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RESUMO

OLIVEIRA, Luciano Bestete; D. Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; outubro de 2021; Herbicidas auxinicos na embriogénese somatica
de Euterpe edulis Martius - espécie simbolo da Floresta Atlantica; Orientador: D.
Sc. Virginia Silva Carvalho; Co-orientador: D. Sc. Rodrigo Sobreira Alexandre.

A palmeira Euterpe edulis possui apenas crescimento meristematico primario e
ndao forma perfilhos, impedindo a propagacdo vegetativa por métodos
convencionais, tornando a propagac¢do in vitro, em especial a embriogénese
somatica (ES), uma das alternativas a espécie. Neste contexto, objetivou-se
analisar os fitorreguladores 2,4-D e picloram (PIC) na fase de inducéo e seu efeito
residual nas demais fases da ES de E. edulis. Na fase de inducéo, utilizou-se 2,4-
D e PIC (25; 50; 75; 100; 125; 150; 175; 200; 225; 250; 275; 300 umol L), com
12 repeticdes, com quatro explantes por repeticdo. Transferiu-se os tratamentos
com 2,4-D (125, 150, 175 umol L) e PIC (250, 275, 300 umol L) da fase de
inducdo, para a maturagdo: T1. 2iP (12,3 uymol L?), ANA (0,6 ymol L1); T2. T1 +
PVP (1 gL?'); T3. T1+ CA (0,3gL?') e T4 T1 + CA (3 g L1). Transferiu-se os
embrides somaticos maturados para o meio de germinacéo, MS (4,43 g L1), mio-
inositol (100 mg L), sacarose (30 g L), agar (5,5 g L), GAs (0,5 umol L1), BAP
(1 wmol L), PVP (1 g L?), com quatro repeticdes, e quatro embrides por
repeticdo. Na fase de inducdo o namero total de embrides (NTE), foi de 44,33
com 2,4-D (175 pymol L) e 76,33 com PIC (300 umol L*). Por meio de andlises
morfoanatdmicas verificou-se, préembrides, clusters embriogénicos, e embrides

somaticos. Observou-se células meristematicas e embriogénicas, caracterizadas
viii



pela acentuada coloracdo do citoplasma, formato esférico em intensa divisdo
celular. Na maturacdo PIC (300 uymol L) e PVP (1 g L) alcancaram média de
16,67 embrides somaticos maturados e em 2,4-D (150 umol L'!) e PVP (1 g LY),
13,68. Na inducéo o 2,4-D (175 uymol L) e PIC (300 umol L?) foram eficientes na
formacdo de embrides. Na maturacdo os meios com 2,4-D (150 ymol L) e PIC
(300 uymol L) com os fitorreguladores 2iP (12,3 ymol Lt) e ANA (0,6 umol L)
associado a CA (0,3 g L), foram mais eficientes. Na germinacéo o meio contendo
BAP (1 umol L) e GAs (0,5 umol L), promoveram a protruséo de raiz primaria e
emergéncia da parte aérea dos embrides. Sugere-se o PIC (300 uymol L?) na
inducdo embriogénica, bem como a utilizacdo de calos dessa concentracdo, na
maturacdo, em meio com 2iP e ANA associado a CA. O meio contendo BAP e
GAs sem pulso de auxina apresenta vantagens na germinacdo de embribes

somaticos de E. edulis.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Luciano Bestete; D. Sc.; State University of North Fluminense Darcy
Ribeiro; october 2021; Auxinic herbicides in the somatic embryogenesis of Euterpe
edulis Martius - symbol species of the Atlantic Forest; Advisor: D. Sc. Virginia Silva
Carvalho; Co-advisor: D. Sc. Rodrigo Sobreira Alexandre.

The Euterpe edulis palm has only primary meristematic growth and does not form
tillers, preventing vegetative propagation by conventional methods, making in vitro
propagation, especially somatic embryogenesis, one of the alternatives to the
species. In this context, the objective was to analyze the 2.4-D and picloram (PIC)
regulators in the induction phase and its residual effect in the other phases of ES
of E. edulis. In the induction phase, 2.4-D and PIC (25; 50; 75; 100; 125; 150; 175;
200; 225; 250; 275; 300 ymol L) were used, with 12 repetitions, with four
explants per repetition. Treatments with 2.4-D (125, 150, 175 ymol L) and PIC
(250, 275, 300 umol L) were transferred from the induction phase to maturation:
T1. 2iP (12.3 pmol L), NAA (0.6 umol L'Y); T2. T1 + PVP (1 g L'Y); T3. T1 + AC
(0.3g L1 and T4. T1 + AC (3 g L1). Matured somatic embryos were transferred to
germination medium, MS (4.43 g L), myo-inositol (100 mg L1), sucrose (30 g L),
agar (5.5 g L), GAz (0.5 umol L?), BAP (1 umol L), PVP (1 g L?), with four
repetitions, and four embryos per repetition. In the induction phase, the total
number of embryos (TNE) was 44.33 with 2.4-D (175 pmol L) and 76.33 with PIC
(300 umol L1). Through morphoanatomical analysis, proembryos, embryogenic

clusters, and somatic embryos were verified. Embryogenic and meristematic cells



were observed, characterized by marked staining of the cytoplasm, spherical
shape in intense cell division. In the PIC (300 ymol L) and PVP (1 g L%)
maturation they reached an average of 16.67 matured somatic embryos and in
2.4-D (150 pmol L) and PVP (1 g L), 13.68. In induction, 2.4-D (175 umol L)
and PIC (300 umol L) were efficient in the formation of embryos. At maturation,
the average with 2.4-D (150 pmol L) and PIC (300 pymol L) with 2iP (12.3 pymol
L-1) and NAA (0.6 umol L) regulators associated with AC (0.3 g L), were more
efficient. During germination, the medium containing BAP (1 ymol L) and GAs
(0.5 umol L't) promoted primary root protrusion and emergence of the shoot of the
embryos. PIC (300 umol L) is suggested in embryogenic induction, as well as the
use of calluses from this concentration, at maturation, in a medium with 2iP and
NAA associated with AC. The medium containing BAP and GAs without auxin

pulse has advantages in the germination of E. edulis somatic embryos.
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1. INTRODUCAO

Entre as 250 espécies de palmeiras relatadas no Brasil, uma bastante
conhecida e apreciada € a Euterpe edulis Martius, comumente denominada de
jucara, produtora do palmito doce (Lima et al., 2012). E uma espécie simbolo da
Floresta Atlantica, tanto pela sua importancia ecoldgica quanto pelo seu valor
cultural e interesse econdmico (Guimardes e Souza, 2017). Encontra-se
ameacada de extincdo devido a exploracdo predatoria para extracdo e
comercializacdo de palmito, um produto de alto valor econémico (Teixeira et al.,
2008; Lima et al., 2012; Lopes et al., 2015; Guimardes e Souza, 2017; MMA,
2017).

O processo de extracdo do palmito acarreta na morte da planta, por
apresentar uma Unica estirpe, que nédo perfilha (MMA, 2017). Estimular o manejo
dos frutos, como alimento funcional ao invés do palmito, tem sido uma estratégia
aplicada com o intuito de reduzir a presséao sobre a espécie, visto que a palmeira
fornece fruto com uma polpa muito similar ao acai da Amazénia (Costa et al.,
2008; Margal et al., 2015).

A formacdo de uma nova planta ocorre Unica e exclusivamente por
sementes, tendo como agravante um baixo percentual de germinagdo e o
crescimento lento das mudas (de oito a doze anos para alcancar o tamanho
comercial) (Dorneles et al., 2013; Moreira et al., 2016). Como os plantios sao de
mudas seminiferas, a variabilidade genética € alta, o que é um fator indesejavel

para a produgéo em escala comercial. Para a exploragdo comercial de palmeiras,



devem ser desenvolvidas metodologias para a selecdo de plantas matrizes e sua
propagacao vegetativa em larga escala (Pinhal et al., 2011).

Os genotipos elite, podem ser selecionados diretamente entre plantas de
populacbes naturais. No entanto, as espécies de palmeiras ndo possuem um
cambio vascular, tecido meristematico responsavel pela formacdo de xilema e
floema secundarios, o0 que impossibilita um crescimento secundario,
impossibilitando procedimentos de clonagem por propagacdo vegetativa. A
embriogénese somética pode, portanto, ser uma alternativa eficiente de propagar
palmeiras (Moura et al., 2008).

A propagacao vegetativa in vitro constitui-se em uma ferramenta de
grande importancia para plantas com dificuldade de serem multiplicadas
vegetativamente, como € o caso das palmeiras e, a exemplo da palmeira E.
edulis. Dentre os diferentes métodos, a embriogénese somatica (ES), tem sido
considerada uma técnica promissora e eficiente em varias espécies de palmeiras
(Ree e Guerra, 2015). No entanto, a propagacéao in vitro de palmeiras em volume
comercial é rara, tornando-se essencial a realizacdo de pesquisas envolvendo a
ES, de modo a obter clones em escala comercial. A ES apresenta vantagens
sobre as demais técnicas in vitro, como a capacidade de produzir grande niamero
de embrides num espaco limitado e o desenvolvimento direto de plantas a partir
de embrides individualizados (Guerra et al., 1999).

De modo geral, a ES em palmeiras, tem-se baseado na exposicao de
células ou tecidos provenientes de diferentes explantes como, embrides zigéticos,
inflorescéncias, apices caulinares, bainhas foliares, as condigdes controladas in
vitro que incluem, além dos fatores ambientais, concentragcdes de sais minerais,
compostos organicos (Fehér et al., 2003; Zavattieri et al., 2010) e, principalmente,
fitorreguladores, como auxinas e citocininas (Jiménez, 2005; Elhiti et al., 2013).

Para uma melhor compreensdo dos eventos que ocorrem no ambito
tecidual e celular em espécies vegetais cultivadas in vitro € necessario o emprego
de técnicas de analise morfoanatbmica que permitam a visualizacdo e
comprovacdo desses eventos celulares (Campos et al.,, 2020). O estudo do
desenvolvimento de células ou grupos de células por técnicas morfoantbmicas
tem se mostrado muito Gtil para o entendimento da embriogénese em varias
espécies de palmeiras, como E. edulis (Guerra; Handro, 1998), Cocos nucifera L.

(Chan et al., 1998), Phoenix dactylifera L. (Sané et al., 2006), Acrocomia aculeata



Jack. (Moura et al., 2010), Euterpe oleracea Martius (Freitas et al., 2016), Syagrus
oleracea (Mart.) Becc. (Silva-Cardoso et al., 2019) e Butia odorata (Barb.Rodr.)
(Campos et al., 2020).

Os herbicidas auxinicos, também conhecidos por fitorreguladores,
auxinas sintéticas ou herbicidas hormonais, apresentam acdo semelhante a
auxina natural das plantas (acido indolacético-AlA), podendo induzir as mudancas
metabdlicas e bioguimicas no metabolismo de acidos nucleicos e na plasticidade
da parede celular e intensa proliferacdo celular em tecidos (Oliveira Jr. et al.,
2011). De maneira geral, o 2,4-D (acido 2,4-diclorofenéxiacético) e picloram
(acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico), sdo amplamente empregadas na ES para
a maioria das espécies de palmeiras (Guerra; Handro, 1988; Steinmacher et al.,
2007abc; Scherwinski-Pereira et al., 2012; Freitas et al., 2016; Silva-Cardoso et
al., 2019; Meira et al., 2020; Campos et al., 2020).



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a eficiéncia dos fitorreguladores 2,4-D e picloram na fase de
inducdo e seu efeito residual nas demais fases da ES, a partir de embrides

zigoticos de frutos imaturos de E. edulis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Definir as concentracdes dos herbicidas auxinicos 2,4-D e picloram, que
propicie a ES de E. edulis.

Verificar a combinacdo dos fitorreguladores 2-iP e ANA, associados aos
antioxidantes PVP, CA, ou sem a presenca de antioxidantes, na maturacdo de
embrides somaticos de E. edulis.

Verificar a combinacdo dos fitorreguladores BAP e GAs, associados a
pulsos auxinicos com ANA e AIB, ou sem pulso auxinico, na germinagdo de
embrides somaticos de E. edulis.

Identificar a responsividade do explante embrido zigotico, de forma a
possibilitar a ES de E. edulis.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Euterpe edulis

Euterpe edulis Martius € uma palmeira da familia Arecaceae, conhecida
popularmente como palmiteiro, jugara, i¢ara, ripa, entre outros. Botanicamente
pertence a subfamilia Arecoideae, tribo Areceae e subtribo Euterpeinae (APG I,
2003).

Endémica da Floresta Atlantica, esta espécie apresenta ampla distribuicdo
geografica, ocorrendo desde a Bahia, com localizagdo mais expressiva na
Floresta ombréfila densa da encosta Atlantica e na Floresta estacional
semidecidual da Bacia do Rio Parana. Tem no Rio Grande do Sul seu limite Sul
de ocorréncia (Henderson, 2000; Nodari et al., 2000; Reis; Kageyama, 2000). E
caracterizada como espécie climacica e com estratégia de regeneragao do tipo
banco de plantulas, com distribuicdo espacial agrupado proximo das plantas
parentais (Fantini et al., 2000).

A espécie E. edulis, possui caule unico (estirpe), na maioria dos casos
alcangando até 20 metros no interior da floresta. Possui folhas alternas, pinadas e
bainhas verdes e desenvolvidas formando um coroamento caracteristico na
extremidade do caule, onde se encontra o palmito (Reitz et al., 1988). A raque
contém muitas raquilas onde se localizam as flores em triade: uma feminina no
centro e duas masculinas, sendo que as flores masculinas sdo maiores que as

femininas (Reitz et al., 1988).



Em relagcdo a fecundacdo, a espécie E. edulis é considerada auto
incompativel, com reproducédo alégama e polinizagao entomdfila (Dorneles et al.,
2013). A polinizagao por agao do vento, ou anemofilia, também desenvolve papel
relevante para a polinizagdo da espécie (Reis et al., 1993). Os cachos de frutos
tém em média 3 kg com milhares de frutos que pesam em média 1 g, com cerca
de 1 a 1,5 cm de tamanho (Henderson, 2000). O fruto da palmeira E. edulis, é
muito semelhante ao fruto do agai (Euterpe oleracea Martius). Estes sdo drupas
esféricas, de cor violaceo-escura quando maduros, com polpa escassa e
endocarpo lenhoso, que envolve completamente a semente (Carvalho, 2003).

O periodo de floragado ocorre de setembro a dezembro e de frutificagao
entre maio e dezembro (Lorenzi et al.,, 2010), variando entre locais. O
amadurecimento dos frutos no cacho ndo ocorre de forma homogénea e a
coloragao evolui de verde a preto. Cerca de 85% do fruto corresponde a semente,
sendo a polpa muito fina (Schulz et al., 2016). A espécie tem grande importancia
ecoldgica, por ser um recurso alimentar valioso. Cada individuo pode produzir
cerca de trés cachos por ano, sendo uma espécie chave para a Mata Atlantica
contribuindo para a sobrevivéncia de inumeras espécies de aves e roedores que
se alimentam de seus frutos, flores, sementes e folhas (Carvalho et al., 2016;
Silva et al., 2017).

A palmeira E. edulis € uma espécie vegetal bastante estudada, sendo um
dos alvos para as pesquisas, manutengado da espécie e tecnologias de manejo. A
espeécie tem uma alta importadncia econdémica, pois é produtora de um dos
principais produtos florestais ndo madeireiros (PFNMs) obtidos da Floresta
Atlantica, o palmito (Fantini et al., 2004). Além do palmito a espécie pode fornecer
diversos produtos: a estirpe madura para caibros e ripas para construgao; as
folhas sdo usadas para coberturas temporarias e forrageio; frutos fornecem um
extrato que gera um semelhante ao do acai (E. oleracea) (Pio Corréa, 1969). E
apontada como uma excelente opgédo, tanto para garantir uma renda alternativa
aos proprietarios de terras, como para a recuperacao de florestas secundarias e
degradadas devido ao corte seletivo (lhering, 1968; Sick, 1984).

Em condi¢cbes naturais, a espécie E. edulis é bastante expressiva na
comunidade adulta nas areas cobertas por Floresta Atlantica (Scudeller et al.,
2001). No entanto enfrenta continuamente riscos elevados de extingdo na

natureza, devido a exploragcao predatéria na extragao do palmito (MMA, 2017). O



processo de extragcdo do palmito acarreta na morte da planta, por apresentar uma
Unica estirpe. E classificada como vulneravel no Livro Vermelho da Flora do Brasil
(Leitman et al., 2013).

A palmeira E. edulis tem-se destacado pela potencialidade de manejo
sustentavel, ndo mais com enfoque na produgao de palmito, mas nos frutos, para
obtencao de polpas. Diversos estudos vém indicando o alto conteudo polifenoico
e atividade antioxidante da polpa de frutos de jucara, sendo por conta disso
considerado um alimento funcional, que combate radicais livres (Silva et al., 2006;
Menezes et al., 2008; Lima et al., 2012).

A formagao de uma nova planta ocorre na pratica unica e exclusivamente
por meio de sementes. Este método de propagacao seminifero apresenta como
desvantagem plantas com alta variabilidade genética, pela necessidade de
fecundagao cruzada, em virtude da espécie ser auto incompativel (Dorneles et al.,
2013), a de ser recalcitrante com reducao no teor da umidade resultando na perda
da viabilidade das sementes e, consequentemente, reduzindo a germinacao, a
qual é lenta e desuniforme, o que é considerado como um problema pratico para
o estabelecimento de plantios dessa cultura (Bovi; Cardoso, 1975).

Outro agravante, quanto a propagacdo € que esta espécie ndo possui
cambio vascular, entre o lenho e liber que produz células novas, impedindo a
emissdo de brotagdes laterais e perfilhamentos, impossibilitando a propagacéo
vegetativa como por meios de estaquia e enxertia (Moura et al., 2008).

Desta forma, verifica-se a necessidade do emprego de técnicas de
propagacdo para apds selecdo para fixar as caracteristicas desejaveis. E
necessario, portanto, a selecdo de individuos altamente produtivos, com
qualidade fisica do fruto, quimica da polpa e vigorosos (Panza et al., 2007). Nesse
contexto, o emprego de técnicas baseadas na propagacao in vitro torna-se uma
das unicas alternativas para a propagagao vegetativa, seja para subsidiar
estratégias de conservacdo, auxiliar programas de melhoramento genético, ou

ainda, potencializar a propagagao da espécie (Silva-Cardoso et al., 2019).

3.2 PROPAGACAO VEGETATIVA IN VITRO

A propagacdo vegetativa in vitro ou micropropagacdo € uma técnica para

multiplicar plantas sob adequadas condi¢cdes de assepsia, nutricdo (inorganicas



e/ou organicas) e fatores ambientais como luz, temperatura, oxigénio, gas
carbbnico. Trata-se de uma propagacdo assexual de plantas a partir de técnicas
de cultura de tecidos vegetais (Carvalho et al., 2011).

A propagacdo vegetativa in vitro visa a obtencao de grande quantidade de
plantas idénticas a matriz em relativo curto periodo, num espaco reduzido e livre
de contaminantes. Para a realizacdo desta técnica, a escolha da planta matriz, da
qual se retiram os explantes destinados a se propagar, € uma etapa de
fundamental importancia. E interessante que sejam escolhidas boas matrizes,
pois as demais plantas obtidas in vitro serdo idénticas a planta-méae (Grattapaglia,
Machado, 1998).

O estabelecimento e a multiplicacdo de uma determinada espécie vegetal
in vitro depende da combinacdo adequada de varidveis que, sujeita a influéncia
de diversos fatores, proporciona o sucesso da propagacdo para cada espécie. As
concentracdes dos sais e dos fitorreguladores nos meios de cultura sao os fatores
gue mais variam entre as técnicas utilizadas para a propagacdao in vitro. Outras
varidveis como a utilizacdo de agentes geleificantes nos meios de cultura, o
tamanho dos frascos e os tipos de tampa empregadas no fechamento dos
recipientes, pode influenciar o desenvolvimento das plantas (Souza et al., 1999).

Os meios nutritivos utilizados para a cultura de tecidos vegetais fornecem
as substancias essenciais para 0 crescimento dos explantes e controlam, em
grande parte, o padrdo de desenvolvimento in vitro. Baseiam-se nas exigéncias
das plantas quanto aos nutrientes minerais, com algumas modificacdes para
atender as necessidades especificas nas condi¢gbes de cultivo in vitro (Caldas et
al., 1998; Torres et al., 2001).

A regeneracdo de plantas in vitro pode ocorrer por organogénese ou
embriogénese somatica. A organogénese pode ser definida como o processo em
que as células e os tecidos sdo induzidos a sofrer mudancas que levam a
formacdo de uma estrutura unipolar, podendo ser um primordio caulinar ou
radicular, cujo sistema vascular se encontra conectado ao explante original.
Diferentemente, a embriogénese somatica leva a producdo de uma estrutura
bipolar, contendo apice caulinar e radicular, com um sistema vascular
independente (Thorpe, 1994).

A ES € o meio pelo qual as células somaticas se desenvolvem em

estruturas que se assemelham a embrides zigoéticos (isto é, bipolar e sem



conexdo vascular ao tecido parental) com uma série de estadios embriogénicos
caracteristicos, sem fusdo de gametas (Jiménez, 2001). A organogénese e a ES
vém sendo estudadas para varias espécies de interesse econdmico, incluindo
arbéreas e nativas ameacadas de extingdo (Santa-Catarina et al., 2001; Pefia-
Ramirez et al., 2010; Aragdo et al.,, 2011; Pelegrini et al., 2013; Aragéo et al.,
2016).

A regeneracdo de plantas in vitro pode ocorrer por duas vias, direta ou
indiretamente. A organogénese direta refere-se ao surgimento direto de gemas a
partir de tecidos que apresentam potencial morfogenético na planta in vivo, mas
gue em geral ndo se expressam. A fase da organogénese indireta ocorre quando
0 processo de regeneracao in vitro dos explantes é precedido pela formacéo de
calo (Grattapaglia; Machado, 1998). Na embriogénese direta, 0 embrido somatico
se origina diretamente do explante e na indireta, se desenvolve das células do
calo, depois de um periodo mais ou menos longo de proliferacdo. O embrido se
forma a partir de células embriogénicas, as quais se distinguem das outras células
do calo devido ao aspecto similar as células meristematicas (Guerra et al., 1999).

Teoricamente, a ES se destaca como uma boa opg¢do para a propagacao
vegetativa in vitro, em virtude de apresentar algumas vantagens. Dentre elas, alta
taxa de multiplicacdo, escalonamento da producdo pela manutencdo da cultura
em meio liquido, plantio direto da muda obtida via ES, caracteristica genética
igual a planta-mae. Além da possibilidade de transferéncia de genes, razéo pela
qual tem sido utilizada como ferramenta em estudos de desenvolvimento de
plantas, propagacao clonal e melhoramento genético (Carvalho et al., 2006).
Porém, apresenta a desvantagem da ocorréncia de variacdo somaclonal quando
0 objetivo é propagacdao clonal e ndo a obtencéo de variabilidade genética (Fehér,
2003).

Diversos estudos tém sido realizados na area da propagacdo in vitro,
principalmente com relacdo a ES em palmeiras. As principais espécies de
interesse comercial sdo: C. nucifera, (Verdeil et al., 1994); Elaeis guineenses Jacq
(Teixeira et al., 1993; Balzon et al., 2013); P. dactylifera (Fki et al., 2003; Sané,
2006; Othmani et al., 2009); E. edulis (Guerra; Handro, 1988, Guerra; Handro,
1998); E, oleracea (Scherwinski-Pereira et al., 2012; Freitas et al., 2016); A.

aculeata (Moura et al., 2009, Meira et al., 2020); Bactris gasipaes Kunth.
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(Steinmacher et al., 2007abc; Heringer et al., 2014), S. oleracea (Silva-Cardoso et
al., 2019) e B. odorata (Campos et al., 2020).

Os primeiros relatos sobre ES em E. edulis no Brasil foram descritos por
Guerra e Handro (1988), apresentando em seus estudos a possibilidade do uso
de embrides zigoticos e inflorescéncias jovens como fonte de explantes para a
obtencéo de um protocolo de ES para esta espécie. Posteriormente, Saldanha et
al. (2007) e Saldanha e Martins-Corder (2012), também utilizaram em protocolos
de ES em E. edulis, bainhas foliares de plantulas jovens e embrides zigéticos de

frutos imaturos, como fonte de explantes.

3.3 EMBRIOGENESE SOMATICA

A teoria de que todas as células somaticas, em uma determinada planta,
contém toda a informacédo genética necessaria para a geragdo de uma nova
planta foi afirmada por Haberlandt, em 1902. O desenvolvimento de embrides
somaticos foi originalmente obtido a partir de experimentos realizados em cenoura
(Dacus carota) por Steward e Reinert em 1958. Desde entdo a técnica tem sido
utilizada em varias espécies de plantas (Vasil, 2008).

Nas ultimas décadas a ES foi desenvolvida com o intuito de propiciar uma
rapida multiplicagcao de inUumeras espécies, e, passou a ser utilizada ndao somente
como uma técnica de pesquisa, mas com o interesse industrial. Destarte, a ES
figura como uma das técnicas de maior interesse na cultura de tecidos vegetais e
pode ser entendida como um conjunto de etapas pelas quais células somaticas
diferenciam-se em embrides (Pinto et. al., 2011).

A ES possui vérias aplicagdes, como a utilizagdo como modelo em estudos
de desenvolvimento embriogénico, formagdo de bancos de germoplasma por
meio da criopreservagao, e propagacao clonal em larga escala, além de ser
utilizada para transformagéo genética (Von Arnold et al., 2002). Este processo é
ideal para investigar o mecanismo de diferenciagdo em plantas, bem como a
expressao da totipoténcia da célula vegetal. Incluem-se abordagens diferenciais
da competéncia celular que é definida como o potencial de reprogramacéo de
uma célula em resposta a sinais especificos, por meio de processos de
desdiferenciacgao e rediferenciagcao (Féher et al., 2003).

A inducdo da ES é uma etapa crucial para o estabelecimento de culturas
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embriogénicas in vitro. O processo da indugcdo depende da interagdo combinada
de fatores internos (gendtipo, idade, tipo de explante, condigcbes fisiologicas) e
fatores externos (composicdo do meio de cultura, fitorreguladores, luz,
temperatura) (Pinto et al., 2008). A iniciacdo da técnica da ES, de modo geral,
tem-se baseado na exposi¢cao de células ou tecidos provenientes de diferentes
explantes (embrides zigdticos, inflorescéncias, apices caulinares, folhas imaturas
e outros (Fehér, 2015).

O estadio de desenvolvimento dos embrides zigodticos utilizados como fonte
de explante € fundamental para a expressdao de seu potencial morfogenético e
para o estabelecimento de culturas embriogénicas. Fatores relacionados a
condicao fisiolégica do explante, as caracteristicas da espécie e condigbes
experimentais, como a composicdo do meio de cultura e a atmosfera no interior
dos frascos durante o cultivo podem ser fundamentais para o estabelecimento da
competéncia e recepgao dos sinais para desencadear o processo de
diferenciagao celular (Chalupa, 1999).

A ES apresenta dois padrdes basicos de desenvolvimento de embrides:
direta, na qual os embrides somaticos originam-se diretamente sem a formagéao
de estadios intermediarios de calos; e indireta, na qual os embrides somaticos se
formam a partir de calos, que apresentam células em diferentes estadios de
diferenciagao (Sharp et al., 1980). Em ambos os padrées, o embrido somatico
segue a mesma sequéncia de desenvolvimento do embrido zigdtico, ou seja, a
passagem pelos estadios globular, cordiforme, escutelar e cotiledonar, em
Magnoliopsidas (Guerra et al., 1999). Entretanto, no caso do desenvolvimento
embrionario de Liliopsidas, o embrido na fase cordiforme possui uma forma
cilindrica (Floh et al., 2015).

Os fitorreguladores tais como as auxinas e as citocininas adicionadas ao
meio de cultura sao considerados fatores fundamentais para a ES regulando o
ciclo celular e promovendo a expressao desta rota morfogenética. As auxinas
mais usadas sdo AIA (4cido indol-3-acético), AIB (acido indol-3-butirico), ANA
(acido a-naftalenoacético), 2,4-D (acido 2,4-diclorofendxiacético), 2,4,5-T (acido
2,4 ,5-triclorofendxiacético), 4-CPA (acido 4-clorofendxiacético) e picloram (acido
4-amino-3,5,6-tricloropicolinico) (Francis; Sorrell, 2001; Jiménez, 2005).

A ES requer geralmente que os meios de cultura de inducdo sejam

constituidos por altas concentracdes de auxinas, como o0 2,4-D ou picloram
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(Guerra; Handro, 1998; Pérez-Nuiiez et al., 2006; Saenz et al., 2006; Scherwinski-
Pereira et al., 2012). Essa classe de fitorreguladores esta envolvida na ativacdo e
regulacéo da diviséo e diferenciagéo celular (Namasivayam, 2007).

Protocolos de ES ja foram descritos para algumas espécies de palmeiras,
como a P. dactylifera (Sharma et al., 1984; Fki et al., 2003; Sané et al., 2006;
Othmani et al., 2009), E. guineensis (Ahée et al., 1981; Teixeira et al., 1993;
Scherwinski-Pereira et al., 2010; Balzon et al., 2013), A. aculeata (Moura et al.,
2008), E. oleracea (Scherwinski-Pereira et al., 2012), B. gasipaes (Steinmacher et
al., 2007abc; Heringer et al., 2014) e E. edulis (Guerra; Handro, 1988).

3.4 HERBICIDAS AUXINICOS: 2,4-D E PICLORAM NA EMBRIOGENESE
SOMATICA DE Euterpe edulis

Os hormoénios vegetais sdo mensageiros quimicos, produzidos em uma
célula, que modulam os processos celulares em outra célula, interagindo com
proteinas especificas que funcionam como receptores ligados a rotas de
transducdo de sinal, cuja finalidade € induzir respostas fisiologicas, tais como
inducdo de raizes, inducdo de brotos, alongamento de entrends, etc. (Guerra,
Nodari, 2006; Cid, 2010).

Em outras palavras os fitormonios, como também s&o chamados os
hormoénios vegetais, sdo substancias enddégenas que exercem sua agao por meio
do reconhecimento de receptores especificos presentes em células responsivas,
traduzindo sinais hormonais em eventos bioquimicos e fisiolégicos (Guerra et al.,
1999). Outras funcdes relacionadas com os hormoénios vegetais sado a regulacao
da intensidade e da orientacdo do crescimento, da atividade metabdlica, do
transporte, estoque e mobilizacdo de materiais nutritivos (Larcher, 2006).

Os principais hormdénios vegetais sao as auxinas, giberelinas, citocininas,
etileno e &cido abscisico. Estes, por sua vez, desempenham diversas funcdes tais
como: o estimulo ao crescimento da planta, a floracdo, a formacdo e ao
amadurecimento dos frutos, a formacdo dos tecidos vegetais. Promovem a
adaptacao da planta as condicfes de falta de 4gua (estresse hidrico) e estimulam
a germinacao e a quebra (ou inducdo) da dorméncia (Raven, 2007; Taiz; Zeiger,
2017).
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Existem algumas diferencas e conceitos sobre hormoénios vegetal,
fitorreguladores e estimulante de crescimento vegetal. Os horménios vegetais,
produzidos pela prépria planta, ou fitorménios, sdo substancias organicas que
desempenham funcdes que regulam a diferenciacdo, a morfogénese e todo o
desenvolvimento vegetal (Raven et al., 2007). Os fitorreguladores séo substancias
utiizadas de forma sintética ou natural que quando aplicadas nas plantas
possuem acfes similares aos compostos vegetais conhecidos. Os retardadores
vegetais s8o compostos sintéticos, que retardam a elongacédo e a divisédo celular
no meristema subapical. E finalmente, os estimulantes vegetais se referem a
mistura de fitorreguladores vegetais, ou de um ou mais reguladores com
compostos de natureza bioquimica diferente (aminoacidos, vitaminas) (Castro;
Vieira, 2001).

O uso de fitorreguladores adquiriu grande importancia, pois, com seu
emprego, foi possivel modificar diversos processos fisiolégicos das plantas
(Soares, 1999; Lamas, 2001). Skoog e Miller (1957) estabeleceram o principio do
controle hormonal na formacdo de o6rgdos em células de medula de tabaco
cultivadas in vitro e obtiveram a diferenciacdo de 6rgdos (gemas e raizes) pela
acdo guantitativa de auxinas e citocininas. Tal diferenciacdo é regulada pelas
concentracOes relativas dos dois tipos de fitorreguladores no meio de cultura,
onde os tecidos usualmente requerem um suprimento exdgeno de auxinas e
citocininas para alcangarem niveis de desenvolvimento adequados (Droual et al.,
1980).

A partir da identificagdo e do conhecimento de suas funcdes, foram
desenvolvidos produtos naturais ou sintéticos para uso na agricultura, sendo
inumeros os estudos que mostram o efeito positivo no uso dessas substancias.
Os fitorreguladores séo utilizados na propagacao in vitro, formacdo de mudas,
controle do crescimento das plantas, inducdo de floragcéo, dentre outras (Petri et
al., 2016).

Tem sido sugerido que as auxinas Sao necessarias para a formacéo de
agregados embriogénicos a partir de células individuais expressando a
totipoténcia das células competentes (Fehér et al., 2003). Os herbicidas 2,4-D e
picloram pertencem ao grupo dos herbicidas auxinicos ou mimetizadores de
auxina (Silva et al., 2007; Grossmann, 2010), que sdo amplamente empregados

em protocolos de embriogénese somatica para a maioria das espécies de
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palmeiras estudadas (Steinmacher et al.,, 2007abc, Scherwinski-Pereira et al.,
2012, Saldanha; Martins-Corder, 2012, Freitas et al., 2016, Granja et al., 2018,
Meira et al., 2020).

Em estudos envolvendo herbicidas auxinicos na embriogénese somatica,
Jiménez (2005), verificou-se uma estimativa de que 49% dos estudos na
propagacao in vitro utilizam 2,4-D e 5% picloram. Atualmente, verifica-se na
literatura 0o avanco no uso destes fitorreguladores na embriogénese somatica,
principalmente em palmeiras, no entanto para a espécie E. edulis, observam-se
poucos trabalhos. Tendo em vista os estudos encontrados na literatura até o
presente, objetivou-se com este trabalho investigar a agao do 2,4-D e do picloram
na inducao da ES em E. edulis.

O acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é a auxina sintética mais
comumente utilizada para a inducdo de calos. E também a auxina mais ativa,
podendo substituir a auxina natural acido indolacético (AlA) em meios de cultura,
pois esta Ultima é rapidamente oxidada. O 2,4-D é essencial para que se alcance
a fase de formacdo de massas celulares proembriogénicas, bem como a de
transicdo de proembrides do estadio globular para cordiforme. Levam a sintese de
novos produtos génicos ainda ndo estabelecidos na fase anterior. Aparentemente,
a partir da primeira divisdo assimétrica que conduz a uma condi¢cdo polar, a
presenca de auxinas como o 2,4-D nessa fase é fundamental para mediar um
transporte polar e para a sintese de acido desoxirribonucleico (DNA) (Cid, 2010).

Realizando testes com diferentes concentracfes da auxina 2,4-D (0, 10, 30
e 40 mg L1), na inducdo da calogénese e na germinacdo de embriGes zigéticos
da palmeira E. edulis, Gomes et al. (2017) obtiveram maior porcentagem de
calogénese em embrides zigéticos em meio de cultivo com 2,4-D (30 mg L?), e
maior germinacéao (62,5%) em meio com auséncia de 2,4-D. Saldanha e Martins-
Corder (2012) obtiveram baixa porcentagem de calogénese a partir de embribes
zigéticos de frutos imaturos de E. edulis em meio suplementado com 2,4-D (40
mg LY).

Além do 2,4-D, também tem sido relatado em palmeiras o uso de outras
auxinas, com diferentes resultados quanto a eficiéncia, como o acido 4-amino-3,
5, 6-tricloropicolinico (picloram) (Karun et al., 2004; Steinmacher et al., 2007b;
Thuzar et al., 2012; Padua et al., 2013; Luis; Scherwinski-Pereira, 2014; Padilha
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et al., 2015; Bonetti et al., 2016; Mazri et al., 2017); bem como a combinacao
entre auxinas 2,4-D e picloram (Yusnita; Hapsoro, 2011; Jayanthi et al., 2015).

O picloram é uma auxina sintética derivada do acido picolinico e atua na
modificacdo da parede celular vegetal de modo direto, na sintese ou degradacao
de componentes, ou de maneira indireta, induzindo a diferenciacao e proliferacao
celular (Alayén-Luaces et al., 2012). O picloram, por exemplo, tem proporcionado
bons resultados na indugcdo da ES em B. gasipaes (Valverde et al.,, 1987;
Steinmacher et al., 2007abc), Calamus merrillii Becc. e Calamus subinermis Becc.
(Goh et al., 2001) e E. oleracea (Scherwinski-Pereira et al., 2012).

Calos embriogénicos foram obtidos a partir de embrides zigoticos de frutos
maduros de pupunha (B. gasipaes) em um meio de cultura suplementado com
picloram como fonte de auxina. Esta auxina também foi capaz de induzir
competéncia embriogénica em embrides zigéticos de frutos maduros de E.
guineensis (Teixeira et al., 1995) e foi a fonte de auxina que induziu a maior
percentagem de calos embriogénicos de Areca catechu L. (Karun et al., 2004). A
formacao direta de embrides somaticos em Paspalum scrobiculatum L. ocorreu
com a utilizacdo de altos niveis de picloram, isoladamente ou em combinacdo
com cinetina (Kaur; Kothari, 2004). O picloram também foi efetivo na obtencéo de
ES repetitiva em Arachis hypogaea L. (Little et al., 2000).

Referindo-se ao género Euterpe, Freitas et al. (2016) verificaram que a
auxina picloram proporcionou melhores resultados na indugdo de calos
embriogénicos, tanto para inflorescéncias como para as folhas imaturas em
acaizeiro (E. oleracea). Na etapa de diferenciacdo, calos embriogénicos
provenientes de inflorescéncias imaturas em meio de cultura com picloram
apresentaram até 100% dos explantes formando embrides somaticos. Para E.
edulis, bainhas foliares extraidas de plantulas germinadas in vitro foram
inoculadas em meio MS, suplementado com picloram (72,3 mg L?). A formacéo
de calos em bainhas foliares de plantulas jovens de palmiteiro foi favorecida
significativamente pelo picloram (Saldanha et al., 2006).

Poucos estudos séo relatados envolvendo o picloram na ES em E. edulis.
Sendo assim, faz-se necessario mais estudos visando otimizar protocolos de ES
desta espécie de grande importancia econdmica.
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
(LCTV), do Departamento de Ciéncias Florestais e da Madeira (DCFM),
pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias (CCAE), da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), localizado no municipio de

Jeronimo Monteiro-ES.

4.1 MATERIAL VEGETAL E DESINFESTACAO DOS EXPLANTES

Utilizou-se embrides zigoticos de frutos imaturos (~180 dias pos antese) de
E. edulis (Figuras 1A, B, C), com epicarpo de coloracdo verde (Figura 1D) e
mesocarpo com consisténcia macia (Figura 1E), colhidos de planta matriz com
qualidade fitossanitaria e alta produtividade, situada no distrito de Pedra Menina,
nas coordenadas geograficas 20° 32' 44" S e 41° 49 30" W, localizado no
municipio de Dores do Rio Preto-ES, Brasil. Posteriormente, os frutos foram
transportados em caixas térmicas com bolsa de gelo em gel.

Os frutos foram lavados em &gua corrente com detergente neutro para a
remocdo de impurezas, em seguida retirou-se as sépalas e cascas dos frutos
(Figura 1E), os quais foram mergulhados em acido ascoérbico 2%. Em camara de
fluxo laminar, os frutos descascados foram imersos em alcool 70% por um minuto,
seguida de hipoclorito de sé6dio comercial (NaOCI, 2%) (Candura®, Brasil), durante
10 minutos e amoxicilina (3 g L) (Germed®, Brasil) por 10 minutos, sob leve
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agitacao. No intervalo de cada desinfestacao, os frutos foram lavados trés vezes
com agua destilada autoclavada. Terminada a desinfestacdo, os embrides

zigoticos foram extraidos (Figuras 1F e 1G), para a disposicdo em meio de

cultura.

Figura 1. (A) Matriz de E. edulis; (B) Cacho de frutos verdes (~180 dias pés
antese); (C) Frutos verdes; (D) Detalhes do cdélice (cal) e pericarpo (per)
removidos no processo de desinfestacdo; (E) e (F) Endosperma (end) com
embrido zigotico (emb) inserido na cavidade (seta branca) e posterior remocao
(seta preta); (G) Embrido zig6tico em ampliacdo, com a regido distal (rd) inserida
no endosperma, que corresponde ao haustorio e a regido proximal (rp). Barras: 1
mm (C, D, E, F, G), 5 cm (B), 20 cm (A).
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4.2 INDUCAO DA EMBRIOGENESE SOMATICA

Apos a desinfestacdo, em camara de fluxo laminar, os embrides zigoticos
(explantes) foram destacados com auxilio de pinca e bisturi e inseridos em placas
de Petri de poliestireno 90 x 15 mm (Global Trade Technology, Brasil®), contendo
meio de inducdo de embriogénese somatica (MI) (aproximadamente 20 mL de
meio por placa), formado pelo meio MS (Murashige; Skoog, 1962) concentracao
total de sais (4,4 g L) (Sigma®), polivinilpirrolidona (PVP) (Synth®) (1 g L1), mio-
inositol (100 mg L) (Sigma®), sacarose (30 g L?1) (Neon®), agar (5,5 g L?)
(Kasvi®), pH ajustado para 5,7 + 0,1 com 1 mol L ou 0,1 mol L de KOH, antes
da adicdo do agar.

Os indutores utilizados foram 2,4-D (4cido 2,4 diclorofenoxiacético) e
picloram (acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico) (ambos Sigma®), sendo dois
experimentos distintos, nas respectivas concentracdes para ambos: 25; 50; 75;
100; 125; 150; 175; 200; 225; 250; 275; 300 umol L%, totalizando 12 tratamentos
em cada fonte auxinica, com 12 repeticbes (placas) contendo quatro explantes
(embrides zigéticos) por repeticdo (Tabela 1). O meio de inducdo preparado foi
submetido a esterilizacdo em autoclave a 121 °C por 20 minutos e presséao de 1,5
kgf cm2. Apés a disposicdo dos explantes no meio de cultura, as placas de Petri
foram vedadas com filme plastico PVC (Goodyear®, Brasil) e envolvidas com
papel aluminio, sendo mantidas em sala de crescimento a 27 £ 1 °C. Os
explantes foram mantidos neste meio de cultura por até 180 dias e posteriormente
foram transferidos dos tratamentos mais responsivos de indugao para o meio de
diferenciacdo e maturacéo.

Foram avaliadas a calogénese (%), calo embriogénico (%), numero total
de embrides somaticos (NTE), area média dos calos (mm?) (AMC) e relagéo do
namero total de embribes com a &area média dos calos (NTE/AMC). A
caracterizagdo para calos embriogénicos foi a aparéncia mucilaginosa e
esponjosa com caracteristicas nodulares, enquanto que para calos nao
embriogénicos verificou-se calos com aspectos duros, compactos, lisos e
aparéncia vitrea, sem a presenca de aglomerados proembriogénicos. Para a
variavel NTE foi feito a contagem do niumero de embrides em cada repeticéao.
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4.3 DIFERENCIAGAO E MATURACAO DOS EMBRIOES SOMATICOS

A partir das andlises dos resultados obtidos no experimento de inducéo,
foram selecionados os tratamentos de calos embriogénicos induzidos com 2,4-D,
nas concentragbes de 125, 150 e 175 ymol L e picloram, nas concentracdes de
250, 275 e 300 umol L1, as quais foram mais representativas para transferéncia
para o experimento em meio de maturacao.

Os tratamentos foram realizados em DIC, nas seguintes combinagdes em
meio MS (4,4 g L), mio-inositol (100 mg L), sacarose (30 g L), agar (5,5 g L?),
suplementado com 12,3 ymol L* de 2iP (isopenteniladenina) (Sigma®), 0,6 umol
L1 de ANA (acido naftaleno acético) (Sigma®): T1. MS (auséncia de PVP e carvéo
ativo); T2. MS + PVP (1 g L?), T3. MS + Carvéo ativo (0,3 g L) e T4. MS +
Carvao ativo (3 g L), ambos com quatro repeticdes (placas) com trés calos por
repeticdo (Tabela 1). O 2iP e ANA foram inseridos no meio de cultura por
filtragem a frio (filtro de 0,22 um Millipore®).

Todos os meios foram vertidos em placas de Petri estéreis de poliestireno
90 x 15 m (aproximadamente 20 mL de meio por placa), vedadas com filme
plastico PVC, envolvidas com papel aluminio e mantidas em sala de crescimento
com 30 umol m2 s, fotoperiodo de 12 horas e temperatura a 27 £ 1 °C, por 90
dias. Foram avaliadas nesta fase as seguintes variaveis: porcentagem média de
antocianina (%ANT), porcentagem média de oxidagdo (%OXI), porcentagem
média de cristalizacdo (%CRI), média da massa dos calos no inicio da fase de
maturacdo (MCI), média da massa dos calos no final da maturacdo (MCF),
porcentagem média de embriogénese secundaria (%ES), nimero médio de
embrides somaticos (NES), nimero medio de embrides globulares (NEG) e

namero médio de embrides escutelares (NEE).

4.4 GERMINACAO DOS EMBRIOES SOMATICOS

Apoés a diferenciacdo e maturacdo, os embrides somaticos provenientes
de todos os tratamentos de maturacéo, 2,4-D (125, 150, 175 pmol L) e picloram
(250, 275, 300 ymol L*1), foram transferidos para o meio de regeneragcdo. Os
tratamentos foram realizados em DIC. O meio utilizado foi o MS (Murashige;

Skoog, 1962) concentracéo total de sais (4,4 g L), mio-inositol (100,0 mg L),
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sacarose (30,0 g L), agar (5,5 g L?), acido giberélico-GAs (0,5 pmol L%)
(Sigma®), N6-benzilaminopurina-BAP (1,0 umol L) (Sigma®), polivinilpirrolidona-
PVP (1,0 g L) (Tabela 1), com quatro repeticdes (placas de poliestireno 90 x 15
m com aproximadamente 20 mL de meio por placa) com quatro embrides por
repeticdo. Apos 60 dias o experimento foi repetido, renovando-se 0 meio de
germinagcdo com 0S mesmos componentes e concentracdes supracitadas.
Visando a protrusdo de raiz primaria, utilizou-se os fitorreguladores, &acido
naftalenoacético (ANA) e acido indolbutirico (AIB) (ambos Sigma®), constituindo-
se trés tratamentos: T1. meio de germinacdo sem pulso auxinico (controle), T2.
T1 + com pulso de ANA (2000 mg L 1) e T3. T1 + com pulso de AIB (2000 mg L -
1). Os embrides, antes de serem transferidos para o novo meio, foram
mergulhados em ANA (T2) e AIB (T3), por 10 segundos para dar um pulso na
germinacao, a qual pode ser observada 30 dias apGs este processo.

O GAs foi transferido para o meio de cultura por filtragem a frio (filtro de
0,22 um Millipore®) apés a autoclavagem do meio de cultura, enquanto o BAP foi
autoclavado. Os calos foram transferidos para placas de Petri estéreis de
poliestireno 90 x 15 m (aproximadamente 20 mL de meio por placa) de meio de
cultura de germinacdo, onde permaneceram até que o0s embrides somaticos
apresentassem protrusdo de raiz primaria suficiente para serem individualizados,
(aproximadamente 90 dias).

Nesta fase, os cultivos foram colocados em condi¢cdes de luminosidade de
30 umol m2 s, com caracteristica de luz branca de similaridade espectral entre
as bandas, fotoperiodo de 12 horas em sala de crescimento e temperatura a 27 +
1 °C. Foi avaliada a porcentagem de embrides com protrusao de raiz. Nas etapas
anteriores, de inducédo da embriogénese somatica, de diferenciacdo e maturacao

dos embrides somaticos, os cultivos foram mantidos sob condi¢cdes de escuro.
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Tabela 1. Composicdo basica dos meios de cultura utilizados nos diferentes

estadios da ES em E. edulis

Componentes Inducao Maturacao Germinacao
Meios de Cultura
MS (g L?) 4,4 4.4 4.4
25; 50; 75; 100;125;150;
Picloram (umol L1) 175; 200; 225; 250; 275 e - -
300
25; 50; 75; 100;125;150;
2,4-D (umol L) 175; 200; 225; 250; 275 e - -
300
ANA (umol L) - 0,6 -
2iP (umol L) - 12,3 -
BAP (umol L) - - 1
GA; (umol L) - - 0,5
Mio-inositol (g L) 0,1 0,1 0,1
Sacarose (g L?) 30 30 30
Agar (g L?) 55 55 55
Polivinilpirrolidona (g L?) 1 Oel 1
Carvao ativado (g L) - 0,3e3 -

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

A fase de indugdo foi realizada em delineamento experimental
inteiramente casualizado (DIC), constituido de dois fitorreguladores, sendo dois
experimentos separados. Os indutores utilizados foram 2,4-D e picloram, nas
respectivas concentragdes para ambos: 25; 50; 75; 100; 125; 150; 175; 200; 225;
250; 275; 300 umol L', totalizando 12 tratamentos para cada indutor auxinico, em
dois experimentos distintos, com 12 repeticdes (placas) contendo quatro
explantes (embrides zigoéticos) por repeticdo. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), pelo teste F e analise de regressao, com o auxilio
do Programa Genes (Cruz, 2016).

A fase de maturacgao foi realizada em DIC, por meio de calos provenientes
dos melhores tratamentos de indugdo com 2,4-D (125, 150, 175 umol L) e
picloram (250, 275, 300 umol L), nas seguintes combinagbes de meios de
maturagéo; (T1. MS; T2. PVP 1 gL ", T3. CA0,3gL ", T4. CA3 gL ") ambos
com quatro repeticbes (placas), com trés calos por repeticdo. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), pelo teste F e as médias

comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade, com o auxilio do
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Programa Genes (Cruz, 2016).

A fase de germinacao foi realizada em DIC, provenientes dos embrides
somaticos dos tratamentos de maturagdo, com quatro repeticdes (placas) com
quatro embrides por repeticdo. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), pelo teste F e as médias comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de

probabilidade, com o auxilio do Programa Genes (Cruz, 2016).

4.6 PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA MICROSCOPIA

Para a caracterizagcdo morfolégica, anatdmica e ultraestrutural do
processo de ES, foram coletados calos representativos dos tratamentos de
indugdo. As amostras foram compostas de tratamentos cujas respostas
embriogénicas foram satisfatérias. A fixagdo foi feita em solugdo Karnovsky
(Karnovsky, 1965).

4.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA: MEV

Amostras de calos formados na fase de inducdo foram separados para
analise com microscopia eletrbnica de varredura. Para tanto, as amostras foram
fixadas em solucdo de Karnovsky (glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2% e
tampéao cacodilato 0,1 mol L), por 24 h. Em seguida foram lavadas cinco vezes
em tampdo de cacodilato de sédio a 0,05 mol L, pH ajustado para 7,1. As
amostras fixadas foram desidratadas em série alcoolica com etanol por 10
minutos a 20, 30, 50, 70, 80, 90% e trés passagens em alcool 100%.

Ao final da desidratacdo as amostras foram levadas a secagem em ponto
critico com COz2 (Autosamdri 815, Tousimis®), colocadas em “stubs”, aderidas com
fita de carbono dupla face e submetidas a deposigcdo metalica com ouro, pelo
processo de pulverizagdo catodica (Desk V, Denton Vacuum®). As analises e
fotodocumentagao foram conduzidas utilizando-se um microscépio eletrénico de
varredura (JSM - 6610LV, Jeol®) e todas as imagens foram digitalmente
processadas. As analises foram feitas no Laboratério de Ultraestrutura Celular
Carlos Alberto Redins, da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).
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4.8 ANALISES HISTOLOGICAS E ESTRUTURAIS

Para a analise anatdbmica foram coletadas amostras de explantes de
diferentes formacgdes calogénicas e de embrides em diferentes estadios de
desenvolvimento. As etapas de fixacéo, desidratacdo e emblocamento do material
vegetal foram realizadas conforme o seguinte protocolo: fixacdo em solucéo de
Karnovsky modificada (Karnovsky, 1965), composta por paraformaldeido 4%,
glutaraldeido 2,5% e tampdo cacodilato de s6dio 0,05 mol L (pH 7,2), por um
periodo de 24 horas (sob vacuo durante a primeira hora), seguida de trés
lavagens em solucdo de cacodilato de sédio (0,05 mol L, pH 7,2), por um
periodo de 1 hora cada (sob vacuo); logo apés, desidratacdo em série alcodlica
crescente (30, 50, 70, 80, 90 e 100%), por uma hora cada (sob vacuo) e infiltracdo
em historesina (Leica, Heidelberg, Alemanha), segundo as especificacbes do
fabricante.

Posteriormente, os cortes transversais e longitudinais (espessura de 5
pm) foram obtidos com um micr6tomo de rotacdo automética (RM2155, Leica),
equipado com navalha de vidro descartavel, e corados com azul de toluidina
(0,5%) em pH 4,0 (O’brien; Mccully, 1981), por 15 minutos. As laminas foram
montadas em resina sintética (Permount®). A andlise e a fotodocumentacéo foram
realizadas em microscopio de luz (Olympus-AX 70) acoplado a um sistema de
fotomicrografia (Olympus U-Photo) do Laboratério de Anatomia Vegetal do

Departamento de Biologia Vegetal, da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
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5. RESULTADOS

5.1 INDUCAO DE EMBRIOGENESE SOMATICA (ES)

A calogénese (93,05%) e o calo embriogénico (83,11%) ndo apresentaram
diferenca estatistica entre as concentracdes de 2,4-D (Figuras 2A e 2B,
respectivamente). O nimero total de embrides (NTE) e a relagdo numero total de
embribes com a area meédia dos calos (NTE/AMC) apresentaram efeito
quadratico, com o maximo de 44,33 embrides e maior relacdo NTE/AMC (0,43)
em 2,4-D (Figuras 2C e 2E, respectivamente). A area média dos calos no final da
fase de inducao (180 dias), teve decréscimo no seu tamanho com o aumento das
concentragbes de PIC até 44,19 mm?2 na maior concentragdo (300 umol L)
(Figura 2D).

Com o PIC, verificou-se efeito linear crescente para todas as variaveis
analisadas (Figura 2), com excecdo da calogénese (99,31%) (Figura 2A) e calo
embriogénico (97,22%) (Figura 2B). Verificou-se aumento linear no NTE (8,33),
com PIC (100 umol L), até o alcance de 76,33 embriGes na maior concentracéo
utilizada, 300 ymol L (Figura 2C). A area média dos calos no final da fase de
inducdo (180 dias), aumentou em relagdo as concentracdes de PIC, até 140,36
mm?2 na maior concentragdo de 300 umol L (Figura 2D). A partir de 75 uymol L2, a
relacdo NTE/AMC foi de 0,05, com aumento linear em funcdo do aumento das
concentracoes de PIC, obtendo uma relagéo final 10 vezes maior (0,57) com 300
pumol Lt (Figura 2E).
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Figura 2. (A) Calogénese, (B) calo embriogénico, (C) numero total de embrides
somaticos, (D) area média dos calos, (E) relagdo do namero total de embrides
com a &rea média dos calos (E), para embrides zigéticos de E. edulis, em MI com
diferentes concentracdes de 2,4-D e PIC, apds 180 dias. “Significativo em nivel
de 1% de probabilidade, pelo teste F.

Imagens obtidas na MEV durante a indu¢do de embrides somaticos de E.
edulis, com 100 dias de cultivo, em algumas concentracdes de 2,4-D (50; 100;
175; 275 pymol L7), permitiram observar, na maioria dos calos, tecidos com
caracteristicas de massas embriogénicas (Figuras 3A, C, E) e ndo embriogénicas
(Figura 3G). Alguns calos apresentaram superficie lisa e compacta, constituidos
de células com formato alongado (Figura 3B, D e H), sem nenhuma evidéncia de
formacdo de préembrides, com uma pequena excecao para o calo (Figura 3F)
induzido com 2,4-D (175 pmol L), em que algumas regiGes apresentaram
protuberadncias na superficie, indicando a formacdo de complexos pré-
embriogénicos.

Na inducdo de embrides somaticos de E. edulis, constatou-se o
desenvolvimento de estrutura mucilaginosa, macia e brilhante nos calos
cultivados em 100 dias com PIC (125; 150; 250; 275 umol L) (Figura 31, K, M, O,
respectivamente). Os calos formados a partir de embrides zigoticos, induzido com
PIC, apresentaram-se embriogénicos, com uma regido central compacta e a

periférica com células tendendo ao isolamento.
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Figura 3. Calos com 100 dias da inducdo de embrifes zigéticos com 2,4-D e PIC.
(A) e (B) Embriogénese indireta com 2,4-D (50 ymol L*?); (B) MEV - Calo com
maior area ndo embriogénica (seta preta) e, com algumas regides embriogénicas
(seta branca); (C) e (D) Calo induzido com 2,4-D (100 uymol L?); (D) MEV -
Estrutura de calo formado de massa ndo embriogénica; (E) e (F) Calo induzido
com 2,4-D (175 ymol L1); (F) MEV - Estrutura de calo formado de massa néo
embriogénica (seta preta), com algumas regifes apresentando protuberéancias na
superficie indicando a formacao de complexos pré-embriogénicos (seta branca);
(G) e (H) Calo induzido com 2,4-D (275 ymol L1); (H) MEV - Calo com estrutura
lisa e compacta, formado de massa ndo embriogénica. (I) e (J) Calo induzido com
PIC (125 ymol L?); (J) MEV - Presenca de embrides somaticos em diferentes
fases no mesmo calo, morfologicamente anormais apresentando suspensor (seta
branca); (K) e (L) Calo induzido com PIC (150 ymol L?); (L) MEV - Presenca de
protuberancias na superficie do calo indicando a formacdo de complexos pré-
embriogénicos e formacdo de embrido globular (seta branca); (M) e (N) Calo
induzido com PIC (250 pmol L1); (N) MEV - Presenca de embriogénese
secundaria (seta branca); (O) e (P) Calo induzido com PIC (275 uymol L?); (P)
MEYV - Presenca de protuberancias na superficie do calo indicando a formacéo de
complexos pré-embriogénicos. Abreviacdes: (Peb) préembrides, (Eg) embrido
globular; (Sp) suspensor; (Esec) embriogénese secundaria. Linhas tracejadas
vermelhas indicam as areas analisadas. Barras: 100 ym (L, J, N, P); 200 uym (B,
D, F, H); 0,5 mm (E, G); 1 mm (A, C, |, K, M, O).
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Constatou-se o desenvolvimento de estruturas com morfologia celular
isodiamétrica (Figura 30), caracteristica de calos embriogénicos. Foi possivel
observar o inicio do desenvolvimento de préembrides na superficie de calos
embriogénicos (Figuras 3J, L, N, P), os quais progrediram para a formacéo de
embrides globulares (Figura 3L), caracteristicos e presenca de suspensor (Figura
3J). O desenvolvimento foi assincronico, sendo possivel observar além das
formas primérias da ES, embribes advindos de embriogénese secundaria (Figura
3N).

A sequéncia de eventos anatdmicos da ES a partir de embrides zigoéticos
em MI com 2,4-D (50; 75; 150; 200 ymol L), evidenciaram que os mesmos eram
tecidos parenquimaticos circundando a regiao do cilindro central, constituidos por
células parenquiméticas e feixes vasculares. Os calos (Figuras 4A, C, E, G)
apresentaram desenvolvimento de arranjos granulares embriogénicos, aos 100
dias apos cultivo em MI com 2,4-D. ProembriGes foram caracterizados por células
pequenas ricas em citoplasma (Figura 4B), os quais se manifestaram quando
induzidos com 2,4-D (50 ymol L?).

Os cortes anatomicos corados com azul de toluidina possibilitaram a
visualizacdo de células com caracteristicas meristematicas, sobretudo, naquelas
avancando em direcdo a protoderme definida e ao procambio verificando a
presenca de embrido somatico, quando utilizada 2,4-D (150 ymol L) (Figura 4F).
Ao utilizar 2,4-D (75 ymol L), verificou-se no procambio, elementos de vaso em
diferenciacéo e meristema fundamental com citoplasma denso e fronteirico com a
membrana plasmética (Figura 4D). Células em intensa divisdo celular, presenca
de plumula, localizada na cavidade cotiledonar em frente a fenda cotiledonar
também foram verificadas nesta concentragdo (Figura 4D).

Nas imagens histolégicas de calos induzidos com 2,4-D (200 uymol L?)
observou-se células altamente vacuolizadas, com grandes espacos intercelulares
e uma area basal do explante fusionada com células maiores, com menor
intensidade mitotica, sem diferenciacdo de tecidos (Figura 4H). Também foram
verificadas a presenca de compostos fendlicos, promovido pela alta concentracéo
de 2,4-D, coradas com azul de toluidina, inibindo o crescimento do explante
(Figura 4H). Observou-se clusters embriogénicos quando utilizadas
concentragées de 50 e 200 ymol L' e presenca de células vacuolizadas néo

embriogénicas nas concentragdes com 200 umol L (Figura 4H).
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Observou-se o desenvolvimento de estruturas granulares embriogénicas
(Figuras 4l, K, M, O), nos calos cultivados por 100 dias, em meio de cultura
submetidos ao PIC (75; 125; 175; 200; 250 ymol L, respectivamente).

Foi possivel observar clusters embriogénicos, seguidos por areas com
intensa divisao celular, sobretudo, naguelas avancando em direcédo a protoderme,
com aparecimento de embrido globular, conectado por meio de estrutura
semelhante ao suspensor, quando submetido a PIC (75 ymol L) (Figura 4J). A
presenca de xilema foi verificada nas Figuras 4L, N e P, quando induzidos com
PIC (125; 200; 250 umol L), respectivamente.

Quando induzido com PIC (125 e 200 umol L?) (Figuras 4L e 4N,
respectivamente) foi observado a presenca de préembrides, caracterizada por
células pequenas ricas em citoplasma. Também foi observado a presenca de
células ndo embriogénicas, quando utilizado PIC (250 umol L) (Figura 4L). A
presenca de compostos fendlicos também foi verificada, os quais foram
provavelmente promovidos pela alta concentragdo de PIC (200 ymol L) (Figura
AF).

Os cortes anatomicos corados com azul de toluidina possibilitaram a
visualizacdo de células com intensas divisées celulares, principalmente naquelas
avancando em direcdo a protoderme, sendo possivel a distingdo de regides em
organizagdo esférica, semelhantes a embrides somaticos em estadio globular,

quando utilizada as concentracdes de 75 e 250 ymol L (Figuras 4J e 4P).
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Figura 4. Eventos anatdbmicos da ES a partir de embrifes zigoticos de E. edulis
em MI com 2,4-D (50; 75; 150; 200 umol L1) e PIC (75; 125; 200; 250 ymol L1).
(A, C, E, G) Calos com estruturas granulares embriogénicas, aos 100 dias apés
cultivo em MI com 2,4-D (50; 75; 150 e 200 umol L, respectivamente); (B)
Préembrido caracterizado por células pequenas ricas em citoplasma; (D) Células
em intensa divisdo celular, presenca de plumula, localizada na cavidade
cotiledonar em frente a fenda cotiledonar; (F) Areas com intensa divisdo celular,
sobretudo, naquelas avancando em direcdo a protoderme, com aparecimento de
embrido; (H) Presenca de compostos fendlicos, pela alta concentracédo de 2,4-D,
coradas com azul de toluidina (seta preta), presenca de clusters embriogénicos,
areas ndo embriogénicas e area basal fusionada do explante. (I, K, M, O) Calos
com estruturas granulares embriogénicas, aos 100 dias apés cultivo em MI com
PIC (75; 125; 200; 250 umol L?), respectivamente; (J) Agrupamentos de clusters
embriogénicos, areas com intensa divisdo celular, sobretudo, naquelas
avancando em direcdo a protoderme, com aparecimento de embrido globular,
dada a presenca de suspensor; (L) Proembrifes, presenca xilema e presenca de
células vacuoladas ndo embriogénicas; (N) Proembrides, clusters embriogénicos,
fendlicos e areas que normalmente recrutam a formacdo dos feixes vasculares
(formac&o do xilema); (P) Areas com intensa divisdo celular, sobretudo, naquelas
avancando em direcao a protoderme, com aparecimento de embrido globular, e
formacdo do xilema. Abreviacdes: (Pc) procambio; (Mf) meristema fundamental;
(Fc) fenda cotiledonar; (Pl) plamula; (Dc) divisdo celular; (Ce) clusters
embriogénicos; (Peb) proembrides; (Ne) calo ndo embriogénico; (Emb) embrido;
(Pt) protoderme; (Ex) explante; (Fe) compostos fendlicos; (Xi) xilema; (Ne) calo
nao embriogénico; (Eg) embrido globular; (Sp) suspensor. Linhas tracejadas
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vermelhas indicam as areas analisadas. Barra: 0,5 um (D, F, J, L, N, P); 1 um (B);
1mm (A, C,E, G, I, K, M, O).

5.2 DIFERENCIACAO E MATURACAO DOS EMBRIOES SOMATICOS

Ao final dos 90 dias de maturacéo verificou-se diferencas significativas
entre a oxidacdo (%OXI), cristalizacdo (%CRI), embriogénese secundaria
(Y%ESEC), numero de embriées somaticos (NES), numero de embrides globulares
(NEG) e numero de embrides escutelares (NEE). A porcentagem de antocianina
(%ANT), massa dos calos no inicio da fase de maturacdo (MCI) e massa dos
calos no final da maturacéo (MCF), para os meios de maturacédo (MS; MS+PVP (1
gL?); MS+ CA (0,3 gL' e MS+ CA (3 gL1)), e para a origem dos calos em 2,4-
D (125; 150; 175 uymol L), ndo apresentaram resultados significativos (Tabela
2A). Os meios de maturacéao diferiram entre si, quando combinados com a origem
dos calos em 2,4-D (125; 150; 175 ymol L1), oriundos dos tratamentos da fase de
inducéo.

Verificou-se diferenca significativa entre as varidveis %ANT, %O0XI, %CRI,
MCI, MCF, %ESEC, NES, NEG, NEE, para os diferentes meios de maturacao
(MS; MS+PVP (1 g L?Y); MS+ CA (0,3 g L?Y) e MS+ CA (3 g L), e para as
concentragbes de PIC (250; 275; 300 ymol L1), oriundas dos tratamentos da fase
de inducéo (Tabela 2B).
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Tabela 2. Meios de maturacédo (MS (controle); MS+PVP (1 g L); MS+ CA (0,3 g
L1); MS+ CA (3 g L)) e origens dos calos da inducdo embriogénica em 2,4-D (A.
125; 150; 175 umol L) e PIC (B. 250; 275; 300 umol L) sobre antocianina
(%ANT), oxidacdo (%OXI), cristalizacdo (%CRI), embriogénese secundaria
(Y%ESEC), numero de embrides somaticos (NES), numero de embrides globulares
(NEG) e numero de embrides escutelares (NEE), massa dos calos no inicio da
fase de maturacdo (MCI), massa dos calos no final da maturacdo (MCF), apos 90

dias de cultivo nos respectivos meios de maturagao

A 2,4-D (125 pmol L) 2,4-D (150 pmol L) 2,4-D (175 pmol L)
Variaveis MS MS+PVP MS+CA MS+CA MS MS+PVP MS+CA MS+CA Ms MS+PVP MS+CA MS+CA
(média) (controle) (lgL?y (0,3gLY BglL? (controle) (lgL?y (0,3gL? BglL?y (controle) (1gLy (0,3gL?Y BglLy
OXI (%) 11,11ct 11,11c 11,11c 0,00c 0,00c 18,52ab 25,92a 0,00c 11,11c 11,11c 3,70c 14,81bc
CRI (%) 0,00b 25,92a 29,63a 0,00b 0,00b 11,07b 18,51ab 0,00b 0,00b 25,92a 29,63a 0,00b

ESEC (%) 0,00b 14,81a 14,81a 0,00b 0,00b 3,70b 3,70b 0,00b 0,00b 1,11ab 14,81a 0,00b
NES (un) 2,69c 13,48b 8,33c 3,78¢c 0,44c 13,68a 8,55¢c 1,12c 3,70c 9,89bc 13,55ab 6,35¢
NEG (un) 2,69d 11,67ab 4,44d 3,56d 0,44d 11,22b 7,22d 0,56d 3,26d 8,67cd 13,44a 6,35d
NEE (un) 0,00b 1,81b 3,89 0,22b 0,00b 2,46b 1,33b 0,56b 0,44b 1,22b 0,11b 0,00b

B PIC (250 umol L) PIC (275 umol L) PIC (300 umol L)
Variaveis MS MS+PVP MS+CA MS+CA MS MS+PVP MS+CA MS+CA MS MS+PVP MS+CA MS+CA
(média) (controle) (lglL?) (0,3gLY (BglL? (controle) (1gL?) (0,3gL?Y) (BglL? (controle) (1gLy 0,3gL?) BglLy
ANT (%) 1,11bc* 11,11bc 18,52a 0,00c 0,00c 0,00c 3,70c 0,00¢c 0,00c 14,81ab 22,21a 0,00c
OXI (%) 0,00b 29,63a 14,81ab 0,00b 0,00b 11,11ab 11,11ab 0,00b 0,00b 7,41b 11,11ab 0,00b
CRI (%) 0,00c 11,10a 11,11a 0,00c 0,00¢c 7,42ab 11,11a 0,00¢c 11,11a 3,70bc 11,11a 0,00c
MCI (g) 0,20b 0,23b 0,25b 0,26b 0,28b 0,30ab 0,24b 0,30ab 0,22b 0,24b 0,23b 0,33
MCF (g) 0,37b 0,32b 0,44b 0,49b 0,55ab 0,40b 0,37b 0,53b 0,37b 0,36b 0,38b 0,59
ESEC (%) 14,81a 11,10ab 11,11ab 0,00c 11,11ab 0,00c 3,70bc 0,00¢c 0,00c 3,70bc 11,11ab 0,00c
NES (un) 10,89b 12,78b 11,33b 12,87b 6,78b 10,16b 9,89b 1,11b 2,56b 16,67a 14,00ab 0,00b
NEG (un) 4,00b 10,47b 10,64b 11,88b 6,11b 10,16b 9,89b 1,11b 2,56b 16,67a 10,68b 0,00b
NEE (un) 6,89a 2,31bc 0,69c 0,99b 0,67¢c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 3,32b 0,00c

!Médias seguidas pela mesma letra na ‘linha” ndo diferenciam significativamente entre os

tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0.005).

A morfologia de calos e embribes somaticos obtidos durante a ES de E.
edulis, a partir de embrides zigoéticos, em meio de maturacao, e calos oriundos do
experimento de inducdo com 2,4-D e PIC, sdo apresentados na Figura 5,
respectivamente: inicio da maturacdo de embrides somaticos aos 30 dias de
cultivo, com coloracdo esbranquicada (Figuras 5A e 5F); embrides somaticos em
fase de maturacdo aos 60 dias (Figuras 5B e 5G); embrides sométicos globulares
na superficie do calo aos 90 dias de cultivo na fase de maturagdo, com evidente
coloracdo esbhranquicada (Figuras 5C e 5H); ES secundaria (Figuras 5D e 5I) e

embrides somaticos em estadio escutelar (Figuras 5E e 5J).



Figura 5. Morfologia de calos e embries somaticos obtidos durante a ES de E.
edulis, a partir de embrides zigodticos, em meio de maturacédo. (A) a (D) Calos em
meio 2,4-D (125 ymol L?); MS + PVP (1 g L) (A) Inicio da maturacdo de
embrides somaticos aos 30 dias de cultivo, com coloragdo esbranquicada; (B)
embrides somaticos em fase de maturacdo aos 60 dias; (C) Embrides somaticos
globulares na superficie do calo aos 90 dias de cultivo na fase de maturacdo, com
evidente coloracdo esbranquicada; (D) ES secundéria; (E) Embrides somaticos
em estadio escutelar (2,4-D (125 pmol L1); MS + CA (0,3 g L 1)); (F) Inicio da
maturacdo de embribes somaticos aos 30 dias de cultivo, com coloracao
esbranquigada (PIC (300 umol L1); MS + PVP (1 g LY); (G) embrides somaticos
em fase de maturagdo aos 60 dias (PIC (300 ymol L1); MS + PVP (1 g L1)); (H)
Embrides somaticos globulares na superficie do calo aos 90 dias de cultivo na
fase de maturagdo, com evidente coloragdo esbranquicada (PIC (300 uymol L?);
MS + PVP (1 g L%)); () ES secundaria (PIC (250 ymol L1); MS (controle)); (J)
EmbriGes somaticos em estadio escutelar (PIC (250 ymol L1); MS (controle)).
Barra: 1 mm (D, F, G, H, I); 2 mm (A, B, C, E, J).
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5.3 GERMINACAO DOS EMBRIOES SOMATICOS

Ao final dos 90 dias da fase de germinacao foram verificadas diferencas
significativas entre os tratamentos, sem pulso de auxinas (controle), com pulso de
ANA e AIB, sendo que a maior porcentagem de germinacdo de embrides
somaticos foi observada em embribes somaticos provenientes do meio de
germinacao sem pulso de auxinas (75%) (Tabela 3). Verificou-se aos 60 dias de
cultivo o inicio de protrusdo da raiz primaria e emergéncia das plumulas dos
embrides sométicos, caracterizado como inicio da germinacdo (Figura 6A). Aos
90 dias, os embribes germinados apresentavam, na extremidade da parte aérea,
coloracdo mais esbranquicada e raiz primaria com coloracédo avermelhada, sendo
esta, mais alongada e intumescida (Figura 6B), e aos 120 dias, verificou-se a
conversdo em plantulas (Figuras 6C e 6D).

As plantas regeneradas a partir do processo de embriogénese foram
retiradas do tubo de ensaio apds atingirem cerca de 3 cm e enxaguadas com
agua corrente para remover o excesso de meio. Posteriormente, foram plantadas
em copo descartavel de 250 mL e preenchido com substrato Carolina Soil®, que
foi autoclavado por 30 min. O copo plastico foi coberto com um pequeno saco
plastico transparente por 5 dias para evitar a desidratacdo (Fig. 6E) e depois

removido (Fig. 6F), sendo mantido em sala de crescimento a 27 £ 1 ° C.
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Tabela 3. Germinacéo in vitro de embrides somaticos de E. edulis, com ou sem

pulso das auxinas ANA e AIB

Auxinas (2000 mg L?) Germinacao (%)
Sem pulso auxinico (controle) 75,00at
ANA 50,00b
AlB 0,00c

!Médias seguidas pela mesma letra na “coluna” indicam diferenga significativa entre os

tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0.005).

Figura 6. Germinacdo de embrides somaticos de E. edulis, a partir de embrides
zigoticos de frutos imaturos. (A e B) Embrido somético formado em meio de
germinacdo sem auxinas, aos 60 e 90 dias de cultivo, respectivamente. (C e D)
Plantulas sométicas formadas em meio sem pulso auxinico aos 120 dias de
cultivo. (E e F) Aclimatizacdo de plantas regeneradas a partir da embriogénese
somatica. Barras: 1mm (A, B, C, D), 1 cm (E, F).
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6. DISCUSSAO

6.1 INDUCAO DA ES

Independente da concentracdo de 2,4-D a formacdo de calos
embriogénicos foi elevada, acima de 90%. Enquanto o NTE e a relagdo NTE/AMC
houve um aumento até atingir o ponto de maximo com 159,42 e 186,60 ymol L*
de 2,4-D respectivamente. A maioria dos estudos utilizam altas concentracdes da
auxina 2,4-D, acima de 100 pmol L?, Balzon et al. (2013) obtiveram uma
frequéncia de calos embriogénicos, procedentes de embribes zigéticos de E.
guineensis, de 79,4 % em resposta ao uso de 450 ymol L* de 2,4-D.

Karun et al. (2004) utilizaram como fonte de explante folhas de plantulas
cultivadas in vitro de A. catechu, mas ndo obtiveram resposta quanto a producéo
de calos embriogénicos com a concentragdo de 68 umol L de 2,4-D. Huong et al.
(1999) observaram que concentragdes maiores que 90,5 ymol L?* de 2,4-D
inibiram a inducdo de calo embriogénico em Phoenix canariensis Hort. ex
Chabaud. Assim a concentracdo de auxina tem se mostrado variavel entre as
espécies de palmeiras estudadas. Auxinas sintéticas, como o 2,4-D, tem efeito na
ES relacionada a sinalizacdo como auxina e como componente gerador de
estresse, sendo esse, um importante fator relacionado a aquisicdo da
competéncia embriogénica (Fehér et al., 2003).

A multiplicagdo de células com caracteristicas embriogénicas nas

adjacéncias dos calos, também pode estar relacionada ao maior aporte de
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fitorreguladores nessas areas e pelo contato com o meio de cultura (Liu et al.,
2014; Jiang et al., 2015).

Houve diminuicdo da é&rea média dos calos (AMC) em funcdo da
ocorréncia de oxidacdo com o aumento das concentracdes de 2,4-D (Figura 2D).
Em palmeiras, a oxidacdo de tecidos cultivados in vitro € um problema recorrente
(Sugimura; Salvana, 1989; Teixeira et al., 1994; Steinmacher et al., 2007abc;
Saenz et al., 2010), principalmente quando sdo cultivados em concentracfes
elevadas de auxinas (Ledo et al., 2002). Freitas et al. (2016) trabalhando com
embrides zigoéticos de Euterpe oleracea observaram oxidacdo de até 100% dos
explantes em meio de cultura com 2,4-D a 450 umol L. Os efeitos deletérios do
processo de oxidacdo se devem a liberacdo de compostos fendlicos de tecidos in
vitro, ocasionando o escurecimento dos explantes (Jones; Saxena, 2013) e
inibindo o crescimento celular (Naz et al., 2008; Ahmad et al., 2013).

Da mesma forma que nos tratamentos com 2,4-D, independente das
concentragées de PIC (25 a 300 umol L) a formacédo de calogénese e calos
embriogénicos foram elevados, apresentando valores acima de 90% (Figuras 2A
e 2B). Para E. oleracea, Scherwinski-Pereira et al. (2012), utilizando PIC na
concentragdo de 450 pmol L obtiveram 44,8% de formacdo de calo. Nesta
mesma concentracdo, Meira et al. (2020), em estudos com A. aculeata, obtiveram
58,3% de calogénese. Em E. guineenses, Balzon et al. (2013), obtiveram 97,5%
de calos embriogénicos com 450 umol L? de PIC. Steinmacher et al. (2007c),
obtiveram 43,0% de calo embriogénico em explantes foliares cultivados em PIC
(300 pmol LY).

Observa-se que na medida em que se aumenta a concentracéo de PIC os
valores do NTE, AMC e NTE/AMC também aumentam. A observacao crescente
dos valores das variaveis analisadas, sugere maior eficacia na absorcdo e
mobilizacdo do PIC, juntamente com a metabolizagdo mais rapida nas “células
alvo”, ou seja, grupos de células que possuem centros ativos de divisdo celular
(competentes), presentes nos explantes. Segundo Karun et al. (2004), o efeito do
PIC durante a ES se deve a efetividade na sua absor¢cdo e mobilizacdo, bem
como a sua rapida metabolizacdo em sitios especificos, que sdo normalmente
enzimas ou proteinas carreadoras de elétrons, ou que contribuem para a

regulacdo hormonal. Salienta-se que a literatura é escassa em termos da
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compreensao detalhada dos eventos fisiologicos envolvidos na atuacéo do PIC na
inducéo e desenvolvimento de rotas morfogénicas (Silva-Cardoso et al., 2019).

A superficie dos calos induzidos em meio com 2,4-D desenvolveram
tecidos alongados, e alguns parcialmente envolvidos por matriz extracelular. Tais
tecidos circundam a regido central do calo seguindo em diversas orientacoes,
encontrando-se, por vezes, desconectadas e distantes da regido central,
correspondem as células longas seccionadas transversalmente, as quais se
mantém ligadas ao calo (Figura 3D). Verdeil et al. (2001) também observaram que
0 aparecimento de matriz extracelular cobrindo as células associado com a
agquisicao de competéncia embriogénica de calos de C. nucifera.

Conforme analises das secdes histologicas dos calos verificou-se que
foram suficientes para promover alteracdes anatdbmicas visiveis a nivel celular,
como clusters embriogénicos, presenca de células vacuolizadas nao
embriogénicas, proembrides, procambio, meristema fundamental, células em
intensa divisdo celular, presenca de compostos fendlicos, formacdo de
protoderme. A formagédo da protoderme, meristema fundamental e procambio,
ocorrem durante a fase de desenvolvimento dos embrides somaticos, no entanto,
pode variar em sequéncia e tempo, de acordo com as condi¢cdes de cultivo. Por
exemplo, em A. aculeata a formacéo de protoderme foi observada em embribes
somaticos no inicio da fase globular (Moura et al., 2008), 0 mesmo observado
neste estudo. Estudos realizados com Bactris gasipaes (Maciel et al., 2010;
Steinmacher et al., 2011), e A. aculeata (Moura et al., 2010) indicaram que a
formacdo da protoderme durante a indugdo da embriogénese somética de
estruturas globulares ja sdo caracteristicas de pequenos embrides imaturos.

As secOes histoloégicas dos calos obtidos demonstravam uma
diferenciacdo bastante evidente em relacdo aos tecidos originais. Apos os 100
dias de cultivo, a estrutura do explante ja estava altamente modificada e sua
epiderme mostrava-se completamente descontinua. A protoderme se modificou
inteiramente, tanto por deposicdo de fendlicos, quanto pela divisdo celular,
gerando novas camadas de células. Os corddes procambiais sofreram
multiplicagcbes e diferenciagdo dos tecidos. Essas modificagcbes fornecem
evidéncias de que células de embrides zigoéticos de E. edulis sdo competentes as
condicbes indutoras in vitro, sobretudo, aquelas células localizadas nas

proximidades do eixo embrionario, nas adjacéncias dos corddes procambiais e na
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protoderme. A presenca de células originadas da periferia de estruturas
globulares, também foi observada em embriées somaticos em A. aculeata (Moura
et al., 2008).

As analises dos cortes anatébmicos dos calos cultivados em meio de
inducdo com 2,4-D mostraram a presenca de zonas meristematicas (regides mais
coradas com azul de toluidina), formadas por aglomerados de células
meristematicas e zonas embriogénicas (Figura 4D). Em inducéo de calo a partir
de embrides zig6ticos de A. aculeata e E. oleracea, Moura et al. (2008) e
Scherwinski-Pereira et al. (2010), respectivamente, também verificaram a
presenca de uma regido meristematica. A maioria das caracteristicas
supracitadas, observadas nos cortes histologicos, sugerem como células
embriogénicas, ou seja, capazes de formar embrides sométicos, como também foi
observado por diversos autores (Guerra; Handro, 1998; Zegzouti et al., 2001,
Kurczynska et al., 2007; Silva et al., 2015; Pilarska et al., 2016 e Oliveira et al.,
2017).

Por meio das andlises histoldgicas a partir de calos formados de embrides
zigbticos de E. edulis induzidos com PIC (Figura 4), verificou-se uma
desorganizacdo da estrutura do explante onde evidenciou-se a existéncia de
centros meristematicos com intensa divisao celular levando a formagéo de células
pequenas, arranjadas compactamente com citoplasma denso e com capacidade
embriogénica. Segundo Fehér et al. (2003) a presenca desses centros primarios
seguidos da formacao de um 6rgao, esta relacionada a capacidade de uma célula
em responder a sinais especificos como os gerados pela agdo dos horménios. Foi
possivel observar intensa atividade mitética, podendo evidenciar a presenca de
clusters embriogénicos, préembrides e embrides somaticos em fase globular.
Essas caracteristicas sugerem intensa sintese de RNA e ampla atividade
metabdlica. O fato de alguns dos embrides terem chegado a fases mais
avancadas pode estar relacionado com a competicdo entre os préembrides
(Moura et al., 2008).

Os calos cultivados em meio de indugcdo com PIC podem ser classificados
com potencial embriogénico, pois a presenca de células meristeméticas e
embriogénicas foram predominantes em sua totalidade, onde as &reas coradas
com azul mais intenso indicaram que as células estdo em alta atividade de divisao

celular (Figura 4). Além disso, foram verificadas células com caracteristicas
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meristematicas préximas aos feixes vasculares, e a presenca de alguns
préembrides na regido proxima aos feixes e a regido meristematica. Konieczny et
al. (2012), identificaram calos que apresentavam aparéncia fridvel e localizado
abaixo da epiderme do explante mostrando a presenca de pequenas células
meristematicas de arranjo compacto e com citoplasma denso.

Calos induzidos pelo PIC apresentaram estruturas globulares
semelhantes a embrides somaticos, que se formaram a partir dos calos nodulares
gerados no periodo de inducdo. A inducdo de calo nodular a partir da
multiplicacdo de células perivasculares foi observada em E. guineensis
(Schwendiman et al., 1988), em C. nucifera (Buffard-Morel et al., 1992) e em E.
edulis (Guerra; Handro, 1998), mas utilizando explantes foliares.

Em estudos histologicos realizados em culturas embriogénicas in vitro de
E. edulis oriundas de embrides zigoéticos, observou-se evidéncias da origem das
massas meristematicas a partir de tecidos da subepiderme (Guerra; Handro,
1998). Além disso, esses autores descreveram os diferentes estadios de
maturacdo dos préoembrides e os embrides obtidos durante o processo. Em B.
odorata obteve-se células embriogénicas e préembrides, bem como zonas
meristematicas, onde o PIC nas concentragdes de 150, 300 e 450 ymol L, foi
mais efetivo na inducdo de calos embriogénicos e embrides somaticos em
comparacao com o 2,4-D (Campos et al., 2020).

Ao final dos 100 dias de cultivo na fase de indugcao houve rompimento dos
tecidos do explante devido a intensa multiplicacdo celular e degeneracédo do
meristema fundamental (Figuras 4H e 4L). Os corddes de procambio sofreram
intensas multiplicagcdes e diferenciacéo dos tecidos (Figuras 4D, F, H,L, Ne P). A
protoderme se modificou inteiramente, tanto por deposicdo de fendlicos, quanto
pela intensa divisdo celular, gerando novas camadas de células (Figura 4F).
Geralmente, ao se utilizar embrides zigéticos como explantes, a ES em palmeiras
se origina de células da protoderme, ou de células subepidermais (Guerra;
Handro, 1998; Kanchanapoom; Domyoas, 1999; Wang et al., 2006).

As estruturas globulares se fragmentaram a partir das massas
meristematicas formadas a partir das células procambiais ou de divisdes de
células da regido proxima aos corddes procambiais. Eventualmente, embrides
somaticos se formaram a partir dessas massas embriogénicas com estruturas

globulares (Figuras 4J e 4P). Os embrides apresentaram aspecto de origem
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unicelular, por se mostrarem independentes do tecido de origem. Esses embrifes
apresentaram protoderme definida e ndo ligada ao tecido de origem. As células
procambiais podem ser consideradas como células-tronco vasculares
pluripotentes e estdo relacionadas a diferenciacdo em células do floema e do
xilema, além de outros tecidos durante a ES (Rocha et al., 2016).

Outra estrutura encontrada foi o suspensor, responsavel por conectar o
embrido ao sistema vascular, provendo o préembrido com nutrientes e hormonios
necessarios para o seu desenvolvimento (Figura 4J). Além disso, ha indicios de
que o suspensor esteja envolvido na producdo e transporte de proteinas para o
préembrido, visto que suas células podem apresentar niveis extremamente

elevados de sintese proteica (Floh et al., 2015).

6.2 DIFERENCIACAO E MATURACAO DOS EMBRIOES SOMATICOS

Na fase de diferenciacdo e maturacéo, observou-se que a substituicdo de
um meio com 2,4-D (inducdo) para um meio de cultura com a combinacao
ANA+2iP (maturacdo), manteve o potencial embriogénico das culturas, sendo
observados estadios de desenvolvimento dos embrides somaticos (globular e
escutelar), o que caracterizou um processo de embriogénese assincronica, isto
muito provavelmente devido ao efeito residual de 2,4-D nos calos. Resultados
semelhantes também foram obtidos na fase de maturacdo de E. edulis, ao
transferir os calos de um meio com auxinas para um meio de cultura com 2iP e
ANA para prosseguir com a expressdo da ES em embrides somaticos (Guerra;
Handro, 1988; Guerra; Handro, 1998).

Aos 90 dias de cultivo, observou-se aglomerados de embrides no estadio
escutelar, com aspecto esbranquicado, caracteristica de embries somaticos ja
passando para o estadio coleoptilar (Figuras 5C, D e E). A combinacdo ANA e 2iP
€ utilizada nesta fase, em grande parte dos protocolos de embriogénese
somatica, para espécies de palmeiras, com resultados que mostram a maturacao
dos embrides até a fase de escutelar (Balzon et al., 2013; Freitas et al., 2016).
Ledo et al. (2002), observaram que o meio de cultura suplementado com ANA e
2iP foi eficiente para a multiplicacdo e manutencdo de calos embriogénicos de E.
oleracea, além de promover a progressdo em estadios mais avancados dos

embrides somaticos.
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Calos apresentaram oxidacéo (25,92%) mesmo utilizando CA (0,3 g L),
principalmente aqueles oriundos do MI com 2,4-D (150 umol L1) (Tabela 2A). Os
demais tratamentos, principalmente com PVP (1 g L) e CA (3 g L%,
apresentaram aparentemente menos fendis e consequentemente menor
oxidacdo, provavelmente devido a adsorcdo mais pronunciada do 2,4-D nas
demais concentracfes, reduzindo ou eliminando seus efeitos fitotdxicos. Durante
a fase de maturacao alguns calos iniciaram o processo de oxidac&do, que ocorreu
provavelmente por causa da baixa concentracédo do CA (0,3 g LY). E. edulis e E.
oleracea responderam de forma satisfatéria ao uso de CA na ES a partir de
embrides zigéticos de frutos imaturos, com 2,4-D (100 mg L) (Saldanha; Martins-
Corder, 2012). O PVP (0,2 mg L') em segmentos nodais de Olea europea L., ndo
controlou as altas taxas de oxidacdo (Pinheiro et al., 2013), estes autores,
concluiram que aumentando a concentracdo de PVP, diminui-se a taxa de
oxidacdo, assim como verificado por Cordova et al. (2014), em que a imerséo de
segmentos nodais de Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh, com PVP (2 mg L?) no
meio de cultura MS se mostrou eficiente para evitar a oxidag&o dos explantes.

Calos com aparéncia vitrea foram observados no material estudado,
apresentando 29,63% de cristalizacdo quando cultivados em meio com CA (0,3 g
L), oriundos da fase de inducdo com 2,4-D (175 umol L?). Na variavel NES,
houve diferencas significativas quanto ao uso dos meios de maturagéo, maiores
valores desta variavel foram observados quando utilizado calos da concentracéo
150 ymol Lt de 2,4-D em meio com 1 g Lt PVP (NES = 13,68 embrifes) (Tabela
2A). Condi¢bes de cultivo como, por exemplo, luminosidade e trocas gasosas
constituem fatores de ocorréncia a vitrificagdo dos calos (Villa et al., 2010), como
observado neste estudo.

Observou-se a ocorréncia de embriogénese secundaria (14,81%) em calos
oriundos das trés concentracbes de 2,4-D (125, 150 e 175 ymol L) e PIC (250
pumol L1). Resultados semelhantes foram evidenciados em estudos com outras
palmeiras, em que o0s embrides somaticos apresentavam ocorréncia de
embriogénese secundaria (Steinmacher et al., 2007abc; Scherwinski-Pereira et
al., 2010; Silva et al., 2012). Isto pode ser vantajoso para a propagacao de
plantas, devido ao aumento do niumero de embrides somaticos formados ao final
do processo embriogénico (Raemakers et al., 1995), além de poder exibir melhor

desenvolvimento do que aqueles obtidos via embriogénese somatica primaria
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(Pérez-Nunez et al., 2006). Sendo assim, considerando a eficacia da
embriogénese secundaria na formacao de embriGes soméaticos e sua conversao,
sugere-se maior ateng&do aos tratamentos em que houve a formacéo de embrides
secundarios e a realiza¢do de novas investigacdes e estudos.

A conversao de embrides para o estadio escutelar (NEE) (Figura 5E) foram
em média 3,89 embrides quando cultivados em meio com CA (0,3 g L), para
todos os tratamentos de origem, e os calos oriundos de MI com 2,4-D (125 umol
L'l) (Tabela 2A). Ressalta-se que o processo foi nitidamente assincrénico,
apresentando embrides somaticos fusionados, o que pode estar relacionado com
a disformidade durante a polarizacdo das unidades embriogénicas de origem
multicelular (Michaux-Ferriere et al.,, 1992). Essa assincronia, caracteristica
comum em outros sistemas embriogénicos (Steinmacher et al., 2007b; Correia,
Canhoto, 2010; Scherwinski-Pereira et al., 2010; Padua et al., 2017), é explicada
por Gray et al. (1995) como consequéncia da exposicao de embrides somaticos,
iniciados em diferentes momentos, as mudancas nos regimes de nutrientes
durante os subcultivos.

Na maturacao, os calos oriundos da inducdo com PIC (principalmente 250
umol L1) com PVP foram os que apresentaram maior oxidacéo (29,63%). Karun
et al. (2004), testando as auxinas 2,4-D, e PIC na inducdo da embriogénese
somatica e regeneracdo de plantas, demonstraram que o PIC promoveu as
maiores taxas de oxidagao dentre as auxinas testadas, sendo que a concentracao
que mais oxidou os explantes foi a de 200 ymol L. Segundo Siqueira e Inoue
(1991), o PVP (1,0 g L'!) ndo diminuiu a oxidacédo de explantes de C. nucifera. Da
mesma maneira, Biasi et al. (1999), ndo encontraram efeito positivo do PVP (10 e
20 g L) na reducgéo da oxidagdo em Diospyrus kaki L. Os resultados encontrados
neste trabalho corroboram com os obtidos pelos autores supracitados, no que se
refere a ineficiéncia do PVP na reducdo da oxidacdo de explantes, quando
utilizado PIC.

Verificou-se coloracdo violacea de antocianina nos calos embriogénicos,
principalmente os de PIC 300 umol L, quando utilizado no meio com CA (0,3 g L
1) com média de 22,21% de calos com esta pigmentacdo (Tabela 2B). O acumulo
de antocianina pode estar relacionado a fatores como a radiagéo solar e as fontes
de fitorregulador (lkram-Ul-Haq; Zafar, 2004). Ha relatos na literatura que

descrevem tanto efeitos inibitorios quanto estimuladores das auxinas na
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biossintese de antocianinas. Em culturas de células de Fragaria spp. L., Mori et al.
(1994) e Loreti et al. (2008), observaram um efeito indutor, enquanto aplicacdes in
vivo de auxina em Vitis vinifera L., levaram a um efeito inibidor da pigmentacgao
(Jeong et al., 2004). Outro fator a se considerar esta relacionado a altitude. Como
um dos beneficios da antocianina estd na capacidade de fotoprotecdo, ha
coeréncia em se esperar que plantas expostas a altitudes mais elevadas
apresentem maiores concentracbes de antocianina como uma tentativa de
protecdo, o que pode ser observado neste estudo, possivelmente devido & maior
altitude na qual os explantes foram coletados.

Na fase de maturacdo a formacdo de aglomerados esbranquicados,
oriundos de MI com PIC, progrediram para a formacao de clusters embriogénicos
isodiamétricos seguido do aumento dos embries somaticos em fase globular.
Além de um aumento no tamanho dos calos oriundos das concentracdes de PIC
(250, 275 e 300 ymol L?). Segundo Machado et al. (2006), esse aumento de
tamanho pode ter ocorrido devido a dois possiveis fatores, a absorcdo de agua,
gerando um potencial de turgescéncia que atua sobre a membrana e a parede
celular, e resultando no aumento da presséo interna e inchaco da célula; e ao
efeito da auxina, no caso o PIC, atuando sobre o alongamento celular.

Ocorreu a conversao e evolucdo dos embrides somaticos ja formados para
estadio escutelar no PIC (300 umol L) em meio com PVP (1 g L'!). O embrido do
tipo escutelar pode ser considerado como estadios promissores, com capacidade
de gerar plantulas, fato este que pode estar relacionado com as menores
exigéncias em balanco nutricional dos meios de cultura, bem como o tempo de

permanéncia em cultivo in vitro (Amaral et al., 2000).

6.3 GERMINACAO DOS EMBRIOES SOMATICOS

Observou-se que o0s embrides cultivados no meio de germinagao
constituidos por meio MS, suplementados com BAP e GAs, sem 0 pulso com ANA
e AIB, foram mais eficientes na germinacdo dos embrides somaticos de E. edulis,
verificando um valor de 75% de germinacdo. Ocorreu baixa regeneracédo das
plantas germinadas, contudo as que regeneraram (dados ndo apresentados)
apresentaram desenvolvimento normal, com verificacdo de parte aérea e raizes.

De acordo com Von Arnold et al. (2002), o sucesso da sobrevivéncia e
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crescimento de plantas regeneradas depende das condi¢des fornecidas nas fases
anteriores in vitro. Freitas et al. (2016) utilizando BAP (1 ymol L'!) e GAs (0,5 ymol
L)) no meio de regeneracdo, verificaram que os embriGes somaéticos de E.
oleracea, iniciaram a germinacédo aos 60 dias, obtendo uma converséo de 58,7%
em plantulas. Em Melia azedarach L., a germinacdo de 100% dos embribes
somaticos foi obtida quando esses foram transferidos para um meio com baixas
concentracdes de BAP (0,01 mg L) e GAs (0,2 mg L) e sem pulso de auxinas
(Sharry et al., 2006).

Embriées somaticos podem ser transferidos para diferentes meios de
germinacao, que pode ser suplementado com GAs (Kayim; Koc, 2006; Abreu et
al.,2014; Nufo-Ayala et al., 2012), com diferentes combinac¢des de citocininas e
auxinas (Clarindo et al., 2008; Sun et al., 2011), ou desprovido de fitorreguladores
(Simdes et al., 2010; Texeira et al., 2011; Pinheiro et al., 2012), para que ocorra a
germinacdo e a conversdo em plantulas. Sendo assim, a fase anterior a
germinacdo, no caso a maturacdo, se torna uma etapa fundamental para o
desenvolvimento do embrido, e para a subsequente germinacdo e

desenvolvimento da plantula (Peran-Quesada et al., 2004).
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7. RESUMO E CONCLUSOES

Neste trabalho utilizou-se a técnica da embriogénese soméatica como
forma de propagacao da espécie Euterpe edulis Martius, devido sua importancia
ecologica, valor cultural e de grande interesse econdémico.

Os resultados obtidos confirmaram a possibilidade de propagar a palmeira
E. edulis, a partir de embrides zigoticos imaturos, por meio da embriogénese
somatica, utilizando os fitorreguladores 2,4-D e picloram na fase de inducédo e
seus efeitos residuais nas demais fases da embriogénese somatica.

Observou-se a formacao de calogénese, calos embriogénicos e embrides
somaticos que evoluiram a formacéao de plantulas somatica completas, atestando
a eficacia dos protocolos utilizados nas diferentes fases da embriogénese
somatica. Seguem abaixo as conclusdes obtidas:

- O 2,4-D (175 pymol L) e PIC (300 umol L), foram eficientes para a
formacado de embrides somaticos a partir de embrides zigoticos de frutos imaturos
de E. edulis.

- A combinacéo dos fitorreguladores 2-iP (12,3 ymol L't) e ANA (0,6 ymol
L'1) associados aos antioxidantes PVP (1 g L), CA (0,3 e 3 g L) ou sem a
presenca de antioxidantes no meio de maturagcdo, com calos oriundos de meio de
inducdo tratados com 2,4-D e picloram, foram satisfatorios na maturacdo de
embrides somaticos de E. edulis.

- O meio contendo BAP e GAs, sem pulsos auxinicos foram superiores na
germinacdo de embrides somaticos de E. edulis.
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8. RECOMENDACOES

O Picloram se mostrou mais eficiente do que o 2,4-D, para a inducédo de
calos e formacdo de embribes somaticos a partir de embrides zigoticos imaturos
de E. edulis, sendo sugerida como a auxina mais responsiva e indicada para a
inducao da ES.

Sugere-se, com base nos resultados obtidos a partir de embrides zigoéticos
de frutos imaturos de E. edulis, testar concentracbes mais elevadas (acima de
300 umol L) de picloram, de modo a obter o ponto de maximo na concentracéo
de picloram, para obtencdo do nimero total de embrides somaticos.

Estudos relacionados a maturacéo e a conversao dos embrides somaticos
deveréo ser realizados para a melhoria do protocolo de regeneracédo, por meio de
um pré-tratamento de maturacdo de modo a eliminar o efeito residual dos
herbicidas auxinicos nesta fase.

Foi verificado que a germinacdo de embrides somaticos de E. edulis, foi
evidenciada quando n&o utilizado pulsos auxinicos associados ao meio de

germinacao.
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