroxidase, inibindo a germinacao e favorecendo a formacao de calos (Tabelas 6 e
7). O estresse celular, por meio de injaria do explante ou outros fatores, € determinante
na inducdo da embriogénese somatica (GANESAN; JAYABALAN, 2004; LIBIK et al.,
2005; KONIECZNY et al., 2008; FEHER et al., 2003; MARTIN et al., 2018; WOJCIK et
al., 2020). Além disso, o0 aumento da atividade de enzimas antioxidantes esta associado
as respostas morfogénicas, principalmente, indugéo de calos (GALLEGO et al., 2014,
MANIVANNAN et al., 2015; RIAZ et al., 2018; POLESI et al., 2023). A atividade da
peroxidase € identificada como sendo superior em calos embriogénicos que em calos
nao embriogénicos (EL-HADRAMI, 1995), o que pode também explicar maior atividade
dessa enzima nos calos oriundos do meio COQ sob injuria.

Outras formas de inducéo, associadas ou ndo a aplicacéo de fitorreguladores, tém

sido exploradas, principalmente relacionadas ao estresse in vitro, como: radiacao
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ultravioleta, ions de metais pesados, choques osmaticos, desidratacao, choques de alta
e baixa temperatura e antibidticos, bem como indug&o quimica e mecéanica (ZAVATTIERI
et al. 2010; GARCIA et al. 2019). Um certo nivel de ROS € necessario para induzir a
embriogénese somatica, como a resposta ao estresse induzida por ferimento,
esterilizacdo quimica e osmotica (ORLOWSKA, 2020; HOLOBIUC. 2015). De forma
geral, o embrido necessita de um ambiente inicial redutor para melhor desenvolver-se
(PULLMAN et al., 2015). Essa perspectiva reforca a importancia de explorar novas
formas de inducéo da embriogénese somatica com aplicacdes para biotecnologia vegetal
de potencial impacto na regeneracdo e conservacao de plantas.

Aos 10 dias de cultivo, o predominio da coloragdo amarelada, bem como estrutura
globosa dos calos originarios do meio COQ (Figura 2E) podem ter relacdo com o tipo e
contetdo celular das células que os formam. A coloragdo amarelada de estruturas
embriogénicas, bem como o aspecto mais arredondado é verificada em estudo de
embriogénese somética da palmeira macauba e tamareira (MEIRA et al., 2019; MAZRI
et al., 2018), enquanto a coloracdo mais leitosa e formato irregular € comumente
associada a calos ndo embriogénicos (ZHANG et al., 2021). Além disso, o0 meio COQ
junto com as injarias do embrido proporcionam a formacéo de centros meristeméaticos e
células pequenas, agregadas e com alta relacao nucleo/citoplasma (Figuras 51, J, L, M
e 7 B, C). Essas caracteristicas sdo marcantes de calos embriogénicos (QUIROZ et al.,
2006; FEHER et al., 2015), uma vez que apresentam células pequenas, esféricas,
agregadas, com elevada relagcdo nucleo/citoplasma, poucos e pequenos vacuolos, além
de organelas abundantes e parede celular espessa (ALY et al., 2002; FEHER et al., 2003;
BALZON et al. 2013; SILVA CARDOSO et al. 2019; CARDOSO et al., 2020; DE
CAMPOS et al., 2020).

Aos 15 dias de cultivo, os calos oriundos do meio COQ nao apresentam
caracteristicas de germinacao, predominando células com caracteristicas embriogénicas
(células pequenas, com citoplasma denso, pouco vacuoladas e com paredes espessas).
JA os calos origindrios de MS apresentam predominantemente caracteristicas
germinativas e células com padrao ndo embriogénico. O isolamento total ou parcial de
estruturas calosas oriundas do meio COQ associadas ao desenvolvimento de sistemas
vasculares sugerem rotas morfogénicas associadas a embriogénese somatica. O
isolamento de estruturas globosas com sistema vascular independente do explante sao
caracteristicas marcantes de embrides somaticos em desenvolvimento (VON ARNOLD
et al. 2002; HORSTMAN et al. 2017; DU et al., 2020).
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Aos 30 dias de cultivo, calos originarios do meio COQ apresentam caracteristicas
pouco embriogénicas, com células maiores e com citoplasma pouco densos (DU et al.,
2020; ZHANG et al., 2021), inclusive, com o desenvolvimento da parte aérea do embrido
inoculado (Figura 5 D). No entanto o mesmo calo também possui estrutura globular com
ténue conexao ao explante esmagado e com caracteristicas descritas de um embrido
somatico em estagio globular, células pequenas, com alta atividade, estrutura redonda e
tendéncia de isolamento de feixes vasculares, como ja descrito na literatura (VON
ARNOLD etal. 2002; CARDOSO et al.,2020; HORSTMAN et al. 2017). Os calos oriundos
de MS possuem padrdo ndo embriogénico ou estruturas germinativas. Estruturas
arredondadas em isolamento também sdo identificadas, porém com células de padréo
nao embriogénico, nem indicativo de sistema vascular se formando (DU et al., 2020;
ZHANG et al., 2021).

Aos 50 e 70 dias de cultivo, aspectos morfoanatdmicos indicam colapso dos
tecidos, sendo esse o periodo maximo para uma possivel subcultura dos calos (Figura 8
K). O acumulo de compostos fendlicos e etileno pode ter sido critico nesse periodo,
prejudicando o crescimento celular. No cultivo in vitro, o etileno se acumula ao longo do
tempo, além de ser produzido de forma autocatalitica, com potencializagdo decorrente
de injurias fisicas (VIKRANT, 2018; GARCIA et al., 2022).

Experimento 2: Efeito de reguladores de crescimento nainducéo daembriogénese
somatica

Todas as combinacdes de fitorreguladores testadas induzem a formacao de calos
a partir de embrides zigoéticos de B. capitata. No entanto o picloram, tanto isoladamente
guanto em combinag¢do com menor concentracdo de 2,4-D, é mais eficiente na inducéo
de calos embriogénicos (Figura 4). O Picloram tem se mostrado superior em relacédo ao
2,4D para inducao de embriogénese somatica de varias espécies de palmeiras, como
em Elaeis guineensis (BALZON et al., 2013), Syagrus oleracea (SILVA-CARDOSO et al.,
2019a e SILVA-CARDOSO et al., 2022), Acrocomia aculeata (MEIRA et al., 2020) e
Euterpe precatoria (FERREIRA et al., 2022a/2022b). Entretanto, em B. odorata, a
concentracdo de 361,99 uM de 2, 4D e 50 uM Picloram proporciona melhor formacgéo de
calos primarios, porém grande parte dos embrides somaticos sdo deformados e nao

germinam (CAMPOS et al., 2020). Os resultados reforcam a evidéncia de que 0 uso
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Picloram é muito importante na calogénese da espécie, bem como na escolha de sua
dosagem.

No inicio da formacao de calos, ocorre proliferacédo de células com caracteristicas
embriogénicas, isodiamétrica, alta relacdo nucleo/citoplasma, nucléolos evidentes e
citoplasma denso, principalmente com a dose de 50 uM de 2,4D + 300 uM de Picloram.
As células apresentam padrdo. As células consideradas competentes para
embriogénese soméatica contém nucleos proeminentes, citoplasma denso e originaram-
se da epiderme de embrides zigéticos (DUCROCQ et al 1994). Outros autores relatam
que, em palmeiras, em geral, as células de calos embriogénicos sdo pequenas,
isodiamétricas e agregadas, com alta relacdo nudcleo/citoplasma, poucos e pequenos
vacuolos, organelas abundantes e paredes celulares espessas (BALZON et al., 2013;
SILVA- CARDOSO et al. 2019b; CAMPOS et al., 2020). A semelhanca com os padrdes
descritos na literatura fortalece a proposicao de que a morfologia externa dos calos pode
ser uma caracteristica visual Gtil na identificacdo precoce de tecidos embriogénicos
em B. capitata.

Aos 45 dias de cultivo, a evolucdo dos calos, em nivel morfolégico, € evidente,
com a formacdo de estruturas globulares de diversos tamanhos, principalmente nos
tratamentos com maior dose de Picloram ou no seu uso isolado (Figuras 2 A, D). Calos
embriogénicos sdo, em geral, aglomerados arredondados de diferentes tamanhos (ZEIN
EL DIN, 2021), além de fridveis e coloracdo clara e amarelo-acastanhados (MAZRI et
al.,2018; MEIRA et al., 2020; ZHANG et al., 2021; DU et al., 2020). A semelhanca com
0s padrdes descritos na literatura fortalece a proposicédo de que a morfologia externa dos
calos pode ser um parametro visual (til na identificacdo precoce de tecidos
embriogénicos em B. capitata.

O elevado conteudo dos acidos indolacético, abscisico e jasmoénico nos calos
embriogénicos compreende processo de inducdo de embriogénese somatica. A
biossintese de auxina enddgena € desencadeada pela aplicagdo de auxinas exdgenas
(WOJCIK et al., 2020; KUMAR e VAN STADEN 2017; WU et al. 2021; VONDRAKOVA
2018), aumentando a competéncia celular para a embriogénese somatica, como pode
ter ocorrido com o uso do Picloram no presente trabalho. No cultivo in vitro de tamarillo
(Solanum betaceum), o contetado endogeno de IAA € maior em calos embriogénicos que
0S nao embriogénicos, com uma tendéncia a aumentar, a medida evolui a
desdiferenciacéo do explante original (segmentos foliares), com confirmacao de resposta

de expressdo génica diferencial para os dois tipos de calos (CAEIRO, 2022). O acido
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jasmonico (AJ) esta relacionado com a desdiferenciacdo de células somaticas,
proporcionando maior conteudo deste nos tecidos embriogénicos (MIRA 2016, ELHITI et
al., 2013).

O éacido abscisico (ABA) estd envolvido em processos de regulacdo do
crescimento, desenvolvimento e as respostas ao estresse vegetal. A sinalizacdo do &cido
abscisico (ABA) é confirmada como vital, atuando como um fitormdnio de estresse
durante a inducio do embridio somatico (FEHER, 2015). O uso de auxinas sintéticas
como o 2,4D induz a producéo de etileno, que atua, sobretudo, em conjunto com o acido
jasmonico, o acido salicilico e o proprio ABA, para regular diversos processos bioldgicos,
incluindo estresse oxidativo, hipéxia e morte celular programada (WANG et al., 2002).
Esses fatores interferem diretamente na aquisicdo de competéncia embriogénica e no
desenvolvimento de tecidos embriogénicos (KIKUCHI et al., 2006; GULZAR et al., 2020),
explicando o aumento desse fitorregulador nos calos embriogénicos.

A organizagdo de corddes procambiais em estruturas redondas, apds 45 dias,
representa forte indicativo de organizacdo embriogénica. Tal fator associa-se a
diferenciacdo de embrides somaticos (VON ARNOLD et al., 2002; CARDOSO et al.,
2020; HORSTMAN et al., 2017). A organizacao de estrutura semelhante a um embrido
somatico no tratamento 50 uM de 2,4D + 300 uM de Picloram, apds 100 dias de cultivo,
representa um avanco significativo no processo de embriogénese somatica em B.
capitata. A presenca de estruturas anatdmicas como corddes procambiais, protoderme,
cavidade cotiledonar e meristema apical sugere a organizacao interna compativel com a
embriogénese somatica. Esses componentes sdo caracteristicos de embries somaticos
em diferenciacdo, indicando que, além da inducdo inicial, o tratamento favorece a
progressao do desenvolvimento embrionario. Resultados semelhantes sdo observados
em Syagrus oleracea, uma vez que estruturas organizadas com tecidos embrionarios
definidos estdo associadas ao uso do Picloram em alta concentragéo (SILVA-CARDOSO
et al., 2022). Isso contribui para confirmar a eficiéncia do tratamento com 50 pM de 2,4-
D + 300 uM de Picloram, na inducdo de calos com alto potencial embriogénico e na
promocao do desenvolvimento de estruturas embrionarias organizadas, apontando para
sua viabilidade como protocolo base para a regeneracao de plantas via embriogénese
somatica em B. capitata.
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4.1.5 CONCLUSAO

O estresse causado pelas injurias mecéanicas e o meio de cultivo COQ favorecem
0 estresse oxidativo e as rotas calogénicas, algumas com potencial embriogénico. As
estruturas calosas se formam, majoritariamente, na regido da cavidade cotiledonar do
embrido com caracteristicas embriogénicas, células isodiamétricas, nucleo evidente e
citoplasma denso. O uso de 50 uM de 2,4-D + 300 puM de Picloram e 300uM de Picloram
proporciona maior concentracdo de auxinas enddgenas em calos embriogénicos e
possivel formacédo de embrido somatico de B. capitata apds 100 dias de cultivo in vitro.
O trabalho é pioneiro para a espécie, sendo uma etapa bastante importante para

viabilizar a propagacédo vegetativa dessa relevante palmeira nativa do Cerrado.
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4.2 CAPITULO II: 2,4 D NA INDUCAO DE EMBRIOGENESE SOMATICA UTILIZANDO
PLANTULAS DE COQUINHO AZEDO (Butia capitata)

RESUMO

O coquinho-azedo (Butia capitata) € uma palmeira nativa do Cerrado, de grande
relevancia econdmica e social, cujos frutos sdo amplamente utilizados na culinaria
regional. A embriogénese somatica pode ser uma alternativa de propagacao vegetativa
para a espécie, facilitando a sua domesticacao e implantacao de pomares com genétipos
superiores. Nesse sentido, o objetivo do trabalho foi verificar as respostas embriogénicas
de folhas jovens as doses do acido diclorofenoxiacético (2,4-D), cultivadas em meio
desenvolvido com base nas proporcdes de nutrientes da espécie, denominado COQ.
Segmentos foliares imaturos de plantulas foram utilizados, como explantes, sendo
inoculados em meio COQ com as seguintes doses de 2,4 D: 0, 100, 200, 300 e 400 puM.
Apos 15, 30, 50 e 75 dias de cultivo, foram avaliados o numero de explantes oxidados,
encarquilhados e com presenca de calos, bem como a atividade das enzimas do sistema
antioxidante (SOD, POX e CAT). Além disso, nessas épocas e antes do cultivo, foram
realizados cortes anatbmicos. A formacgédo de calos ocorreu em funcdo de todas as
doses de 2,4D. Calos embriogénicos foram identificados aos 50 dias de cultivo com uM
300 2,4D e, aos 75 dias, estruturas que apontam para a formacado de pré-embrides. A
formacao de calos em explantes cultivados com 2,4-D correlacionou-se a um aumento
gradativo na atividade antioxidante, representada pela CAT e POX, indicando ativacao
do sistema antioxidante quanto ao possivel estresse induzido pelo 2,4D. Os resultados
sao promissores para nortear estudos de embriogénese soméatica em coquinho azedo.

Palavras-chave: &cido diclorofenoxiacético; auxina; calogénese; cultura de tecidos;
propagacao vegetativa.
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ABSTRACT

The coquinho azedo (Butia capitata) is a palm tree native to the Cerrado, of great
economic and social relevance, whose fruits are widely used in regional cuisine. Somatic
embryogenesis may be an alternative of vegetative propagation for the species,
facilitating its domestication and the implantation of orchards with superior genotypes. In
this sense, the objective of the work was to verify the embryogenic responses of immature
leaf segments to different doses of dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), cultured in a
medium developed based on the nutrient proportions of the species, called COQ.
Immature leaf segments from seedlings were used as explants, being inoculated in COQ
media with the following doses of 2,4-D: 0, 100, 200, 300, and 400 uM. After 15, 30, 50,
and 75 days, the number of oxidized explants, explant curling, and the number of explants
with callus formation were evaluated, as well as the activity of enzymes to the antioxidant
system (SOD, POX, and CAT). Furthermore, anatomical sections were performed. Callus
formation occurred in response to all doses of 2,4-D. Embryogenic calluses were
identified at 50 days of cultivation with 300 uM 2,4D, and at 75 days, structures that point
out to the formation of pro-embryo. Callus formation in explants cultivated with 2,4-D
correlated with a gradual increase in antioxidant activity, represented by CAT and POX,
indicating activation of the antioxidant system in response to possible stress induced by
2,4-D. The results are promising for guiding studies of somatic embryogenesis in
coquinho azedo.

Keywords: dichlorophenoxyacetic acid; auxin; callogenesis; tissue culture; vegetative
propagation.
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4.2.1 INTRODUCAO

A embriogénese somatica proporciona a formacdo de embrides na auséncia de
fertilizacdo, constituindo um processo bipolar HORSTMAN et al., 2017; SILVA-
CARDOSO et al.,, 2022. Dessa forma, os embribes soméaticos, mediante estimulos
apropriados, podem germinar e originar um individuo clone daquele que forneceu o
explante (HORSTMAN et al., 2017; SILVA-CARDOSO et al., 2022). A embriogénese
somatica pode ocorrer pela via direta (sem a formacédo de calos) ou indireta (com a
formacéo de calos). A embriogénese somatica direta € caracterizada pela formacao de
embribes somaticos na prépria superficie do explante (HORSTMAN et al., 2017; KUMAR
e VAN STADEN, 2017), sendo mais comumente observada no cultivo in vitro de
embrides zigoticos (DUCROCQ et al. 1994; CHOI et al., 1998; D.GAJ et al., 2001). Na
indireta, formam-se tecidos amorfos com intensa atividade meristemética (calos), que
podem ou ndo adquirir competéncia embriogénica (SIVANESAN et al., 2022). O
processo de formacdo do embrido depende de uma complexa regulacdo das diferentes
etapas do desenvolvimento embriogénico, exigindo uma reprogramacdo genética
robusta (HORSTMAN et al., 2017; KUMAR e VAN STADEN, 2017).

A propagacao clonal é uma das aplicacbes mais relevantes da embriogénese
somatica, especialmente para espécies perenes com ciclos longos e remotas
possibilidades de propagacao vegetativa, como é o caso das palmeiras (MOURA et al.,
2009; MAZRI et al., 2017; DU et al., 2020; SILVA-CARDOSO et al., 2020). Além disso,
essa técnica tem grande potencial, para contribuir com programas de melhoramento
genético e preservacdo de germoplasma, pois permite a producédo, em larga escala de
mudas vigorosas e livres de problemas fitossanitarios, garantindo a seguranca no
transporte de mudas e a implantacdo de lavouras mais produtivas e sustentaveis (PAIS,
2019; SIVANESAN et al., 2022). Apesar de as palmeiras apresentarem maior dificuldade
em responder aos estimulos do cultivo in vitro comparado a outras espécies (DU et al.,
2020; SILVA-CARDOSO et al., 2020), a embriogénese somatica surge como uma
alternativa eficaz para a propagacao clonal dessas espécies (CARVALHO et al., 2006;
MOURA et al., 2009).

No cultivo in vitro, o estresse oxidativo, por meio da producéo de espécies reativas
ao oxigénio (ROS), € um mecanismo de aceleracdo do processo de embriogénese
somatica (GANESAN; JAYABALAN, 2004; LIBIK et al., 2005; KONIECZNY et al., 2008).
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O estresse celular, provocado pelas condicdes adversas do ambiente in vitro,
combinadas ao uso de reguladores de crescimento, principalmente as auxinas, modula
a reprogramacéo celular (FEHER et al., 2003, MIRONOVA et al., 2017). As auxinas
sintéticas, como acido diclorofenoxiacético (2,4D) na dose adequada, podem induzir a
embriogénese somatica, uma vez que desempenham um papel fundamental nos
processos de crescimento e morfogénese das plantas, controlando a aquisicdo de
competéncia embrionaria (FEHER et al., 2003, MIRONOVA et al., 2017). Essa
competéncia permite a transicio somatica para embriogénica (FEHER et al., 2003;
WOJICIK et al., 2020).

A composicdo do meio de cultura € muito importante para o cultivo in vitro, uma
vez que esta relacionada a processos metabdlicos essenciais, como a inducdo de
competéncia embriogénica, a formagdo e maturacdo de embrides somaticos, além de
impactar o crescimento e a regeneracdo das plantas resultantes (SALAJ et al., 2014).
Atualmente, o uso de meios de cultivo especifico, baseado na composicéo nutricional da
espécie, tem apresentado resultados superiores em relacdo aos tradicionais, como
observado para algumas espécies (SAHA et al., 2010; OBERSCHELP et al., 2015;
OBERSCHELP et al., 2016). Isso demonstra a necessidade de construir meios
especificos para cada espécie e, assim maximizar a resposta calogénica, viabilizando a
propagacao via embriogénese somatica.

Os estudos anatdmicos sdo indispensaveis para a identificacdo de eventos de
aquisicdo de competéncia e inducao de embriogénese somética, como a identificacdo
de estruturas embriogénicas (SILVA-CARDOSO, 2019). A presenca de centros
meristematicos é uma caracteristica marcante de calos embriogénicos, denotando
resposta a aplicacéo de fitormonios ao meio de cultivo (QUIROZ et al., 2006; FEHER et
al., 2015). Em geral, as células de calos embriogénicos sdo pequenas, esféricas e
agregadas, com elevada relacdo nucleo/citoplasma, poucos e pequenos vacuolos,
organelas abundantes e paredes celulares espessas (ALY et al., 2002; BALZON et al.
2013; SILVA CARDOSO et al.,, 2019b; CAMPOS et al., 2020). Assim, estudos
histologicos séo de grande importancia para identificar calos embriogénicos e descrever
a estrutura de embrides somaticos (ZHANG et al., 2021).

O coquinho azedo (Butia capitata) € uma palmeira nativa do Cerrado, sendo que
seus frutos quase exclusivamente oriundos da atividade extrativista (FARIA et al., 2008).
O extrativismo intenso associado a expansao da fronteira agricola do Cerrado contribui

para a insercdo da espécie na lista das ameagadas (SILVA e SCARIOT, 2013; SIBBR,
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2020). Isso justifica iniciativas de plantios comerciais mais uniformes, precoces e
produtivos da espécie, obtidos por meio da propagacéo vegetativa.

A embriogénese somatica pode ser uma ferramenta viavel para propagacao da B.
capitata, porém a etapa inicial do processo, inducdo de calos, é fundamental e ainda
sdo escassos 0s trabalhos com espécies lenhosas neotropicais (ISAH, 2016). Nesse
sentido, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia de diferentes doses de
2,4D em explantes de folhas imaturas B. capitata, associadas a um meio de cultivo
basal especifico, nas respostas calogénicas, procurando responder as seguintes
perguntas: i) Qual a dose de 2,4D proporciona a maior formacdo de calos
embriogénicos? Quais sdo as respostas morfoanatémicas e fisioldgicas de explantes

de folhas imaturas cultivadas in vitro em meio especifico?

4.2.2 MATERIAL E METODOS

4.2.2.1 Obtencao das Mudas

As mudas utilizadas no experimento foram produzidas, a partir de sementes de
coquinho azedo, coletadas no pomar experimental do Instituto de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Minas Gerais. A colheita dos frutos ocorreu, quando
aproximadamente 30% dos frutos nos cachos estavam maduros, o que foi identificado
pela coloracdo amarela a alaranjada do exocarpo e pela queda natural dos frutos do
cacho. Esses foram despolpados mecanicamente e secos a sombra por 15 dias. As
sementes foram extraidas dos pirénios (unidade de dispersédo: semente + endocarpo)
com auxilio de um martelo. Em seguida, as sementes foram imersas em alcool 70% por
5 minutos e lavadas com detergente neutro e 4gua corrente.

Em laborat6rio, as sementes foram submetidas ao procedimento de superacao da
dorméncia, seguindo a metodologia de FIOR et al.,, (2011). As sementes foram
acondicionadas em bandejas de plastico contendo vermiculita autoclavada e umedecida
com agua destilada a 100% da capacidade de campo. Em seguida, o material foi
incubado em camara B.O.D (Biochemical Oxygen Demand) a 30°C. As plantulas
germinadas foram transplantadas para tubetes e mantidas em sementeiras aéreas em
casa de vegetacao, com temperatura média de 25° por 10 meses, quando atingiram 50

cm de comprimento.
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4.2.2.2 Inoculagéo in vitro

As raizes e folhas expandidas das mudas foram removidas, mantendo-se apenas
a secdo caulinar (folhas imaturas). As folhas foram submetidas a lavagem com
detergente neutro e agua corrente, sendo desinfetadas em camara de fluxo laminar, com
solucéo de hipoclorito de sédio a 1% e triplice lavagem em agua destilada e autoclavada.
ApoOs a assepsia, foram realizados cortes transversais formando discos e semidiscos de

aproximadamente 1 cm de diametro e 5 mm de altura (figura 1).

Figura 1- Detalhes morfol6gicos das mudas de coquinho azedo utilizadas como explantes para
o cultivo in vitro. (A) Muda de coquinho azedo de aproximadamente 50 cm de comprimento,
folhas juvenis. (B) Detalhe da regido das bainhas das folhas, realizacdo de cortes transversais
(discos) proximos a regido meristematica apical. (C) Detalhe dos discos transversais retirando-
se a parte clorofilada (explante). Barra: 1 mm.

O meio de cultura basal para macro e micronutrientes utilizado neste experimento

foi 0 meio COQ com metodologia de formulagéo ja descrita no capitulo 1 (Tabela 1). Foi
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acrescido ao meio de cultura basal mediante testes preliminares: 3 g.L? de carvdo
ativado, 1 mg.L? das vitaminas glicina, acido nicotinico, piridoxina e tiamina. Também
foram adicionados 100 mg.L? de arginina, asparagina, glutamina, Myo-inositol e 1000
mg.L? de caseina. Para solidificacdo do meio, utilizaram-se 2,5 g L' de Phytagel®
(Sigma, USA). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7+0,1, autoclavado a 121 °C
por 15 min e 1,3 atm de presséo.

O experimento foi conduzido em DIC, com cinco tratamentos (doses de 2,4 D),
quatro repeticdes e cinco tubos de ensaio por repeticdo, contendo um explante cada.
Utilizaram-se tubos de ensaio de dimensfes 12 x 75 mm, contendo 1 mL de meio de
cultura. Em fungéo de cada tratamento, foram aplicadas cinco doses de 2,4 D: 0, 100,
200, 300 e 400 pM. O material foi incubado em B.O.D a temperatura de 28° C e na
auséncia de luz. Apés 15, 30, 50 e 75 dias, foram avaliados o numero de explantes
aparentemente oxidados, considerando pelo menos 50% da area do tecido escurecida,
encarquilhados, caracterizado pelo aumento excessivo do volume e ou deformados, com

presenca de calos.

Tabela 1- Composi¢ao meio de cultura COQ (Macro e microelementos), aminoacidos e vitaminas
utilizados.

Macronutrientes (mg/L)

MgSO4 162,69
MgCl, 39,36
KH2PO4 167,42
Ca (NO3), 387,18
KNO3 432,93
NH4NO3 449 35
NaNO3 252.98
Micronutrientes (mg/L)

Fe,S0, 7H,0 27,44
Na:EDTA 28,84
MnS0O4.4H>0 10,08
ZnS04.7H0 12,30
H3BO3 23,72

CuS04.5H,0 3,62

Vitaminas (mg/L)
Acido Nicotinico 1,00

Piridoxina 1,00
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Tiamina 1,00
Glicina 1,00
Aminoacidos e outros (mg/L)
L-Arginina 100
L-Asparagina 100
L-Glutamina 100
Myo-inositol 100
caseina 1000
Carvao ativado 3000

4.2.2.3 Andlise de enzimas do estresse oxidativo

No momento da inoculacéo e 50 dias apos, explantes de cada tratamento foram
submetidos a analise de enzimas do estresse oxidativo. Foram determinadas as
atividades das enzimas superoéxido dismutase (SOD, EC 1.15.11), catalase (CAT, EC
1.11.1.6) e peroxidases (POX, EC 1.11.1.7), conforme metodologia ja relatada.

4.2.2.4 Avaliagdo anatdomica

O experimento foi repetido nas mesmas condicfes para avaliagdo anatdomica.
Amostras representativas de cada tratamento foram coletadas e processadas para
avaliacdo em microscopia de luz aos 0, 15, 30, 50 e 75, dias apés a inoculacédo, conforme
metodologia ja descrita.

4.2.2.5 Andlises estatisticas

Os parametros de homogeneidade de variancia e distribuicdo normal dos residuos
foram verificados pelo teste LEVENE (LEVENE, 1949) e SHAPIRO-WILK (SHAPIRO;
WILK, 1965). Os dados de encarquilhamento e calos foram transformados de acordo
com a raiz quadrada de y + 0,5. Os dados biométricos de nimero foram submetidos a
analise de variancia e ajustes de modelos de regressado, enquanto os das enzimas do
estresse oxidativo a andlise de variancia, ajuste de modelos de regressao e teste de
comparacao de medias pelo teste Tukey a 5% de significAncia. Também foi realizada a
analise de Componentes Principais e Matriz de correlacéo de Pearson (P<0,05). Todas
essas analises foram realizadas por meio do Programa R (R CORE TEAM, 2021). Nos
gréficos, foram apresentadas as médias dos dados nédo transformados, enquanto os
coeficientes de variacdo e equacbes do modelo foram estimados com os dados

transformados.
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4.2.3 RESULTADOS

Para a variavel oxidacdo aparente, ndo houve diferenga significativa entre as
doses de 2,4D em nenhum tempo de avaliacdo, tendo pelo menos 25% dos explantes
com mais de 50% de sua area escurecida ao longo de 75 dias de cultivo (Figura 2A). Ja
no encarquilhamento do explante, doses de 2,4D aplicadas foram superiores ao
tratamento controle. Um modelo de regressao quadratico foi ajustado, sendo que a dose
de 129,5 uM de 2,4-D proporcionou maior numero de explantes encarquilhados (Figuras
2 B, C, Figura 3).

I

il

Figura 2- Detalhes dos explantes e calos de B. capitata cultivados ao longo de 75 dias. (A)
Explante cultivado na dose de 300 uM de 2,4D aos 30 dias com mais de 50% do tecido do
explante oxidado, nota-se inicio de estrutura deformada na regido central do explante
(encarquilhamento). (B) Explante encarquilhado cultivado na dose de 100 pM de 2,4D aos 30
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dias. (C) Explante cultivado na dose 300 uM de 2,4D aos 15 dias, com aumento do volume da
regido central do explante (encarquilhamento). (D) Explante com calo formado na dose de 400
UM de 2,4D aos 15 dias. (E) explante com presenca de saliéncias com calos friaveis (setas
amarelas) cultivado com 300 uM de 2,4D aos 30 dias. (F) Superficie do explante contendo calos
formados aos 30 dias ha dose de 300 uM de 2,4D. (G e H) Calos aos 75 dias cultivados com 300
e 200 uM de 2,4D, respectivamente. Notar aspecto mais friavel do calo (G) e mais compacto do
calo (H). Barras 1 mm.

Calos comecaram a se formar, aos 15 dias de cultivo (Figuras 2 D, 4A), em todas
as doses de 2,4D, & excecdo do zero. O aumento na quantidade do regulador de
crescimento proporciona acréscimos lineares no numero de calos. De forma geral, aos
30, 50 e 75 dias de incubacdo também as doses de 2,4D aplicadas foram superiores a
zero e 100 pM, ajustando-se ao modelo de regressédo quadratica (Figuras 2 E, F, G, H,
4 B, C, D). Aos 75 dias de cultivo, a dose de 296 uM de 2,4D foi considerada 6tima para
a formacéo de calos, de acordo com o ajuste do modelo de regresséo, com y max.= 2,61
calos (Figura 5D).

Em todos os tratamentos, foram observados pelo menos dois tipos de calos: um
de aspecto mais fridvel e com muitas estruturas redondas (Figura 2G) e outro de aspecto
mais compacto (Figura 2H). De modo geral, os calos friaveis possuiam coloracdo mais

creme, enquanto 0s mais compactos de coloracdo mais leitosa.
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Figura 3- Numero médio de explantes que apresentaram encarquilhamento aos 15, 30, 50 e 75
dias de incubagéo (A, B, C, D). Letras iguais nos tratamentos indicam similaridade pelo teste
Tukey a 5% de significancia. y’ =equacao transformada; y= equacgéo ndo transformada. Para
fins de interpretacdo, os valores das médias sdo originais e o teste foi baseado nos dados
transformados. O coeficiente de variacdo- CV e R2 foram ajustados com os dados
transformados.
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Figura 4- Numero médio de explantes de folhas de B. Capitata com calos aos 15, 30, 50 e 75
dias de incubacéo (A, B, C, D). Letras iguais nos tratamentos indicam similaridade pelo teste
Tukey a 5% de significancia. y’ =equacao transformada; y= equac¢éo ndo transformada. Para fins
de interpretacdo, os valores das médias sdo originais e o teste foi baseado nos dados
transformados. O coeficiente de variacdo- CV e R? foram ajustados com os dados transformados.

Os dois primeiros componentes principais explicam pelo menos 95% da variacéo
dos dados (Figura 5), logo, demonstra boa representacao da disperséo dos escores dos
CP no plano bidimensional (CRUZ et al., 2020). As variaveis numero de calos e oxidacéo
aos 75 dias pos-cultivo apresentaram correlagcdo superior a 95% com o0 primeiro
componente principal, enquanto a oxidagdo aos 15 dias relacionou-se (85%) com o
segundo componente (Figura 5). A oxidacao aparente dos tecidos a partir dos 30 dias

de cultivo foi associada com as doses de 300 e 400 uM de 2,4D. Além disso, observa-se
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gue a formacao de calos aos 15, 30 e 50 dias estava associada a oxidacdo aparente dos
tecidos (Figura 5). Isso demonstra que essas caracteristicas foram as mais importantes

para explicar a variagdo dos dados.
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Figura 5- Dispersdo grafica dos dois primeiros componentes principais para as variaveis
estudadas no cultivo in vitro de explantes de folhas imaturas de B. Capitata sob doses de 2,4 D
em pM. OXI-15, OXI-30, OXI-50, OXI-75 (nimero de explantes oxidados aos 15, 30, 50 e 75 dias
de cultivo); EC-15, EC-30, EC-50, EC-75 (numero de explantes encarquilhados aos 15, 30, 50 e
75 dias de cultivo); NC-15, NC-30, NC-50, NC-75 (namero de explantes com presenca de calos
aos 15, 30, 50 e 75 dias de cultivo).

Foi verificada correlacdo positiva entre oxidagcdo aos 75 dias e o numero de calos
formados aos 30, 50 e 75 dias de cultivo. O encarquilhamento, em todas as épocas de
avaliacdo, também obteve correlacdo positiva com o nimero de calos formados aos 75

dias (Figura 6).
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Figura 6- Matriz de correlacdo de Pearson para as variaveis estudadas no cultivo in vitro de
explantes de folhas imaturas de B. Capitata sob diferentes doses de 2-4D. OXI-15, OXI-30, OXI-
50, OXI-75 (numero de explantes oxidados aos 15, 30, 50 e 75 dias de cultivo); EC-15, EC-30,
EC-50, EC-75 (nimero de explantes encarquilhados ou intumescidos aos 15, 30, 50 e 75 dias
de cultivo); NC-15, NC-30, NC-50, NC-75 (numero de explantes com presenca de calos aos 15,
30, 50 e 75 dias de cultivo). Valores marcados com “X” correlagéo nao significativa pelo teste t a
5% de significancia, valores ndo marcados com “X” ndo sao significativos pelo teste t a 5% de
significancia.

Os explantes, antes da inoculacao in vitro, apresentavam tecidos caracteristicos
de regides meristematicas, com células pequenas, contendo paredes delgadas, pouco
lignificadas, citoplasma denso e vacuolos pequenos ou ausentes, 0 que sugere alta taxa
metabdlica, principalmente proximo aos feixes vasculares em formacao (setas pretas)
(Figuras 7 A, B).

Os calos formados aos 15 dias de cultivo foram visualizados principalmente nas
bordas dos explantes. Esses calos primarios, originarios da epiderme do explante,
possuiam ceélulas com vacuolos grandes, e pouco densos, além de espacos
intercelulares predominantes (Figuras 7 C, D- setas amarelas), envolvidos por células
pequenas e justapostas (Figura 7 D-seta vermelha). Regides do explante, contendo
células colapsadas e evidente acumulo de compostos fendlicos, também foi observada
(seta marrom). Os explantes encarquilhados apresentavam células esféricas, com

vacuolos grandes e pouco densos. As células multiplicaram, em toda superficie do
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explante, mas ndo se organizaram como o0s calos, com a presenca de centros
meristematicos (setas pretas) ao longo de toda sua superficie e préximo aos feixes
vasculares (seta vermelha) (Figuras 7 E, F). Nos feixes vasculares foi verificado algumas
células colapsadas na regido do protofloema, enquanto aquelas adjacentes ao
protoxilema permaneceram ativas, contendo grandes vacuolos, fortemente coradas,
indicando maior atividade metabdlica (seta verde).

Aos 50 dias de cultivo, os explantes responsivos a calogénese amostrados
apresentavam diversos calos, em sua maioria arredondados e de coloragcdo marrom-
clara, e, alguns pontos, necrosados (Figura 7 G). Esses calos tiveram sua origem nas
proximidades dos tecidos vasculares (Figura 7 H, | — setas vermelhas), registrando a
presenca de células colapsadas no seu entorno. Os calos apresentaram caracteristicas
tipicas de embriogénicos: células pequenas e esféricas, alta relagdo nucleo/citoplasma

e nucleos proeminentes (Figura 7, I).
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Figura 7- Em A e B detalhes morfologicos e anatdmicos dos explantes antes da inoculacéo in
vitro. Observar nas setas pretas os feixes vasculares pouco desenvolvidos (folhas jovens). Em
C e D, primeiros calos formados na superficie de alguns explantes aos 15 dias de cultivo na dose
de 400 pM de 2,4D, a seta laranja indica parte do explante, podendo observar a origem mais
epidérmica desses calos. Setas amarelas indicam espacos intercelulares. A seta vermelha indica
formacdo de estrutura semelhante a uma epiderme, notar células pequenas e justapostas. Em
E e F detalhes dos explantes encarquilhados aos 30 dias de cultivo na dose de 100 uM de 2,4D.
Observar pequenos centros meristematicos (setas pretas) e multiplicagdo celular préximo a
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feixes vasculares (seta vermelha), que ampliado é possivel observar divisdes periclinais e
anticlinais ao redor dos feixes vasculares com detalhes do protoxilema (px) e protofloema (pf).
Observar espacos intercelulares (seta amarela). Em G, H e | calos formados ao longo de 50 dias
de cultivo na dose de 300 puM de 2,4D, sendo perceptivel seu crescimento em volta do feixe
vascular (setas vermelhas). Observar o colapso das células em volta do calo arredondado e nova
epiderme sendo formada (seta preta). Pf- Protofloema, Px- Protoxilema.

Aos 75 dias de cultivo, ja era possivel observar calos secundarios, que se
originaram a partir dos calos primarios. Esses estavam na forma de aglomerados
esféricos ou elipticos de coloragdo marrom-claro e creme (Figura 8 A), delimitados por
células justapostas semelhantes a protoderme (Figura 8 B-setas verdes). Além disso,
grande parte dessas estruturas comunicavam-se com outras por meio de suspensorios
(Figuras 8B, E- setas vermelhas). Foi detectado o inicio de desenvolvimento de sistema
vascular nessas estruturas, principalmente naquelas que se encontravam mais isoladas
com células caracteristicas do xilema (Figuras 8 B, D, E, F- setas pretas), o que indica a
formacdo de pré-embriGes somaticos. O corte transversal das estruturas permitiu a
visualizacdo de uma zona meristematica (Figuras 8 G, H- zm), com algumas células em

colapso (Figuras 8 G, H) envolvendo a estrutura do pro-embrido.
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Figura 8- Cortes anatébmicos dos calos formados ap6s 75 dias de cultivo in vitro de explantes de
folha de B. capitata sob a dose de 300 uM de 2,4-D. (A) Calos formando aglomerados esféricos
e de aspecto friavel, semelhantes a pr6-embrides somaticos. Em B, C, D, E mostram cortes
anatdmicos longitudinais da estrutura apresentada em A, enquanto os cortes F, G e H
representam cortes transversais. (B) Estruturas aparentemente isolando-se da estrutura calosa
com seta vermelha indicando a conexdo da estrutura elipsoide com outras partes do calo,
semelhante a um suspensor, enquanto as setas verdes destacam células justapostas que
envolvem essas estruturas, sugerindo a formacao de uma protoderme. (C) Estruturas redondas
isoladas e envoltas por protoderme, indicando desenvolvimento embrionario e vestigios de
possivel suspensor. (D) Estrutura redonda semelhante a pr6-embrido contendo feixes vasculares
em formacgdo (seta preta) e uma zona meristematica (zm- seta vermelha) possivelmente
correspondente ao eixo embrionario. (E) Estrutura contendo feixe vascular independente com
células caracteristicas de xilema (xi). (F, G, H) Estruturas semelhantes a pré-embribes em corte
transversal apresentando zonas meristematicas centrais (zm) e envoltorio de células em colapso
oxidativo. zm- zona meristematica; xi- células caracteristicas de xilema.
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4.2.3.1 Enzimas do Estresse Oxidativo

O estado inicial do explante e apos 50 dias de cultivo na auséncia de 2,4D
apresentaram as menores atividades de catalase (CAT), indicando pouca ativacao
antioxidante sem o estimulo hormonal. J4 para as doses de 300 e 400 uM de 2,4D
ocorreu aumento significativo da atividade da catalase (Figura 9 A). O ajuste do modelo
de regressao foi linear positiva entre a concentracao de 2,4-D e a atividade da catalase
(CAT), alcancando o valor mais alto em 400 puM.

A peroxidase (POX) teve comportamento semelhante, apesar de inferior a
atividade de catalase. A dose de 400 pM de 2,4D também obteve melhor resposta
comparado aos outros tratamentos e a observacgéo inicial do explante (Figura 9 B). Houve
também tendéncia linear de aumento da atividade da POX com o aumento das doses de
2,4D, como mostra o ajuste do modelo de regressao linear. Ao contrario, para a enzima
SOD nao ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos e ao estado inicial do

explante, com menor atividade comparada as outras enzimas (Figura 9 C).
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Figura 9- Atividade das enzimas do estresse oxidativo. (A) atividade da catalase (CAT). (B)
atividade das peroxidases (POX). (C) atividade da superoxido dismutase (SOD) nos explantes e
tecidos cultivados apo6s 50 dias para as doses de 0, 100, 200, 300 e 400 uM de 2,4 D. Letras
iguais nos tratamentos indicam similaridade pelo teste Tukey a 5% de significancia.

Os dois primeiros componentes principais explicam pelo menos 95% da variacao
dos dados (Figura 10), logo, demonstra boa representacéo da dispersao dos escores
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dos CP no plano bidimensional (CRUZ et al., 2020). A atividade de CAT, SOD, POX,
namero de calos e oxidacao apresentaram correlacdo superior a 95% com o primeiro
componente principal, com elevada participacdo dessas variaveis na variabilidade dos
dados. As doses de 300 e 400 uM de 2,4D associaram-se com a atividade de enzimas
do estresse oxidativo POX e CAT e com o numero de calos aos 50 dias de cultivo

(Figura 10).
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Figura 10- Disperséo gréfica dos dois primeiros Componentes principais (CP) para as variaveis
estudadas em relacao as diferentes doses de 2,4 D. OXI-50 (nimero de explantes oxidados aos
50 dias de cultivo); NC-50 (numero de explantes com presenca de calos aos 50 dias de cultivo);
CAT (atividade catalase aos 50 dias de cultivo); POX (atividade peroxidase aos 50 dias de

cultivo); SOD (atividade superéxido dismutase aos 50 dias de cultivo).
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4.2.4 DISCUSSAO

4.2.4.1 Respostas morfolégicas ao 2,4-D

Embora ndo haja diferenca significativa na oxidacéo aparente dos explantes nas
diferentes doses de 2,4-D, a analise multivariada de Componentes Principais e a
correlacdo de Pearson indicam uma forte relacdo entre esta variavel e a formacéo de
calos (Figuras 5, 6). O estresse oxidativo, mais comumente caracterizada pelo
escurecimento e morte dos tecidos, quando moderado e controlado, atua como
sinalizador na embriogénese somatica e na calogénese (NORTH et al., 2012; PULLMAN
etal., 2015; ZAVATTIERI et al., 2010; MARTIN et al., 2018; WOJCIK et al. 2020; GARCIA
et al., 2022). Durante a indu¢cdo de embriogénese somatica em Eucalyptus globulus, a
aplicacao de produtos antiescurecimento reduz a quantidade de compostos fendlicos,
mas também inibe a embriogénese somatica (PINTO et al., 2008). A capacidade de
embriogénese somatica esta fortemente relacionada com a atividade das enzimas
oxidases, que causam escurecimento dos tecidos (CAO, 2022). Estudos demonstram
que o 2,4-D estimula a producao de espécies reativas de oxigénio (EROs), ativando o
sistema antioxidante como resposta adaptativa essencial para a reprogramacao celular
e o inicio de eventos morfogénicos (CAMPOS et al., 2020; FERREIRA et al., 2022b).

Por outro lado, na inducdo de embriogénese somatica da espécie Juglans
mandshurica, as maiores doses de 2,4D exacerbam o escurecimento do explante e inibi
a formacdo de calos, além de elevar muito as atividades das enzimas do sistema
antioxidante (LIU et al., 2024). O escurecimento e oxidacdo excessiva dos tecidos sdo
apontados como um dos principais desafios da cultura de tecidos e ocorre sobretudo
em decorréncia do estresse que o tecido vegetal se expbe, como: concentragdo salina,
acumulo de metabdlitos, compostos fendlicos e danos mecéanicos (NORTH et al., 2012;
PULLMAN et al., 2015; GARCIA et al., 2022), o que diverge parcialmente dos dados
observados neste estudo. No entanto, a correlagdo positiva entre a oxidacado dos
explantes com a formacao de calos, reflete um possivel estresse benéfico e funcional.
Essa peculiaridade pode estar relacionada aos diversos outros fatores que influenciam
na inducdo da embriogénese somatica: genotipo do explante, tipo de explante, efeitos
fisiologicos, efeitos hormonais e epigenéticos (VARIS et al.,, 2018; HAPSORO et al.,
2020). Isso reitera que é necessario um equilibrio entre oxidag&o dos tecidos para que a

inducdo de embriogénese somatica aconteca.
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A diferenca significativa no encarquilhamento em funcéo das doses de 2,4-D nos
primeiros dias de cultivo e sua correlagdo com o numero de calos aos 75 dias, confirma
que os tecidos respondem fisiologicamente ao fito-horménio antes do inicio da
calogénese. A adicdo de 2,4-D promove resposta significativa crescente do
encarquilhamento dos explantes, até a dose de 129,5 uM, de acordo com o ajuste do
modelo de regressédo (Figura 3). O encarquilhamento sdo as primeiras mudancas
morfoldégicas ocasionadas pela ativacdo da divisdo celular no processo de
desdiferenciacdo, eventos esperados no inicio da calogénese (VON ARNOLD et al.,
2002). A associacgao entre o encarquilhamento e a acao de reguladores de crescimento,
especialmente o 2,4-D, ja é registrado na literatura, inclusive mencionando que precede
a formacao de calos (FERREIRA et al., 2005). O inchaco das flores nas espiguetas de
tamareira sao os primeiros passos na formacéao do calo, sendo outro exemplo de relacao
entre a modificacdo do explante e a calogénese (SOLANGI et al. 2023). Nesse contexto,
os dados obtidos corroboram a funcéo do 2,4-D como desencadeador de processos de
desdiferenciacdo celular e reorganizacdo morfogenética nos tecidos vegetais. Esse
conhecimento contribui para o refinamento de protocolos de embriogénese somatica e
pode ser aplicado em diferentes espécies. Perspectivas futuras incluem o
aprofundamento da analise anatbmica e molecular desses tecidos para confirmar a
correlagdo entre encarquilhamento e competéncia embriogénica, ampliando a
compreensao sobre os mecanismos envolvidos na indugao in vitro.

O 2,4-D é eficaz na inducéo de calos em B. capitata, sendo a dose de 296 uM a
mais responsiva aos 75 dias, de acordo com o ajuste do modelo de regressao quadratica
(Figuras 4). Calos primarios sédo formados em 361,99 uM de 2, 4D e 50 yM Picloram em
meio Y3 com explantes de embrides zigoticos de Butia odorata, porém ndo atingem
sucesso na regeneracdo de plantulas, ja que boa parte dos embrides soméaticos se
apresentam-se fundidos (CAMPOS et al., 2020). Nesse sentido, é importante destacar
que o uso de 2,4D, apesar de eficiente na fase de indugéo, na maturagcao do embriao
pode ser toxico e comprometer a regeneracdo de plantulas (GARCIA et al., 2019;
ZHANG et al., 2021).

A aquisicdo da competéncia embriogénica esta diretamente relacionada a
desdiferenciacédo celular, que, por sua vez, exige a ativacdo de divisdes celulares
sucessivas (FEHER et al., 2003; WOJCIK et al., 2020). Esse processo é essencial para
manter o destino celular dentro do novo programa voltado a inducéo de embrides, tanto

na embriogénese somatica direta quanto na indireta (VON ARNOLD et al., 2002). As
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células embriogénicas competentes sdo células que se encontram em um estado
intermediario entre somatico e embriogénico (YANG e ZHANG 2010). Na prética, a
desdiferenciacdo pode ser observada por meio de centros de divisbes celulares
marcados por células jovens e em estados de multiplicacéo.

A resposta calogénica em diferentes doses de 2,4D é bastante importante para
contribuir com o desenvolvimento de um protocolo de embriogénese somatica de B.
capitata. O 2,4D é amplamente utilizado no processo, em geral, em mais de 78% dos
protocolos de embriogénese somatica, inclusive, predominando em plantas da familia
das palmeiras (WOIJCIK et al. 2020). Esse fitorregulador promove efeito duplo
importante, ao mesmo tempo que desencadeia a producéo de acido indol-3-acético (AlA)
endégeno, também, é um importante indutor de estresse celular, modulando a
reprogramacao das células via metilacdo do DNA nuclear (KARAMI e SAID 2010). O
acumulo de auxina enddgena, especialmente acido indol-3-acético (AlIA) é a chave para
mudar o destino das células dos tecidos somaticos e estabelecer uma base para os
processos embriogénicos (FEHER et al., 2003; WOIJCIK et al., 2020; GARCIA et al.,
2022; ASGHAR et al., 2023).

4.2.4.2 Anatomia e sistema antioxidante

A partir de 50 dias de cultivo ocorrem caracteristicas embriogénicas nos calos e,
aos 75 dias, evidéncias importantes da formacao de pré-embrides (Figuras 4 C, D, 7 G,
8). Os resultados estdo de acordo com a base tedrica que caracteriza as estruturas
embriogénicas: células pequenas, esféricas e agregadas, com parede celular espessa,
elevada relacdo nucleo/citoplasma, poucos e pequenos vacluolos e organelas
abundantes (ALY et al., 2002; FEHER et al., 2003; BALZON et al. 2013; SILVA-
CARDOSO et al., 2019; CAMPOS et al., 2020). A origem perivascular de calos com
potencial embriogénico também sao verificadas em outras espécies de palmeiras
Acrocomia aculeata (MEIRA et al., 2020) e Euterpe precatoria (FERREIRA et al., 2022).
As evidéncias de embriogénese somatica observadas aos 75 dias de cultivo
(Figura 7, 8) também estéo de acordo com a literatura, que ressalta como caracteristicas
marcantes de embrides somaticos em desenvolvimento, o isolamento de estruturas
globosas com sistema vascular independente do explante (VON ARNOLD et al., 2002;
HORSTMAN et al. 2017; DU et al., 2020). A identificacdo de possiveis suspensores nos
cortes anatdomicos também corroboram para evidéncias embriogénicas, uma vez que 0s

embribes somaticos primarios se ligam ao explante, por meio de uma estrutura composta
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por células do parénguima, arranjadas compactamente, denominada suspensor, que
desaparecem no periodo tardio da embriogénese somatica (DU et al., 2020).

Portanto, os resultados no presente estudo confirmam a competéncia
embriogénica em folhas imaturas de B. capitata, fornecendo bases teéricas para
micropropagacdo da B. capitata. No entanto andlises mais aprofundadas precisam ser
realizadas para determinar se essas estruturas globulares se tratam de forma

inequivoca de embriBes somaticos.
4.2.4.3 Enzimas do Estresse Oxidativo

A calogénese requer um equilibrio entre a indugcdo de estresse oxidativo e a
capacidade antioxidante dos tecidos. Os niveis intermediarios do sistema antioxidante,
representados pela atividade de CAT e POX, coincidiram com as doses intermediarias
de 2,4-D testadas e com a formacdo de calos (Figura 9). Paralelamente, os dados
bioquimicos demonstram elevagdo nas atividades das enzimas antioxidantes CAT e
POX com o aumento das concentracdes de 2,4-D e também associacdo via
Componentes Principais com a formacéo de calos e oxidac&o visual dos tecidos (Figura
10).

A formacdo de calos em explantes cultivados com 2,4-D esta associada a um
aumento gradativo na atividade antioxidante, representada pela CAT e POX,
evidenciando que niveis moderados de estresse oxidativo podem ser determinantes para
a inducéo da calogénese. O aumento das doses de 2,4D provoca aumento progressivo
da atividade enzimatica ligadas & CAT e POX. Essas enzimas tém a funcéo de minimizar
os efeitos toxicos do perdxido de hidrogénio, quebrando a molécula em agua e oxigénio,
sendo ativadas quando as células enfrentam algum tipo de estresse (RIAZ et al., 2018).
Por isso, a gquantificacdo da catalase pode auxiliar no monitoramento do sistema
antioxidante celular diante de possiveis quadros de estresse (BLAZQUEZ, 2009). Isso
indica que o 2,4D esta atuando como ativador do sistema antioxidante celular por gerar
estresse in vitro.

O aumento das atividades da superdxido dismutase (SOD) e da catalase (CAT)
nos estagios iniciais da embriogénese somatica induzida com 2,4D e BAP, sugere que
um nivel adequado de estresse oxidativo é requerido para desencadear determinada
rota morfologica (BLAZQUEZ et al., 2009). Isso esta de acordo também com estudos
que indicam que o H,O,, em associacdo com o ciclo ascorbato-glutationa (ASC-GSH),

esta relacionado a manutencédo da plasticidade da parede celular e & promocéo de uma
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divisdo celular organizada (DE GARA et al., 1997). Ambos 0s processos S80 necessarios
durante os estagios iniciais da embriogénese somética.

As mudancas nas atividades enziméticas antioxidantes sdo apontadas como
marcadores para os diferentes estagios da embriogénese somatica em plantas
(BAGNOLI et al. 1998). O nivel e o tipo de ROS séo fatores determinantes que induzem
genes de defesa e respostas adaptativas, enquanto, em concentracdes mais elevadas,
desencadeiam um programa de morte celular geneticamente controlado (VAN
BREUSEGEM et al., 2001). FOYER (2005) sugere até a mudanca do termo estresse
oxidativo para “sinalizagcao oxidativa”, em funcdo da importancia dessa resposta para
mecanismos cujas células vegetais detectam o ambiente e fazem os ajustes apropriados
na expressao genética, no metabolismo e na fisiologia.

As massas pro-embriogénicas acumulam compostos fendlicos em alta
concentragcdo e, apos 30 dias de cultivo, causam o escurecimento das estruturas e,
consequentemente, a formacdo de embrides (AVILA-VICTOR 2023). Nesse sentido, na
embriogénese somatica, sdo identificadas atividades das peroxidases, demonstrando
mais uma vez o papel da oxidagdo como marcador e sinalizador de processos de
embriogénese soméatica (PERNIS 2023). Portanto os resultados do presente trabalho
indicam que o 2,4-D promove um ambiente celular propicio a formacdo de calos,
possivelmente, por meio da inducao controlada de estresse. Assim, existe um nivel étimo
de estresse oxidativo necesséario para a inducado da calogénese, no qual a resposta
antioxidante contribui para a reprogramacao celular e a desdiferenciagéo dos tecidos. No
entanto mais estudos sdo necessarios, para elucidar o papel do sistema antioxidante e
inducdo de calogénese e embriogénese soméatica de B. capitata, o que talvez seja a
chave para desvendar a alta recalcitrancia das palmeiras nos processos de cultivo in

vitro.

4.2.5 CONCLUSAO

O 2,4D é eficiente para promover formacao de calos com potencial embriogénico
em plantulas de B. capitata. A dose de 296 pM de 2,4D induz a maior formagé&o de calos
em explantes do tipo discos de folhas imaturas de B. capitata. A atividade antioxidante,
aos 50 dias de cultivo, associa-se com a calogénese, principalmente nas doses
intermediarias de 2,4D. Os resultados sdo promissores para nortear outros estudos de

embriogénese somatica em coquinho azedo. Este trabalho é o primeiro a descrever os
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processos iniciais de inducdo de embriogénese somatica para o coquinho azedo,
oferecendo uma nova perspectiva para futuras pesquisas na area com espécies ainda
pouco estudadas e contribuindo para o desenvolvimento de diversas tecnologias

agricolas.
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