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RESUMO

GRANJA, Manuela Maria Cavalcante, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Junho de
2014. Obtencdo e manutencédo de linhagens embriogénicas in vitro a partir de
embrides zigbéticos em familias de Acrocomia aculeataOrientador: Sérgio
Yoshimitsu Motoike. Coorientadores: Edgard Augusto Toledo Picoli e Pedro
Crescéncio Souza Carneiro.

O estabelecimento de protocolo eficiente para a obtencdo e manutencdo de massas pro-
embriogénicas capazes de produzir embrides somaticos € requerido para a propagacgao
in vitro de A aculeata em larga escala. Diante do efeito significativo do genotipo frent

a inducdo a embriogénese somatica in vitro, tornou-se indispensavel a avaliagcdo de
progénies de diferentes matrizes de A aculeata de polinizagdo aberta. Neste intuito, os
objetivos do trabalho foram avaliar progénies de matrizes de A aculeata de polinizacao
aberta quanto a inducdo de embriogénese somatica in vitro e aprimorar o processo de
embriogénese somatica da espécie a partir de embrides zigoticos. Embrides zigoéticos
maduros oriundos de 19 familias de A aculeata foram inoculados em meio Y3
contendo 9 uM de Picloram e/ou Dicamba, ambos combinadom 0,9 uM de 2iP. As

familias apresentaram respostas significativamente diferentes para os caracteres
embrides intumescidos (El), porcentagem de embrides calejados (ECAL), porcentagem
de calos embriogénicos (CEM) e porcentagem de oxidagéao (OXID), na fase de inducao
de embriogénese somética. Por meio da analise de diversidade genética foi possivel
separar as 19 familias em 5 grupos no meio suplementado com Picloram, enquanto que,
em meio suplementado com Dicamba, foram formados 4 grupos de dissimilaridade. O
meio suplementado com Picloram foi mais eficiente em relagdo aos caracteres El,
ECAL, CEM, enquanto que o meio suplementado com Dicamba foi superior para os
caracteres numeros de linhagens embriogénicas (LEs) e OXID. Das 19 familias
testadas, 16 apresentaram a capacidade de formar LES, as quais se encontram em meio
de multiplicacdo com 18M de Picloram por mais de 24 meses sem prejuizo da sua
competéncia embriogénica. As LEs apresentaram aparéncia granular, coloracdo amarela
e aspecto translucido. As massas pré-embriogénicas (MPEs) formadas foram maturadas
com maior eficiéncia em meio com 5,5 uM de ANA combinado com 2,5 uM de 2iP
suplementado com carvao ativado, sendo caracterizadas pelo alongamento e mudanca
de coloracdo de amarelo translicido para branco opaco. Apesar das familias se
comportarem distintamente em cada meio de germinacdo, a familia 9 apresentou o

maior niamero de embribes somaticos germinados (NEG) em meio contend® GA

vii



processo de germinacdo dos embrifes zigbticos e somaticos sdo similares, ocorrendo
primeiramente o alongamento do peciolo cotiledonar e o crescimento do haustorio. A
analise histologica permitiu comprovar a formacdo dos embriGes somaticos com um
sistema vascular fechado. Verificou-se também a presenca de uma camada
mucilaginosa peculiar na protoderme formada, caracteristica que podera servir de
marcador do processo de embriogénese para a A aculeata. O presente trabalho é
pioneiro na obtencdo e manutencéo de linhagens embriogénicas e na analise da resposta

in vitro de diferentes familias de A. aculeata.
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ABSTRACT

GRANJA, Manuela Maria Cavalcante, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, June,
2014.0Obtainment and maintenance of embryogenic lineages in vitro from zygotic
embryos in families of Acrocomia aculeateAdviser: Sérgio Yoshimitsu Motoike. Co-
advisers: Edgard Augusto Toledo Picoli and Pedro Crescéncio Souza Carneiro.

The establishment of an efficient protocol for obtainment and maintenance of pro-
embryogenic masses able to produce somatic embryos is required for in vitro large scale
propagation of A aculeatalhe significant effect of genotype on inducing somatic
embryogenesis in vitro is essential to evaluate progenies of different arrays of open-
pollinated A aculeata. To this end, the aims of this work were to evaluate progeny
arrays of open-pollinated A aculeata by induction of somatic embryogenesis in vitro
and optimize the process of somatic embryogenesis of this species from zygotic
embryos. Mature zygotic embryos from 19 families of A aculeata were inoculated in
Y3 containing 9uM of Picloram and/or Dicamba, both combined with QM of 2iP.
Families showed significantly different responses to the characters swolen embryos
(SE), percentage of callused embryos (CALE), percentage of embryogenic callus
(EMCA), and percentage of oxidation (OXID), in the induction phase of somatic
embryogenesis. Through analysis of genetic diversity, the 19 families were separated in
5 groups in medium supplemented with Picloram, whereas in medium supplemented
with Dicamba dissimilarity formed 4 groups. The medium supplemented with Picloram
was more efficient on the characte®E CALE, and EMCA, while medium
supplemented with Dicamba was superior to the characters number of embryogenic
lineages (ELINs) and OXID. Of the 19 families tested, 16 showed the ability to form
ELINs, which are in multiplication medium with 38V of Picloram for more than 24
months without prejudice to their embryogenic competence. The ELINs showed
granular appearance, yellow color and translucent appearance. The produced pro-
embryogenic masses (PEMs) were more efficiently matured in medium wiiMsdb

ANA combined with 2.5uM of 2iP supplemented with activated charcoal, being
characterized by elongation and changes in color from translucent yellow to opaque
white. Although families behave distinctly in each germination medium, the family 9
had the highest number of germinated somatic embryos (GSE) in medium containing
GAs. The process of germination of zygotic and somatic embryos is similar, occurring

primarily elongation of the cotyledon petiole and the growth of haustoria. Histological



analysis allowed us to verify the formation of somatic embryos with a closed vascular

system and the presence of a peculiar mucilaginous layer in the protoderm formed, a
characteristic that may serve as a marker for the process of embryogenesis of A
aculeata. This study is a pioneer in obtainment and maintenance of embryogenic

lineages and in vitro response analysis of different families of A aculeata.



1. INTRODUCAO

A macauba (Acrocomia aculeata) € uma palmeira nativa de florestas tropicais
gue produz frutos com alto teor de Oleo. Devido a sua rusticidade se adapta a condicbes
climaticas adversas, apresentando ampla distribuicdo geogréafica, sendo encontrada ao
longo da Ameérica tropical e subtropical, desde o sul do México até a Argentina
(Henderson et al., 1995).

A utilizacdo da A aculeata é vasta, podendo servir de alimentacdo para humanos
e animais, bem como fonte de energia gerada a partir do carvdo proveniente do
endocarpo. Entretanto, € o carater oleaginoso dos frutos que confere a essa espécie
potencial agricola e comercial, sendo atualmente apontada como uma das mais
promissoras espécies oleaginosas para a producao de biocombustivel.

Segundo Motta et al. (2002), a ocorréncia natural da A. aculeata é observada em
areas de pastagens, acompanhando vegetacdo primitiva e de fisionomia florestal. E
considerada uma planta pioneira devido a grande plasticidade adaptativa da espécie,
contribuindo para a recuperacdo de pastagens, onde pode ser empregada como
vegetacdo arborea em sistema silvipastorii e na reducdo da emissdo ,de CO
consequentemente, minimizando os efeitos do aquecimento global.

Um dos desafios para a plena exploracdo agricola da A aculeata é que esta
palmeira ainda ndo é domesticada. Para o seu cultivo comercial, como de qualquer outra
cultura, esta espécie necessita ser adaptada, buscando o desenvolvim de
técnicas de cultivo e uniformidade das plantas para a garantia de produtiviaaue e
qualidade do seu produto. Plantas nativas desta espécie apresentam grande variabilidade
na forma, na produtividade e no conteddo de 6leo de seus frutos, consequéncia de seu
sistema de reproducdo misto (Scariot et al., 1991). No momento inexistem cultivares
desenvolvidas para plantio comelaia espécie, o que justifica o desenvolvimento de
um programa de melhoramento genético para esse fim.

O melhoramento genético da A aculeata é demorado por se tratar de espécie
perene de reproducgéo exclusivamente sexuada e de ciclo reprodutivo longo (Manfio et
al., 2012), podendo levar décadas para atingir seu obj€tiv@minho mais curto para a
obtencédo de cultivares de A aculeata € a clonagem in vitro a partir da inducdo da

embriogénese somética de plantas elites selecionadas.



Devido a sua importancia econdmica, varios representantes da familia Arecaceae
foram objeto de estudo da técnica de embriogénese somética. Dentre eles figuram
Cocos nucifera (Pérez-Nunez et al., 2006; Fernando et al., 2003), Elaeis guineensis
(Balzon et al., 2013; Silva et al., 2012), Phoenix dactylifera (Sané et al., 2012; Zouine e
Hadrami et al., 2007 Euterpe oleracea (Scherwinsk-Pereira et al., 2012; Ledo et al.,
2002), Bactris gasipaes (Maciel et al., 2010; Steinmacher et al., 2007a) e incluindo
também a A. aculeata (Moura et al., 2009is e Scherwinski-Pereira, 2014).

Porém, estudos de propagacdo clonal em A aculeata, ainda séo incipientes,
evidenciando a necessidade do aprimoramento da técnica para a espécie. Os Unicos
casos de sucesso com indugédo e regeneracdo de plantulas in vitro por embriogénese
somatica em A aculeata publicado até o momento foram relatados por Moura et al.
(2009), o qual foi o pioneiro na descricdo do processo de embriogénese soméatica na
espécie e por Luis e Scherwinski-Pereira (2014). Entretanto, segundo Moura et al.
(2009), o processo apresenta dificuldades para a multiplicagdo das massas
embriogénicas e para a maturacdo dos embrides somaticos, enquanto que Luis e
Scherwinski-Pereira (2014) ndo conseguiram estabelecer protocolo de sincronizacédo de
linhagens embriogénicas competentes, a fim de aumentar a taxa de plantas regeneradas.

A embriogénese somatica € um processo no qual células somaticas desenvolvem
estruturas semelhantes a embrides zigoéticos, denominados embries somaticos. Estes se
regeneram em plantas completas, seguindo padrées de diferenciacdo similares aos
embrides zigoticos. O embrido somatico € morfo-fsiologicamente similar ao embrido
zigGtico, apresenta estrutura bipolar, sistema vascular fechado, sem conexdo com o0s
tecidos adjacentes (Jiménez, 2001; Dodeman et al., 1997).

Vérios fatores podem influenciar o processo de embriogénese somatica, tais
como o0 genotipo, a fonte de explante, o meio de cultivo, o tipo e a concentracdo de
reguladores de crescimento (Vifias e Jiménez,)2@ gfeito significativo do genaotipo
no sucesso da embriogénese somatica sugere que fatores genéticos sdo primordiais na
determinacdo do nivel da resposta in vitro (Sané et al., 2012; Silva et al., 2012; Paim
Pinto et al., 2011; Henry et al., 1994). A influéncia do gendtipo em relacdo a capacidade
embriogénica é relatada na familia Arecaceae, sendo as espécies mais estudadas
Phoenix dactylifera (Sané, et al., 2012), Elaeis guineenses (Silva et al. eBH@}is
gasipaes (Steimacher et al., 2011b).

A inducdo de embriogénese somatica estd associada a utilizacdo de auxinas e

citocininas, principais reguladores de crescimento envolvidos no controle da divisao
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celular e diferenciacdo dos tecidos (Fehér et al., 2003). Dentre as auxinas mais
utilizadas na inducédo de embriogénese somética em palmaceas, pode ser citddlo o 2,4-

(Gueye et al., 2009; Saldanha et al., 2006; Eke et al., 2005; Ledo et al., 2002). Porém,
outras auxinas como o Picloram e o Dicamba tem se mostrado eficientes (Sanputawong
e Te-chato, 2011; Steinmacher et al., 2011; Maciel et al., 2010; Steinmacher et al.,

2007ab).

A combinacdo de auxinas e citocininas na inducdo de embriogénese s@matica
relatada para Elaeis guineensis (Rajesh et al., 2003), Phoenix dactylifera (Zouine et al.
2005) e Cocos nucifera (Pérez-Nufez et al., 2006). O BAP é a citocinina mais
comumente utilizada na inducéo de embriogénese somatica (Guedes et al., 2011; Maciel
et al., 2010; Zouine e Hadrami, 2007), porém a utilizacdo do 2iP também é eficiente na
formacdo de massas pro-embriogénicas (Khierallah e Hussein, A0KBayrie e Al-
Bahrany, 2012; Eke et al., 2005).

Os diferentes meios de cultura utilizados no processo de embriogénese somatica
diferem essencialmente na concentracdo dos macro e micronutrientes, vitaminas,
compostos organicos, fonte de carbono e outras substancias complexas, normalmente
especificas para cada etapa do processo e para a espécie utilizada. As formulacbes de
meio de cultura mais utilizadas para embriogénese somdinapalmaceas
compreendem o nee MS (Murashige e Skoog, 1962) (Balzon et al., 2013; Silva et al.,
2012; Thuzar et al., 2011; Guedes et al., 2011; Steimacher et al., 2011; Wang et al.,
2010) e o meio Y (Eeuwens, 1978) (Moura et al., 2009; Pérez-Nufiez et al.,; 2006
Fernando et al., 2003; Chan et al., 1998).

A embriogénese somética pode ser induzida, geralmente, a partir de qualquer
tipo de explante, tais como, gemas apicais (Khierallah e Hussein, 2013), inflorescéncias
(Guedes et al., 2011), raizes (Yang et al., 2010), embrides zigoticos imaturos (Maciel et
al., 2010) e maduros (Moura et al., 2009). A utilizacdo de embrides zigoticos é ponto de
partida para o desenvolvimento de protocolo de clonagem, por ser um tecido
ontogeneticamente mais jovem e consequentemente mais responsivo, 0 que reduz o
tempo para a obtencédo do processo (Thuzar et al., 2011; Abdullah et a).,EX32b
técnica é especialmente importante no desenvolvimento de protocolos para a clonagem
de matrizes de planta perenes, pois 0 comportamento da planta matriz ao processo de
clonagem pode ser predito a partir da resposta de seus embrides zigoticos
(descendentes), permitindo a formulagcéo de meios de cultura mais adequados para a sua

clonagem. Além disso, esse estudo possibilita selecionar matrizes mais responsivas a
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clonagem, eliminando genoétipos recalcitrantes nos programas de melhoramento
genético.

O sucesso do programa de clonagem de plantas via embriogénese somatica
depende da eficiéncia do protocolo em gerar grande numero de plantas. Essa eficiéncia
estd diretamente relacionada a capacidade do protocolo em proporcionar a alta
frequéncia de multiplicacdo de linhagens embriogénicas e a sua manutencao por longo

periodo de tempo.



2. OBJETIVOS

- Avaliar progénies de matrizes de A. aculeata de polinizacdo aberta quanto a resposta

ao processo de inducédo de embriogénese somatica in vitro;

- Aprimorar o processo de embriogénese somatica de A aculeata a partir de embrides
zigoticos para permitir a alta frequéncia de multiplicacéo das linhagens embriogénicas e
a sua manutencdo por longo periodo de tempo, sem a perda da capacidade de

regeneracgao.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Avaliacéo de progénies de matrizes de A. aculeata quanto a resposta a inducéo
de embriogénese somatica

3.1.1 Material vegetal e condi¢gbes de cultivo

Foram selecionadas 19 matrizes de A aculeata de populacdes naturais, em fase
produtiva, localizadas no municipio de Santa LuzMG, Brasil (19° 46' 11" S, 43° 51"

05" W, 751 m altitude) situado na zona metallurgica do Estado de Minas Gerais em
areas de pastagens margeadas por floresta subcaducifélia com alto grau de antropizacao.
A selecdo das matrizes foi realizada com base no indice de massa processéavel (IMP) dos
frutos (Manfio et al., 2011).

Foram obtidos 300 frutos de cada matriz, os quais foram secos a temperatura
ambiente para facilitar a separacdo da semente aderida ao endocarpo. Posteriormente,
60 sementes foram separadas por matriz para a obtencdo dos embrides zigéticos, os
quais foram denominados de familias de polinizacdo aberta. Os embribes zigoéticos
foram submetidos a tratamento de desinfestacdo com hipoclorito de sodio (NaClO) a 0,1
% por 10 min, e posteriormente, foram enxaguadas em agua deionizada estéril por trés

vezes, em condicdes assépticas.

3.1.2 Inducgédo de embriogénese somatica

Os embrides zigoticos obtidos foram inoculados individualmente em tubos de
ensaio (25 x 150 mm), contendo 10 mL de meio(Ereuwens, 1978), suplementado
com: 30 g [* de sacarose, 100 mg e mio-inositol, 100 mg t.de glutamina, 100 mg
L™ de arginina, 100 mg tde asparagina, 100 mg*lde &cido citrico, 1,0 g tde
caseina hidrolisada, 0,9 uM de 2iP (dimetil-alil-amino-purina) e solidificado com 2,0 g
L™ de Phytagel. Duas auxinas foram testadas nessaTia$g9,0 uM de Picloram
(Acido 4-amino-3,5,6-tricloro picolinico) €T1-2) 9,0 uM de Dicamba (Acido 3,6
dicloro-2-metoxybenzoico) (Tabela 1). O meio de cultura teve o pH ajustado para 5,7 *

0,01 antes de ser autoclavado por 20 min. a 121 °C e 1,5 atm.



Tabela 1: Tratamentos utilizados nas diversas fases de embriogénese somatica de A
aculeata para fins de clonagem

i Citocinina
Auxina (uM
L (1M) Putrescina Carvdo
Fases Trat. &
i - . (LM) (L)
Picloram Dicamba ANA GA; 2iP
nducs TI-1 9,0 - - - 0.9 - 5
nducgéo 12 ’ 90 ] _ 0 _ _
T™™-1 18,0 - - - - - R
o TM-2 360 - - ; ] . ]
Multiplicagéo
T™-3 - 18,0 - - - ] )
T™M-4 - 36,0 i i ) ] ]
Maturacéo TMA-L ) - 5,95 - 2,50 1000 3,0
i TMA-2 - - 055 - 0,25 1000 )
TG-1 - - - - - 1000 -
Germinacao 1G-2 ) } - - - 1000 -
¢ TG-3 - - - 055 0,25 1000 )
TG4 - - 055 - 0,25 1000 ]

Tl: Tratamento de inducdo; TM: Tratamento de multiplicacdo; TMA: Tratamento deagéh e TG:
Tratamento de germinagao.

O experimento foi conduzido em blocos casualizados em esquema fatorial 19 x
2, com 3 repeticbes. A parcela foi constituida de 10 tubos de ensaio vedados com
tampas de polipropileno, contendo um embrido zigético por tubo, oriundos de cada
familia. Os explantes foram mantidos em sala de cultura, no escuro, a 25 + 2 °C. Apoés
incubacdo os embrides zigoticos foram acompanhados semanalmente para averiguacao
de contaminagoes.

Aos 30 dias foi determinada a porcentagem de embrides intumescidos (El) e aos
90 dias a porcentagem de embrides calejad@AIE Apos esse periodo, osCBL
foram transferidos para placas de Petri de poliestireno (J. Pré&edsil) contendo 30
mL do mesmo meio onde foram originados. Posteriormente as placas de Petri foram
revestidas com filme plastico de cloreto de polivinila (Goode2éo Paulo, Brasil).

Aos 120 dias de inoculacdo os calos formados foram classificados em
embriogénicos e ndo embriogénicos, conforme Moura et al. (2009). Foi determinada a
porcentagem de explantes que formaram calos embriogénicos (CEM) e a taxa de
oxidagao (OXID), baseada no escurecimento total do explante. Posteriormente, os calos
embriogénicos foram subcultivados para placas de Petri de poliestireno com 30 mL do

mesmo meio onde foram originados, para a obtencao de linhagens embriogénicas (LES),



as quais foram devidamente identificadas. Apds 30 dias de incubagcdo, em mesmo
ambiente de induc&o foram avaliados o numero de LEs obtidas.

Para os dados dos caracteres avaliados foi realizada a analise de variancia
(ANOVA), exceto para o numero tl&s que foi realizada apenas anélise descritiva em

razdo da baixa taxa de formacéao nas familias.

3.1.3 Analise de agrupamento

Além da analise de variancia univariada (ANOVA) foi realizada analise
multivariada pelo método ndo hierarquico de otimizagcdo de Tocher, com base na
distancia euclidiana média padronizada, em cada meio de inducéo (TI-1 e TI-2) tendo
como base os caracteres El, ECAL, CEM e OXID. Utilizou-se, também, o critério de
Singh (1981) para quantificar a contribuicdo relativa desses caracteres para a

divergéncia genética.

3.2 Aprimoramento do processo de embriogénese somatica

3.2.1 Multiplicagéo das linhagens embriogénicas (LEs

O meio utilizado nessa fase do estudo foi composto de sais MS (Murashige e
Skoog, 1962), suplementado com: 30" fde sacarose, 100 mg'de mio-inositol, 100
mg L' de glutamina, 100 mgtde arginina, 100 mg tde asparagina, 1,0 g'lde
caseina hidrolisada e solidificado com 2,0yde Phytagel. O meio de cultura teve o
pH ajustado para 5,7 £ 0,01 antes de ser autoclavado por 20 min. a 121 °C e 1,5 atm.

Foram testadas nesse meio o efeito de duas auxinas (Picloram e Dicamba) em
duas concentracdes (18 e 36 uM) na multiplicagdo das LEs de quatro familias. As
familias objeto de estudo foram selecionadas baseadas no volume disponivel de massas
pré-embriogénicas (MPEs) para a montagem do experimento. As NWH3ELES, em
cada familia foram reunidashomogerizadas em placas de Petri de poliestireno, com
auxilio de pingca e bisturi de cabo fixo, formando uma MPE composta, a qual
representou cada familia no estudo. Trés por¢cbes de cinco mm de diametro dessas
MPEs foram repicadas para placas de Petri de poliestireno, sendo posteriormente

vedadas com filme plastico de cloreto de polivinila (Good/e®dio Paulo, Brasil).



O experimento foi conduzido em Delineamento Inteiramente Casualizado
(DIC), em esquema fatorial 4 x 2 x 2, sendo cada parcela experimental representada por
uma placa de Petri.

As placas de Petri foram mantidas em sala de cultura no escuro a 25 + 2 °C. Ao
final dos 45 dias foi quantificado o crescimento (baseado na diferenca do diametro
inicial e final da base das MPEs), a presenca de MPEs oxidadas (com escurecimento
total) e a diferenciacdo das MPEs em embrides somaticos.

A ANOVA foi realizada para o carater crescimento e para 0s caracteres presenca
de explantes oxidados e a diferenciacdo das LEs em embrides somaticos foi realizada

analise descritiva.

3.2.2 Maturacao e regeneracao de embribes somaticos

O meio utilizado nessa fase foi 0 meio de maturacdo (MMA) composto de sais
de MS (Murashige e Skoog, 1962) suplementados com 30dg Isacarose, 500 mg'L
de mio-inositol, 500 mg t de glutamina, 500 mgt.de arginina, 500 mg t de
asparagina, 500 mgLde casina hidrolisada, 1000 puM de putrescina e solidificado
com 2,0 g [* de Phytagel.

Duas composi¢cdes de meio de cultura e carvao ativado foram: TMA-1) MMA
5,5 uM de ANA + 2.5 uM de 2iP + 3,0 g L™ de carvéo ativado e TMA-NIMA + 0,55
uM de ANA + 0,25 uM de 2iP (Tabela 1). MPEs de aproximadamente cinco milimetros
de diametro foram repicadas para placas de Petri de poliestireno contendo 30 mL do
meio de cultura, sendo posteriormente vedadas com filme plastico de cloreto de
polivinila (Goodyeaf, S&o Paulo, Brasil).

O delineamento experimental utilizado nessa fase foi o DIC, em esquema
fatorial 4 x 2, sendo quatro familias e duas composi¢cdes de meio de cultura (TMA-1 e
TMA-2), com sete repeticObes. A parcela foi composta de uma placa de Petri de
poliestireno contendo trés MPEs, mantida por 60 dias em sala de cultivo a 25 + 2 °C,
com fotoperiodo de 16 h e irradidncia de 30 pumol m™s?, obtidos com lampadas
fluorescentes de 40 W.

A eficiéncia dos tratamentos foi avaliada por meio do niumero de embribes

somaticos regenerados (NER) e do niumero de embribes somaticos que germinaram



precocemente (GP). Foram considerados embrides somaticos regenerados os embrifes

alongados e de coloragao branca (Figuta 2
3.2.3 Germinacao e conversao dos embrides somaticos

Esta fase de estudo foi dividida em duas etapas: (1) germinacdo do embrido
somatico, caracterizado pelo alongamento do peciolo cotiledonar e (2) converséo,
caracterizada pela formacao da plantula.

A germinacdo do embrido somatico foi realizada em frascos de 300 mL,
contendo 30 mL de meio de cultura. A conversao, por sua vez foi realizada em tubos de
ensaio de 25 x 150 mm, contendo 10 mL de meio. Em ambas, as etapas, 0 meio de
cultura utilizado foi o MBM com 3,0 g'tde Phytagel.

Nessa fase foram testadas a presenca e a auséncia de reguladores de crescimentc
e duas concentracdes de sacarose, totalizando quatro tratamentos: TG-1) sem regulador
de crescimento com suplementacédo de 30'gld sacarose; TG-2) sem regulador de
crescimento com suplementacéo de 60'gle sacarose; TG)0,55 uM de GAz+ 0,25
uM de 2iP e TG-4) 0,55 uM de ANA + 0,25 pM de 2iP (Tabela 1). As duas etapas
foram conduzidas sofotoperiodo de 16 h e irradiancia de 30 umol m2s! obtido com
lampadas fluorescentes de 40 W a 30 £ 2 °C. A etapa de germinacédo foi conduzida em
DIC em esquema fatorial 4 x 4, sendo quatro familias e quatro tratamentos e composta
por quatro repeticdes. A parcela experimental foi representada por um frasco de 300 mL
contendo trés grupos de embrides somaticos maturados, sendo avaliado o numero de
embrides germinados (NEG) apés 30 dias de incubacdo. Na segunda etapa, os embriées
germinados foram individualizados e inoculados no mesmo meio da primeira etapa de
forma que o haustorio ficasse inserido no meio de cultura (Figura 2E), permanecendo
por mais 30 dias nessa condigao.

3.3 Analise histoldgica

Amostras de cada etapa da embriogénese somatica de A aculeata foram
coletadas e fixadas em FAZA(Johansen, 1940) por 48 horas sob vacuo e conservadas
em alcool etilico 70%. Em seguida foram desidratadas em série etilica crescente e em
seguida feita a inclusdo em metacrilato (historesina, Leica) de acordo com as
recomendacgfes do fabricante. Na sequéncia, as amostras foram seccionadas em cinco

pm em microtomo rotativo e os cortes corados em azul de toluidina (O’Brien et al.,
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1964) por 15 minutos, lavados em agua corrente e secos a temperatura ambiente. As
laminas foram montadas em resina sintética (Permount) e para a observagdo e

documentacéo foi utilizado Fotomicroscépio Olympus Ax70.
3.4 Analise dos dados

As andlises de variancia e a analise de agrupamento foram realizadas cmndauxil
programa GENES (Cruz, 2013) e as médias comparadas pelo tésteydé=0,05).

4. RESULTADOS

4.1 Avaliacao de progénies de matrizes de A. aculeata quanto a resposta a inducao
de embriogénese soméatica

4.1.1 Inducéo de embriogénese somatica

Os embriBes zigéticos maduros (Figura 2A) das 19 familias ndo apresentaram
contaminacgBes biolégicas ou oxidacdo nos primeiros 30 dias de inoculacdo. Estes
resultados indicam que o processo de desinfestacdo foi eficaz e ndo causou danos ao
explante. Em todas as familias foi observado, inicialmente, o intumescimento do
embrido zigo6tico por volta dos sete dias e aos 12 dias foi possivel perceber o
rompimento da regido proximal do embrido (Figura 2B). Posteriormente, observou-se
calos nessa regidao. Foi verificada a formacédo de dois tipos de calos, denominados
embriogénicos e ndo embriogénicos. Os calos embriogénicos tinham aparéncia nodular
e coloracao amarelada (Figura 2C), enquanto os ndo embriogénicos eram esponjosos e
de coloracéo branca.

Durante o processo de indugcdo de embriogénese somatica as diferentes familias
objeto deste estudo apresentaram respostas significativamente diferentes para o0s
caracteres El, ECAL e OXID (Tabela 2). Estes resultados indicam que as 19 familias
apresentam variabilidade quanto a responsividade in vitro. Para todos os caracteres
avaliados (El, EAL, CEM e OXID) houve significancia para o efeito de meios de
cultura (Tabela 2).

O meio suplementado com Picloram (TI-1) foi mais eficiente em relagédo aos

caracteres El, ECAL, CEM, para as familias testadas, os quais apresentaram valores de
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60%, 46% e 15%, respectivamente, enquanto que para o meio suplementado com
Dicamba (TI-2) esses valores foram de 52%, 39% e 6%. Um incremento de 2,5 vezes
pode ser observado para CEM no TI-1, em relacabl-@o Ja em relacdo a OXID dos

explantes, dl-2 foi 1,6 vezes superior, comparado com o TI-1 (Tabela 3).

Tabela 2. Resumo da analise de variancia (ANOVA) dos caracteres porcentagem de
embrides intumescidos (El), porcentagem de embrides calejados (ECAL), porcentagem
de formacédo de calos embriogénicos (CEM) e porcentagem de oxidacdo dos explantes

(OXID) avaliados em embrides zigoticos maduros em 19 familias de A. aculeata

Fv GL El ECAL o CEM OXID
Blocos 2 3498,245 1111,403 316,667 195,614
Familias (F) 18 1324,658*  793,274*  201,656° 391,325*
Meios (M) 1  1937,719*  1621,929*  3371,930*  4176,316*
FxM 18 222,904° 288,596° 125,633 335,575°
Residuo 72 297,344 400,592 122,973 220,8393
Média 55,701 42,540 9,820 25,700
CV(%) 30,957 47,045 112,873 57,820

CV = Coeficiente de variacati;N&o significativo; * e ** significativo em nivel de 5 e 1% de
probabilidade pelo teste F.

A avaliacdo da EIl aos 30 dias apés a incubacao indicou ser a familia 1 a mais
respondente, com média de 80%, enquanto que a familia 18 apresentou a menor média
(28,33%) (Tabela 3). Para os caracter€AE e OXID, embora o teste F tenha
apontado diferenca significativa (Tabela 2), ndo foi verificada diferenca entre as médias
pelo teste de Tukey (Tabela 3). Os maiores valores de ECAL foram observadok no TI-
nas familias 2 e 1 (73,33 e 73%), respectivamente. A familia 1 também apresentou a
maior porcentagem de CEM (40%). Apesar do efeito de familia n&o ter sido
significativo para CEM, foi observado valor 27 vezes superior para a familia 1 em
relacdo a familia 18 (Tabela 3). Dentre as 19 familias, as que apresentaram as maiores
OXID foram as familias 5 e 10 (40%) (Tabela 3). A relac&AKEEI foi mais
favoravel para a familia 18, em relacdo as demais familias, apreses¢éeh@ovezes
superior ao valor da familia 17, de menor desempenho (Tabela 3). Para a relagéao

CEM/ECAL também pode ser observada variacdo entre as familias, apresentando os
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maiores valores nas familias 1 e 7. A familia 18, a qual apresentou a maior taxa na
relacdo EEAL/EI, exibiu uma taxa nula para a relacdo CERIAE (Tabela 3).

A formacédo de LE iniciou-se ap6s 10 dias de inoculacdo no meio de inducao,
apresentando formato granular, coloracdo amarela transllcida, alto grau de proliferacéo
e formacéo de mucilagem na base das MPEs, as quais tinham contato direto com o meio
de cultura (Figura 2D). Das 19 familias testadas, 16 formaram LEs (Tabela 4). Quanto a
producao total deEs, o DicambaTI-2) foi mais eficiente, induzindo maior formacao
de LEs em relacdo ao Picloram (TI-1) (Tabela 4). As familias mais responsivas ha
ordem decrescente para a producao de LEs foram: 1, 9, 4, 5, 13, 14, todas apresentando
valores maior ou igual a trés LEs (TabeJaRbr outro lado, as familias 6, 16 e 18 ndo

obtiveram sucesso na obtencao de LEs.
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Tabela 3. Respostas fenotipicas in vitro quanto a porcentagem de embrides intumescidos (El), porcentagem decalejaits (ECAL),
porcentagem de formacao de calos embriogénicos (CEM), porcentagem de oxidacao dos explantes (OXID) e as relacdes EKIATRAILe C
avaliados em embrides zigoticos maduros em 19 familias de A aculeata em dois meios de inducédo (Picloram e Dicamba)

Caracteres
" El ECAL CEM OXID ECAL/ CEM/
Familias Meios Meios Meios Meios El ECAL
TI-1 TI-2 Média TI-1 TI-2 Média TI-1 TI-2 Média TI-1 TI-2 Média
1 83,33 76,66 80,00a 73,00 43,33 58,00a 40,00 13,33 27,00 10,00 33,33 22,00a 0,73 0,47
2 80,00 73,33 77,00ab 73,33 46,66 60,00a 16,66 03,33 10,00 16,66 46,66 32,00a 0,78 0,17
3 70,00 66,66 68,00ab 63,33 40,00 52,00a 20,00 10,00 15,00 03,33 43,33 23,00a 0,76 0,29
4 80,00 63,33 72,00ab 63,33 50,00 57,00a 20,00 13,33 17,00 13,33 30,00 22,00a 0,79 0,30
5 60,00 53,33 57,00ab 43,33 30,00 37,00a 03,33 06,66 5,00 50,00 30,00 40,00a 0,65 0,14
6 66,66 60,00 63,00ab 53,33 46,66 50,00a 23,33 10,00 17,00 13,33 23,33 18,00a 0,79 0,34
7 46,66 30,00 38,00ab 36,66 33,33 33,00a 23,33 03,33 13,00 10,00 26,66 18,00a 0,87 0,40
8 50,00 53,33 52,00ab 40,00 43,33 42,00a 16,66 03,33 10,00 06,66 43,33 25,00a 0,81 0,24
9 66,66 50,00 58,00ab 46,66 46,66  47,00a 16,66 13,33 15,00 26,66 20,00 23,00a 0,80 0,32
10 80,00 40,00 60,00ab 60,00 30,00 45,00a 16,66 03,33 10,00 36,66 43,33  40,00a 0,75 0,22
11 56,66 53,33 55,00ab 43,33 30,00 37,00a 10,00 06,66 08,00 26,66 36,66 32,00a 0,67 0,22
12 50,00 33,33 42,00ab 33,33 33,33  33,00a 20,00 03,33 12,00 26,66 30,00 28,00a 0,80 0,36
13 66,66 50,00 58,00ab 33,33 46,66  40,00a 06,66 10,00 08,00 26,66 40,00 33,00a 0,69 0,20
14 63,33 40,00 52,00ab 53,33 33,66 45,00a 23,33 03,33 13,00 20,00 23,33 22,00a 0,87 0,30
15 63,33 60,00 62,00ab 50,00 43,33  47,00a 13,33 00,00 07,00 23,33 43,33 33,00a 0,76 0,15
16 36,66 40,00 38,00ab 30,00 30,00 30,00a 06,66 00,00 03,00 13,33 23,33 18,00a 0,78 0,10
17 30,00 30,00 30,00ab 16,66 16,66 17,00a 06,66 03,33 05,00 16,66 06,66 12,00a 0,56 0,30
18 23,33 33,33 28,0(b 20,00 33,33 27,00a 00,00 00,00 00,00 10,00 20,00 15,00a 0,94 0,00
19 63,33 73,33 68,00ab 46,66 60,00 53,00a 10,00 00,00 05,00 23,33 40,00 32,00a 0,78 0,10
Média 60,00 A 52,00B 46,00 A 39,00B 15,00 A 06,00B 20,00 B 32,00 A

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna ndentdstatisticamente pelo teste de TUKEY em nivel de 5% de probabilidade e médias seguidas pela letr
mailscula na linha ndo difem estatisticamente pelo teste F em nivel de 5% de probabilidade, considerandoazdea car
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Tabela 4. Porcentagem de linhagens embriogénicas )ldbsidas em dois meiosed

inducéo a partir de embrides zigéticos mademd 9 familias de A aculeata

LEs
Familias Meios Total
Picloram (TI-1) Dicamba (T1-2)
1 3,33 (01 13,33 (04) 16,66 (05)
2 3,33 (01) 0,00 (0) 3,33 (01)
3 3,33 (01) 3,33 (01) 6,66 (02)
4 3,33 (01) 6,66 (02) 10,00 (03)
5 3,33 (01) 6,66 (02) 10,00 (03)
6 0,00 (0) 0,00 (0) 0,00 (0)
7 3,33 (01) 3,33 (01) 6,66 (02)
8 3,33 (01) 0,00 (0) 3,33 (01)
9 3,33 (01) 10,00 (03) 13,33 (04)
10 3,33 (01) 3,33 (01) 6,66 (02)
11 0,00 (0) 6,66 (02) 6,66 (02)
12 3,33 (01) 3,33 (01) 6,66 (02)
13 0,00 (0) 10,00 (03) 10,00 (03)
14 6,66 (02) 3,33 (01) 10,00 (03)
15 6,66 (02) 0,00 (0) 6,66 (02)
16 0,00 (0) 0,00 (0) 0,00 (0)
17 0,00 (0) 3,33 (01) 3,33 (01)
18 0,00 (0) 0,00 (0) 0,00 (0)
19 6,66 (02) 0,00 (0) 6, 66 (02)
Total (16) (22)

! Valores entre parénteses representam o namero de LE obtidas.

4.1.2 Analise de agrupamento

As 19 familias estudadas foram agrupadas em 5 grupos diferentes em relacéo as
respostas ao PicloranTl¢l) pelo método de agrupamento de Tocher (Tabela 5),
indicando que ha variabilidade entre as familias de A aculeata quanto a resposta ao
tratamento de inducdo de embriogénese somaética in vitro.

O grupo 1 reuniu o maior numero de familias (13), seguido pelo grupo 2 com
trés familias. As familias 5, 10 e 1 seguiram isoladas, constituindo os grupos 3, 4 e 5,
respectivamente. O grupo 5 (familia 1) se destacou por apresentar os maiores valores de

El, ECAL e CEM. Ja o grupo 2 reuniu as familias de menor desempenho quanto a estes
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caracteres (Tabela 5). Quanto a contribuicdo dos caracteres na estimativa da
divergéncia, destacan-se a El e a ECAL com 27,38% e 27,60%, respectivamente. J& 0
carater CEM contribuiu com 18,26%.

Quando as 19 familias foram submetidas ao Dicanitbeé?)( estas foram
agrupadas em 4 grupos distintos, que diferiram dos grupos formados quando
submetidos ao TI-1. O grupo 1 foi constituido por 9 familias, seguido do grupo 2 com 6
familias, grupo 3 com 3 familias e o grupo 4 com apenas uma familia (BbAk
dispersdes graficas dos grupos formados sdo apresentadas na figura 1.

O grupo 2 se destacou por apresentar 0os maiores valores para CEM,
diferentemente do observado para o grupo 3, o qual apresentou 0s menores valores para
0 mesmo carater. A familia 17 foi a mais divergente no meio contendo Dicatrba (
(Tabela 5), com menores valores para El, ECA e OXID. Para o meio contendo Dicamba
(T1-2), os caracteres CEM e EIl foram os mais que contribuiram para a divergéncia, com
valores de 42,87 e 35,75%, respectivamente.

Tabela 5. Agrupamento das 19 familias de A aculeata pelo método de otimizacdo de

Tocher, com base nas distancias euclidianas médias padronizadas a partir dos
caracteres: porcentagem de embrides intumescidos (El), porcentagem de embrides
calejados (ECAL), porcentagem de calos embriogénicos (CEM) e porcentagem de

oxidacdo dos explantes (OXID) em dois meios de inducdo suplementados com Picloram
(TI1-1) e DicambaTl-2)

Meios  Grupos Familias

1 1519 11 9 13 12 14 6 8 7 4 3 2
. 2 16 17 18
Picloram
my 32

4 10

5 1

1 7 12 14 16 18 5 11 10 8
Dicamba 2 6 9 4 1 13 3
(T1-2) 3 2 15 19

4 17
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Figura 1: Dispersdo grafica do agrupamento obtido pelo método de otimizacdo de

Tocher, com base nas distancias euclidianas médias padronizadas a partir dos
caracteres: porcentagem de embrides intumescidos (El), porcentagem de embrides
calejados (ECAL), porcentagem de calos embriogénicos (CEM) e porcentagem de

oxidagdo dos explantes (OXID) em dois meios de inducdo suplementados com A)

Picloram (TI-1) e B) Dicamba (TI-2).
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Tabela 6. Contribuicdo relativa, pelo método de Singh (1981), dos caracteres

porcentagem de embrides intumescidos (El), porcentagem de embrides calejados
(ECAL), porcentagem de calos embriogénicos (CEM) e porcentagem de oxidacdo dos
explantes (OXID) em dois meios de inducéo (TI-1 e TI-2), para a diversidade genética

de 19 familias de A aculeata

Sj (%)
Caracteres Meios de Inducéo
Picloram (TI-1) Dicamba (T1-2)
El 27,38 35,75
ECA 27,60 18,49
CEM 18,26 42,88
OXID 19,95 24,64
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Figura 2: Embriogénese somatica in vitro a partir de embrides zigdticos maduros &cnléata A—
Partes constituintes do fruto de A aculeata, destacando-se o embrido Zginieoda seta) utilizado
como fonte de explant® — Embrido zigético maduro aos 12 dias no meio de indu¢deCalo aos 35
dias com potencial embriogénico formado na regido proximal do embrido zjgbticoLinhagem
embriogénica ao30 dias em meio de indugéo, sugerindo a presenc¢a de mucilagem (paeia)da —
Linhagem embriogénica em meio de multiplicagcdo, também sugerindo moti(ageta de setaf —
Diferenciacdo dos embrides somaticos da familia 19 aos 45 dias em eneiwldplicacdoem
concentracao de 18V de Dicambaep epicarpome mesocarpoen endocarpoamaméndoaezembrido

zigético; rp regido proximakd regido distal. BarraA =20mmB, C =10 mm;D - F =3 mm.
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4.2 Aprimoramento do processo de embriogénese somatica

4.2.1 Multiplicacédo das linhagens embriogénicas (LEs

A multiplicacdo e a manutencdo dbaEs (Figura 2E) foram obtidas com
sucesso, porém de forma assincronica. Apos 45 dias em meio de multiplicacédo as MPEs
mais que duplicaram de diametro em todos os tratamentos testados. Entretanto,
observou-se interacdo entre concentracdo de auxinas e familias quanto ao crescimento
das MPEs. A concentracdo mais elevada de auxingeM3@eduziu o crescimento das
MPEs em 20,29% na familia 9 (Tabela 7).

Tabela 7: Crescimento médio das massas pro-embriogénicas (MPEs) baseado na
diferenca do diametro inicial e final das MPEs nas duas concentracfes de auxinas

testadas, avaliadas em embrifes zigoticos madunagiatro familias de A aculeata

Concentracoes das auxinas (uM)

Familias
18 36
9 6,85 aA 5,46 aB
12 6,71 aA 6,60 bA
13 6,28 aA 6,67 bA
19 6,58 aA 6,27 abA

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem estatisticamente gldl tdsty
em nivel de 5% de probabilidade e médias seguidas pela mesma letra mailscuia naodlidiferem
estatisticamente pelo teste F em nivel de 5% de probabilidade.

A formacdo prematura de embrides (Figura 2F) foi observada na menor
concentracdo de Dicamba (TM-3) na familia 19 (66,66%), mas ndo nas demais familias
estudadas ou em maior concentracdo do regulador de crescimepdd)(36s familias
12 e 19 foram mais susceptiveis a oxidacdo, notadamente no TM-4, apresentando
valores de 77,77% e 33,33%, respectivamente, o que prejudicou o processo ciclico de
proliferacdo de MPEs. Ja em TM-1, as MPEs de todas as familias apresentaram
crescimento exuberante com maior sincronizagéo e sem sinal de oxidagdo. As MPEs
formadas nesse tratamento foram mantidas nessas condi¢cdes por mais de 24 meses sen

perder a capacidade de multiplicacdo e a competéncia em regenerar embrides somaticos.
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4.2.2 Maturacéo e regeneragdo dos embrides somaticos

A fase de maturacdo e regeneracdo caracterizou-se pelo desenvolvimento e
mudanca na colora¢do das MPEs de amarelo transltcido para branco opaco (Figura 3A)
que gradativamente ganhou forma, originando dezenas de embrides somaticos.

O numero de embribes regenerados (NER) variou em funcdo do tratamento
aplicado e da familia estudada, sendo observada interacédo significativa entre estes
fatores. De modo geral, a familia 19 e 9 obtiveram melhor desempenho no NER,
quando comparadas as demais familias no TMA-1 (Tabela 8). Contudo, ho TMA-2, as

familias 19 e 9 apresentaram reducdao significativa do NER, em relagdo ao TMA-1.

Tabela 8. Numero médio de embribes regenerados (NER) e embrides germinados

precocemente (GP) de quatro familias de A aculemtdois tratamentos de maturacéo

Tratamentos
Familias TMA-1 TMA-2
NER GP NER GP
9 31,50abA 11,00 aA 18,83 abB 1,16 aB
12 14,33 cA 1,83 bA 13,16 bcA 0,83 aA
13 26,33 bcA 2,00 bA 23,00 aA 1,50 aA
19 40,16 aA 3,83 bA 6,83 cB 0,00 aA

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao diferem estatisticamente peld tbstg
em nivel de 5% de probabilidade e médias seguidas pela mesma letra mailscula naolidiieem
estatisticamente pelo testem nivel de 5% de probabilidade.

O numero de embrides somaticos que germinaram precocemente (Figura 3B) na
fase de maturacédo e regeneracao variou em funcdo do tratamento aplicado e da familia
estudada, sendo observada interacdo significativa entre estes fatores. A familia 9
apresentou o maior numero de GP no TMA-1, em relagdo as demais familias, sendo
observada diferenca superior a seis vezes, em relagéo a familia 12 (Tabela 8). O numero
de GP foi reduzido no TMA-2, ndo sendo observada diferenca significativa entre as

familias (Tabela 8).
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4.2.3 Germinagéo e conversdo dos embrides somaticos

A maior parte dos embrides somaticos estabelecidos nos quatro tratamentos
testados iniciou a sua germinacdo aos 10 dias, alongando-se e formando o peciolo
cotiledonar e o haustorio (Figura 3C), assemelhando-se as estruturas germinativas de
um embrido zigotico (Figura 3D). Os embrides somaticos germinados apresentaram-se
com coloracéo verde opaca (Figura 3D) ou bege translicida, sendo isso observado em
todas as familias e tratamentos testados. Foi verificada a presenca de embrides fundidos
nas familias 9 e 12 (Figura 3D).

As diferentes familias apresentaram NEG distintos nos diferentes tratamentos
testados, mostrando que ndo ha um meio de germinacdo que possa garantir a
germinacdo de todas as familias de maneira uniforme (Tabela 9). Entretanto, a maior
média de NEG foi observada na familia 9, no meio TG-3 (Tabela 9).

Aos 15 dias da individualizacdo (Figur&)3os embrides somaticos, em sua
maioria, emitiram radicula e posteriormente a parte aérea, contudo, alguns embrides

formaram exclusivamente raizes ou parte aérea, apresentando-se incompletos.

Tabela 9. Resposta fenotipica in vitro em relagdo ao niumero de embrides soméaticos
germinados (NEG) apés 30 dias ideubacédo, em quatro familias de A aculeata em

diferentes tratamentos de germinacéo

_ NEG
Familias
TG-1 TG-2 TG-3 TG-4
9 15,25 aAB 11,00 abB 19,00 aA 17,25 aAB
12 12,25 aA 17,25 aA 14,25 abA 14,00 abA
13 10,75 aAB 5,50 bB 15,25 abA 8,25 bAB
19 13,00 aA 16,75 aA 11,25 bA 13,25 abA

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e médias seguidas pela mesaiasetta na
linha ndo diferiem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

A formacdo das plantulas foi observada a partir de embrides que possuiam
coloragéo verde opaca e um unico peciolo cotiledonar com haustorio (Figura 3E). As
plantulas obtidas foram transferidas para meio de enraizamento para promover maior

formacdao de raizes. Nas familias 9 e 19 foi observada a formacgao de novas raizes aos 15
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dias, porém ainda em quantidade insuficiente. As plantulas foram transferidas para casa
de vegetacéo para a aclimatizacéo (Figura 3F), onde se encontram atualmente.
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Figura 3: Processo de embriogénese somatica e regeneracao de plantulas in aftiode gmbrides
zigbticos maduros em A. aculeat® — Embrides somaticos maturados (ponta de seta) aos 60 dias em
meio de maturacdB — Germinacao precoce (ponta de seta) em embrides sométicos da familB09 aos
dias em meio de maturacd®;— Germinacado dos embrides somaticos aos 30 dias de inocllado
Embrido zigético e somaticos germinan¢m) Germinacdo ex vitro do embrido zig6tico aos 15; di@s
Embrido somatico germinado apresentando alongamento do peciolo cotiledonaustiridie presenca
do primérdio radicular aos 15 djag) formagdo de embrides sométicos fundidom a presenca de
primordio radicular aos 15 diagd) embrido somatico com germina¢do completa aos 30Q Hias
Embrides soméaticos germinados na segunda fase de germinagcao conmgaptesgeciolo cotiledonar
plimula, primdérdio radicular e embrido bifurcado apresentando doigdhiassF — Plantas regeneradas
aos 60 dias em meio de germinacd@m fase de aclimatacdo em casa de vegetaegdloaustério;pc

peciolo cotiledonar; pl plumula; pr primérdio radicular. BakasC =3 mm;D, E= 10 mm.
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4.3 Andlise histologica

4.3.1 Inducéo de embriogénese soméatica

A analise histolégica dos explantes ho momento da inducdo revelou que as
regides proximal (Figura 4A) e distal (Figura 4B) apresentaram organizacao celular
homogénea e sem oxidagdo nos explantes. A regido proximal € formada pelo eixo
embrionério, composta pela plimula e corddes procambiais (Figura 4A). A porgédo
distal do embrido de A aculeata € composta pelo haustério (cotilédone) e apresenta
invaginacdes na porcao superior (FiguBl.4

Apébs 120 dias em meio de inducgdo, observou-se o0 mesmo padrédo de inducdo em
relacdo aos dois meios testados, porém as regifes distal e proximal apresentaram
respostas diferenciadad parte mais periférica da regido distal apresentou células
menores, enquanto a presenca de células fenolizadas foi observada na porcdo mais
central (Figura 4C), porém, sem grande diferenciacdo ceMNkregido proximal,
setores compostos por células menores com caracteristicas de células meristematicas,
com o citoplasma denso e alta relacdo nucleo/citoplasma foram formados (Figura 4C) e
sendo observados por toda a regido proximal (FigDja 4

Divisbes periclinais das células da protoderme contribuiram para o
intumescimento do embrido zig6tico e para o crescimento das células no interior do
explante, ocasionando colapso de parte da regido proximal (Figiraortle o

isolamento dos setores também ocorreu (Figura 4E).

4.3.2 Multiplicagéo das linhagens embriogénicas (LEs

A avaliacdo histologica realizada em corte longitudawaiaior eixo da MPEs
aos 165 dias ap0s a indugdo permitiu observar uma porc¢ao superior formada por setores
meristematicos, enquanto que a porcado inferior, em contato com o meio, apresentou
células fenolizadas (Figura 4F). Essas caracteristicas foram observadas em todas as
familias que apresentaram a formacéo das LEs. Em corte transversal da porcéo superior,
também aos 165 dias, foram observados esses setores com células meristematicas no

interior da estrutura (Figura 5A).
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4.3.3 Maturacéo e regeneragdo dos embrides somaticos

Aos 225 dias apés inducéo, os embribes somaticos em meio com carvao ativado
foram observados com protoderme evidente e formacéo de corddes procambiais (Figura
5B). Em corte longitudinal, os embrides somaticos formados em meio sem carvao
ativado apresentam uma protoderme menos desenvolvida, apesar de apresentar 0s
corddes procambiais fechados sem conexado com o tecido de origem (Figura 5D).

Uma camada mucilaginosa rica em polissacarideos foi observada na superficie
da protoderme dos embrides somaticos incubados na presenca (Figura 5E) e auséncia de
carvao ativado (Figura@®. Estbmatos também foram observados em corte transversal

do embrido somatico (Figura 5F).

4.3.4 Germinagéo e converséo dos embrides somaticos

A Figura 6A mostra o corte longitudinal do embrido somatico na primeira etapa
da germinacédo aos 30 dias apoés inoculagdo. Podem ser observadas trés regifes: o tergo
superior formado pelo haustério (ha), o médio formado pelo peciolo cotiledonar (pc) e o
inferior formado pelo primérdio radicular (pr). No terco superior é possivel per@eber
presenca de invaginacfes. As células nessa regido sdo maiores vacuolizadas com
paredes finae com espacos intercelulares evidentes (Figura 6B). O terco médio é
formado por células menores e com corddes de procambio evidentes (Fyyrar 6
todo embrido somatico. No terco inferior, inclusdes citoplasmaticas (rafides) foram
observadas nas células mais periféricas (FiglDa @&s rafides sdo encontradas

margeando toda a estrutura do embrido soméatico e mais evidentes do terco inferior.
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Figura 4: Histologia das fases de embriogénese somatica in vitro em A aculeat® — Embrido
zigbtico maduro antes da inducd®;- Embrido zigbtico aos 120 dias de inducdo apresentando a regido
distal menos diferenciada em relacdo a proximal e presenca de compostossfedlegido mais central
(ponta de seta amarela) e células menores na regido mais periféricad@aeta pretal) — Regido
proximal do embriéo zigotico aos 120 dias de inoculagdo em meio wigAmdpresentando células com
caracteristicas meristematicas (ponta da s&a);Formacéo de novas camadas de células a partir da
protoderme (ponta da seta preta) e regido com células fenolizadas (pmeta danarela) aos 120 de
inducdo;F — Plano transversal dos setores com células meristematicas na regido mais pecritzes
fenolizadas na regido mais interna formados aos 165 dias de ingupiionula;rp regido proximalyrd

regido distaljn invaginagdessm setores meristematicos células fenolizadas. Barrés- F = 400um .

29



SN

N 5
o
R

oy
0

Nex

Lacwse

X\l

o

30



Figura 5. Histologia das fases de embriogénese somatica in vitro em A acWeat8orte horizontal

dos setores com células meristematicas aos 165 dias de inducdo na rfagéptieacéo; B — Plano
transversal de embrides somaticos aos 225 dias de indu¢cdo em meiordeduatam carvao ativadg;

— Detalhe da protoderme do embrido somatico em meio suplementado com ativedo com a
presenca de uma camada espessa de mucilagem (ponta d@® setBlano longitudinal de embrides
sométicos aos 225 dias de inducdo em meio de maturacdo sem caado; Btiv Detalhe da regido
distal do embrido somatico da familia 9 na auséncia de carvao ativado com a cansadalgada de
mucilagem (ponta da setdy;— Plano longitudinal do embrido somatico da familia 9 evidenciando a
presenca de estbmatos (ponta da seta) na epiderme; sm setores meristematcddes de procamhio

mc mucilagemgep epidermepsestdmato. Barra&, B, D = 400um; C, F = 100 um e E =200 um.
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Figura 6: Histologia da germinacdo do embrido somatico de A aculeata representado fieldl éar

— Plano longitudinal do embrido somético germindgie; Regido do haustério a89 dias de inducdo na
fase de germinacéo, evidenciando as células vacuolizadas e com grandes espzeiatanete(ponta de
seta);C — Plano horizontal da regido do peciolo cotiledonar evidenciando os cordéesatalpoo(ponta
de seta)D — Plano horizontal da regido do primérdio radicular e com detalhe da regis@xtzina, a
coifa (ponta de setalg — Detalhe das rafides no interior das céluleshaustoériopc peciolo cotiledonar;
pr primordio radicularpt protodermemf meristema fundamentatp cordées de procambiof rafides.
BarrasA =20mm, B, C, D=400um C, D= 400um; E = 100um
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho é pioneiro na obtencdo e manutencdo de linhagens
embriogénicas em A aculeata, tendo ainda como adicional a andlise da resposta in vitro
de diferentes familias de polinizag&o aberta.

Em plantas perenes, diversos fatores dificultam o emprego de técnicas
convencionais de melhoramento genético. Dentre estes, destacam-se o longo periodo
juvenil, a complexa analise dos descendentes - devido as dificuldades de controle nos
processos de polinizagédo e fecundacéo, a alta heterozigosidade dos indivémps
necessario para a obtencdo de variedades melhoradas (Golle et g)., Ne&@
contexto, 0 uso de técnicas biotecnoldgicas € crucial para 0 sucesso nos programas de
melhoramento destas espécies. A técnica de cultivo in vitro, em especial a embriogénese
somatica é capaz de produzir clones e acelerar esse processo de melhoramento.

No caso da A aculeata, em que informacfes a respeito da cultura in vitro séo
incipientes, o desenvolvimento de um protocolo de clonagem a partir de embrides
zigdbticos é ponto de partida para a clonagem a partir de outras fontes de explantes, bem
como predizer o meio de inducdo para a clonagem de matrizes elites. A utilizacdo de
embrides zigoticos, por ser um tecido mais jovem e responsivo, reduz o tempo para a
obtencéo do processo de clonagem. As informacdes sobre a capacidade embriogénica in
vitro de familias de polinizacao aberta, a partir de embrides zigo6ticos também servem de
base para a selecdo das familias mais competentes, além da predicdo da capacidade de
planta matriz em transmitir essa caracteristica para 0s seus descendesa#es. Es
informacfes sdo a base para a selecdo de matrizes competentes in vitro para serem
utilizadas em cruzamentos com matrizes de alta producdo de 6leo, visando o
melhoramento genético dessa palmeira.

Existem diversos fatores que influenciam a ES em palméaceas, com destaque
para o genotipo, o tipo e o estado de desenvolvimento do explante, os meios de cultivo e
os reguladores de crescimento (Vifias e Jiménez, 2011). Os reguladores de crescimento
aqui utilizados foram eficientes na inducdo de calos embriogénicos e obtencédo de
linhagens embriogénicas nos explantes de A aculeata. As auxinas e citocininas s&o os
principais agentes na regulacdo da divisdo e diferenciacdo celular (Fehér et al., 2003).
As auxinas sao essenciais para a formacédo de MPEs e Dudtis et al. (1991) afirmaram

gue a reprogramacao celular que induz a ES é a principal funcdo das auxinas.

35



A influéncia das auxinas na inducdo de ES sao reportadas em varias espécies:
Phoenix dactylifera (Gueye et al., 2009), Elaeis guineensis (Thuzar et al., 2011),
Passiflora edulis (Paim Pinto et al., 2011) e Curcuma amada (Raju et al., 2013). Apesar
da auxina 2,4-D ser a mais utilizada para induzir a ES em palméaceas (Gueye et al.,
2009; Saldanha et al. 2006; Eke et al., 2005; Ledo et al., 2002), outras auxinas como o
Picloram e o Dicambaém se mostrado eficientes na indugédo em representantes da
familia botanica Arecaceae (Sanputawong e Te-chato, 2011; Steinmacher et al., 2011;
Maciel et al., 2010; Steinmacher et al., 2007a e b).

Baixa concentra¢ao de Dicamba (9 uM) ¢ eficaz na indugdo de calos primarios,
tanto em embrides zigo6ticos de Elaeis guineensis, quanto em inflorescéncias de Bactris
gasipaes (Chehmalee e Te-chato, 2008; Steinmacher et al., 2007b). Silva et al. (2013),
trabalhando com embrides zigéticos maduros de Elaeis guineensis, induziram ES com
uma alta concentrac¢ao de Picloram (450 uM), enquanto Moura et al. (2009), induziram
a ES em A aculeatam uma concentragdo reduzida da mesma auxina (9 uM), no
mesmo tipo de explante, resultando na obtencédo de embrides somaticos.

Conforme Moura et al. (2009), calos com capacidade embriogénica foram
obtidos, em meio suplementado com Picloram, porém ndo obtiveram sucesso na
evolucao das demais fases. Foi relatado que a multiplicacdo das células embriogénicas e
a regeneracado dos embrides somaticos ndo foram satisfatorias apresentando dificuldades
no amadurecimento desses embrides. Porém, Luis e Scherwinski-Pereira (2014)
induziram calos embriogénicos em A aculeata com maior eficiéncia utilizando baixa
concentracdo de 2,4-D (1,5m{l. mas apresentaram dificuldade na multiplicacéo das
linhagens embriogénicadNo presente trabalho foi possivel a otimizacdo do protocolo
de ES em A aculeata obtendo-se calos e linhagens embriogénicas (Figura 1C, D e E)
em meio suplementado com as duas auxinas testadas. Esse fato pode estar relacionado
com a inclusédo da citocinina ao meio suplementado com auxina, 0 que garantiu uma
divisdo celular mais eficiente permitindo a formacdo e multiplicacdoedaguras
embriogénicas.

As auxinas em combinagdo com a citocinina 2iP utilizadas no presente trabalho
induziram as LEs, porém o meio com Dicamba foi superior na inducdo. Provavelmente,
isso ocorreu porque o Dicamba é metabolizado mais rapidamente, quando comparado a
outros reguladores (Carman et al.,, 1988), porém leva também a maiores taxas de
oxidacdo dos explantes. Por outro lado, em relacdo as caracteristicas El, CA e CEM, o

meio suplementado com Picloram foi mais eficiente.
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O 2iP foi outro regulador que apresentou grande influéncia na formagéo.de LEs
Essa citocinina € menos utilizada na inducdo de ES em relacdo ao BAP (Guedes et al.,
2011, Maciel et al.,, 2010; Zouine e Hadrami, 2007). A combinacdo de auxinas e
citocininas na inducdo de embrides somaticos é relatada na literatura para palmaceas,
entre elas, Elaeis guineensis (Rajesh et al., 2003), Phoenix dactylifera (Zouine et al.
2005), Cocos nucifera (Pérez-Nufez et al., 2@0Bhoenix Canariensis (Huong et al.,
1999). As citocininas estdo envolvidas na divisdo celular e atuam em etapas especificas
do ciclo celular, regulando a atividade de ciclinas, as quais sdo proteinas regulatérias
desse ciclo (Kerbauy, 2004).

A incluséo de citocinina em meio ja suplementado com auxina incrementou a
frequéncia de calos em Phoenix dactylifera (Sané et al., 2012), fato também observado
em Acacia raddiana (Sané et al., 2000). Durante as etapas iniciais da ES em Phoenix
dactylifera é requerido um equilibrio na relagdo auxina/citocininas (Sané et al., 2012).
Al-Khayri e Al-Bahrany (2001) trabalhando com a palmeira Phoenix dactylifera
percebeu que a incorporacédo do 2iP no meio de cultura resultou em maior nimero de
embrides. O balanco auxina/citocinina também foi mais favoravel no presente trabalho
para a indugdo de células embriogénicas em A aculeata, o que corrobora com 0s
resultados observados pelos autores citados acima.

O protocolo desenvolvido neste trabalho garantiu a obtencdo e o processo ciclico
de multiplicacdo das LEs, a maturacdo e a regeneracdo dos embribes somaticos nas
diferentes familias. Apesar de ser a mesma espécie do trabalho de Moura et al. (2009) e
de Luis e Scherwinski-Pereira (2014), houve diferencas nos materiais genéticos, no
tipos e concentracdes de reguladores de crescimento utilizados, enfatizando a grande
influéncia desses fatores no sucesso da ES.

A influéncia do gendtipo em relacdo a capacidade embriogénica é relatada na
familia Arecaceae, sendo as espécies mais estudadas Phoenix dactylifera (Sané et al.,
2012), Elaeis guineenses (Silva et al., 20aBactris gasipaes (Steinmacher et al.,
2011b). O efeito significativo do gendtipo no sucesso da ES sugere que fatores
genéticos sdo primordiais na determinacdo do nivel da resposta in vitro (Sané et al.,
2012; Silva et al., 2012; Paim Pinto et al., 2011; Henry et al., 1994).

Essa influéncia dos fatores genéticos provavelmente esta relacionada com a alta
diversidade genética dos materiais vegetais dessa familia botanica, que sdo propagados

via seminifera, que em muitos casos € decorrente do sistema de polinizacdo misto e
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embora mondica e auto-compativel, hd predominancia de alogamia (Abreu et al., 2012),
0 que ocasiona alta heterozigosidade nos descendentes de um individuo.

Em Elaeis guineensis foi observada a influéncia dos genotipos utilizados na
inducéo de calos embriogénicos, evidenciando o papel decisivo da constituicdo genética
da espécie na responsividade in vitro (Thawaro e Te-chato, 2009). Em Phoenix
dactylifera, Sané et al. (2012) afirmaram que é essencial a identificacdo da concentracéo
otima de reguladores de crescimento para o incremento da resposta de cada gendtipo.
Da mesma forma, o status fisiolégico do explante, facilmente interfere na
responsividade aos estimulos a ES, como observado em Phoenix dactylifera (Gueye et
al., 2009) e Bactris gasipaes (Steinmacher et al., 2007).

A relacdo ECA/ElI e CEM/EA (Tabela 3) apresentou variacbes entre as
familias, havendo maior favorecimento para a familia 18 na formacao de calos a partir
dos embrides intumescidos, se compararmos a formagao de calos embriogénicos a partir
do total de calos, essa foi nula. Portanto, podemos observar que a embriogénese
somatica esta ligada ao intumescimento do embrido zigoético e calogénese, mas estes
processos ndo sdo garantia de ocorréncia de embrides somaticos.

As familias 1 e 9 apresentaram as maiores taxas de formaddesdeomo
também os maiores valores de ECA e CEM (Tabela 3). Porém, as LEs também foram
formadas a partir de baixas taxas de CEM, ou seja, a quantidade de CEM néo ira
influenciar na quantidade de formacéo de LEs, ndo havendo dessa forma uma influéncia
direta entreasduas variaveis.

Foi observado no presente trabalho que a oxidacdo dos explantes ndo foram
prejudicias na inducéo de LEs, apesar de serem para a sua multiplicacdo. A o¥idacao
um fenébmeno caracterizado pelo escurecimento atribuido a producdo da enzima
polifenoloxidase (PPO). Esses produtos fendélicos sao toxicos ao resto do explante e se
difunde no meio podendo leva-los a morte. Em espécies lenhosas, esse problema é
intensificado, pois nessas espécies ha mais precursores da sintese de lignina, os quais
sdo ricos em compostos fendlicos (Van Winkle et al., 2003). Uma das causas desse
processo € devido ao estresse abidtico imposto, tais como injdrias ao tecido vegetal e
alta concentracdo de reguladores de crescimento. A fim de evitar a oxidacdo sao
inseridas ao meio de cultura substancias antioxidantes, como &cido ascorbico, acido
citrico, polivinilpirrolidona (PVP) e além dessas substancias, carvao ativado.

A partir da analise de variancia (ANOVA) dos caracteres na fase de inducgéo foi

possivel observar que houve significancia pelo teste F, porém as médias foram
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semelhantes entre si pelo teste comparaitambém observado altos coeficientes de
variacéo (CV) (Tabela 2), segundo a classificacdo de Pimentel Gomes e Garcia (2002).

Os altos valores de CV, resultantes da elevada variacdo entre as repeticoes,
reduziu o poder do teste de Tukey em detectar diferenca entre as médias das familias de
A aculeata. Esse resultado era esperado, por se utilizar explantes com alta variabilidade
genética. Outra causa do alto CV pode ter sido o nimero insuficiente de embriées por
parcela.

Outra forma de avaliagcdo da variabilidade existente entre os gendtipos é por
meio das estimativas de divergéncia genética. Estudos de divergéncia genética sdo de
grande importancia para o conhecimento da variabilidade genética das populac¢des (Cruz
et al., 2012). Para determinar quao distante geneticamente os individuos de uma
populacdo sdo uns dos outros, sdo utilizados métodos biométricos, 0s quais sao
analisados pela estatistica multivariada permitindo unificar mdltiplas informacdes de
um conjunto de caracteres (Sudré et al., 2005).

O método de otimizacdo de Tocher requer a obtencdo da matriz de
dissimilaridade, onde se assume que a média das medidas de dissimilaridade dentro de
cada grupo deve ser menor que a distdncia média entre 0s grupos, sobre o qual é
identificado o par de gendtipos mais similares, que constituira o grupo inicial (Cruz et
al., 2012). Analises de agrupamento sao bastante utilizadas para avaliar a divergéncia
genética através de caracteres morfo-agronébmicos em palmaceas (Negreiros et al., 2013,
Oliveira et al., 2007; Ribeiro et al., 1999). Apesar de nao ser amplamente utilizada para
avaliacdo da divergéncia genética de caracteres relacionados com a inducdo de
calogénese in vitro, a analise de agrupamento também pode auxiliar na diferenciacao
dos gendtipos. No presente estudo a andlise de agrupamento permitiu separar as familias
em grupos distintos em cada meio de inducao (Tabela 5) o que comprova que as
familias respondem de forma diferenciada aos tratamentos de inducdo e que cada
familia tem um comportamento diferenciado entre os tratamentos.

A proliferacdo de LEs € parte essencial de qualquer protocolo eficiente de
regeneracdo de plantas, pelo fato de prover um suprimento continuo de material
permitindo a sua propagacém larga escala em espaco reduzido (Deo et al., 2010). Na
fase de multiplicacdo das massas pro-embriogénicas (Mg&Es)mente € utilizada
mesma concentragdo de auxinas do meio de indugdo ou até mesmo a sua reducao
(Moura et al., 2009; Rajesh et al., 2003; Huong et al., 1999).
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No presente trabalho foi observada uma melhor resposta com o aumento da
concentracdo das auxinam A. aculeata, isso provavelmente esta relacionado com a
possivel recalcitrancia da espécie em induzir embriogénese somatica secudaria.
sucesso da manutencéo das células em um mesmo estadio de desenvolvimento, sem a
sua diferenciagéo, depende da compatibilidade perfeita entre a concentracdo de auxina e
o estado fisiolégico do material vegetal. A oxidagdo observada nessa fase prejudicou a
obtencéo e o processo proliferativo de novas MPEs.

A etapa de maturacao foi caracterizada pela suplementacdo de carvaoeativado
também pela inclusédo do ANA ao me&os melhores resultados foram encontrados em
meio com carvao ativado, havendo maior porcentagem na matura&8P&s nas
diferentes familias. Paim Pinto et al. (2011), trabalhando com Passiflora fdulis
flavicarpa, afirmaram que a adicdo de carvdo ativado no meio de maturacédo foi
essencial para a diferenciacdo dos embriées somaticos.

O carvao ativado é frequentemente adicionado ao meio a fim de adsorver e
minimizar a toxicidade do regulador ou de substancias com efeitos deletérios, como os
compostos fendlicos (Guedes et al., 2011; Saenz et al., 2010). Suranthran et al. (2011)
também verificaram melhor resposta de Elaeis guineensis em meios com alta
concentracdo de carvdo ativado (2 mb ba regeneracdo e conversdo de plantas a
partir de embrides zigoticos. Silva et al. (2013) também observaram completa formacao
dos embrides somaticos, em meio de maturacao contendo carvao ativado.

Além do carvao ativado, a suplementacdo de aminoacidos também pode ter
influenciado a maturacdo sldMPEs, uma vez que espécies de monocotiledéneas
requerem suplementacéo de nitrogénio nos cultivos in vitro para uma melhor promocéao
da embriogénese somatica (Sun e Hong, 2012).

A germinacdo dos embribes somaticos também depende de fatores genéticos.
Sanputawong e Te-Chato (2011) observaram em embribes zigoticos de Elaies
guineensis que apesar do meio semelhante ocorreram respostas distintas na germinacgéao.
Enquanto uns apresentaram a formacdo de parte aérea e plantulas completas, outros
embrides sé produziram raizes. Silva et al (2012) observaram em Elaeis guiaeensis
diferenca na velocidade de resposta quanto a formacéo de plantulas entre os genaotipos,
sugerindo a influéncia do gendtipo na regeneracdo. Em diferentes variedades de Areca
catechu também foi observada resposta diferencial no desenvolvimento de plantulas

(Karun et al., 2004). No presente trabalho, também foi observado que alguns genétipos
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exibem uma melhor capacidade de germinacdo, jA outros sd@o recalcitrantes ou néo
responsivos.

Os reguladores de crescimento também possuem uma forte influéncia nessa
fase, sendo observados maiores numeros de embrides germinados em meio contendo o
GA;3; em combinagdo com 2iP ou em meio com ANA em combinagdo com a mesma
citocinina.No trabalho de Moura et al. (2009), n&o foi possivel garantir a formacéo de
plantulas. Esse fato pode estar relacionado com o requerimento de reguladores de
crescimento para alguns gendétipos e a adequada concentracéo de sacarose utilizada pare
a germinacao dos embrides somaticos.

Segundo Taiz e Zeiger (2004), na maioria das espécies, as giberelinas (GA
promovem a expansao celular e o alongamento da parte aérea e das raizes, fazendo com
que a raiz primaria rompa os tecidos que restringem seu crescimento. O
desenvolvimento dos embrides soméaticos requer estimulos hormonais exégenos, como
os reguladores de crescimento que podem ser adicionados ao meio de cultura de forma
isolada ou em combinac&o.

A emissao da radicula foi observada antes da parte aérea, durante a germinacao
de A aculeata, esse fato se deve a essa areairpfissoacdo independente dos
meristemas, por isso foi observado inicialmente o alongamento do peciolo cotiledonar e
a protusédo da raiz, em relacdo a plumula.

No desenvolvimento do cotilédoma A. aculeata, o alongamento celular é o
principal responsavel pelo crescimento do peciolo cotiledonar, sendo observado mais do
que a prépria mitose. O aumento do volume celular reflete no aumento do didmetro da
estrutura que ocorre devido a divisdes celulares das células subepidérmicas. Esse
processo também é observado durante o desenvolvimento do haustorio (Ribeiro et al.,
2012). Foi observado no presente trabalho a formacdo de um ou dois haustérios e a
formacdo exclusiva de raiz e de parte aérea, o que pode ser devido a anormalidades dos
embrides somaticos ocorrida durante o processo de maturacao.

O enraizamento também é um fator que exibe influéncia de gendtipos, sendo
observadas diferencas entre as familias utilizadas. Foram observadas dificuldades na
formacdo de raizes secundarias e terciarias nas plantulas de A aculeata obtidas a partir
de embrides somaticos. Diante disso, sugeestudos mais detalhados entre genotipos
de A aculeata na fase de enraizamento, permitindo o desenvolvimento eficiente de

raizes secundarias e terciarias.
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A comparacao histoldgica do embrido somético com a estrutura do embrido
zigbtico, durante os 120 dias da inducdo, mostra que a regido distal pouco se
diferenciou em relacdo a proximal, onde foram formadas as massas meristematicas.
Moura et al. (2008) também observaram divisdo de células na regido proximal
resultando na formacdo de embrides de origem multicelular, porém n&do obtiveram
sucesso na multiplicagcéo e regeneracéo desses pré-embrides somaticos em flantulas.
autores observaram que a regido distal do embrido, composta inteiramente pelo
cotilédone, o haustorio, foi a mais respondente. Luis e Scherwinki-Pereira (2014)
também observaram a regido distal como sendo a mais respondente, diferente do que foi
observado no presente trabalho.

O estimulo causado pela inclusdo da citocinina ao meio de inducao parece ter
afetado positivamente a regido proximal, onde se encontra o meristema apical,
induzindo maior proliferacdo de células que originaram os calos embriogénicos. Em
Elaeis guineensis, Silva et al. (2013) induziram a ES em embrides zigoticos e
observaram a ocorréncia de intensa divisdo celular na regido proximal do explante
portanto confirmando a regido mais respondente ao estimulo imposto, corroborando
com os resultados aqui encontrados.

A analise histologica dos embrides somaticos apos 60 dias de maturacao
comprovou a formacéo de uma protoderme bem definida, cordées procambiais fechados
e a formacédo de uma camada de mucilagem na superficie da nova protoderme formada
nos embrides somaticos. Ribeiro et al. (2012), induzindo a germinacéo in vitro de
embrides zigéticos de A aculeata, também observaram essa mucilagem rica em pectina.
Além da presenca de uma camada mucilaginosa na superficie da protoderme dos
embries somaticos, estbmatos também foram observados.

Em Brassica napus, uma camada de mucilagem também foi encontrada sobre as
células epidérmicas do explante, detectado até a fase de desenvolvimento embrionario
globular, o que sugere a existéncia de um possivel marcador para a aquisicdo de
competéncia embriogénica (Namasivayam et al., 2006). Verdeil et al., (2001)
observaram a formacgédo da camada de mucilagem ao redor de células embriogénicas em
Cocos nucifera, o que foi caracterizado como modificacdo estrutahalar para
aquisicdo de competéncia embriogénica. De forma semelhante, a presenca de
mucilagem pode estar relacionada com a embriogénese somatica da A aculeata.

Em A aculeata, foi observada por Ribeiro et al. (2012) a presenca de estdmatos

na protoderme da regido distal do embrido zigotico (haustério), a qual foi assbciada
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grande demanda de oxigénio pelos tecidos. Nesse dstado identificados tecidos de

textura esponjosa e coloragéo branca na regido distal do embrido somético, sendo esses
nomeados haustorigbigura 2C e 2E)O haustorio no embrido somatico também pode
estar relacionado com a transferéncia de nutrientes do meio, até que as raizes estejam
completamente desenvolvidas, as quais passam a assumir esse papel, nutrindo a plantula
em condi¢Bes heterotroéficas.

Foram evidenciadas a presenca de invaginacdes no haustorio de A aculeata,
semelhante ao que foi observado por Aguiar e Mendonc¢a (2002) em haustérios de
embrides de Euterpe precatéria durante o processo germinativo. A presenca de
invaginacdes esta associada ao aumento da superficie de contato para a&bsorver
transferir os nutrientes essenciais ao embrido, seja no endosperma (germinagdo ex vitro
ou no meio de cultura (germinacédo in Jtr&sta investigacdo demonstra grande
similaridade morfo-anatdémica entre os tecidos do embrido zigético e do somatico.

E notavel grande avanco no processo de embriogénese somatica, no quie se diz
obtencdo e manutencédo de MPEs e também na germinacdo dos embrides somaticos da
espécie. Porém, sdo necessarios mais estudos nas fases de maturacao das MPEs a fim d
se obér maior nimero de embriées com desenvolvimento normal e no enraizamento
para a formacdo de raizes secundéarias e terciarias, estruturas importantes para a
absorcdo de nutrientes, podendo assim ser consolidada a obtencdo de plantas de A
aculeata in vitro.

6. CONCLUSOES

Ha resposta diferencial em relacdo a inducédo de embriogénese somética in vitro
entre as 19 familias de polinizacdo aberta de A aculeata, sendo as familias 1 e 9 as mais
competentes in vitro, em relacdo ao carater formacao de linhagens embriogénicas.

O protocolo obtido permitiu a obtencdo e manutencdo de linhagens
embriogénicas a partir de embrides zigéticos maduros nos diferentes genotipos de A
aculeata, além de ser evidenciada a eficiéncia do Picloram e Dicamba em combinacao
com o 2iP na inducdo das linhagens. Em meio suplementado com Dicambasebteve-
maior nimero de linhagens embriogénicas, apesar do meio com Picloram ser superior
em relacdo a porcentagem de intumescimento de embribes, porcentagem de embrides
calejados e porcentagem de calos embriogénicos. A camada de mucilagem formada nos
embrides somaticos pode estar relacionada com o processo de embriogénese somatica

da espécie.
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8. ANEXOS

Andlise de variancia (ANOVA) das fases subsequentes a inducdo de embriogénese
somatica em A aculeata

Tabela 1.Resumo da analise de variancia (ANOVA) em relacdo ao carater crescimento
da massa pro-embriogénica, em quatro familias de A aculeata, avaliados aos 45 dias em
meio de multiplicacéo

FV GL : Q.M.
Crescimento das MPEs

Concentragao 1 1.501
Auxina 1 0.002
Familia 3 0.513
Conc x Auxi 1 0.420
Conc x Fam 3 1.676*
Aux x Fam 3 0.230
Conc x Aux x fam 3 0.005
Residuo 32 0.309

Média 6.43

CV(%) 8.64

CV = Coeficiente de variacat;N&o significativo; * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo
teste F.

Tabela 2. Resumo da andlise de variancia (ANOVA) em relacdo ao numero de
embrides regenerados (NER) e numero de embrides que germinaram precocemente
(GP), em quatro familias de A aculeata, avaliados aos 60 dias em meio de maturacéo

FV GL Q.M.
NER GP

Familias 3 348.96* 59.24*
Tratamentos 1 1912.68* 172.52*
Familia x Tratamento 3 646.46* 55.138*

Residuo 35 47.91 9.76

Média 21.77 2.77
CV(%) 31.79 112.77

CV = Coeficiente de variacati;N&o significativo; * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo
teste F.
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Tabela 3.Resumo da analise de variancia (ANOVA) na primeira etapa de germinacao,
em relacdo ao numero de embrides germinados em quatro familias de A. aculeata

avaliados apos 30 dias de incubag¢do em meio de germinagao

FV GL Q.M.

NEG
Familias 3 96.22*
Tratamentos 3 17.89
Familias x Tratamentos 9 45,51*
Residuo 48 15.60
Média 13.39
CV(%) 29.50

CV = Coeficiente de variacat’N&o significativo; * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo

teste F.
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