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RESUMO

QUEIROZ, Vanessa de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2023.
Clonagem in vitro de genétipos adultos de macauba (Acrocomia aculeata (Jacq.)
Lodd. ex Martins) via embriogénese somatica. Orientador: Sergio Yoshimitsu
Motoike. Coorientadores: Diego Ismael Rocha e Edgard Augusto de Toledo Picoli.

A macauba (Acrocomia aculeata) € uma palmeira nativa com grande potencial
econdmico. O presente trabalho teve como objetivo estabelecer um protocolo eficiente
para a clonagem de macauba, a partir de folhas imaturas de plantas adultas altamente
produtivas em O6leo e a caracterizagdo anatbmica e histoquimica dos calos
embriogénicos formados. Foram utilizados 12 materiais genéticos oriundos do
municipio de Araponga-MG e 1 material genético oriundo da empresa Acrotech
localizada no municipio de Vigcosa, MG, Brasil. Explantes foliares desses 13 genotipos
foram inoculados em meio de inducdo contendo sais Y3 e H (Hoagland), com
concentracdes 180, 270, 360, 450, 540, 630 e 720 uM de picloram. Perfazendo um
fatorial triplo, formando ao final 182 combina¢des. Foi realizado 20 repeticdes por
combinacao totalizando 3640 unidades experimentais, sendo que cada unidade
experimental era composta por cada placa de Petri contendo 5 explante. Foi avaliado
0 numero de explantes calejados e oxidados e realizado a caracterizacdo anatémica
e histoquimica dos calos. Os calos obtidos da indugdo foram submetidos a meios
basicos de multiplicagdo com sais Y3-modificado e C4 com concentracdes de 18 e 63
MM de picloram com 1,0 e 2,0 uM de 2iP, respectivamente, e 630 uM de picloram com
10 uM de 2iP, utilizando carvao 3g L-'. Todos os meios testados foram acrescidos de
sacarose 20 g L', suplementados com 1000 uM de putrescina. A massas
embriogénicas obtidas dessa etapa foram submetidas ao meio de regeneracao C4,
com auséncia de picloram acrescido 1000 uM de putrescina e 0,1 uM de 2iP. Os
embrides obtidos foram inoculados em meio de geminacéao C4, suplementados com
0,54 uM de ANA e 1000 uM de putrescina, onde regeneraram plantulas. O meio Y3
foi mais eficiente na formacao de calos embriogénicos. O meio C4 foi o mais eficiente
nas etapas de multiplicacdo, regeneracdo e germinacdo. A dose de 450 pM de
picloram foi a que resultou em maior nimero de explantes calejados. A dose de 630
MM de picloram foi a que resultou menor nimero de explantes calejados. Contudo,
essa dose foi a que proporcionou calos diferenciados quando inoculados em meio de



multiplicacdo, regeneragao e germinagao, com consequente conversao em plantulas.
A formacao de estruturas pré-embriogénicas se inicia a partir da reativagao de células
associadas as nervuras foliares dos explantes. As pectinas, polissacarideos neutros
e graos de amido sao diferencialmente distribuidos nos tecidos vegetais ao longo do
processo de indugao de embriogénese somatica. A presenca de amido e pectinas nas
adjacéncias dos centros meristematicos pode estar vinculado a aquisi¢cao de potencial

embriogénico.

Palavras-chave: Arecaceae. Regeneracgéao in vitro. Cultura de Tecidos.



ABSTRACT

QUEIROZ, Vanessa de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July 2023. In vitro
cloning of adult macauba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Martins)
genotypes via somatic embryogenesis. Advisor: Sergio Yoshimitsu Motoike. Co-
advisers: Diego Ismael Rocha and Edgard Augusto de Toledo Picoli.

The macauba (Acrocomia aculeata) is a native palm tree with great economic potential.
The present work aimed to establish an efficient protocol for the cloning of macauba,
from immature leaves of adult genotypes highly productive in oil and the anatomical
and histochemical characterization of the embryogenic calli formed. In order to do that,
we used 12 cultivated genotypes from the city of Araponga-MG and one genotype from
the company Acrotech located in the city of Vigosa, MG, Brazil. Leaf explants of these
13 genotypes were inoculated in induction medium containing Y3 and H salts
(Hoagland), with concentrations of 180, 270, 360, 450, 540, 630 and 720 pM of
picloram. Calculating a triple factorial 2x7x13, ultimately forming 182 combinations.
Twenty repetitions were performed per combination, totalizing 3640 experimental
units, with each experimental unit consisting of each Petri dish containing 5 explants.
The number of calloused and oxidized explants was evaluated and the anatomical and
histochemical characterization of the calluses was performed. Calli obtained from
induction were subjected to basic multiplication media with Y3-modified and C4 salts
with concentrations of 18 and 63 puM of picloram with 1.0 and 2.0 pM of 2iP,
respectively, and 630 uM of picloram with 10 uM of 2iP, using 3g L' coal. All media
tested were added with 20 g L-1 sucrose, supplemented with 1000 uM putrescine. The
embryogenic masses obtained from this stage were subjected to C4 regeneration
medium, with the absence of picloram plus 1000 uM of putrescine and 0.1 uM of 2iP.
The embryos obtained were inoculated in C4 twinning medium, supplemented with
0.54 uM ANA and 1000 uM putrescine, where seedlings were regenerated. The Y3
medium was more efficient in the formation of embryogenic callus. The C4 medium
was the most efficient in the multiplication, regeneration and germination stages. The
dose of 450 uM picloram was the one that resulted in the greatest number of calloused
explants. The dose of 630 uM picloram resulted in the lowest number of calloused
explants. However, this dose was the one that provided differentiated calli when

inoculated in a multiplication, regeneration and germination medium, with consequent



conversion into seedlings. The formation of pro-embryogenic structures begins with
the reactivation of cells associated with the leaf veins of the explants. Pectins, neutral
polysaccharides and starch grains are differentially distributed in plant tissues
throughout the process of induction of somatic embryogenesis. The presence of starch
and pectins in the vicinity of meristematic centers may be linked to the acquisition of
embryogenic potential.

Keywords: Arecaceae. In vitro regeneration. Tissue culture.
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1 INTRODUCAO

A macauba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Martins) é uma palmeira que
apresenta notavel importancia tanto social quanto econémica. No campo essa planta
é utilizada para diversas finalidades, sendo que os 6leos extraidos tanto do mesocarpo
(polpa) quanto de suas sementes (améndoas) se destacam nessa espécie (ALMEIDA
et al., 1998; LORENZI, 2006; LORENZI et al., 2010). Basicamente tudo se aproveita
desta palmeira, servindo também de matéria prima nas industrias, especialmente, nas
alimenticias, oleoquimicas e de producdo de biodiesel (CESAR et al., 2015;
CARDOSO et al., 2017).

A palmeira € nativa de florestas tropicais e produz frutos com elevado teor de
6leo (extraido principalmente do mesocarpo) com ampla ocorréncia em quase todos
os estados do Brasil (LORENZI, 2006; MOTOIKE et al., 2013). A macauba € uma
planta que se adapta muito bem as adversidades edafoclimaticas devido as suas
caracteristicas rusticas (MOTOIKE & KUKI, 2009; ABREU et al., 2011) e possui uma
ampla distribuicdo geografica, com relatos de ocorréncias do sul do México até a
Argentina (HENDERSON et al., 1995).

A espécie encontra-se em processo de domesticacdo (ABREU et al., 2011;
LOPES et al., 2018). Apesar de varias pesquisas abordando a cultura (LORENZI et
al., 2010; ABREU et al 2011; LOPES et al., 2018; MEIRA et al 2020), ainda ha que se
avangar no desenvolvimento e estabelecimento de plantios comerciais de clones com
potenciais capacidade de maximizar a producao de 6leo. A clonagem in vitro através
da técnica de indugdo da embriogénese somatica em plantas elites selecionadas,
pode ser a forma mais rapida de propagacao para obtengédo de cultivares (GRANJA,
2014).

A macauba é uma palmeira que nao perfilha, portanto apresenta dificuldade
para ser propagada vegetativamente (MOURA et. al., 2009). A embriogénese
somatica através da cultura de tecidos, constitui uma técnica fundamental e de grande
importancia para a propagacao tanto dessa espécie quanto de outras que apresentam
a mesma caracteristica (LUIS, 2013; MEIRA, 2015). Essa técnica possui vantagens
porque permite multiplicacéo da cultura em grande escala quando comparada a outros
processos de propagacdo, obtendo ao final do processo plantas geneticamente
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idénticas a planta-mae (ZIMMERMAN, 1993), gracas a totipoténcia celular vegetal
(DODEMAN et al., 1997; JIMENEZ, 2001; SGHAIER et al., 2008).

Protocolos de regeneracdo vém sendo desenvolvidos obtendo resultados
promissores para a propagacao desta espécie. Luis & Scherwinski-Pereira (2014) e
Granja et al. (2018) que trabalharam com embrides zigdticos, e Andrade (2014) que
trabalhou com explante foliar de planta jovem s&o grandes contribuicbes para o
processo de propagacao in vitro de macauba. Ja Meira et al. (2020) assim como o
presente trabalho utilizaram como explante foliolos imaturos de planta adulta, como
explantes porém, em seu trabalho Meira et al. (2020) relata a necessidade de otimizar
as etapas finais do processo, especialmente na etapa de diferenciagcdo de embrides
somaticos.

O padrao de desenvolvimento in vitro na maioria dos sistemas de cultura de
tecidos € determinado pela utilizacdo de reguladores de crescimento (KERBAUY,
1999). A utilizagdo das auxinas no processo e a indugao de calos sdo considerados
primordiais para se obter célula com competéncia e potencial embriogénico (VINAS e
JIMENEZ, 2011). Dentre as auxinas mais utilizadas na inducdo de embriogénese
somatica em palméaceas, pode ser citado o 2,4-D (acido 2,4- diclorofenoxiacético)
(LEDO et al., 2002; EKE et al., 2005; SALDANHA et al., 2006; GUEYE et al., 2009).
Porém, o Picloram (Acido 4-amino-3,5,6-tricloro picolinico) tem se mostrado o mais
eficiente na indugdo da embriogénese somatica em macauba (MOURA et al., 2009;
ANDRADE, 2014; LUIS E SCHERWINSKI-PEREIRA, 2014; GRANJA et al., 2018;
MEIRA et al., 2020).

A citocinina BAP (6-Benzilaminopurina) € o regulador utilizado com maior
frequéncia na inducdo de embriogénese somatica em palmaceas (ZOUINE e
HADRAMI, 2007; MACIEL et al., 2010; GUEDES et al., 2011). No entanto, a utilizacao
do 2iP (dimetil-alil-amino-purina) tem sido eficiente na formagdo de massas proé-
embriogénicas em palmaceas (AL-KHAYRIE e AL-BAHRANY, 2012; KHIERALLAH e
HUSSEIN, 2013) e, em especial na macauba, permitindo a geragéo de linhagens
embriogénicas quando combinado com Picloram (ANDRADE, 2014; GRANJA et al.,
2018, MEIRA et al., 2020).

No processo embriogénico a selecéo e estudos prévios de meios de cultura a
serem utilizados sdo de extrema importancia e eles se diferem essencialmente na
concentragdo dos sais fontes de macro e micronutrientes, vitaminas, compostos

organicos, fonte de carbono e outras substancias complexas, normalmente
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especificas para cada etapa do processo e para a espécie trabalhada. As
constituicdes e composigdes de elementos para o meio de cultura mais utilizadas na
embriogénese somatica em palmaceas compreendem os meios MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962; WANG et al., 2006; STEIMACHER et al., 2011; SILVA et al., 2012;
BALZON et al., 2013) e o meio Y3 (EEUWENS, 1978; CHAN et al., 1998; FERNANDO
et al., 2003; PEREZ-NUNEZ et al., 2009; MOURA et al., 2009).

O meio MS tem sua concentracao de nutrientes considerada elevada quando
comparado com os demais meios de cultura utilizados na cultura de tecidos, em
especial quanto ao fornecimento de nitrogénio. Assim, modificagées a nivel de macro
e micronutrientes tém sido sugeridas com objetivo de maior adaptacdo e
estabelecimento das culturas e também promover a reducao de custos (VILLA et al.,
2010).

Diante do exposto, este trabalho objetiva o estabelecimento de um protocolo
eficiente e a inducdo da embriogénese somatica de plantas adultas de macauba,
sabidamente produtivas. O estabelecimento deste protocolo visa maior independéncia
tecnoldgica, melhor escolha de gendtipos responsivos para formagao futura de jardins
clonais e a caracterizagcdo anatébmica e histoquimica dos calos embriogénicos

formados.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Cultura de Células e Tecidos
Vegetais do Departamento de Agronomia da Universidade Federal de Vigosa (UFV),
em parceria com a empresa Acrotech, ambas localizadas no municipio de Vigosa-MG,
Brasil.

2.1 Selecao das Plantas

Para o experimento foram utilizados explantes foliares de 13 plantas adultas
com idades entre 8 e 10 anos (Tabela 1), sendo que 12 sdo do Banco de
Germoplasma instalado no Municipio de Araponga/MG pertencente a UFV/MG e 1 foi
coletado na empresa Acrotech, conforme (Tabela 1). Inicialmente foram coletados
dois palmitos em periodos distintos para um primeiro teste e posteriormente foram
selecionadas plantas em duplas e os palmitos coletados inoculados 1 por dia (Tabela
1).

As escolhas das plantas foram as que continham cachos volumosos e grande
namero de frutos atendendo o critério de disponibilidade na época em que foi realizado
a coleta do material. Algumas dessas plantas ndo possuiam identificacdo e
compunham a bordaduras do banco de germoplasma (Tabela 1).

As plantas eram precoces que ap6s 5 anos do plantio iniciaram fase
reprodutiva, todas de origem mineira com médias produtivas de aproximadamente
50% para teor de 6leo da polpa e aproximadamente 4.000 kg na producgéo de 6leo por
hectare (COSER, 2016; CORELLA, 2022).

Tabela 1- Gendtipos do Banco de Germoplasma de Macauba no Municipio de
Araponga-MG

Gendtipo Planta Origens/MG Data de Inoculagéo
Plantio

Gleba 2 87 ND** 2009 13/02/2019

Gleba 1 28 ND** 2009 10/07/2019

Planta 21 - Acrotech 2010 14/05/2020
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BGP 27 - Abaetée-Cedro do 2010 20/05/2020
Abaeté

Borda 3 - ND* 2010 21/05/2020

BGP 75 1 Bom Despacho 2012 23/06/2020

BGP 69 4 Onca de Pitangui- 2011 24/06/2020
Pitangui

BGP 8 5 Entre Rio de Minas 2010 12/08/2020

Borda 1 - ND* 2010 13/08/2020

BGP 70 8 S&o Joao Del Rei 2011 06/10/2020

BGP 26 5 ltauna-Para de 2009 07/10/2020

Minas
BGP15 4 Barroso 2010 09/12/2020
BGP 7 2 Betim-Esmeralda 2010 10/12/2020

ND* Borda 1 e Borda 3 sdo bordaduras e nao possuem dados da planta, colheita e
origem. Porém, foram acompanhadas e as escolhas das plantas foram as que
continham cachos volumosos e grande numero de frutos. ND** sdo acessos que néo
possuem identificagdo da origem e colheita.

2.2 Protocolo para a inducao da embriogénese somatica em explantes de
foliolos imaturos de plantas adultas de macauba

2.2.1 Extracdo do palmito, obtencao e preparacao dos explantes foliares

O processo de indugédo a embriogénese somatica foi realizado mediante a
utilizacédo de explantes foliares (foliolos) imaturos da regido do palmito (Figura 1- a, b,
c), os quais foram extraidos da planta matriz doadora com auxilio de um motosserra,
sem que houvesse comprometimento do meristema apical, permitindo sua

recuperacao (Figura 1- d).
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Figura 1. Esquema do processo de extracao do palmito em campo no ano de 2019.
(A) Planta matriz selecionada. (B) Retirada das folhas abertas para facilitar o acesso
a regidao do caule. (C) Retirada das folhas que compde as flechas. (D) Retirada de
sucessivos cortes para atingir a regido macia do palmito com auxilio de um
motosserra. (E) Corte do palmito 30cm resguardando a regido do meristema no
campo.

Para tanto, seguiu-se o protocolo de retirada descrito por Andrade, (2014)
para explantes foliares de plantas jovens de macauba adaptando este protocolo para
a retirada em plantas adultas. Foi previamente selecionada a planta adulta e retirado
as folhas abertas para facilitar o acesso a regido do caule e também procedeu a
retirada das folhas que compunham a flecha (Figura 1- a, b, c).

Foram realizados sucessivos cortes de aproximadamente 5cm em direcéo a
base da planta até atingir uma regido onde o palmito apresentava uma coloracéo clara
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e aspecto macio e o corte do palmito foi realizado 30cm a partir desse ponto
resguardando a regido meristematica (Figura 1- d, e).

Em seguida o material foi embalado em pléstico resistente, colocado em caixa
de isopor com gelo, com objetivo de diminuir a atividade metabdlica do palmito
evitando a oxidagdo do mesmo e na sequéncia encaminhado ao Laboratério de
Cultura de Células e Tecidos Vegetais da Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa
— MG, onde foi acondicionado e conservado a 5°C.

2.2.2 Cultivo in vitro das plantas

2.2.3 Desinfestacao do material vegetal

O material vegetal, apds transportado para laboratério, foi limpo com alcool
70% (v/v) e foram retiradas as camadas mais externas de folhas “cascas” (Figura 2 -
a). O material foi cortado com o auxilio de uma faca de corte comum com maior
resisténcia de fio de corte para nao desintegrar o material vegetal e os foliolos
imaturos foram retirados cuidadosamente da regiao do palmito (Figura 2 - b).
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Figura 2. Processo de desinfestagcdo preparo do material para inoculacdo em
laboratério. (A) Retirada de camadas mais externas de folhas “casca”. (B) Retirada
dos foliolos da regidao do palmito. (C) Processo de desinfestacdo dos foliolos. (D)
Foliolos seccionados com auxilio de um bisturi em comprimentos e larguras de
aproximadamente 1cm “explantes”. (E) Explantes inoculados em meio de cultura.

Os foliolos imaturos foram submetidos a desinfestacao em solugcao asséptica
0,5% de hipoclorito de s6dio NaCIlO (10% de cloro ativo, v/v). Trés gotas de Tween 20
(Vetec®, Brasil) foram adicionadas a cada litro de solugdo de desinfestacdo
preparada. Sendo as folhas imersas nessa solucdo por 10 min e agitadas
cuidadosamente afim de garantir e aumentar o contato dos foliolos com a solucéo de
desinfestagéo (Figura 2 —c).

Em seguida, o material foi enxaguado nove vezes com agua destilada estéril
em camara de fluxo laminar, a agua foi mantida a 5°C até o momento de uso, com o

objetivo de reduzir a oxidacdo dos explantes e também conservar a integridade do
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mesmo, a agua gelada manteve os explantes com mesma consisténcia de quando
retiradas do interior do palmito, durante todo o processo até a inoculagéo.

Logo ap6s a desinfestacdo, os foliolos imaturos foram seccionados com
auxilio de bisturi, em segmentos de aproximadamente 1 cm de comprimento com 1cm

de largura (Figura 2 - d).

2.2.4 Indugdo da embriogénese somatica

Os explantes foram inoculados em placas de Petri (J.Prolab®, Brasil) de
polietileno (90 x 15 mm) contendo 30 mL de meio de cultura (Figura 2 - €). O primeiro
meio foi Y3 (EEUWENS, 1978) conforme (Tabela 2), suplementado com: 30 g L' de
sacarose (New Quimica, Brasil), 10 mL L' de vitamina MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962), 100 mg L' de mio-inositol (Sigma-Aldrich®, China), 500 mg L' de glutamina
(Sigma-Aldrich®, Brasil), 3 g L' de carvao ativado (Sigma-Aldrich®, Estados Unidos)
e solidificado com 2,5 g L' de Phytagel (Sigma-Aldrich®, China).

Tabela 2 - Meios de culturas preparados e utilizados no cultivo in vitro da macauba.

Componentes Y3 Y3- C4 H MS M4
modificado
Fase* 1e?2 2 2,3e4 1e?2 1 4
Concentragdo mg L mg L mg L mg L mgL?' mglL"
MACRONUTRIENTES
KNO3 2020 2020 2581 505,55 1900 2020
KCL 1492 1492 - - - 1492
NH4CL 535 535 - - - -
NaH2P04.2H20 276 276 713 - - 312
CaClL2.2H20 294 294 387 - 440 -
MgSOa4.7H20 247 247 786 492,96 370 247
NH4NOs - - 1021 80,043 1650 800
MgCL2.6H20 - - 1275 - - -
KH2PO4 - - - 136,086 170 -
Ca(NOsz)2.4H20 - - - 9446 - 472

MICRONUTRIENTES
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FeS04.7H20 13,9 - - - 27,8 -
FeCLs.6H20 - 48,654 48,654 48,654 - 48,654
NaEDTA.2H20 37,2 67,0 67,0 67,0 37,2 67,0
MnSQO4.H20 8,5 8,5 2,3 12,13 22,3 8,5
Kil 8,3 8,3 1,7 0,8 0,83 8,3
ZnS04.7H20 7,2 7,2 2,8 8,6 8,6 7,2
H3BOs3 3,1 3,1 5,0 6,2 6,2 3,1
CoCL2.6H20 0,24 0,24 0,24 0,05 0,025 0,24
Na2Mo0O4.2H20 0,24 0,24 0,24 0,25 0,25 0,24
CuS04.5H20 0,16 0,16 1,2 0,05 - 0,16
NiCL2.6H20 0,024 0,024 0,24 - - 0,024
VITAMINAS
Tiamina-HCL 1,0 0,1 10,0 10,0 0,1 0,3
Piridoxina-HCL 1,0 0,5 1,0 1,0 0,5 0,5
Acido Nicotinico 1,0 0,5 1,0 1,0 0,5 0,86
Glicina - 2,0 - - 2,0

Fase*: 1-Inducéo, 2-Multiplicagédo, 3-Maturagéo e 4-Germinagéao

Y3: Meio desenvolvido por Eeuwens, (1978).

Y3-modificado: Modifica¢des realizadas no Y3 a nivel de micronutrientes e utilizagao
das vitaminas do meio MS desenvolvido por Murashige & Skoog, (1962).

C4: Adaptacao do meio Y3 a nivel de macronutrientes e micronutrientes com utilizagdo
da vitamina B5 desenvolvido por Gamborg et al. (1968).

H: Meio desenvolvido por Hoagland & Arnon, 1950. Com a utilizagdo de
micronutrientes N6 (Chu et al, 1975) e vitaminas B5.

M4: Modificagbes realizadas no Y3 a nivel de macronutrientes, micronutrientes e
vitaminas.

Os valores em negrito sdo as modificagdes realizadas em cada meio.

O segundo meio foi 0 H (HOAGLAND & ARNON, 1950) conforme (Tabela 2),
suplementado com: 30 g L' de sacarose (New Quimica, Brasil), 10 mL L' de
micronutrientes N6 (CHU et al, 1975), 10 mL L' de vitaminas B5 (GAMBORG et al.,
1968), 100 mg L' de mio-inositol (Sigma-Aldrich®, China), 500 mg L' de glutamina
(Sigma-Aldrich®, Brasil), 3g L' de carvao ativado (Sigma-Aldrich®, Estados Unidos)
e solidificado com 2,5 g L' de Phytagel (Sigma-Aldrich®, China).

O terceiro meio foi 0 MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) conforme (Tabela 2),
suplementado com: 30 g L' de sacarose (New Quimica, Brasil), 100 mg L' de mio-
inositol (Sigma-Aldrich®, China), 500 mg L' de glutamina (Sigma-Aldrich®, Brasil), 3g
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L' de carvao ativado (Sigma-Aldrich®, Estados Unidos) e solidificado com 2,5 g L™
de Phytagel (Sigma-Aldrich®, China).

Foi testado a auxina Picloram (Acido 4-amino-3,5,6-tricloro picolinico) (Sigma-
Aldrich®, India) em 7 concentragdes 180, 270, 360, 450, 540, 630 e 720uM. O meio
de cultura teve o pH ajustado para 5,7 + 0,1 antes de ser autoclavado por 20 min. a
121 °C e 1,5 atm. Foram inoculados 5 explantes por placa de petri (Figura 2), que
foram vedadas com plastico transparente tipo filme PVC (Rolopac®) e mantidas em
sala de crescimento, a temperatura de 27 £ 1 °C na auséncia de luz.

2.2.5 Multiplicagao de calos

Apos periodo de 30 a 120 dias em meio de indugdo, os explantes foram
avaliados quanto a resposta ao calejamento e oxidacdo. Para o calejamento foi
avaliado a presenca de calos nos explantes e para oxidagao foram avaliados tanto os
explantes com oxidacédo parcial quanto com oxidagcao completa levando a morte do
explante. Aqueles que calejaram, foram separados e transferidos para o meio de
multiplicagdo, onde permaneceram por cerca de 60 dias no escuro a 27 + 1 °C.

O meio foi composto pelos seguintes sais Y3, Y3-modificado, C4 e H conforme
(Tabela 2), reduzindo a concentragdo da auxina picloram para 18, 63 uM combinado
com 2,0 e 6,3 uM de 2iP (dimetil-alil-amino-purina) (Sigma-Aldrich®, Estados Unidos),
respectivamente. A dose 630 uM de picloram também foi utilizada nessa etapa
acrescido do carvao 3 g L(Sigma-Aldrich®, Estados Unidos) e 10,0 uM 2ip (Sigma-
Aldrich®, Estados Unidos).

A todos os meios testados foram acrescentados sacarose 20 g L' (New
Quimica, Brasil), 500 mg L' de mio-inositol (Sigma-Aldrich®, China), 500 mg L' de
glutamina (Sigma-Aldrich®, Brasil), 500 mg L' de asparagina (Sigma-Aldrich®,
Estados Unidos), 500 mg L' de arginina (Sigma-Aldrich®, Japdo) e 100 mg L' de
caseina (Sigma-Aldrich®, Estados Unidos) e suplementados com 1000 uM de
putrescina (Sigma-Aldrich®, Suica).

O meio de cultura teve o pH ajustado para 5,7 = 0,1 antes de ser autoclavado
por 20 min. a 121 °C e 1,5 atm. Os calos formados na etapa de inducao foram
selecionados e inoculados em placas de Petri (J.Prolab®, Brasil) de polietileno (90 x
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15 mm) contendo 30 mL de meio de cultura que foram vedadas com plastico

transparente tipo filme PVC (Rolopac®).

2.2.6 Regeneragdo e maturagdo dos calos

Apés o periodo de multiplicacao, os calos foram selecionados em relacédo as
massas embriogénicas produzidas que tinham potencial para se diferenciarem em
embrides somaticos, estas apresentavam aspectos morfoldgicos diferenciados
quando colocadas no meio de cultura de multiplicacdo, as que tinham potencial
apresentavam aspectos granulares de coloracao bege e as que nao possuiam
potencial eram compactas de coloragdo amarelada.

As massas com potenciais embriogénicos que multiplicaram eram
selecionadas acondicionadas em meio de maturagao para regeneragdo em embrides
somaticos por 45 dias e as que nao multiplicaram foram retornadas ao meio de
inducdo onde eram avaliadas a cada 30 dias para a destinacdo ao meio de
multiplicacdo ou a subcultivos em meio de indugao.

O meio de regeneragao foi composto pelos sais C4 conforme (Tabela 2), com
auséncia da auxina picloram (Sigma-Aldrich®, India), suplementado com sacarose 30
g L' (New Quimica, Brasil), 500 mg L' de mio-inositol (Sigma-Aldrich®, China), 500
mg L' de glutamina (Sigma-Aldrich®, Brasil), 500 mg L' de asparagina (Sigma-
Aldrich®, Estados Unidos), 500 mg L' de arginina (Sigma-Aldrich®, Japao), 100 mg
L' de caseina (Sigma-Aldrich®, Estados Unidos), 1000 uM de putrescina (Sigma-
Aldrich®, Suiga), 0,1uM de 2iP (Sigma-Aldrich®, Estados Unidos) e 3g L' de carvao
ativado (Sigma-Aldrich®, Estados Unidos).

O meio de cultura teve o pH ajustado para 5,7 + 0,1 antes de ser autoclavado
por 20 min. a 121 °C e 1,5 atm. As massas formadas na etapa de multiplicagcao foram
selecionadas e inoculadas em placas de petri (J.Prolab®, Brasil) de polietileno (90 x
15 mm) contendo 30 mL de meio de cultura que foram vedadas com plastico
transparente tipo filme PVC (Rolopac®) e mantidas em sala de crescimento, a
temperatura de 27 £ 1 °C na auséncia de luz.
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2.2.7 Germinacado dos embridées

Os embrides somaticos que se diferenciaram no meio de regeneragao, foram
colocados em meio de germinacao C4 e M4 (Tabela 2). As germinagdes dos embrides
foram realizadas em frascos de 300 mL, contendo 30 mL de meio de cultura em duas
etapas utilizando o meio C4. A conversao em plantulas, por sua vez foi realizada em
tubos de ensaio de 25 x 150 mm, contendo 10 mL de meio M4 (Tabela 2). Sendo a
duracéo de cada etapa de aproximadamente 30 dias.

Na primeira etapa eram transferidos aos frascos os embrides obtidos da
regeneracao e o meio de cultura utilizado foi o0 C4, suplementado com sacarose 30 ¢
L' (New Quimica, Brasil), 500 mg L' de mio-inositol (Sigma-Aldrich®, China), 500 mg
L' de glutamina (Sigma-Aldrich®, Brasil), 500 mg L' de asparagina (Sigma-Aldrich®,
Estados Unidos), 500 mg L' de arginina (Sigma-Aldrich®, Japao), 169 mg L' de
metionina (Sigma-Aldrich®, Estados Unidos), 294 mg L' de prolina (Sigma-Aldrich®,
Estados Unidos), 0,54 uM de ANA (Sigma-Aldrich®, China) e 1000 uM de putrescina
(Sigma-Aldrich®, Suica).

Na segunda etapa foram transferidos aos frascos os embrides que inciaram a
conversao em plantulas e o meio de cultura utilizado foi o C4, suplementado com
sacarose 30 g L' (New Quimica, Brasil), 500 mg L' de mio-inositol (Sigma-Aldrich®,
China), 500 mg L' de glutamina (Sigma-Aldrich®, Brasil), 500 mg L' de asparagina
(Sigma-Aldrich®, Estados Unidos), 500 mg L' de arginina (Sigma-Aldrich®, Jap3o),
294 mg L' de prolina (Sigma-Aldrich®, Estados Unidos), 0,54 uM de ANA (Sigma-
Aldrich®, China) e 1000 uM de putrescina (Sigma-Aldrich®, Suica).

As plantulas que iniciaram a formagao na etapa anterior foram individualizadas
e transferidas para o tubo e o meio utilizado foi o M4, suplementado com sacarose 30
g L' (New Quimica, Brasil), 500 mg L' de mio-inositol (Sigma-Aldrich®, China), 500
mg L' de glutamina (Sigma-Aldrich®, Brasil), 100 mg L' de asparagina (Sigma-
Aldrich®, Estados Unidos), 500 mg L' de arginina (Sigma-Aldrich®, Japao), 0,54 uM
de ANA (Sigma-Aldrich®, China) e 1000 uM de putrescina (Sigma-Aldrich®, Suica).

O meio de cultura teve o pH ajustado para 5,7 = 0,1 antes de ser autoclavado
por 20 min. a 121 °C e 1,5 atm. O material foi mantido em sala de crescimento, a
temperatura de 27 + 1 °C sob fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro,
irradiancia de + 40 umol m2 s ! provida por lampadas fluorescentes (Luz do Dia
Especial, 40 W, Osram®, Brasil).
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2.3 Microscopia de Luz

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Anatomia Vegetal do Departamento
de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vicosa - MG e consistiu do estudo
anatémico e histoquimico dos calos obtidos na etapa de indugao desse estudo.

Foram selecionadas ap6s a etapa de indugao trés gendtipos BGP 75-1, BGP
26-5 e BGP 70-8 seguindo o critério de numero de explantes calejados. Durante 120
dias, no processo de inducdo, os explantes foliares imaturos da planta BGP75-1,
inoculados em meio de cultivo suplementado com 630 uM de Picloram, foram
mensalmente coletados. Os explantes das plantas BGP26-5 e BGP70-8 foram
coletados apenas aos 120 dias de cultivo.

As amostras foram fixadas em FAA (formaldeido, acido acético glacial, etanol
50%, 1:1:18, volume:volume) por 48 h e conservadas em etanol 70% (JOHANSEN,
1940), posteriormente foram desidratadas em série etandlica e incluidas em 2-
hidroxietil-metacrilato (Historesin, Leica, Heidelberg, Alemanha).

Os explantes foram seccionados transversal e longitudinalmente (5um de
espessura) pelo microtomo rotativo de avango automatico (RM2155, Leica
Microsystems Inc., Deerfield, EUA), e coradas com azul de toluidina 0,05% pH 4,4
(O’BRIEN et al., 1964) e foi usado para a montagem resina sintética (Permount, Fisher
Scientific, Pittsburgh, EUA).

Os explantes fixados em FAA foram incluidos em 2-hidroxietil-metacrilato. E
foram submetidas aos seguintes reagentes: vermelho de ruténio (JOHANSEN, 1940)
para pectinas; reagente de Schiff (PAS) (FEDER and O’BRIEN, 1968) para
polissacarideos neutros e reagente de Lugol (Johansen, 1940) para amido. O controle
foi realizado conduzido conjuntamente para cada teste, de acordo com a metodologia
proposta por cada autor.

As analises morfologicas e histoquimica foram obtidas através da imagem da
camera fotografica digital (AxioCam HRc, Zeiss, Géttinger, Alemanha) com auxilio de
um microcomputador com o programa de captura de imagens Axion Vision e estes
acoplados a um microscopio de luz (AX-70 TRF, Olympus Optical, Tokyo, Jap&o).
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2.4 Analise Estatistica

O experimento foi montado no delineamento inteiramente casualizado (DIC). A
etapa de inducao foi conduzida em fatorial triplo 2x7x13 com 2 meios de culturas Y3
e H; com 7 concentragdes de picloram (180, 270, 360, 450, 540, 630 e 720uM) e 13
gendtipos, formando ao final 182 combinag¢des. Foi realizado 20 repeticbes por
combinacgao totalizando 3640 unidades experimentais.

Cada placa de Petri compunha uma unidade experimental contendo 5
explantes foliares. A formagdo de calos e a oxidacdo dos explantes eram
acompanhadas a cada 30 dias por 120 dias. Foram analisados para fins estatisticos
namero de explantes calejados e oxidados em cada unidade experimental.

Os dados foram analisados com auxilio do programa estatistico R. E foram
interpretados por meio de andlise de varidncia e as médias foram comparadas
utilizando o critério de Skott-Nott ao nivel de 5% de probabilidade. Para o fator
quantitativo (concentracdo de Picloram) os dados foram interpretados através de
andlise de regressdo. Os modelos foram escolhidos baseados na significancia
utilizando se o teste “t” ao nivel de 5% de probabilidade, do coeficiente de
determinagao e no comportamento do fendémeno em estudo.

Para as analises citadas acima foram fixados o meio de cultura e desdobrado
0s gendtipos e concentragcédo de picloram. Independentemente da interacao do maior
grau ser ou nao significativo optou-se pelo desdobramento da mesma devido interesse

em estudo.



30

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desinfestacao e preparo do material vegetal

A contaminagéo de explantes no presente trabalho foi baixa. No total, mais de
80% dos explantes foram estabelecidos in vitro sem a ocorréncia de contaminagbes
biolégicas tanto para o meio Y3 quanto para o H, o que indica que a metodologia para
o isolamento do material, tanto em campo quanto em laboratério e a desinfestacao
dos foliolos imaturos das plantas adultas de macauba foi eficiente (Figura 3).

Porém, é importante destacar que os genétipos Gleba 2, BGP 70-8, BGP 26-5,
BGP 15-4 e BGP 7-2 (Tabela 1) coletadas em periodos chuvosos apresentaram uma
variacao de 9 a 18% de contaminacgao por bactérias (Figura 3) quando comparadas
com as plantas Gleba 1, Planta 21, BGP 27, Borda 3, BGP 75-1, BGP 69-4, BGP 8-5
e Borda 1 (Tabela 1) coletadas em periodos secos, o0 indice de contaminagéo foi
menor que 5% (Figura 3). A contaminacao por fungos também foi menor que 5% para

todos os periodos (Figura 3).
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Figura 3. Porcentagem de contaminacdo em cultivo in vitro por microrganismos
fungos e bactérias nos foliolos imaturos de plantas adultas de macauba para os meios
Y3 e H no periodo de 120 dias de indugéo.
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A contaminacdo por microrganismos considerados endofiticos, sao
constituidos principalmente por bactérias e fungos (PEIXOTO NETO et al., 2003). No
meio de cultura ocasionam perdas significativas em materiais vegetais (TOLEDO,
2011). Dutra et al (2009), destacam que a intensidade de contaminagao por
microrganismos pode variar de acordo com alguns fatores como o tipo e origem do
explante, época do ano e do ambiente onde sao coletados.

Em periodos chuvosos aumenta o fluxo de agua que pode ser porta de entrada
de microrganismos na planta. Quando esses enddfitos alcangam o interior das raizes,
eles se espalham sistematicamente, na planta percorrendo raizes, caules, folhas,
flores, sementes, frutos, entre outros e migram-se tanto através do sistema vascular
(xilema e floema) ou do apoplasto. (PICCOLO et al., 2010; COMPANT et al., 2011;
QIN et al., 2011, ESPOSITO-POLESI, 2020)

Fatores como a idade da planta, o estadio de desenvolvimento, o status
fisioldgico, as praticas agricolas, condicbes ambientais como temperatura, chuva,
nutricdo do solo, regime de luz, patbgenos, dentre outros também influenciam as
populacdes endofiticas. A contaminagdo pode variar quanto ao nimero e espécie
apresentando rela¢des ecoldgicas mais diversas e complexas (HARDOIM et al., 2008;
BARROS et al., 2010; COMPANT et al., 2010; ISLAM et al., 2010; DAVITT et al., 2011;
ARDANOV et al., 2012; GAGNE-BOURGUE et al., 2013).

3.2 Inducao e multiplicacao de calos embriogénicos

Os meios de cultura Y3, H e MS (Tabela 2) foram utilizados para inducao da
calogénese e para o presente trabalho houve resposta apenas para os meios Y3 e H.
No meio MS os explantes oxidaram completamente apés 30 dias para todos os
genodtipos e concentracdes de picloram testados nao ocorrendo a calogénese. A
formacao de calos foi acompanhada periodicamente a cada 30 dias. As plantas BGP
75-1 e BGP 26-5 iniciaram a formacéao de calos apds 30 dias em meio de cultivo Y3,
0 que pode ser considerado precoce em palmeiras.

Culturas como o dendé, por exemplo, o inicio da formacdo de calos foi
observado ap6s 60 dias em meio de inducao (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2010;
CORREA et al.,, 2015). Mesmo em trabalhos realizados com o cultivo in vitro da
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macauba o inicio da formagéo de calos também foi observado apds esse periodo
(LUIS, 2013; ANDRADE, 2014; MEIRA et al., 2020).

A formagédo dos calos de macauba ocorreu de forma mais significativa no
periodo entre 60 e 120 dias em meio de cultura de inducao, nas plantas estudadas.
Apds esse periodo, a calogénese ocorreu em menor numero e foram realizados
subcultivos. Esses calos foram formados em regides de extremidade dos explantes e
ficavam mais concentrados nos feixes vasculares das folhas em regides de nervuras
(Figura 4-a). Luis (2013) e Meira et al. (2019) também relataram resultados
semelhantes a partir de explantes de folhas imaturas de macauba, o que corrobora
com o presente trabalho.

As extremidades dos explantes que calejaram apresentavam-se intumescidas
e com superficies irregulares Meira et al. (2019) também observou esse evento (Figura
4-a). Os calos estudados apresentavam-se arredondado de coloracdo bege e
amarelado claro e alguns calos com caracteristicas alongados de cor amarelada que
posteriormente originaram os calos nodulares como descrito por Andrade (2014) e
Meira et al. (2019) (Figura 4-b).

Figura 4. Resposta do cultivo in vitro de explantes obtidos a partir de foliolos
imaturos da planta BGP 75-1 no meio Y3. (A) Formacéao de calos nas extremidades
do explante ap6s 30 dias em meio de inducéo (seta indica os calos). (B) Calos com
coloracédo bege e amarelado, com aspectos nodulares (setas indicam os calos).
Escala 1mm.
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3.3 Resultado da analise de variancia para a fase de inducao

Para analise de variancia foram fixados os meios de cultura de inducao Y3 e H
em relacdo aos genoétipos e as concentracbes de picloram e analisado
separadamente.

Verificou-se pela analise de variancia que houve interacao entre os genoétipos
e concentracao de picloram para os meios Y3 (Tabela 3) e H (Tabela 4). Tanto para o
namero de explantes calejados quanto para o nimero de explantes oxidados (Tabela
3ed).

Tabela 3 - Resumo da Analise de Variancia dos Numeros de Explantes Calejados e
Numeros de Explantes Oxidados em fung¢édo da concentragao de picloram e genotipos
apés 120 dias em meio de indugéo Y3.

N° Expl. N¢ Expl.
Calejados Oxidados
Fonte de Variacéo G.L. Q.M QM
Gendtipos 12 10,71** 2,95
Concentragao de Picloram 6 42 17 5,46
(CP)
Genotipos X CP 72 3,19** 1,33"
Residuo 1729 0,77 1,03
CV (%) 23,15 19,93

** Significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 4 - Resumo da Analise de Variancia dos Numeros de Explantes Calejados e
Numeros de Explantes Oxidados em fung¢édo da concentracao de picloram e genétipos
apds 120 dias em meio de inducao H.

N Expl. N Expl.
Calejados Oxidados
Fonte de Variacao G.L. QM QM
Genotipos 12 6,51** 6,07**
Concentragao de Picloram 6 33,17** 5,26**
(CP)
Gendtipos X CP 72 2,74 1,87"
Residuo 1729 0,75 1,12
CV (%) 18,89 16,37

** Significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

Efeito da interagdo entre os Gendtipos e a Concentracao de Picloram para os meios
Y3 e H.
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3.3.1 Avaliagdo do Numero de Explantes Calejados

Na interacao entre os gendtipos e a concentragcao de picloram houve diferenca
significativa em relacdo a numero de explantes calejados e numero de explantes
oxidados (Tabela 3 e 4).

Na relac&o dos gendtipos dentro de cada concentragdo de picloram, tanto para
as concentracdes 180uM quanto para 270uM os genétipos foram semelhantes entre

eles quanto ao numero de explantes calejados quando utilizado o meio Y3 (Tabela 5).

Tabela 5 - Resultado médio dos Numeros de Explantes Calejados para as respectivas
combinacdes de gendtipos e concentracdes de picloram (uM) para o meio de cultura
Y3.

N? Explantes Calejados
Gendtipos 180 270 360 450 540 630 720
Gleba2 045A 035A 050B 0,85D 0,65B 1,20C 0,30B
Glebat 0,70A 0,70A 0,65B 1,15C 0,65B 1,00C O0,60A
Planta21 0,65A 090A 0,65B 1,20C 0,70B 0,80 C 1,00 A
BGP27 0,75A 055A 1,05A 0,90D 0,85B 1,15C 0,75A
Borda3 095A 085A 080A 045D 0,50 B 080C 0,65A
BGP75-1 0,85A 1,06A 130A 3,70A 1,65 A 1,95B 0,80A
BGP69-4 0,35A 060A 0,55B 090D 1,00 B 1,00C 0,35B
BGP85 045A 050A 030B 0,85D 0,90B 1,10C 0,25B
Borda1 040A 0,35A 040B 1,00D 0,95B 1,80B 0,30B
BGP70-8 0,20A 0,70A 045B 0,80D 0,95B 1,10C 0,30B
BGP26-5 0,30A 0,50A 030B 245B 1,30 A 2,00B 0,20B
BGP 15-4 0,40A 030A 0,35B 1,70C 1,15A 1,60B 0,35B
BGP7-2 040A 040A 060B 215B 1,50 A 265A 040B
Os grupos de médias seguidas de mesmas letras na coluna sao semelhantes pelo critério de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Para concentracdo 360uM os gendtipos BGP 27, Borda 3 e BGP 75-1 foram
semelhantes entre eles e superiores aos demais genoétipos quanto ao numero de
explantes calejados (Tabela 5). Para concentracao de 450uM o genétipo BGP 75-1 foi
superior aos demais e ja para a concentracao 540uM os genétipos BGP 75-1, BGP
26-5, BGP 15-4 e BGP 7-2 foram semelhantes entre eles e superiores ao demais
(Tabela 5).

Ja para a concentracdo 630uM o genétipo BGP 7-2 foi superior aos demais
genodtipos quanto ao numero de explantes calejados (Tabela 5). E para a
concentracdo 720uM os gendtipos Glebal, Planta 21, BGP 27, Borda 3 e BGP75-1
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foram semelhantes entre eles e superiores aos demais genotipos quanto ao numero
de explantes calejados (Tabela 5).

Na relacao dos genétipos dentro de cada concentracao de picloram para o meio
H, na concentracdao 180uM de picloram os gendtipos Gleba 1, Planta 21, BGP 27,
Borda 3 e BGP 75-1 foram semelhantes entre eles quanto ao numero de explantes
calejados e superiores aos demais (Tabela 6).

Tabela 6 - Resultado médio dos Numeros de Explantes Calejados para as respectivas
combinagdes de gendtipos e concentragdes de picloram (uM) para o meio de cultura
H.

N? Explantes Calejados
Gendtipos 180 270 360 450 540 630 720
Gleba2 0,20B 045B 065A 0,35D 0,20C 0,50C 0408B
Glebai 080A 045B 095A 1,75B 0,90 B 095C 0,55A
Planta21 1,00A 090A 1,10A 0,75D 0,65B 1,056C 1,05A
BGP27 0,75A 0,75A 1,00A 0,80D 0,45C 095C 0,75A
Borda3 0,80A 090A O090A 055D 0,85 B 1,10C 0,80A
BGP75-1 0,70A 0,80A 0,70A 1,80B 1,20 A 1,30C 0,75A
BGP69-4 0,40B 055B 0,60A 1,00C 1,00 B 1,056C 0,65A
BGP85 025B 0,35B 0,35B 1,10C 1,55 A 1,15C 0,20B
Borda1 0,15B 0,35B 0,30B 1,05C 1,00 B 1,30C 0,15B
BGP70-8 0,25B 0,20B 0,15B 1,10C 0,95B 1,40C 0,10B
BGP26-5 0,35B 0,30B 0,25B 1,70B 1,40 A 1,85B 0,20B
BGP 15-4 0,20B 0,30B 0,40B 1,20C 1,35A 1,50C 0,15B
BGP7-2 030B 0,35B 045B 250A 1,80 A 260A 0,80A

Os grupos de médias seguidas de mesmas letras na coluna sdo semelhantes pelo critério de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Para a concentracao 270uM de picloram Planta 21, BGP 27, Borda 3 e BGP
75-1 foram semelhantes entre eles quanto ao numero de explantes calejados e
superiores aos demais (Tabela 6). Ja para a concentragcao 360uM os gendtipos Gleba
2, Gleba 1, Planta 21, BGP 27, Borda 3, BGP 75-1 e BGP 69-4 foram semelhantes
entre eles quanto ao nimero de explantes calejados e superiores aos demais (Tabela
6).

Para a concentragdo de 450 uM de picloram o genétipo BGP 7-2 foi superior
aos demais gendtipos quanto ao niumero de explantes calejados (Tabela 6). Ja para
a concentracao 540uM os genétipos BGP 75-1, BGP 8-5, BGP 26-5, BGP 15-4 e BGP
7-2 foram semelhantes entre eles quanto ao numero de explantes calejados e
superiores aos demais (Tabela 6).
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O gendtipo BGP 7-2 também foi superior aos demais genétipos quanto ao
namero de explantes calejados para a concentragéao 630uM de picloram (Tabela 6).
Ja para a concentracdo 720uM os gendtipos Gleba 1, Planta 21, BGP 27, Borda 3,
BGP 75-1 e BGP 69-4 e BGP 7-2 foram semelhantes entre eles quanto ao nimero de
explantes calejados e superiores aos demais (Tabela 6).

Ocorreu calejamento em todas as concentragdes de picloram utilizados nos
genotipos estudados tanto para o meio Y3 quanto H. Porém, para as concentracdes
180, 270, 360, e 720uM de picloram os calos formados eram marrons compactos e
indiferenciados, que oxidaram completamente entre 30 a 120 dias em meio de cultura
de inducéo. Vasconcelos et al. (2012) relata calos compactos nao embriogénicos em
“aroeira-do-sertdo” com as mesmas caracteristicas dos calos encontrados nesse
estudo com a macauba.

Para as concentragcées 450, 540 e 630 yM de picloram os calos obtidos
apresentaram aspecto nodular, brilhante de coloracdo bege a amarelo claro que
permaneceram com aspecto friavel durante toda a fase de inducdo podendo ser
avancado para as demais etapas (Figuras 5 e 6). Calos com mesmas caracteristicas
morfolégicas foram descritas por Andrade, (2014) quando trabalhou com plantas
jovens de macauba.

E os gendtipos BGP 75-1, BGP 26-5 e BGP 70-8 foram selecionadas pelo
critério de numero de explantes calejados tanto para o meio de cultura H (Figura 5, a-
i) quanto para o Y3 (Figura 6, a-i) para a demonstracao dos resultados morfolédgicos,
dentro das concentragdes 450, 540 e 630 uM de picloram que resultaram calos

embriogénicos.
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Figura 5. Resposta morfolégica dos calos de macauba, submetidos ao tratamento de
inducao no meio de cultura H na presenca de diferentes concentracdes de picloram
(450, 540 e 630uM). As imagens de A-l1 mostram a formacgao dos calos nos explantes
das plantas BGP 26-5, BGP 70-8 e BGP 75-1.
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Figura 6. Resposta morfolégica dos calos de macauba, submetidos ao tratamento de
inducao no meio de cultura Y3 na presenca de diferentes concentracdes de picloram
(450, 540 e 630uM). As imagens de A-lI mostram a formacgao dos calos nos explantes
das plantas BGP 26-5, BGP 70-8 e BGP 75-1.

A concentracéo 450 uM de picloram tanto para o meio de cultura H quanto para
Y3 para os genétipos BGP 26-5, BGP 70-8 e BGP 75-1 (Figura 5, a, d, g) e (Figura 6,
a, d, g), respectivamente. A concentragdo de 540 uM para os genétipos BGP 26-5,
BGP 70-8 e BGP 75-1 tanto para meio H (Figura 5, b, e, h) e Y3 (Figura 6, b, e, h)
respectivamente e a concentracao de 630 uM para os genétipos BGP 26-5, BGP 70-
8 e BGP 75-1 para o meio H (Figura 5, c, f, i) e Y3 (Figura 6, c, f, i) respetivamente.

Quando fixou o meio de cultura Y3 e fixou os genétipos verificou-se que a
concentracao de picloram nao teve efeito para a maioria dos genétipos em relagao ao
namero de explantes calejados, com excecao dos genoétipos Borda 3, BGP 69-4 e
BGP 70-8 que tiveram comportamento quadratico (Tabela 7). Sendo que para o
gendtipo Borda 3 o ponto de minimo 526,3 e para BGP 69-4 e BGP-70 o ponto de
maximo foram 485,5 e 494,05 respectivamente.
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Tabela 7 - Equacgdes de regressao ajustadas para Numeros de Explantes Calejados
em fungéo das concentragbes para os respectivos gendtipos para o meio de cultura
Y3 e os respectivos coeficientes de determinagao.

Genétipos Equagdes Ajustadas R%/
Gleba 2 7 =0,6143 -
Gleba 1 7 =0,7786 -

Planta 21 ? =0,8429 -
BGP 27 7 =0,8571 -
Borda 3 ? = 1,5214 — 0,003558* CP + 0,00000338* cP>  0.5913

BGP 75-1 7 =1,61 -
BGP69-4 ? =-0,7321 + 0,006779* CP - 0,000006981* CP° 0,6563
BGP 8-5 7 =0,6214 -
Borda 1 Y =0,7429 -
BGP70-8 ¢ —_0,8678 + 0,007116* CP - 0,0000072016* CP* 0,5530

BGP 26-5 7 = 1,0071 -

BGP 15-4 ? = 0,8357 -
BGP 7-2 7 =115 -

* - Significativo a 5% pelo teste “t”.

Quando fixou o meio de cultura H e fixou os gendtipos verificou-se que a
concentracao de picloram nao teve efeito para a maioria dos genétipos em relagdo ao
namero de explantes calejados, com exceg¢do dos genoétipos BGP 69-4 que teve
comportamento quadratico (Tabela 8). Sendo para BGP 69-4 o ponto de maximo foi
531,72.

Tabela 8 - Equaces de regressao ajustadas para Numeros de Explantes Calejados
em fungcao das concentragdes para os respectivos genétipos para o meio de cultura H
e os respectivos coeficientes de determinacao.

Genotipos Equagbes Ajustadas R/
Gleba 2 Y =0,39 -
Gleba 1 Y =0,90 -

Planta 21 Y =0,92 -
BGP 27 Y =0,77 -

Borda 3 Y =0,84 -
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BGP 75-1 ? =1,03 -
BGP69-4 f =-0,5214 + 0,005548* CP - 0,000005217* CP° 0.7685
BGP 8-5 ? =0,70 -
Borda 1 Y =0,61 -
BGP70-8 7 =0,59 -
BGP 26-5 7 =0,86 -
BGP 15-4 7 =0,72 -
BGP 7-2 ?=125 -

* - Significativo a 5% pelo teste “t”.

Luis, (2013) e Meira et al. (2020) relatam em seus trabalhos com utilizacao de
explantes foliares de macauba a formacao significativa de calos com a utilizacao da
concentracao 450 uM quando combinado ao meio Y3. Luis, (2013) descreve que o
aumento da concentracao de picloram na ordem de 675 e 900 uM reduziu a formacao
de calos quando comparado a concentragdo de 450 puM o que corrobora com o
presente trabalho.

Essa diferenca na resposta do nimero calos formados em relacao a diferentes
concentragdes de reguladores também foi relatado por Scariot et al. (1991)
evidenciando o fato da diversidade genética existente na macauba por ser propagada
por sementes e apresenta sistema reprodutivo do tipo misto (ANDRADE, 2014).

Dentro de uma mesma espécie podem existir diferencas genéticas que podem
interferir e comprometer a variabilidade da competéncia in vitro (HENRY et al., 1994).
Além disso os niveis de hormdnios endbégenos nos explantes podem estar
relacionados aos gendtipos, a fase de desenvolvimento, idade, época do ano entre
outros, ocasionando altas variabilidades nas respostas in vitro (JIMENEZ et al., 2005).

3.3.1 Avaliacdo do Numero de Explantes Oxidados

Foi avaliado também numero de explantes oxidados tanto para o meio Y3
quanto para H, uma vez que este fato interfere diretamente na obtengéo de calos. Na
relacdo dos gendtipos dentro de cada concentracdo de picloram, tanto para as
concentracdes 180uM quanto para 270uM e 360uM os genétipos foram semelhantes
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entre eles quanto ao numero de explantes oxidados quando utilizado o meio Y3
(Tabela 9).

Tabela 9 - Resultado médio dos Numeros de Explantes Oxidados para as respectivas
combinagdes de gendtipos e concentragdes de picloram (uM) para o meio de cultura
Y3.

N° Explantes Oxidados
Gendtipos 180 270 360 450 540 630 720
Gleba2 2,05A 160A 1,70A 1,95A 1,60 A 1,35A 135A
Glebat 1,70A 1,40A 1,05A 1,30A 1,00 A 1,20A 1,10A
Planta21 140A 140A 140A 1,05B 1,30 A 1,06A 1,70A
BGP27 135A 145A 1,70A 0,40B 0,94 A 0,60A 1,60A
Borda3 1,50A 160A 145A 1,10B 1,00 A 1,25A 1,15A
BGP75-1 1,70A 165A 155A 0,60B 1,10 A 1,10A 1,75A
BGP69-4 135A 130A 120A 150A 1,10 A 1,60A 1,75A
BGP85 155A 125A 090A 1,35A 1,35 A 1,55A 140A
Borda1 1,10A 1,10A 140A 1,45A 1,20 A 1,40A 1,70A
BGP70-8 135A 205A 160A 1,60A 1,60 A 1,25A 140A
BGP26-5 150A 1,30A 140A 1,00B 1,45 A 1,00A 1,75A
BGP 154 165A 150A 185A 1,60A 1,20 A 1,40A 1,70A
BGP7-2 185A 185A 155A 140A 1,35 A 1,20A 1,70A
Os grupos de médias seguidas de mesmas letras na coluna sao semelhantes pelo critério de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Para concentracéo de 450uM o gendétipo Gleba 2, Gleba 1, BGP 69-4, BGP 8-
5, Borda 1, BGP 70-8, BGP 15-4 e BGP 7-2 foram semelhantes entre eles e superiores
ao demais quanto ao numero de explantes oxidados (Tabela 9). Para as
concentragdes 540uM quanto para 630uM e 720uM os gendtipos foram semelhantes
entre eles quanto ao numero de explantes oxidados (Tabela 9).

Na relacao dos genétipos dentro de cada concentracao de picloram para o meio
H, na concentragdo 180uM os gendétipos foram semelhantes entre eles quanto ao
namero de explantes oxidados com excecao do gendtipo Gleba 1 que apresentou
menor numero de explantes oxidados (Tabela 10).

Tabela 10 - Resultado médio dos Numeros de Explantes Oxidados para as respectivas
combinacdes de gendtipos e concentracdes de picloram para o meio de cultura H.
N° Explantes Oxidados
Gendtipos 180 270 360 450 540 630 720
Gleba2 125A 1,45A 1,20B 1,00B 0,85 A 1,10A 1,75A
Gleba1 050B 1,10A 0,80B 0,95B 1,20 A 090A 2,05A
Planta21 125A 160A 140A 1,25B 0,85 A 095A 165A
BGP27 160A 190A 1,20B 0,45B 0,80 A 060A 1,75A
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Borda3 160A 165A 135A 190A 1,25 A 1,35A 1,95A
BGP75-1 180A 120A 155A 160A 1,45 A 1,00A 0,85B
BGP69-4 150A 1,05A 0,85B 1,25B 1,35 A 1,25A 1,10B
BGP85 210A 155A 125B 2,00A 1,45 A 1,95A 140B
Borda1 1,80A 165A 1,00B 1,20B 1,70 A 1,55A 1,85A
BGP70-8 140A 130A 0,80B 145A 1,30 A 1,35A 1,00B
BGP26-5 165A 165A 1, 70A 1,35B 1,55 A 1,20A 1,35B
BGP 154 1,75A 1,70A 190A 1,65A 1,50 A 1,40A 190A
BGP7-2 175A 190A 150A 1,35B 1,50 A 1,35A 1, 75A
Os grupos de médias seguidas de mesmas letras na coluna sao semelhantes pelo critério de

Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Para concentracao de picloram, de 270uM os gendétipos foram semelhantes
entre eles quanto ao numero de explantes oxidados (Tabela 10). Para concentracao
360uM os gendtipos Planta 21, Borda 3, BGP 75-1,BGP 26-5, BGP 15-4 e BGP 7-2
foram semelhantes entre eles e superiores aos demais genotipos quanto ao nimero
de explantes oxidados (Tabela 10).

Para concentracédo de 450uM o gendétipo Borda 3, BGP 75-1, BGP 8-5, BGP
70-8 e BGP 15-4 foram semelhantes entre eles e superiores aos demais gendtipos
quanto ao numero de explantes oxidados e ja para as concentracoes 540uM e 630uM
0s gendtipos foram semelhantes entre eles quanto ao niumero de explantes oxidados
(Tabela 10).

Para a concentragcado 630uM de picloram os genétipos Gleba 2, Gleba1l, Planta
21, BGP 27, Borda 3, Borda 1, BGP 15-4 e BGP 7-2 foram semelhantes entre eles e
superiores ao demais quanto ao numero de explantes oxidados (Tabela 10).

Quando fixou o meio de cultura Y3 e fixou os genétipos verificou-se que a
concentragao de picloram nao teve efeito para a maioria dos genotipos em relacéo ao
numero de explantes oxidados (Tabela 11).

A excecao foram os genoétipos Gleba 2 e Borda 1 com comportamento linear e
Gleba 1, BGP 75-1 e BGP 7-2 que tiveram comportamento quadratico (Tabela 11).
Sendo que para o gen6tipo Gleba 1 o0 ponto de minimo 564,7 e para BGP 75-1 e BGP-
7-2 o ponto de maximo foram 477,39 e 526,28 respectivamente.

Tabela 11 - Equacdes de regressao ajustadas para Numeros de Explantes Oxidados
em fungéo das concentracbes para os respectivos genédtipos para o meio de cultura
Y3 e os respectivos coeficientes de determinacao.

Genotipos Equacgdes Ajustadas R%r
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Gleba 2 ? = 2,13929 — 0,001071* CP 0,5955
Gleba 1 ? = 2,3142 - 0,004398* CP + 0,000003894* CP*  0,7448
Planta 21 Y =1,32 -
BGP 27 ? =115 -
Borda 3 Y =1,29 -
BGP 75-1 ? = 3,325 — 0,0096825* CP + 0,000010141* cp> 0.5788
BGP69-4 ? =140 -
BGP 8-5 7 =1,33 -
Borda 1 ? = 0,942857 + 0,000873* CP 0,6095
BGP70-8 7 =1,55 -
BGP 26-5 7 =1,34 -
BGP 15-4 ? = 1,0071 -

BGP 7-2 7 = 2.7678 — 0,005337* CP + 0,0000050705* cp> 0,7167

* - Significativo a 5% pelo teste “t”.

Quando fixou o meio de cultura H e fixou os gendtipos verificou-se que a
concentragao de picloram nao teve efeito para a maioria dos genoétipos em relacéo ao
nuamero de explantes oxidados (Tabela 12).

A excecao do genétipo BGP 26-5 com comportamento linear e Gleba 2, BGP
27 e Borda 1 que tiveram comportamento quadratico (Tabela 12). Sendo que para o
gendtipo Gleba 2 o ponto de minimo 437,47 e para BGP 27 e Borda 1 o ponto de
maximo foram 488,44 e 433,5 respectivamente.

Tabela 12 - Equacdes de regressao ajustadas para Numeros de Explantes Oxidados
em fungdo das concentragdes para os respectivos gendtipos para o meio de cultura H
e os respectivos coeficientes de determinacao.

Genotipos Equacgdes Ajustadas R%r

Gleba 2 7 = 2.3607 — 0,0062367* CP+ 0,00000712816* cP°  0,5376

Gleba 1 ¥ =1,07 -
Planta 21 Y =1,27 -
BGP 27 ? = 3,8785 — 0,01285* CP + 0,000013154* CP°  0,5831
Borda 3 Y =1,57 -

BGP 75-1 Y =135 -
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BGP69-4 ? =119 -
BGP 8-5 ? =167 -
Borda 1 f = 2,7571 — 0,006818* CP + 0,000007863* CP° 05847
BGP70-8 P =122 -
BGP 26-5 ? = 1,841 - 0,0007738* CP 0,6113
BGP 15-4 ? =1,68 -
BGP 7-2 ? =1,58 -

* - Significativo a 5% pelo teste “t”.

Em explantes seccionados é comum o acumulo de polifenéis e produtos de
oxidacdo descritos por Andrade et al. (2000) e Van Winkle et al. (2003),
consequentemente modifica 0 meio de cultura interferindo na absorgéo de nutrientes,
inibindo o crescimento e desenvolvimento dos explantes podendo levar a morte dos
mesmos (COSTA et al., 2006).

North et al. (2012) relatam que altas concentragcbes de reguladores de
crescimento podem contribuir para a formacao de compostos fendlicos. E o carvao
ativado além de adsorver e reduzir os efeitos téxicos do regulador também reduz o
efeito substancias exégenas como os de compostos fendlicos (SAENZ et al., 2010;
GUEDES et al., 2011).

Para esse estudo a utilizagado do carvao ativado atuando como um antioxidante
essencial para a formagao dos calos, multiplicacao e diferenciacao dos embrides. Os
varios subcultivos dos calos repondo nutrientes exauridos ao longo do tempo, permitiu

o controle da oxidacao a niveis toleraveis o que corrobora com Meira, 2019.

3.4 Multiplicacao dos calos formados

Os calos formados foram separados e submetidos ao meio de multiplicacéo.
Foram realizados véarios ensaios com meios de culturas diferentes Y3, Y3-modificado,
C4 e H (Tabela 2).

As modificagOes realizadas a nivel de macro e micronutrientes em especial N
e Fe (Tabela 2), respectivamente, foram bastante responsivas quando utilizado os
meios Y3-modificado e C4 (Tabela 2). Pimentel (2012) e Santos (2015) trabalhando
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com aspectos nutricionais da macauba relatam que a espécie requer uma maior
quantidade desses nutrientes.

Embora a forma preferencialmente absorvida de nitrogénio pela pela maioria
das plantas seja a forma de NOs'(nitrato), quando esta € a Unica forma disponivel ha
uma tendéncia a alcalinizagdo do meio com consequente interferéncia na absorgcéao
de nutrientes e uma maneira de evitar esse efeito € utilizando formulagdes de solucdes
nutritivas contendo tanto NOs™ quanto NH4* (aménio), (BOSCHIERO et al.,2019).

Em palmaceas € comum altos teores de Fe (WIJEBANDARA, 2004). O maior
requerimento de Fe por palmaceas segundo Pires et al (2013) pode estar ligado a
maior capacidade fotossintéticas destas espécies. Nas plantas o Fe desempenha a
importante fungdo de ativagdo enzimética na cadeia de transporte de elétrons
(MARSCHNER, 1995).

Desse modo, os meios Y3-modificado e C4 (Tabela 2), quando em
concentragdes reduzidas de picloram 18 e 63 uM com auséncia de carvédo e
acrescidos de 2 e 6,3 uM de 2ip, respectivamente, foram responsivos quanto a
multiplicacao de calos. Guerra et al. (1999) descrever em seu trabalho sobre a reducao
de niveis de reguladores de crescimento no meio de cultura permitindo a divisdo
celular de forma sucessiva e ciclica e o controle dos processos de diferenciacao
resultando em proliferacdo de massas de calos.

Quando utilizado o meio C4 (Tabela 2) acrescido da dose de 630 uM na
presencga de carvao com adicdo 10 uM de 2ip o resultado foi extremamente importante
para manter os calos com as caracteristicas embriogénicas, para a maioria dos
acessos submetidos a esse tratamento. Gendtipos como o BGP26-5 e BGP75-1
quando submetidos a esse tratamento chegaram a apresentar ciclos de divisdes
celulares resultando em pequenas massas de calos. Houve diferencas morfoldgicas
nos calos embriogénicos formados, calos embriogénicos nodulares friaveis e
amarelados, sendo que 0s mais responsivos quanto a multiplicagéo foram os calos de

acessos oriundos da indugao com dose de picloram de 630 uM (Figura 5- ¢, i).

3.5 Regeneracao e Germinacao dos Embrides Somaticos

As massas embriogénicas formadas na etapa de multiplicacdo foram
transferidas para o meio de regeneragao apds quatro ciclos de 30 dias em meio de
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multiplicacdo. Foram realizados varios ensaios com meios de culturas diferentes e o
C4 (Tabela 2), com auséncia da auxina picloram, acrescido 1000 uM de putrescina e
0,1 uM de 2iP foi o que proporcionou com a formacao embriées de coloracao branca
que eram individualizados para conversao em plantulas (Figura 8 a).

Apés 45 dias em meio de regeneragao esses embrides foram levados para o
meio de germinacao suplementados com ANA e Putrescina em trés etapas. A primeira
foi realizada em frascos com meio C4 (Tabela 2). Além dos constituintes descritos foi
acrescentado ao meio de cultura os aminoacidos metionina e prolina (Figura 8 b-c). E
para a segunda etapa também realizada em frascos com meio C4 eram constituidos
dos mesmos elementos da etapa anterior, porém, foi acrescentado apenas a prolina
(Figura 8 d-e).

A metionina esta diretamente ligada a sintese de etileno, fitorménio gasoso,
que €& geralmente produzido em respostas a meios com presenca de auxina
relacionadas a estimulos para senescéncia, amadurecimento e abscisdo de folhas
(GASPAR et al., 1996; SANTNER et al., 2009) e este aminoacido vem sendo muito
utilizado na maturacéo de embrides somaticos.

Durante o processo de indugcdo a embriogénese somatica ocorre acumulo de
altas concentragbes auxinas o que pode estar associado a estresse devido a
desprogramacéao e reprogramacao celular ocorrendo acumulo de prolina (GOMES et
al., 2014; SILVA et al., 2014b) este aminoacido atua na integridade das proteinas,
melhora a atividade enzimatica, exerce a funcdo tampao, e ainda promove a
expressao de genes especificos, o que possibilta a adaptacdo ou até mesmo a
recuperagdo da planta (VERBRUGGEN & HERMANS, 2008; SZABADOS &
SAVOURE, 2010)

As plantulas formadas da terceira etapa foram individualizas em tubos de
ensaio em meio M4 (Tabela 2) regenerando as primeiras plantulas do experimento
(Figura 8). Os tratamentos usados no presente trabalho embora ainda n&o tenham
regenerado plantulas de todos os gendtipos estudados, ja mostram grandes avancos
para o estabelecimento de um protocolo para clonagem de macauba a partir de folhas
imaturas de plantas adultas.

O estudo realizado permitiu a multiplicacao de genétipo a partir de explante de
planta adulta, o estadio fisiolégico do explante utilizado influencia na reposta
morfogénica in vitro, Andrade (2014) verificou em seu trabalho com macauba que os

explantes oriundos de plantas na fase juvenil tendem a responder favoravelmente a
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embriogénese somatica, diferente do que ocorre com explantes provenientes de
plantas adultas. Gueye et al. (2009) ressaltam a importante aptiddao das células para
adquirirem competéncia embriogénica esta relacionado a dependéncia do estadio

fisiolégico e da diferenciagéo inicial das mesmas.

Figura 7. Plantulas do gen6tipo BGP 7-2 obtidas 90 dias apéds cultivo in vitro em meio
de germinacdo. a: plantula formada ao final do processo. b-c: Plantulas sendo
formadas em meio C4 nos frascos a partir de embrides somaticos. d-e: Plantulas
sendo individualizadas em meio M4 nos tubos.

3.6 Resultados morfoanatomicos dos calos obtidos

Os resultados dos aspectos morfoanatdmicos dos calos obtidos nos explantes
em cada planta selecionada BGP 26-5, BGP 70-8 e BGP 75-1 (Figura 9, a-f) apés 120
dias. Para as plantas BGP75-1 e BGP26-5 ocorreu a formagdo de calos
embriogénicos que apresentavam coloracdo branco-amarelada, superficie lisa,
formato globular e, aparentemente, eram facilmente destacadas do explante, esses
calos eram formados ao longo de toda superficie dos explantes (Figura 9 b, d, f).

Essas superficies eram constituidas de células do parénquima e na regiao
interna por células meristeméticas formando um feixe este padrdo também ja foi

relatado para palmeiras como o coco (BUFFARD-MOREL et al.,, 1992), tdmara
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(GUEYE et al., 2009) e dendé (GOMES et al., 2017). Calos oriundos de explantes
foliares de plantas jovens de macauba também foram relatados (ANDRADE, 2014).

Autores como Padua et al. (2013), Luis e Scherwinski-Pereira (2014), Andrade
(2014) e Granja et al. (2018) relatam em seus trabalhos que os calos de cor e forma
translucido-alongado, translucido-aquoso, bege-globular e branco-globular e calos
nodulares sdo os que apresentam maior potencial embriogénico obtendo embrides
somaticos oriundos desses calos.

Ao contrario, dos calos observadas na planta BGP70-8 que apresentavam
formatos irregulares e elevado grau de fusdo entre si, com consisténcia compacta
além de se apresentarem ligadas ao explante (Figura 9 c, d). Segundo Henry et al.
(1994), fatores genéticos sao capazes de condicionar as respostas obtidas na cultura
de tecido in vitro, e as variabilidades que ocorrem a nivel genético existente dentro de
uma mesma espécie podem levar também a variabilidade da competéncia in vitro. El-
Din et al. (2007) ao estudar cultivares da familia Arecaceae também observou

diferencas entre respostas de gendétipos a inducao da formacgéo de calos.
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Figura 8. Inducdo de embriogénese somatica em trés plantas de macauba BGP26-5,
BGP70-8 e BGP75-1. Aspecto morfoldgico (a, ¢, e) e anatdbmico (b, d, f) dos calos
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embriogénicos ap6s 120 dias de cultivo. a, b: BGP26-5. ¢, d: BGP70-8. Note o elevado
grau de fusionamento das estruturas. e, f: BGP75-1. Escala: 1000 um.

Estudo foi realizado na planta BGP 75-1 e os explantes foliares de utilizados
para a inducdo de embriogénese somatica eram constituidos por epiderme
unisseriada em ambas as faces da lamina foliar com células de tamanho homogéneo
e justapostas e hipoestomatica, mesofilo dorsiventral com feixes vasculares do tipo
colateral fechado (Figura 10-a).

Apés 30 dias de cultivo em meio de inducao, poucas alteragdes morfolégicas
foram observadas, preservando os aspectos iniciais do explante e apresentando
células hipertrofiadas na regido do parénquima e também na face abaxial da epiderme
do explante. Contudo, divisdes celulares foram evidentes no parénquima vascular dos
explantes (Figura 10-b). Resultado diferente do relatado por Meira et al. (2019) que
nao observaram sinais de divisao celular e formagao de calos.

Aos 60 dias em meio de inducao, calos friaveis e amarelados, ainda fixos foram
observados proximos as regides de seccdo dos explantes. A formacdo dessas
estruturas ocorreu a partir da reativagdo de células do tecido parenquimatico
associadas aos tecidos vasculares (Figura 10-c, d). Intensas divisées celulares foram
observadas na nervura mediana e em nervuras de menor calibre ao longo explante.

A proliferacdo de células nessas regiées promoveu o colapso de células do
mesofilo adjacentes (Figura 10-c, d), que se acumulavam formando camadas
delgadas de células que envolviam a massa de proliferacao celular. Essas células
apresentavam citoplasma denso, nucléolos visiveis e nucleos evidentes com alta
relagédo nucleo/citoplasma (Figura 10-d). As divisdes celulares se intensificaram, e aos
90 dias de cultivo a massa de células em formagédo ocupavam grande parte do
mesofilo foliar e essas células provavelmente foram oriundas das sucessivas divisées
mitoticas que ocorriam nas células procambiais (Figura 10-e, f).

Estudos histologicos evidenciaram as caracteristicas embriogénicas dos calos
obtidos nesta primeira etapa do processo que é a fase de inducdo onde se observa
regides com intensa divisdo celular principalmente na regido interna dos calos,
pequenas células isodiamétricas com citoplasma denso e nucleo volumoso. Esse
padrao foi observado em calos embriogénicos obtidos de explantes de embrides
zigbticos de macauba (MOURA et al., 2009) e explantes foliares de palma de 6leo
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(BALZON et al., 2013; SILVA et al., 2013) e explantes foliares de macauba (MEIRA et
al., 2019).

Nessa fase, a estrutura pré-embriogénica em formacao das sucessivas divisdes
mitéticas ocorridas em diferentes diregdes, ja apresentava formato circular e
diferencgas citoldgicas eram evidentes na sua estrutura. Enquanto células da periferia
da estrutura apresentavam maior volume e, aparentemente, vacuolizadas, as células
centrais possuiam menor volume e citoplasma denso, indicando a possivel formacao
de um centro meristematico (Figura 10-f). Algumas células do mesofilo, adjacentes a
estrutura em formagéao, apresentaram-se hipertrofiadas, caracteristica ndo observada
nos estagios anteriores (Figura 10-f).

Aos 120 dias de cultivo, a estrutura pr6-embriogénica em formacéao extravasou
os limites do explante, tornando-se exposta a superficie (Figura 10-g). As células
centrais do pro-embrido mantiveram as caracteristicas similares a de células
meristematicas (Figura 10-g, h), denominando o centro meristematico do calo
embriogénico, enquanto as células periféricas apresentavam-se maiores e citoplasma
hialino (Figura 10-g).

Inumeras células hipertrofiadas foram observadas na base e em torno da
estrutura embriogénica (Figura 10-g, i). Cordbes vasculares do explante foram
observados somente na base da estrutura, ndo sendo observada a diferenciagéo de
tecidos vasculares nas estruturas embriogénicas (Figura 10-g, i).

Células procambiais se diferenciam em células do tecido vascular e pela acao
da auxina (ROSE et al., 2006) sao reprogramadas induzindo a formacgao de calos que
podem ter potencial embriogénico (ROSE, 2016). A origem dos calos € confirmada
por Gomes et al. (2017) que caracteriza as estruturas como originarias de células

procambiais, proximo ao tecido vascular.



51

Figura 9. Ontogenia dos calos embriogénicos de macauba na planta BGP 75-1. a:
Explante inicial (retirado no dia da inoculagdo). b: Divisdo de células do parénquima
vascular (seta) apos 30 dias em meio de indug&o. c-f: Desenvolvimento das estruturas
pré-embriogénicas (*) na regido da nervura dos explantes foliares sendo; c-d: ap6s 60
dias em meio de inducgéo e e-f: apds 90 dias em meio de inducao. Note o colapso das
células do mesofilo adjacentes a massa pré-embriogénica (cabeca de seta preta). g:
Estrutura pré-embriogénica exposta. Note as diferencas citoldgicas entre as células
do centro meristematico (cm) em relacdo as células da superficie da estrutura. h:
Centro meristematico. Note os nucleos evidentes dessas células (cabeca de seta
branca). i: Células hipertrofiadas localizadas na base da estrutura embriogénica
(quadrado). g-i: apds 120 dias em meio de inducao. Abreviacoes: ad face adaxial da
epiderme; ab face abaxial da epiderme; cm centro meristematico; f fibra; fv feixe
vascular; me mesofilo; x xilema. Barras: 100 um.



52

3.7 Analise Histoquimica

Este estudo foi realizado com explantes foliares da planta BGP 75-1. A
coloragdo com Vermelho de Ruténio (VR) evidenciou a presenca de pectina nos
tecidos foliares de macauba (Figura 11 a-d). No explante inicial, todos os tecidos
foliares apresentaram-se intensamente corados com VR (Figura 11-a). Contudo, no
inicio de formacao das estruturas pré-embriogénicas, as regides de proliferacéo
celular apresentaram-se fracamente coradas.

Em contrapartida, as camadas de células colapsadas que circundavam a
massa de células em divisdo apresentaram intensa coloracdo, em comparacao as
demais regides do explante (Figura 11-b). No calo embriogénico, as células do centro
meristematico apresentaram coloragdo menos intensa que o explante foliar (Figura
11-c, d). Nessa fase, as células hipertrofiadas localizadas na base das estruturas
embriogénicas apresentaram-se fortemente coradas (Figura 11-c).

Os calos embriogénicos foram envolvidos por células colapsadas do mesofilo
conferindo um isolamento a estrutura em relacao ao explante. O que também foi
relatado por Moura et al. (2009), esse espessamento isolando os pré-embrides, foi
sugerido pelos autores como a consequéncia da liberagao de pectinas, provavelmente
desintegracéo e dissolucao da lamela média.

Polissacarideos neutros foram identificados ao longo de todo processo
embriogénico a partir de reacao histoquimica com acido periédico + reagente de Schiff
(PAS) (Figura 11 e-h). Os tecidos foliares do explante inicial e no inicio de formagéo
dos calos embriogénicos apresentaram-se intensamente corados (Figura 11-e, f),
especialmente na regidao dos tecidos vasculares, nesse ultimo estagio (Figura 11-f).

Os compostos polissacarideos neutros evidenciados no teste do PAS, foram
confirmados como pectinas pelo teste com vermelho de ruténio. A coloracéo
avermelhada forte, demonstra que as paredes celulares internas sdo ricas em
compostos pécticos. Alguns estudos tém sugerido a relacdo dessas substancias com
a aquisicao da competéncia embriogénica até o inicio do estadio embrionario globular
de espécies como orvalhinha e milho (PEDROSO e PAIS, 1995; SAMAJ et al., 1995),
chicoria (CHAPMAN et al.,, 2000), coco (VERDEIL et al., 2001), flor de colza.
(NAMASIVAYAM et al., 2006) e pupunha (STEINMACHER et al., 2012). A presenca
de polissacarideos é uma caracteristica frequentemente observada em culturas

embriogénicas.
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Apos a formacao das estruturas embriogénicas (Figura 11-g, h), compostos
citoplasmaticos de células periféricas dos pré-embrides apresentaram-se coradas ao
PAS (Figura 11-h), caracteristica ndo observada nas células que compunham o centro
meristematico da estrutura (Figura 11-h).

Essa observacao foi confirmada pelo teste histoquimico com Lugol (Figura 11
i-l). Graos de amido foram observados somente nas células-guardas do explante
inicial (Figura 11-i) e nas células periféricas dos centros meristematicos das estruturas
pré-embriogénicas (Figura 11-k, I). Graos de amido nao foram identificados no inicio
de formacgao dos calos (Figura 11-j).

Estudos realizados por Moura et al. (2010) em macauba constataram a
presenga de amido nas células do embrido somatico, porém, ndo eram abundantes e
nao possuiam uma distribuicao. Segundo Gomes et al., (2014) a diferenciacao celular
requer energia devido as intensas divisbes e a quantidade de amido pode variar a
depender da fase de crescimento do embrido. No presente trabalho a mobilizagédo de
amido pelas células parenquimaticas adjacentes as células meristematicas,
evidenciada pelas analises histoquimicas, pode representar uma reserva energética
para a divisdo celular no interior dos centros meristematicos que apresentam alta
atividade celular. Esses resultados poderao contribuir para a melhor compreensao e
otimizacéo dos sistemas de regeneracao in vitro, via embriogénese somatica dessa

importante espécie oleaginosa.
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Figura 10. Histolocalizagdo de compostos de parede e citoplasma durante a indugéo
de embriogénese somatica em macauba apo6s 120 dias em meio de indugéo da planta
BGP 75-1. a-d: Vermelho de Ruténio. A reagéo positiva € demonstrada pela coloragao
avermelhada evidenciando a presenca de pectina. Note a intensa coloracdo nas
células em torno massa de proliferagdo de células (cabecga de seta) (b) e estrutura
embriogénica (c) e-h: Acido periddico + reativo de Schiff (PAS). A reacdo positiva é
demonstrada pela coloracdo magenta evidenciando a presenca de polissacarideos
neutros. Note a intensa coloracdo nas células envolvidas no inicio da formagédo da
massa embriogénica (*) (f). i-l: Teste para deteccao de amido com reagente de Lugol;
resultado positivo apresenta pontoagdes escuras. Note a presenca de amido nas
celulas periféricas das estruturas embriogénicas e a auséncias desses compostos no
centro meristematico (cm). Abreviacdes: ad face adaxial da epiderme; ab face abaxial
da epiderme; cm centro meristematico; e estébmatos; f fibra; fv feixe vascular; me
mesofilo; x xilema. Barras = a, b, d, e, f, h,i,j = 100 um; c, g, k = 200 pm.
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4 CONCLUSAO

O processo de desinfestacdo e estabelecimento em laboratério do material
vegetal foi eficiente;

O melhor periodo para a coleta do palmito o periodo seco sem ocorréncia de
chuvas;

O meio Y3 foi mais eficiente na formacgao de calos embriogénicos;

O meio de cultura C4 foi mais eficiente quando utilizado nas etapas de
multiplicagédo, regeneragao e germinagao;

O gendtipo BGP75-1 apresentou maior numero de explantes calejados;

A concentracao de 450 uyM de picloram resultou em maior nimero de explantes
calejados para os dois meios Y3 e H;

A concentragdo de 630 yM de picloram resultou menor numero de explantes
calejados e foi a concentragdo que proporcionou calos diferenciados com
consequente regeneracao em plantulas;

A formacao de estruturas de parénquimas vascular, células do periciclo
associadas as nervuras foliares dos explantes;

Pectinas, polissacarideos neutros e graos de amido sdo diferencialmente
distribuidos nos tecidos vegetais durante todo processo de indugdo de embriogénese

somatica.
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