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Anatomia foliar comparativa e otimizagao de etapas da embriogénese
somatica em Cocos nucifera L. (Arecaceae)

RESUMO

Cocos nucifera é uma palmeira importante para a economia de paises tropicais,
sendo usada principalmente como alimento. Esta espécie possui duas variedades que sdo
exploradas comercialmente no Brasil. Séo elas as variedades nana e typica, que sdo
distinguiveis na fase reprodutiva. O plantio em grande parte ocorre por mudas originadas
de cruzamento entre variedades com caracteres desejaveis. Ospomares existentes sofrem
com a exposicdo a parasitas que prejudicam a producdo podendo levar a morte dos
individuos. Com material cedido pelo Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa
Tabuleiro Costeiros, esse trabalho teve como objetivo identificar diferencas entre as
variedades nana e typica além de otimizar o protocolo para a embriogénese somatica da
variedade Ando Verde do Brasil de Jiqui (AVeJ). Inicialmente foram realizados cortes
transversais e preparados paradérmicos de cada variedade. Os resultados revelaram que
existem diferencas entre as variedades estudadas como exemplo a espessura da cuticula-
parede celular, densidade estomatica, didmetro do metaxilema e espessura do mesofilo.
A principal diferenca esta na disposicdo dos feixes vasculares. A organizacdo dos feixes
vasculares foi representada por uma formula vascular. Essa caracteristica pode ser Util
para distinguir C. nucifera ao nivel de variedades, auxiliando na taxonomia destas plantas
a nivel de variedade. Posteriormente procurou estabelecer estratégias para o
desenvolvimento de um protocolo para a otimizacdo da clonagem de coqueiro da
variedade Ando Verde do Brasil de Jiqui (AVel). Foram utilizadas pldmulas como
explantes para a etapa de inducdo de calos. Foram avaliados diversos fatores como o
efeito das auxinas 2,4-D e Picloram, a avaliagdo da capacidade de formacdo de calos em
razdo do periodo de armazenamento das plimulas excisadas e o efeito de diferentes
concentragdes de regulador 2,4-D em meio de cultura com e sem carvdo ativado na
formacdo de calos semifriaveis. Naetapa de multiplicacdo, estruturas embriogénicas dos
calos obtidos foram transferidas para frascos contendo meio liquido sob agitagdo. Foram
analisados o efeito da coloracdo inicial dos calos (amarelo e branco), e o tamanho do
explante inoculado sobre a multiplicacdo (filetado e fragmentado). Verificou-se que
fragmentos de mentor tamanho do explante foram mais responsivos apresentando
diferenca estatistica. A influéncia do meio de cultivo para essa etapa foi testada ndo

havendo diferencas entre os meios de cultivo utilizados durante um periodo minimo de
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30 dias de cultivo. Durante a etapa de diferenciacdo foram obtidos embrides somaticos
fusionados e plantas com aspecto anémalo foram observadas em calos provenientes da

inducdo em meio de cultura contendo Picloram inoculadas em frascos tipo RITA®.

Palavras chave: BAG, Cocos nucifera, formula vascular, meio liquido, taxonomia.



Comparative leaf anatomy and optimization of somatic
embryogenesis steps in Cocos nucifera L. (Arecaceae)

SUMMARY

Cocos nucifera is an important palm for the economy of tropical countries, being
used mainly as food. This species has two varieties that are commercially exploited in
Brazil. They are the nana and typica varieties, which are distinguishable in the
reproductive phase. The planting largely occurs by seedlings originated from crossing
between varieties with desirable characters. Existing orchards suffer from exposure to
parasites that harm production and can lead to the death of individuals. With material
provided by the Active Germplasm Bank (BAG) of Embrapa Tabuleiro Costeiros, this
work aimed to identify differences between the nana and typica varieties, in addition to
optimizing the protocol for somatic embryogenesis of the Ando Verde do Brasil variety
from Jiqui (AVeJ). Inttially, transverse cuts and paradermal preparations of each variety
were performed. The results revealed that there are differences between the varieties
studied, such as cuticle-cell wall thickness, stomatal density, metaxylem diameter and
mesophyll thickness. The main difference is in the disposition of the vascular bundles.
The organization of vascular bundles was represented by a vascular formula. This
characteristic can be useful to distinguish C. nucifera at the variety level, helping in the
taxonomy of these plants at the variety level. Subsequently, he sought to establish
strategies for the development of a protocol for the optimization of the cloning of coconut
trees of the Ando Verde do Brasil variety from Jiqui (AVel). Plumules were used as
explants for the callus induction step. Several factors were evaluated, such as the effect
of 2,4-D auxins and Picloram, the evaluation of callus formation capacity due to the
storage period of the excised plumules and the effect of different concentrations of 2,4-D
regulator in medium of culture with and without activated charcoal on the formation of
semi-friable calluses. In the multiplication step, embryogenic structures of the obtained
calli were transferred to flasks containing liquid medium under agitation. The effect of
the initial callus color (yellow and white) and the size of the inoculated explant on
multiplication (filleted and fragmented) were analyzed. It was verified that mentor
explant size fragments were more responsive showing statistical difference. The influence
of the culture medium for this step was tested, with no differences between the culture
media used during a minimum period of 30 days of cultivation. During the differentiation

stage, fused somatic embryos were obtained and plants with anomalous appearance were
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observed in calluses from induction in culture medium containing Picloram inoculated in
RITA®-type flasks.

Keywords: BAG, Cocos nucifera, vascular formula, liquid medium, taxonomy.



INTRODUCAO GERAL

Cocos nucifera L. é uma palmeira que pertence a familia Arecaceae. A espécie €
cultivada em mais de 90 paises em diferentes continentes, Américas, Africa e Asia,
ocupando uma area plantada de mais de 12 milhdes de hectares (Batugal et al. 2005). Os
beneficios de C. nucifera tém sido cada vez mais reconhecidos mundialmente, tornando-
se um dos alimentos mais atraentes dos ultimos anos (Adkins et al. 2018). Com amplo
potencial de uso em varias areas, tais como: alimentacdo humana (Martins e Junior 2014;
Kumalasari et al. 2020) biomedicina e biotecnologia (Yong et al. 2009), na construgao
civil (Ofuyatan et al. 2020), na agricultura (Cosme et al. 2018), na fabricacdo de racdo
animal (Apraku et al. 2017) e de biodiesel (Hoang e Le 2017). Em algumas sociedades a
cultura do C. nucifera carrega tragos estéticos, também dotado de simbolismo e referéncia

cultural por conta de sua grande e variada utilizacdo (Bourdeix e Alexia 2017).

Inicialmente a procura era pelo fruto maduro para extracdo do endosperma seco
conhecido como copra e fibras do fruto, sendo recente a comercializacdo de frutos
imaturos para a retirada do endosperma liquido (Foale e Harries 2011). Dessa forma, a
induUstria cocoeira vem apresentando um crescimento nos Ultimos anos incentivando 0s
produtores a plantarem suas areas com variedades mais produtivas. Poroutro lado, mudas
de melhor qualidade e protocolos de manejo adequado ndo sdo acessiveis aos pequenos
produtores. Agricultores locais germinam as sementes em viveiros proprios para
manutencdo de seus pomares ou jardins plantando mudas com rendimento inferior para
abastecer suas comunidades onde as nozes sdo vendidas para 0 consumo doméstico
(Bourdeix e Alexia 2017).

Cocos nucifera apresenta uma ampla distribuicdo nas regides intertropicais do
mundo (Aragdo et al. 2002), proporcionando emprego e renda para cerca de 20 milhdes
de produtores (Adkins et al. 2018). O cultivo conta com a vantagem de possibilitar a
colheita praticamente 0 ano inteiro (Holanda et al. 2007), nas diferentes condicGes
climéticas na quase totalidade das regides brasileiras (Passos 2002). As regides norte e
nordeste se destacam das demais pela maior area plantada e producao de copra. Com total
de 82,9% de area plantada e 74% de producdo, ocupada principalmente por coqueiros da

variedade gigante e hibridos. As demais regides somam apenas 17,1% de area plantada,



predominando o cultivo de coqueiros andes e hibridos, que sdo mais produtivos que 0s
coqueiros gigantes (Brainer 2018). Entretanto, a produtividade registrada no Brasil ainda
é baixa, ndo sendo suficiente para atender a demanda do mercado nacional (FAOSTAT
2019). Isso tem ocorrido principalmente pelo uso de cultivares ndo selecionadas, a idade
avancada das plantacbes existentes, o manejo inadequado, além da ocorréncia de
problemas fitossanitarios (Ferreira et al. 1998). Para tentar melhorar esse cenario,
instituicbes de pesquisas, como a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa), tém desenvolvido pesquisas para obter variedades mais adaptadas e
produtivas, além de técnicas biotecnoldgicas para propagagdo vegetativa de genétipos
com caracteristicas superiores (Nguyen et al. 2015; Adkins et al. 2018; Meijaard et al.
2020).

A estratégia mais utilizada para conservacdo de acessos de C. nucifera é a ex situ
por meio de colecGes e banco de germoplasma, em virtude do tamanho e a fisiologia da
sua semente, pois é uma semente recalcitrante (Ribeiro et al. 1995). Nesse tipo de
conservacao € possivel manter a base de dados dos acessos, promover a troca e o0 amplo
uso da variabilidade genética, cuja utilizacdo pode ser imediata ou futura (Dulloo et al.
2005; Karun e Niral 2019). A existéncia de variabilidade genética para apoiar as
atividades de conservagéo e os programas de melhoramento no desenvolvimento de novas
variedades € essencial (Dulloo et al. 2005). Para a utilizacdo segura desses acessos €
importante que seja realizado a caracterizagdo morfologica, genética, agronémica e
boténica, para discriminacdo e diferenciacdo dos acessos.

Existem colecGes de germoplasma de C. nucifera em vérios paises, estando as
principais colecBes assim distribuidas: Filipinas (163 acessos), India (126 acessos),
Indonésia (97 acessos), Costa do Marfim (53 acessos) e Malasia (38 acessos). Existem
ainda outras colecdes com menor expressao em Papua Nova Guiné, Mocambique,
Jamaica e México (Nair et al. 1993). Através da conservacdo ex situ usando colecdes de
germoplasma € possivel manter a base de dados dos acessos, promover a troca e o amplo
uso da variabilidade genética, cuja utilizacdo pode ser imediata ou futura em programas
de melhoramento (Dulloo et al. 2005; Karun e Niral 2019).

Para promover a conservagdo e o melhoramento genético de C. nucifera, tornou-se
indispensavel aformacdo de colecdes de germoplasmas com ampla variabilidade genética
(Dulloo et al. 2005). Entretanto, para a utilizagdo segura dessas colecdes de germoplasma
é importante que seja realizado a caracterizacdo e avaliacdo morfoldgica, genética,

agrondmica e botanica, para discriminagdo e diferenciagdo dos acessos.



As variedades botanicas sdo, C. nucifera typica Nar., nana Griff. e aurantica Lliy.
(Liyanage 1958; Peries 1996; Ekanayake et al. 2010). A variedade typica é explorada por
ser mais resistentes a uma ampla variedade de solo e clima e ter um periodo produtivo de
até 60 anos. A variedade nana tem maior capacidade de producdo de nozes por area
plantada quando plantadas em solo fértil e com chuvas bem distribuidas e um periodo
produtivo de até 40 anos. A variedade aurantica sofre com a escassez de agua, sao muito
susceptiveis a pragas e doencas e possui um periodo de producdo que ndo ultrapassa 40
anos (Liyanage 1958; Fontes et al. 2002; Ekanayake et al. 2010).

A diferenca entre C. nucifera variedades typica Nar., e nana Griff., se baseia
principalmente na estatura do vegetal (Liyanage 1958; IPGRI 1995; Fontes et al. 2002;
Siqueira et al. 2002). As variedades divergem em caracteres morfolégicos como
comprimento do caule e folhas e quanto ao modo de reproducdo, como polinizacdo e
maturacdo dos érgdos reprodutivos (Siqueira et al. 2002; Foale 2005). As diferencas
estruturais nessas variedades em nivel de tecidos ndo sdo descritas. Desta forma, pode-se
dizer que ainda existe um déficit significativo de conhecimento a nivel anatdmico para
discriminar as variedades supracitadas.

O conhecimento sobre a anatomia de C. nucifera € importante pois pode melhorar
a compreensdo de trabalhos relacionados a taxonomia e a agronomia, como por exemplo
na interacdo coqueiro-patogenos foliares (Aradjo et al. 2013; Eden-Green e Mpunami,
2005). Além disso, a caracterizacdo anatdbmica ao diferenciar acessos de C. nucifera, pode
auxiliar os trabalhos de melhoramento genético (Passos e Passos, 2003) e as estratégias
de conservacdo da espécie (Castro et al. 1997; Corréa et al. 2008; Noblick, 2013; Basso
e Barbero, 2015).

Os acessos de C. nucifera podem ser conservados ex situ, através de um banco de
germoplasma in vivo (ho campo) ou in vitro (no laboratdrio), por meio de crescimento
lento ou de criopreservagdo. Para conservacdo de germoplasma in vitro via
criopreservacdo podem ser utilizadas técnicas de propagacdo via embriogénese somatica.
Esta técnica é utilizada para a propagacdo vegetativa de acessos com caracteristicas
superiores em um tempo reduzido, quando comparado aos métodos tradicionais (Assy
Bah 1992; Malaurie et al. 2006).

A propagacdo em massa de plantas elite de C. nucifera, utilizando a técnica de
cultivo in vitro via embriogénese somatica, surge como uma alternativa para produzir
plantas mais uniformes, livres de fitopatdgenos e em uma velocidade maior do que os

métodos convencionais (Ree e Guerra 2015; Sandoval-Cancino et al. 2016). A
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embriogénese somatica é um processo de propagacdo de plantas, onde células somaticas
desenvolvem-se por meio de diferentes estadios embriogénicos, dando origem a uma
planta geneticamente idéntica, sem que ocorra fusdo de gametas (Williams e Maheswaran
1986; Von Arnold et al. 2002; Wang et al. 2020). A técnica é considerada a principal via
de regeneracdo in vitro de C. nucifera (Bandupriya et al. 2016), com protocolos j&
relatados na literatura para essa espécie (Chan et al. 1998; Morales, 2003; Péerez-NUfiez
et al. 2006; Bett et al. 2019).

Embora protocolos de embriogénese somética para o cultivo in vitro de C. nucifera
tenham sido melhorados ao longo dos ultimos anos (Chan et al. 1998; Morales 2003;
Pérez-NuUfiez et al. 2006), os protocolos sdo ainda dubios, pouco reproduziveis e,
portanto, limitados quanto a reproducdo comercial, especialmente pela baixa eficiéncia
guanto ao ndmero de plantas obtidas para serem disponibilizadas ao setor produtivo.
Esses fatores tornam a técnica desafiadora e com necessidades urgentes de otimizacao.
Estudos com algumas palmeiras demonstram que calos cultivados em meio liquido
apresentam respostas superiores aos inoculados em meio semissdlido (Etienne e
Berthouly 2002; Steinmacher etal. 2011; Monteiro et al. 2018). Nesse sentido, protocolos
que utilizam meios liquidos, praticamente inexistentes em C. nucifera, associados a
biorreatores, podem impulsionar a adogdo da embriogénese somatica para a reprodugdo
rapida de variedades de interesse (Kong et al. 2020).

OBJETIVO GERAL

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi comparar a anatomia e
micromorfologia das folhas de diferentes acessos de germoplasma de C. nucifera das
variedades typica Nar. e nana Griff, a fim de verificar possiveis diferencas anatdmicas
que auxiliam numa melhor compreensdo taxondmica, que favoreca o melhoramento
genético e a conservacdo de C. nucifera. Além da caracterizacdo anatdbmica, o trabalho
também objetivou desenvolver um protocolo para a embriogénese somética em C.
nucifera, var. Ando Verde do Brasil de Jiqui (AVeJ), com énfase ao uso de meio liquido
em diferentes etapas do processo. Esse protocolo além de subsidiar estratégias de
conservacao de germoplasma via criopreservacdo, ira acelerar as etapas de melhorame nto

genético, especialmente em razdo do lento crescimento de C. nucifera em métodos



tradicionais (Pereira et al. 2007), proporcionando a propagacao em larga escala de acessos

com caracteristicas superiores.

REVISAO BIBLIOGRAFICA
Aspectos gerais de Cocos nucifera

O coqueiro (Cocos nucifera) pertence a familia boténica das Arecaceae com
distribuicdo predominante pantropical, incluindo cerca de 200 géneros, sendo 43 deles
encontrados em territério brasileiro (Lorenzi et al. 2010). Acredita-se que C. nucifera
tenha se originado no sudeste da Asia, com registros da sua existéncia datados de
aproximadamente 3 mil anos (Fuller 2007). Registros historicos dos séculos XIV-XVI
indicam que os navegadores Austronésios disseminaram a espécie da costa sudeste da
Asia até a Africa Oriental (Allibert 2008). Posteriormente, as introduziram nas ilhas de
Cabo Verde e S&o Tomé e Principe, na costa atlantica da Africa, chegando as Américas
devido as navegacdes de portugueses e espanhdis, sendo utilizada como fonte de alimento
e liquido pelos tripulantes das embarcacfes durante as viagens maritimas (Harries 1978).
Recebe varias denominagdes ao redor do mundo e pode ser chamado de “nmu” pelos
polinésios, “nyior” pelos malasios e indonésios, “nyiog” pelos filipinos, “coco” pelos
europeus de lingua ndo inglesa e lingua latina e coconut pelos de lingua inglesa.

A espécie exibe caule lenhoso, cilindrico, do tipo estipe, com uma gema terminal
no apice, que € responsavel pelo crescimento da parte aérea do vegetal (Lorenzi et al.
2010). O seu sistema radicular é fasciculado (Passos e Passos 2003; Holanda et al. 2007).
As folhas sdo pecioladas, simples, pinatipartidas ou pinatipalmadas (Lorenzi et al. 2010),
com limbo rigido (Passos e Passos 2003; Holanda et al. 2007). As inflorescéncias sdo do
tipo panicula, protegidas por uma espata, com flores pouco vistosas e geralmente
unissexuadas, com frutos tipo drupa (Souza e Lorenzi 2008). As sementes exibem o
endocarpo marcado com trés pontuacdes dispostas em triangulo, coma funcdo de permitir
a passagem do embrido durante a germinacdo (Lorenzi et al. 2010). Segundo Tomlinson
etal. (2011) a caracteristica que difere C. nucifera das demais palmeiras é o tamanho das
flores femininas e do fruto sendo o Ultimo adaptado a dispersdo pela agua por longas
distancias. As variedades e formas do C. nucifera foram descritas por diferentes
pesquisadores ao redor do mundo. Liyanage (1958) descreve a primeira classificacdo
sistematica de coco no Sri Lanka baseada principalmente na estatura e no comportamento

reprodutivo de C. nucifera. As trés variedades descritas foram typica, nana e aurantiaca.



Dentro das variedades sdo identificados varios morfotipos com caracteristicas
morfologicas especificas que permite distinguir populacfes de coqueiros (Liyanage 1958;
Peries 1996; Ekanayake et al. 2010). Diferentes morfotipos sdo provenientes de
populagdes naturais como “Gon Thambili” e “Ran Thambili” encontrados no Sri Lanka
(Solangi et al. 2010; Marasinghe et al. 2019), “San Ramon” encontrados nas Filipinas
(Jayasinghe e Hewajulige 2021) ou introduzidos em paises pelo mundo como exemplo
“Anao vermelho de Camardes”, “Ando vermelho da Malasia”, “Ando amarelo da
Malasia”, “Ando verde de Jiqui’, “Gigante da Praia do Forte”, “Gigante de Pacatuba”,
“Gigante de Jiqui” ¢ “Gigante de Merepe” no Brasil (Ribeiro et al. 1999; Jucé et al. 2002;
Loiola et al. 2008), “niu kafa” e “niu vai” no México (Zizumbo-Villarreal e Pifiero 1998;
Granados-Séanchez e Lopez-Rios 2002).

As variedades de C. nucifera cultivadas no Brasil sdo duas: variedade typica Nar.
(coqueiro gigante), e variedade nana Griff. (coqueiro ando) (Siqueira et al. 2002). A
variedade gigante é polinizada predominantemente de forma cruzada por insetos
(Conceicdo et al. 2004; Muniz et al. 2020), florescendo entre 6 e 8 anos apds o plantio.
Essa variedade € mais tolerante a solos e climas diversos, atinge altura média de 18 metros
e com periodo de producdo de 60 anos. J& a variedade coqueiro ando €
predominantemente  autopolinizada, florescendo entre 3 a 4 anos ap6s o plantio.
Adicionalmente, é mais susceptivel a pragas, doencas e seca, atinge altura média de 10
metros e possui periodo de produgdo de 40 anos (Liyanage 1958; Aragdo 2002; Siqueira
et al. 2002). Plantas obtidas pelo cruzamento entre as variedades typica e nana sao
chamadas de hibridos intervarietais. A variedade hibrida apresenta vantagens com relagao
aos parentais como maior e melhor qualidade da agua e da copra, fiboras com textura com
potencial para indUstria (Aragdo 2002) além de apresentar resisténcia a pragas
(Whitehead 1968; Baudouin et al. 2008; Koffi et al. 2016).

Cocos nucifera é uma palmeira onde todas as suas partes podem ser aproveitadas.
Os frutos podem ser comercializados verdes, para o consumo do endosperma liquido
(gua de coco), ou maduros, para a producdo de Gleo, leite de coco e do endosperma
ralado (Martins e Junior 2014). A &gua do coco possui potencial para exploracdo na
industria  biomédica e biotecnoldgica por possuir auxinas, citocininas, zeatinas,
giberelinas, &cidos inorganicos e vitaminas (Yong et al. 2009), além de apresentar efeitos
antioxidantes, cardioprotetores e imunoestimuladores (Debmandal e Mandal 2011). O
endosperma do coco maduro desidratado possui alto valor nutricional, rico em fibra

alimentar e proteina, e pode ser usado em uma ampla gama de produtos alimenticios
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(Kumalasari et al. 2020). O 6leo de coco é utilizado na alimentacdo humana, além possuir
um sabor suave, odor agradavel e facil digestdo (Granados-Sanchez e Lopez-Rios 2002),
apresentando potencial medicinal (Joshi et al. 2020). O 6leo de coco atua como
antibiético natural, ajudando a modular a imunidade. Isso porque os metabdlitos do 6leo
de coco liberam &cido laurico e monolaurina, conhecidos como agentes antimicrobianos
(Joshi et al. 2020). Aléem do potencial alimenticio e medicinal, o éleo de coco apresenta
potencial para uso na fabricacdo de biodiesel (Hoang e Le 2017), e na fabricacdo de
alimentos para aquicultura trazendo reducédo de custo e maior qualidades em comparacao
com outros 6leos (Apraku et al. 2017).

Tabela 1: Caracteristicas fenoldgicas e potencial de producdo de Cocos nucifera
das variedades nana, typica e hibrida.

HIBRID GIGANT
CARACTERISTICAS ANAO 0 E
SUSCEPTIVEL A N ) )
PRAGAS E SECA
ALTURA 10 m 18-20 m 18-20 m
PRODUGAO DE FRUTOS 150- i i
(FRUTOS/PLANTA/ANO) 200 130-130 60-80
PERIODO PRODUTIVO
(ANOS) 40 50-60 60
PESO DO FRUTO (G) 900 1200 1400
PESO DO NOZ (G) 550 700 800
NUMERO DE 150-
FRUTOS/ANO 200 200-20 120-130
D\é(éhg'\c")gpzifﬂiuzmo 10.000- 10.000- 5.000-
L IQUIDO/ANO 12.000 L/ha 12.000 L/ha 7.000 L/ha
COPRA 8 8,5-9,5 355
PRODUZIDA/ANO ton/ha ton/ha ton/ha
PERIODO DE 40-60 10:90 dias 100-150
GERMINACAO DA SEMENTE dias - dias

Fonte: Fontes et al. 2002; Martins e Junior 2014. Simbolos: (+) susceptivel, (-) ndo susceptivel.

Outro produto explorado € a casca do coco ou fibra. A casca apresenta potencial
médico-farmacéutico, sendo utilizada contra inflamacdo urogenital, amenorreia, diabetes
e diarreia, assim como o cha das raizes, para dores no estdbmago, e a agua, para O

tratamento de doencas renais (Lima et al. 2015). A fibra também pode ser utilizada como
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adubo, na complementacdo de macronutrientes na agricultura em plantacdes de melao
(Cosme et al. 2018), pimenta-de-caiena (Bustami et al. 2019) e pimentdo (Camposeco-
Montejo et al. 2018) por exemplo, melhorando significativamente a produtividade. Além
dessas utilizacGes a fibra, tem sido utilizado na indUstria de construcdo civil como reforco
em massa de concreto e blocos no solo (Danso 2017), o p6 da casca (Leman et al. 2017)
etiras do caule de coco (Ofuyatan etal. 2020). A utilizacdo desses materiais na constru¢do
civil tem ganhado atengdo nos Ultimos anos, pois proporciona um cardter econdmico,
ecologico e renovavel (Ofuyatan et al. 2020). A seiva da inflorescéncia de C. nucifera é
usada para a producdo do vinho, vinagre, alcool, xarope ou acucar (Ysidor et al. 2017).
De acordo Hebbar et al. (2020) a seiva da inflorescéncia de coco contém Vvarios
constituintes  bioquimicos  importantes para a salde, como compostos fendlicos,
flavonoides e vitamina A.

Cocos nucifera contribui diretamente com a renda de cerca de 20 milhdes de
pequenos agricultores, sendo uma das palmeiras mais valorizadas do mundo. Com isso,
cultivares especiais de coco, que possuem endosperma ou uma &gua saborosa, estdo
atraindo consideravel atencdo em muitos paises (Adkins et al. 2018).

A cultura de coco

Cultivado em mais de 90 paises, estima-se que a area plantada no mundo seja
superior a 12 milhdes de hectares, sendo a maior parte nos tropicos, com uma producédo
de mais de 60 milhdes de toneladas de frutos concentrados principalmente na Asia. Os
maiores produtores sdo Indonésia destaca-se como maior produtor seguido por Filipinas
e india (FAOSTAT 2019).

Desde 2010, a area plantada vem aumentando de forma ascendente no mundo,
porém a producédo de frutos ndo acompanha esse crescimento (FAOSTAT 2019), por ser
suscetivel as mudancas de mercado devido ao interesse em outros 6leos, desastres naturais
como vendavais, secas, doencas e pragas, as quais afetam a producéo e geram prejuizos.

Em 1992, foi criado a International Coconut Genetic Resources Network
(COGENT) pelo International Plant Genetic Resources Institute (IPGRI) composto por
38 paises produtores de coco distribuidos pela Asia, Africa, América Latina e Caribe
(Batugal e Rao Ramanatha, 2005), com a funcdo de buscar solucGes para as demandas e
problemas enfrentados pelos produtores em varias partes do mundo. Estes paises mantém

um banco internacional de genotipos de coco gque atuam em conjunto somando esforcos
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para a pesquisa dessa espécie. O Brasil encontra-se incluido neste seleto grupo e as
atividades sdo desenvolvidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
(EMBRAPA).

O cultivo do coco no Brasil iniciou-se na Bahia e espalhou-se pelo litoral nordestino
e pelos estados do Goids, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Sdo Paulo
(Martins e Junior 2014). A regido nordeste € a maior produtora de coco no pais com uma
area plantada com mais de 225 mil hectares (IBGE 2017), produzindo mais de 2 milhGes
de toneladas de frutos. O Brasil ocupa o quinto lugar na producdo mundial (FAOSTAT,
2019). Em 1990 o pais ocupava apenas a 102 posicdo no ranking mundial (Martins e
Junior 2014).

O Brasil se destaca mundialmente na produgdo de coco posicionando-se entre 0s
maiores produtores (FAOSTAT, 2019) sendo o maior produtor da América Latina
(Martins e Junior 2014). Porém, ndo é suficiente para atender a demanda do mercado
nacional, havendo necessidade de importacdes, principalmente da Indonésia e Filipinas,
considerados 0s maiores produtores mundiais. 1sso gera interferéncias no mercado
nacional e desestimula pequenos produtores (Martins e Junior 2014). Como estratégia
para estimular a produgéo nacional e pequenos produtores, o Brasil desenvolve atividades
de capacitacdo e projetos de pesquisa desenvolvidos pela EMBRAPA. Esses projetos tém
como objetivo o desenvolvimento de um programa nacional de conservagdo, manutengao
da diversidade das diferentes populagGes de coqueiro, além de permitir 0 acesso e troca
de germoplasma (COCOGENT 2019).

Encontrando condicBes favordveis, o C. nucifera tem capacidade de producédo
durante todo o ano (Holanda et al. 2007). Além do aspecto econdmico observado, as
plantagdes de coqueiro trazem avangos sociais e ambientais quando s&o exploradas de
forma sustentavel por comunidades litoraneas ou associadas a areas fragilizadas de
ecossistemas (Martins e Junior 2014) ou como agroflorestas (Baliton et al. 2017). O
coqueiral pode estar associado com outras culturas, desde que sejam observados 0s
espacamentos entre eles (Debmandal e Mandal 2011). Essa técnica € usada por pequenos
produtores, principalmente nos primeiros anos, quando ndo hd a producdo de frutos do
coco e a passagem de luz é maior (Fontes et al. 2002). No Brasil, o plantio pode estar
associado as culturas de subsisténcia como milho, mandioca e feijdo, ou com acriacdo de
animais (Fontes et al. 2002).

O coqueiro é uma planta que se desenvolve melhor em temperaturas médias,

proximas a 27°C, com umidade acima de 60%, pluviosidade mensal acima de 130 mm,
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luminosidade acima de 120h/més e ventos fracos a moderados (Passos 2002). A producdo
de mudas por produtores brasileiros inicia-se com a selecdo de matrizes com
caracteristicas de interesse e livres do ataque de pragas e doencas, com estipe reto, poucas

cicatrizes foliares, muitas folhas e uma boa produgéo de frutos (Fontes et al. 2002).

Propagacéao do coqueiro

O coqueiro propaga-se pela germinacdo de suas sementes, onde o caule desenvolve
apenas um meristema apical, sem a propagacao por divisdo de touceiras (Lorenzi 2004).
Assim, o principal método de multiplicacdo de C. nucifera é a producdo de mudas via
sementes em viveiros comerciais (Harries 2012), com uma germinacdo lenta e
desuniforme (Meerow e Broschat 2012; Loyola-Vargas 2018). Diante disso, Varios
autores destacam a necessidade de desenvolver protocolos para a micropropagacdo de
palmeiras, como o coqueiro, em virtude dos métodos tradicionais de melhoramento
genético das espécies serem complexos e demorados, especialmente em razdo do lento
crescimento (Pereira et al. 2007), da germinacdo em palmeiras ser considerada dificil
(Lopes et al. 2011; Harries 2012) e por ndo formar touceiras, o que impede 0 uso de
métodos de propagacdo vegetativa convencional (Lorenzi et al. 2010). Nesse contexto, a
cultura de tecidos vegetais, especificamente a rota da embriogénese somatica, se
configura como uma alternativa a propagacao ideal para a espécie.

A embriogénese somatica € um processo onde uma célula ou conjunto de células
competentes, apds uma série de mudancas bioquimicas e moleculares, formam um
embrido bipolar (Rai et al. 2011). Esta técnica tem-se mostrado promissora para a
otimizacdo do sistema produtivo e a perpetuacdo de vegetais (Zimmermann 2010), em
especial para espécies de palmeiras, visto que estas plantas ndo desenvolvem meriste mas
laterais (Lorenzi 2010).

De fato, existem protocolos de sucesso obtidos para palmeiras por meio da
embriogénese somatica. Steinmacher et al. (2007) produziram novas plantas de pupunha
(Bactris gasipaes), a partir de calos originados de embrides zigoticos em meio de MS
(Murashige e Skoog 1962) suplementado com a auxina Picloram. Scherwinski-Pereira et
al. (2010), ao combinar carvao ativado e Picloram, em testes realizados com embrido
zigético do acaizeiro Euterpe oleracea, obtiveram calos viaveis que contribuiram para
estudo de propagacdo da espécie. Moura et al. (2009) e Luis e Scherwinski-Pereira (2014)

alcancaram sucesso na inducdo de calos a partir de embribes zigoticos de Acrocomia
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aculeata, tornando-se uma alternativa de propagacdo da espécie. Dentre outros trabalhos,
citam-se a obtencdo de embrides somaticos a partir de explantes de folhas de dendezeiro,
Elaeis guineensis, inoculados em meio MS suplementados com &cido naftalenoacético
(ANA) e acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (Constantin et al. 2015) e de tamareiras,
Phoenix dactylifera (Linn.) em meio MS suplementado com 2,4-D (Othmani et al. 2009;
Kurup et al. 2014).

O primeiro trabalho com micropropagacdo em coqueiros foi descrito por Eeuwens
(1976), o qual utilizou como explantes, o caule, folhas e inflorescéncia, com o objetivo
de comparar o desenvolvimento dos calos em diferentes meios de cultura. Neste trabalho,
0 autor combinou uma concentracdo de micronutrientes e macronutrientes em meio de
cultura conhecida como Y3 (Eeuwens 1976). A partir de entdo, varios outros trabalhos
foram desenvolvidos com diferentes explantes visando amicropropagacdo de C. nucifera
via embriogénese somatica. Dentre os explantes utilizados, citam-se embrides zigoticos
(Karunaratne e Periyapperuma 1989), tecidos foliares (Buffard-Morel et al. 1992),
ovarios (Perera et al. 2009), anteras (Perera et al. 2008) e inflorescéncias (Sandoval-
Cancino etal. 2016). Dentre esses explantes, as plimulas tém sido um dos mais utilizados
na clonagem de C. nucifera (Hornung 1995; Chan et al. 1998; Fernando et al. 2003;
Pérez-Nurfiez et al. 2006; Sdenz et al. 2006; Bhavyashree etal. 2016). As plimulas podem
ser consideradas explantes mais eficientes para micropropagacdo de C. nucifera via
embriogénese somatica. Isso porque explantes menores exibem uma menor taxa de
comunicacdo entre as células, o que proporciona a multiplicacdo da massa celular
(Bettencourt et al. 2016). Naescolha de uma variedade para utilizacdo de pldmulas como
explantes em processo de embriogénese somatica, o C. nucifera var. nana tem se
mostrado viavel. 1sso porque o0 coco ando apresenta altas taxas de autofecundagdo. Ja para
a variedade de coco gigante e seus hibridos que possuem fertilizacdo cruzada, € indicado
outros explantes para o sucesso do processo de embriogénese somatica (Ledo et al. 2019).

Embora existam estudos que citam a producdo de plantas completas de coco por
meio da embriogénese somética (Pérez-Nufiez et al. 2006; Séenz et al. 2010), o processo
ainda ndo é bem compreendido (Fernando et al. 2010). Um dos fatores do baixo nimero
de plantas produzidas é a reconhecida recalcitrdncia de C. nucifera as manipulacdes
decorrentes do processo de embriogénese somatica, uma vez que a inducdo de um calo
regenerativo ndo é algo simples (Verdeil et al. 1994; Fernando et al. 2010; Jayaraj et al.
2015; Rajesh et al. 2016). Assim, observa-se a formacdo de tecido do tipo haustério,

sugerindo que o processo de embriogénese ocorreu sem a formacdo de caule e raiz
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(Karunaratne e Periyapperuma 1990). Com isso, mais investigacGes sdo necessarias para
otimizacdo de protocolos de micropropagacdo de coco via embriogénese somatica, 0 que
indica que protocolos eficientes de clonagem em C. nucifera ainda estéo longe de serem
completamente entendidos.

A micropropagacdo via embriogénese somatica também pode ocorrer em meio de
cultivo liquido, no interior de frascos com condicGes ambientais controladas, conhecidos
como biorreatores (Etienne e Berthouly 2002; Steinmacher et al. 2011). Dois tipos de
biorreatores podem ser utilizados, os de imersdo continua e os de imersdo temporaria no
meio de cultivo (Etienne e Berthouly 2002; Teixeira e Cid 2010).

Os biorreatores de imersdo temporaria sdo equipamentos semi-automatizados,
baseados na utilizagcdo de meio de cultivo liquido e recipientes de cultivo relativame nte
maiores (Teixeira et al. 1995; Tarmizi et al. 2008). Esse sistema tem sido utilizado com
intuito de reduzir a manipulagdo das culturas, os gastos com agentes gelificantes, o
numero de frascos envolvidos no processo e, consequentemente, 0s custos das mudas
produzidas (Teixeira et al. 1995; Tarmizi et al. 2008). Pesquisas a respeito do uso de

biorreatores para a propagacdo de genotipos de C. nucifera estdo ausentes na literatura.

A importéncia da anatomia na caracterizagdo de taxondmica

A caracterizacdo de germoplasma € necessaria para conhecer e diferenciar 0s
acessos. A criacdo de bancos de germoplasma de palmeiras tem o objetivo de manter e
conservar a variabilidade genética, tendo em vista a necessidade de fortalecer as acdes de
programas de melhoramento genético de palmeiras com grande potencial, como C.
nucifera (Ramos et al. 2015). Nesse sentido, o conhecimento das caracteristicas
anatdmicas das palmeiras € importante para a caracterizacdo de germoplasma, pois
fornece informaces para melhor compreender as interagdes ecoldgicas e a taxonomia
deste grupo de plantas (Tomlinson et al. 2011).

A descricdo da anatomia vegetal das palmeiras foi avaliada por Tomlinson (1961)
ao observar 250 espécies de 137 géneros. Nesse estudo, ele verificou que é possivel
classificar as palmeiras em grupos ao observar um conjunto de caracteristicas anatdmicas
que se mostram varidveis tanto na estrutura anatbmica interna como na externa das
palmeiras (Dransfield et al. 2008). Algumas espécies de palmeiras, por exemplo Sabal
mauritiiformis, Sabal mexicana e Sabal yapa apresentam feixes vasculares circundados

por espessas bainhas de fibras que sdo visualizadas aos pares. Essa estrutura anatbmica
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varia entre as palmeiras, e reflete a resisténcia e flexibilidade dessas plantas (Pérez e
Rebollar 2003). Assim como em outras palmeiras, a distribuicdo dos feixes vasculares
tornou-se um fator importante que influencia a classificacdo de diferentes grupos
(Tomlinson, 1961).

Horn et al. (2009) ao comparar os géneros Dypsis, Butia e Ceroxylon observaram
que as folhas pinadas, possuiam poucas diferencas na morfologia externa, ao contrario da
lamina foliar que apresentavam grandes diferencas anatbmicas quanto a presenca e
distribuicdo das fibras, e na simetria da lamina. Os géneros Dypsis e Ceroxylon tém uma
simetria dorsiventral, enquanto Butia apresenta uma lamina isobilateral (Horn et al.
2009). Essa € uma diferenca estrutural importante, porque as folhas isobilaterais, com
estomatos e mesofilo em ambas as epidermes das folhas podem aumentar as taxas de
fotossintese em ambientes com muita luz, diferente das folhas dorsiventrais (Smith et al.
1997). Essas e outras caracteristicas anatdmicas, relacionadas a epiderme e a hipoderme,
formam em conjunto muitas das variacbes anatdmicas mais facilmente perceptiveis nas
folhas das palmeiras (Horn et al. 2009).

Outra caracteristica anatbmica importante séo os corpusculos de silica. A presenca
e a forma dos corpos de silica podem caracterizar espécies, géneros e familias, tendo alto
valor taxondmico, pois essas estruturas sdo determinadas geneticamente com pouca
influéncia do ambiente (Moller e Rasmussen 1984). Em C. nucifera os corpos de silica
estdo associados as células epidérmicas dos segmentos foliares (Aradjo et al. 2013), e
também aos feixes vasculares de flores masculinas e femininas (Guevara e Jauregui
2008). A presenca de corpusculos de silica é comum em outras espécies de palmeiras,
ndo s6 na folha, mais associada a células epidérmicas, no floema dos feixes vasculares,
na nervura central e na bainha foliar (Silva e Potiguara 2008).

A cera epicuticular pode ser encontrada em diferentes padrdes de deposicdo em
palmeira, sendo til como um carater adicional para diferenciacdo taxondmica entre
géneros (Vianna et al. 2017). Outro carater anatdbmico importante para a identificacdo e
separacdo de espécies dentro de género de palmeiras é a nervura central (Vianna et al.
2017). De acordo com Vianna et al. (2017), no género Acrocomia, embora os tecidos e
as estruturas na nervura central sejam similares, o nimero, tamanho e distribuicdo destes
sdo diferentes em cada espécie desse género.

A localizacdo e a densidade dos estdmatos, pode estar associado a penetracdo de
doencas, considerando que estdmatos em maior densidade facilitam a insercdo de

patdgenos (Arauvjo et al. 2013), além de auxiliar na diferenciacdo taxondmica entre as
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variedades de C. nucifera (Manthriratna e Sambasivam 1974; Solangi et al. 2010). Os
estbmatos podem estar localizados no mesmo nivel das demais células circunvizinhas da
epiderme, como nos segmentos foliares de C. nucifera (Aradjo et al. 2013), ou abaixo das
células epidérmicas, como é observado em outras palmeiras (Henderson 2006).

Apesar de muitas estruturas anatdmicas serem (teis para classificacdo e
diferenciacdo de espécies, a anatomia deve ser tratada com cautela, pois algumas
estruturas podem ser influenciadas pelo ambiente (Evert 2006). Por isso que a
caracterizacdo morfo-anatbmica utiliza um conjunto de estruturas ao diferenciar as
variedades, espécies e géneros dentro do grupo de palmeiras (Tomlinson 1961). A
diferenciacdo entre as variedades de C. nucifera é baseada em caracteres morfoldgicos
tais como a estatura do vegetal, cor, peso e formato dos frutos (IPGRI 1995). Estudos
sobre as diferencas anatdmicas entre as variedades de C. nucifera ainda sdo pouco

exploradas.
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CAPITULO 1
Anatomia foliar antecipa a distingdo de duas variedades de Cocos nucifera

L. (Arecaceae) com formula vascular

Artigo a ser submetido a revista Annals of Botany
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RESUMO

Cocos nucifera € uma palmeira icbnica e importante para a economia de paises
tropicais, sendo usada como alimento e na producdo de bebidas, extracdo de 6leo e
fabricacdo de cosméticos, entre outros. S&o suas as variedades mais exploradas no Brasil.
Sdo elas as variedades nana e typica que sao distinguiveis na fase adulta. O objetivo deste
estudo foi identificar as diferencas anatdmicas foliares entre estas variedades. Cortes
transversais e preparados paradérmicos foram obtidos para os segmentos foliares de 21
individuos de cada variedade. Os resultados revelaram que existem diferencas
consideraveis entre as variedades estudadas, quanto a espessura do complexo cuticula-
parede celular periclinal externa, densidade dos estdmatos, espessura do mesofilo,
diametro do metaxilema e padrdo vascular. O mesofilo nas duas variedades apresenta uma
variacdo gradativa no tamanho das células. O padrdo na organizacdo dos feixes vasculares
foi representado por uma formula vascular, onde foi possivel perceber diferencas na
distribuicdo dos feixes vasculares entre as variedades nana e typica. Assim, constatamos
que esse padrdo vascular pode ser (til para distinguir C. nucifera ao nivel de variedades,
auxiliando na taxonomia destas plantas. Isto pode ajudar a antecipar a identificacdo das
variedades, pois as plantas podem ser distinguidas ainda jovens, antes de sua fase
reprodutiva, o que pode ser Util em programas de melhoramento da espécie a partir da
producdo de hibridos.

Palavras chave: anatomia foliar, coco-da-bahia, formula vascular, taxonomia.
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1. INTRODUCAO

Cocos nucifera L. é uma palmeira relevante a nivel mundial, com area plantada
superior a 12 milhdes de hectares, produzindo mais de 60 milhdes de toneladas de frutos
por ano (FAOSTAT 2019). E uma planta iconica e importante para a economia de paises
tropicais (Tomlinson et al. 2011; Martins e Junior 2014). A planta fornece aagua de coco,
6leo, leite de coco, endosperma ralado (Martins e Junior 2014), bebidas e acUcar de palma
(Granados-Sanchez e Lopez-Rios 2002). Suas estruturas podem auxiliar no tratamento de
enfermidades (Yong et al. 2009; Debmandal e Mandal 2011; Lima et al. 2015), ou servir
de matéria prima para a producdo de cosmeéticos, biocombustiveis, resinas e tintas
(Granados-Sanchez e Lopez-Rios 2002).

As duas variedades exploradas economicamente sdo a C. nucifera var. typica Nar.
e C. nucifera var. nana Griff., e a principal diferenca entre elas é o porte (Santos et al.
1996; Foale 2003). Ha ainda outras diferencas morfoldgicas relativas as folhas e caule,
ciclo fenoldgico (Santos et al. 1996; Siqueira et al. 2002) e tamanho do genoma (Neto et
al. 2016). Estas variedades também diferem quanto a caracteres de interesse agronémico,
como periodo de produtividade, quantidade de frutos por safra, tamanho dos frutos e

resisténcia a pragas ou seca (Siqueira et al. 2002).

Apesar destas diferencas, a identificacdo da variedade das plantas ainda em fase
vegetativa é dificil, especialmente em plantas jovens. Uma vez que um coqueiro leva em
média trés anos para comecar a se reproduzir (Fontes et al. 2002), € praticamente inviavel
distinguir as duas variedades antes disso.

Estudos anatdbmicos foliares tém gerado importantes contribuicbes para a
taxonomia das Arecaceae, possibilitando a distincdo de géneros e espécies (Hefler e
Longhi-Wagner 2010; Tomlinson et al. 2011; Gomes e Borges 2013; Noblick 2013;
Pinedo et al. 2016; Vianna et al. 2017). O primeiro estudo abrangente deste grupo foi
feito por Tomlinson (1961). O conhecimento nesta area estd bem avancado, mas alguns
géneros da familia ainda precisam de melhor abordagem anatémica (Tomlinson et al.
2011). A despeito da volumosa producédo cientifica neste tema, a avaliagdo das variagcdes
histoldgicas intraespecificas em plantas dessa familia ndo foi localizada.

Dados anatdmicos tém possibilitado a melhor compreensdo da interagcdo coqueiro -
patdgenos em C. nucifera (Eden-Green e Mpunami 2005; Aradjo etal., 2013), sendo Uteis

como subsidio para os trabalhos de melhoramento genético (Passos e Passos 2003). No
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entanto, o conhecimento sobre a anatomia foliar desta espécie ainda tem lacunas, e.g.
sobre seu padrao vascular.

Em Poaceae, os feixes vasculares séo classificados conforme sua ordem (Ellis
1976). Esta classificacdo revelou um padrdo vascular, onde a sequéncia da ordem dos
feixes condutores repete-se ao longo da folha, o que gerou a proposicdo de uma formula
vascular (Gomes e Borges 2013). O padrao e a formula vascular j& foram aplicados para
outras Arecaceae (Pinedo et al. 2016), mas ainda ndo foram testados para C. nucifera,
tampouco foram avaliados a nivel intraespecifico entre as monocotiledéneas como um
todo.

O objetivo do presente trabalho foi analisar a anatomia foliar das variedades typica
e nana de C. nucifera. Buscou-se também verificar se existe um padrdo vascular nas
folhas destas plantas e se este pode distinguir as variedades analisadas. A possivel
identificacdo das variedades das plantas enquanto ainda jovens, antes de sua fase

reprodutiva, € um dos objetivos aqui almejados.

2. MATERIAL E METODOS

Amostragem.

Acessos das variedades nana e typica de C. nucifera foram cedidos pelo Banco
Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Tabuleiros Costeiros. Todos o0s acessos foram
plantados entre os anos de 1982 a 1989. Os acessos da variedade nana estéo localizados
no Campo Experimental de Itaporanga D’Ajuda (11°06'40"S e 37° 11 '15"W), a 28 km
de Aracaju, cultivados em solo classificado como Neossolo quartzarénico. As plantas
estdo dispostas em espacamento de 7,5 x 7,5 x 7,5 m em triangulo equilatero. Os acessos
da variedade typica estdo localizados no Campo Experimental do Betume, municipio de
llha das Flores (10°26 05" S e 36°52 21" W), a 140 km de Aracaju, cultivadas em solo
classificado como Areia Quartzosa Distrofica. A pluviosidade média para as duas areas
de cultivo varia entre 1.250 - 1.400 mm anuais, com umidade relativa média de 75%. O
clima da regido é tropical chuvoso com verdo seco, segundo a classificacdo de Kdppen
(Peel et al. 2007).

Duas exsicatas testemunhas foram coletadas conforme o roteiro de Martins e
Filgueiras (2010) e depositadas no Herbario da Universidade de Brasilia (acrénimo UB,
conforme Thiers 2019), referentes as duas variedades: C. nucifera var. nana, G.C. Frugeri
13 (UB 219055); C. nucifera var. typica, G.C. Frugeri 15 (UB 219056).
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Para a caracterizacdo anatdmica, trés segmentos foliares foram coletados por
individuos, oriundos de 21 individuos da variedade nana e 30 individuos da variedade
typica. As amostras com 2 cn? foram retiradas da regido mediana das folhas e no terco
médio dos segmentos foliares entre a 92 e 142 folha, sendo fixadas em FAA 50 (Johansen
1940) e estocadas em etanol 50%.

Preparacdo do material botanico.

SecgOes transversais das amostras dos segmentos foliares foram obtidas em
microtomo de mesa do tipo Ranvier e clarificadas com hipoclorito de sodio (Kraus e
Arduin 1997). Os cortes foram lavados cinco vezes com agua destilada, corados com azul

de alcian e safranina etanolica 4:1 por ca. 5 minutos (Johansen 1940).

Para a obtencdo das preparagdes paradérmicas, amostras foliares com cerca de 1
c? foram imersas em solucdo de Franklin 30% (Johansen 1940) por 36 h a 60°C e
lavadas em agua destilada trés vezes. As epidermes foram coradas com safranina
etandlica 1% por 1 min (Johansen 1940).

Apos a coloracdo, ambos 0s cortes transversais e 0s preparados paradérmicos foram
desidratados em gradiente etandlico 50-60-70-80-90-100% e submetidos a gradiente de
etanolacetato de butila 3:1, 1:1, 1:3 (viv) e acetato de butila puro, produzindo laminas
permanentes lutadas com verniz vitral incolor (Paiva et al. 2006).

O registro das imagens foi realizado em fotomicroscépio associado ao
microcomputador com sistema de captura de imagens LAS EZ, no Departamento de
Boténica da Universidade de Brasilia.

Andlise anatdbmica.

A lista de caracteres analisados nas seccOes transversais e nas preparagdes
paradérmicas dos segmentos foliares encontra-se no Apéndice 1. A analise da
vascularizacdo foliar foi feita afim de identificar a presenca ou ndo de um padréo vascular
e para testar a aplicacdo da formula vascular (FV) conforme proposto por Silva (2011) e

adaptacOes para Arecaceae de Pinedo (2015).

As medicbes das estruturas celulares foram realizadas com auxilio do programa
ImageJ (Rueden et al. 2017). Os dados quantitativos foram determinados pela média
aritmética simples para cada variedade amostrada. Imagens dos cortes transversais foram
utilizadas para as medicGes da espessura do complexo cuticula-parede periclinal externa
adaxial, protoplasto da epiderme adaxial, espessura daepiderme, espessura da hipoderme

adaxial, espessura do complexo cuticula-parede periclinal externa abaxial, espessura do
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mesofilo e didmetro do metaxilema. As demais medicbes foram realizadas a partir de
imagens obtidas das preparacOes paradérmicas: comprimento do ostiolo, largura dacélula
guarda e densidade dos estdmatos por milimetro quadrado.

Para cada parametro, foram feitas ao menos trés medicGes, em trés segmentos
foliares de cada um dos 21 individuos utilizados para cada variedade, resultando em no
minimo 189 medicGes. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) pelo teste F e, quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste de

Tukey, ao nivel de 5% de significancia, por meio do software estatistico R.
Simbolos e letras para a representacao dos feixes vasculares

P — feixes vasculares de primeira ordem;

S — feixes vasculares de segunda ordem;

T — feixes vasculares de terceira ordem;

Q — feixes vasculares de quarta ordem;

X — qualquer feixe vascular; a auséncia de sobrelinhado indica feixe livre
adaxialmente; a auséncia de sublinhado indica feixe livre abaxialmente.

X— sobrelinhado simples indica feixe semi-travado adaxial;

X— sobrelinhado duplo indica feixe travado adaxial;

X— sublinhado simples indica feixe semi-travado abaxial,

X — sublinhado duplo indica feixe travado abaxial;

1>

—sobrelinhado e sublinhado indicam feixe semi-travado nas faces adaxial e

abaxial;

— sobrelinhado duplo e sublinhado duplo indicam feixe travado nas faces adaxial

IS

e abaxial;
() — bainha completa e aauséncia deste simbolo significa que ¢ bainha incompleta;
[ ] — isolamento de um grupo de feixes com as mesmas caracteristicas;
{ } — isolamento de mais de um grupo de feixes com as mesmas caracteristicas;
+ — soma grupos isolados dentro de uma representagdo e une duas representagdes
diferentes ocorrentes na mesma area;
[*| — clorénquima radial;

| | — mesofilo homogéneo;
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|-| — mesofilo isolateral;
IT| — mesofilo dorsiventral;

|J] — mesofilo dorsiventral gradativo;

3. RESULTADOS

Cocos nucifera L. (Figura 1-2)

Lamina foliar plana, sem ondulagfes. Epiderme uniestratificada, com células
comuns poligonais, com contorno reto a levemente curvo em ambas as faces. Folha
hipoestomética; complexo estomdtico paracitico, na regido intercostal, distribuicdo
irregular ou em fileiras; camaras subestomaticas presentes; cristas presentes nas faces
externa e interna nas células-guarda e nas subsididrias; células-guarda reniformes e
niveladas. Tricomas pluricelulares, estrelados e esparsos, em depressdes profundas da
epiderme abaxial. Células buliformes abaxiais, na axila da nervura mediana, com 3-4
camadas, retangulares, a maioria 1,5-6 vezes mais altas que largas. Hipoderme adaxial
com 2-3 camadas de células retangulares a isodiamétricas, de formato semelhante ou
diferente entre a primeira e segunda camadas; hipoderme abaxial as vezes pouco
conspicua, com 1 camada de células, altas ou ndo, secretoras ou ndo. Fibras adaxiais e
abaxiais adjuntas ou mergulhadas na hipoderme, em grupos de 3-14 células. Mesofilo
dorsiventral gradativo, parénquima clorofiliano denso, 5-12 camadas; células 5-12 vezes
mais altas que largas na regido adaxial, 1-3 vezes mais altas que largas na regido abaxial.
Feixes vasculares colaterais, até quarta ordem, os de terceira e quarta ordens abaixo da
metade do mesofilo; os de primeira ordem ovais, travados nas duas faces ou travados
adaxialmente e semitravados abaxialmente; metaxilema no centro, com 1(-3) elementos
de vaso; floema com 1-4 grupos de células condutoras separados por fibras; feixes de
menor calibre 13-31 entre dois de primeira ordem, predominantemente livres em ambas
as faces ou travados abaxialmente; os de segunda ordem elipticos, 1 ou 3 entre os feixes
de primeira ordem; os de terceira ordem elipticos, alternos aos feixes de primeira e
segunda ordens; os de quarta ordem circulares, alternos aos de terceira ordem. Bainha
externa endodérmica, incompleta em todos os feixes vasculares, pouco conspicua nos
feixes vasculares de primeira ordem e bem definida nos demais feixes; extensdo da
bainha presente nos feixes de primeira ordem, presente ou ndo abaxialmente nos feixes
de menor calibre, pronunciada ou ndo; bainha interna esclerenquimatica, completa nos

feixes de primeira e segunda ordens e variavel nos de terceira e quarta ordens; fibras com
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paredes celulares mais delgadas e limens maiores na regido adaxial e paredes mais
espessas e limens menores na regido abaxial. Margem foliar arredondada ou angulosa,
revoluta ou ndo; 1-2 camadas de colénquima com espessamento total, 3(-4) feixes
marginais circulares, elipticos ou ovais, com numerosas fibras de parede grossa abaxiais
e com ou sem elementos de condugdo; canais secretores 1-2, perto ou longe dos feixes

marginais.

Chave de identificacdo das variedades de Cocos nucifera
1’ Células-guarda 38,3pum compr.; células buliformes em 3 camadas; células da segunda
camada hipodérmica mais largas que altas; fibras adaxiais adjuntas a hipoderme;
mesofilo 408,8um espessura.; células adaxiais do parénquima clorofiliano 2-3 vezes
mais altas que largas; feixes vasculares de menor calibre 13-15entre dois de primeira
ordem, em geral livres em ambas as faces .........ccccceveriverirrinnn C. nucifera var. nana
17 Células-guarda 19,4pum compr.; células buliformes em 4-5 camadas; células da
segunda camada hipodérmica mais altas que largas; fibras adaxiais mergulhadas na
hipoderme; mesofilo 334,6um espessura.; células adaxiais do parénquima clorofiliano
(2)-12 vezes mais altas que largas; feixes vasculares de menor calibre 28-31 entre dois
de primeira ordem, em geral livres adaxialmente e travados abaxialmente

.................................................................................................... C. nucifera var. typica

Cocos nucifera L. var. nana Griff. (anédo)

(Figuras 1e 2A)

Lamina foliar com epiderme com complexo cuticula-parede periclinal externa
6,30pum espess. Epiderme adaxial 12,5um espess. Complexo estomatico com células-
guarda 38,3 x 5,37um, ostiolo 27,98um compr., densidade estoméatica 185,2 Células
buliformes em 3 camadas, a maioria 2 vezes mais altas que largas. Hipoderme adaxial
43,67um espess., com 2-3 camadas de células, a primeira e a segunda camadas com
células semelhantes entre si e predominantemente mais largas que altas; hipoderme
abaxial as vezes pouco conspicua, 17,97pm espess., com 1 camada de células mais
delgadas que as da face adaxial e a maioria mais largas que altas; fibras adaxiais
mergulhadas no mesofilo e adjuntas a hipoderme, em grupos de 3-14 ceélulas; fibras
abaxiais mergulhadas na hipoderme, em grupos de 3-7 células. Mesofilo 408,8um

espess.; parénquima clorofiliano com 8-12 camadas, células 2-3 vezes mais altas que
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largas nas camadas adaxiais, células (1)-2 vezes mais altas que largas nas camadas

abaxiais.

Figura 1. Seccdes transversais dos segmentos foliares de Cocos nucifera var. nana
Griff. A. Visdo geral: padrdo vascular com a sequéncia PQTQTQTQSQTQTQTQP. B.
Bordo foliar com feixes vasculares marginais e canais secretores (setas). C. Feixe
vascular de primeira ordem com metaxilkma central (MX) e floema (F) abaxial com
grupos de células condutoras separados por fibras. D. Axila foliar com 3 camadas
hipodérmicas adaxiais e 3 camadas de células buliformes abaxiais. Escalas: A= 500um,
B= 200pm, C-D=50pm. Legenda: Cb: célula buliforme; F: floema; FVP: feixe vascular
de primeira ordem; FVS: feixe vascular de secunda ordem; FVT: feixe vascular de
terceira ordem; FVQ: feixe vascular de quarta ordem: MX: metaxilema.
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Feixes vasculares de primeira ordem com vasos do metaxilema 68,75um diam.,
com extensdo abaxial dabainha pouco pronunciada e com fibras de parede delgada; feixes
de menor calibre 13-15 entre dois de primeira ordem, em geral livres em ambas as faces;
1 feixe de segunda ordem entre os de primeira ordem; 3 feixes de terceira ordem entre 0s

de segunda ordem; os de quarta ordem alternos aos de terceira ordem.
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Figura 2. Epiderme abaxial da folha de Cocos nucifera (A-B, D: preparado
paradérmico; C, E: seccOes transversais). A, C, D, E. Var. nana. B, C, D, E. Var. typica.
A-B. Epiderme abaxial da var. nana (A), com tricoma (estrela), e da var. typica (B). C.
Estbmato com cristas externas e internas nas células-guarda e subsididrias (setas). D.
Complexo estomatico paracitico. E. Tricoma pluricelular em depressdo. Escalas: A, B=
50pm; C-D=20pum; E=50um. Legenda: ES: estobmato; CS: célula subsidiaria; CG: célula
guarda; TR: tricoma.
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Cocos nucifera L. var. typica Nar. (gigante)

(Figura 3)

Lamina foliar com epiderme com complexo cuticula-parede periclinal externa
cerca de 4,97um espess. Epiderme adaxial 11,8um espess. Epiderme adaxial 11,82um
espess. Complexo estomatico com células-guarda 19,4 x 6,0pm, ostiolo 7,19um compr.,
densidade estomatica 154,7. Células buliformes em 4-5camadas, a maioria 2 vezes mais
altas que largas. Hipoderme adaxial 51,93pum espess. com 2 camadas de células de
formato diferente entre si, células predominantemente mais altas que largas na segunda
camada; hipoderme abaxial 18,89um espess., com 1 camada de células de altura
semelhante as da face adaxial e em sua maioria mais altas que largas; fibras adaxiais e
abaxiais mergulhadas na hipoderme, em grupos de 3-11 células adaxiais e de 3-16 células
abaxiais. Mesofilo 334,6pum espess.; parénquima clorofiliano com 5-6 camadas, células
adaxiais (2)-12 vezes mais altas que largas, células 2-3 vezes mais altas que largas nas
camadas mais abaxiais. Feixes vasculares de primeira ordem com vasos do metaxile ma
48,43um didm., com extensdo abaxial da bainha muito pronunciada e com fibras de
parede espessa; feixes de menor calibre 28-31 entre dois de primeira ordem, em geral
livres adaxialmente e travados abaxialmente; 3 feixes de segunda ordem entre os de
primeira ordem; 3 feixes de terceira ordem entre os de segunda ordem; os de quarta ordem

alternos aos de terceira ordem.
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Figura 3. Secc0es transversais dos segmentos foliares de Cocos nucifera var. typica
Nar. A-B. Visdo geral (B= detalhe de A): mesofilo dorsiventral gradativo e padréo
vascular com a sequéncia: PQTQTQTQSQTQTQTQSQTQTQTQSQTQTQTQP. C.
Bordo foliar com feixes vasculares marginais e canais secretores (setas). D. Feixe
vascular de primeira ordem com metaxilkma central (MX) e floema (F) abaxial com
grupos de células condutoras separados por fibras; notar estbmato com cristas nas células-
guarda e subsididrias e a camara subestomatica. E. Axila foliar com 2 camadas
hipodérmicas adaxiais e 4 camadas de células buliformes abaxiais. Escalas: A= 500um,
B, D= 50pum, C=200pm. Legenda: Ch: célula buliforme; F: floema; FVP: feixe vascular
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de primeira ordem; FVS: feixe vascular de secunda ordem; FVT: feixe vascular de
terceira ordem; FVQ: feixe vascular de quarta ordem: MX: metaxilema.

Tabela 1. Carateres anatdmicos quantitativos foliares de Cocos nucifera variedades
nana e typica. Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os

tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Variedades
Caréateres anatémicos nana typica
() ()
Espessura da cuticula-parede celular
. 6,30 a 4,97 b
adaxial
Espessura da epiderme adaxial 12,53 a 11,82a
Espessura do protoplasto da epiderme
_ P ProTop P 8,49 a 8,14 a
adaxial
Espessura da cuticula-parede  celular
. 4,73 a 3,88 a
abaxial
Espessura da epiderme abaxial 12,09 a 11,04 a
Comprimento do ostiolo 28,83 a 28,12 a
Largura da célula guarda 537a 6a
Densidade estomatica 185,2a 154,7b
Espessura da hipoderme adaxial 43,67 a 51,92 a
Espessura da hipoderme abaxial 17,97 a 18,89 a
. 334,62
Espessura do mesofilo 408,88 a 1
) ) ) o 2.056,76 2.422,0
Distancia entre feixes de primeira ordem
a 2a
Diametro do metaxilema 68,74 a 48,43 b

As variedades de C. nucifera apresentam um padrdo vascular, que pode ser
expresso sob as duas formulas vasculares a seguir.

Formula vascular de C. nucifera var. nana Griff. (ando):

|P{QTQTQTQ}S{QTQTQTQ}P| |/|
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Formula vascular de C. nucifera var. typica Nar. (gigante):

|p{ererere}s{ererere}s{erararelsferarerae} p| v

As amostras dos segmentos foliares desidratadas sdo apresentadas na Figura 4.

Figura 4. Face abaxial dos segmentos foliares das variedades de Cocos nucifera,
apos desidratacdo por 2h. A. Var. nana: nervuras de menor calibre pouco conspicuas. B.
Var. typica: nervuras de menor calibre bem evidentes. Escala: A=B=500um.

4. DISCUSSAO

O presente trabalho é a primeira descricdo de variagBes anatdbmicas intraespecificas
em Cocos nucifera e possivelmente em Arecaceae, considerando que ndo foram
encontrados relatos similares na abrangente literatura anatdmica sobre esta familia (e.g.
Tomlinson 1961; Hefler e Longhi-Wagner 2010; Tomlinson et al. 2011; Gomes e Borges
2013; Noblick 2013; Pinedo et al. 2016; Vianna et al. 2017).

A anatomia foliar de Cocos nucifera foi analisada por Aradjo et al. (2013), mas nao
foi especificada a variedade descrita. O presente trabalho identificou ao menos 23
diferengas histologicas entre as variedades nana e typica, que estdo entre as mais
cultivadas desta espécie (Santos et al., 1996; Siqueira et al., 2002), destacando-se 0s
carateres: comprimento das células-guarda; nimero de camadas e formato das células
buliformes; altura relativa das células da segunda camada hipodérmica e daquelas do
parénquima clorofiliano; insercdo ou ndo das fibras na hipoderme; espessura do mesofilo;
ndmero de feixes vasculares de menor calibre entre dois feixes de primeira ordem e se
séo travados ou ndo. Outra diferenca marcante constatada refere-se ao padrdo vascular
(vide adiante). Com base nestas caracteristicas, pode-se inferir que a var. nana foi usada
no trabalho de Aradjo et al. (2013).
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Em Arecaceae, aepiderme é formada por células dispostas em fileiras longitudinais
ao longo dos segmentos foliares, tendo hipoderme nas faces adaxial e abaxial (Tomlinson
et al. 2011; Noblick 2013). As células epidérmicas comuns tém paredes anticlinais retas
em todas as espécies de Allagoptera L. (Antunes e Defaveri et al. 2015; Pinedo et al.
2016) e em espécies de Butia Becc. (Sant’Anna-Santos et al. 2018), sendo
acentuadamente sinuosas em Mauritia flexuosa L.f. (Passos e Mendonga, 2006; Guevara
etal. 2011). Paredes anticlinais sinuosas distinguem aepiderme de Attalea speciosa Mart.
de outras espéecies do género (Mata et al. 2022). J& em C. nucifera estas células se
mostraram invariavelmente de contorno reto e ndo distinguem as variedades.

De modo geral, a epiderme forneceu poucos caracteres para fins taxondmicos no
presente estudo. A espessura da epiderme na face adaxial (cortes transversais) ndo
apresentou diferenca significativa entre as variedades estudadas (Tabela 1). As folhas sdo
hipoestométicas em ambas as variedades e ndo apresentaram diferencas significativas
guanto ao comprimento dos ostiolos e largura das células guardas. Um grande numero de
carateres epidérmicos é encontrado em outros grupos de monocotileddneas, como as
Poaceae (Ellis 1976; Oliveira et al. 2015, 2019; Reis et al. 2015; Werllen-Santos et al.
2021) e Cyperaceae (Hefler e Longhi-Wagner 2010). J& Arecaceae parece estar longe
disto (e.g. Pinedo et al. 2016; Mata et al. 2022) e a variacdo intraespecifica reduzida na
epiderme foliar de C. nucifera esta dentro do esperado.

A espessura da protecdo de cera e 0 seu desenvolvimento na epiderme estdo
relacionados com a quantidade de luz e a umidade do ar (Ranasinghe et al. 1999). A
cuticula epidérmica é a principal barreira contra a perda de agua no corpo primario do
vegetal (Riederer e Schreiber 2001) e esta estrutura foi significativamente mais espessa
na var. nana do que na var. typica (Tabela 1), o que poderia contribuir para uma maior
resisténcia a seca. Por um lado, a var. nana foi reportada como mais sensivel as variagdes
de umidade (Liyanage 1958; Aragdo 2002; Siqueira et al. 2002); por outro lado, ha
genotipos com maior e menor resisténcia a seca para as duas variedades (Nainanayake et
al. 2008; Samarasinghe et al. 2022). Estes dados indicam que a cuticula ndo é o Unico
fator determinante desta caracteristica agronémica.

Os estdbmatos estdo dispostos em fileiras paralelas em C. nucifera, separadas por
células comuns (Fig. 3A-B), sendo esta uma caracteristica comum para folhas
paralelédromas (Cutter 1969; Evert e Esau 2013). O complexo estoméatico é responsavel
pela regulacdo da transpiracdo (Abdulrahaman e Oladele 2009). Manthriratna e

Sambasivam (1974) e Solangi et al. (2010) constataram uma maior densidade dos
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estbmatos na var. nana do que na typica, o que foi corroborado pelo presente trabalho
(Tabela 1). Por outro lado, estes autores consideraram que esta caracteristica ndo é
relevante para distinguir estas variedades (Manthriratna e Sambasivam 1974; Solangi et
al. 2010). Efetivamente, a contagem estomatica demanda muito tempo e requer a
obtencdo dos preparados paradérmicos.

A produtividade em C. nucifera esta relacionada a fatores ambientais como a
umidade, e a transpiracdo estd relacionada com o resfriamento do dossel, taxas de
fotossintese, producdo de flores femininas e queda de frutos imaturos (Nainanayake et al.
2008). Isso pode explicar o melhor desempenho da var. nana para a producdo de frutos
(Aragdo 2002; Siqueira et al. 2002), visto que ela possui melhores valores para espessura
do complexo cuticula-parede celular periclinal e densidade estomatica.

A densidade estomatica em C. nucifera pode ter relacio com doencas foliares
(Pascholati e Dalio 2011), uma vez que o ostiolo dos estdmatos pode ser a principal porta
de entrada dos fungos nestes 6rgdos (Vitoria et al. 2008; Bhuiyan et al. 2021).

As celulas-guarda das palmeiras tém formato reniforme, e encontram-se localizadas
ao nivel das demais células epidérmicas (Tomlinson et al. 2011; Aradjo et al. 2013; Fig.
3C). Cristas sdo relatadas em estdmatos de espécies de Allagoptera (Pinedo et al. 2016),
Butia (Sant’Anna-Santos et al. 2018), Oenocarpus (Silva e Potiguara 2008) e em
Socratea exorrhiza (Kikuchi et al. 2016). Esta carateristica ndo foi descrita para Cocos,
mas € possivel identific-la em ilustragdes (Tomlinson et al. 2011, Fig. 79a).

Em geral, as cristas sdo saliéncias cuticulares relatadas para as células-guarda
(Dilcher 1974). Pinedo et al. (2016) descreveram também as cristas nas ceélulas
subsidiarias. Ambos os tipos de cristas sdo projeces que criam microcamaras ao nivel
da epiderme foliar, onde possivelmente o vapor de dgua se acumula, diminuindo sua perda
pela acdo do vento e diminuindo a transpiracao.

Abdulrahaman e Oladele (2009) apontaram o complexo estomatico como paracitico
em C. nucifera; ja Aragjo et al. (2013) consideraram que seria tetracitico, com células
subsidiarias polares em comum entre estdmatos vizinhos (células geminadas).

A interpretacdo desta caracteristica requer a analise dos estbmatos em vista frontal
(Fig. 2A-B) e em secgdo transversal (Fig. 2C). De fato, ha duas células subsidiarias, e ndo
quatro. Esta controvérsia na literatura possivelmente se deva a que, em vista frontal, as
células subsidiarias ficam fora de foco, aparecendo apenas uma parte muito estreita das
mesmas. Também a organizacdo das células epidérmicas vizinhas, geralmente em nimero

de quatro, pode sugerir que sdo subsidiarias; no entanto, elas tm formato e ndmero
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inconstantes e sdo similares a outras células comuns da epiderme. Desta forma, ha duas
células subsidiarias no complexo estomatico em C. nucifera, ambas paralelas as celulas-
guarda, pertencendo ao tipo paracitico, conforme os critérios de Dilcher (1974).

Os tipos de tricomas em Arecaceae tém utilidade taxon6mica e filogenética
(Henderson e Stevenson 2006). As folhas de Allagoptera ndo possuem tricomas (Pinedo
et al. 2016), enquanto que as de Oenocarpus podem apresentar tricomas tectores
pluricelulares em ambas as faces (Silva e Potiguara 2008). Em Mauritia flexuosa, os
tricomas sdo simples e unicelulares (Passos e Mendonca 2006). J& em C. nucifera, 0s
tricomas sdo exclusivamente abaxiais, com a base formada por 3-4 células (Tomlinson et
al. 2011; Aratjo et al. 2013), sendo escassos e sem diferencas entre as variedades aqui
analisadas.

Células buliformes em C. nucifera encontram-se dispostas em trés ou mais camadas
com formato retangular, préximas & nervura principal abaxial semelhante ao encontrado
em outras Arecaceae (Silva 2006; Gomes e Borges 2013; Pinedo et al. 2016). As células
buliformes foram também descritas para as familias Poaceae, Cyperaceae e Juncaceae,
sendo elas responsaveis nesses grupos por enrolar as laterais do limbo como mecanismo
de resisténcia ao estresse hidrico (Grigore e Toma 2017) e ao perderem é&gua acabam
reduzindo o turgor, o que ocasiona o dobramento dafolha (Ellis 1979). De um modo geral
as células buliformes nas monocotileddneas sdo adaxiais (Oliveira et al. 2015), enquanto
nas palmeiras sdo abaxiais (vide Silva e Potiguara 2008; Pinedo et al. 2016). Em espécies
de Cyperus as variagdes no numero de camadas celulares e a ocorréncia de grupos de
fibras juntos com as células buliformes foram caracteristicas importantes para separar as
espécies (Hefler e Longhi-Wagner 2010). No presente trabalho, o nimero de camadas das
células buliformes e seu formato predominante separou as duas variedades de C. nucifera.

Em Arecaceae, a hipoderme esta presente nas duas faces foliares, sendo mais
desenvolvida adaxialmente (Tomlinson etal. 2011). Espécies de Acrocomia apresentam
uma camada simples hipodermica, que ndo possibilita a distincdo de suas espécies entre
si (Vianna et al. 2017). Ja C. nucifera possui 2-3 camadas hipodérmicas adaxiais, que
relnem caracteres distintivos anivel intraespecifico. Enquanto a var. nanatem o formato
semelhante destas células adaxiais, que sdo mais largas que altas, a var. typica distingue-
se com celulas mais altas que largas na segunda camada hipodérmica. As células
hipodérmicas abaxiais também seguem este padréo.

As fibras subepidérmicas e ndo vasculares constituem feixes paralelos a nervura

principal e sdo comuns nas folhas das Arecaceae (Guevara et al. 2011; Vianna et al.
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2017), fornecendo suporte mecanico aos tecidos no periodo de seca (Guevara et al. 2011;
Tomlinson et al. 2011). Em C. nucifera, a var. nana distinguiu-se por ter 0s grupos de
fibras adjuntos a hipoderme, enquanto a var. typica apresenta fibras mergulhadas na
hipoderme, sendo este um bom carater taxonémico intraespecifico. A associagdo dos
feixes de fibras com a hipoderme adaxial € uma caracteristica bastante comum na tribo
Cocoseae (Tomlinson et al. 2011; Pinedo et al. 2016) e que aqui também foi constatada.
No entanto, espécies de Acrocomia (também desta tribo) apresentam as fibras a diferentes
alturas no mesofilo, sem associacdo com a hipoderme.

Seguindo a classificacdo apresentada por Pinedo et al. (2016), o mesofilo foliar
apresenta simetria dorsiventral gradativa nas duas variedades de C. nucifera. O mesofilo
é ca. 21% mais espesso na var. nana do que na var. typica (Tabela 1). O parénguima
clorofiliano é denso, sem espacos intercelulares, exceto nas camaras subestomaticas
(Tomlinson et al. 2011; Fig. 1-2). No clorénquima, um bom carater para a distingdo das
variedades € a altura relativa das camadas celulares adaxiais e abaxiais, que Ssdo
acentuadamente mais altas na var. typica do que na var. nana.

Tlrpe (1967) classificou os feixes vasculares das Poaceae, em que 0s de primeira
ordem apresentam vasos de metaxilema, enquanto os demais sé tém protoxilema, sendo
denominados de segunda e terceira ordens conforme seus calibres. Esta classificagcdo foi
adotada no presente trabalho, onde se constatou que C. nucifera apresenta feixes
vasculares de até quarta ordem.

Os vasos de metaxilema nos feixes de primeira ordem sdo 42% mais largos na var.
nana do que na var. typica (Tabela 1). Vasos mais largos transportam maiores volumes
de seiva, mas também estdo mais vulneraveis ao embolismo, que se agrava quanto mais
alta é a planta, havendo, portanto, uma relacdo entre didmetro dos vasos e a altura das
plantas (Rosell et al. 2017). A altura maior das plantas da var. typica pode ter relagdo com
o didametro menor de seus vasos no metaxilema.

Nos feixes vasculares de Arecaceae, o floema ¢ abaxial e pode estar dividido em
grupos de células condutoras separados por fibras (Henderson 2006; Aradjo et al. 2013;
Santanna-Santos et al. 2015; Pinedo et al. 2016). O nimero de grupos celulares no floema
ndo se mostrou distintivo das variedades de C. nucifera.

Um ndmero varidvel de feixes de menor calibre ocorre entre dois feixes de primeira
ordem nas folhas das Arecaceae (Guevara et al. 2011; Tomlinson et al. 2011; Pinedo et
al. 2016; Vianna et al. 2017) e que podem fornecer bons caracteres taxondmicos. Espécies

de Acrocomia apresentam estes feixes no meio do mesofilo (Vianna et al. 2017). Ja em
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C. nucifera, eles sdo abaxiais, sendo livres na var. nana e travados abaxialmente na var.
typica.

Tirpe (1966) distinguiu os feixes vasculares em travados (com extensdo lignificada
da bainha do feixe vascular ligada a epiderme), semi-travados (com uma fileira de células
nao lignificadas entre a extensdo da bainha e a epiderme) e livres (extensdo da bainha do
feixe ndo ligadas a epiderme). Esta classificacdo foi adaptada para Arecaceae (Pinedo et
al. 2016), tendo em vista que as folhas desta familia apresentam hipoderme.

Apos a desidratacdo, os feixes de menor calibre ficam muito mais perceptiveis na
face abaxial foliar da var. typica que da var. nana (Fig. 4). Esta caracteristica
macroscopica pode auxiliar na identificacdo das plantas no campo e pode estar
relacionada a que estes feixes sdo abaxialmente travados na var. typica. A desidratacéo
possivelmente revela a presenca do esclerénquima que esta mais proximo da superficie
foliar, em detrimento daquele que esta mais afastado.

Um padrdo vascular, inicialmente descrito para Poaceae (Siva 2011),
posteriormente foi constatado em Allagoptera, Arecaceae (Pinedo et al. 2016) e aqui
também ¢é reportado para Cocos. Este padréo refere-se a sequéncia dos feixes vasculares
de menor calibre entre dois feixes de primeira ordem (P), denominados de segunda (S),
terceira (T) e quarta ordens (Q).

A sequéncia dos feixes no padrdo vascular € dificil de ser traduzida nas descricdes
anatdmicas e astorna longas e complexas. Silva (2011) propbs uma formula vascular para
facilitar o entendimento deste padrdo. Esta formula foi aplicada aqui (vide Resultados) e
constatou-se que as variedades nana e typica podem ser distinguidas entre si por suas
respectivas formulas vasculares. Até entdo, os trabalhos realizados com o intuito de
descrever padrdes vasculares visaram distinguir espécies, e alcangaram este objetivo com
éxito (Silva 2011; Pinedo et al. 2016). O presente trabalho é a primeira aplicacdo da
formula vascular a nivel intraespecifico e esta formula se mostrou sintética, facil de ser
interpretada e com grande utilidade taxondmica.

N&o foi identificado carater com utilidade taxondmica infraespecifica relativo a

margem foliar.

5. CONCLUSAO
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O estudo realizado ressalta a importancia das caracteristicas morfo-anatbmicas para
distingdo entre variedades de C.nucifera. Foram observadas diferencas consideraveis que
permitem distinguir as variedades estudadas, tanto por meio de caracteres quantitativos
como qualitativos.

O padrdo vascular foi constatado nas plantas estudadas e a aplicagdo da formula
vascular se mostrou viavel para traduzir este padrdo, possibilitando a distingdo das
variedades de C. nucifera. Tanto o padrdo vascular, como a formula vascular constituem
bons carateres para uso taxondémico.

Os carateres histologicos foliares descritos podem ser U(teis em programas de
melhoramento da espécie, facilitando a identificacdo das variedades enquanto jovens,
antes de sua fase reprodutiva. Eles podem ajudar a antecipar a identificagdo das
variedades, pois as plantas podem ser distinguidas ainda jovens.

A identificacdo das variedades por meio da visualizagdo dos feixes vasculares nos
segmentos foliares desidratados pode ser (til para o produtor, devido a simplicidade da
técnica macroscopica, que na verdade revela ao olho nu caracteristicas microscopicas das

folhas analisadas.
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CAPITULO 1I

OTIMIZACAO DE ETAPAS DA EMBRIOGENESE SOMATICA A PARTIR
DE PLUMULAS DE COQUEIRO (Cocos nucifera L.), var. Ando Verde do Brasil de
Jiqui (AVel)
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RESUMO

Cocos nucifera L. é uma palmeira com varias aplicagdes na industria e larga
producdo em diferentes paises localizados nas regifes mais quentes do planeta. O plantio
em grande parte ocorre por mudas originadas de cruzamento entre variedades com
caracteres desejaveis. Assim como outras palmeiras, C nucifera possui apenas o
crescimento  primario de seu meristema apical, ndo formando perfilhos. Essa
caracteristica impede sua multiplicacdo através de técnicas de propagacdo vegetativa
convencionais. Nesse contexto, a embriogénese somatica € uma ferramenta que pode
permitir a multiplicacdo em grande escala de plantas. Com esse objetivo, este trabalho
procurou estabelecer estratégias para o0 desenvolvimento de um protocolo para a
clonagem de coqueiro da variedade Ando Verde do Brasil de Jiqui (AVel). Para a
embriogénese somdtica foram utilizados como explante plimulas de embrides zigoticos
cedidos pela Embrapa Tabuleiros Costeiros, excisadas de embrides retirados de frutos
maduros. Durante a etapa de inducdo de calos foram avaliados diversos fatores em pelo
menos trés experimentos: i) o efeito das auxinas 2,4-D e Picloram em concentracdes de
600pM na formacdo de calos semifridveis, onde o regulador de crescimento 2,4-D
apresentou resultado superior para a formacdo de calos semifriaveis; ii) Avaliagdo da
capacidade de formacdo de calos em razdo do periodo de armazenamento das plimulas
excisadas durante 1, 2, 3, 15, 25 e 35 dias, onde ndo houve diferencas estatisticas quanto
a formacdo e oxidacdo entre os periodos; iii) O efeito de diferentes concentracdes de
regulador 2,4-D em meio de cultura com e sem carvdo ativado na formacdo de calos
semifriaveis, onde embora tenha havido a formacdo de calos em todas as concentragdes
testadas, plumulas inoculadas em meio contendo carvao ativado nas concentragdes de 450
e 600pM obtiveram melhores respostas ao final do periodo de cultivo. Na etapa de
multiplicacdo, estruturas embriogénicas dos calos obtidos foram transferidos para frascos
contendo meio liquido sob agitacdo. Em pelo menos dois experimentos foram analisados
0 efeito da coloracdo inicial dos calos (amarelo e branco), e o tamanho do explante
inoculado sobre a multiplicacdo (filetado e fragmentado). Verificou-se que apenas o
tamanho do explante apresentou diferencas significativas, com maior formagdo de novas
estruturas para os fragmentos filetados. A influéncia do meio de cultivo para essa etapa
foi testada utilizando-se MS e Y3 em diferentes tempos de cultivo 30-120 dias. Os
resultados mostram que ndo houve diferenca entre os meios de cultivo utilizados, sendo

30 dias de cultivo o periodo minimo necesséario para manutencdo dos calos nessa etapa.
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Foram obtidos embribes somaticos durante a etapa de diferenciacdo na sua grande maioria
fusionados. Observou-se apenas mudancas na morfologia dos calos inoculados em meio
Y3 acrescido de 5 M de 2,4-De 300 pM de BAP e %2 MS sem adicéo de reguladores. A
formacdo de raizes e parte aérea foi observada em calos provenientes da indugdo em meio
de cultura contendo Picloram e inoculados em frascos tipo RITA®, porém as plantas
geradas apresentavam aspecto anémalo. O tamanho do fragmento para essa etapa
apresentou relacdo com oaumento da massa do calo para o conjunto formado com maior

guantidade de estruturas esféricas, denominadas de cluster.

Palavras-chave: Arecaceae, Cocos nucifera, coqueiro, embriogénese somatica,
plimula, RITA®
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1. INTRODUCAO

Cocos nucifera L. conhecido como arvore da vida, é uma palmeira cultivada em
varios paises do mundo (FAOSTAT 2019). A espécie é importante para a industria (Kalil-
Filho e Resende 2001; Debmandal e Mandal 2011; Asghar et al. 2019; Machado et al.
2020) e para populacdes menos favorecidas, contribuindo no aspecto econdmico e
ambiental em areas de ecossistemas degradados (Martins e Junior 2014). Boa parte dos
produtos explorados a partir dessa palmeira tem origem no fruto. O endosperma liquido
retirado do fruto, ainda verde, é utilizado como bebida e quando maduro € utilizado para
producdo de 6leo, leite ou ralado (Martins e Junior 2014), para a extracdo de farmacos
(Lima et al. 2015) e biomoléculas (Yong et al. 2009). Adicionalmente, salienta-se a
extracdo potencial de um novo tipo de nanofibras de celulose a partir do seu pedinculo
(Nagarajan et al., 2019) e o uso potencial da seiva oriunda de suas inflorescéncias para
producdo de acglcar com propriedade nutricionais e antioxidantes (Asghar et al. 2019).

Cocos nucifera se reproduz apenas pela germinacdo de suas sementes (Blake
1990; Foale 2005), ja que seu caule ndo forma touceiras e desenvolve apenas um
meristema apical (Lorenzi 2004). Em C. nucifera, o fruto e semente sdo confundidos
(Harries 2012). Os frutos possuem sementes grandes que apresentam comportamento
recalcitrante e sem periodo de dorméncia (Batugal et al. 2005). Apesar de ser uma espécie
conhecida ha tempos pelo homem e cultivado em mais de 90 paises (Perera et al., 2009),
0 seu principal método de multiplicacdo € a producdo de mudas via sementes em viveiros
comerciais (Harries 2012), com uma taxa de germinagdo que difere entre as variedades
(Muhammedali e Thomas 2014; Shareefa et al. 2014).

Em condicBes naturais, as palmeiras tém germinacdo lenta e desuniforme,
caracteristica observada em sementes de C. nucifera (Meerow e Broschat 2012). Embora
a propagacdo sexuada seja a principal via para multiplicacdo dessa espécie (Lédo et al.
2019), o rendimento dessa rota € insuficiente para atender a demanda crescente por mudas
(Solis-Ramos et al. 2012), em funcdo da senescéncia e ocorréncia de pragas, como 0
amarelecimento letal (Harrison e Oropeza 2008), além deste tipo de propagacdo gerar, na
maioria das vezes, plantas em campo de baixa qualidade, em razdo do uso de sementes
ndo selecionadas para a producdo das mudas e da segregacdo genética originada deste
tipo de matéria, fatores que tém afetado a producédo e longevidade dos coqueiros (Koffi
et al. 2016; Vijay Selvaraj et al. 2017; Lédo et al. 2019).
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Em C. nucifera ndo existem métodos de propagacdo vegetativa convencional, dada
a auséncia de crescimento de ramos laterais, caracteristica tipica da familia Arecaceae.
Diante disso, as técnicas de cultivo in vitrosurgem como uma alternativa para propagacao
de genotipos de C. nucifera de alto rendimento e resistentes a doencas (Rajesh et al.
2016). Assim, uma vez dominada a técnica, plantas elite de C. nucifera, provenientes de
programas de melhoramento genético, podem ser clonadas em larga escala a partir de
protocolos especificos por embriogénese somatica. Tal rota de propagacdo in vitro é
caracterizada pelo desenvolvimento de estruturas similares a embribes zigoticos,
conhecidas como embrides somaticos, a partir de tecidos que ndo sdo originarios do
processo de fertilizacdo (Williams e Maheswaran 1986; Von Arnold et al. 2002; Wang et
al. 2020). Os embrides somaticos quando formados, germinam e formam plantas
geneticamente idénticas as plantas fornecedoras dos explantes iniciais (Silva e
Scherwinski-Pereira 2018).

A embriogénese somatica € considerada como a principal via de regeneragdo in
vitro de C. nucifera (Bandupriya et al. 2016), com protocolos ja desenvolvidos para essa
espécie (Chan et al. 1998; Hornung e Verdeil 1999; Morales 2003; Pérez-Nufiez et al.
2006; Bett et al. 2019). No entanto, apesar de varios trabalhos relatarem aregeneracdo de
plantas de C. nucifera in vitro, ainda had a necessidade de ajustes dos protocolos
estabelecidos para o dominio das etapas do processo (Pérez-Nufiez et al. 2006; Rajesh et
al. 2016). Alem disso, é imperativo que se determine metodologias e condicGes ideais
para a selecdo e manutencdo de linhagens embriogénicas em ciclos repetitivos de
multiplicacdo, visando o aumento da eficiéncia do processo, uma vez que € a partir delas
que quantidades apreciaveis de propagulos podem ser obtidos e regenerados.

De fato, a etapa de multiplicacdo parece ser uma das mais importantes em um
processo que visa a clonagem em larga escala. Ela ocorre ap0s a fase de inducdo de calos
e se caracteriza pela necessidade de se fazer subcultivos sucessivos dos materiais
responsivos (Ree e Guerra 2015; Campos et al. 2020). O uso de meios de consisténcia
liquida e o desenvolvimento de cultivos em suspensdo podem ser de grande valia neste
caso, uma vez que eles permitem maior controle e melhor homogeneidade dos materiais
em cultivo, além de possibilitarem que somente as melhores linhagens embriogénicas
sejam mantidas em cultivo (Tarmizi et al. 2008; Gomes et al. 2016; Monteiro et al. 2018).
A concentracdo salina utilizada no preparo do meio liquido durante as etapas de
inoculacdo, geralmente sdo semelhantes aquelas utilizadas para a cultura de calos em

meio semissélido (Bhatia 2015). Adicionalmente, a agitacgdo em um meio de cultura
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liqguido garante a entrega uniforme dos nutrientes e reguladores de crescimento, sem
formar gradientes ao redor dos tecidos dos explantes, apresentando melhor tolerancia a
toxinas liberadas no meio, alkm de melhorar as taxas de producdo de estruturas
embriogénicas, comparando com o meio de cultura semissélido (Kong et al., 2014;
Monteiro et al., 2018), e manter uma distribuicdo celular uniforme em condicdes ideais
para as trocas gasosas.

Sistemas de imersdo temporarios (TIS), caracterizados por permitir o cultivo semi
automatizado ou totalmente automatizado de etapas do processo embriogénico, também
podem ser importantes ferramentas para serem incorporados em protocolos de clonagem
do coqueiro. Eles se baseiam na capacidade de permitirem ciclos alternados de imersao
temporéria do tecido vegetal em meio liquido, seguido de drenagem e exposicdo do tecido
vegetal a um ambiente gasoso e de alta umidade (Ziv 2005). Normalmente, o periodo de
imersdo é mais curto (alguns minutos) do que o processo de imersdo permanente,
enquanto o periodo de exposicdo alta umidade do ar € prolongado (varias horas)
(Georgiev et al. 2014). Esses intervalos melhoram a nutricdo e oxigenacdo dos tecidos,
devido a renovacdo adequada do ar e, consequentemente, melhor taxa de crescimento e
desempenho morfogénico (Etienne e Berthouly 2002; Teixeira e Cid 2010). Assim, 0s
TIS sdo uma técnica atrativa para o aprimoramento dos protocolos existentes, como
também uma plataforma ecologica para a producdo em grande escala de biomoléculas
importantes (Georgiev et al. 2014). Dentre os exemplos de TIS podem ser citados o
RITA® (Alvard et al. 1993; Teisson e Alvard 1995), usado com sucesso na embriogé nese
somatica de algumas espécies, como Coffea arabica (Etienne-Barry et al. 1999) e Elaeis
guineensis (Marbun et al. 2015; Gomes et al. 2016). Portanto, o aprofundamento das
pesquisas nessa area podera proporcionar, além da reducdo dos custos, facilidades e
aumentos significativos na producdo de mudas.

E nesse contexto que este trabalho se insere, com o objetivo de aprimorar protocolo
para as etapas iniciais para a multiplicacdo in vitro por embriogénese somética de C.
nucifera, var. Ando Verde do Brasil de Jiqui (AVeJ), uma variedade and brasileira de
interesse econdmico para a producdo de agua-de-coco e que tem se mostrado tolerante ao

amarelecimento letal em areas dizimadas pelo patdgeno.

2. MATERIAL E METODOS

a. Material Vegetal
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A inducdo de calos visando a embriogénese somatica foi conduzida a partir de
plimulas extraidas de embrides zigoticos de C. nucifera, var. Ando Verde do Brasil de
Jiqui (AVeJ), oriundos de frutos maduros coletados na Fazenda Experimental da Embrapa
Tabuleiros Costeiros, localizada no municipio de em Itaporanga D'Ajuda, Sergipe, Brasil.
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais Il
(LCT2) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia, Distrito Federal,
Brasil. A extracdo dos embrides foi realizada seguindo os critérios descritos por Cueto et
al. (2012). Neste trabalho, todos os meios de cultura utilizados foram esterilizados por
autoclavagem a 120° C e 1,5 atm de pressdo, durante 20 minutos, e o pH ajustado para
58+0,1.

Apos a extracdo, os embrides foram acomodados em saco plasticos dentro de
caixas de isopor para transporte aéreo (Figura 1A), dentro de eppendorfs contendo meio
de cultura de MS (Murashige e Skoog 1962) sem reguladores de crescimento e sem
sacarose (Figura 1B). No LCT2, os embribes zigoticos foram retirados dos eppendorfs,
no interior de uma capela de fluxo laminar (Figura 1C e D), com auxilio de
estereomicroscopio. Para a excisdao das plimulas, foram utilizadas pincas, papel filtro e
bisturis previamente esterilizados em autoclave em 1,5 atm de pressdo, a 120° C durante
20 minutos. Apos a excisdo, as plimulas (Figura 1E e F) foram inoculadas imediatame nte

em meio de cultura.

b. Inducdo de Calos

Para a inducdo de calos, as plimulas foram inoculadas em meio de cultura Y3
(Eeuwens 1976) suplementado com diferentes reguladores de crescimento e/ou
concentracdes de reguladores e gelificados com 2,5 g/ de Phytagel (Sigma, St Loouis,
MO), conforme topicos subsequentes. Todos os meios foram previamente esterilizados
em autoclave a 1,5 atm de pressdo, a 120° C, durante 20 minutos. O pH foi ajustado para
5,8 £ 0,1 antes da adicdo do agente gelificante. Os explantes foram cultivados em placas
de Petri (15x 90 mm), com aproximadamente 25 mL de meio de cultura por placa, seladas
com policloreto de polivinila (PVC) transparente e armazenadas em sala de crescimento

escura, a25°+ 2 °C.
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Figura 1: Aspectos gerais desde o transporte a excisdo do embrido zigético de
Cocos nucifera, var. Ando Verde do Brasil de Jiqui (AVeJ) para retirada da plimula. A:
chegada dos embrides no laboratdrio de cultura de tecidos. B: tubos contendo o embrido
em meio MS. C e D: embrido preparado para a excisdo. E: sete indicando posicdo da
plimula no embrido. F: plumula excisada.

I. Influéncia de diferentes auxinas na inducéo de calos a partir de

plimulas
Para a indugdo de calos, em seguida a extracdo, as plimulas foram inoculadas em
meio de cultura Y3 (Eeuwens 1976). A fonte de Fe-EDTA e vitaminas foi mantida de
acordo com a concentracdo original do meio de MS (Murashige e Skoog 1962).
Adicionalmente, os meios foram suplementados com 30 ¢g/L de sacarose, 2,5 g/L de

carvdo ativado e 600 pM das auxinas &cido 4-amino-3, 5, 6-tricloropicolinico (Picloram)
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ou acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). A concentracdo dos reguladores utilizada esta
de acordo com o protocolo de Pérez-Nuriez et al.(2006). Os componentes dos meios de
cultura utilizados na etapa de indugdo da embriogénese soméatica em C nucifera podem
ser visualizados na Tabela 1.

As plimulas permaneceram por 120 dias nos meios supracitados, com subcultivos
realizados mensalmente. As avaliagbes com relacdo aos percentuais de explantes
oxidados, de explantes com formacdo de calo primério e do tipo de calo obtido (compacto
globular ou semifriavel) foram realizadas aos 120 dias de cultivo. Os explantes avaliados
como oxidados foram aqueles que apresentaram todo o tecido escurecido. A porcentagem
de explantes oxidados foi obtida através da razdo entre a quantidade de explantes
oxidados e o nimero total de explantes por placa, multiplicada por 100. A percentagem
de explantes com calo foi obtida por contagem e calculada da mesma forma supracitada.
Adicionalmente, avaliou-se o comprimento dos calos obtidos, considerando-se as
extremidades mais distantes, como uma maneira indireta de avaliar o incremento em
massa. Para tal, classificou-se da seguinte forma: classe 1 (calos com até 0,5 cm), classe
2 (calos entre 0,6 cm e 1,0 cm), classe 3 (calos com 1,1a 1,5 cm) e classe 4 (calos com
mais de 1,5 cm).

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado,
considerando dois tratamentos (auxinas Picloram e 2,4-D) e compostos por 10 repeticdes.
Cada repeticdo foi formada com cinco plimulas. O conjunto de dados obtido foi
submetido a andlise de variancia (ANOVA) e, quando significativo, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia, por meio do software

estatistico R. O experimento foi repetido duas vezes.

ii. Influéncia do tempo de armazenamento do embrido zigético, fonte

de plimulas, na indugéo de calos

Para verificar a influéncia do tempo de armazenamento de embribes zigoticos,
fontes das plimulas utilizadas como explante inicial, na inducdo de calos, embribes
zigoticos foram armazenados em geladeira a4° C por periodos de 1, 2, 3, 15, 25 e 35 dias
e depois excisados, para extracdo das plimulas. Imediatamente apds a extracdo, as
plimulas foram inoculadas em meio de inducdo Y3, conforme o tdpico 2.b.i. A auxina
indutora utilizada foi o 2,4-D, por ter proporcionado resultados superiores durante a

execucao do experimento descrito no topico anterior.
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As plimulas permaneceram por 120 dias no meio de inducdo, com subcultivos
realizados aproximadamente a cada 30 dias. As avaliagbes com relacdo aos percentuais
de formacdo de calo vidveis (compactos globulares ou semifriaveis) e de calos oxidados
foram realizadas aos 90 dias de cultivo. Avaliou-se também o comprimento dos calos
obtidos como forma de indicar 0 ganho em massa, 0s quais foram classificados em
classes, de acordo com o experimento anterior.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado,
considerando seis tratamentos referentes aos tempos de armazenamento dos embrides
zigéticos (1, 2, 3, 15, 25 e 35 dias), em por quatro repeticbes por tratamento. Cada
repeticdo foi formada por cinco plimulas. 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, por meio do software estatistico R.

ii. Influéncia de diferentes concentracdes de 2,4-D na inducgédo de

calos

Neste experimento, avaliou-se a influéncia na inducdo de calos a partir de plimulas
inoculadas em meio de cultivo com diferentes concentracbes de 2,4-D (regulador de
crescimento que proporcionou melhores resultados, conforme item 2.b.i, a saber: 450 uM
ou 600 pM em meio Y3 suplementado com 2,5 g/L de carvdo ativado e 13,56 pM ou
20,12 pM em meio Y3 desprovido de carvdo ativado. Todos os meios foram
suplementados com 30 g/L de sacarose.

As plimulas permaneceram por 120 dias no meio de inducdo, com subcultivos
realizados mensalmente. As avaliagbes com relacdo aos percentuais de explantes
oxidados e de explantes com formacdo de calo foram realizadas aos 90 dias de cultivo.
Os comprimentos dos calos obtidos também foram mensurados e classificados conforme
topicos anteriores.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado,
considerando quatro tratamentos referentes as diferentes concentragbes de auxina. O
experimento foi composto por cinco repeticbes por tratamento, sendo cada repeticdo
composta por cinco plimulas. O conjunto de dados obtido foi submetido a analise de
variancia (ANOVA) e, quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste de

Tukey, ao nivel de 5% de significancia, por meio do software estatistico R.
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Tabela 1. Composicdo dos diferentes meios de cultura e periodos de cultivo
(semanas) usados na etapa de inducdo do processo de embriogénese somatica de Cocos

nucifera a partir de plimulas

Componentes Indugéo de calos (12 semanas)
Meio de cultura MS e Y3
2,4-D (UM) 13,56, 20,12, 450 e 600
Picloram (uM) 600
Sacarose (g/L) 30
Phytagel (g/L 25

Carvao ativado

(@/L) 23

c. Multiplicacdo de Calos

Visando a multiplicacdo de linhagens de calos com potencial embriogénico
oriundos das fases de inducdo anterior, calos foram inoculados em meios de cultivo
suplementados com 2,4-D, com ou sem 2,5 g/L de Phytagel® (Sigma). Tais calos foram
caracterizados morfologicamente como estruturas esféricas com coloracdo branca ou
amarela e textura semifridvel (Figura 2). Diferentes experimentos foram conduzidos em
funcdo das caracteristicas dos explantes utilizados nessa fase, como o nimero de
estruturas esféricas e a cor do calo, conforme descrito nos tdpicos a seguir.
Adicionalmente, avaliou-se a influéncia na multiplicacdo de calos do cultivo prévio em
diferentes meios de cultivo liquido (MS e Y3). Os componentes dos meios de cultura
utilizados na etapa de multiplicacdo da embriogénese somatica em C. nucifera podem ser

visualizados na Tabela 2.

i. Influéncia do tamanho e da cor do calo na eficiéncia da

multiplicacdo em meio solido
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Para realizacdo desse experimento foram isolados diferentes tipos de fragmentos
quanto ao tamanho e ndmero de estruturas, a partir dos calos provenientes da fase de
inducdo: a) fragmentos menores formados por 1 a 3 protuberancias esféricas b)
fragmentos maiores com 5 a 10 protuberancias esféricas, ambos com colora¢do branca
(Figura 2A) ou amarela (Figura 2B). Os agrupamentos foram isolados com auxilio de
pincas. Aqueles com maior dificuldade de fragmentacdo foram seccionados mediante o
uso de bisturi. Apds a separacdo, os fragmentos foram transferidos para meio de cultura
Y3 suplementado com 600 uM de 2,4-D, 30 g/L de sacarose, 2,5 g/L de Phytagel e 2,5
o/L de carvédo ativado, onde permaneceram por 90 dias, com subcultivos mensais.

Figura 2: Calos embriogénicos oriundos da etapa de indu¢cdo em meio de cultura
solido Y3 (Eeuwens 1976) com diferentes coloragdes. A: Calo com coloracdo branca; B:
Calo com coloracdo bege amarelada. Escala: 2 mm.

Os explantes foram cultivados em placas de Petri (15 x 90 mm), com
aproximadamente 25 mL de meio de cultura por placa, seladas com PVC transparente e
armazenadas em sala de crescimento escura, a 25° + 2 °C. Ap6s 90 dias de cultivo, foi
avaliada ataxa de multiplicacdo. Cada placa recebeu 10 fragmentos sem protuberancias
esfericas aparentes que, apos o periodo de cultivo, foram avaliados quanto ao ndmero de
estruturas globulares embriogénicas por fragmento formadas durante esse periodo.

Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial (2 x 2),
referentes ao tamanho do fragmento (com 1 a 3 protuberancias esféricas ou com 5a 10
protuberancias esféricas) e cor do fragmento (branca ou amarela), totalizando 4
tratamentos, com oito repeticdes cada. 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, por meio do software estatistico R.
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ii. Influéncia do cultivo em diferentes meios de cultivo liquido (MS e

Y3) na multiplicacdo de calos

Calos semifriaveis oriundos da fase de inducdo foram selecionados, fragmentados
em porcBes de aproximadamente 0,5 cm? e transferidos para frascos tipo Erlenmeyer
contendo meio de cultura liquida. Para esse experimento, foram utilizados dois meios de
cultura diferentes: MS (Murashige e Skoog 1962) e Y3 (Eeuwens 1976). Ambos 0s meios
foram suplementados com 30 g/L de sacarose, 500 mg/L de glutamina, 100 mg/L de
aspargina, 100 mg/L de caseina e 1 mg/L de 2,4-D. Foram preparados 15 frascos para
cada meio de cultivo e, a cada 30 dias, calos com potencial embriogénico foram retirados
de cada tratamento (30, 60, 90 e 120 dias). Em seguida, os calos foram inoculados em
meio de cultivo semissolido Y3 suplementado com 0s mesmos componentes
supracitados, além de 600 pM de 2,4-D e 2,5 g/L de Phytagel. Uma amostra de calos
semifridveis, que ndo passou por tratamento em meio liquido, foi inoculado diretamente

em meio semissolido Y3 a fim de comparar a formacdo de estruturas embriogénicas.

Tabela 2. Composicdo dos diferentes meios de cultura e periodos de cultivo
(semanas) usados na etapa de multiplicacdo dos processos de embriogénese somatica de
Cocos nucifera a partir de plimulas

Componentes Multiplicacdo de embrifes somaticos (12 semanas)
Meio de cultura MS e Y3
Vitaminas MS
2,4-D (UML) 600 e 300

L-glutamina
(mg/L) 500
Aspargina
(mg/L) 100
Caseina (mg/L) 100
Sacarose (g/L) 30
Phytagel (g/L) 2,5

Carvao ativado

(/L) 2:5
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Durante o pré-tratamento em meio liquido, os explantes foram mantidos em sala
de crescimento com luminosidade indireta de 100 pmolm2.s1 e fotoperiodo de 16 horas,
a25° + 2 °C e sob agitacdo de 120 rpm. Apds transferéncia para o meio semissolido, os
explantes foram mantidos no escuro.

Apobs 120 dias de cultivo em meio semissolido, avaliaram as taxas de oxidagdo e
multiplicacdo das estruturas globulares embriogénicas. Adotou-se delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial (2 x 4), considerando duas formulacées
salinas (MS e Y3) e quatro tempos de cultivo em meio liquido (30, 60, 90 e 120 dias), o
que totaliza 8 tratamentos, com 12 repetices cada. Cada fragmento oriundo do meio
liquido foi considerado uma repeticdo. 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, por meio do software estatistico R.

d. Diferenciacdo de Embribes Somaticos

i. Influéncia de diferentes meios de cultivo na diferenciagdo de

embrides somaticos

Para a execucdo desse experimento foram selecionados calos com potencial
embriogénico provenientes da etapa de multiplicacdo em meio de MS, conforme descrito
no tépico 2.c.ii. Os calos foram selecionados com tamanho de 3-5mm de comprimento,
0s quais foram inoculados em dois diferentes meios de cultura: T1- Y3 acrescido de 5
UM de 2,4-D, 300 uM de 6-Benzilaminopurina (BAP), 2,5¢/L de Phytagel e 2,5¢/L de
carvdo ativado, e; T2- MS com metade da concentragcdo de sais acrescido com 1,5 g/L de
carvao ativado e 2,5¢/L de Phytagel.

Os calos foram inoculados em frascos tipo Magenta® com 30 ml de meio de
cultura, onde permaneceram em sala de crescimento com luminosidade de 100 pmolm-
2571 ¢ fotoperiodo de 16 horas, a 25° + 2 °C.

Apos 90 dias de cultivo foram avaliados o tamanho dos calos, a taxa de oxidacédo e
de explantes com pigmentacdo esverdeada. O tamanho dos calos foi avaliado observando
0 aumento de volume durante o periodo de cultivo. Adotou-se delineamento inteiramente
casualizado, com 10 repeticOes por tratamento e com quatro explantes cada. O conjunto
de dados obtido foi submetido a andlise de variancia (ANOVA) e, quando significativo,

as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia,
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por meio do software estatistico R. Os componentes dos meios de cultura utilizados na
etapa de diferenciacdo da embriogénese somatica em C. nucifera podem ser visualizados

na Tabela 3.

ii. Efeito do recipiente de cultivo na diferenciacdo de embrides

somaticos

O experimento avaliou a influéncia de diferentes recipientes na diferenciacdo de
embrides somaticos de C. nucifera. Para tanto, calos compactos com coloragdo branca
foram separados, provenientes da inducdo em meio de cultura Y3 suplementando com
600 pM de Picloram (topico 2.3.1). Os calos selecionados foram transferidos para meio
de cultura Y3 acrescido de 5 pM de Picloram, 300 pM de BAP, 2,5 ¢g/L de Phytagel e 1,5
g/L de carvéo ativado, onde permaneceram em sala de crescimento expostos a luz de 100
umolm2.s1 e fotoperiodo de 16 horas, durante 30 dias. Apds esse periodo, eles foram
inoculados em dois recipientes diferentes: (T1) biorreator de imersdo temporario RITA®
com 200 ml de meio de cultura liquido, e (T2) em tubos de ensaio com 20 ml de meio de
cultura gelificado com 2,5 g/L de Phytagel. Em ambos os recipientes testados utilizou-se
0 meio de cultura de MS com metade da concentracdo de sais, acrescido de 20 g/L de
sacarose e 1,5 g/L de carvao ativado.

Osexplantes permaneceram por 90 dias em sala de crescimento com luminosidade
de 100 pmolm2.s1 e fotoperiodo de 16 horas, a 25° + 2 °C. Ap6s 90 dias de cultivo,
avaliou-se o percentual de formacdo de raizes, de parte aérea e de plantas completas.
Adotou-se delineamento inteiramente casualizado, com 10 repeticbes com 1 explante
cada, para o tratamento tubo de ensaio e 10 repeticbes com 5 explantes cada, para o
tratamento biorreator RITA®. O conjunto de dados obtido foi submetido a analise de
variancia (ANOVA) e, quando significativo, as medias foram comparadas pelo teste de

Scott-Knott, ao nivel de 5% de significAncia, por meio do software estatistico R.

iii. Influéncia do tamanho do calo na diferenciacdo de embribes

somaticos

Para realizacdo desse experimento foram isolados dois tipos de fragmentos a partir

dos calos provenientes da fase de multiplicagdo em meio de MS liquido (topico 2.4): (T1)
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fragmentos formados por até 5 protuberancias esféricas ou (T2) fragmentos com 5a 10
protuberancias esféricas (clusters). Os agrupamentos foram isolados com auxilio de
pincas. Aqueles com maior dificuldade de fragmentacdo foram seccionados mediante o
uso de bisturi. Apl6s a separacdo, os fragmentos foram transferidos para meio Y3
acrescido de 5 M de 2,4-D, 300 uM de BAP, 2,5 g/L de Phytagel e 2,5 g/L de carvdo
ativado. Os explantes permaneceram em sala de crescimento expostos a luz branca LED

durante 60 dias.

Tabela 3. Composicdo dos diferentes meios de cultura e periodos de cultivo
(semanas) usados na etapa de diferenciacdo dos processos de embriogénese somatica de

Cocos nucifera a partir de plimulas

Componentes Diferenciacé@o (12 semanas)

Meio de cultura 1/2MS e Y3
Vitaminas MS
2,4-D (UM) 5

Picloram (uM) 5
BAP(UM) 300

Sacarose (g/L) 20e30

Phytagel (g/L) 25

Carvao ativado

/L) 15e25

Adotou-se delineamento inteiramente casualizado, com 10 repeticdes por
tratamento. Cada repeticdo do T1 foi composta por 10 fragmentos por placa e do
tratamento T2 por 3 clusters por placa. No experimento foram avaliados a oxidacao,
formacdo de massa embriogénicas, formacdo de parte aérea, formagdo de raizes e a
pigmentacdo. 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, por meio do software estatistico R.

e. Andlise Histoldgica
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Para as analises em microscopia de luz, as amostras de fragmentos de calos
durante as etapas de inducdo em meio de cultura contendo reguladores de crescimento
2,4-D e Picloram e multiplicacdo em meio liquido, foram fixadas em solugdo Karnovsky
modificada (Karnovsky 1965), composta por paraformaldeido 4%, glutaraldeido 2,5% e
tampdo cacodilato de sédio 0,05 M (pH 7,2), durante 24 h, sob vacuo durante a primeira
hora. Em seguida, o material foi submetido a trés lavagens em cacodilato de sédio a 0,05
M durante 1 h de vacuo. A desidratagdo ocorreu em gradiente etandlico 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100 e 100 %, em periodo minimo de 1 h em vacuo para cada concentracao.

A infiltracdo ocorreu inicialmente com mistura de alcool 100% e historesina
(Leica®, Heidelberg, Alemanha) na proporcdo de 1:1 durante 24 h, seguido de duas
lavagens em resina pura durante 6 h sendo 1 h em vicuo. Parte da resina foi utilizada
para dissolu¢do de 1 g de p6 endurecedor para 100 ml de resina (solucdo A), conforme
especificagdes do fabricante. O material ficou mergulhado nessa solugdo por
aproximadamente 3 h sob vacuo. A polimerizacdo da resina ocorreu com a adicdo de 1
ml de endurecedor para cada 15 ml de solugdo A. Nessa etapa, o material foi acomodado
em formas de silicone para a secagem em estufa a 60 °C até o endurecimento total, que
ocorreu aproximadamente ap6s 36 horas.

Os fragmentos de explantes incluidos em historesina foram cortados em sec¢des
de 5 pm de espessura em micrétomo rotativo de mesa (Leica®), as quais foram
distendidas e aderidas as lAminas microscopicas em placa aquecida a 40 °C. Os cortes
foram corados com Azul de Toluidina (O’Brien et al. 1964) e montados com Entellan
(Merck, Darmstadt, Alemanha). A obtencdo e analise de imagens foram realizadas via

microscopio Leica DM 750 e programa Leica Application Suite EZ.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
a. Inducdo de Calos

i. Influéncia de diferentes auxinas na inducéo de calos a partir de

plimulas

Aos 30dias de cultivo observaram-se as primeiras formacgdes calogénicas (Figura
3A e E), que evoluiram posteriormente para estruturas translicidas compactas entre 40 e
50 dias (Figura 3B e F). Aos 90 dias foi possivel identificar diferencas no padrdo
morfologico dos calos oriundos de cada auxina testada (Figuras 3C e G). Calos mais
proeminentes foram notados apds 120 dias de cultivo (Figuras 3D e H), com dois padrfes
morfologicos distintos: calos compactos globulares com superficie lisa, brilhante e de
coloragcdo branca (Figura 3H) e calos com uma textura semifridvel, caracterizados
morfologicamente como estruturas esféricas diminutas com coloragdo branca ou amarela
(Figura 3D).

Figura 3: Diferentes respostas morfoldgicas de plimulas de Cocos nucifera em
meio de inducdo de calo suplementando com diferentes auxinas visando a embriogé nese
somatica. (A-D) Calos em meio de inducdo suplementado com 4&cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) aos 30, 60, 90 e 120 dias de cultivo, respectivamente; (E-H)
Calos em meio de inducdo suplementado com é&cido 4-amino-3, 5, 6-tricloropicolinico
(Picloram) aos 30, 60, 90 e 120 dias de cultivo, respectivamente.

Com relacdo ao percentual de formacdo de calos, ap6s 120 dias de cultivo, ndo
foram constatadas diferengas significativas entre as auxinas testadas, com valor medio de
88% (Figura 4), valor superior ao reportado por Hornung (1995) e Fernando et al. (2003),

também ao utilizarem plimulas de C. nucifera. Contudo, quanto a taxa de oxidacédo,
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verificou-se que a auxina 2,4-D proporcionou maior percentual de oxidacdo (60%)
comparativamente a auxina Picloram (14,5%) (Figura 4).

O uso de auxinas como indutoras da calogénese visando a embriogénese somatica
em palmeiras tem sido recorrente na literatura, inclusive em trabalhos com Cocos nucifera
(Karunaratne e Periyapperuma 1990; Nguyen et al. 2015; Sandoval-Cancino et al. 2016),
com destaque para o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Em paralelo, outras auxinas,
como 0 &cido 4-amino-3, 5, 6-tricloropicolinico (Picloram) também tem sido usada como
indutora da embriogénese somatica em palmeiras, como Bactris gasipaes (Steinmacher
et al. 2007b), Euterpe oleracea (Scherwinski-Pereira et al. 2012) e Syagrus oleracea
(Osorio et al. 2013). Picloram também foi utilizada para inducdo da androgénese na
espécie, sem resultados positivos (Perera et al., 2009). J& Bhavyashree et al. (2016)
reportaram formacdo de calos embriogénicos de C. nucifera a partir de plimulas
cultivadas em meio suplementado com Picloram. Contudo, tais autores ressaltaram a

formacdo posterior de estruturas compactas anormais a partir desses calos.

100,0
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o

M Picloram ®m2,4-D

Figura 4: Efeito de diferentes auxinas (&cido 2,4-diclorofenoxiacético - 2,4-D e
acido 4-amino-3, 5, 6-tricloropicolinico - Picloram) nos percentuais de oxidacdo dos
explantes e de formacdo de diferentes tipos de calos (semifridvel e compacto globular) a
partir de plimulas de Cocos nucifera visando a embriogénese somética. Letras
mindsculas diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de
Tukey a 5% de significancia. Barras representam o erro padrao.
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As pldmulas cultivadas em meio suplementado com 2,4-D apresentaram somente
calos semifriaveis (Figuras 3D e 4), ao passo que plimulas cultivadas em meio
suplementado com Picloram apresentaram tanto calos semifriaveis como compactos
globulares, com destaque em quantidade para esse Ultimo calo (Figuras 3H e 4).

Os calos compactos obtidos assemelham-se aqueles classificados como
embriogénicos por Séaenz et al. (2006) que também trabalhou com plimulas de C.
nucifera. Calos caracterizados como fridveis foram previamente descritos na espécie por
Branton e Blake (1983a), a partir de inflorescéncias jovens. Apesar dos calos compactos
serem considerados embriogénicos (Séaenz et al., 2006), conforme Kong et al. (2020),
calos com natureza “dura” sdo considerados nadequados para o desenvolvimento de
determinadas estratégias, como o estabelecimento de suspensfes celulares. Isso € um
importante aspecto a ser considerado, uma vez que a maioria dos protocolos de
embriogénese somatica disponiveis para essa espécie apresenta baixa eficiéncia, o que
sugere uma evidente necessidade de se desenvolver estratégias e otimizar metodologias

relacionadas a multiplicacdo de calos embriogénicos desta espécie.
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Figura 5: Efeito de diferentes auxinas (acido 2,4-diclorofenoxiacético - 2,4-D e
acido 4-amino-3, 5, 6-tricloropicolinico - Picloram) no comprimento de calos oriundos
de plimulas de Cocos nucifera. Letras minGsculas diferentes indicam diferenca
significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de significAncia. Barras
representam o erro padréo.

74



Nesse trabalho, embora as duas auxinas tenham proporcionado percentuais
semelhantes de producéo de calos (Figura 4), a auxina 2,4-D destacou-se na producdo de
calos caracterizados como semifriaveis (Figura 3C e D). Esses calos foram obtidos
mesmo com elevada taxa de oxidacdo, embora isso parega ndo ter sido um fator limitante
a obtencdo das massas calogénicas semifriaveis, diferentemente do relatado em B.
gasipaes (Douglas A. Steinmacher et al. 2007).

Ambas auxinas proporcionaram percentuais similares de tamanho dos calos
obtidos, os quais foram organizados dentro de classes, com excecdo para a classe 1 (calos
com até 0,5 cm), onde o Picloram se destacou. Em geral, os calos obtidos em ambas
auxinas apresentavam predominantemente comprimento de até 0,5 cm de comprime nto
(Figura 5).

ii. Influéncia do tempo de armazenamento do embrido zigético, fonte

de plumulas, na inducéo de calos

Os embriBes zigoticos permaneceram com a coloragdo branca brilhante e com
aspecto saudavel quando retirados do eppendorfs ap6s o transporte. Durante a
manipulacdo foi observado intumescimento de alguns embribes zigdticos, possivelmente
devido a traumas durante o processo de excisdo da semente. Por esse motivo, as plimulas
de embribes com essas caracteristicas ndo foram utilizadas. Os embriGes apresentavam,
imediatamente antes da extracdo da plimula, pigmentacdo amarronzada na porcao
proximal, assim como descrito nos trabalhos de Sugimuma e Murakami (1990).

As respostas morfoldégicas observadas ao longo do cultivo foram, em geral,
semelhantes as descritas no topico anterior. As plimulas inoculadas apresentavam a
superficie lisa e coloracdo uniforme branca e translicida. Aos 15 dias ap6s a inoculacéo,
calos foram observados na superficie da maioria das plimulas, independentemente do
tempo de armazenamento dos embrides zigbticos (Figura 6A). Neste momento,
visualizam-se também incrementos de volume e auséncia de sinais de oxidacdo (Figura
6).

Aos 30 dias de cultivo, observou-se a formacdo de estruturas com superficie lisa
e brilhante (Figura 6B), similares as citadas por Pérez-Nufez et al. (2006). Aos 45 dias,
houve formacdo de estruturas translicidas com contornos definidos semelhantes aquelas
referidas como like-ear por Pérez-Ndfiez et al. (2006) e Sandoval-Cancino et al. (2016)
(Figura 6C).
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Aos 60 dias em meio de inducdo, verificou-se a formacdo de varias estruturas
globulares embriogénicas (EE), algumas associadas em menor numero aoutras estruturas
translicidas (Figura 6D). Aos 90 dias apo6s a inoculacdo das pldmulas, os calos
apresentam maior volume, além de maior nimero de estruturas globulares embriogénicas,
as quais exibiram coloracdo variando entre branco e amarelo (Figura 6E). Essas estruturas
também tém sido consideradas como embriogénicas em varios outros trabalhos na espécie
(Pérez-Nufez et al. 2006; Montero-Cortés et al. 2010; Bhavyashree et al. 2016;
Sandoval-Cancino et al. 2016).

Figura 6: Alteragdes morfologicas ocorridas durante do desenvolvimento de calos
embriogénicos induzidos a partir de plumulas de Cocos nucifera. Inicialmente aos 15 dias
a pldmula excisada em contato com o meio de inducdo comeca a responder ao estimulo
do regulador entumecendo. Aos 30 dias € possivel observar estruturas translicidas (ET)
sendo formadas. Tempo de cultura T15-T90 de 15 a 90 dias. AbreviacGes: (ET) estruturas
translicidas e (EE) estruturas embrionarias. Escalas: T15-T90: 2 mm.

Para as variaveis taxa de formacdo de calos, viabilidade dos calos e oxidacao,
considerando os diferentes tempos de inoculagdo, ndo foram observadas diferencas
estatisticas, com valores médios de 95%, 42,5% e 18,3%, respectivamente (Tabela 4).

Conforme os dados obtidos, o tempo de inoculacdo da plimula apds a chegada dos
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embrides zigdticos, considerando um limite de até 35 dias, ndo é um fator limitante a

formacdo de calos e a viabilidade dos calos formados.

Tabela 4. Influéncia do tempo de armazenamento do embrido zigotico, fornecedor
de plimulas utilizadas como explantes em Cocos nucifera, sobre 0s percentuais de

formacdo, viabilidade e oxidacdo de calos

Tempo L s
(dias) Calo (%) Viabilidade (%0) Oxidagdo (%)

1 90,0 £10,0 a 300 £17,32 a 50+50a
2 100,0 + 0,0 a 30,0 £10,0 a 25,0 50 a
3 100,0 + 0,0 a 30,0 £11,55 a 100 £57 a
15 90,0 £5,7 a 45,0 £9,57 a 150 £96 a
25 90,0 £115 a 60,0 £18,26 a 30,0 £19,15 a
35 100,0 + 0,0 a 60,0 £16,33 a 250 9,6 a

Média 95,0 42,5 18,3

Letras minUsculas diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia. Os valores citados referem-se a média * erro padréo.

Além das variaveis mencionadas acima, avaliou-se o comprimento dos calos
obtidos, como um indicativo do incremento em massa calogénica. De acordo com as
analises estatisticas, verificaram-se diferencas entre 0s tempos testados em relacdo a
formacdo de calos da classe 1 (com até 0,5 cm) e 4 (com mais de 1,5 cm). Maiores
percentuais de explantes com calos de até 0,5 cm foram obtidos quando as plumulas foram
extraidas depois de 2 e 3 dias ap0s sua chegada. J& os maiores percentuais de explantes
com calos com mais de 1,5 cm, valor médio de 10%, foram obtidos quando as plimulas
foram extraidas apds 3 dias apos sua chegada (Figura 7).

Desta forma, verificou-se que calos com até 0,5 cm sdo mais frequentes,
independentemente do tempo de inoculagdo das plimulas, fato semelhante ao verificado
e discutido no tépico 3.1.1. Assim, o tempo de inoculacdo da pldmula, apos a chegada
dos embrides zigéticos em laboratério, considerando um limite de até 35 dias, ndo é um
fator limitante a formacdo de calos e a viabilidade dos calos formados, o que consiste
numa evidente vantagem de uso desse tipo de explante. Dentre outras vantagens inerentes
ao seu uso, cita-se a alta responsividade calogénica comparada a outros explantes

somaticos. Além do mais, as plimulas sdo consideradas explantes modelo para o
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desenvolvimento de protocolos a partir de outras fontes de explantes (Bandupriya et al.,
2016). A utilizacdo de plimulas de coco ando como explante no processo de
embriogénese somatica é uma pratica interessante considerando que a variedade nana
apresenta altas taxas de autofecundacdo (Lédo et al. 2019), com resultados promissores
obtidos para esse tipo de variedade (Pérez-Nufiez et al. 2006; Séenz et al. 2010).
Salienta-se, que este € o primeiro trabalho que testou o efeito do tempo de
armazenamento dos embribes zigéticos de C. nucifera, fornecedores dos explantes
iniciais  (plumulas), na responsividade calogénica inicial visando a embriogénese

somatica.
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Figura 7: Influéncia do tempo de armazenamento (1, 2, 3, 15, 25 e 35 dias) do
embrido zigotico, fornecedor de plimulas utilizadas como explantes para inducdo de
calos de Cocos nucifera, sobre o tamanho dos calos obtidos. Letras minGsculas diferentes
indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significAncia. Barras representam o erro padréo.

ii. Influéncia de diferentes concentracdes de 2,4-D na inducgédo de

calos

Independentemente do tratamento testado, a auxina 2,4-D proporcionou a
formacdo de calos jaaos 30 dias de cultivo, 0s quais tornaram-se mais visiveis aos 60 dias
(Figura 8A). Aos 120 dias em meios com carvao ativado, observaram-se calos

semifriaveis (Figura 8B) e globulares compactos. Conforme as andlises estatisticas, 0s
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tratamentos ndo diferiram entre si em relacdo ao percentual de calos formados, com valor
médio de 95% (Tabela 3).

Figura 8: Iniciacdo de calos a partir de pldmulas de Cocos nucifera. A: Inicio de
formacdo de calo sobre a plimula. B: Calo semifriavel oriundo de plimula cultivada em
meio com &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e carvdo ativado. C, D: Explantes
escurecidos cultivados em meio com 2,4-D desprovido de carvdo ativado. Abreviacao:
(csf) calo semifridvel. Escalas: A: 2 mm; B,CeD: 1 mm

O bom desempenho do 2,4-D na inducdo de calos visando a embriogénese
somatica de C. nucifera tem sido comumente relatado na literatura (Karunaratne;
Periyapperuma, 1989; Verdeil et al., 1994; Fernando et al., 2003; Saenz et al., 2006;
Sandoval-Cancino et al., 2016; Bett et al. 2019). As concentracGes utilizadas variam em
funcdo doexplante utilizado, dos cultivares estudados (Nguyen et al., 2015) e da presenga
ou ndo de carvdo ativado. O uso de outras auxinas, como o &cido 1-naftalenoacético
(ANA), acido indol-3-acético (AIA) (Karunaratne; Periyapperuma, 1989) e acido 4-
amino-3, 5, 6-tricloropicolinico (Picloram) (Perera et al., 2009; Bhavyashree etal., 2016),
de maneira geral, ndo tem provido bons resultados ou entdo, ndo sdo utilizados com
frequéncia.
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Tabela 5. Influéncia de diferentes concentragdes do acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) e da presenca (+) ou auséncia (-) de carvao ativado na inducdo de calos a partir

de plimulas de Cocos nucifera

2,4-D Canvdo ativado Calo Oxidagao
Presenca/auséncia . .

(M) L) (%) (%)
13,57 () 100+0,0a 100+0,0a
20,36 O] 100+0,0a 100+0,0a
450 +) 92,048,0a 0,0£0,0b
600 +) 88,0+12,0a 0,0£0,0b

Média 95,0 50

Letras minGsculas iguais indicam auséncia de diferencas significativas entre os tratamentos pelo
teste de Tukey a 5% de significancia. Barras representam o erro padréo.

Jacom relacdo ataxa de oxidacdo, verificou-se auséncia de oxidacdo em explantes
cultivados em meios com alta concentracdo de auxinas, porém suplementados com carvao
ativado (Figura 8B). Por outro lado, explantes cultivados em meios suplementados com
baixa concentracdo de auxina e auséncia de carvdo ativado oxidaram (Figura 8C, D e
Tabela 3), 0 que inviabilizou o desenvolvimento posterior. Assim, apesar da ocorréncia
de 100% de calogénese em plimulas cultivadas em meio sem carvao, os calos formados
apresentaram evolugcdo defeituosa para poderem serem usados em etapas posteriores do
processo (Figura 8C, D).

Esses resultados confirmam a importancia do uso de carvdo ativado para a
prevencdo do escurecimento dos explantes, considerado uma probleméatica na
micropropagacdo de C. nucifera (Bandupriya; Fernando; Vidhanaarachchil, 2016). A
embriogénese dos tecidos de coco apresenta maior eficiéncia quando alguma substancia
adsorvente de compostos fendlicos, como o polivinilpirrolidona (PVP) e carvao ativado
¢ acrescentada ao meio de cultura (Verdeil et al. 1999). O carvdo ativado tem sido
utilizado com sucesso na inducdo de diferentes tipos de explante, como por exemplo,
inflorescéncia (Perera et al. 2008; Sandoval-Cancino et al. 2016; Shareefa et al. 2019),
embrides zigéticos (Fernando e Gamage 2000), plimulas (Pérez-Nufiez et al. 2006;
Rivera-Solis et al. 2018) e fragmentos foliares (Buffard-Morel et al. 1992). O uso de
antioxidantes, como acido citrico e acido ascorbico, ao meio de cultura Y3 acrescido com
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regulador 2,4-D e carvdo ativado, mostrou-se eficiente em para a inducdo de explantes
originarios de ovarios, o0s quais também podem ser uma alternativa quando se utilizam
para a indugdo de pldmulas (EI-Gioushy et al. 2020).

O carvdo ativado adsorve fenGis e outros compostos, incluindo os possiveis
reguladores de crescimento, como as auxinas, 0 que torna as condicbes de cultivo
indefinidas e, geralmente, exigem que as concentragdes dos reguladores de crescimento
utilizados sejam aumentadas (Bandupriya; Fernando; Vidhanaarachchil, 2016). Em
protocolos de embriogénese somatica dessa palmeira, as concentracBes utilizadas variam
entre 0,1 e 0,3 % (Nguyen et al., 2015) e, de acordo com Perera et al. (2007), a
combinacdo adequada entre a auxina 2,4-D e o carvdo ativado é considerada um fator

fundamental para a inducéo de calos.
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B Calos com até 0,5 cm B Calos com0,5cm al1,0cm

Calos com 1,0 cm a 1,5 cm = Calos com mais de 1,5 cm

Figura 9: Influéncia das diferentes concentracdes (450, 600, 13,56 e 20,12 uM) do
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) no comprimento dos calos obtidos de C. nucifera
apos 120 dias em meio de cultura. Os valores citados referem-se & média * erro padréo.
Letras minGsculas diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.

De acordo com os resultados, calos de maior comprimento (calos com mais de 1,5
cm) foram somente observados em plimulas cultivadas em meio suplementado com 600
UM com carvdo. Notou-se também que calos com diferentes tamanhos foram visualizados
mais distribuidos nos explantes submetidos a altas concentracbes de auxina com carvao

(450 e 600 M), ao passo que, calos oriundos de explantes cultivados em meio com baixas
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concentracdes de auxina sem carvao (13,57 e 20,36 pM) ndo ultrapassaram a classe de
0,5 cm (Figura 9).

O crescimento lento e a alta taxa de oxidacdo nas plimulas inoculadas em meio
sem carvdo ativado estdo de acordo com os resultados obtidos por Verdeil et al. (1999).
Esses autores citam que calos obtidos a partir de inflorescéncias ndo se desenvolvem em
meio de cultura sem adicdo de substancia adsorvente. Embora ataxa de formacédo de calos
tenha sido alta, o volume dos calos obtidos foi menor (Figura 9) e ndo foram observados
calos compactos globulares e/ou calos semifriaveis, ou ainda, a formacéo de estruturas
globulares embriogénicas (Tabela 5).

A'inducdo de calos na auséncia de carvao ativado foi eficiente em tratamentos em
outras palmeiras como por exemplo, Acrocomia aculeta (Moura et al. 2010; Luis e
Scherwinski-Pereira 2014) e B. gasipaes (Heringer et al. 2014). Calos obtidos em meio
de cultura com altas concentracfes de auxinas na presenca de carvao ativado tiveram
melhor producdo de massa calogénica, sendo observado uma disposicdo para formacédo
de calos considerados potencialmente embriogénicos (calos compactos globulares e/ou

calos semifriaveis), fato praticamente ausente nos tratamentos sem carvéao ativado.

b. Multiplicagdo de Calos

iv. Influéncia do tamanho e da cor do calo na eficiéncia da

multiplicacdo em meio solido

A interacdo entre os fatores testados (tamanho do fragmento e cor do fragmento)
ndo foi significativa e, portanto, eles foram avaliados isoladamente. Conforme as anlises,
ndo foram verificadas diferencas estatisticas com relacdo a taxa multiplicacdo de calos
quando se utilizou calos com coloragdo amarela ou coloracdo branca, ou seja, a coloracao
do calo inicial ndo influenciou a taxa de multiplicacdo (Figura 10). J& com relacdo ao
tamanho do fragmento, os fragmentos com 1 a 3 protuberéncias esféricas apresentam
maior taxa de multiplicacdo (84,5%) quando comparados aqueles com 5 a 10
protuberancias (Figura 11). Esse melhor desempenho na multiplicagdo de calos com
dimensdes reduzidas pode estar relacionado com o maior contato do explante com o0s
componentes do meio de cultivo, inclusive, com as auxinas indutoras dos processos de
divisdo, desdiferenciacdo e rediferenciacdo celular (Zeng et al. 2007). Adicionalmente,

enfatiza-se que explantes menores exibem menor comunicagdo entre as células, o que
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favorece a entrada no ciclo de divisdo celular (Bettencourt et al. 2016) e,

consequentemente, a multiplicagdo da massa celular.

80,0
70,0 a
60,0
50,0

40,0

Formacdode calo (%)

Amarelo Branco

Cor do explante

Figura 10: Efeito da coloracdo do explante (amarelo e branco) na multiplicacdo de
calos de Cocos nucifera em meio solido. Letras minisculas diferentes indicam diferenca
significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de significAncia. Os valores
citados referem-se a média * erro padréo.

A influéncia do tamanho do calo pode ser um fator de interesse na etapa de
multiplicacdo. Segundo Tran Thanh Van (2003), tecidos submetidos a técnica de Thin
Cell Layer (TCL) podem gerar uma alta quantidade de embrides somaticos a partir de um
pequeno numero de células iniciais. O ndmero de células excisadas influencia na
organizacdo de um sistema multicelular. Tal organizacdo pode ser perdida em um sistema
de fragmentacdo inicialmente muito reduzido. No género Populus, Lee-Stadelmann et al.
(1989) descreveram um aumento de até 25 vezes na formacgdo de estruturas embriogénicas
em fragmentos de 5 mm quando comparados a fragmentos de 1 cm. O tamanho dos
explantes também foram significativos na formacdo de calos para a espécie Garcinia
mangostana, onde explantes formados por metade do limbo foliar obtiveram menor
eficiéncia que explantes formados por fragmentos de 3 mm (Goh et al. 1994).

Especificamente, em estudos visando a multiplicagdo em meio liquido, o tamanho
do explante tem sido comumente investigado. Contudo, os resultados sdo variados a
depender da espécie, da etapa do processo de morfogénese e das condi¢bes gerais de
cultivo. Por exemplo, Monteiro e colaboradores (2011) verificaram que calos com

tamanhos superiores a 5 mm de diametro favoreceram a diferenciacdo de embrides
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somaticos de Musa spp., comparados a calos com 2,5e 10 mm. Ja Tonon, Capuana, & Di
Marco (2001) ndo obtiveram sucesso na morfogénese de Fraxinus angustifolia quando
foram utilizados calos com dimensdes reduzidas. Segundo Boxtel & Berthouly (1996),
agregados com 250-1000 pm de diametro foram fundamentais para multiplicacdo de
Coffee spp., possibilitando absor¢do Otima de nutrientes do meio e manutencdo do
potencial embriogénico. Ainda conforme esses autores, agregados inferiores a 100 pum

apresentaram problemas com degeneragéo, durante a etapa de multiplicagéo.
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Figura 11: Efeito do tamanho do explante na multiplicacdo dos calos de Cocos
nucifera em meio sdlido. Letras minGsculas diferentes indicam diferenca significativa
entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de significAncia. Os valores citados
referem-se a média + erro padréo.

v. Influéncia do cultivo em diferentes meios de cultivo liquido (MS e
Y3) na multiplicacdo de calos

Os explantes selecionados para montagem do experimento possuiam coloracdo
clara e estruturas embriogénicas menos individualizadas (Figura 12A). A mudanca na
coloragdo indicando inicio da oxidacdo foi observada proximo aos 30 dias de cultivo em
meio liquido (Figura 12B) para ambos tratamentos, Y3 e MS. A oxidacdo ndo ocorreu de
forma homogénea com coloracdo dos explantes variando entre bege claro e marrom
(Figura 12C).

Apos a transferéncia dos fragmentos que estavam em meio de cultura liquido de

ambas as formulacdes, MS e Y3 em agitador, para o meio de cultura semissolido Y3 com
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600 uM de 2,4-D, foi observado aos 30-40 dias a formacdo de estruturas globulares
embriogénicas com superficie lisa e brilhosa, as quais exibiam e nitida individualizagao
(Figura 12D). Aos 90 dias em meio semissolido, foi possivel observar o incremento na
quantidade dessas estruturas (Figura 12E). Essas estruturas assemelhavam-se aquelas

descritas como embriogénicas por Pérez-NUfez et al.(2006).

Tabela 6: Influéncia do tempo (dias) em diferentes meios de cultura liquidos, MS
e Y3, na producdo de estruturas globulares (EG) por fragmento (frag) durante a etapa de

multiplicacdo em meio liquido

Tempo (dias) Médias (EG/frag)
30 dias 17,8 £4,69 a
60 dias 7,05 £223 b
90 dias 185 £5,78 a
120 dias 46 181 b

Letras minUsculas diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia. Os valores citados referem-se a média + erro padréo.

Ao analisar o efeito do tempo de cultivo em meio liquido sobre essa variavel, 0s
tempos 30 e 90 dias ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si sendo superiores aos
demais (Tabela 6). Dessa forma, para a proliferacdo de estruturas globulares
embriogénicas, pode-se utilizar qualquer uma das formulagbes salinas testadas, contudo,
recomenda-se pelo menos 30 dias de cultivo em meio liquido e subsequente transferéncia
dos calos (fragmentos) para proliferagdo em meio semissolido. Embora, o tempo de 90
dias ndo tenha se diferenciado estatisticamente do tempo 30 dias, recomenda-se 0 menor
tempo de cultivo em meio liquido com o objetivo de evitar possiveis problemas com
variacdo somaclonal (Larkin e Scowcroft 1981). Conforme as analises estatisticas com
relacdo aos tratamentos testados durante essa etapa, para a variavel nimero de estruturas
globulares embriogénicas/calo, ndo foram verificadas diferencas entre os meios de cultivo
testados (MS e Y3) (Tabela 7).

O valor médio de estruturas globulares embriogénicas produzidas por fragmento
em meio Y3 semissolido, que ndo passaram por meio liquido sob agitacdo, foi de 6,8
protuberancias por fragmento. Essa média foi inferior ao tratamento em meio liquido em
agitacdo durante 30 dias com média de 17,8 protuberancias por fragmento, que é

aproximadamente 250% maior quando comparadas. Os resultados sugerem que a
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multiplicacdo em meio liquido sob agitacdo pode ser uma técnica mais eficiente para a
producéo de estruturas globulares embriogénicas isoladas entre si. Quando comparado 0s
valores obtidos para o tratamento de 30 dias de multiplicacdo em meio liquido com os
valores para meio semissolido, o meio liquido foi numericamente superior ao meio
semissolido e a qualidade das estruturas foi notdvel. As estruturas globulares
embriogénicas que se desenvolveram a partir de fragmentos previamente cultivados em
meio liquido apresentaram nitidamente maior individualizagdo comparada aquelas que
vieram do meio semissdlido. Essa individualizacdo pode favorecer posteriormente a
formacdo de embribes soméaticos sem anormalidades, como fusionamento, que
prejudicam a conversdo embrido somatico-planta e reduzem a eficiéncia do sistema. Algo
semelhante foi observado em E. guineensis onde a submissdo dos calos por 30 dias em
meio de cultura liquida ndo aumentou significativamente a formacdo de calos
embriogénicos, porém a taxa de formacdo de estruturas embriogénicas foi maior
(Monteiro et al. 2018).

Tabela 7: Influéncia do tempo (dias) em diferentes meios de cultura liquidos, MS

e Y3 para a producdo de estruturas globulares (EG) por fragmento (frag).

Meio de multiplicacédo Médias (EG/frag)
MS 11,35 +191 a
Y3 12,77 + 2,40 a

Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia. Os valores citados referem-se a média * erro padréo.

As vantagens do meio liquido durante a etapa de multiplicacdo de calos em relacao
do meio sélido foram observadas para outras palmeiras. Durante aformacdo de embribes
somaticos em Phoenix dactilyfera. tanto para explantes de folhas jovens (Veramendi &
Navarro, 1996; Saker et al., 2007) quanto para inflorescéncias (Fki et al. 2003), o meio
liqguido se mostrou mais eficiente. O desenvolvimento de massa embriogénica de calos
fragmentados e inoculados foi 3x maior em meio liquido quando comparado com o
desenvolvimento em meio solido em mesmas condicdes (Fki et al. 2003). O uso de
diferentes frascos para a multiplicagdo de P. dactilyfera foi comparado e os autores
concluiram que frascos contendo meio liquido sob agitacdo foram mais eficientes que
frascos contendo meio semissélido e biorreatores tipo RITA® (Ibraheem et al. 2013). O

meio liquido sob agitacgio em E. guineensis proporcionou efeitos significativos
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melhorados na multiplicacdo e desenvolvimento de embrides somaticos com a
necessidade de adaptacdo nas concentracdes dos reguladores de crescimento ou no tempo
da cultura em alguns gendtipos utilizados (Hashim et al. 2018; Jain e Gupta 2018;
Monteiro et al. 2018).

Bhavyashree e colaboradores (2016) em estudos de cultura de células de C.
nucifera, tentam estabelecer calos com alta competéncia embriogénica oriundos de
meristemas caulinar que foram seccionados, triturados e transferidos para meio liquido
de cultura Y3 acrescidos com diferentes concentracbes de 2,4-D ou Picloram,
aminodcidos e carvao ativado em frascos sob agitacdo. Os autores observaram que existe
um periodo maximo de crescimento das células em suspensdo em meio de cultura liquida
que ocorreu préximo a 200 dias de cultivo com melhor resultado para os tratamentos com
regulador 2,4-D. Apos esse periodo as células eram inoculadas em meio semissolido Y3
e ndo foi observado progresso adicional (Bhavyashree et al. 2016). Diferente do estudo
de Bhavyashree e colaboradores (2016) no presente trabalho foi observado que os
fragmentos de calos submetidos ao meio liquido em agitacdo quando transferidos para
meio semissdlido Y3 permaneciam com competéncia para formacdo de novas estruturas
globulares.

A oxidagdo dos fragmentos celulares observadas nesse estudo contrasta com 0s
resultados obtidos por Teixeira et al. (1995) e Monteiro et al. (2018) com E. guineensis,
que ndo observaram oxidagdo em culturas de meio liquido. Os autores descrevem a
inducdo de embribes zigoticos em meio MS e Y3 e posterior transferéncia para meio
liquido Y3 para estabelecimento de embrides sométicos, porém ndo é citado qual meio
liquido ¢é mais eficiente. Para E. guineensis a adicdo de uma etapa em meio liquido tem
demonstrado significativo incremento de massas embriogénicas (Teixeira et al. 1995;
Tarmizi et al. 2004, 2008; Monteiro et al. 2018).
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Figura 12: Aspectos dos calos semifriaveis de Cocos nucifera transferidos do meio
solido de inducdo para o meio liquido de multiplicacdo. A: Calos utilizados como
explantes na etapa de multiplicacdo. B: Calos em meio de cultura liquido. C: Calo com
pigmentacdo amarronzada oriundo do meio liquido. D: Estruturas globulares
embriogénicas desenvolvidas em meio de multiplicacdo liquido ap6s 40 dias de cultivo
em meio semissdlido. E: Fragmentos oriundos da etapa de multiplicacdo em meio liquido

apos 90 dias de cultivo em meio semissélido.

c. Diferenciacdo de Embrides Somaticos

vi. Influéncia de diferentes meios de cultivo na diferenciacdo de

embrides somaticos
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Com 30 dias de cultivo em meio de diferenciacdo de embribes somaticos,
independentemente do tratamento utilizado, verificou-se a formagdo de estruturas
esponjosas, semelhantes ao haustorio de embriGes zigoticos. Aos 40 dias, verificaram-se
estruturas embriogénicas com pigmentacdo esverdeada, sobretudo aquelas submetidas ao
tratamento Y3 acrescido com 5 pM de 2,4-D e 300 uM BAP (Figura 13A). Essas
estruturas assemelham-se as obtidas por Bett et al. (2019). O aumento da massa
calogénica em ambos os tratamentos foi observado até os 60 dias de cultivo. Apds esse
periodo, o volume permaneceu constante para o tratamento Y3 acrescido com 5 M de
2,4-D e 300 uM BAP (Figura 13B) e 1/2MS (Figura 13C).

Apos 90 dias de cultivo, ndo foram identificadas diferencas significativas para as
varidveis tamanho do calos e percentual de oxidacdo, entre os dois tratamentos testados
(Figura 14), com valores médios de 54,65 e 64%, respectivamente. Contudo, o meio Y3,
suplementado com 2,4-D e BAP, proporcionou maior nimero de calos com coloracdo
esverdeada, com valor médio de 65,6%, diferindo estatisticamente do tratamento com
1/2MS, desprovido de reguladores de crescimento. Vale ressaltar que embora tenham sido
constatados aumento da massa embriogénica e mudanca de coloracdo (levemente verde),
ndo se verificou diferenciacdo de embrides somaticos a partir dos explantes submetidos
aos tratamentos testados. A formacdo de um tecido semelhante ao haustério foi reportada
neste experimento em todos os explantes que aumentaram em comprimento. Alguns
explantes mantiveram a superficie regular ou romperam a superficie formando uma
fissura (Figura 13B e C). Esse comportamento onde os calos embriogénicos deram
origem a tecido haustorial ou anormal foi observado por outros autores. Verdeil e
colaboradores (1989, 1994) observaram a formacdo de tecido haustorial durante a
diferenciagdo em meio de cultura com valores reduzidos de auxina, em explantes oriundo
de inflorescéncia de C. nucifera. A formacdo de tecido haustorial em explantes mantidos
em meio de cultura com quantidade insuficiente de auxinas foi observado em E.
guineenses com os explantes aumentando em volume e alterando a coloracéo branca para

amarela (Touchet et al. 1991).
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Figura 13: Aspecto geral dos explantes de Cocos nucifera em meio de cultivo
visando a diferenciacdo de embribes somaticos. A: Aspecto do explante apds 30 dias em
meio de cultura; notar areas com pigmentacdo esverdeada. B e C: Aspecto dos explantes
apos 90 dias. B: explantes inoculados em meio Y3 acrescido com 2,4-D e BAP. C:
Explantes inoculados em meio MS desprovido de regulador de crescimento. Seta:
formacdo de tecido semelhante a haustorio; Escalas: A: 2 mm; Be C: 5mm.

A formacdo de embrides somaticos em C. nucifera a partir de calos oriundos do
cultivo de plimulas tem sido relatada por diferentes autores (R Hornung 1995; Chan et
al. 1998; Fernando et al. 2003; Pérez-Nufez et al. 2006). De modo geral, a etapa de
diferenciacdo de embrides sométicos tem sido caracterizada pela reducdo ou retirada da
auxina indutora do processo e/ou adicdo de alguma citocinina, como BAP (Karunaratne
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e Periyapperuma 1990; Hornung 1995a; Chan et al. 1998), Thidiazuron (TDZ) (Perera et
al. 2009; Jayaraj et al. 2015; Bhavyashree et al. 2016) e 2-lIsopenteniladenina (2iP)
(Branton e Blake 1983a; Perera et al. 2008). Apesar do relato da obtencdo de embribes
somaticos na espécie, nesse experimento isso ndo foi observado, o que exige otimizacao
futura dessa etapa.

E importante mencionar que o processo de embriogénese somética dessa palmeira
tem sido considerado de baixa eficiéncia e acompanhado por anormalidades (Blake e
Hornung 1995; Jayaraj et al. 2015). Além do mais, ha um consenso na literatura sobre a
recalcitrancia de Cocos nucifera com relagdo a regeneracdo in vitro (Pérez-Nufies et al.,
2006; Jayaraj et al. 2015; Bandupriya et al., 2016), 0 que exige constante
manipulagdo/otimizagdo de protocolos.
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Figura 14: Efeito de diferentes meios de cultivo sobre o aumento da massa
embriogénica do calo e sobre os percentuais de oxidacdo e de calos com coloracéo verde
de Cocos nucifera. Os valores citados referem-se a média * erro padrdo. Letras
mindsculas diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos. Abreviagdes:
MS (Murashige e Skoog 1962), Y3 (Eeuwens, 1976) e BAP (6-Benzilaminopurina).

vii. Efeito do recipiente de cultivo na diferenciacdo de embrides
somaticos

Os explantes selecionados para o experimento apresentavam superficie branca

com estruturas globulares bem visiveis (Figura 16A). Ndo foi observado diferenciacdo de
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embrides somaticos ou de outras estruturas organizadas a partir de explantes cultivados
em tubos de ensaio (Figura 15 e 16B). Em alguns explantes foi observado a formacgdo de
estruturas alongadas e partes oxidadas (Figura 16C). Por outro lado, resultados
promissores foram observados quando os explantes foram cultivados em biorreatores
RITA®, com 57,5% de explantes com formacdo de raiz (Figura 15 e 16D), 2,5% de
explantes com emissdo de parte aérea e 2,5% de formacdo de plantas completas (Figura
15 e 16F). Todavia, ressalta-se que além do baixo nimero de plantas completas obtidas,
estas exibiram sinais de anormalidades, como parte aérea fusionada ou pouco
desenvolvida (Figura 16F). A ocorréncia dessas anormalidades tem sido recorrente na
literatura durante a embriogénese somatica de C. nucifera (Blake & Hornung, 1995;
Hornung, 1995; Pérez-Nufiez et al., 2006; Jayaraj et al., 2015; Bhavyashree et al., 2016).

Os explantes oriundos para esse estudo passaram pela etapa de inducdo em meio
de cultura contendo regulador picloram. Embora as caracteristicas morfolégicas nao
fossem de calos semifridveis com superficie branca, lisa conforme descrito por outros
autores (Chan et al. 1998; Pérez-NUfez et al. 2006; Saenz et al. 2006) os calos compactos
selecionados apresentavam morfologia semelhante aquelas referidas como like-ear
referidas por Pérez-Nufiez et al. (2006) e Sandoval-Cancino et al. (2016).

Até 0 momento, os estudos apontam melhores resultados nas etapas iniciais
quando os explantes séo inoculados em meio de indugdo contendo regulador 2,4-D.
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Figura 15: Desenvolvimento em diferentes frascos (tubo de ensaio e RITA®)
durante a etapa de diferenciacdo de plantas de Cocos nucifera.
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Figura 16: Calos de Cocos nucifera selecionados para a regeneracdo em diferentes
recipientes. A: Aspecto dos calos compacto selecionados. B: Calos transferidos para
tubos de ensaio contendo meio com regulador BAP; C: Calo ap6s 120 dias em meio
semissolido em tubo de ensaio (estrela: parte oxidada; seta: formacdo de estrutura
alongada); Calos. D, E e F: Calos transferidos para frascos RITA® apresentando diferentes
respostas. D: plantulas apenas com raizes ap6s 120 dias em meio de cultura liquido; E:
calos oxidados que ndo responderam ao tratamento em meio de cultura liquido; F: Planta
de C. nucifera obtida por embriogénese somatica apresentando anormalidade na
formacdo da parte aérea. Escala: 1 cm.
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Biorreatores s&o sistemas automatizados onde os explantes séo cultivados dentro
de um frasco de cultivo e expostos ao meio de cultura por um periodo programado de
tempo. Dentre as vantagens do uso de biorreatores citam-se: melhor nutricdo e oxigenacao
dos tecidos, renovagdo adequada do ar e, consequentemente, melhor taxa de crescimento
e desempenho morfogenético (Etienne e Berthouly 2002; Teixeira e Cid 2010). Assim, 0
recipiente utilizado pode interferir no desenvolvimento de um explante durante as etapas
do processo de embriogénese (Silvosa- Millado et al. 2020).

Os resultados obtidos nesse estudo demonstram que calos inoculados em sistema
de imersdo temporaria RITA® foram superiores aos inoculados em meio solido. Esse
resultado estd de acordo com os estudos de Etienne & Berthouly (2002), que descrevem
uma melhor eficiéncia das técnicas de imersdo temporaria quando comparadas ao meio
solido. Outros autores também obtiveram resultados apontando melhor eficiéncia com o
uso de biorreatores. Em Bactris gasipaes, plantas produzidas por embriogénese somatica
em biorreator tipo “Twin flasks” transferidas para meio de diferenciagdo semissdlido
apresentaram taxa de sobrevivéncia menos significativa do que plantas de outro
tratamento cultivadas em meio liquido em biorreatores. Os autores justificam o resultado
positivo ao melhor desenvolvimento de raizes classificando as plantas oriundas do cultivo
em “Twin flasks” como fisiologicamente melhores (Steinmacher et al. 2011). Em
experimentos comparando biorreatores de imersdo temporaria e meio semissolido para E.
guineensis, foi constatado que o alongamento de embrides somaticos e o acUmulo de
biomassa fresca foi superior estatisticamente em frascos RITA® foi superior a 10x aos
tratamentos em meio semissdlido e 2x ao nimero de plantas regeneradas (Gomes et al.
2016).

viii. Influéncia do tamanho do calo na diferenciacdo de embrides

somaticos

O comportamento in vitro das estruturas inoculadas, fragmentos formados por até
5 protuberancias esféricas (Figura 17A) ou fragmentos com 5 a 10 protuberdncias
esfericas (clusters) (Figura 17D), foi semelhante ao relatado no item 3.3.1. Ao final de 30
dias de cultivo, observou-se o aumento da massa calogénica em fragmentos e clusters

(Figura 17 B e E). Parte dos fragmentos, mesmo com desenvolvimento de massa
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calogénica, apresentaram indicios de oxidacdo, o que ndo foi um fator limitante ao
desenvolvimento posterior do explante (Figura 18).

A ocorréncia de pigmentacdo esverdeada teve inicio apds os 30 dias de cultivo.
Verificou-se também a formacdo de estruturas compostas por raizes e uma regido
semelhante a haustorios durante o processo de germinacdo de embrides zigbticos (Figura
17C), resultados estes similares aos reportados por Fernando e Gamage (2000). Esse
comportamento foi observado somente quando fragmentos formados por até 5
protuberancias esféricas foram inoculados. Ja os explantes aqui nomeados como clusters

formaram massas com aspecto compacto com pigmentacdo esverdeada (Figura 17F).

Figura 17: Diferentes respostas morfoldgicas na etapa de diferenciacdo a partir de
diferentes calos (fragmentos formados por até 5 protuberancias esféricas ou fragmentos
com 5 a 10 protuberéncias esféricas - clusters) de C. nucifera; A- C: fragmentos com até
5 protuberancias esféricas e D-F: cluters. A: Fragmento que ndo respondeu ao tratamento
com regulador BAP. B: Fragmento responsivo com formacdo de massa compacta e com
pigmentacdo esverdeada. C: Fragmento responsivo com formacdo de massa compacta
semelhante a haustorio (seta) e raiz primaria com pequenas estruturas secundarias (seta).
D: Cluster que ndo respondeu ao tratamento com regulador BAP. E: Formagdo de massa
compacta (seta) em parte da estrutura do calo inicial sem pigmentacdo. F: Formagdo de
massa compacta esverdeada cobrindo todo calo inicial. Escala: 1 cm.
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Figura 18: Comparacdo entre os tipos de isolamento das estruturas globulares
(isolados e cluster) durante a etapa de regeneracao.

Na literatura sdo encontrados estudos que apontam 0 sucesso no uso da citocinina
BAP durante a diferenciacdo de embrides somaticos de C. nucifera a partir de estruturas
embriogénicas formadas na fase anterior. Todavia, a maioria dos trabalhos disponiveis na
literatura ndo avaliaram o efeito sobre a formacdo de embrides somaticos do processo de
isolamento de fragmentos de calos com nldmeros variados de estruturas globulares
embriogénicas (RKW Hornung 1995). Tais autores reportaram sucesso na etapa de
diferenciacdo de embrides sométicos utilizando BAP e subsequente regeneragdo de
plantas.

Outros autores citam a separagdo das estruturas embriogénicas durante 0 processo
de diferenciacdo. Sandoval-Cancino et al. (2016) efetuaram a separacdo de estruturas
embriogénicas durante a etapa de multiplicacdo e ndo verificaram diferengas entre as
concentragcfes de BAP testadas durante a etapa de diferenciacdo. Similarmente, Peérez-
Nufez et al. (2006) iniciaram a etapa de diferenciacdo de embrides somaticos a partir de
estruturas globulares embriogénicas isoladas e inoculadas em meio com 300 uM de BAP,

porém os resultados ndao foram conclusivos.
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d. Caracterizacdo Morfoanatdbmica dos Calos

Apo6s 60 dias de cultivo em meio de cultura suplementado com auxina,
observaram-se 0 aumento do volume das plimulas, assim como a formagdo sobre elas de
estruturas translicidas com consisténcia rigida e morfologia “ear-like” (Figura 19 A e B),
semelhante ao descrito inicialmente por Sdenz et al. (2006) e citados por Jayaraj et al.
(2015) e Rivera-Solis et al. (2018). Anatomicamente observou-se a formacdo de massas
de calos correspondentes as estruturas translicidas e o incremento de volume celular da
plimula (Figura 19 Ce D, respectivamente). As massas contendo estruturas translic idas
exibiam inicio de formacdo de centros meristematicos.

Com 120 dias de cultivo, observou-se a partir das estruturas translicidas iniciais
o0 desenvolvimento de calos nodulares compactos brancos e calos friaveis. Salienta-se que
ambos os calos, embora morfologicamente diferentes, exibiam caracteristicas anatdbmicas
semelhantes. Tais estruturas eram formadas por dois tipos de células: células com
caracteristicas meristematicas (pequenas, com alta relacdo nucleo citoplasma e sem
vacuolos visiveis) formando ora um corddo ora nddulos, localizadas nas proximidades da
protoderme, e por células com caracteristicas parenquimaticas, localizadas entre a
protoderme e a zona meristematica e imediatamente abaixo dessa zona. Jayaraj et al.
(2015) classifica essa regido meristematica como ‘“centro meristematico periférico”.
Segundo 0s autores essa regido meristematica € responsavel por originar embrides
SOmaticos.

A presencga de &reas meristematicas evidentes em calos de C. nucifera também foi
mencionado por Branton & Blake, (1983b), Buffard-Morel et al., (1992), Fernando et al.,
(2003) e Séenz et al.,, (2006) que, ao trabalharem com plimulas de C. nucifera,
verificaram a formacdo de nddulos embriogénicos a partir da quebra dessas areas
meristematicas, as quais posteriormente adquiriram protoderme e formaram embrides

somaticos de origem multicelular.
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Figura 19: Desenvolvimento dos calos embriogénicos a partir de plimulas do
embrido de Cocos nucifera, var. Ando Verde do Brasil de Jiqui (AVelJ), A e B: Inicio do
desenvolvimento das plimulas ap6s 60 dias em meio de cultura com 2,4-D e Picloram,
respectivamente (seta-estrutura translicidas); C: Seccao anatdmica de calo apos 120 dias
em meio com 2,4-D (setas-nodulo meristematico NM, estrela - protoderme Pd); D: Seccao
anatdmica de calo ap6s 150 dias em meio com Picloram (setas-nddulo meristeméatico NM,
estrela - protoderme PD).

Os calos oriundos da etapa de inducdo apresentavam caracteristicas morfologicas
diferentes devido ao tratamento com diferentes reguladores de crescimento (Figura 20 A
e C). Quando transferidas para meio liquido (fase de multiplicagcdo), essas estruturas
tornaram-se mais individualizadas, formando areas esféricas bem definidas, com
predominancia de células meristematicas e, portanto, caracterizadas como estruturas
embriogénicas. Algumas dessas estruturas, semelhante ao descrito por Fernando et al.
(2003), exibiam indicios de formacdo de protoderme (Figura 20 B e D). Acompanhando
internamente a protoderme foi observado um corddo de células meristematicas (Figura
20 E). A formacdo de centros meristematicos pode ser observada em estruturas
embriogénicas bem isoladas (Figura 20 E). Adicionalmente, células vasculares foram
observadas em alguns clusters seccionados (Figura 20 F). Os nodulos meristematicos
foram encontrados em explantes que foram induzidos com regulador de crescimento
Picloram (Figura 20 G).
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Figura 20: Desenvolvimento de estruturas embriogénicas a partir de explantes
inoculados em meio liquido oriundas de plimulas de Cocos nucifera, var. Ando Verde do
Brasil de Jiqui (AVeJ), A e C: explantes com 2,4-D e Picloram, respectivamente; B:
Secc¢do anatdmica de calo induzido com regulador 2,4-D, apds 90 dias em meio liquido
de multiplicacdo (setas-nodulo meristematico NM, estrela - protoderme Pd); D: Sec¢édo
anatdmica de calo induzido com regulador Picloram, ap6s 90 dias em meio liquido de
multiplicacdo (setas-nodulo meristematico NM, estrela - protoderme PD); E: celulas
meristematicas da regido do nédulo meristematico; F: Secc¢do anatbmica de calo induzido
com regulador 2,4-D evidenciando uma estrutura embriogénicas (setas-nodulo
meristematico NM, células vasculares-CV); G: Seccdo anatdmica de calo induzido com
regulador Picloram evidenciando trés estruturas embriogénicas isoladas por ceélulas
meristematicas dispostas em circulos.

O estagio de multiplicacdo dos calos é descrito em poucos trabalhos em C.
nucifera (Verdeil et al. 1994; Pérez-NUfiez et al. 2006). Nos estudos de Verdeil et al.
(1994) os calos foram mantidos em meio de cultura por até oito meses em um “estagio
de multiplicacdo” onde uma zona meristematica periférica foi mantida por todo o periodo
nas estruturas embriogénicas que surgiram posteriormente. Pérez-Nufiez et al. (2006)

isolavam as estruturas embriogénicas e realizavam subcultivos em meio de cultura com
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as mesmas concentragfes usadas durante ainducdo. Osautores descrevem que ndo foram
observadas diferencas histoldgicas nos calos durante o estagio de multiplicacdo quando

comparados com calos durante a fase de indug&o.

Figura 21: Desenvolvimento de estruturas embriogénicas a partir de explantes
inoculados A e C: Seccdo anatdmica transversal de uma estrutura embriogénica globular
formado em meio de cultura contendo BAP e 2,4-D ap06s 60 dias de cultivo; Be D: Secgédo
anatomica transversal de uma estrutura embriogénicas globular formado em meio de
cultura contendo BAP e Picloram apds 30 dias de cultivo. Escala: A, B e D: 0,2mm; C:
0,05mm.

Apos o0 estagio de multiplicacdo os explantes foram selecionados e inoculados em
meio de cultura para etapa de diferenciagdo contendo regulador de crescimento BAP
juntamente com 2,4-D ou Picloram em baixa concentragdo. Em ambos os tratamentos foi
possivel observar o0s tecidos organizados formando um conjunto de células
meristematicas dispostas semelhantes a um circulo (Figura 21 A e B). Estas células
coravam mais intensamente e possuiam um nucleo grande e citoplasma sem grandes
vacuolos (Figura 21 C). Estas caracteristicas estdo de acordo com as descritas por Séenz
et al. (2006) que descreve como precursora do embrido somatico. Jayaraj et al. (2015)
descreve que nessa etapa as estruturas globulares pareciam se fundirem para a formagao

do embrido somatico ap0s a reducdo de 2,4-D e a adicdo de BAP e GA3 ao meio.
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Essa organizagdo pode ser vista em outros trabalhos que utilizam o regulador BAP
apos a inducdo de calos, independente da fonte de explante utilizada: inflorescéncia
(Sandoval-Cancino et al. 2016), pldmula (Pérez-Nufiez et al. 2006; Jayaraj et al. 2015)
ou explantes embriogénicos (Rivera-Solis et al. 2018).

CONCLUSOES
Inducédo
. Plimulas sdo explantes responsivos ao cultivo in vitro sob altas

concentragdes de auxinas em meio de cultura contendo carvdo ativado.

. A auxina 2,4-D é eficiente para inducdo de calos potencialmente
embriogénicos (calos semifriaveis) a partir de plimulas de Cocos nucifera.

. O tempo de inoculagdo da pldmula ap6s a chegada dos embrides zigoticos,
considerando um limite de até 35 dias, ndo é um fator limitante a formacdo de calos e a

viabilidade dos calos formados.

Multiplicacéo
. A coloracdo do explante ndo exerce influéncia na multiplicacdo de
estruturas embriogénicas em meio de cultura liquida sob agitacéo.
. Fragmentos menores respondem melhor a etapa de multiplicacdo em meio
de cultura liquida.
. Né&o ha diferenga significativa entre as diferentes composicGes dos meios
de cultivo (MS e Y3) sendo o tempo de 30 dias 0 periodo minimo necessario para essa

etapa.

Diferenciacéo

. O uso do regulador de crescimento 6-Benzilaminopurina na concentragcéo
(300 pM) e condicdes estudadas ndo é eficiente na diferenciacdo de embrides somaticos
em plantas completas a partir de calos de C. nucifera var. Ando Verde do Brasil de Jiqui
(AVeJ) induzidos em meio contendo regulador de crescimento 2,4-D.

. A diferenciagdo e regeneragdo de explantes de C. nucifera induzidos em
meio de cultura contendo regulador de crescimento Picloram, apresentam resultados que
diferem aos encontrados na literatura. Protocolos de sucesso utilizam concentracGes de

2,4-D como auxina indutora.
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. A manutencdo de estruturas embriogénicas em frascos RITA® se

apresentou como opcao a etapa de regeneracdo para C. nucifera.
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