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EMBRIOGENESE SOMATICA EM HIBRIDO INTERESPECIFICO DE PALMA DE
OLEO (Elaeis oleifera x E. guineensis) A PARTIR DE CULTIVOS EMBRIOGENICOS
EM SUSPENSAO

RESUMO

A palma de 6leo ou dendezeiro (Elaeis spp.) é a oleaginosa que possui a maior produtividade
conhecida em 6leo vegetal. Programas de incentivo a producdo sdo demandas crescentes ao
programa de melhoramento genético da cultura e producdo de mudas de qualidade. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a capacidade embriogénica de agregados celulares de palma de 6leo,
cultivados em meio liquido, em diferenciarembribes sométicos (ESs), maturar e regenerar
plantas. Para tanto, agregados celulares do hibrido interespecifico B35-1733, induzidos a partir
de folhas imaturas de planta adulta e mantidos por seis anos em meio liquido, sob agitacdo, foram
cultivados em meiode cultura semissélido de diferenciacdo. Uma vez diferenciados, a maturacéo
foi realizadapela transferéncia dos ESs em estddio de desenvolvimento similar ao torpedo,
dispostos em clusters, para meios de maturagdo, com diferentes composi¢des de Polietilenoglicol
(PEG) e sacarose, sendo avaliados quanto ao acumulo de proteinas totais e andlises
histoquimicas. Por fim, os ESs foram transferidos para meio de regeneracdo, onde foram
avaliados quanto a germinacdo. De maneira geral verificou-se que os cultivos embriogénicos em
suspensdo foram capazes de diferenciar ESs e que os tratamentos de maturacdo formados
unicamente com sacarose proporcionaram os melhores resultados para a maturagdo dos ESs. As
analises bioquimicas e histoquimicas confirmaram o aumento do acimulo de proteinas soltveis
totais nos ESs com o aumento das concentracGes de PEG e sacarose no meio de cultivo. A
germinacdo dos ESs em plantas ocorreu de maneira mais eficiente naqueles que foram maturados
em meio suplementadocom sacarose, enquanto os oriundos de tratamentos de maturagdo com
PEG apresentaramsinais caracteristicos de escurecimento e hiperhidricidade. Conclusivamente,
o trabalho sugere um protocolo para que agregados celulares de palma de 6leo, uma vez
estabelecidos e mantidos em meio liquido, possam ser diferenciados em ESs e originaremplantas

clonais.

Palavras-chaves: Arecaceae; competéncia embriogénica; embrifes somaticos; sacarose;

Polietilenoglicol; germinacao.



EMBRIOGENESE SOMATICA EM HIBRIDO INTERESPECIFICO DE PALMA DE
OLEO (Elaeis oleifera x E. guineensis) A PARTIR DE CULTIVOS EMBRIOGENICOS
EM SUSPENSAO

ABSTRACT

Oil palms are the oilseed with the highest known productivity in vegetable oil. Productionincentive
programs are increasing the demand for quality seedlings. The objective of thiswork was to
evaluate the embryogenic capacity of oil palm cell aggregates, cultivated inliquid medium, to
differentiate somatic embryos (SEs), mature and regenerate plants. For this purpose, cell
aggregates of the interspecific hybrid B35-1733, induced from immature leaves of an adult plant
and kept for six years in liquid medium were cultivatedin semi-solid differentiation culture
medium. Once differentiated, the maturation was carried out by transferring ESs at a stage of
development similar to the torpedo, arrangedin clusters, to maturation media, with different
compositions of Polyethylene glycol (PEG) and sucrose, being evaluated for the accumulation
of total proteins and histochemical analysis. ESs were then transferred to regeneration medium
and evaluatedfor germination. It was found that the embryogenic suspension cultures were able
to differentiate the ESs and that the maturation treatments formed solely with sucrose provided
the best results for the maturation. Biochemical and histochemical tests showedthat the amount
of total soluble proteins in the ESs increased with the increase in the concentrations of PEG and
sucrose in the maturation culture medium. The germination of ESs in plants was more efficient
in those that were matured in medium supplemented with sucrose, whereas those originating
from maturation treatments with PEG showed characteristic signs of browning and
hyperhydricity. In conclusion, the work suggests anefficient protocol so that oil palm cell
aggregates, once established and maintained in a liquid medium, can be differentiated into ESs
and originate clonal plants.

Palavras-chaves: Arecaceae; embryogenic competence; somatic embryos; SucCrose;

Polyethylene glycol; germination.



EMBRIOGENESE SOMATICA EM HIBRIDO INTERESPECIFICO DE PALMA DE
OLEO (Elaeis oleifera x E. guineensis) A PARTIR DE CULTIVOS EMBRIOGENICOS
EM SUSPENSAO

1- INTRODUCAO

A palma de 6leo ou dendezeiro (Elaeis spp.) é uma espécie de palmeira que ocorre em
regides tropicais imidas da Africa, Asia e América (MUKHERJEE; SOVACOOL, 2014). E
uma planta perene da familia Arecaceae. A partir dos seus frutos podem ser extraidos dois tipos
diferentes de 6leo: o 6leo de palmiste e 0 dleo de palma, 0s quais apresentam expressiva
importancia econdmica, sendo Uteis tanto como fonte de alimento, como para a producdo de
cosméticos e de biocombustiveis (GLIMN-LACY; KAUFMAN, 2006; CUI et al., 2020).

A palma de 06leo € a espécie vegetal com maior producéo de 6leo no mundo, alcangcando
mais de 75 milhdes de toneladas produzidas, especialmente em paises do Sudeste Asiatico,
Africa Equatorial e América Tropical (CUI et al., 2020; USDA, 2021). O 6leo desta palmeira
é¢ 0 mais comercializado pelo mercado, tendo ampla utilizagdo nos setores industrial e
alimenticio, farmaco e de cosméticos, além de ter grande potencial para producdo de
biocombustiveis (SANTANA et al., 2013; USDA, 2021; TOW et al., 2021).

Durante muitos anos, a palma de 6leo foi plantada somente para atender a industria alimenticia
(WICKE et al., 2011). Contudo, essa realidade estd mudando. Entre todas as matérias-primas
cotadas para a producdo de biodiesel, é a que mais produz 6leo por area plantada e apresenta
ciclo de producéo durante todo o ano, diferente do que ocorre com outrasculturas oleaginosas
(MONTEIRO; HOMMA, 2014; SOUZA et al., 2022). Esses sdo os principais fatores atrativos,
que impulsionam o mercado internacional, a investir na palma de 6leo para a producdo de
biodiesel em nivel mundial (FEDEPALMA, 2010). Neste contexto, enfatiza-se a alta demanda
mundial por mudas, uma vez que a area plantada com palma de 6leogeralmente precisa ser
renovada a cada 25 anos, com uma rotatividade média de replantio de 4% ao ano (CORLEY;
TINKER, 2016) e ha uma estimativa da necessidade de 100 milhdes de mudas a cada ano (CUI
et al., 2020). Rotineiramente, a produgdo de mudas em palma de 6leo é feita apartir de sementes.
Embora seja a técnica mais usualmente utilizada, a producdo de mudas por sementes tem como
inconvenientes a desuniformidade das mudas e, consequentemente, dos plantios em campo, em
razdo dos genitores serem plantas aldgamas e apresentarem alta heterozigose, além de algumas

variedades, especialmente aquelas formadas por hibridos
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interespecificos, apresentarem baixas taxas de gereminacdo de sementes (LOW et al., 2008;
CORLEY:; TINKER, 2016).

Como alternativas promissoras tém-se ferramentas biotecnologicas, como a clonagem
de plantas em laboratorio, que podem ser de grande interesse tanto para programas de
melhoramento genético da cultura, como para o surgimento e disponibilizacdo de novos
materiais ao setor produtivo (LOW et al., 2008; KONAN et al., 2010; LUIS et al., 2010). A
micropropagacdo via embriogénese somatica, consiste na melhor alternativa para a
multiplicacdo clonal de plantas, em especial, de palmeiras que ndo perfilham como é o caso da
palma de dleo. Essa técnica permite o desenvolvimento de estruturas similares a embrides
zigoticos, mas a partir de tecidos somaticos, sem que haja a fusdo de gametas, podendo
proporcionar milhares de plantas idénticas a planta matriz (SCHERWINSKI-PEREIRA et al.,
2010; SOH et al., 2011; LELJAK-LEVANIC et al., 2015).

A embriogénese somaética, de modo geral, baseia-se na exposicdo de células ou tecidos
oriundos de diferentes 6rgdos vegetais as condi¢des de cultivo controladas in vitro, incluindo
concentragdes de sais minerais, compostos organicos e reguladores de crescimento (FEHER;
PASTERNAK; DUDITS, 2003; JIMENEZ, 2005; ZAVATTIERI et al., 2010; ELHITI;
STASOLLA; WANG, 2013; FAISAL et. al., 2021). Sob esses estimulos, as células somaticas,ao
adquirirem competéncia, seguem a rota embriogénica, regenerando embrides somaticos e
plantas geneticamente idénticas a planta mae fornecedora dos explantes iniciais.

De fato, a embriogénese somatica se tornou uma das técnicas de propagacdo clonal mais
promissora das Ultimas décadas, oferecendo como vantagens a possibilidade de multiplicacéo
em massa de gendtipos superiores, num espaco fisico reduzido e garantindo a qualidade
fitossanitaria e genética do material propagado (OOl et al., 2012; AL SHAMARI et. al., 2018).
Assim, a embriogénese somatica tem sido o principal e, para muitas espécies de palmeiras, 0
unico método capaz de permitir a clonagem (PALANYANDY et al., 2013; KONAN et al.,
2006; REE; GUERRA, 2015; SILVA; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2018).

O explante mais utilizado para a producao comercial via embriogénese somatica de palma
de 6leo é o palmito (folhas aclorofiladas e ainda ndo expandidas) (OOI et al., 2012), cujaa
obtencédo pode ocasionar danos a planta mée, além de ser trabalhosa e requerer um planejamento
logistico para ndo comprometer a viabilidade do explante, a depender da distanciaentre o local de
coleta e de inoculagdo do material. Esses aspectos levam a indugdes sasonais da embriogénese
somatica. No entanto, massas calogénicas embriogénicas, oriundas desse tipode explante, podem
ser multiplicadas e mantidas por longos periodos in vitro, além de manipuladas conforme a

necessidade de regeneracdo, desde que um protocolo para tal seja bemdefinido (MONTEIRO et
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al., 2018).

No mundo, ha milhGes de plantas de diversas espécies sendo produzidas anualmente via
embriogénese somatica (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2010; LOYOLA-VARGAS et al.,
2016; AIDUN, 2018; EGERTSDOTTER et al., 2019). Todavia, o entendimento dos
mecanismos que regulam todas as etapas do processo ainda € limitado. Neste sentido, a
realizacdo de estudos anatdbmicos e bioquimicos durante a embriogénese somética é
determinante, pois eles podem proporcionar uma grande quantidade de informacdo, incluindo
aquelas associadas com a competéncia embriogénica, ou entdo, com a mobilizacdo de reservas
nas fases de diferenciacdo, maturacéo e germinacéo dos embrides somaticos, contribuindo dessa
maneira, para a otimizacao dos protocolos (PESCADOR et al., 2008).

De fato, muitos esforcos tém sido feitos para aperfeicoar a técnica de embriogénese
somatica em diversas espécies vegetais concentrando-se, mais recentemente, nas etapas de
maturacdo e germinacao dos embrides somaticos, consideradas etapas criticas do processo. A
etapa de maturacdo € a mais critica no desenvolvimento do embrido somético. Nela ocorre a
expansao, diferenciacdo e acimulo de substancia de reserva do embrido, sendo determinante
para a germinacdo e conversdo bem-sucedida dos embrides somaticos (STASOLLA; YEUNG,
2003; MISHRA et al., 2012). Para otimizacdo da maturacdo dos embrides somaticos e,
consequente, incremento da qualidade das plantas resultantes, diferentes trabalhos tém focado
na manipulacdo de meios de cultura, quanto aos tipos e concentraces de reguladores de
crescimento e agentes osmoticos, como acgucares e Polietilenoglicol (PEG) (AHMADI et al.,
2014; MEZIANI et al., 2016; MASRI et al., 2017).

A maturacdo do embrido envolve perda de agua, levando a dessecacéo do embrido e o
inicio da dorméncia (LINACERO et al., 2001). A adicdo de agentes osmoticos, como o PEG,
ao meio de cultura reduz a disponibilidade de &gua e incrementa o conteddo de reservas
nutricionais, simulando as condi¢des do desenvolvimento do embrido (BOZHKOV, 1998;
SILVEIRA, 2004). De acordo com Svobodova et al. (1999), esse agente osmotico quando
adicionado ao meio de maturacao pode aumentar o numero de embrides somaticos, porém pode
proporcionar efeito negativo no crescimento e desenvolvimento posterior dos embrides
somaticos.

Neste contexto, o objetivo principal deste trabalho foi avaliar a capacidade embriogénica
de calos de palma de 0leo, cultivados em meio de suspensao por seis anos, de diferenciar embrides
somaticos (ES), maturar e regenerar plantas. O trabalho propds também avaliar etapas do
protocolo de embriogénese somatica em meio liquido e otimizar a etapa de maturacdo de embrides

somaticos, a partir da combinagdo ou ndo de sacarose e polietilenoglicol (PEG).
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2- OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

» Avaliar a capacidade embriogénica de agregados celulares de palma de 6leo, cultivados

em meio liquido, em diferenciar embrides somaticos (ESs), maturar e regenerar plantas.
2.2 Objetivos especificos

» Auvaliar etapas do protocolo de embriogénese somatica em meio liquido de palma de
6leo desenvolvidos até 0 momento, a partir de cultivos em suspensdo mantidos em meio
liquido;

» Otimizar a etapa de maturacdo dos embrides somaticos, oriundos dos agregados
celulares do meio liquido, mediante o uso de sacarose, combinada ou ndo com
Polietilenoglicol (PEG).

» Caracterizar o processo de diferenciacdo e monitorar o processo de maturagdo dos
embrides somaticos, obtidos por meio de analises morfoanatémicas, histoquimicas e

bioquimicas.
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3- REFERENCIAL TEORICO
3.1 Aspectos gerais da palma de o6leo (Elaeis spp.)

A palma de 6leo ou dendezeiro (Elaeis spp.) é uma palmeira oleaginosa que tem ocorréncia
no nos continentes Africano e Americano. (TREGEAR et al., 2011). Ele pertence a classe
Liliopsida (monocotiledonea), ordem Arecales, familia Arecaceae (Palmae), subfamilia
Arcoideae e género Elaeis (TREGEAR et al., 2011). Em termos de area plantada, a Amazonia
brasileira destaca-se, juntamente com o Estado do Par4 com maior producdo, seguido pelo
Estado da Bahia (Fig. 1), seja pelos resultados dos plantios em producdo ou pela ampla
disponibilidade de area apta ao cultivo da palma (AGROPALMA, 2018).

Figura 1. Distribuigdo geografica de plantios comerciais de Elaeis spp. no territorio brasileiro. Fonte: Agropalma
(2018).

A palma de 6leo exibe melhor desenvolvimento em regibes de clima tropical, com boa
adaptacdo ao clima quente e tmido (CARVALHO et al., 2001; SANTQOS, 2010). O clima é o
fator ambiental que mais influencia os processos produtivos, sendo a temperatura do ar em
niveis moderados, com médias mensais variando entre 24 e 28°C, o elemento climatico que
mais favorece a producio da palma de 6leo (BASTOS et al., 2001; ZAE-DENDE, 2010).
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Elaeis spp. € uma palmeira monocaule, podendo atingir de 25 a 30 metros de altura
quando atinge a idade adulta (Fig. 2A, B). Na base do caule, a espécie parece uma coluna em
forma de cone, que a partir do primeiro metro de altura, torna-se constante quanto ao diametro.
Na parte superior, o dendezeiro possui uma coroa de folhas pinadas. Uma planta adulta possui
entre 30 e 45 folhas funcionais e cada folha demora de 2 a 3 anos para se desenvolver, desde o
inicio até o momento em que os folhetos se estendem no centro da copa da palmeira
(DRANSFIELD; UHL, 1998; ADAM et al., 2005).

Possuindo um formato oval, o cacho de fruto do dendezeiro mede mais de 50 centimetros
de comprimento. Os frutos sdo compostos pelo epicarpo, a camada mais externa, pelo
mesocarpo, a camada média, representando 92% do fruto, de onde se extrai o 6leo de dendé, e
pelo endocarpo, a camada interna, composta pela casca e a améndoa, as quais contém um 6leo
com caracteristicas fisico-quimicas diferentes da do 6leo de dendé, chamado de 6leo de palmiste
(SUMATHI et al., 2008; CUI et al., 2020; GUTBROAD et al., 2021) (Fig. 2C). Os 6leos
oriundos dos frutos do dendezeiro tém sido utilizados como fonte de alimento, para producgéo
de combustiveis, de produtos cosméticos, dentre outros usos (GLIMN-LACY; KAUFMAN,
2006; CUl et al., 2022) (Fig. 2D, E).

Atualmente, os programas de melhoramento genético de palma de 6leo, tém dado a
atencdo para a producdo de variedades interespecificas, com o principal objetivo de melhorar a
qualidade do 6leo, obter variedades mais resistentes e com porte mais baixo. Para tanto, utilizam
as especies Elaeis oleifera (HBK.), também conhecido como ‘caiaué’, endémico do continente
Américano, e o Elaeis guineensis (Jacg.), conhecido como dendé africano, de origem Africana
(SURRE; ZILLER, 1969; CUNHA et al., 2012). O primeiro, apesar de ser pouco produtivo,
possui caracteristicas agrondmicas importantes, como menor crescimento vertical do tronco,
6leo mais insaturado e de alto teor de oleina, que favorece a producdo de biodiesel de alta
qualidade, além de maior tolerancia a diversas pragas (CHINCHILLA, 2008; CUNHA et al.,
2012). Ja a segunda espécie € a mais produtiva em 0leo vegetal e a que domina os plantios
comerciais no mundo, embora seja mais suscetivel a pragas e de possua porte elevado,
caracteristicas que tornam os plantios mais onerosos (BARCELOS et al., 2000; BARCELOS
et al., 2002; FERREIRA et al., 2012).

Principal fonte mundial de déleo vegetal do mundo (USDA, 2021) o dendé chegou ao
Brasil no século XVI, trazido do continente Africano pelos escravos adaptando-se as condi¢fes

climaticas e de solo para o seu desenvolvimento.
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Figura 2. Aspectos gerais da palma de 6leo. A. Individuo adulto no campo exibindo estipe ereto. B. Dendezeiro
com cacho de frutos. C. Fruto inteiro e seccionado de dendezeiro. D. Biocombustivel de dendezeiro. E. Produto
alimenticio (azeite) e cosmético de dendezeiro. Fontes: A, B = Jardim Botanico UTAD; C = MPOB/Nature; D =

Vivian Chies. E: Google.

Contudo a plantagéo de dendezeiro pode ser atingida por pragas e doencgas, que por vezes,
dificultam a expansdo do cultivo, provocando a morte da planta e a perda de grandes areas de
plantio, o que afeta de forma negativa a economia dos paises que cultivam o dendezeiro. Entre
as pragas que infestam essa palmeira estdo os roedores, insetos e lagartas desfolhadoras. E,
entre as doencas, mencionam-se o0 Anel Vermelho (AV), Fusariose ou Secamento Letal (SL),
Amarelecimento Fatal (AF), Marchitez Sorpresiva, Arcada Foliar ou Doenca da Coroa e
Podridao Seca do Coracdo ou Mancha Anular (AGROPALMA, 2014).

Dessa forma, estudos realizados nas ultimas décadas, mostram que o hibrido do caiaué
com o dendezeiro é pouco afetado por doencas e mais resistente a pragas (BARCELOS et al.,
2002; CUNHA et al., 2012). Logo, torna-se necessario que se desenvolva pesquisas para a
obtencédo de protocolos seguros e confiaveis para a propagacéo clonal de gendtipos da espécie,
tanto para contribuir para programas de melhoramento genético da cultura, quanto para favorecer
a propagacdo em larga escala de genotipos de interesse comercial (SCHERWINSKI-PEREIRA
etal., 2010; BALZON et al., 2013).
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3.2 Utilizaco do 6leo de palma

Os dois tipos de 6leo, dendé ou de palma, extraido do mesocarpo, e o 6leo de améndoa
(6leo de palmiste), extraido da semente, tém ampla utilizagdo e apresentam-se como matéria-
prima para uso alimenticio, medicinal, biodiesel e industrial (Fig. 2D, E). O 6leo extraido do
fruto da palma é o mais utilizado pela industria alimenticia em todo o0 mundo, por ser o melhor
para a substituicdo da gordura hidrogenada, alem disso, € livre de gordura trans e rico em
vitaminas do complexo A e E. Esse 6leo também € utilizado como complemento nutricional
para populagGes de baixa renda. Entre as aplicag@es industriais estdo a produgéo de itens de
higiene e limpeza, lubrificantes e na producio de biocombustivel (BRAZILIO et al., 2012;
VISONA-OLIVEIRA et al., 2015).

A cultura favoravel do dendé no Brasil tem aberto as portas para a producédo de biodiesel,
podendo substituir ou ser misturado ao 6leo diesel, que é derivado do petréleo. As primeiras
planta¢Bes para fins industriais de palma de 6leo no pais s&o do inicio dos anos 1960, na Bahia,
e em seguida, no Para (VENTURIERI et al., 2009; REBELLO; COSTA, 2012; SIDRA, 2021).
Na regido Norte, a introducdo aconteceu em 1951. Até entdo, a dendeicultura no Brasil
necessitava de sementes importadas, 0 que levou ao desenvolvimento programas de pesquisas
pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (Embrapa), visando dotar o pais de estrutura
para gerar tecnologias para expansdo sustentavel da cultura. Com objetivo de atender a
necessidade de sementes de alta qualidade, a Embrapa iniciou, em 1982, um Programa de
Melhoramento Genético do dendezeiro, estabelecendo bancos de germoplasma da espécie
africana E. guineensis (dendé) e da americana E. oleifera (caiaué¢) (CAMILLO, 2012).

De acordo com Peres e Beltrdo (2006), as principais oleaginosas com dominio
tecnoldgico sdo o algodao, amendoim, mamona, soja, girassol, canola gergelim e dendé. O
dendé esta entre as especies com maior potencial para producdo de biodiesel, considerando a
alta produtividade de 6leo e densidade energética (LOPES MATQOS, 2020; ANTONINI;
OLIVEIRA, 2021).
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3.3 Cultura de tecidos vegetais

A cultura de tecidos vegetais é uma das ferramentas biotecnoldgicas que envolvem o
cultivo in vitro de plantas, ou partes dessas, como células ou fragmentos de tecido vivo, sob
condicdes assépticas, em um meio de cultura nutritivo e em condi¢Ges controladas de
temperatura e luminosidade (TORRES et al., 2000; SOUZA; JUNGHANS, 2006; SOH et al.,
2011; PELISSARI et al., 2012). As técnicas da cultura de tecidos vegetais possuem diferentes
aplicabilidades, como subsidio & propagacdo clonal de mudas em larga escala, ou seja,
micropropagacdo vegetal; na conservacdo de recursos genéticos de plantas, a conservacgéo in
vitro; na producdo de plantas transgénicas, na regeneracdo de plantas livres de virus e
patdgenos, conhecidos como limpeza clonal, entre outras (TORRES et al., 1998; CID;
TEIXEIRA, 2010; EL FINTI et al., 2013; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2018).

A micropropagacdo € uma das praticas mais utilizadas e de maior impacto para
agricultura, pois oferece uma relacdo de baixo custo-beneficio que permite uma répida
multiplicagdo, numa escala comercial, de materiais genéticos com caracteristicas agronémicas
(CID; TEIXEIRA, 2014). Além disso, possibilita a compreensdo dos eventos morfologicos e
bioquimicos que acontecem em plantas (CAMPOS, 2018).

Na familia Arecaceae, ha muitos estudos realizados na area da propagacdo in vitro,
sobretudo com relagdo a embriogénese somatica. Uma das principais espécies de interesse
comercial é o Elaeis guineensis, dendezeiro, com varios protocolos de propagacao clonal
disponiveis via embriogénese somatica (TEIXEIRA et al., 1993; BALZON et al., 2013,
ALMEIDA, 2019; ALMEIDA, 2020).

3.3.1 Embriogénese somatica

A exploragdo comercial dos produtos das palmeiras exige o desenvolvimento de
tecnologias que incluam a selecdo de gendtipos superiores e sua propagacdo (MOURA et al.,
2009) por sistemas eficientes. Contudo a propagagéo de muitas palmeiras pela via sexuada pode
ser ineficiente devido aos baixos percentuais de germinacgéo e reduzida viabilidade de sementes
(REE; GUERRA, 2015), associado a heterogeneidade genética, configurando um fator
desfavoravel a producéo em escala comercial (SALDANHA; MARTINS-CORDER, 2012).

Existem muitos argumentos para 0 uso de técnicas de cultura in vitro em palmeiras,
como por exemplo, auxiliar estudos morfogénicos e para acelerar programas de melhoramento
genético. Os programas de melhoramento em palmeiras sdo demorados e complexos devido ao

longo ciclo, forma de crescimento e por ndo apresentar métodos convencionais de propagagédo
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vegetativa (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Sendo assim, as técnicas de cultivo in
vitro, em especial, a embriogénese somatica, se projetam como alternativas promissoras para a
propagacao clonal de palmeiras (SALDANHA; MARTINS-CORDER, 2012).

Relatada pela primeira vez em palmeiras por Staritsky (1970) para a espécie Elaeis
guineensis, a embriogénese somatica é a técnica da cultura de tecidos mais utilizada na
propagacao vegetativa de palmeiras (STEINMACHER; CLEMENT; GUERRA, 2007; SILVA;
SCHERWINSKI-PEREIRA, 2018). Desde sua primeira descricdo em palmeiras, ha relatos do
desenvolvimento de protocolos de embriogénese somatica para mais de 20 espécies e dezenas
de variedades (REE; GUERRA, 2015; SILVA, SCHEWINSKI-PEREIRA, 2018).

A embriogénese somatica € um método onde as células sométicas diferenciam-se em
plantas, acompanhando estagios de citodiferenciacdo embriogénicos com caracteristicas
definidas (WILLIAMS; MAHESWARAN, 1986; EMONS, 1994). Em geral, termos como
embriogénese somatica adventicia, assexual ou ndo zigética sdo empregados para caracterizar
individuos que foram originados de embrides bipolares e que ndo apresentam conexao vascular
com o tecido materno, oriundos de células somaticas (HACCIUS, 1978; CANGAHUALA-
INOCENTE et al., 2004). E um processo de regeneracdo envolvendo varias etapas, iniciando
com a formacdo de massas pro-embriogénicas de células, seguido pela formacdo do embrido
somatico, maturacdo e regeneracdo da planta (VON ARNOLD et al., 2002). Esses embrides,
portanto, passam por estagios de desenvolvimento similares aos mencionados para 0s embrides
zigoticos: globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar (TEIXEIRA et al., 1989; TITON et al.,
2007).

A formacdo dos embrifes somaticos pode ocorrer de forma direta e indireta. A
embriogénese somatica direta ocorre a partir do propagulo inicial que ja possui células
programadas para a diferenciagdo e formacgdo de embrides sométicos sem a ocorréncia da fase
intermediaria de formacdo de calos, sendo necessario apenas acrescentar determinadas
quantidades de reguladores de crescimento para a inducéo da divisdo celular e expressédo da
embriogénese (REZENDE et al., 2008). Por outro lado, a embriogénese somatica indireta, que
acontece na maioria dos casos, a formacdo dos embrides sométicos ocorre a partir da
desdiferenciacdo celular com a proliferacdo de calos, seguida da diferenciacdo de células
embriogénicas, sendo necessarias altas quantidades de reguladores de crescimento para
aquisicdo de competéncia embriogénica (SCHERWINSKI-PEREIRA, 2010). O modelo
indireto da embriogénese somética tem sido o principal método descrito para a propagacdo
clonal da palma de 6leo (KONAN et al., 2006; WECKX et al., 2019; SILVA-CARDOSO et
al., 2022).
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Ressalta-se que ap6s o inicio da embriogénese somatica, 0 processo se torna
autorregulatério, ou seja, pode suprir os subsequentes estadios da via embriogénica sem a
necessidade de ter contribuicdo de sinais externos, requerendo atividades simultaneas de
sinalizacdo e vias genéticas (SMERTENKO; BOZHKOV, 2014). De maneira geral, 0 processo
de transicdo de células somaticas para embriogénicas envolve a desdiferenciacdo das células,
ativacdo do ciclo de divisdo celular e a reorganizacdo da fisiologia, metabolismo e padrdes de
expressdo génica (FEHER; PASTERNAK; DUDITS, 2003; YANG; ZAHNG, 2010;
ELMEER, 2013).

No decorrer desse processo, varios fatores externos atuam de forma direta e/ou indireta
nos resultados obtidos, como o geno6tipo da planta doadora, o tipo e o estadio fisioldgico dos
explantes, a quantidade de agente gelificante e de carvéo ativado no meio de cultura, o tipo e a
concentracdo dos reguladores de crescimento e a duragdo das fases de todo processo sdo 0s
fatores mais determinantes no sucesso das culturas embriogénicas (MUNIRAN et al., 2008;
KUMAR; KUMARI, 2011; SILVA et. al., 2012; CORREDOIRA et al., 2019).

A embriogénese somatica apresenta um conjunto de fases, sendo elas: inducédo de calos
embriogénicos, multiplicacdo de calos, diferenciacdo, maturagdo e germinacgdo dos embrides
somaticos obtidos e aclimatizacdo das plantas oriundas do processo de germinagdo. Para a
inducdo de calos é necessaria a adicdo de reguladores de crescimento ao meio de cultura,
geralmente em altas concentracdes e/ou aplicacdo de estresses diversos, como osmotico, salino,
hidrico, térmico, metais pesados, nutricional e oxidativo (KHURANA, 2005; IBRAHEEM,
2014; MOON et al., 2015;; PEREIRA et al., 2016; ZHOU et al., 2016; KRISHNAN; SIRIL,
2017; PAIS, 2019).

Por conseguinte, a fase de multiplicacdo objetiva determinar condi¢cdes que sejam
adequadas para estabelecer ciclos da diviséo celular e controle dos processos de diferenciacéo,
de tal maneira, que as culturas sejam compostas por células pro-embriogénica ou embrides
somaticos em estadio globular de desenvolvimento (TARMIZI et al., 2008; CORREIA et al.,
2016). E geralmente nessa fase que suspensdes celulares sdo estabelecidas (GORRET et al.,
2004).

A diferenciacdo caracteriza-se pelo cultivo de massas embriogénicas em meios com
niveis reduzidos de reguladores de crescimento (GOH et al., 2001; QUIROZ-FIGUEROA et
al., 2006; REE; GUERRA, 2015) ou desprovidos deles (REE; GUERRA, 2015). A reducédo ou
total remocdo desses reguladores inibe a proliferacdo e promovendo um gradiente polar de
auxina (JIMENEZ, 2001, 2005), estimulando assim, a formac&o de embrides somaticos e o
desenvolvimento inicial (VON ARNOLD et al., 2002; SU et al., 2009).
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A maturacdo é apontada como a etapa fundamental do desenvolvimento do embrido,
assim conhecer os fatores biologicos que afetam a embriogénese somatica € fundamental para
otimizar a tecnologia da embriogénese somatica (PERANQUESADA et al., 2004; PENG et al.,
2022). Durante a fase de maturacdo os embriGes somaticos sofrem alteracGes morfologicas e
bioquimicas, como a deposicéo de compostos de armazenamento (MARQUEZ-MARTIN et al.,
2011; KAMLE E BAEK, 2017; GARCIA et al. 2019), sintese e mobilizacdo de proteinas,
carboidratos e lipidios e alteracdes do conteudo enddgeno de poliaminas (SILVEIRA et al.,
2004), sendo considerada uma fase critica do processo embriogénico, que limita a aplicacédo
comercial da embriogénese somética (MARQUEZ-MARTIN et al., 2011; MISHRA et al.,
2012; VALE et al., 2014). A etapa seguinte é a germinacdo, definida como o desenvolvimento
do sistema radicular e parte aérea (MERKLE et al., 1995). Essa fase proporciona condigdes
adequadas para a conversao dos embrides somaticos maduros em plantas, sendo comumente
realizada em meios nutritivos sem reguladores de crescimento (GOMES et al., 2016).

Por fim, a fase de aclimatizacdo, é caracterizada como a transicdo das plantas das
condicdes in vitro para ex vitro (BADR et al., 2015). As plantas transplantadas para condi¢fes
ex vitro devem resistir de forma progressiva ao aumento da luminosidade, a umidade relativa
inferior, variacdo de temperatura e estresses bioticos tipicos da nova condi¢do (FKl et al., 2011).
Para isso, algumas técnicas tém sido adotadas para aumentar a sobrevivéncia e crescimento de
plantas regeneradas a partir de embrides somaticos (STEINMACHER, et al., 2007,
STEFENON et al., 2020).

Contudo, existem aspectos que precisam ser aprimorados para melhor aplicacdo em
larga escala da rota da embriogénese somatica. Entre eles, podem ser citados, a sincronizacao
da maturacdo de embrides somaticos, a utilizacdo de biorreatores nas etapas finais do processo,
analise mais detalhada da germinacéo, a fase de aclimatacéo de plantas e a realizac&o de analises
fisioldgicas e da qualidade molecular das plantas obtidas (FERREIRA et al., 2022).

3.3.1.1 Maturacéo de embrides somaticos

Baixos percentuais de germinacgéo de embrides somaticos podem estar relacionados ao
processo de maturacdo e a ocorréncia de altas taxas de anormalidades de embrides maduros
(KORBES; DROSTE, 2005; YOUSSEF et al., 2010; PAIS, 2019), o que limita a exploragio da
técnica. O pequeno tamanho do embrido restringe sua capacidade de armazenar reservas e limita
sua capacidade de desenvolvimento, o que aumenta sua dependéncia das reservas do
endosperma e da regido haustorial. Segundo Sghaier et al. (2008), esse menor contetido proteico

pode ser consequente da auséncia de sinais indutores necessarios a sintese de moléculas
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especificas, como hormonios e o processo de dessecacdo. Ainda conforme esses autores, a ndo
acumulacdo de proteinas de reserva estd associado com a auséncia da fase de maturacdo em
embrides somaticos, sendo considerados marcadores da fase de maturacdo (GALAU et al.,
1991).

Diferentes pesquisadores tém ressaltado déficit proteico em embrides somaticos em
variadas palmeiras, incluindo Phoenix dactylifera (SANE et al., 2006; ZEIN ELDIN;
IBRAHIM, 2015), Elaeis guineensis (ABERLENC BERTOSSI et al., 2008), Acrocomia
aculeta (MOURA et al., 2010) e Syagrus oleracea (SILVA-CARDOSO et al., 2019a). Fournié
(1994) também salientou que o embrido somatico de dendezeiro, embora similar em termos
histologicos ao embrido zigotico, ndo possui as caracteristicas do estado maduro. Nesse
contexto, Aberlenc-Bertossi et al. (2008) afirmam que embrifes somaticos de dendezeiro,
diferentemente dos embribes zigéticos, apresentam desenvolvimento continuo, sem sofrer
desidratacédo, seguindo direto para o crescimento germinativo. Considerando essas pesquisas, €
importante aprimorar a etapa de maturacdo para garantir uma germinacao eficiente e o
desenvolvimento de mudas vigorosas. Salienta-se que, de modo geral, essa etapa do processo
embriogénico é geralmente neglicenciada durante o desenvolvimento de protocolos em
diferentes espécies vegetais, o que inclui as palmeiras.

Na natureza, embora ndo seja consenso, a mudanca da embriogénese para fase de
maturacdo (senso stricto) é caracterizada pelo incremento do peso seco, momento no qual
ocorre o preenchimento da semente. A fase de maturacdo tardia, por sua vez, se inicia com 0
final do preenchimento da semente, ocasido na qual o embrido e/ou endosperma cessam 0
processo de expansdo e acumulam reservas (LENPRICE et al., 2017). Sob condigdes in vitro,
a maturacdo pode ser afetada por multiplos fatores (MADAKADZE; SENARATNA, 2000;
GAO et al., 2022), dentre os quais, mencionam-se a suplementa¢do do meio de cultivo com
glutamina (ZOUINE et al., 2005; YANG, 2020; PULLMAN; BUCALO, 2014), diferentes
fontes de acucares, Polietilenoglicol (PEG), acido abscisico (ABA) (LINOSSIER et al., 1997;
BOZHKOV; VON ARNOLD, 1998; KORBES; DROSTE, 2005; ABERLENC-BERTOSSI et
al., 2008; SGHAIER-HAMMAM I et al., 2010; BUSINGE et al., 2013; SGHAIER et al., 2008;
GAO et al., 2022), alta concentracdo de agente gelificante, uso de meio liquido e alteracdo da
concentragdo de sais dos meios de cultivo (MAZRI et al., 2022). Segundo Sghaier-Hammami
et al. (2010), os efeitos de alguns desses fatores ainda ndo sdo bem compreendidos e suas
aplicagdes visam imitar as mudancas que ocorrem durante maturacéo de embrides zigoticos.

O Polietilenoglicol (PEG), por exemplo, tem sido utilizado para promover a maturagao

na embriogénese somatica em varias espécies, como no caso de Phoenix dactylifera
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(ALKHATEEB, 2006), Carica papaya (VALE et al., 2014; ALMEIDA et al., 2019; BOTINI
et al., 2021), Pinus spp. (STASOLLA ; YEUNG 2003; SALO et al., 2016) e Cicer arietinum
(MISHRA et al., 2012). O PEG induz o estresse hidrico, uma vez que devido ao seu alto peso
molecular, esse composto ndo consegue atravessar a parede celular, levando a restrita absorcéo
de agua, com pressdo de turgor baixa e reducdo no potencial osmético intracelular (MISHRA
et al., 2012), imitando assim, a etapa de dessecacdo que ocorre naturalmente durante a
embriogénese zigotica.

Segundo Mazri (2019), manitol, sorbitol e PEG sédo frequentemente usados em muitas
espécies de plantas para estimular a maturacdo de embrides somaticos. Tais autores constataram
em tamareira (Phoenix dactylifera) que o PEG na concentragdo de 30 g.L! aumentou
significativamente o nimero de embriGes soméaticos maduros. Por outro lado, Tikkinen et al.
(2018) reportaram que a adi¢do de PEG ao meio de maturacdo semissélido proporcionou o
aumento da producdo de embriGes somatico em Picea abies L. Karst.), porém com redimento
inferior ao observado no tratamento desprovido desse agente osmético. Quando utilizado em
meio de maturacdo combinado com acido abscisico (ABA), o rendimento embrionario
incrementou de tal maneira que foi possivel realizar a transferéncia de embriGes germinados in
vitro diretamente para o viveiro.

Em espécies como Picea glauca (STASOLLA et al., 2003; BELMONTE et al., 2005)
e Aesculus hippocastanum (TROCH et al., 2009), a adicdo de PEG no meio de maturacéo foi
essencial para a conversdo dos embrides somaticos em plantulas. Resultados positivos na fase
de maturacgdo consequentes da adicdo de PEG ao meio de cultura também foram reportados em
Passiflora edulis Sims (CRUZ et al., 2022), Panax ginseng (LANGHANSOVA et al., 2004),
Picea abies (HUDEC et al., 2016), Carica papaya (HERINGER et al., 2013; VALE et al.,
2018).

3.3.2 Cultivos celulares em suspenséo

Os cultivos em suspensdo celular é a técnica que possibilita a inducéo, propagacgéo e
manutencdo de células em meio liquido sem que haja a necessidade de adi¢do de um agente
gelificante (MATSUMOTO, 2006). O meio liquido tem mostrado ser uma alternativa
promissora a propagacao in vitro, dadas as vantagens de ter produgédo de embrides somaticos
uniformes, com reducdo de custos para producéo de plantas e a possibilidade de automatizagéo
(NEUMANN; KUMAR; IMANI, 2009; SUMARYONO et al., 2008).

Normalmente na cultura de células em suspenséo, calos friaveis que foram induzidos in

vitro sdo escolhidos e inoculados em meio de cultura liquido acrescentado com auxina. Nessas
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condigdes, os materiais sdo geralmente mantidos sob agitacdo, com o objetivo de formarem um
conteddo em suspensdo. Sob essas condi¢des, as células adquirem competéncia para se
desenvolverem e formarem agregados celulares (MAZAREIA et al., 2011; KSHIRSAGAR et
al., 2015).

Pelo fato de ter contato direto entre as células e os nutrientes do meio de cultura, 0s
cultivos celulares em suspensao favorecem maior taxa de divisdo celular, permitindo assim, um
crescimento acelerado e exponencial das células (CID, 1998; VANISREE et al., 2004; MOHD
et al., 2012). As condigdes de crescimento podem ser totalmente controladas, evitando, desse
modo, que os explantes sofram processos de diferenciagéo (LIU et al., 2013).

3.3.3 Analises morfoanatémicas, histoquimicas e bioquimicas no desenvolvimento de
protocolos de embriogénese somatica

A andlise morfoanatdmica compreende a aplicagdo de multiplas técnicas que permite o
melhor entendimento dos eventos que ocorrem quando espécies vegetais sdo cultivadas in vitro.
Desta maneira, é possivel conhecer e entender o desenvolvimento do material vegetal desde a
inducdo da embriogénese somatica até aclimatizacao das plantas.

A realizacdo de analises anatdmicas € bastante Gtil para a melhor compreensdo da
embriogénese em Vvarias espécies vegetais. Em palmeiras, ha relatos do uso dessa ferramenta
em diversas espécies, seja para permitir a distincdo de calos embriogénicos e nao
embriogénicos, seja para a identificagdo dos embriGes soméaticos em diferentes estadios de
desenvolvimento. Dentre os varios trabalhos, mencionam-se aqueles realizados em Cocus
nucifera (CHAN et al., 1998), Euterpe edulis (GUERRA; HANDRO, 1998; OLIVEIRA et al.,
2022), E. precatoria (FERREIRA et al., 2022), P. dactylifera (SANE et al., 2006; QUEYE et
al., 2009), Bactris gasipaes (STEINMACHER et al., 2007), S. oleracea (SILVA-CARDOSO
etal., 20193, b) e E. guineensis e seus hibridos interespecificos (SCHWENDIMAN et al., 1988;
SILVA et al., 2012; SILVA-CARDOSO et al., 2022). Outra importante aplicabilidade das
andlises histoldgicas consiste na identificagdo da origem do embrido somético, a qual pode ser
unicelular ou multicelular (SILVA-CARDOSO et al., 2019b), a qual pode influenciar (facilitar
ou dificultar) o manejo dos embrides somaticos, bem como pode ser determinante na qualidade
morfoldgica dos embrides formados.

Apesar dessa abundéncia de trabalhos, Silva-Cardoso et al. (2022) enfatizam que o
conhecimento atual sobre os conceitos inerentes aos processos de aquisicdo de competéncia
para a formacéo de calos, embriogénicos ou ndo, por células somaticas ainda é deficitario em

palmeiras, principalmente com relagcdo aos eventos histologicos iniciais, que envolve a
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identificacdo detalhada das respostas dos explantes e das células/tecidos relacionados com a
origem do calo.

Analises morfoanatdmicas geralmente sdo acompanhadas por analises histoquimicas. A
histoquimica tem a finalidade de localizar in situ os principais grupos quimicos que estdo
presentes nos tecidos vegetais, determinando a natureza das substancias presentes nos tecidos.
Em todos os métodos histoquimicos é necessario evitar o deslocamento artificial da substancia
a ser caracterizada durante os tratamentos que precedem a reacao histoquimica, que é detectada
ao microscopio por coloragdo especifica. Além disso, os métodos histoquimicos geralmente ndo
permitem determinag6es quantitativas (FIGUEIREDO et al., 2005).

Analises histoquimicas permitem gerar informacdes com relacdo a producdo e uso de
reservas nutricionais (proteinas, lipideos e amido) que subsidiam em termos energéticos os
eventos de divisdo e diferenciacdo celular e germinacdo dos embrides somaticos. Ademais, a
identificacdo de compostos nutricionais por analises histoquimicas pode indicar a qualidade
fisiolégica dos embrides somaticos apos a etapa de maturacdo (SILVA-CARDOSO et al.,
2019a). Esses compostos de reserva exercem um papel importante na morfogénese in vitro
(CANGAHUALA-INOCENTE et al., 2004).

Os carboidratos, por exemplo, fazem parte de um importante grupo de compostos
vegetais, que incluem desde acUcares simples até acucares mais complexos. Uma de suas
funcBes € o acumulo de reservas, realizado pelo armazenamento de grdos de amido, atuando
também na defesa e sustentacdo da planta, realizada pela celulose e hemicelulose (GIBSON,
2005; MOGHADDAM; ENDE, 2012). No desenvolvimento dos embrides, os carboidratos séo
fonte de energia metabdlica para as células e carbono estrutural para varias rotas biossintéticas
(KUMAR; KUMARI, 2011).

Ja os lipideos sdo moléculas grandes e complexas formadas por acidos graxos e acidos
carboxilicos com cadeias hidrocarbonadas constituidas por 4 a 36 carbonos. Tem funcdo de
armazenar de formas bastante reduzidas o carbono. Além disso, os lipideos atuam na
composi¢do de membranas celulares e na ligagdo de substancias oleaginosas com substancias
ndo oleaginosas (BENSON, 1964; HARWOOD E MOORE JR Jr, 1989; SOMERVILLE;
BROWSE, 1991; THELEN E OHLROGGE, 2002; CHAPMAN et al., 2012). Na embriogénese
de espécies oleaginosas, como a mamona, o0 algoddo e o dendezeiro, pesquisas comprovam que
durante as fases de maturacéo e germinacao, as reservas lipidicas armazenadas nos cotilédones
sdo convertidas em glicose, sacarose e diversos outros metabolitos essenciais ao
desenvolvimento inicial da planta (PESCADOR et al., 2012; THEODOULOU; EASTMOND,
2012; DUSSERT et al., 2013).
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Os aminoacidos servem como constituintes basicos para a biossintese de outras
substancias vegetais, como as proteinas, os acidos nucléicos e as substancias nitrogenadas do
metabolismo secundario, como os fitorreguladores. Dessa maneira, o metabolismo desses
compostos é responsavel direta e/ou indiretamente por quase todos 0s processos do crescimento
e desenvolvimento da planta (MIFLIN; LEA, 1977; HAUSLER et al., 2014).

Algumas das diversas fun¢es desempenhadas pelas proteinas consistem no transporte
de substancias para dentro e para fora das células, resisténcia e adaptacao da planta a estresses
abidticos (CARVALHO; GOMES, 2007; KOSOVA et al., 2011). No desenvolvimento
embriogénico, € comum observar o aumento do contetido de proteinas, esse acréscimo se da em
funcdo da sintese de proteinas de reserva e acumulo de proteinas relacionadas ao estresse ea
outras classes de proteinas, como aquelas envolvidas com a respiracdo (CANGAHUALA-
INOCENTE et al.,, 2009; SILVA et al., 2014a). As proteinas de armazenamento Sao
consideradas as principais fontes de nitrogénio e carbono durante a germinagdo e posterior
crescimento inicial das plantulas (MADAKADZE; SENARATNA, 2000; ELIASOVA et al.,
2022). Analises bioquimicas tém sido realizadas em trabalhos de embriogénese somatica em
palmeiras, a grande maioria voltada para a identificacdo de marcadores do potencial
embriogénico de calos (DUSSERT et al., 2013; GOMES et al., 2014; GOMES, 2016).
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4- MATERIAL E METODOS
4.1 Material vegetal

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos 11 da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, localizado em Brasilia, DF. Foram utilizados como material vegetal,
agregados celulares (calos) cultivados, desde o ano de 2016, em meio liquido composto pelos
sais de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), 30 g.L"* sacarose, 0,5 g L™ de glutaminae 1 g.L
! de 4cido diclorofenoxiacético (2,4-D) (MONTEIRO et al., 2018). Os agregados celulares
foram oriundos de suspensdes celulares, estabelecidas & partir de calos provenientes de tecidos
foliares jovens (palmito — folhas aclorofiladas e ndo expandidas) de plantas adultas do hibrido
interespecifico (Elaeis oleifera x E. guineensis) B35-1733 previamente estabelecidos in vitro
(Fig. 3A-C).

4.2 Diferenciacdo de embrifes somaticos

Para a diferenciacdo de embriGes somaticos, agregados celulares oriundos do meio
liquido, foram cultivados em meio de cultura de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
suplementado com 30 g.L ! de sacarose, 0,25 g.L* de caseina, 1,0 g.L de acido giberélico
(AGs), 2,5 g.L de carvio ativado e 2,3 g.L™ do agente solidificante Phytagel (Sigma, St. Louis,
MO), (dados ndo publicados). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8+0,1 antes da
esterilizacdo, realizada em autoclave a 121 °C durante 20 minutos, a 1,5 atm de pressao.

Durante a fase de diferenciacéo, os explantes foram cultivados em placas de Petri (15 x
90 mm), com aproximadamente 25 mL de meio de cultura por placa, seladas com policloreto
de polivinila (PVC) transparente e armazenados em sala de crescimento a 25°+2°C, com
subcultivos mensais. Cada placa foi composta por 10 agregados celulares, em um total de 27
placas.

A percentagem de formagé&o de calos com embrides somaticos e o numero de embrides

somaticos por calo foram determinados apos 340 dias de cultivo.

4.3 Maturacéo de embrides somaticos

A maturacdo dos embrides somaticos foi realizada pela transferéncia dos embriGes
somaticos em estadio de desenvolvimento similar ao torpedo, dispostos de forma agregada
(clusters com cerca de 20 embrides somaticos por agregado), para novos meios de cultura, com
diferentes composicdes: 30 g.L de sacarose + 0 g.L™* de Polietilenoglicol (PEG); 45 g.L™* de
sacarose + 0 g.L de PEG; 30 g.L de sacarose + 30 g.L* de PEG; 30 g.L™ de sacarose + 45
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g.L de PEG; 45 g.L™! de sacarose + 30 g.L de PEG e 45 g.L* de sacarose + 45 g.L! de PEG.
Os clusters foram matindos nos meios de maturagéo por 30 dias.

Logo apos, os explantes foram transferidos para o0 meio de pré-germinacéo semissolido,
composto pelos sais de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), 0,25 g.L™ de caseina, 0,25 g.L™*
de cisteina, 0,25 g.L* de arginina, 0,25 g.L* de asparagina, 2,5 g.L* de carvdo ativado e 2,3
g.L ! de Phytagel (Sigma, St. Louis, MO). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8+1,0
antes da esterilizacdo, realizada por autoclavagem a 121 °C durante 20 minutos, a 1,5 atm de
pressao.

Durante a fase de maturacéo, os explantes foram cultivados em tubos de ensaio, com
aproximadamente 10 mL de meio de cultura por tubo de ensaio, seladas com filme PVC
transparente e armazenadas em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas de luz e
luminosidade de 100 pmol. m2.s?, a 25°+2°C.

Mensalmente, embrides somaticos com coloracdo esverdeada (critério de maturacao)
foram transferidos para o meio liquido de germinacdo, descrito no tdpico posterior. Dessa
forma, foram contabilizados, a cada 30 dias, 0 nimero de embriGes somaticos considerados

maduros por tratamento.

4.3.1 Analises bioquimicas — proteinas solUveis totais

Apds 30 dias de cultivo em meios de maturacdo, amostras (10 mg de massa fresca),
oriundas de cada tratamento de maturacdo, foram utilizadas para quantificacdo de proteinas
sollveis totais.

A quantificacdo foi conduzida de acordo com o método descrito por Bradford (1976). A
leitura ocorreu em espectrofotdmetro na absorbancia de 595 nm, conforme Gomes et al. (2014).
Para tanto, 10 mg de massa fresca das amostras foram inoculadas em microtubos de 2 mL de
capacidade, imersas em 0,5 mL de NaOH 0,1 N e incubadas a 4°C por 12 horas. Em seguida,
foram adicionadas as amostras mais duas aliquotas de 0,25 mL de NaOH 0,1 N, seguido de
mais uma hora de incubac&o a 4°C cada.

Ap0s esse processo, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos e 0s
sobrenadantes transferidos para novos microtubos. Posteriormente, 1 mL de &cido
tricloroacético 20% foi adicionado as amostras, que foram entdo, centrifugadas a 13.000 rpm
por 10 minutos para precipitacdo das proteinas. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o
extrato ressuspenso em 1 mL de NaOH 0,1 N.

Por fim, a quantificacdo das proteinas totais foi realizada de acordo com o método

proposto por Bradford (1976). Para isso, 2 uLL das amostras foram pipetados em microplacas,
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onde foram adicionados 300 pL de reagente Bradford 50%. Apds 5 minutos de repouso no
escuro, foi realizada a leitura das absorbancias das amostras em leitor de microplacas Elisa a
595 nm. Nessa etapa, todas as analises foram realizadas em triplicata e com base na curva
padrdo de albumina de soro bovina (BSA do inglés Bovine Serum Albumin), com quantidades
crescentes de 0,0; 0,2; 0,4; 0,8; 1,0 pg.

As andlises foram realizadas em triplicata. O conjunto de dados obtido foi submetido a
analise de variancia (ANOVA) e, quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste

de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05), por meio do software estatistico R.

4.4 Germinacdo de embrides somaticos

Clusters de embrides maduros (esverdeados) foram transferidos mensalmente para meio
de germinacéo liquido composto por sais de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), 0,25 g.L ™ de
caseina, 0,25 g.L ! de asparagina, 0,25 g.L? de arginina, 0,25 g.L™* de cisteina, 30 g.L* de
sacarose e 1 mg.L 1 de &cido giberelérico (AG3). Os meios foram esterilizados por autoclavagem
a 121 °C durante 20 minutos, a 1,5 atm de presséo.

Durante a fase de germinacao, os explantes foram cultivados em frascos de vidro, com
aproximadamente 250 mL de meio de cultura por frasco, selados com filme PVC transparente
e armazenados em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas de luz e luminosidade de
100 umol. m2.s%, & 25°+2°C. Subcultivo foi realizado ap6s trés meses de cultivo.

Apos trés meses de cultivo, avaliaram-se 0s percentuais de emissdo de parte aérea e de
enraizamento por cluster. O conjunto de dados obtido foi submetido a anélise de variancia
(ANOVA) e, quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott ao

nivel de 5% de significancia (p < 0,05), por meio do software estatistico R.

4.5 Aclimatizacdo de plantas

Posteriormente ao enraizamento in vitro das plantas, as mesmas foram retiradas dos seus
frascos de cultivo e submetidas a lavagem de suas raizes em agua corrente para eliminar o
excesso de meio de cultura. Em seguida, os cultivos foram transferidos para copos descartaveis
brancos de 300 mL de capacidade preenchidos com substrato comercial Bioplant®. Apos o
plantio, as mudas foram pré-aclimatizadas em camaras tipo BOD (Percival, modelo 1-30NL)
com temperatura de 25+2°C, fotoperiodo de 12 horas e radiacdo luminosa de 20 pmol.m2.s,
Durante as duas primeiras semanas desse processo, 0s propagulos foram mantidos cobertos por

sacos de polietileno transparente, com filtros para realizacdo de trocas gasosas.
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4.6 Analises morfoanatdmicas e histoquimicas

Para melhor caracterizagdo do potencial embriogénico dos agregados celulares,
embrides somaticos oriundos do meio liquido (trés embribes por tratamento) foram retirados de
cada tratamento de maturacgdo e foram submetidas as analises anatémicas e histoquimicas.

As etapas de fixagéo, desidratacdo e emblocamento do material vegetal coletado foram
realizadas conforme o seguinte protocolo: fixacdo em solucdo de Karnovsky modificada
(KARNOVSKY, 1965), composta por paraformaldeido 4%, glutaraldeido 2,5% e tampéo
cacodilato de sodio 0,05 M (pH 7,2), por um periodo de 24 h (sob vacuo durante a primeira
hora), seguida de trés lavagens em solucdo de cacodilato de sodio (0,05 M, pH 7,2), por um
periodo de 1 hora cada (sob vacuo); logo apds, desidratacdo em série alcodlica crescente (30%,
50%, 70% - 100%, 100%), por uma hora cada (sob vacuo) e infiltracdo em historesina (Leica,
Heidelberg, Alemanha), segundo as especificacdes do fabricante.

Posteriormente, cortes longitudinais e transversais (3-7 um) foram obtidos em
micrétomo rotativo manual (Leica®, RM212RT), distendidos e aderidos as laminas
microscopicas em placa aquecida a 40 °C. As sec¢des obtidas foram coradas com Azul de
Toluidina (0,5%) para caracterizacdo estrutural e identificacdo de compostos fendlicos
(O'BRIEN; FENDER; MCCULLY, 1964).

As seccOes obtidas a partir do material emblocado também foram submetidas aos
seguintes testes histoquimicos: Lugol (JOHANSEN, 1940) para deteccao de graos de amido e
Xylidine Ponceau — XP utilizado para identificacdo de proteinas (VIDAL, 1970). A obtencdo e
analise de imagens foram realizadas via microscopio Leica DM 750 e programa Leica

Application Suite EZ.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Diferenciacdo de embrides somaticos oriundos de agregados celulares cultivados em
meio liquido

Ap0s 7 dias de cultivo em meio semissélido dos agregados celulares oriundos do meio
liquido, verificou-se uma pigmentagdo escurecida e consisténcia mucilaginosa - hidratada (Fig.
3D). Aos 30 dias de cultivo em meio semissolido, observou-se inicio de formacao de calos
embriogénicos, caracterizados por coloracdo amarelada, consisténcia menos mucilaginosa e
formagé&o de estruturas nodulares (Fig. 3E). Aos 60 dias, constatou-se multiplicagéo expressiva
dos calos embriogénicos (Fig. 3F). Resultados semelhantes também foram relatados por De
Carvalho (2012), com calos primarios que evoluiram para calos embriogénicos, com aspecto
nodular e de coloracdo amarelada.

Embora a morfologia das linhagens embriogénicas apresentem diferengas relevantes, a
influéncia da idade da cultura também se mostra evidente, pois as culturas mantidas por
subcultivos repetitivos durante periodos prolongados mostraram uma propor¢do aumentada de
calos embriogénicos e embrides subdesenvolvidos (BRADAI et. al., 2016).

Ja aos 120 dias de cultivo em meio semissélido, observou-se a diferenciacdo deembribes
somaticos em diferentes estadios de desenvolvimento (globular e torpedo) (Fig. 3G).Ap6s 340
dias, notou-se o surgimento de clusters (agrupamentos) de embriGes somaticos, comembrides
globulares e torpedos de diferentes tamanhos, a maioria com coloracdo branca-leitosa(Fig. 3H).

Esta pesquisa mostra que o processo de embriogénese somatica desde a retirada dos
agregados do meio liquido até o surgimento de embrides somaticos € um processo
razoavelmente longo, requerendo cerca de 10 meses. Esse achado concorda com Soh et al.
(2011). Segundo esses autores, as fases de calogénese e diferenciacdo de embrides somaticos
de E. guineensis foram lentas, em média com 8 meses.

Os resultados obtidos corroboram com os de Monteiro et al. (2018), que relataram a
formacao assincrénica de embrides somaticos de dendezeiro, ou seja, formacao de embribes em
diferentes estadios de desenvolvimento (globular e torpedo) simultaneamente. Resultados
semelhantes também foram observados em outros trabalhos com palmeiras (SCHERWINSKI-
PEREIRA et al., 2010; BALZON et al., 2013; NEVES et. al., 2020).
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Figura 3. Aspectos gerais sobre os agregados celulares de palma de éleo (Gendtipo B35-1733) utilizados. A.

Agregados celulares oriundos de explantes foliares em meio liquido sob agitacdo, ap6s 6 anos de cultivo. B-C.
Agregados celulares em meio liquido em erlenmeyers. D-F. Agregados celulares ap6s 7, 30 e 60 dias de cultivo
em meio semissolido, respectivamente. G. Agregados celulares apds 120 dias de cultivo em meio semissolido;
notar diferenciacdo de embrido somatico. H. Cluster de embries somaticos em estadio similar ao torpedo, apds
340 dias de cultivo em meio semissolido. Abreviagdes: ce, calo embriogénico; es, embrido somatico; et, embrido

somatico torpedo. Barras: D, E=1 mme F-H =2 mm.

Considerando-se um total de 27 placas com seis explantes cada, correspondentes aos
agregados calogénicos oriundos do meio liquido, verificou-se, ap6s 340 dias em meio
semissolido, que 49,4% das placas apresentaram calos com embrides somaticos (Fig. 3H).
Menciona-se que alguns calos apresentaram escurecimento (oxidacao), 0 que comprometeu o

processo de diferenciacdo dos embriGes somaticos.
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Os tecidos vegetais logo depois de serem transferidos para a cultura in vitro podem
exibir sinais de oxidagdo (escurecimento), em razdo da liberacdo de compostos fendlicos. Esse
acumulo de polifendis e produtos de oxidagdo em torno da superficie excisada tende a modificar
a composicdo do meio de cultivo e sua absorcdo (ANDRADE et al., 2000; VANWINKLE et
al., 2003). Essas substancias toxicas produzidas normalmente inibem o crescimento dos
explantes, podendo ocasionar até mesmo a morte dos materiais cultivados (SATO et al., 2001;
COSTA et al., 2006), o que ressalta a importancia do uso de compostos antioxidades, como
carvao ativado, e a realizacdo de subcultivos frequentes.

Ao final desse periodo, obtiveram-se 1.161 embrides somaticos em diferentes estadios
de desenvolvimento, com um valor médio de 13 embriGes somaticos por calo, geralmente,
dispostos em cluster. E importante ressaltar que durante a etapa de diferenciacdo, alguns
embribes somaticos germinaram (emitiram um ou mais meristemas). De modo geral, foi
considerada positiva a capacidade embriogénica dos agregados estudados neste trabalho,
mesmo apos o longo periodo de cultivo em meio liquido, por volta de 6 anos.

Diferente dos resultados obtidos aqui, Ji et al. (2019) relataram a reducéo gradual ou até
a perda total da capacidade embriogénica de explantes de soja com o aumento do tempo de
cultivo. Similarmente, Yu et al. (2023) reportaram, em Vitis vinifera, uma significativa
diminuicdo da taxa de inducdo da embriogénese somatica ap6s 10 anos de cultivo in vitro.
Ademais, esses autores reportaram até 92,2% de embrifes somaticos anormais consequentes do
longo periodo de cultivo. Ja o cultivo por longo prazo aumentou as taxas de estruturas anormais
na palmeira Areca catechu (WANG et al., 2010).

Em dendezeiro, por sua vez, Konan et al. (2010) reportaram que 30% dos clones
avaliados, cultivados in vitro por 20 anos, mantiveram o potencial de multiplicacdo satisfatorio.
Contudo as plantas regeneradas apresentaram variacdo somaclonal (‘mantled”), o que dificultou
a capacidade de sobrevivéncia em campo. Na maioria das espécies, culturas embriogénicas
crescem menos ou perdem suas caracteristicas morfogénicas com acumulo de mutacfes ao
longo do tempo, como pinheiro bravo, oliveira e frutas citricas (YU et al., 2022).

Por outro lado, alguns trabalhos mostraram que culturas embriogénicas podem ser
preservadas por muitos anos in vitro, por subcultura periodica. Foram reportados, com poucas
anormalidades estruturais, embrides somaticos provenientes da cultura de Catharanthus roseus
ap6s 14 anos sob condicBes in vitro, em comparacdo com embrides de uma cultura
embriogénica recente (GULZAR et al., 2021). J& Bradai et al. (2016) e Tremblay et al. (1999)
relataram uma influéncia significativa da idade da cultura nas respostas in vitro de Olea

europaea L. e Picea abies, respectivamente. Conforme esses autores o desenvolvimento da
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maturagao na azeitona foi prejudicado pelo tempo de cultivo. Para Klimazewska et al., (2009),
a manutencéo a longo prazo de Pinus pinaster, ndo so determinou o numero total de embrides
somaticos formados, mas também a diminuiu a capacidade das culturas em progredir para 0s
préximos estagios, indicando que a integridade do processo de maturacdo nao foi preservada

completamente durante o tempo em cultura.

5.2 Maturacéo de embries sométicos

A fase de maturacdo e germinacdo de embries sdo etapas essenciais no processo de
embriogénese somatica, sendo considerados gargalos do processo, em diferentes espécies
(MAZRI et al., 2019). Nesse sentido, foram analisados os efeitos de diferentes meios de cultura,
suplementados com sacarose combinada ou ndo com Polietilenoglicol (PEG), sobre a taxa de
maturacao e germinacdo de embriGes somaticos de palma de 6leo.

Clusters foram transferidos para 0 meio de maturacéo e, ap6s 30 dias, foram transferidos
para meio pré-germinacdo com carvao ativado. No primeiro més nesse Ultimo meio,
observaram-se alguns embriGes somaticos com coloracao branca (Fig. 4A) e alguns poucos ja
esverdeados, sobretudo oriundos do tratamento com 45 g.L! de sacarose. Aos 60 dias,
verificaram-se embrides somaticos torpedos brancos ou amarelos, além de escurecimentode
alguns embrides somaticos e do meio de cultivo, sobretudo, naqueles tratamentos
suplementados com PEG (Fig. 4B). Notou-se ainda, embrides vitrificados em meios com PEG
(Fig. 4C). De fato, esse agente osmotico pode promover ou inibir significativamente o
crescimento e a maturacdo de embriGes somaticos dependendo de sua concentracdo e da
duracéo da exposicdo (MAZRI et al., 2016).

Ao longo do periodo de avaliacdo, verificou-se que uma parcela dos embriées somaticos
adquiriu coloracédo esverdeada, concomitantemente ao alongamento expressivo, acompanhado
da emiss@o do meristema caulinar (Fig. 4C, D). Salienta-se que ao longo do cultivo, contatou-
se a manutencgdo do fendtipo hiperidrico de embrides soméaticos em meio suplementando com

PEG (Fig. 4E). Embriogénese secundaria também foi observada (Fig. 4F).
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Figura 4. Caracterizacdo morfoldgica das respostas da maturacdo de embrides somaticos de palma de Oleo
(Gendtipo B35-1733) oriundos de diferentes tratamentos de maturagdo. A. Maturagdo do embrido somatico apos
um més de cultivo em meio suplementado com 30 g.L™ de sacarose. B. Escurecimento dos embrides somaticos ao
longo do tempo durante a exposicdo ao Polietilenoglicol (PEG). C. Embrides somaticos esverdeados e com sinais
de vitrificacéo cultivados em meio suplementado com PEG. D. Emissdo de parte aérea. E. Embrides somaticos
com sinais de vitrificacdo (seta) cultivados em meio suplementado com PEG ap6s 90 dias em meio com PEG. F.

Ocorréncia de embriogénese secundaria (seta). Barras: 1,25 cm.

O acompanhamento mensal da maturacdo, considerando-se o critério de maturacéo
esverdeamento do embrido somatico, revela a auséncia de padrdo ao longo do periodo de
avaliagdo (Fig. 5). Em termos numéricos, o tratamento 45 g.L™! destacou-se, proporcionando a
maturagdo de um maior nimero de clusters de embriGes somaticos. Luis et al. (2014), também
utilizaram 45 g.L"* de sacarose para a maturacéo de embrides somaticos da palmeira Acrocomia

aculeata, com objetivo de melhorar a sincronizagdo e maturacao dos embrides somaticos.
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Ja os tratamentos com menores desempenhos em termos de amadurecimento
consistiram no tratamento 45 g.L* sacarose + 30 g.L? PEG e 45 g.L™ sacarose + 45 g.L! PEG,

com 1 e 2 clusters de embriGes somaticos, respectivamente.
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Figura 5. Germinacédo de cluster de embrides somaticos de Elaeis spp. apds passagem por diferentes tratamentos

de maturacdo, apos trés meses de germinagao.

A sacarose tem um papel importante e deve estar presente para suprir as necessidades
energéticas dos tecidos (THORPE et al., 2008). Além de sua contribui¢do nutricional durante
a embriogénese somaética, as fontes de carbono afetam o potencial hidrico do meio, controlando
0 movimento de &gua e minerais nos tecidos (NETO; OTONI, 2003; SHOJI et al., 2006).

De fato, a dessecacgdo pode ser usada para aumentar a germinagéo quando o embrido se
aproxima da maturidade fisioldgica (ETIENNE et al., 1993). Em alguns casos, a caracteristica
marcante dos estagios apos o desenvolvimento dos embrifes € a dessecacao, que exerce um
papel na transicdo entre a maturacdo embrionaria e a germinacdo (KERMODE, 1990).

Os resultados relatados por Espinoza et al. (2018) indicaram que o meio de cultura com
alto teor de sacarose promove a maturacdo somatica dos embrides em Tagetes erecta L., uma
planta herbacea. Observaram ainda que proembrides chegaram na fase de maturacdo quando

reguladores de crescimento foram removidos do meio de cultura e a concentragéo de sacarose
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foi aumentada. A influéncia positiva da fonte de carbono na producdo e crescimento de
embrides foi relatada também por outros autores (FREIRE-SEIJO, 2003; OCHATT et al.,
2010).

Pesquisas com Cinnamomum camphora mostraram que os melhores resultados obtidos
para maturacdo de embriGes somatico foram com concentragGes variando de 20 a 50 g.L™* de
sacarose, enquanto quantidades maiores, 70 a 90 g.L™ de sacarose proporcionaram diminuigio
no numero médio de embrides somaticos (SHI et al. 2009). Resultados obtidos em coniferas
mostram que o estresse hidrico provocado por PEG em associacdo ao ABA no meio de
maturacdo levou a producdo de embrides somaticos semelhantes ao embrido zigético, em
termos de conteudo de 4gua e com melhor habilidade de sobrevivéncia a dessecacdo (ATTREE
etal., 1991). Li et al. (1998), por outro lado, ao estudarem o efeito da maturacdo em embrides
somaticos de Pinus taeda L., observaram um efeito superior de PEG em relacdo a maltose.

Estudos com a palmeira Phoenix dactylifera mostraram que o PEG, osmoético ndo
permeante, aumenta a maturacdo do embrido somatico, criando um ambiente de cultura
semelhante a dessecacdo (ZHANG et al., 2007). A adicdo de PEG, embora possa modificar
perfil hidrico do embri&o, induzindo o actimulo de reservas de proteinas (SVOBODOVA et al.,
1999; SGHAIER-HAMMAMI et al., 2010; HERINGER et al., 2018), inclusive, constatado
neste trabalho mediante as analises bioguimicas e histoquimicas (topico posterior), ndo
proporcionou 0 aumento do numero de embrides somaticos considerados maduros,

considerando-se o critério esverdeamento (Fig. 5).

5.2.1 Andlises bioquimicas — proteinas solUveis totais, morfoanatémicas e histoquimicas

Conforme as anélises bioquimicas, verificou-se que os tratamentos de maturacéo 30 g.L"
! de sacarose + 45 g.L de PEG, 45 g.L! de sacarose + 30 g.L™ de PEG e 45 g.L™ de sacarose
+45 g.Lt de PEG, proporcionaram o maior acimulo de proteinas totais nos embries somaticos
(Tabela 1).
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Tabela 1. Teores de proteinas totais (ug de proteina/mg de matéria fresca) de embrides
somaticos de palma de Oleo (Genotipo B35-1733) oriundos de diferentes tratamentos de

maturacéo
Sacarose (g.L™?) PEG (g.LY) g proteina/mg de MF

30 0 226+9,7b
30 254+29b
45 494+47a

45 0 29,7+1390D
30 496+34a
45 59,8+26a

MF = matéria fresca, PEG = Polietilenoglicol. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo
com o teste de Scott-Knott (p < 0,05). Média + erro padréo.

Os resultados das analises bioguimicas foram ratificados pelas analises histoquimicas
(Fig. 6). Os tratamentos compostos somente por sacarose, 30 g.L ! de sacarose e 45 g.L* de
sacarose (Fig. 6D-F), e o tratamento 30 g.L? de sacarose + 30 g.L! de PEG exibiram uma
menor quantidade de reservas proteicas, localizadas especificamente na regido distal
(haustorial) dos embribes somaticos analisados. Ja os demais tratamentos exibiram maior
quantidade de reservas proteicas distribuidas ao longo de todo o embrido somatico (regides
distal e proximal) (Fig. 6G-I).

Diferentemente dos embribes zig6ticos que sdo envolvidos externamente por um
endosperma abundante rico em reservas (MOURA et al., 2019), os embrides somaticos sao
desprovidos dessa estrutura, e, portanto, dependentes dos compostos nutritivos disponibilizados
no meio de cultura e daqueles armazenados, sobretudo, na regido haustorial do embrido. Dentre
desse contexto, ressalta-se a importancia da condugdo de uma etapa de maturagédo eficiente,
visando o acumulo de reservas necessarias ao processo germinativo. Segundo Mazri et al.
(2022), a maturacéo e germinagdo de embriGes somaticos sdo consideradas as duas principais
etapas envolvidas com a embriogénese somatica, e, em muitas especies, tratam-se de gargalos
do processo regenerativo.

Vale ressaltar, todavia, que séo escassos trabalhos em palmeiras que avaliaram o efeito
de tratamentos especificos para fins de maturacdo na inducdo de modificagdes na producdo de
reservas, a exemplo do realizado por Zouine et al. (2005) em P. dactylifera. Ferreira et al.
(2022) enfatizam a auséncia de padronizacdo dos critérios indicativos de maturacdo em
protocolos de embriogénese somética em palmeiras, o que dificulta a interpretagdo dos
resultados e tomada de decisdo. Neste trabalho, constatou-se mediante analises bioguimicas, as
quais foram ratificadas por anélises histoquimicas (embrides somaticos corados com Xylidine

Ponceau para identificacdo de proteinas), um aumento na producéo de reservas proteicas nos
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embrides sométicos de dendezeiro cultivados em meios de cultivo suplementados com sacarose
e PEG (Tabela 1, Fig. 6).

Em palmeiras, hd varios relatos da abundancia de reservas proteicas em embrides
zigoticos (MAZZOTTINI-DOS-SANTOS et al., 2017; DIAS et al., 2018; DIAS et al., 2020;
FERREIRA et al., 2020) e, de acordo com Ferreira et al. (2020), tais reservas subsidiam o
crescimento durante a germinacéo até que a planta tenha autonomia fotossintética. As proteinas
de armazenamento sdo consideradas as principais fontes de nitrogénio e carbono durante a
germinacdo e posterior crescimento inicial das plantulas (MADAKADZE; SENARATNA,
2000; ELIASOVA et al., 2022). Segundo Aberlenc-Bertossi et al. (2008), tais compostos, em
especial, as proteinas globulinas, geralmente sdo produzidas em baixas concentracGes em
embrides somaticos de E. guineensis. Essa baixa acumulacdo provavelmente esta relacionada
com a agdo de proteases ndo somente durante o processo germinativo, mas também durante a
embriogénese. Em concordancia com os autores supracitados, Gomes et al. (2014) verificaram
um declinio expressivo no contetido proteico de embrides somaticos de dendenzeiro ap6s 150
dias de cultivo in vitro.

A deposicao de proteinas de armazenamento vem sendo relatada em embrides somaticos
para variadas espécies de angiospermas e gimnospermas, incluindo alfafa (LAI et al., 1995),
milho (DUNCAN et al., 2003) e abeto branco (MISRA et al., 1993). Porém, a composicao e a
guantidade de proteinas de armazenamento nem sempre sao parecidas entre embrifes somaticos
e embrides zigoticos com quantidades menores relatadas em embrifes somaticos de algodéo
(SHOEMAKER et al., 1987), alfafa (KROCHKO et al., 1994) e cenoura (DODEMAN et al.,
1998).

Além de compostos proteicos, as analises histoquimicas identificaram grdos de amido,
mediante uso do reagente Lugol, os quais foram observados, sobretudo, na regido distal dos
embrides somaticos, independentemente do tratamento de maturagéo (Fig. 6C). Enfatiza-se que
ndo é comum a acumulacgdo de amido em embribes zigdticos de palmeiras, com alguns relatos
em Syagrus oleracea (SILVA-CARDOSO et al., 2019b) e E. precatoria (FERREIRA et al.,
2020). Segundo Eliasova et al. (2022), os carboidratos ndo estruturais possuem um papel
multifuncional nos vegetais. Dentre as suas varias fungdes, mencionam-se acdo como agentes
osmaticos, fonte de energia e esqueleto de carbono, regulacdo da expressdo génica, além de

papel nas vias de sinalizacéo.
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Figura 6. Caracterizacdo morfoanatdmica e histoquimica de embriGes somaticos de palma de éleo (Gendtipo B35-
1733) submetidos a diferentes tratamentos de maturacdo. A. Cluster de embrides somaticos apds 30 dias em meio

de cultivo suplementado com 30 g.L'1 de sacarose + 30 g.L'1 de Polietilenoglicol (PEG). B. Seccdo longitudinal de
embrido somatico apresentado na letra A; notar presenca de plimula (seta), células do procambio e protoderme.
C. Embridosomatico com grdos de amido (detalhe lateral — seta) corados com Lugol. D. Embrido somético, apds

30 dias em meio de cultivo suplementado com 45 g.L'1 de sacarose, corado com Xylidine Ponceau. E. Detalhe do
embrido somatico apresentado na letra D (retangulo); notar reservas proteicas no interior de vactolos. F. Células

com reservas proteicas (setas). G. Embrido somatico, apés 30 dias em meio de cultivo suplementado com 30 g.L"

! de sacarose + 45 g.L'1 de Polietilenoglicol (PEG), corado com Xylidine Ponceau. H. Detalhe do embrido somatico
apresentado na letra G (retangulo); notar abundancia de reservas proteicas, corpos proteicos esféricos (pontilhado)
e corpos proteicos com composi¢do floculada (seta). 1. Células do procambio com reservas proteicas (setas).
Abreviagbes: cp, células do procambio, ee, eixo embrionario; es, embrido somatico; n, nicleo; pc, procdmbio; pt,
protoderme; rd, regido distal; rp, regido proximal e v, vactolo. Barras: A =2 mm; B = 250 um; C =200 um; D, G
=500 um; E, H=50 um; F =100 pme I =20 um.
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Oliveira et al. (2013) ressaltam uma possivel relacdo da presenca de grdos de amido em
embrides zigoticos de algumas palmeiras com o rapido processo de germinagéo relacionado a
recalcitrancia. Nesse contexto, salienta-se que Elaeis guineensis é considerada uma palmeira
semi-recalcitrante (FOURNIE, 1994) ou intermediaria (ELLIS et al., 1991). Segundo Fournié
(1994), proteinas e carboidratos presentes nos embribes zigdticos maduros de dendezeiro
exercem a funcdo protetiva durante o processo de desidratacdo do embrido.

Especificamente em palma de 6leo, ha um déficit de literatura referente a histoquimica
de embriBes zigoticos na fase de maturidade fisiolégica (ERNAYUNITA et al., 2020). Dentre
0s poucos trabalhos na espécie, menciona-se Kok et al. (2015), os quais identificaram
abundancia de proteinas no endosperma e embriBes zigdticos da espécie, além de
polissacarideos de parede e lipideos no endosperma. Menciona-se também o trabalho pioneiro
de Alang (1988), que investigou a composi¢do, degradacdo e utilizacdo do endosperma de E.
guineensis durante o processo germinativo. Conforme esse autor, embrides de dendezeiro
armazenam carboidratos insolUveis, lipideos e proteinas, com destaque, em termos
quantitativos, para esse Ultimo componente. Segundo Alang (1988), os lipideos sdo convertidos
em acucares por glicogénese na regidao haustorial do embrido.

Os embrides somaticos cultivados em meio de cultivo com apenas 30 g.L ™ sacarose, 0
que é comumente utilizado em protocolos em variadas espécies de palmeiras, apresentaram,
tanto bioguimicamente quanto histoquimicamente, uma quantidade pouco expressiva de
proteinas de armazenamento (Tabela 1, Fig. 6D-F). Similarmente, Silva-Cardoso et al. (2019a),
mediante a realizacdo de analises histoquimicas, ndo identificaram reservas (polissacarideos e
proteinas) em embriGes somaticos de Syagrus oleracea cultivados em meio de cultivo
suplementado com 30 g.L! sacarose. Tais autores enfatizaram a importancia da otimizagio da
fase de maturacdo por meio de alteragdes dos componentes do meio de cultivo, de tal forma, a
aumentar a taxa de sucesso do processo germinativo.

Dentre os compostos comumente adicionados ao meio de cultivo visando a maturagao
de embriGes somaticos, menciona-se o Polietilenoglicol (PEG), composto osmotico nédo
plasmolizante, incapaz de penetrar na membrana celular (GAO et al., 2022). Materiais vegetais
cultivados em meios suplementados com PEG perdem agua, uma vez que, as largas moléculas
de PEG ndo sdo capazes de atravessar as paredes celulares, o que reduz a presséo de turgor e
torna o potencial hidrico intracelular mais negativo (BOZHKOV; VON ARNOLD, 1998). Esse
composto mimetiza as mudangas de osmolaridade que podem ocorrer no ambiente que circunda

0 embrido na semente, o0 que resulta, dentre outros efeitos, em modificacdes na producédo de
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proteinas (MIERA et al., 1993; SVOBODOVA et al., 1999; MADAKADZE; SENARATNA,
2000; SGHAIER-HAMMAMI et al., 2010; BUSINGE et al., 2013; HERINGER et al., 2018)
e de triglicerideos (ATTREE et al., 1992).

Ao contrario do esperado, em algumas espécies de plantas, especialmente, em coniferas,
0 incremento da qualidade dos embrides somaticos tratados com PEG em termos de
armazenamento de reservas ndo, necessariamente, aumenta a taxa de regeneracgao de plantas.
Neste trabalho, a combinagéo de sacarose e PEG, com 30 e 45 g.L, respectivamente, embora
tenha promovido um incremento na sintese de proteinas (Fig. 6G-I), prejudicou o
desenvolvimento dos embrides somaticos, 0s quais, apresentaram sintomas evidentes de

vitrificacdo (Figs. 4C, E e 7C) e auséncia de germinacéo (Tabela 2).

5.3 Germinacao de embribes somaticos

Apos 30 dias em meio de germinag&o, observou-se o desenvolvimento da parte aérea e
raiz, com plantas completas obtidas (Fig. 7A). Verificou-se um efeito das concentragdes sobre
0 numero de embrides germinados, com alguns tratamentos proporcionando a individualizacéo
das plantas (Fig. 7B). O numero de embrifes germinados diminuiu com o aumento das
concentragdes de PEG, apresentando embrides com sinais vitrificagéo e escurecidos (Fig. 7C).

Divergindo dos resultados obtidos aqui, Oliveira et al. (2022) relataram em seus estudos
com jabuticaba (Plinia cauliflora Mart.) que ndo houve diferenca nos resultados alcan¢ados nos
meios de cultura suplementado com PEG, seja para oxidacdo ou para sobrevivéncia. Também
foi relatado que ndo houve conversédo de embrides em plantas. Para Motoike et al. (2007),
porém, a adicdo de PEG estimulou o desenvolvimento e maturacdo de embrides somaticos em
jabuticaba branca (Myrciaria aureana). Bajpai et al. (2016) utilizaram para maturacdo de
embrides somaticos de goiabeira (Psidium guajava) e obtiveram um numero consideravel de
embrides somaticos cotiledonares. Da mesma maneira, Norgaard (1997) relatou que a adicéo
de PEG ao meio de cultura proporcionou o aumento da taxa de formagédo de embrides somatico
de abeto (Abies).
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Figura 7. Caracterizacdo morfolégica da germinagdo de embriGes somaticos de palma de dleo (Genétipo B35-
1733) oriundos de diferentes tratamentos de maturacdo. A, B. Regeneracdo de plantas. C. Plantas em cluster com

60 dias em meio de germinacéo e ap6s 30 dias em meio de maturagdo suplementado com 45 g.L'1 de sacarose. D,
E. Plantas isoladas ap6s 60 dias em meio de germinacao e 60 dias em meio de maturacdo suplementado com 30

g.L'l de sacarose + 30 g.L'1 de PEG. F. Clusters com embrides somaticos vitrificados (seta) e com é&reas
escurecidas ap6s 90 dias em meio de maturacéo suplementado com 45 g.L'1 de sacarose + 45 g.L'1 de PEG. G.

Plantas com parte aérea e sistema radicular bem desenvolvidos oriundas do meio com 45 g.L'1 de sacarose. H.
Plantas aclimatizadas Barras: A-C=1cme D-F =2 cm.
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Com relacdo ao percentual de germinacédo (Tabela 2), maior taxa foi verificada a partir
de plantas oriundas do tratamento 45 g.L™ de sacarose, com valor médio de 4 plantas por
recipiente. Ja com relacdo ao enraizamento, ndo se verificou diferenca entre os tratamentos de

maturacao (Tabela 2).

Tabela 2. Numero de embrides sométicos por cluster em palma de 6leo (Genotipo B351733)

com emissdo de parte aérea e/ou raiz oriundos de diferentes tratamentos de maturacéo

Sacarose (g.L1) PEG (g.L) Emisséo de parte aérea Emisséo de raiz
30 0 1,4+05b 04+04a
30 1,2+04b 04+04a
45 04+02b 0,0+0,0a
45 0 40+13a 0,8+0,8a
30 0,0+£0,0b 0,0+0,0a
45 0,0+£0,0b 0,0+0,0a

Abreviacdo: PEG = Polietilenoglicol. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste
de Scott-Knott (p < 0,05). Média + erro padréo.

A maior emissio de parte aérea procorcionada pelo tratamento de maturagio 45 g.L* de
sacarose. Fases de estresse como a desidratacdo sofrida pelo explante durante o cultivo in vitro,
podem promover aumento nos indices de inducdo, maturacdo e na germinacdo de embrides
somaticos (IKEDA-IWAI et al., 2003). Troch et al. (2009), alegam que o tipo e a concentracdo
de carboidratos no meio de cultura sédo fatores que afetam expressivamente a maturagéo e
conversdo de embrides somaticos em Aesculus hippocastanum.

Embora os tratamentos 30 g.L™* de sacarose + 45 g.L* de PEG, 45 g.L™! de sacarose +
30 g.L !t de PEG e 45 g.L™* de sacarose + 45 g.L ! de PEG tenham proporcionado incremento
significativo no contetdo proteico dos embriGes somaticos de Elaeis spp. (Tabela 1, Fig. 6),
esses tratamentos prejudicaram a emissdo dos meristemas (Tabela 2).

Segundo Korbes e Droste (2005) e Iraki et al. (1989), o PEG foi responsavel pela
reducdo no tamanho dos embries devido ao decréscimo da razdo celulose:hemicelulose na
parede celular. Resultando no decréscimo da elasticidade da parede celular e na reducéo da
habilidade de expansao celular. Tais autores levantaram hipoteses para explicar esse efeito: i)
possivel ocorréncia de danos nas membranas devido ao elevado turgor e consequente rapido
influxo de agua dos embrifes somaticos para 0 meio de germinacao, ii) reducdo do transporte

de &gua a partir da raiz para 0 meristema apical caulinar e iii) redu¢do no tamanho dos embrides
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somaticos e inducao de anormalidades no sistema radicular (presenca de células vacuoladas).
Em termos comparativos com a sacarose, Linossier et al. (1997) ressaltam que o PEG, dado o
seu alto peso molecular, ndo penetra nas células e, dessa forma, ndo é metabolizado,
diferentemente da sacarose que se configura como uma fonte de carbono. Businge et al. (2013),
similarmente, reportaram, em Picea abies, que a suplementacéo do meio de culturacom 30 g.L
! de maltose e 75 g.L* de PEG, embora tenha promovido maturacio dos embrides somaticos,
ndo incrementou a frequéncia de germinacéo.

O surgimento de embriGes somaticos com aspecto vitrificado foi observado neste
trabalho, especialmente nos tratamentos com adi¢do de PEG (Figs. 4C, E; 7C). A vitrificagcdo
ou hiperidricidade é um descontrole fisiol6gico ocasionado por difusdo passiva de agua do meio
ou pode ocorrer por outros disturbios metabdlicos (PAQUES, 1991). Também pode ser causado
pela presenca de concentracdo alta de amonio, o tipo e concentracdo de agente gelificante,
crescimento e desenvolvimento de plantas em desequilibrio, nivel de umidade alto e gases como
o etileno dentro do tubo de cultura (ALKHATEEB, 2008; ADEYEMI et al., 2012). Os tecidos
que sofre esse processo de vitrificados tem como caracteristica serem rigidos, espessos e
quebraveis (LESHEM, 1983; SHARMA e MOHAN, 2006).

A hiperidricidade é uma anomalia comum do cultivo in vitro de tecidos vegetais e que
apesar de ser possivel ocorrer reversdo desse estado, apds transferéncia para meio ou ambiente
ndo vitrificante (KERVERS et al., 2004), também pode evoluir e levar a perda de competéncia
dos tecidos (CAMARA e WILLADINO, 2007).

A adicdo de PEG no meio de maturacdo foi essencial para a conversao dos embrides
somaticos em plantulas em espécies como em pinheiro-do-canada (Picea glauca) (STASOLLA
et al.,, 2003; BELMONTE et al., 2005), castanheiro da india (Aesculus hippocastanum)
(TROCH et al., 2009) e café (Coffea arabica) (ALMEIDA, 2022).

Em relacdo ao numero de raizes, os embrides que apresentaram as melhores respostas
foram oriundos do tratamento com 45 g.L* de sacarose. Porém, a baixa taxa de emissdo de raiz
observada neste trabalho (Tabela 2) diverge com o descrito por Kerdsuwan e Te Chato (2015),
observaram a formacéo de raizes no explante durante a inducdo da embriogénese somatica.
Segundo Zamzuri (1998) e Abahmane (2011), a qualidade do enraizamento in vitro pode ser
influenciada pelo genotipo e pelo tipo e concentracdo de auxina adicionada ao meio de cultivo,
explicando assim as respostas fisiologicas diferenciais em plantulas da mesma espécie.

Em estudo com Hevea brasiliensis utilizando diferentes concentracfes de PEG (10, 15

e 20 g.L™Y), mostraram que a maioria dos embrides maduros (70%) apresentaram morfologia
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normal com raizes e apice, jd os outros 30% mostraram anormalidades com deformacGes,
Unicas ou cotilédones fundidos. (KALA et al., 2015).

5.4 Aclimatizacao de plantas

Em relacédo a fase de aclimatizacdo das plantas de palma de éleo regeneradas, verificou-

se que apds o processo de enraizamento in vitro das brotacdes (Figura 7-H), houve

sobrevivéncia das plantas aclimatizadas.

Plantas cultivadas in vitro podem facilmente perder umidade e murcharem quando

transferidas para condicGes ex vitro. Assim, essas mudas precisam de varias semanas sob

sombra e submetidas a uma diminuicdo gradual da umidade do ar para corre¢do da fisiologia

que foi induzida por condicGes especiais de cultura in vitro (POSPISILOVA et al., 2007,

ASAYESH et al., 2017). Portanto, mais estudos sao necessarios para a melhor compreensdo da

aclimatizacdo de plantas submetidas a esse protocolo de maturagéo.

6- CONCLUSOES

>

Calos embriogénicos de palma de 6leo (Genoétipo B35-1733) podem ser
estabelecidos e multiplicados em meio liquido especifico sem a perda do
potencial embriogénico por varios anos.

O tratamento com 45 g.L! de sacarose foi 0 que proporcionou a maior taxa de
embrides somaticos regenerados em palma de 6leo (Genotipo B35-1733) na fase
de maturacdo e em menor tempo de resposta.

As analises morfoanatdmicas e bioquimicas foram importantes para se
determinara quantidade de proteinas armazenadas nos embrides somaticos apds
a etapa dematuracao.

Maiores concentracGes de PEG acarretam embrides hiperhidricos e oxidados,
com baixa taxa de germinag&o e enraizamento em palma de 6leo (Genétipo B35-
1733).

O protocolo desenvolvido é considerado eficiente para a producdo em larga-

escala de mudas de palma de 6leo, embora melhorias em etapas sempre serdo
necessarias para otimizar a producao de mudas de alta qualidade genética.
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