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RESUMO

SILVEIRA, Jodo Victor Baptista, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2025. Multiplicacao, diferenciacao, alongamento in vitro e estabelecimento de
mudas clonais de Elaeis guineensis Jacq. (arecaceae). Orientador: Sergio
Yoshimitsu Motoike. Coorientador: Diego Ismael Rocha.

Elaeis guineensis Jacq., conhecida popularmente como Dendezeiro ou palma de
6leo, é uma palmeira da familia Arecaceae, considerada uma importante oleaginosa,
com ampla utilizacdo nos setores alimenticio, de cosméticos e biocombustiveis. Para
a perpetuacao de materiais genéticos superiores e sua multiplicacdo em larga
escala, o cultivo in vitro através da embriogénese somatica é essencial. O presente
trabalho teve como objetivo geral a otimizacao de protocolos de micropropagacéo de
mudas clonais de diferentes materiais genéticos de E. guineensis. Sendo dividido em
dois experimentos, (i): A influéncia de concentragdes de auxinas (2,4-D e AIA) na
multiplicacdo e regeneracao de calos embriogénicos de Elaeis guineensis e, (ii): O
efeito de concentracées de carvao ativado no alongamento e estabelecimento de
mudas clonais de diferentes genoétipos. Para o experimento (i), calos friaveis
multiplicados in vitro foram inoculados em placas de Petri contendo 30 mL de meio
de cultura Y3 modificado, acrescidos de 2,4-D (0, 9 e 18 uM) e AIA (0, 28,43 e 56,86
uM), respectivamente. Para a multiplicacdo de calos embriogénicos, a presenca de
2,4-D é fundamental, enquanto sua auséncia € necessaria para formacdo de
embrides somaticos. A utilizagdo do meio de cultura convencional, de 9 umol de 2,4-
D + 28,43 umol de AIA, possibilitou a obtencdo de calos embriogénicos de maior
qualidade, com aumento da sua propor¢cao e baixa oxidagao. A presenca de 2,4-D,
esta diretamente associada a sinalizacao para a divisdo celular, porém sua retirada
potencializa a diferenciacdo em embrides somaticos. No experimento (ii), foram
avaliados o desempenho de 4 gendtipos em fungéo de cinco (5) concentracdes de
carvao ativado (0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 g.L") adicionadas ao meio de cultura C4,
durante o alongamento in vitro de mudas clonais de E. guineensis. E possivel a
obtencao de mudas clonais viaveis de todos os materiais genéticos avaliados, porém
€ necessario maior ajuste para materiais pouco responsivos. Gendétipos aparentados
apresentaram desenvolvimento superior ao longo do estudo, sugere-se um efeito da
genética dos parentais. A auséncia do carvado ativado permite melhores respostas
para o estabelecimento de mudas clonais de E. guineensis. Todavia a analise
estatistica de regressao polinomial demostrou que o uso de 2,8 g. L' de carvao
ativado permite a

otimizacdo de embriogénese somatica secundéaria, resultando em maior



nuamero de plantas nesta condigéo.

Palavras-chave: auxinas ; carvéo ativado ; Palma de 0Oleo ; genética ; regeneragéo in
vitro



ABSTRACT

SILVEIRA, Joao Victor Baptista, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August,
2025. In vitro multiplication, differentiation, elongation, and establishment of
clonal seedlings of Elaeis guineensis Jacq. (arecaceae). Adviser: Sergio
Yoshimitsu Motoike. Co-adviser: Diego Ismael Rocha.

Elaeis guineensis Jacq., commonly known as African oil palm, is a member of the
Arecaceae family and is considered one of the most important oil-bearing crops, with
wide applications in the food, cosmetic, and biofuel industries. For the perpetuation of
superior genetic materials and their large-scale multiplication, in vitro culture through
somatic embryogenesis is essential. The present study aimed to optimize
micropropagation protocols for clonal plantlets of different E. guineensis genotypes.
The research was divided into two experiments: (i) the influence of auxin
concentrations (2,4-D and IAA) on the multiplication and regeneration of embryogenic
calli of E. guineensis, and (ii) the effect of different concentrations of activated
charcoal on the elongation and establishment of clonal plantlets of four genotypes. In
experiment (i), friable calli multiplied in vitro were inoculated in Petri dishes containing
30 mL of modified Y3 medium supplemented with 2,4-D (0, 9, and 18 uM) and I1AA (0,
28.43, and 56.86 uM), respectively. For the multiplication of embryogenic calli, the
presence of 2,4-D was found to be essential, whereas its absence was required for
somatic embryo formation. The use of the conventional medium containing 9 uM 2,4-
D + 28.43 pM IAA enabled the production of higher-quality embryogenic calli, with
increased proportion and reduced oxidation. The presence of 2,4-D was directly
associated with cell division signaling, whereas its removal enhanced differentiation
into somatic embryos. In experiment (ii), the performance of four genotypes was
evaluated under five concentrations of activated charcoal (0, 1.0, 2.0, 3.0, and 4.0 g
L") added to C4 medium during in vitro elongation of clonal plantlets of E.
guineensis. Viable clonal plantlets were obtained for all tested genotypes, although
further adjustments are required for less responsive materials. Related genotypes
showed

superior development throughout the study, suggesting an effect of parental genetics.
The absence of activated charcoal favored better responses for the establishment of
clonal plantlets of E. guineensis. However, polynomial regression analysis
demonstrated that the use of 2.8 g L of activated charcoal optimized secondary
somatic embryogenesis, resulting in a greater number of plants under this condition.



Keywords: auxins ; activated charcoal; Oil palm; genetics; in vitro regeneration



LISTA DE ILUSTRAGCOES

CAPITULO 1: Efeito de auxinas na multiplicacdo e diferenciacio de calos

embriogénicos de Elaeis guineensis Jacq. (Arecaecae)

Figura 1 - Fluxograma do experimento de auxinas, em ordem cronoldgica da esquerda
para direita, contendo: explante inicial, efeito das auxinas e efeito residual. ............ 34

Figura 2 - Classificagao dos calos em relagéo ao padrao de cor e aspecto morfolédgico.
Classificagao da coloragao dos calos (A-C), onde 0 — branco (A), 50 — creme(B) e 100
— Amarelo (C), e, classificagdo do aspecto dos calos em escala de 0 a 100, onde 0 —
nodulares (D), 50 — intermediarios (E) e 100 — friaveis (F). Escala =1 mm.............. 34

Figura 3 - Taxa de oxidacdo (A), formagao (B), numero de embrides (C) e diametro
dos calos (D), para linhagens embriogénicas do gendtipo PL-06 de Elaeis guineensis
cultivadas in vitro em fungcédo de concentragbes de 2,4-D e AlA. Letras minusculas
iguais nao sao significativamente diferentes pelo teste de Tukey em nivel de 95% de
probabilidade para concentragdes de 2,4-D, enquanto letras maiusculas iguais nao
sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey em nivel de 95% de
probabilidade para concentragdes de AlA. ... ..o 36

Figura 4 - Coloracdo (A), taxa de calos nodulares amarelos (B), creme friavel (C),
numero de embrides (D), didametro dos calos (E), taxa de oxidagcao (F), aspecto dos
calos (G), formacdo de embrides (H) e, calos amorfos (lI) para linhagens
embriogénicas do gendtipo PL-06 de Elaeis guineensis cultivadas in vitro em funcao
de concentracgdes de 2,4-D e AlA. Letras minusculas iguais ndo séo significativamente
diferentes pelo teste de Tukey em nivel de 95% de probabilidade para concentragdes
de 2,4-D, enquanto letras maiusculas iguais ndo sao significativamente diferentes pelo
teste de Tukey em nivel de 95% de probabilidade para concentragbes de AlA........ 39

Figura 5 - Agregados mistos com formacgdes de calos friaveis a partir de nodulares do
genotipo PL-06 de Elaeis guineensis cultivadas in vitro, em funcé&o de concentra¢des
de 2,4-D e AlA. ESCAla = TMIM. oo e e aeeas 39

Figura 6 - Caracterizagao morfoanatémica dos agregados: calos friaveis (A — C), calos
nodulares (D — F), embrides fusionados (G — |), calos amorfos (J — L) e calos oxidados
(M—-0). Escala: Ae G=2mm; D,Je M =1mm; H=1000 um; B, Ke N = 100um; E,
I, Le O=50um; C e F =20um. ZM: Zona meristematica; ZP: Zona periférica; CV:
Conexdes vasculares; CF: Compostos fenolicos. .........ccoevveieiiiiiiiiccieeeeeeeeee 44

CAPITULO 2: Influéncia do material genético e do carvdo ativado no
alongamento in vitro e estabelecimento de mudas clonais de Elaeis guineensis



Figura 1 - Efeito do gendtipo no alongamento de plantulas de Elaeis guineensis, aos
60 dias de cultivo in vitro. Morfologia dos gendétipos AM-05, AM-21, AM-29 e AM-33
em 2 g. L' de carvao ativado, em ordem crescente da esquerda para direita (A), Vigor
(B), Altura (C), Diametro de colo (D), Clorofila a (E), Clorofila b (F), Clorofila total (G),
Massa seca aérea (H), Formacdo radicular (1), e indice de qualidade de Dickson —
transformado em log (J). Barra = 3 cm. Letras iguais ndo sdo significativamente
diferentes pelo teste de Tukey em nivel de 95% de significancia. ..........cccccceeveeee... 59

Figura 2 - Efeito do carvéo ativado no sistema aéreo do alongamento de plantulas de
Elaeis guineensis, aos 60 dias de cultivo in vitro, Morfologia do gendétipo AM-05 em
fungdo do carvao ativado em concentragio crescente de 0 a 4 g. L' da esquerda para
direita (A), Numero de plantas (B), Clorofila a (C), Clorofila b (D), Clorofila total (E),
Carotenoides (F), Diametro de colo (G), e indice de qualidade de Dickson (H). Barra =

Figura 3 - Efeito do carvéo ativado no sistema radicular durante o alongamento de
plantulas de Elaeis guineensis, aos 60 dias de cultivo in vitro. Morfologia radicular do
genotipo AM-05 em fungéo carvao ativado em concentragéo crescente de 0 a 4 g. L™
da esquerda para direita (A), Formacéao (B), Diametro (C), Comprimento (D), Volume
(F), e Massa seca radicular (F). Barra = 1,13 CM. ........ccoiiiiie 62

Figura 4 - Efeito do carvao ativado na aclimatizacdo de mudas clonais de Elaeis
guineensis, aos 60 dias de cultivo, Morfologia do genétipo AM-05 em fungao do carvéao
ativado, em ordem crescente da direita para a esquerda (A), Altura (B), Vigor (C),
Diametro do colo (D), Formacao radicular (E), e Massa seca aérea (F). Escala = 3 cm

.................................................................................................................................. 64
LISTA DE TABELAS
REVISAO DE LITERATURA
Tabela 1 - Estudos recentes de embriogénese somatica de Elaeis guineensis. ..... 21

CAPITULO 1: Efeito de auxinas na multiplicacdo e diferenciacio de calos
embriogénicos de Elaeis guineensis Jacq. (Arecaecae)

Tabela 1 - Resultado da analise de variancia para coloracéo, oxidagao, formacao e
numero de embrides e didametro dos calos das linhagens embriogénicas do gendtipo
PL-06 de Elaeis guineensis em fungao das concentracdes de AlA e 2,4-D, cultivadas
in Vitro, a0s 45 dias d€ CUILIVO. .......ccouniieii e 36



Tabela 2 - Resultado da analise de variancia para coloragao, oxidagao, formagao e
numero de embrides, aspecto dos calos, taxa de calos nodulares amarelo, friaveis
creme e amorfos e didmetro dos calos das linhagens embriogénicas do gendtipo PL-
06 de Elaeis guineensis em funcdo dos explantes oriundos de diferentes
concentracdes de AlA e 2,4-D, cultivadas in vitro, aos 45 dias de cultivo................. 37

Tabela 3 - Resultado da analise de histoquimica das estruturas obtidas das linhagens
embriogénicas do genotipo PL-06 de Elaeis guineensis em fungdo das concentracdes
de AlA e 2,4-D, cultivadas in vitro, aos 45 dias de cultivo in Vitro. ......................... 42

CAPITULO 2: Influéncia do material genético e do carvao ativado no
alongamento in vitro e estabelecimento de mudas clonais de Elaeis guineensis

Tabela 1 - Caracterizagdo morfoldgica dos genétipos de Elaeis guineensis, contendo:
coédigo do gendtipo, parentais, altura da planta, numero e peso médio dos cachos,
numero de frutos, taxa de mesocarpo, matéria seca e fibra dos frutos, potencial de
Oleo por fruto e planta, e aidade das matrizes..............coooviiiiiiiiiii e 53

Tabela 2 - Resultado da analise de variancia para as variaveis: taxa de sobrevivéncia,
vigor, altura, didmetro do colo, numero de plantas, clorofila a, clorofila b, clorofila total,
carotenoides, formagao radicular, didametro médio radicular, comprimento radicular
(didametro > 2,0mm), volume radicular (didametro > 2,0mm), massa seca aérea e
radicular e indice de qualidade de Dickson, a partir de plantas clonais de Elaeis
guineensis alongadas in vitro, aos 60 dias de Cultivo...............cccoviiiiiiiiiiiiii e, 57

Tabela 3 - Resultado da analise de variancia para a taxa de sobrevivéncia, vigor,
altura, didametro do colo, numero de plantas, formacao radicular, diametro médio
radicular, comprimento radicular (didametro > 2,0mm), volume radicular (didmetro >
2,0mm), massa seca aérea e radicular e indice de qualidade de Dickson, a partir de
mudas clonais de Elaeis guineensis em aclimatizagao, aos 60 dias de cultivo. ........ 63

Tabela 4 — Valores médios para taxa de sobrevivéncia e didametro médio radicular em
funcdo de concentragdes de carvdo ativado a partir de mudas clonais de Elaeis
guineensis em aclimatizagao, aos 60 dias de Cultivo. ...........ccooveiiiiiiiiiiiiii e, 65



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

2,4-D Acido 2,4-diclorofendxiacético
AIA  Acido indol-acético

ANA  Acido naftaleno-acético

CA Carvéo ativado

ES Embriogénese somatica

ESS Embriogénese somatica secundaria



SUMARIO

1. INTRODUGAO GERAL ........ooveeerereeeecaesaesaesaessessessessessesassssssssssssessssssssssnsens 15
2, REVISAO DE LITERATURA ........oooieeeectecaesaesse e ssessessesssssessessesssssssassssns 16
2.1, ElQ€IS QUINEENSIS ...........coeeeeeiieeee et 16
2.2. Propagagao @SSEXUAUQA ........iiieeeeiieeiiiiiiiaaeeeeeeeeeaatnnaaaeeeeeeeeeennnnaaaeaaeeeennnes 18
2.3. Embriogénese somatica de E. QUINEENSIS ..............ceviieeiiiiiiiiiiiiiiiaiiiineaaeens 20

3. REFERENCIAS .......coviiitieeicte st ses e s s e sse s sss s sss s s ssssssssssssssssssnsanes 22
(0. Y 2 1 11 11X o T U 28
Efeito das auxinas na multiplicagao e diferenciagao de calos embriogénicos de
Elaeis guineensis Jacq. (AreCaCae).....cccccceererrirrrrrerremmnnsssssssssrsesmmnnssssssssssssessnnnnns 28
RESUMO ...ttt e e e e e e e e et e e e e e e e s s b e e eeeaaeeeeeanns 29
= RS I - N O 29
1. INTRODUGAO...... ..ottt 30
2. MATERIAIS EMETODOS ..o, 32
2.1, Material Vegetal...........oiiiiiiii 32
A N U (] = 1 SRR 33
2.3. Efeito reSidual ............uuueeiiiiiiiiiiiiiiii e 33
2.4. Coleta e analise de dadOS........oooeiiiiiiiiiiiii e 34
2.5. Caracterizagdo morfoanatdmicCa ............ccceeeeeeiiiiiiiiiiiii e, 35

3. RESULTADOS ..., 36
K Tt B X U)o =1 ST 36
3.2, Efelto reSidUAl .....veeieee e 37
3.3. Caracterizagao morfoanatdmica ...............uveiiieieiiiiiiicce e 40

: DISCUSSAOD.........oiiiiiiiiieieiee ettt 42
5. CONCLUSOES ..., 44
6. REFERENCIAS ........ooooniiiiiieieeeeeeeee e 45
(0.Y 2 1 111 11X o T2 49

Influéncia do material genético e do carvao ativado no alongamento in vitro e

estabelecimento de mudas clonais de Elaeis guineensis jacq.........cccccceuuuunnnnnn. 49
RESUMO ... 50

ABSTRACT .. e 50



2.1.
2.2.
2.3.
24.

3.1.
3.2.

INTRODUGAO...........oouiiiiiiieieietee ettt st 51

MATERIAIS EMETODOS ..........cooiiiieeeeieeeeeeeeee e 53
Material vegetal. ... 53
AlONGAMENTO N VITFO ... 53
ACHMALIZAGAOD ... .coueeieeee e 54
Coleta e analise de dados.............coooviiiiiiiiiiie 55
RESULTADOS ... 56
AlONGAMENTO N VITFO ... 56
ACHMALIZAGAOD ... .coun i 63
DISCUSSAOD........oooieeeeeee et nana, 66
CONCLUSOES ..., 68

REFERENCIAS ........coooonieieeeeeeeeeeeeeee e 69



15

1. INTRODUGAO GERAL

Elaeis guineensis € uma palmeira oleaginosa, nativa do continente africano,
conhecido popularmente como Palma de 6leo ou Dendé (Bakewell-Stone, 2022).
Possui grande importancia econdmica, utilizada nas industrias de cosmeéticos,
alimenticia, farmacéutica e para a producao de biocombustiveis (Agele et al., 2022;
Bakewell-Stone, 2022).

Todavia, muitas vezes, apresenta plantios com baixa produtividade devido a
origem seminifera e de materiais genéticos pouco produtivos (Karyanti et al., 2021). E
uma espécie monocotileddénea, apresenta dominio persistente do apice vegetativo, de
caule unico com 35 a 60 cm de folhas pinadas nio produzindo perfilhos ou brotacdes
(Karyanti et al., 2021; Nair, 2021). Assim a cultura de tecidos via embriogénese
somatica, é essencial para o desenvolvimento da industria da palma de oleo,
especialmente para a geracdo de materiais de plantio com maior qualidade e
uniformes (Karyanti et al., 2021; Saptari et al., 2024).

A embriogénese somatica (ES) € o processo pelo qual células somaticas, em
condicbes adequadas, se diferenciam de maneira direta ou indireta em embrides
somaticos e, posteriormente, resultam na formacgao de uma planta completa, e sem
fertilizacdo (Hazubska-Przybyt et al., 2020; Ferrari et al., 2021). E uma técnica ideal
para propagacao clonal em massa associada ao melhoramento genético (Karyanti et
al., 2021).

No entanto, o processo de embriogénese somatica pode ser afetado por
reguladores de crescimento e pela composicdo do meio de cultura, mas também pelo
material genético (Arimarsetiowati et al., 2023). E um fator limitante na aplicagéo de
tecnologias em muitos materiais, como a multiplicagdo massal e a transformagéao
genética, além de restringir a capacidade de obtencéo de plantas regeneradas a uma
faixa limitada de gendtipos (Wang et al., 2023).

Os reguladores de crescimento de plantas, sdo compostos organicos que
atuam como mensageiros quimicos, desempenham um papel primordial na
determinacao das vias de desenvolvimento das células e tecidos vegetais (Hakim et
al., 2022; Amoanimaa-Dede et al., 2022; Arli, Noli e Idris, 2023). Em pequenas
concentragdes, estimulam, inibem ou regulam processos fisiolégicos nas plantas, de
forma que possibilita o aumento da divisdo, expansédo e diferenciacdo celular

(Amoanimaa-Dede et al., 2022; Pasternak e Steinmacher, 2024). Sdo fundamentais
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na indugdo, multiplicacdo ou regeneracdo de brotagbes, raizes e linhagens
embriogénicas (Sidik et al., 2024; Pasternak e Steinmacher, 2024). As auxinas e as
citocininas s&o os reguladores de crescimento mais utilizados na cultura de tecidos
vegetais, seu tipo e concentracdo determinam a estrutura a ser desenvolvida ou
regenerada (Hakim et al., 2022).

Os carvoes ativados (CA) sdo componentes que possuem uma estrutura
densamente porosa e alta area superficial, destacam-se por seu potencial de
adsorcdo de diferentes componentes (Sharma et al., 2022; Mamatha, 2023).
Amplamente utilizado na cultura de tecidos vegetais, auxilia no estabelecimento e
germinagao de mudas clonais. Um dos seus maiores impactos esta associado a
adsorcado de reguladores de crescimentos, suplementos organicos e substancias
inibitérias do meio ou liberada pelo material vegetal. Permite a estabilizagcdo do pH ao
longo do cultivo e melhor aproveitamento dos nutrientes pelas plantas (Paulino et al.,
2021; Sharma et al., 2022; Martins et al., 2024). Além disso, permite a reducéo da
incidéncia de luz na zona de crescimento das raizes, € uma melhor inducédo e
desenvolvimento do sistema radicular das plantas (Maximo et al., 2020; Martins et al.,
2024).

Desta forma, a técnica apresenta algumas limitacbes em fungcdo do material
genético, das condi¢cdes de cultivo, da maturagédo, conversao e aclimatizagcao das
plantulas, entre outros fatores que comprometem o uso sistematico da embriogénese
somatica para fins comerciais (Pais et al., 2019). Neste sentido, o presente trabalho
teve como objetivo geral a otimizagao do protocolo para a micropropagac¢ao de mudas
clonais de diferentes materiais genéticos de E. guineensis. E, objetivos especificos:
(I) avaliar o efeito de concentragbes de auxinas (2,4-D e AIA), na multiplicagcéo e
diferenciacdo de calos embriogénicos de Elaeis guineensis; (Il) Estimar o
desempenho de quatro materiais genéticos em funcdo de concentracdes de carvao

ativado no alongamento in vitro e estabelecimento de mudas clonais de E. guineensis.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Elaeis guineensis

Elaeis guineensis €é uma palmeira oleaginosa perene, conhecida

popularmente como Palma de 6leo ou Dendé, pertencente a familia Arecaceae, nativa
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do continente africano majoritariamente da costa ocidental, estendendo-se do Senegal
a Angola (Corley e Tinker, 2003). Espécie monoica, ereta, de caule unico, de
internodios curtos, com 35 a 60 folhas pinadas dispostas em caule vascular (Nair,
2021; Bakewell-Stone, 2022).

A Palma de 6leo é uma espécie de grande importancia econdémica, utilizada
nas industrias de cosméticos, alimenticia, farmacéutica e para a produgao de
biocombustiveis (Nair, 2021; Bakewell-Stone, 2022). Considerada mundialmente uma
das espécies mais importantes para a industria de Oleo vegetal comestivel
mundialmente (Bakewell-Stone, 2022).

Amplamente utilizada na alimentacéao tradicional, como ingrediente de pratos
tipicos em diversas regides, essencialmente nos continentes africano e sul-americano,
inclusive Brasil (Okolo et al.,2019). Contém elevado valor nutricional, o éleo de palma
possui alto teor de a- e B-caroteno e das vitaminas A e E, oferece inUmeros beneficios
a saude (Sommerburg et al., 2015). Além disso, E. guineensis apresenta diferentes
usos etnomedicinais, possui bioativos essenciais no tratamento de diversas
enfermidades, como problemas neuroldgicos, gastrointestinais, respiratorios e
cicatriciais (Reddy et al., 2019; Okolo et al.,2019). Possui um relevante papel
econdmico e sociocultural.

A palma de dleo é considerada a cultura oleaginosa mais produtiva (Corley et
al., 2015), em 2017 produziu 34% do oleo vegetal mundial, com apenas 0,36% das
terras agricolas (Mayes, 2020). A América do Sul e Central sdo consideradas areas
favoraveis para o desenvolvimento da palma de 6leo devido a sua capacidade de
producao (Murphy, Goggin e Paterson, 2021). O Brasil apresenta um papel de
destaque, sendo 9° pais com maior produgdo em 2022, com 581.009 toneladas
(FAOSTAT, 2023).

Apesar de seu alto potencial, a maioria dos plantios de Dendé € de baixa
produtividade, principalmente nas areas de pequenos produtores, pois sao de origem
seminifera e oriundos de materiais genéticos pouco produtivos (Karyanti et al., 2021).
Neste contexto, a propagacdo vegetativa via embriogénese somatica permite a
multiplicagdo de gendtipos de interesse e alta produtividade (Santos et al., 2021;
Karyanti et al., 2021).

Devido as suas caracteristicas bioldgicas, incluindo a existéncia de um unico
meristema apical do caule monocotiledonar, o uUnico método viavel para sua

multiplicagdo massal é através da cultura de tecidos vegetais (Lin et al., 2009).
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2.2. Propagacgao assexuada

A propagacao assexuada, também conhecida como propagacgéo vegetativa,
consiste na produgao vegetal a partir de partes da planta, como exemplos os ramos,
as folhas e as raizes. Fundamenta-se em um processo com auséncia de
recombinagcao génica na produgao de mudas clonais, que permite a producao de
plantas geneticamente selecionadas em escala massal e homogéneas (Ruscitti, 2023;
Islam, Hui e Wei, 2023). Através de mecanismos de divisdo e diferenciacao celular
ocorre um processo de multiplicagado vegetativa por meio da regeneragao de partes
da planta matriz (Fachinello; Hoffmann; Nachtigal, 2005).

As técnicas de multiplicacao clonal in vitro sdo um dos principais processos
de producdo de mudas, pois perpetua importantes ganhos genéticos obtidos em
programas de melhoramento (Dias et al., 2005; Ruscitti, 2023). H4 muitos beneficios
decorrentes desses métodos, como a obtencao de plantas homogéneas (uniformidade
de plantios), o controle de qualidade dos produtos, e o maior aproveitamento de
combinagdes genéticas (Islam, Hui e Wei, 2023).

A cultura de tecidos vegetais € uma importante técnica que permite o cultivo e
a multiplicagado de células, tecidos e 6rgaos vegetais, em condigdes controladas e
assepticas, em escala massal, de forma rapida e homogénea (Rai et al., 2022; Ruscitti,
2023). E uma ferramenta biotecnoldgica que pode agregar valor e contribuir para a
expansao e valorizacdo das plantas, através da propagacado massal de gendtipos
superiores (Ahn et al., 2017; Santos et al., 2021). Apresentam como vantagens a
propagacéao de plantas com dificuldades ou impossibilidade de se propagarem pelos
meétodos convencionais, permite a produgédo continua ao longo do tempo e em larga
escala de individuos com patriménio genético idéntico e livres de patégenos (Ruscitti,
2023). Destacando-se a embriogénese somatica como uma importante via da cultura
de tecidos aplicada a multiplicagdo de palmeiras.

A embriogénese somatica (ES) é uma rota da morfogénese vegetal pelo qual
células somaticas, em condicbes adequadas, se diferenciam de maneira direta ou
indireta em embrides somaticos e posteriormente conduzem a formacdo de uma
planta completa (Ferrari et al., 2021). Ou seja, a formagao de estruturas denominadas
embrides somaticos, a partir de células ndo reprodutivas e sem fertilizagao, por meio

de uma série ordenada de estagios morfo-fisiolégicos caracteristicos, que resultam na
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obtencado de estruturas vegetais equivalentes a embrides zigoéticos presentes nas
sementes (Ruscitti, 2023; Hazubska-Przybyt et al., 2020).

Os embrides obtidos possuem o mesmo material genético das células de
origem e, se devidamente desenvolvidos, apresentam uma estrutura bipolar tipica,
com apices de broto e raiz, que germinam e crescem formando plantulas
convencionais. (Hazubska-Przybyt et al., 2020). A ES envolve a totipoténcia celular,
ou seja, a capacidade de uma célula somatica nucleada de iniciar uma nova via
morfolégica rumo ao desenvolvimento de embrides e depende da plasticidade celular
para reprogramar a expressao génica e 0s processos celulares que levam ao
desenvolvimento de embrides somaticos, através de uma série de estagios de
desenvolvimento semelhantes aos que ocorrem na embriogénese zigdtica (Feher et
al., 2003; Ferrari et al., 2021).

Esta expressdao morfogénica pode ocorrer de forma direta ou indireta. Na
embriogénese somatica direta, os embrides somaticos se desenvolvem diretamente
no tecido do explante. A embriogénese somatica indireta ocorre a partir de células que
necessitam de rediferenciacdo antes de poderem expressar competéncia e, como
consequéncia, a formacao de calos precede a formacao dos embrides (Vasic et al.,
2001; Ramirez-Mosqueda, 2022).

A ES é reconhecida por ter uma abordagem ideal para propagacgao clonal em
massa associada ao melhoramento genético, para espécies perenes e de ciclo muito
longo (Karyanti et al., 2021). A submissao de células, tecidos ou 6rgéos vegetais as
condicbes de estresse bidticos, abidticos, bem como a incorporacdo de auxinas
sintéticas constituem procedimentos que permitem a inducdo de competéncia,
levando a embriogénese somatica (Pais et al., 2019).

Todavia, a ES apresenta algumas limitagcbes para a maioria das espécies,
especialmente em funcdo do gendtipo, das condigdes de indugdo, do numero de
embrides produzidos, da maturagcdo e da conversao, entre outros fatores que
comprometem o uso sistematico da embriogénese somatica para fins comerciais (Pais
etal., 2019). A definicao de protocolos eficientes, capazes de gerar um grande numero
de plantas normais, com alta taxa de sobrevivéncia e qualidade até sua implantacéo

no campo, ainda representa uma lacuna para muitas espécies ou genotipos.
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2.3. Embriogénese somatica de E. guineensis

A embriogénese somatica é considerada uma técnica promissora e eficiente
para a multiplicacdo de gendtipos elite de E. guineensis (Sulaksono et. al, 2024;
Saptari et al., 2024). Além disso, tem sido reconhecida como uma abordagem ideal
para a propagacao clonal em massa associada ao melhoramento genético,
particularmente para espécies perenes e de ciclo longo (Pais, 2019).

Nessa espécie o processo de embriogénese somatica ocorre indiretamente,
através da formacgao de uma massa proembriogénica, seguida por sua multiplicagéo,
que se diferencia para formar embrides somaticos (Carvalho, 2009). No dendé, a
inducdo a embriogénese somatica pode ser obtida a partir de diferentes estruturas
vegetais, como segmentos de raiz, folhas imaturas e inflorescéncias imaturas (Vilela
et al., 2019; Padua et al., 2013; Jayanthi et al., 2015).

Os reguladores de crescimento vegetal, particularmente o &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) e o picloram, sdo essenciais nesse processo (Padua et
al., 2013; Yusnita; Hapsoro, 2011). Outros reguladores de crescimento, como o acido
naftalenoacético (ANA), o acido giberélico (GAs3) e a benzilaminopurina (BA), também
sdo utilizados nas diferentes fases da embriogénese somatica nessa planta
(Sulaksono et al., 2024; Aberlenc-Bertossi; Noirot; Duval, 1999; Saptari et al., 2024).
Além disso, poliaminas tém sido comumente empregadas na embriogénese somatica
da espécie, com énfase especial na putrescina (Corréa et al., 2015; Rajesh et al.,
2003).

Os meios de cultura direcionados para a indugao da embriogénese somatica
sao suplementados com altas concentracdes de auxina. A posterior multiplicagcao de
calos e regeneragdo de embrides somaticos € alcangada mediante a redugao dos
niveis de auxina ou sua completa remogédo, bem como pelo acréscimo de outros
reguladores de crescimento, tais quais as citocininas, o acido abscisico e as
poliaminas (Corréa et al., 2015; Parthasarathy, U.; Parthasarathy, A.; Karun, 2001).
Apesar da vastidao de protocolos disponiveis em revistas e artigos publicados (Tabela
1), varios fatores podem interferir nos mecanismos envolvidos na embriogénese
somatica do dendé, tornando a reprodutibilidade dos protocolos desafiadora, portanto

permanecendo incertezas quanto aos melhores procedimentos.



Tabela 1 - Estudos recentes de embriogénese somatica de Elaeis guineensis.
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Fase Explante  Meio de cultura Resposta Referéncia
Inducao Primoérdio  Meio Y3 + Piclo- 1,0 mgL™ de piclo- Padua et
foliar ram ou 2,4-D ram permite a for- al., 2013.
macao de calos
com maior poten-
cial embriogénico.
Inducao Primordio Meio Y3 + 1,0mgL™de piclo- Vilelaetal.,
radicular diferentes regu- ram permite me- 2019.
ladores Ihores resultados.
Inducéo Primérdio Meio MS + 2,4- Maiores concen- Yusnita e
foliar D + Carvao ati- tragdes de 2,4-D Hapsoro,
vado (450 yM) + carvao 2011.
ativadopermite
melhores respos-
tas.
Inducao Primoérdio  Meio MS + ANA Melhores respos- Sulaksono
foliar +2,4-D tas  encontradas etal.,
utilizando 6 mg L™ 2024.
de ANA + 0,5 mg
L™" de 2,4-D.
Inducéo e Primérdio Meio Y3 Ocorréncia de con- Corréa et
multiplicagdo foliar de 32 trole genético na al., 2015.
genotipos formagdo e multi-
superiores plicacdo de linha-
gens embriogéni-
cas, sendo genoé-
tipo-dependentes.
Inducao a De primoér- Meio Y3 modifi- Putrescina pode Corréa et
... . dios folia- ser uma alternativa  al., 2016.
aclimatizacao cado + Putres- .
res a mu- ap uso de citocini-
das clonais cina nas, reduzindo va-

riacbes somaclo-
nais. Além disso, a
resposta a embrio-
génese somatica é
genotipo-depen-
dente.
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CAPITULO 1

Efeito das auxinas na multiplicagao e diferenciacao de calos embriogénicos de

Elaeis guineensis Jacq. (Arecaecae)
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RESUMO

Elaeis guineensis Jacq. € uma palmeira oleaginosa perene, com importancia
econdmica, considerada uma das espécies mais importantes para a industria de oleo
vegetal comestivel. Em ciclos sucessivos de multiplicagdo tem-se uma reducao da
capacidade de divisao celular, portanto se faz necessario a busca por alternativas que
promovam o prolongamento da competéncia embriogénica, sendo as auxinas
primordiais nesta funcédo. Este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia de
diferentes concentragbes das auxinas acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e acido
indol-3-acético (AIA) na capacidade de multiplicagdo e diferenciagdo de linhagens
embriogénicas de E. guineensis. Calos friaveis foram inoculados em placas de Petri
contendo 30 mL de meio de cultura Y3 modificado, acrescidos de 2,4-D (0, 9 e 18 uM)
e AlA (0, 28,43 e 56,86 uM). Para a multiplicagdo de calos embriogénicos, a presenga
de 2,4-D é fundamental, enquanto sua auséncia € necessaria para formacao de
embrides somaticos. A presenca de 2,4-D, esta diretamente associada a sinalizagao
para divisdo celular e sua retirada potencializa a diferenciagdo em embrides
somaticos. A multiplicacdo nas condigdes convencionais, com a utilizagdo de 9 ymol
de 2,4-D + 28,43 uymol de AIA, possibilitou a obtengdo de calos embriogénicos de

maior qualidade.

Palavras-chave: acido indol-3-acético, 2,4-diclorofenoxiacético, Embriogénese

somatica, Palma de dleo, calogénese.

ABSTRACT

Elaeis guineensis Jacq. is a perennial oilseed palm of great economic importance,
considered one of the most important species for the edible vegetable oil industry. In
successive multiplication cycles, there is a reduction in cell division capacity; therefore,
it is necessary to seek alternatives that promote the prolongation of embryogenic
competence, with auxins being essential for this capacity. The present study aimed to
evaluate the influence of different concentrations of the auxins indole-3-acetic acid
(IAA) and 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) on the multiplication and
differentiation capacity of embryogenic lines of E. guineensis. Friable calli were

inoculated in Petri dishes containing 30 mL of modified Y3 culture medium



30

supplemented with 2,4-D and IAA at concentrations of 0, 9, and 18 uM and 0, 28.43,
and 56.86 uM, respectively. For the multiplication of embryogenic calli, the presence
of 2,4-D is essential, whereas its absence is required for somatic embryo formation.
The use of 9 ymol 2,4-D + 28.43 uymol IAA enabled the production of embryogenic calli
of superior quality. The presence of 2,4-D is directly associated with signaling for cell

division, while its removal enhances differentiation into somatic embryos.

Keywords: Indole-3-acetic acid, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, Somatic

embryogenesis, Oil palm, Callogenesis.

1. INTRODUGCAO

Elaeis guineensis é uma palmeira oleaginosa perene, conhecida
popularmente como Palma de éleo ou Dendé, é pertencente a familia Arecaceae
nativa do continente africano (Nair, 2021; Bakewell-Stone, 2022). Possui grande
importancia econbmica, utilizada nas industrias de cosméticos, alimenticia,
farmacéutica e para a produgédo de biocombustiveis (Agele et al., 2022; Bakewell-
Stone, 2022). Considerada mundialmente uma das espécies mais importantes para a
industria de 6leo vegetal comestivel (Bakewell-Stone, 2022).

A cultura de tecidos vegetais destaca-se na biotecnologia agricola, pois
proporciona uma abordagem confiavel e eficiente para a propagagao e conservacgao
de espécies vegetais (Sidik et al., 2024). Permite, sob condi¢cdes assépticas, uma
producado massal de plantas geneticamente estaveis, idénticas e superiores, isenta de
patdgenos, de forma uniforme e independentes das condigbes ambientais ou sazonais
(Sidik et al., 2024). Diferentes fatores sdo fundamentais para o desenvolvimento in
vitro das plantas, como a utilizagao de sais e reguladores de crescimento.

Os reguladores de crescimento de plantas sdo compostos organicos que atuam
como mensageiros quimicos e desempenham um papel primordial na determinacao
das vias de desenvolvimento das células e tecidos vegetais (Hakim et al., 2022;
Amoanimaa-Dede et al., 2022; Arli, Noli e Idris, 2023). Em pequenas concentragdes
estimulam, inibem ou regulam processos fisiolégicos nas plantas, como na
morfogénese e no crescimento nos cultivos de células, tecidos e 6rgaos. De forma

que controlam a estrutura e fungdo celular, resultando no aumento da divisao,
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expansao e diferenciagdo celular (Amoanimaa-Dede et al., 2022; Arli, Noli e Idris,
2023; Pasternak e Steinmacher, 2024).

A multiplicacdo de linhagens embriogénicas de E. guineensis & altamente
eficiente, sendo possivel com a utilizagcdo do meio de cultura Y3 (Eeuwens, 1976)
modificado de multiplicacdo, adicionado de 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e Acido
Indol-3-Acético (AlA). Todavia, em ciclos sucessivos de multiplicagédo tem-se uma
reducdo da competéncia embriogénica, portanto se faz necessario a busca por
alternativas que promovam o seu prolongamento.

Testes pilotos, demostraram que a retirada de 2,4-D e AIA por um subcultivo
(meio de cultura Y3 de regeneracao), pode potencializar a taxa de multiplicagdo das
linhagens embriogénic as, desde que recuperados os agregados que ainda nao
iniciaram o processo de diferenciacdo em embrides somaticos. Todavia, 0 aumento
das concentragdes das auxinas esta associado a multiplicagdo de calos
embriogénicos, enquanto sua redugdo ou auséncia iniciam importantes rotas de
diferenciacao celular (Guleria et al., 2021).

As auxinas, consideradas fatores chave na regulagdo do processo de
morfogénese vegetal in vitro, estimulam a divisdo, alongamento e diferenciagao
celular; e assim, controlam o desenvolvimento de brotagcdes e sistema radicular, bem
como na formacao e na multiplicagao de linhagens embriogénicas (Arli, Noli e Idris,
2023; Pasternak e Steinmacher, 2024).

O 2,4-D é uma pequena molécula sintética, considerada importante herbicida,
amplamente utilizado na agricultura mundial. Pode atuar como uma auxina sintética,
estrutural e funcionalmente analogo a auxina natural AlA, ou seja, biologicamente
ativo como auxina nas plantas (Song, 2014; Costa et al., 2020). Todavia as plantas
nao conseguem metabolizar esse herbicida fenoxiacético da mesma forma, que pode
prejudicar materiais sensiveis, além disso possuem alta resisténcia a degradacao
natural (Song, 2014; Muselikova e Mouralova, 2024). Desta forma, em altas
concentracdes, atua como herbicida; entretanto em menores concentragdes, é capaz
de imitar a auxina para promover a divisdo e o alongamento celular permitindo
importantes respostas na cultura de tecidos vegetais, como a formagdo de calos
(Astutik et al., 2022; Muselikova e Mouralova, 2024).

O AIA, é o horménio vegetal prevalente da classe das auxinas, regula
importantes aspectos do crescimento e do desenvolvimento das plantas, naturalmente

produzido pelas plantas e presente em maior abundancia na natureza, reconhecido
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por estimular diferentes processos de alongamento, expansao e divisdo celular (Lien
et al., 2022; Dhale, Ankita e Rathod, 2023; Khong et al., 2024). Permite a formagao
radicular, bem como a calogénese em elevadas concentragbes (Souza et al., 2022,;
Dhale, Ankita e Rathod, 2023).

Embora as auxinas sejam fundamentais na promogdo da formacdo e
multiplicagdo de linhagens embriogénicas, os resultados especificos podem variar de
acordo com o tipo e concentragdo de auxina, bem como as condi¢bes do material
vegetal (Hakim et al., 2022). Visto que ja existem protocolos para a multiplicagéo e
diferenciacdo de linhagens embriogénicas de E. guineensis, que ainda nao
contemplam resultados satisfatorios em materiais submetidos a ciclos sucessivos de
multiplicagdo, faz-se necessario a melhoria desses protocolos com o entendimento
das auxinas nessas etapas. Diante disso, o presente trabalho, teve como objetivo
avaliar a influéncia de diferentes concentracbes das auxinas (2,4-D e AIA) na
capacidade da multiplicacéo e diferenciacao de linhagens embriogénicas de Elaeis

guineensis, em calos friaveis de 82 geragdo de multiplicagao.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material vegetal

O gendtipo PL-06 é uma Progénie oriunda do cruzamento entre os materiais
genéticos Deli e Lamé. Aos 9 anos de cultivo pode atingir uma altura média de 2,50
metros, com uma producdo média de 11 cachos por planta pesando cerca de 19,35
kg cada, com um total de 281 frutos. Apresenta uma propor¢cdo de 88,85% de
mesocarpo por fruto, 71,23% de matéria seca, 12,80% de fibra, potencial de 6leo de
38,39 ml / kg.fruto™' e 7,70 L . planta™ (Acervo institucional). Para a obtengdo e
multiplicagdo dos explantes, calos friaveis do gendtipo PL-06 foram inoculados em
placas de Petri contendo 30 mL de meio de cultura Y3 modificado (Eeuwens, 1976),
acrescido de 100 mg L' de inositol, 100 mg L' de arginina, 100 mg L' de asparagina,
100 mg L' de glutamina, 1.000 mg L' de caseina, 30 g L' de sacarose, , 9 uM de
2,4-D e 2,5 g L' de phytagel, com pH ajustado para 5,7 + 0,02. Ap6s a autoclavagem
por 20 minutos a 120°C, foram acrescidos ao meio de cultura, em capela de fluxo
laminar, 1000 uM de putrescina e 28,43 uM de AlA.
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2.2. Auxinas

Aos 60 dias de cultivo in vitro, calos friaveis do gendtipo PL-06 de 82 geragao
de multiplicagao, oriundos de explantes foliares, foram utilizados como explantes. Em
camara de fluxo laminar, agregados de calos embriogénicos, contendo
aproximadamente 0,3 cm de didametro (Figura 2), foram inoculados em placas de Petri
contendo 30 mL de meio de cultura Y3 modificado (Eeuwens, 1976), previamente
preparado e autoclavado, acrescido de 100 mg L' de inositol, 100 mg L' de
asparagina, 100 mg L-' de arginina, 100 mg L' de glutamina, 1.000 mg L' de caseina,
30 g L' de sacarose, 1000 uM de putrescina, 2,5 g L-! de phytagel, com pH ajustado
para 5,7 £ 0,02 antes da autoclavagem. As auxinas 2,4-D (0, 9 e 18 uM) e AlA (O,
28,43 e 56,86 uM), foram adicionadas ao meio de cultura.

Foi adotado o delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema
fatorial 3%, sendo 3 concentragcbes de 2,4-D e 3 concentracbes de AlIA, com 5
repetigcdes, com 2 placas por unidade experimento e 6 grupos de agregados por placa

de Petri, totalizando 60 agregados por tratamento.

2.3. Efeito residual

A designacao efeito residual refere-se a avaliagao da influéncia dos tratamentos
realizados nos explantes iniciais, apds retornar ao meio de cultura convencial para a
multiplicagdo das linhagens embriogénicas de E. guineensis.

Para avaliar o efeito das concentracbes de auxinas na otimizacdo da
multiplicagdo das linhagens embriogénicas, materiais vegetativos multiplicados in vitro
nas condi¢des descritas anteriormente foram utilizados como explantes (Figura 1).

Foi adotado o delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema
fatorial 3%, sendo calos embriogénicos oriundos de 3 concentracbes de 2,4-D e 3
concentracdes de AIA, com 5 repeticoes e 2 placas por unidade experimental,

contendo 6 agregados de calos embriogénicos por placa de Petri.
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Figura 1 - Fluxograma do experimento de auxinas, em ordem cronoldgica da esquerda para direita,
contendo: explante inicial, efeito das auxinas e efeito residual.

2.4.

Coleta e analise de dados

Aos 45 dias de cultivo, foram avaliadas a taxa de multiplicagdo, através do

didmetro dos agregados, a coloragédo dos calos em escala de 0 a 100, onde 0 —

branco, 50 — creme e 100 — amarelo (Figura 2A-C), aspecto dos calos em escala de 0

a 100, onde 0 — nodulares, 50 — intermediarios € 100 — friaveis (Figura 2D-F), a

oxidacédo em escala de 0 a 100, onde 0 — auséncia de oxidacao e 100 — presenca de

oxidagao, percentual de calos fridveis, nodulares, amorfos e embrides somaticos.

Classe 0: Branco/Nodulares 50: Creme/Intermediario | 100: Amarelo/Friaveis
Coloracgao ©
o |
e
Aspecto ® ® ®

Figura 2 - Classificagdo dos calos em relagdo ao padrao de cor e aspecto morfoldgico. Classificagéo

da coloragao dos calos (A-C), onde 0 — branco (A), 50 — creme(B) e 100 — Amarelo (C), e, classificagédo
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do aspecto dos calos em escala de 0 a 100, onde 0 — nodulares (D), 50 — intermediarios (E) e 100 —

friaveis (F). Escala =1 mm

Devido a grande uniformidade das estruturas produzidas no 1° subcultivo do
experimento (Auxinas), fase contendo diferentes concentragcbes de 2,4-D e AIA
acrescidos ao meio de cultura, variaveis como aspecto dos calos e percentual de calos
friaveis e nodulares foram coletadas apenas na fase do efeito residual.

Para a anadlise de variancia foi avaliada a normalidade dos residuos pelo teste
Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variancias pelo teste Bartlett. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia e de regressao polinomial
utilizando o software R versédo 4.2.3 (R Core Team, 2023) e o pacote ExpDes (Ferreira
et al., 2014). Para as variaveis coloracao, formacao e numero de embrides somaticos
do subcultivo de auxinas, foi utilizado, para a analise de variancia, o modelo Kruskal-

wallis, para posterior teste de Tukey.

2.5. Caracterizagao morfoanatémica

Para a caracterizagao estrutural, foram coletados agregados de todas as
condicbes. As amostras foram fixadas em solugdo de formaldeido, acido acético e
alcool 50% (FAA50). Posteriormente, as amostras foram desidratadas em série etilica
crescente e incluidas em resina acrilica (Historesin, Leica Instruments, Alemanha).
Secgdes transversais com 5 um de espessura foram obtidas em Micrétomo rotativo
(Yidi, YD315), montadas em laminas de vidro e coradas com azul de Toluidina
(O’Brien e McCully 1981). As imagens foram capturadas utilizando um microscopio de
luz (AX70TRF, Olympus Optical, Japao) equipado com sistema de captura de imagens
(Axion Cam, Zeiss, Alemanha).

Para caracterizacdo histoquimica, as laminas foram coradas em xylidine
ponceau (XP) para detecgédo de proteinas totais (Vidal, 1970), reagente lugol para
detecgéo de graos de amido (Johansen, 1940) e vermelho de ruténio para mucilagem
ou pectina (Johansen, 1940). Todas as imagens foram capturadas com auxilio de
camera digital (Axion Cam, Zeiss, Alemanha) acoplada a fotomicroscopio (AX70TRF,
Olympus Optical, Japao).



3. RESULTADOS

3.1. Auxinas

A variavel didmetro de calos, foi influenciada pela interagdo entre
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reguladores de crescimento. Todavia, a taxa de oxidagdo, formacado e numero de

embrides foram influenciadas pela concentragado de 2,4-D. Enquanto a coloragao dos

agregados nao diferiu significativamente para os fatores testados (Tabela 1).

Tabela 1 - Resultado da analise de variancia para coloragao, oxidagéo, formacgao e nimero de embrides
e diametro dos calos das linhagens embriogénicas do genétipo PL-06 de Elaeis guineensis em fungao

das concentragdes de AlA e 2,4-D, cultivadas in vitro, aos 45 dias de cultivo.

Variavel Valor P CcVv

2,4-D AlA 2,4-D * AlA (%)
Coloracgao 0,1806"  0,0530" 0,1957ns 10,24
Oxidacao 1,7 x 108 0,7282" 0,4686"s 36,03
Formacéo de embrides 6,2 x 10 0,6075" 0,0528"s 56,32
Numero de embrides  0,0017" 0,4325"s 0,2491ns 52,55
Diametro dos calos 7,9 x 10" 0,1684"s 0,04687" 10,43

CV: Coeficiente de variagao; P: Probabilidade do valor P; *: P<0,05; ns: P=0,05.
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Figura 3 - Taxa de oxidagao (A), formacgao (B), nimero de embrides (C) e diametro dos calos (D), para

linhagens embriogénicas do genotipo PL-06 de Elaeis guineensis cultivadas in vitro em fungéo

de

concentracdes de 2,4-D e AlA. Letras minusculas iguais ndo sao significativamente diferentes pelo teste

de Tukey em nivel de 95% de probabilidade para concentragdes de 2,4-D, enquanto letras mailscu

las
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iguais ndo sao significativamente diferentes pelo teste de Tukey em nivel de 95% de probabilidade para
concentracdes de AlA.

Para a taxa de oxidacio, maiores concentragdes de 2,4-D proporcionaram seu
aumento, com valores superiores em 18 pmol (Fig. 3A). Apenas na auséncia de 2,4-
D, obteve-se as respostas em formagao e numero de embrides (Fig. 3B-C). Ja para o
diametro dos agregados, em auséncia de 2,4-D, a utilizagdo de 56,86 umol de AlA
permitiu o maior aumento, todavia em 28,43 umol ndo houve diferengas dos demais
tratamentos (Fig. 3D). Auséncia de 2,4-D foi possivel a obtencdo de agregados

maiores (Fig. 3D).

3.2. Efeito residual

As variaveis oxidacao, formacdo de embrides e aspecto dos calos, foram
influenciadas pela interagdo entre os reguladores de crescimento. Entretanto,
coloragao, numero de embrides, taxa de calos nodulares amarelo, friavel creme, calos
amorfos e didmetro dos agregados foram influenciados apenas pela concentracéo de
2,4-D (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultado da analise de variancia para coloragdo, oxidagao, formagdo e numero de
embrides, aspecto dos calos, taxa de calos nodulares amarelo, friaveis creme e amorfos e diametro
dos calos das linhagens embriogénicas do gendtipo PL-06 de Elaeis guineensis em funcédo dos
explantes oriundos de diferentes concentragdes de AlA e 2,4-D, cultivadas in vitro, aos 45 dias de
cultivo.

Variavel Valor P CV (%)
2,4-D AlA 2,4-D * AlA

Coloragao 4,4 x 1010 0,0715" 0,1408"s 11,11
Oxidacao 3,0x10% 0,9427ns 0,0003" 27,38
Formagao de embrides 5,3 x 10°° 0,2900" 0,0424" 25,60
Numero de embrides 0,0026" 0,6277"s 0,3134n"s 49,75
Aspectos dos calos 3,4x10° 0,5421n0s 0,0395 50,66
Nodular amarelo 0,0036" 0,1032"s 0,1643"s 39,53
Friavel creme 4,3x10'2" 0,9946" 0,1214ns 32,78
Calos amorfos 0,0021"  0,1035"s 0,0966" 73,85
Didmetro dos calos 3,2 x 104" 0,2443"s 0,4755" 8,82

CV: Coeficiente de variagao; P: Probabilidade do valor P; *: P<0,05; ns: P=0,05.

Para coloracdao a adigdao de 2,4-D favoreceu, com maior proporcao de
agregados de coloragdo creme a amarela intensa, ndo havendo diferengas

significativas entre 9 ou 18 umol (Figura 4A). As taxas de calos nodulares amarelos e
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fridaveis creme, apresentaram respostas similares entre si, com ocorréncia superior em
presenca de 2,4-D, independente das concentragdes (Figura 4B-C). Por outro lado,
para numero de embrides houve aumento na auséncia de 2,4-D (Figura 4D). Quanto
ao diametro dos agregados, sua redugdo foi acompanhada do aumento das
concentragdes de 2,4-D (Figura 4E).

Para taxa de oxidagdo, as concentragdes 9 umol de 2,4-D favoreceram
menores valores, independente da dose de AlA. Auséncia de 2,4-D, concentragdes
56,86 umol de AIA, permitem menores valores de oxidagdo, enquanto em maiores
concentracbes de 2,4-D (18 umol), tem-se o inverso, menor taxa de oxidagdo em
auséncia de AlA (Figura 4F). No entanto, para aspecto dos calos, teve-se efeito do
AIA apenas em 9 pmol de 2,4-D. Em altas concentracdes de AlA, como 56,86 umol,
houve maior formacéo de estruturas mais nodulares. Por outro lado, a utilizagcdo de
2,4-D (9 ou 18 pmol) promoveu maior formagao de calos embriogénicos, ou seja,
agregados nodulares e friaveis (Figura 4G)

Para formacao de embrides somaticos, a presenca da auxina 2,4-D teve efeito
antagbnico, independente da presenca de AIA. Em auséncia de 2,4-D, altas
concentracdes de AlA (56,86 umol), promovem uma menor formagao de embrides
(Figura 4H). A formacao de calos amorfos, ocorreu apenas na auséncia de 2,4-D,
independente da concentragéo de AIA. Quanto ao efeito do AIA em auséncia de 2,4-
D, houve maior formagao de estruturas amorfas no tratamento controle, ou seja, isento

de reguladores de crescimento (Figura 41).
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calos amorfos (I) para linhagens embriogénicas do gendétipo PL-06 de Elaeis guineensis cultivadas in
vitro em funcao de concentracdes de 2,4-D e AlA. Letras minlUsculas iguais nao sao significativamente
diferentes pelo teste de Tukey em nivel de 95% de probabilidade para concentragbes de 2,4-D,
enquanto letras maiusculas iguais ndo sao significativamente diferentes pelo teste de Tukey em nivel
de 95% de probabilidade para concentragdes de AlA.

Além disso, em E. guineensis foi possivel observar a formagéo de calos mistos,
bem como a variagéo de aspecto dos calos em mesma condigéo e tratamento (Figura

5), demostrando a versatilidade das estruturas com potencial embriogénico.

Figura 5 - Agregados mistos com formagdes de calos friaveis a partir de nodulares do genétipo PL-06
de Elaeis guineensis cultivadas in vitro, em fungao de concentragdes de 2,4-D e AlA. Escala = 1mm.

3.3. Caracterizagao morfoanatémica

Os calos friaveis encontrados em Elaeis guineensis, sdo aglomerados celulares
de coloracado creme, encontrados em grupos soltos ou facilmente destacaveis, com
células predominantemente homogéneas, pequenas e esféricas, de aspecto
granuloso, com citoplasma denso, nucleo volumoso, acumulo de reservas e com
elevado espaco intercelular. Sugere-se que a reprogramacao celular seguiu uma rota
diferente, ndo havendo as mesmas caracteristicas citolégicas dos demais (Figura 6A-
C e tabela 3).

Por outro lado, os calos compactos ou nodulares, sdo estruturas mais
organizadas, de coloragdo amarelada, em grupos densos e de dificil separagéo, com
células de formato alongado a esférico com baixa taxa de divisdo celular e menor
espaco intercelular. Possuem evidentes zonacbes com histodiferenciacdo, com
centros meristematicos evidentes com corpos proteicos, e zonas periféricas mais

vacuolizadas e com acumulo de reservas (Figura 6D-F e tabela 3).
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Figura 6 - Caracterizagao morfoanatdmica dos agregados: calos fridveis (A — C), calos nodulares (D —

F), embrides fusionados (G — I), calos amorfos (J — L) e calos oxidados (M — O). Escala: A e G = 2mm;
D,JeM=1mm; H=1000 ym; B, Ke N = 100um; E, I, L e O = 50um; C e F = 20um. ZM: Zona
meristematica; ZP: Zona periférica; CV: Conexdes vasculares; CF: Compostos fendlicos.
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Os embrides formados sao estruturas embriogénicas disformes e fusionadas
de coloragao branca, interconectadas ao explante, com acumulo de reservas de
amido, sem a presenga de corpos proteicos e com formacédo de protoderme bem
definida com células alongadas (Figura 6G-| e tabela 3).

Enquanto, os calos denominados como amorfos referem-se a formacgao de
estruturas que apresentaram células mais alongadas, com processos similares a
formacgao de raizes adventicias, com conexdes vasculares entre os agregados e as
estruturas em formacao, além de acumulo de compostos fendlicos e corpos protéicos
(Figura 6J-L e tabela 3). Destaca-se uma possivel rota organogénica, devido a
continuidade vascular em todo o material, caracteristica ausente em calos ou
embrides somaticos. Ja o0s materiais oxidados, apresentam auséncia de
caracteristicas meristematicas e elevado acumulo de compostos fendlicos, além de

alta plasticidade celular (Figura 5M-O e tabela 3).

Tabela 3 - Resultado da analise de histoquimica das estruturas obtidas das linhagens embriogénicas
do gendtipo PL-06 de Elaeis guineensis em fungédo das concentragdes de AlA e 2,4-D, cultivadas in
vitro, aos 45 dias de cultivo in vitro.

Estrutura Proteinas Amido Pectina
(XP) (Lugol) (Vermelho de ruténio)
Calo friavel - + -
Calo nodular * * -
Embrido disforme - * -
Calo amorfo * - -

Calo oxidado - - -
(+) Reacao positiva; (-) Reacéo negativa

4. DISCUSSAO

A utilizagéo de 2,4-D, é fundamental a obtengédo de agregados embriogénicos
(nodulares e friaveis), ndo diferindo quanto a concentrac&o. Por outro lado, o efeito do
AlA é dependente da concentragdo de 2,4-D, em 9 ymol da auxina sintética, a
utilizacédo de 28,43 umol de AIA, favoreceu a maior obtengcdo de calos friaveis,
entretanto, ao dobrar esta concentracdo obteve-se estruturas predominantemente
nodulares.

Calos embriogénicos convencionalmente sao classificados como compactos ou

friaveis, sendo a capacidade de regeneracgao celular variada para estas estruturas a
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depender do material genético (Lysenko et al., 2023; Talitha et al., 2023). A cor e a
textura do calo sao importantes indicadores de qualidade dos agregados, bem como
de sua capacidade de divisdo e diferenciagdo (Lysenko et al., 2023; Ardhani,
Maharijaya e Rahayu, 2024).

Os calos compactos possuem aparéncia nodular, organizada e coloragao
amarela, com pouco espago intracelular, massas densas de dificil separacao (Silva,
Luis e Scherwinski-Pereira, 2012; Lysenko et al., 2023; Talitha et al., 2023). Séo
compostos por células arredondadas a alongadas, que contém uma fina camada de
citoplasma, membrana vacuolar frequentemente com rupturas, delaminacdo do
citoplasma da parede celular, possuem direcionamento de organelas (incluindo
cloroplastos), com um numero reduzido ou auséncia de mitocéndrias (Lysenko et al.,
2023; Bisht et al., 2024).

Enquanto os calos friaveis, sao estruturas macias de coloragdo creme e maior
espaco intracelular, de facil separacédo (Silva, Luis e Scherwinski-Pereira, 2012;
Talitha et al., 2023). Sdo compostos por células de formato esférico, que possuem
uma espessa camada de citoplasma separada do vacuolo por uma membrana,
contendo um numero significativo de mitocéndrias, sem organelas direcionadas ou
cloroplastos (Lysenko et al., 2023; Bisht et al., 2024). Enquanto calos amorfos, séo
estruturas arredondadas com projecdes celulares alongadas e maior taxa de
oxidagao.

Importante destacar a interacdo entre os diferentes tipos de calos
embriogénicos (compactos e friaveis), no qual em resposta ao estresse, tem-se a
transicao entre suas morfologias (Figura 5). Em soja, calos compactos apresentaram-
se dispostos em uma camada concéntrica ao redor do nucleo de calo friavel (Lysenko
et al., 2023).

Como observado, na auséncia de 2,4-D, ocorreu a formagao de maiores calos
agregados. Estes calos, além de ocuparem uma area maior da placa de Petri, geral-
mente se diferenciam em embrides somaticos e calos amorfos.

A obtencao de calos amorfos, esta associada a geragao de embrides somaticos
em baixas concentragdes de auxinas no 1° subcultivo, seguido de inoculagédo em
concentracdes médias de auxina no 2° subcultivo (9 umol de 2,4-D e 28,43 umol de
AlA), desta forma tem-se nova diferenciacdo, com formagdo de alongamentos

celulares e estagnagao do processo de desenvolvimento dos embrides somaticos.
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As auxinas possuem um importante papel para aquisicdo de competéncia e
determinacao de destino celular, necessario para a especificagdo, diferenciacao e
iniciacao de células e estruturas vegetais (Chandler, 2011; Guleria et al., 2021). Atua
como um estimulo na divisdo e alongamento celular, permite o desenvolvimento de
gemas, raizes adventicias e formacgéao de calos (Ma et al., 2022; Sosnowski, Truba e
Vasileva, 2023). Desempenha papéis criticos na determinagdo dos destinos
regenerativos das células vegetais.

Na cultura de tecidos, o 2,4-D pode substituir o AIA como suplemento hormonal
para o desenvolvimento celular normal em meios de cultura de células vegetais.
(Costa et al., 2022; Muselikova e Mouralova, 2024). Neste contexto, apresenta um
papel essencial na formagédo e multiplicagado de linhagens embriogénicas a partir de
explantes foliares ou inflorescéncias imaturas (Ribeiro et al., 2020; Astutik et al., 2022).
Em Cocos nucifera L. a adicao de 300 uM 2,4-D permite a obtencdo de calos
embriogénicos a partir de inflorescéncias femininas imaturas (Jayarathna et al., 2023).

Desta forma, a utilizacdo de 9 pmol de 2,4-D, promove a obtencido de
agregados predominantemente fridveis de coloracdo amarela, menor taxa de
oxidagao e pouca diferenciacao em embrides ou calos amorfos. Com a adi¢cao de 18
pmol de 2,4-D, observou-se maior presenca de estruturas nodulares amarelas, com
maior taxa de oxidagao e baixa multiplicacdo. Enquanto, o AIA promoveu maiores
diferengcas no aspecto dos calos e formagdao de embrides, sendo associada a
concentracéo de 2,4-D, em 9 ymol da auxina sintética, a utilizagdo de 28,43 pmol de
AlA, favoreceu a obtencao de calos friaveis, porém ao dobrar a concentracédo de AlA

houve a formacgao de estruturas majoritariamente nodulares.

5. CONCLUSOES

A utilizacao de 9 umol de 2,4-D + 28,43 umol de AlA, possibilitaram a obtencao
de calos embriogénicos de maior qualidade, com baixa taxa oxidativa, maior
multiplicagdo, bem como com aspecto e coloragédo que indicam alta divisdo e potencial
de diferenciagdo em embrides. Desta forma, os resultados obtidos reforcam a
importancia da utilizacdo destas auxinas independente do ciclo de multiplicagao.

A presenca de 2,4-D, esta diretamente associada a sinalizagao para diviséo
celular, e sua retirada potencializou a diferenciacao e regeneracdo em embrides

somaticos de E. guineensis.
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CAPITULO 2

Influéncia do material genético e do carvao ativado no alongamento in
vitro e estabelecimento de mudas clonais de Elaeis guineensis jacq.
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RESUMO

Elaeis guineensis conhecido popularmente como Dendezeiro ou Palma de 6leo, € uma
importante palmeira da familia Arecaceae, considerada uma importante oleaginosa,
com ampla utilizagcdo nos setores alimenticio, de cosméticos e biocombustiveis.
Apesar da alta eficiéncia no estabelecimento de mudas clonais, tem-se uma resposta
diferencial entre os materiais genéticos e muitos gendtipos apresentam dificuldades
de enraizamento e estabelecimento. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o
desempenho de mudas clonais de diferentes gendtipos em fungao de concentragdes
de carvao ativado no alongamento in vitro de Elaeis guineensis. Foram avaliados 4
gendtipos (AM-05, AM-21, AM-29 e AM-33) em fungéo de cinco (5) concentragdes de
carvao ativado (0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 g. L*"). Foi possivel a obtengédo de mudas clonais
viaveis de todos os materiais genéticos avaliados, salvo a necessidade de maiores
ajustes a materiais pouco responsivos. Gendtipos aparentados apresentaram
desenvolvimento superior ao longo do estudo, o que sugere um efeito da genética dos
parentais. Houve melhor estabelecimento de mudas clonais de E. guineensis,
provenientes dos cultivos em auséncia do carvao ativado. Todavia o uso de 2,8 g. L™’
de carvao ativado promoveu a otimizacdo de embriogénese somatica secundaria,

resultando em maior numero de plantas nesta condigao.

Palavras chaves: Palma de dleo. Gendtipo. Embriogénese somatica secundaria.

Cultura de tecidos. Micropropagacgao.

ABSTRACT

Elaeis guineensis Jacq., commonly known as African oil palm, is an important palm
species of the Arecaceae family, considered a major oilseed crop with wide
applications in the food, cosmetic, and biofuel industries. Despite the high efficiency in
the establishment of clonal plantlets, differential responses are observed among
genetic materials, and many genotypes exhibit difficulties in rooting and establishment.
The present study aimed to evaluate the performance of clonal plantlets from different

genotypes in response to activated charcoal concentrations during the in vitro



51

elongation of E. guineensis. Four genotypes (AM-05, AM-21, AM-29, and AM-33) were
tested under five concentrations of activated charcoal (0, 1.0, 2.0, 3.0, and 4.0 g L™).
Viable clonal plantlets were obtained from all evaluated genetic materials, although
further adjustments are required for less responsive genotypes. Related genotypes
showed superior development throughout the study, suggesting a parental genetic
effect. Better establishment of clonal plantlets of E. guineensis was observed in
cultures without activated charcoal. However, the use of 2.8 g L™ of activated charcoal
optimized secondary somatic embryogenesis, resulting in a greater number of plantlets

under this condition.

Keywords: Oil palm. Genotype. Secondary somatic embryogenesis. Tissue culture.

Micropropagation.

1. INTRODUGAO

Elaeis guineensis € uma palmeira oleaginosa, conhecida popularmente como
Palma de 6leo ou Dendé, é nativa do continente africano, de caule Unico, com 35 a 60
folhnas pinadas (Nair, 2021; Bakewell-Stone, 2022). Possui grande importancia
econdmica, utilizada nas industrias de cosméticos, alimenticia, farmacéutica e como
alternativa para a produgao de biocombustiveis (Agele et al., 2022; Bakewell-Stone,
2022).

A cultura de tecidos vegetais constitui uma ferramenta essencial para o cultivo
e a multiplicagdo de células, tecidos e 6rgaos de plantas em ambiente controlado e
asséptico, possibilitando a produgao em larga escala de forma rapida e uniforme (Rai
et al., 2022; Ruscitti, 2023). Nesse contexto, a embriogénese somatica (ES) é definida
como uma rota morfogénica na qual células somaticas, em condi¢des adequadas,
diferenciam-se direta ou indiretamente em embrides somaticos, que posteriormente
originam plantas completas. Ou seja, a geragao de mudas clonais a partir de células
nao reprodutivas e sem fertilizagao (Vasic et al., 2001; Hazubska-Przybyt et al., 2020;
Ferrari et al., 2021). E uma abordagem ideal para propagacdo clonal em massa
associada ao melhoramento genético, para espécies perenes e de ciclo muito longo
(Karyanti et al., 2021; Saptari et al., 2024).
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Entretanto, a técnica pode apresentar algumas limitagcbes em fung¢ao do
material genético, das condigdes de cultivo, da maturagao, conversao e aclimatizagao
das plantulas, entre outros fatores que comprometem o uso sistematico da
embriogénese somatica para fins comerciais (Wang et al., 2023; Saptari et al., 2024).
O processo de embriogénese somatica ndo é afetado apenas por reguladores de
crescimento e composi¢ado do meio de cultura, mas também pelo material genético
(Arimarsetiowati et al., 2023). Este € um fator limitante na aplicacédo de tecnologias em
muitas espécies, como a multiplicagdo massal e transformagédo genética, além de
restringir a capacidade de obtencgao de plantas regeneradas a uma faixa limitada de
gendtipos (Wang et al., 2023).

Apesar da alta eficiéncia no estabelecimento de mudas clonais de E.
guineensis, tem-se uma resposta diferencial entre os materiais genéticos
regenerados, 0s quais muitos apresentam uma dificuldade natural de enraizamento e
estabelecimento dos clones. Sendo necessario, a avaliagcdo de diferentes
componentes que permitam a obtencao de plantulas com alta qualidade e quantidade.
Experimentos pilotos, demostram que a utilizacdo de carvao ativado pode auxiliar no
processo de estabelecimento de mudas clonais de E. guineensis, todavia tal beneficio
parece restringir-se a alguns materiais genéticos.

Os carvoes ativados (CA) sdo componentes que possuem uma estrutura
densamente porosa e alta area superficial, destaca-se por seu potencial de adsor¢ao
de diferentes componentes (Sharma et al., 2022; Mamatha, 2023). Amplamente
utilizado na cultura de tecidos vegetais, auxilia no estabelecimento e germinacao de
mudas clonais. Um dos seus maiores impactos esta associado a adsorgdo de
reguladores de crescimentos, suplementos organicos e substancias inibitorias do meio
ou liberada pelo material vegetal. Permite a estabilizagdo do pH ao longo do cultivo e
melhor aproveitamento dos nutrientes pelas plantas (Paulino et al., 2021; Sharma et
al., 2022; Martins et al., 2024). Além disso, seu uso promove a reducao da incidéncia
de luz na zona de crescimento das raizes, e uma melhor indugdo e desenvolvimento
do sistema radicular das plantas (Maximo et al., 2020; Martins et al., 2024).

Todavia, seu mecanismo promotor ou inibitério ainda ndo € bem esclarecido,
podendo estar relacionado a diversos fatores, alguns pesquisadores sugerem a
ocorréncia de absor¢do nao seletiva de substancias, especialmente reguladores de
crescimento vegetal (Danova et al., 2023; Martins et al., 2024). Neste sentido, o

presente trabalho teve como avaliar o desempenho de diferentes materiais genéticos
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em funcdo de concentragbes de carvao ativado no alongamento in vitro e

estabelecimento das mudas clonais de Elaeis guineensis.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material vegetal

Para a germinagédo dos explantes, embrides somaticos dos diferentes
gendtipos (Tabela 1), foram inoculados em frascos contendo 30 mL de meio de cultura
C4, proposto por Oliveira et al. (2024), acrescido de 300 mg L' de inositol, 139 mg L-
" de arginina, 186 mg L' de glutamina, 169 mg L' de metionina, 294 mg L' de prolina,
1000 mg L' de caseina, 60 g L' de sacarose, carvao ativado nas concentragées de
0,1,2,3e4glL" além de 1000 uM de putrescina e 2,5 g L' de phytagel, com pH
ajustado para 5,7 £ 0,02. Apds a autoclavagem por 20 minutos a 120°C, foi acrescido
ao meio de cultura, em capela de fluxo laminar, 1000 uM de putrescina.

Tabela 1 - Caracterizagdo morfolégica dos gendtipos de Elaeis guineensis, contendo: cddigo do

gendtipo, parentais, altura da planta, numero e peso médio dos cachos, numero de frutos, taxa de
mesocarpo, matéria seca e fibra dos frutos, potencial de dleo por fruto e planta, e a idade das matrizes.

Genotipo AM-05 AM-21 AM-29 AM-33
Cruzamento Delix Ekona  Kigoma Deli x Yangambi Deli x Ghana
Altura (m) 2,86 6,45 5,30 4,10
N° de cachos 12 11 9 8
Peso cachos 14,30 27,85 13,55 29,30
N° de frutos 240 376 254 391
Mesocarpo (%) 93,42 95,19 86,64 99,45
Matéria seca (%) 68,30 78,10 57,00 68,23
Fibra (%) 12,38 17,01 11,64 14,82
Oleo / fruto (mL) 43,00 40,14 30,12 31,99
Oleo / planta (L) 6,89 12,39 3,36 7,43
Idade (anos) 9 13 10 11

2.2. Alongamento in vitro

Em caémara de fluxo laminar, plantulas de 60 dias de cultivo in vitro,
apresentando, em média, 5 cm de altura, foram introduzidas, isoladamente, em tubos

de ensaio contendo 20 mL de meio de cultura C4 (Oliveira et al., 2024), acrescido de
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300 mg L' de inositol, 139 mg L' de arginina, 186 mg L-! de glutamina, 169 mg L' de
metionina, 294 mg L' de prolina, 1.000 mg L' de caseina, 60 g L' de sacarose, além
de 1.000 uM de putrescina e 2,5 g L' de phytagel, com pH ajustado para 5,7 + 0,02
antes da autoclavagem. Foi adicionado carvao ativado nas concentragdes de 0, 1, 2,
3edgl™.

O meio de cultura foi esterilizado por meio de autoclavagem em 121°C por 20
minutos. Mantidos em sala cultivo com temperatura de 28 + 2 °C, fotoperiodo de 16h,
sob luz LED branca nas intensidades de 60 uymol m-2 s, por 60 dias de subcultivo.
Empregou-se um delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial
5 x 4, sendo 5 concentragdes de carvao ativado e 4 gendtipos (AM-05, AM-21, AM-29
e AM-33), com 5 repetigdes, sendo cada unidade experimental composta por 4 tubos

contendo 1 plantula cada, totalizando 80 plantas por tratamento.

2.3. Aclimatizagao

Para a aclimatizacao, as plantulas obtidas in vitro tiveram suas raizes lavadas
em agua corrente, para retirada do excesso de meio de cultura. Em seguida foram
plantadas em tubetes de 63 mm de diametro e 130 mm de altura, contendo 180 cm?
de substrato composto por 50% de substrato Plantimax® (composto por casca de
pinus e vermiculita) + 50% de areia lavada fina, acrescido de 3,0 kg m- (superfosfato
simples no substrato). As plantulas foram acondicionadas em casa de vegetacéao e
mantidas em camara umida intermitente, controlada por sensores de temperatura e
umidade.

Na primeira semana a programagao de nebulizagdo foi de 28 °C e 95% de
umidade, com reducdo de 5% de umidade a cada 5 dias de cultivo, até atingir a
umidade média de 60%. Apds este periodo, foram transferidas para casa de
vegetacao convencional, com irrigagao diaria. O sombreamento da camara umida e
da casa de vegetacao foi realizado utilizando manta termo refletora (Aluminet®) com
50% de restricdo de luz. As mudas foram fertilizadas semanalmente com 10 mL de
solugcao nutritiva de sais MS Y2 (Murashige e Skoog, 1962). Depois de 60 dias de
aclimatizagao as mudas clonais foram avaliadas.

Utilizou-se um delineamento experimental em blocos casualizados (DBC), em

esquema fatorial 5 x 4, sendo 5 concentragdes de carvao ativado e 4 gendtipos (AM-
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05, AM-21, AM-29 e AM-33), com 4 blocos, sendo cada unidade experimental

composta por 5 tubetes contendo 1 plantula cada.

2.4. Coleta e analise de dados

Aos 60 dias de cultivo avaliou-se o alongamento in vitro, por meio da
classificagao de vigor das plantulas em escala de 0 a 3, onde 0 — morto, 1 — ruim, 2 —
bom e 3 — étimo. E ainda, a altura, massa seca e numero de plantulas, formacéo,
massa seca e didmetro médio radicular, taxa de sobrevivéncia, didmetro do colo,
comprimento e volume radicular (diametro > 2,0mm), quantificacdo de clorofilas e
carotenoides, bem como a caracterizagdo anatémica das folhas e raizes expandidas.
Na aclimatizagéo, foram avaliadas as mesmas variaveis morfologicas, apds 60 dias
de cultivo ex vitro.

Além disso, também foi avaliado o indice de qualidade vegetal (Dickson et al.,
1960), para inferir a qualidade geral dos tratamentos em fungédo do desenvolvimento
vegetal, levando em consideragdo a propor¢do de biomassa por volume vegetal,

através da seguinte equacao:

MST

H —~MSA
D " MSR

10D =

Sendo:

IQD = indice de qualidade de Dickson
MST = Massa seca total (9)

H = altura (cm)

D = Diéametro do colo (mm)

MSA = Massa seca aérea (g)

MSR = Massa seca radicular (g)

Para quantificagao de clorofilas e carotenoides, cinco discos foliares com 5 mm
de didmetro foram coletadas do primeiro ou segundo par de folhas, e acondicionados
por 48 horas no escuro em 5 mL de solugao de dimetilsulféxido (DMSO) saturado com
carbonato de calcio, seguindo metodologia de Santos et al. (2008). Para determinar a
absorbancia das amostras foi utilizado o leitor de microplacas ELISA, nos
comprimentos de onda 665, 649 e 480 nm. O calculo das concentracdes de clorofilas

e carotenoides totais foram realizados a partir do método descrito por Wellburn (1994).
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Para avaliar o sistema radicular, as raizes foram lavadas e separadas da parte
aeérea, na altura do colo e armazenadas em agua deionizada, para evitar sua
desidratagcéo. Para a analise da morfologia do sistema radicular: utilizou-se o sistema
WinRHIZO Pro 2023a (Régent Instr. Inc.), acoplado a um scanner profissional Epson
XL 10000 equipado com unidade de luz adicional (TPU).

Para caracterizacao estrutural, foram coletados fragmentos foliares e
radiculares. As amostras foram fixadas em solucdo de formaldeido, acido acético e
alcool 50% (FAAS50). Apds, foram desidratadas em série de concentragédo crescente
de etanol e incluidas em resina acrilica (Historesin, Leica Instruments, Alemanha).
Seccbes transversais com 5 ym de espessura foram obtidas em Micrétomo rotativo
(Yidi, YD315), montadas em laminas de vidro e coradas com azul de toluidina (O’Brien
e McCully, 1981). As imagens foram capturadas utilizando um microscopio de luz
(AX70TRF, Olympus Optical, Japao) equipado com sistema de captura de imagens
(Axion Cam, Zeiss, Alemanha).

A analise de variancia foi testada a partir da normalidade dos residuos pelo
teste Shapiro-Wilk e da homogeneidade de variancias, pelo teste Bartlett. As médias
foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de significancia, e de regressao
polinomial utilizando o software R versao 4.2.3 (R Core Team, 2023) e o pacote
ExpDes (Ferreira et al., 2014).

Para as variaveis comprimento, volume, didmetro e massa seca radicular, bem
como indice de qualidade de Dickson no desenvolvimento in vitro, realizou-se a
transformacao para Log (x), para posterior analise de variancia e teste de Tukey. Os
valores dos graficos de teste de Tukey apresentados para estas variaveis representam
valores nao transformados, e acima destes sdo apresentados os valores ajustados
em parénteses. Além disso, para a aclimatizagcao foram transformadas as variaveis

massa seca aérea e didmetro radicular.

3. RESULTADOS

3.1.  Alongamento in vitro

As variaveis diametro do colo, formagao radicular, teor de clorofila a, b e total e
o indice de qualidade das plantas, foram influenciadas pela concentracdo de carvao

ativado e material genético utilizado, ndo havendo interagdes entre os fatores
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testados. Ja vigor, altura das plantas e massa seca aérea, diferiram significativamente
apenas para o fator genético. Enquanto o numero de plantas, teor de carotenoides,
diametro médio radicular, comprimento e volume de raizes grossas, massa seca
radicular, diferiram apenas para a concentracdo de carvao ativado. A taxa de
sobrevivéncia, comprimento e volume radicular total, area radicular superficial e
projetada, comprimento e volume de raizes finas e médias e o teor de umidade das
plantas, ndo diferiram significativamente para os fatores testados (Tabela 2).

E. guineensis ndo apresenta perfilhamento ou ramificagbes em condigbes
naturais. Contudo, em cultivos in vitro de mudas clonais obtidas por embriogénese
somatica, foi observada a formagao de novos embrides somaticos na regido basal das
plantulas recém-germinadas, fendmeno denominado embriogénese somatica
secundaria. Vale ressaltar que, embora apenas uma plantula tenha sido inoculada por
tubo de ensaio, ocorreu aumento no numero de plantulas por unidade experimental
em razao da germinagao continua dos embrides em desenvolvimento. Dessa forma,

foi possivel realizar a contabilizagdo do numero total de plantulas.

Tabela 2 - Resultado da analise de variancia para as variaveis: taxa de sobrevivéncia, vigor, altura,
diametro do colo, numero de plantas, clorofila a, clorofila b, clorofila total, carotenoides, formagéao
radicular, didmetro médio radicular, comprimento radicular (didmetro > 2,0mm), volume radicular
(diametro > 2,0mm), massa seca aérea e radicular e indice de qualidade de Dickson, a partir de plantas
clonais de Elaeis guineensis alongadas in vitro, aos 60 dias de cultivo.

Variavel Valor P CV (%)
Carvao Gené-  Carvao * Geno-
tipo tipo

Taxa de sobrevivéncia 0,4126"s 0,3973ns 0,4568"s 2,51

Vigor 0,9487ns 45x10% 0,1980" 16,20
Altura 0,2326" 0,0019° 0,7948"s 26,28
Diametro do colo 0,0073" 3,9x107 0,8912n 22,65
Numero de plantas 0,0400° 0,3898" 0,1353" 27,56
Clorofila a 0,0323" 0,0213" 0,4772" 26,82
Clorofila b 0,0256" 0,0014" 0,4363" 18,29
Carotenoides 0,0297* 0,0589" 0,3773n 27,36
Clorofila total 0,0289° 0,0094" 0,4752n 23,36
Formagao radicular 1,0x10°%  3,0x10% 0,5341" 39,47
Diametro radicular 9,2x10% 0,0717"s 0,1141ns 52,36
Comprimento radicular 0,0073" 0,5324" 0,0567" 54,79
Volume radicular 0,0085 0,7507"s 0,0548ns 19,75
Massa seca aérea 0,4136"s 1,0 x 10 0,0605"s 3,77

Massa seca radicular 0,0012 0,1073ns 0,5662"s 18,55
indice de qualidade 0,0174" 0,0192 0,0692ns 9,21

CV: Coeficiente de variagéo; P: Probabilidade do valor P; *: P<0,05; ns: P=0,05.

3.1.1. Influéncia do material genético
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Quanto ao desenvolvimento aéreo em fungao do material genético, para as vari-
aveis vigor e altura das plantas, os gendétipos AM-05 e AM-29, foram significativamente
superiores (Figura 1B-C). Por outro lado, para didmetro de colo, teores de clorofila (a, b
e total), massa seca aérea, os materiais genéticos AM-05 e AM-21, apresentaram mai-
ores valores (Figura 1D-H).

Quanto ao sistema radicular, para sua formagao apenas o genoétipo AM-21 apre-
sentou menores taxas, ndo apresentando diferengas significativas em relacdo ao AM-
33. (Figura 11). Ja para o indice de qualidade de Dickson, o genétipo AM-05 foi signi-
ficativamente maior apenas em relagdo ao AM-29. (Figura 1J).

No alongamento in vitro das plantas, houve destaque do gendétipo AM-21 apenas
em relagéo ao teor de clorofila (a, b e total), massa seca aérea e didmetro do colo. Tal
fato, deve-se a menor expansdo dos tecidos, proporcionando uma atrofia e
concentragdao de material vegetal, resultando em um espessamento do didmetro do
colo, aumento de clorofila por area foliar e alta densidade do material vegetal. Em
relacdo ao enraizamento, o gendtipo AM-21, apresentou maior dificuldade natural
durante o enraizamento, sendo necessario maior atengao para o seu estabelecimento.

Adicionalmente pode-se fazer a caracterizagdo geral do desenvolvimento dos
materiais genéticos em estudo. Destaca-se o gendtipo AM-05, com possivel aquisigao
de plantas vigorosas, com elevada qualidade, mais altas e com didmetro de colo es-
pesso, com altos teores de clorofila e formagao radicular, além de grande produgéo de
biomassa aérea. Ou seja, a obtengido de plantas superiores para todas as variaveis
avaliadas e influéncias pelo material genético.

As plantas do gendtipo AM-21 foram plantas baixas e pouco vigorosas in vitro,
todavia com maior didmetro de colo e teor de clorofila, além de maior massa seca aérea
e baixa formacao radicular. Assim, houve a produgéo de plantas menores e com alta
concentragdo de biomassa, condigdes com elevado potencial caso se perpetuem em

campo.
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Figura 1 - Efeito do gendtipo no alongamento de plantulas de Elaeis guineensis, aos 60 dias de cultivo
in vitro. Morfologia dos genoétipos AM-05, AM-21, AM-29 e AM-33 em 2 g. L' de carvdo ativado, em
ordem crescente da esquerda para direita (A), Vigor (B), Altura (C), Diametro de colo (D), Clorofila a
(E), Clorofila b (F), Clorofila total (G), Massa seca aérea (H), Formagéo radicular (1), e indice de
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qualidade de Dickson — transformado em log (J). Barra = 3 cm. Letras iguais ndo s&o significativamente
diferentes pelo teste de Tukey em nivel de 95% de significancia.

Em relagdo ao gendtipo AM-29, observou-se a formacéao de plantas mais desen-
volvidas em vigor e altura, com médias inferiores para didmetro, teor de clorofila e
massa seca aérea, todavia com maior formagéao radicular. Tem-se plantas altamente
vigorosas e altas, mas consideravelmente delgadas e com baixa concentragdo de clo-
rofilas e producédo de matéria vegetal. O menor desenvolvimento do AM-29 para qua-
lidade das plantas, deve-se a obtengao de plantas consideravelmente maiores e
pouco desenvolvidas em espessura e massa seca, apresentando um elevado estiola-
mento de suas estruturas vegetativas.

As plantas do gendétipo AM-33 foram pouco vigorosas, menores e delgadas, com
baixo teor de clorofilas e com formacao radicular média, nao diferindo dos demais ge-
notipos, e com baixa produgao de matéria aérea. Proporcionando a obtengao de indivi-
duos com taxa média de enraizamento e de qualidade, com pouco desenvolvimento

para as demais variaveis avaliadas e influenciadas pelo material genético.

3.1.2. Carvao ativado

O carvao ativado gerou um efeito positivo na taxa de pigmentos (Clorofila a, b,
total e carotenoides) e no numero das plantas. Para a propagacédo vegetal, o
acréscimo do reagente é proporcional ao aumento do numero de plantas, com ponto
critico em aproximadamente 2,8 g. L' (Figura 2B). Os pigmentos apresentam maiores
valores entre as concentragdes 2,5 a 2,7 g. L' de carvéo ativado no meio de cultura
(Figura 2C-F).

Por outro lado, o uso do CA para didmetro do colo e indice de qualidade das
plantas de Dickson proporcionou um efeito inversamente proporcional. O didmetro do
colo das plantas tem redugao de suas dimensdes em funcao da presenca do reagente,
com ponto minimo, em aproximadamente 2,2 g. L de carvao ativado (Figura 2G). No
que se refere ao indice de qualidade das plantas de Dickson, a adi¢cdo do carvdo
ativado também representou um prejuizo ao desenvolvimento, com reducgao até 2,0 g.

L-' de carvao ativado (Figura 2H).
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Figura 1 - Efeito do carvao ativado no sistema aéreo do alongamento de plantulas de Elaeis guineensis,
aos 60 dias de cultivo in vitro, Morfologia do genétipo AM-05 em funcdo do carvdo ativado em
concentracgdo crescente de 0 a 4 g. L' da esquerda para direita (A), Numero de plantas (B), Clorofila a
(C), Clorofila b (D), Clorofila total (E), Carotenoides (F), Diametro de colo (G), e indice de qualidade de
Dickson (H). Barra = 3 cm.

Para o sistema radicular, a presenca do componente ocasionou uma resposta

prejudicial para a maioria das variaveis significativas. Na formacao radicular, o carvao
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ativado ocasionou sua inibigao, com redugao progressiva ao acréscimo do reagente,
com minimo em 3,0 g. L-' (Figura 3B). O diametro médio radicular apresentou menores
dimensdes com acréscimo de 2,1 g. L' de carvdo ativado (Figura 3C). E, para
comprimento e volume de raizes os pontos criticos, em aproximadamente 2,5 g L
(Figura 3D-E), bem como para massa seca radicular, entre 2,5 a 2,7 g. L' de adigéo

de carvao no meio de cultura, foram prejudiciais (Figura 3F).
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Figura 3 - Efeito do carvao ativado no sistema radicular durante o alongamento de plantulas de Elaeis
guineensis, aos 60 dias de cultivo in vitro. Morfologia radicular do genétipo AM-05 em funcgéo carvao
ativado em concentragéo crescente de 0 a 4 g. L' da esquerda para direita (A), Formagao (B), Didametro
(C), Comprimento (D), Volume (F), e Massa seca radicular (F). Barra = 1,13 cm.

Pode-se destacar, que em auséncia ou em baixas concentragdes de carvao

ativado, de 0 a 1,0 g. L', é possivel obter plantas com sistema radicular mais
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desenvolvido e colo mais espesso, porém em menor numero de plantas e baixa taxa
fotossintética. Concentragdes médias, entre 2,0 a 3,0 g . L', promoveram os pontos
criticos de todos as variaveis significativas, além de um antagonismo no
desenvolvimento das plantas, com a otimizagcdo da embriogénese somatica
secundaria, resultando em aumento da quantidade de mudas clonais, além de uma
alta atividade fotossintética, todavia com sistema radicular mais enfraquecido,
acompanhado de menor diametro do colo das plantas. Ja, em maiores concentragoes,

tem-se um subdesenvolvimento e atrofiamento da planta em geral.

3.2. Aclimatizagao

As variaveis taxa de sobrevivéncia, vigor, altura, didametro do colo, formacao
radicular e massa seca aérea, foram influenciadas pela concentracdo de carvao
ativado e material genético utilizado, ndo havendo interacdes entre os fatores
testados. Ja o diametro médio radicular diferiu apenas para a concentracdo média de
carvao ativado. Enquanto o numero de plantas, comprimento e volume radicular, bem
como o indice de qualidade das plantas de Dickson nao diferiram significativamente

para os fatores testados (Tabela 3).

Tabela 3 - Resultado da andlise de varidncia para a taxa de sobrevivéncia, vigor, altura, didmetro do
colo, numero de plantas, formagao radicular, diametro médio radicular, comprimento radicular
(didmetro > 2,0mm), volume radicular (diametro > 2,0mm), massa seca aérea e radicular e indice de
qualidade de Dickson, a partir de mudas clonais de Elaeis guineensis em aclimatizagao, aos 60 dias de
cultivo.

Variavel Valor P CVv

Bloco Carvdo  Gendtipo  Carv. * Gen. (%)
Taxa de sobrevivéncia 0,0722" 0,0121" 0,0498" 0,0521ns 33,74
Vigor 0,1310" 1,8 x10°% 1,8x10°% 0,2701"s 26,05
Altura 0,3432" 1,0x 104 4,8x107 0,6763" 26,76

Didmetro do colo 0,8200" 0,0039" 2,0 x10°% 0,6199ns 40,51
Numero de plantas 0,4496" 0,2284"s 0,7914ns 0,7063" 13,30
Formacé&o radicular  0,0120° 1,0x 10 8,8 x 10 0,5968"s 41,07
Diametro radicular 0,6787" 0,0429" 0,9758"s 0,1497ns 26,56
Comprimento radicular 0,2656™ 0,6898"  0,7413" 0,4104"s 65,16
Volume radicular 0,3348" 0,3630"  0,4887"s 0,2959ns 16,03
Massa seca aérea 0,4858™ 00,0191 0,0017" 0,1019ns 45,83
Massa seca radicular  0,5582" 00,4459  (0,5354" 0,181Q0ms 89,37
indice de qualidade 0,2868" 0,4259"  (,8321"s 0,3433" 55,14
CV: Coeficiente de variagao; P: Probabilidade do valor P; *: P<0,05; ns: P=0,05.




64

Quanto ao efeito do material genético na aclimatizagao, as variaveis taxa de so-
brevivéncia e formacao radicular, apenas o genétipo AM-21 foi significativamente infe-
rior aos demais. Para altura, didmetro do colo, massa seca aérea e vigor, o AM-05 apre-
sentou valores superiores (16,03 cm; 0,42 cm; 0,34 g; e 2,30 de vigor, respectivamente),
enquanto o material genético AM-21, também foi significativamente inferior (7,81 cm;
0,23 cm; 0,14 g; e 1,49 de vigor, respectivamente), todavia para as trés ultimas variaveis

os demais genotipos néo diferiram destes, sendo intermediarios.
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Figura 4 - Efeito do carvao ativado na aclimatizagao de mudas clonais de Elaeis guineensis, aos 60
dias de cultivo, Morfologia do gendtipo AM-05 em fung¢ao do carvao ativado, em ordem crescente da
direita para a esquerda (A), Altura (B), Vigor (C), Diametro do colo (D), Formagao radicular (E), e Massa
seca aérea (F). Escala = 3 cm.

E fundamental destacar que houve uma consequéncia direta do cultivo in vitro,

reforcando a importancia de uma producdo de mudas clonais com alta qualidade e
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vigor. Para o gendtipo AM-05 foi possivel a obtengédo de plantas vigorosas, altas, es-
pessas e com maior formacéao radicular, além de grande produgéo de biomassa aérea
e maior sobrevivéncia. Ou seja, a obtencao de plantas superiores em relagdo as de-
mais. Em contraposicdo, AM-21 produziu plantas baixas e pouco vigorosas, além de
subdesenvolvidas para as demais caracteristicas. Ja a utilizagcdo dos materiais genéti-
cos AM-29 e AM-33, formaram plantas intermediarias, com alta taxa de sobrevivéncia,
emissao radicular e vigor.

Quanto a influéncia do carvao ativado, para a altura, vigor, didametro do colo,
formacao radicular e massa seca aérea apresentou uma resposta negativa, com
reducao do crescimento da planta concomitante ao acréscimo do reagente, com ponto
minimo aos 3,0 g. L' (Figura 4B), e, para o vigor das plantas, didmetro do colo e
formacao radicular entre 2,7 a2,8 g. L' de carvao ativado (Figura 4C-E). Igualmente,
para massa seca aérea, a auséncia do carvao ativado promoveu maiores valores
(Figura 4F).

As variaveis taxa de sobrevivéncia e diametro médio radicular, apesar de
sofrerem um efeito negativo na presenga do reagente, ndo se ajustam aos modelos

polinomiais (Tabela 4).

Tabela 4 — Valores médios para taxa de sobrevivéncia e didmetro médio radicular em fungao de
concentragdes de carvéo ativado a partir de mudas clonais de Elaeis guineensis em aclimatizagao, aos
60 dias de cultivo.

Carvao ativado (g. L") 0 1 2 3 4
Sobrevivéncia (%) 68,0 72,5 56,2 78,7 74,8
Diametro médio radicular (cm) 0,56 0,50 0,68 0,47 0,49

A influéncia do carvao nas variaveis altura e massa seca apenas durante a fase
de aclimatizacao, deve-se ao atrofiamento do sistema radicular em maiores concen-
tracdes do reagente, em consequéncia tem-se o subdesenvolvimento das mudas ori-
undas dessas condicdes. E importante ressaltar que foi possivel o estabelecimento
de mudas clonais de Elaeis guineensis para todos os gendotipos e, em todas as condi-

cOes avaliadas.
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4. DISCUSSAO

O material genético desempenha um papel crucial nas diferentes fases do
cultivo in vitro, e o sucesso depende da origem genética em diversas espécies
vegetais (Wang et al., 2023; Astari et al. 2024), como exemplo Elaeis guineensis,
Hevea brasiliensis e Matricaria chamomilla (Astari et al., 2024; Wang et al., 2023;
Ahmad et al., 2021). Sendo necessario o estabelecimento de tecnologias
independentes do material genético, para a ampla aplicacdo de protocolos de
micropropagacao de plantas (Wang et al., 2023). No presente trabalho foi encontrado
um forte efeito do material genético no desenvolvimento in vitro de plantulas de Elaeis
guineensis.

Os materiais com menor diversidade genética entre si (Tabela 1), como AM-05,
AM-29 e AM-33, apresentaram melhor desenvolvimento ao longo do estudo,
ressaltando o efeito genotipico, bem como a influéncia dos parentais no sucesso ao
longo do estabelecimento de mudas clonais de E. guineensis. Todavia foi possivel a
obtencdo de mudas clonais de todos os gendtipos avaliados, corroborando com os
resultados encontrados por Astari et al. (2024) para a mesma espécie.

O Carvao ativado apresenta uma grande importancia no processo de
embriogénese somatica, atuando na estimulagcéo da expressao de importantes genes
associados a diferenciacao celular e ao crescimento das plantas, bem como de
resisténcia a estresses e doengas (Dong et al.,2020). Auxilia na indu¢do, maturagao
e germinagao de linhagens e embrides somaticos (Dehestani-Ardakani, Hejazi e
Aliabad, 2020; Wiszniewska et al., 2023).

Para Elaeis guineensis sua adi¢do ocasionou um efeito positivo no
desenvolvimento aéreo, resultando em ganhos no teor de pigmentos, além disso
permitiu 0 aumento do numero de mudas clonais através da embriogénese somatica
secundaria. Diferentemente, foi prejudicial ao sistema radicular. Em Echinacea
purpurea, a utilizacdo de carvao ativado foi necessaria para indugao e regeneragao
de plantas, através da embriogénese somatica a partir de explantes foliares
(Dehestani-Ardakani, Hejazi e Aliabad, 2020). Ja na germinagéo e estabelecimento
de mudas clonais via embriogénese somatica de Tamareira (Phoenix dactylifera), a
utilizagcdo de carvao ativado possibilitou, ganhos no comprimento radicular, no

desenvolvimento das plantas e nos teores de clorofilas e proteinas (Abdellatif et al.,
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2022), similar as respostas encontradas no presente trabalho, principalmente para o
desenvolvimento aéreo de E. guineensis.

A inversdo do desenvolvimento dos sistemas aéreo e radicular ao longo das
concentragbes de carvao ativado em E. guineensis, pode ser explicada pela alta
adsorgcdo de componentes essenciais ao enraizamento, tais como auxinas e
suplementos organicos presentes no meio de cultura (Sharma et al., 2022; Martins et
al., 2024). Visto que, em resposta ao aumento do componente, observou-se ganho
em quantidade de plantas e taxa fotossintética, concomitante a uma reducdo de
diametro do colo e desenvolvimento radicular.

A embriogénese somatica secundaria (ESS) ou adventicia refere-se a formagao
de novos embrides somaticos a partir de seus iguais previamente diferenciados ou
recém germinados, permitindo a alta taxa de multiplicagao, independéncia da fonte de
explantes, uniformidade e boa repetibilidade (Bogdanovi¢ et al., 2021; Bustami e
Werbrouck, 2023). Além de possibilitar o aumento, prolongamento e restauragao da
competéncia embriogénica das linhagens por meio do estabelecimento de culturas
ciclicas (Mazri, Naciri e Belkoura, 2020; Bogdanovi¢ et al., 2021; Bustami e
Werbrouck, 2023). E ainda, viabiliza o aumento do numero de mudas clonais
estabelecidas ao final do processo de embriogénese somatica (Bustami e Werbrouck,
2023). Esse comportamento foi observado em diferentes espécies, como Olea
europaea L., Centaurium erythraea e Theobroma cacao L. (Mazri, Naciri e Belkoura,
2020; Bogdanovi¢ et al., 2021; Bustami e Werbrouck, 2023).

Similar aos resultados encontrados por Bogdanovi¢ et al. (2021), foi
observado a ocorréncia da embriogénese somatica secundaria, resultando em um
aumento do numero de plantas por explante. Neste contexto, a adicao de carvao
ativado pode apresentar um papel fundamental, visto que no presente trabalho sua
presenca favoreceu a ESS, permitindo a otimizagdo na concentragdo de 2,8 g. L.

O carvao ativado também permite o aumento do teor de pigmentos em muitas
espécies ou gendtipos. A concentragdo de clorofilas e carotenoides, reflete uma
resposta de crescimento melhorada, condicionada pela alta atividade fotossintética e
qualidade nutricional (Wiszniewska et al., 2023). Em Daphne tangutica, a utilizagao de
diferentes fontes de carvao ativado, possibilitou o aumento da concentracdo de
clorofila (Wiszniewska et al., 2023). Para Quercus robur, a utilizagado na concentragéao
de 2 g L™" de carvao ativado gerou melhor desempenho, com ganhos em biomassa e

desenvolvimento radicular, além do teor de pigmentos (Martins et al., 2024). Em
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Echinacea purpurea, a presenga de carvao ativado também estimulou o acumulo de
clorofila em mudas clonais estabelecidas via embriogénese somatica (Dehestani-
Ardakani, Hejazi e Aliabad, 2020). Corroborando com esses trabalhos, para Elaeis
guineensis, o carvao ativado estimulou a atividade fotossintética, resultando em maior
acumulo de clorofilas e carotenoides.

Por outro lado, também existem efeitos negativos, dependente da espécie, do
meio de cultura, do tipo de explante e do material genético. O CA também pode atuar
como um inibidor do desenvolvimento vegetal, atuando negativamente,
principalmente no sistema radicular, devido a adsorgao nao seletiva de importantes
elementos do cultivo in vitro, como reguladores de crescimento, inibindo a formacéao
de raizes em sua presencga (Martins et al., 2024; Selvaskanthan e Eeswara, 2024).
Para a micropropagacgéo de Gyrinops walla, sua presenga promoveu a supressao do
sistema radicular (Selvaskanthan e Eeswara, 2024). Para diferentes materiais
genéticos de Daucus carota L., a formagao e volume radicular apresentou resultados
superiores na presenga do reagente (Ozsan, Vural e Onus, 2024). Similar aos
resultados de Selvaskanthan e Eeswara (2024), a adigdo de carvao ativado, atuou
como supressor para o sistema radicular de mudas clonais Elaeis guineensis.

Os resultados de aclimatizagdo corroboram com os valores obtidos durante o
desenvolvimento in vitro de Elaeis guineensis, sendo necessario a garantia de quali-
dade e vigor ao longo do processo produtivo, caso contrario tem-se a obtengédo de mu-

das limitadas em numero e qualidade, bem como a baixa viabilidade para o campo.

5. CONCLUSOES

O material genético tem uma influéncia direta no desenvolvimento in vitro de
mudas clonais de E. guineensis e consequentemente no sucesso final da técnica,
através do estabelecimento de mudas geneticamente superiores. E possivel a
obtencdo de mudas clonais viaveis de todos os materiais genéticos avaliados, sendo
necessario maior atencao e ajuste a materiais pouco responsivos, como o genétipo
AM-21.

Coincidentemente os gendtipos aparentados ao material genético denominado
Deli e com maior parentesco entre si, apresentaram melhor desenvolvimento
vegetativo ao longo do estudo, sugere-se um efeito da genética dos parentais no
sucesso ao longo do estabelecimento de mudas clonais dos gendtipos. Todavia €
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necessario maiores estudos quanto ao grau de diversidade dos materiais, bem como
sua correlagao no estabelecimento de clones de Elaeis guineensis.

Para a obtencdo de mudas clonais de maior qualidade, a auséncia do carvao
ativado foi melhor, com sistema radicular mais estruturado e consequentemente maior
sucesso no estabelecimento de Elaeis guineensis.

O uso de 2,8 g. L™ de carvédo ativado otimiza a embriogénese somatica
secundaria de Elaeis guineensis e permite o aumento do numero de mudas clonais
ao final do processo, podendo ser utilizado como ferramenta para o prolongamento
da competéncia embriogénica através do estabelecimento de culturas ciclicas de
embrides somaticos. Fundamental para muitas espécies ou gendtipos com maior
dificuldade de multiplicagao.

Todavia, recomenda-se maiores estudos quanto ao efeito da oscilacdo da
concentragdo do componente ao longo do processo de morfogénese das plantas,
visando atingir um desenvolvimento superior tanto do sistema aéreo como radicular,

para uma maior qualidade e quantidade de mudas clonais ao final do processo.
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