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Figura 1. Fases da coleta (A-C) e preparo (D-F) para a desinfestacdo do
palmito de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). A. Retirada das folhas adultas.
B. Corte do estipe com motosserra. C. Separacao do palmito. D e E. Isolamento
das folhas imaturas. F. Folhas imaturas em processo de

(0 1CTS ] ] (=] 7= ox= Lo JE SRS SPR

Figura 2. Formacao de calos primarios induzidos a partir de folhas imaturas de
dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). A. Explante sem formac&o de calo, ao
zero dias de cultivo. B. Calo tipo 1 aos 180 dias de cultivo. C. Calo tipo 3 aos
180 dias de cultivo. D. Calo tipo 5 aos 180 dias de cultivo. Barras: A-D. 2,0

Figura 3. Oxidacdo de explantes foliares de dendezeiro (Elaeis guineensis
Jacq.). A. Explante ndo oxidado, ao zero dias de cultivo. B. Oxidacgéo tipo 1 aos
180 dias de cultivo. C. Oxidacéo tipo 3 aos 180 dias de cultivo. D. Oxidacéao tipo
5 aos 180 dias de cultivo. Barras: A-B. 2,0

Figura 4. Aspecto do material utilizado como explante inicial para a inducéo de
calos no cultivo in vitro de dendezeiro (Elaeis guineensis
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Figura 5. Caracterizacdo morfolégica de calos embriogénicos (A) formados em
meio de inducédo, contendo 225 um de Picloram e raizes (B) formadas em meio

de inducgéo, contendo 900 pm de ANA. Inducéo realizada a partir da inoculagéao
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de folhas jovens de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacg.). Barras: A. 2 mm, B.

Figura 6. Multiplicacdo de calos primarios e embriogénicos de dendezeiro
(Elaeis guineensis Jacq.) apdés 90 dias de cultivo, obtidos a partir de folhas
imaturas. A. Multiplicacdo de calo primario em meio liquido. B. Multiplicagdo de
calo embriogénico em meio liquido. C. Multiplicacéo de calo primario em meio
sélido D. Multiplicacdo de calo embriogénico em meio sdlido. Barras: A. 0,7 cm;
B.0,9¢cm; D. 1,0 CM; E. 1,0 CMueeiiiiiieceeeee ettt et e e e aens

Figura 7. Teste histoquimico de calos priméarios e embriogénicos de dendezeiro
(Elaeis guineensis Jacq.) multiplicados em meio liquido usando azul de Evans e
carmim acético, ap6s 90 dias de cultivo. A. Células ndo embriogénicas
dispersas no meio nutritivo coradas de azul; B. Inicio de aglomeracao celular
com presenca de células embriogénicas, coradas de vermelho e células néo
embriogénicas coradas de azul. Abreviagdes: cem = células embriogénicas; cne

= células ndo embriogénicas. Barras: A-B. 0,2 MM........cccoovviiiiiieeiiece e

Figura 8. Aspectos morfologicos dos cultivos durante as etapas de
diferenciacdo de embrides somaticos (A-B) e regeneracdo de plantas (C) de

dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). Barras: A. 2,0 mm; B. 1,2 mm; C. 2,0

Figura 9. Aspectos morfolégicos dos cultivos durante a etapa
enraizamento/alongamento dos regenerantes (A) e aclimatizacdo das mudas

(B) de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). Barras: A. 4,0 cm; B. 11,7

CAPITULO 2

Figura 1. Caracterizacdo morfoanatdmica de folhas imaturas originadas de
plantas adultas de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) utilizada como explante
inicial na inducdo da embriogénese somatica. A. Aspecto externo de segmentos
de folha imatura; B. Seccéo transversal da nervura mediana: notar sistema
vascular nitido, com tecido esclerenquimatico contornando a regido vascular; C
e D. Seccdes transversais da ala foliar. C. Setas indicando feixes vasculares.

Abreviacbes: ab = abaxial; ad = adaxial; cs = camara subestomatica; ep =
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epiderme; est = estobmato; fv = feixe vascular; fl = floema; hp = hipoderme; pl =
parénquima lacunoso; pp = parénquima palicadico; te = tecido

esclerenquimético; x = xilema. Barras: A. 2 mm; B-C. 0,2 mm; D. 0,05

Figura 2. Segmento foliar imaturo de dendenzeiro (Elaeis guineensis Jacq.)
originario de plantas adultas com formacao de calo primario apés 60 dias de
cultivo em meio de inducdo, contendo 225 pm de Picloram. Aspecto
morfolégico da formacdo de calos. A. Morfologia externa. B-F. Seccéo
transversal da folha com calo. B. Setas indicando feixes vasculares bem
desenvolvidos. AbreviacOes: ab = abaxial; ad = adaxial; C = calo; ep =
epiderme; fv = feixe vascular; F = folha; pp = parénquima pali¢cadico. Barras: A.
2 mm;, B. 02 mm; CD. 005 mm; E. 05 mm; F. 0,2

Figura 3. Segmento foliar imaturo de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.)
originario de plantas adultas que nao reagiu a inducéo de calo primario, apos
180 dias de cultivo em meio contendo 225 pM de Picloram. A. Morfologia
externa. B-D. Seccdo transversal da folha sem a formacdo de calo. B.
Ocorréncia feixes vasculares pouco desenvolvidos (setas). Abreviagbes: ab =
abaxial; ad = adaxial; ep = epiderme; fv = feixe vascular; fl = floema; hp =

hipoderme; x = xilema. Barras: A. 2 mm; B. 0,2 mm; C. 0,5 mm; D. 0,5

Figura 4. Segmento foliar imaturo de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.)
originario de plantas adultas com formacdo de raiz em meio de cultura
suplementado com acido naftalenoacético (ANA) ap6s 180 dias. A. Morfologia
externa. B-D. Seccéo transversal da folha e longitudinal e transversal da raiz.
Abreviacdes: ab = abaxial; ad = adaxial; C = calo; cf = coifa; fv = feixe vascular;
F = folha; pcx = ponto de conexdo; R = raiz; rc = regido cortical; re = regido
epidérmica; rmr = regido meristematica da raiz; rv = regido vascular. Barras: A.
2 mm; B. 0,5 mm; C. 0,2 mm; D. 0,2

Figura 5. Aspectos morfolégicos e anatdmicos do calo primario de dendezeiro
(Elaeis guineensis Jacq.) obtido de folhas imaturas de plantas adultas aos 180

dias de cultivo em meio de cultivo contendo 225 uM de Picloram. A. Morfologia
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externa. B-D. Secg¢do do calo primério. Setas indicam divisdo -celular
evidenciada pela duplicidade de nudcleos nas células. Abreviagdes: cpq =
células parenquimaticas; cpc= células periféricas do calo; zm = zona

meristematica. Barras: A. 2 mm; B. 0,2 mm; C. 0,2 mm; D. 0,05

Figura 6. Aspectos morfologicos e anatdmicos do calo embriogénico formado a
partir de células do calo primario de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.), apés
180 dias de cultivo em meio contendo 225 pM de Picloram. A. Morfologia
externa. B-D. Seccao do calo embriogénico e do calo primario. Abreviacdes: CE
= calo embriogénico; CP = calo primario. Barras: A. 2 mm; B. 0,5 mm; C. 0,2
0T T TR O TN O LT o 11 P
Figura 7. Aspectos morfologicos e anatdbmicos do calo embriogénico obtido a
partir da inducéo de folhas jovens de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). A.
Morfologia externa. B-D. Seccdo do calo embriogénico. C. Setas indicam
divisdo celular. B. Setas indicam a regido em que foi observado o inicio de
organizacao celular C. Setas indicam duplicidade de nucleos caracterizado pela
intensa divisdo celular. D. Setas indicam a linearizacao celular para a formacéao
de embrides somaticos. Abreviacdes: CE = calo embriogénico. Barras: A. 2
mm; B. 0,5 mm; C. 0,05 mm; D. 0,05 MM.....oooiiiii e e

CAPITULO 3

Figura 1. Aspecto morfologico dos estadios de inducdo e multiplicacdo
utilizados na caracterizacdo bioquimica da embriogénese somatica de folhas
imaturas de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). A. Folha com zero dias de
cultivo (controle); B. Folha que nédo reagiu; C. Folha com raiz; D. Folha

contendo calo; E. Calo primario isolado; F. Calo embriogénico. Barras: 2

Figura 2. Teores de acgucares sollUveis totais nos estadios de desenvolvimento
obtidos durante a inducdo da embriogénese somatica de folhas imaturas de
plantas adultas dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). Abreviacfes: NR = folha
gue nao reagiu; FL + RZ = folha com raiz; FL + CL = folha com calo priméario;
CP = calo primario; CE = calo embriogénico. Os dados representam as médias

seguidas dos erros padrées. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
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estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de

ProODADIIAAAE. ..ot e et e

Figura 3. Teores de glicose, frutose e sacarose nos estadios de
desenvolvimento obtidos durante a inducdo da embriogénese somética de
folhas imaturas de plantas adultas dendezeiro (Elaeis guineensis Jacg.).
Abreviagdes: NR = folha que néo reagiu; FL + RZ = folha com raiz; FL + CL =
folha com calo primério; CP = calo primario; CE = calo embriogénico. Os dados
representam as médias seguidas dos erros padrdes. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade na comparacdo dos indices de cada acUcar entre 0s
diferentes estadios €mMDriIOgENICOS. .......cviiiiiri e
Figura 4. Abundéncias relativas de glicose, frutose e sacarose nos estadios de
desenvolvimento obtidos durante a inducdo da embriogénese somatica de
folhas imaturas de plantas adultas dendezeiro (Elaeis guineensis Jacg.).
Abreviacoes: NR = folha que néo reagiu; FL + RZ = folha com raiz; FL + CL =
folha com calo primarioj CP = calo primarioj CE = calo
(<2001 o] £ oo =] o1 o TSSO PPSSRRSN
Figura 5. Teores de amido nos estadios de desenvolvimento obtidos durante a
inducdo da embriogénese somatica de folhas imaturas de plantas adultas
dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). Abreviacdes: NR = folha que nao reagiu;
FL + RZ = folha com raiz; FL + CL = folha com calo primario; CP = calo
primario; CE = calo embriogénico. Os dados representam as médias seguidas
dos erros padroes. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si  pelo teste de Scott-Knott a 5% de
(o1 g0] oF=T o1 [T F= o = 2 PSSR
Figura 6. Teores de acidos graxos totais nos estadios de desenvolvimento
obtidos durante a inducdo da embriogénese somatica de folhas imaturas de
plantas adultas dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). Abreviacdes: NR = folha
gue néo reagiu; FL + RZ = folha com raiz; FL + CL = folha com calo primario;
CP = calo primario; CE = calo embriogénico. Os dados representam as médias
seguidas dos erros padrées. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si  pelo teste de Scott-Knott a 5% de

ProbaDIIAAAE. ... ...
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Figura 7. Teores de acUcares solUveis totais (AST), amido e acidos graxos
totais (AGT) nos estadios de desenvolvimento obtidos durante a indugcdo da
embriogénese somatica de folhas imaturas de plantas adultas dendezeiro
(Elaeis guineensis Jacg.). Abreviagbes: NR = folha que néo reagiu; FL + RZ =
folha com raiz; FL + CL = folha com calo primario; CP = calo primario; CE = calo
(=T a0] o] gTe o T=] o1 To] o TN OO U VR PR PSPPI URPRUPPRPPPIR
Figura 8. Abundéancias relativas dos &cidos graxos de maior relevancia na
constituicdo dos lipidios nos estadios de desenvolvimento obtidos durante a
inducdo da embriogénese somatica de folhas imaturas de plantas adultas
dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). Abreviagdes: NR = folha que nao reagiu;
FL + RZ = folha com raiz; FL + CL = folha com calo primério; CP = calo
primario; CE = calo embriogénico; C16:0 = palmitico; C18:0 = estearico; C18:1
= 0léico; C18:2 = linoléico; C18:3 = lINOIENICO......ccueeviiieiei e e
Figura 9. Teores de aminoacidos totais livres nos estadios de desenvolvimento
obtidos durante a inducdo da embriogénese somatica de folhas imaturas de
plantas adultas dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). Abreviagdes: NR = folha
gue nao reagiu; FL + RZ = folha com raiz; FL + CL = folha com calo primario;
CP = calo primario; CE = calo embriogénico. Os dados representam as meédias
seguidas dos erros padroes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si  pelo teste de Scott-Knott a 5% de
[T g0] oF=T o1 [T F= o = 2P
Figura 10. Teores de prolina nos estadios de desenvolvimento obtidos durante
a inducdo da embriogénese somatica de folhas imaturas de plantas adultas
dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). Abreviacdes: NR = folha que nao reagiu;
FL + RZ = folha com raiz; FL + CL = folha com calo primario; CP = calo
primario; CE = calo embriogénico. Os dados representam as médias seguidas
dos erros padrdes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si  pelo teste de Scott-Knott a 5% de
(01 0] oF= o1 [T F=To = Ju OSSPSR
Figura 11. Teores de proteinas totais nos estadios de desenvolvimento obtidos
durante a inducdo da embriogénese somatica de folhas imaturas de plantas
adultas dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). Abrevia¢gdes: NR = folha que nao

reagiu; FL + RZ = folha com raiz; FL + CL = folha com calo primario; CP = calo

129

131

134

136

Xvii



primério; CE = calo embriogénico. Os dados representam as médias seguidas
dos erros padrbes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si  pelo teste de Scott-Knott a 5% de
ProODADIIAATE. ...t bbbt

Figura 12. Perfil metabdlico das etapas envolvidas na inducdo de calos a partir
de folhas jovens de dendenzeiro (Elaeis guineensis Jacq.). Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade. Cada n6 da figura corresponde a um composto presente
no fluxo metabdlico. Os nés que nao exibem o grafico com as dosagens
apresentadas, representam os compostos que ndo tiveram niveis suficientes de
deteccdo pelo equipamento. Os nés com os graficos apresentados
representam, de forma resumida, uma via especifica de sintese ou degradacéo
de algum composto. Na figura ndo foi compreendido todo o metabolismo,
somente os compostos detectados e as vias aos quais estdo relacionados de
forma resumida. As setas indicam apenas quais 0S compostos estao
interligados no metabolismo, ndo indicando necessariamente o sentido da
reacdo. Os dados de Glicose, Frutose, Sacarose e Amido sdo 0S mesmos

encontrados na secao 3.1. AST e 3.2.
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Aprimoramento da embriogénese somatica de dendezeiro
(Elaeis guineensis Jacq.), a partir de folhas de plantas adultas:

Influéncia do gendtipo e caracterizagcdo morfoanatémica e bioquimica

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi aperfeicoar e avaliar estruturalmente e
bioquimicamente as etapas de inducdo e multiplicacéo de linhagens embriogénicas de
dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) originadas a partir de folhas imaturas de plantas
adultas de alto rendimento. Para a inducéo, segmentos de folhas da variedade B35-17-
29 foram inoculadas em meio de cultura de MS, contendo cinco concentracdes (0, 225,
450, 675 e 900 uM) de ANA, 2,4-D e Picloram. Em seguida foram avaliadas duas
regides do palmito (apical e basal) na inducéo de calos em seis variedades (B35-29-32,
B35-29-33, B35-17-33, B35-17-29, A25-15-11 e A25-14-28). Para a multiplicacdo, duas
consisténcias de meio (liquido e sdlido) e dois tipos de explantes (calo primario e
embriogénico) da variedade B35-17-29 foram testados. A caracterizagcéo
morfoanatdmica e a extracdo e quantificacdo dos acucares, amido, acidos graxos,
aminoacidos, proteinas e a analise do perfil metabdlico contidos em explantes foliares
aos zero dias de cultivo, com raizes, com calos e que nao reagiaram, além de calo
primario, calo embriogénico e calo embriogénico formado, a partir de calo primario, foi
realizada utilizando-se materiais do genotipo B35-17-33. Verificou-se que as melhores
taxas de inducao de calos da variedade B35-17-29 foram obtidas com a utilizacdo de
2,4-D (900 uM) e Picloram (225 uM). Analisando os genétipos e as posicoes das folhas
verificou-se que as melhores taxas foram observadas com a inoculacdo da parte apical
em todos os genatipos testados. Na multiplicacao, verificou-se que o maior ganho de
biomassa fresca foi observado com a multiplicacdo de calos embriogénicos em meio
liquido sob agitacdo. Anatomicamente, verificou-se que os explantes foliares utilizados
para a inducdo de calos apresentavam epiderme unisseriada, com estdmatos apenas
na face abaxial da folha, presenca de hipoderme bi-estratificada, em ambas as faces,
com mesofilo dorsiventral. Foi possivel observar o desenvolvimento inicial dos calos
associados aos feixes vasculares em 100% dos propagulos analisados. Na formacao
do calo primério, as divisbes celulares comegam préximo aos feixes vasculares. Foi

observado que calos primarios sédo constituidos por células meristematicas apenas em
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sua regido mais interna, enquanto que calos embriogénicos Sdo compostos
inteiramente por este tipo celular. A partir do calo embriogénico, & verificada a
formacdo de embrides somaticos. Com relagdo as analises bioquimicas, verificou-se
que ndo ha diferencas significativas entre as concentracbes de acucares nos
segmentos foliares que se mostraram responsivos ou ndo a inducao da embriogénese
somética. Em contrapartida, folhas com calos apresentaram niveis inferiores de frutose,
e maiores concentracdes de amido, quando comparadas aquelas que nao reagiram.
Verificou-se que calos primarios apresentaram maiores concentracfes de acucares e
amido quando comparados com calos embriogénicos, diferindo também por
apresentarem concentracdes mais elevadas de sacarose. Com relacao a concentracao
dos &cidos graxos, ndo houve diferenca significativa entre explantes foliares com calos
e aqueles que nado reagiram. Os teores de aminoacidos apresentam um acumulo
gradativo durante a etapa da inducdo de calos. Em todo o cultivo, apenas calos
embriogénicos apresentaram as maiores concentracdes de prolina. Explantes foliares
com zero dias de cultivo e aqueles que ndo reagiram apresentaram niveis
intermediarios de proteinas, sendo observada a reducéao das taxas com a formacao dos

calos primarios e aumento quando no caso de tratar-se de calos embriogénicos.

Palavras-chave: Arecaceae; micropropagacao; embriogénese somatica; morfogénese;

ontogénese; histologia; fisiologia.
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African oil palm tree (Elaeis guineensis Jacq.) somatic
embryogenesis enhancement, from leaves of adult plants: Genotype’s

influence and morphoanatomic and biochemistry description

ABSTRACT

The main goal of the current project was enhancing and evaluating biochemically and
structurally the induction and multiplication steps of the African oil palm tree’s (Elaeis
guineensis Jacq.) embryogenic lineage spread originally from high performance adult
plant’s half-grown leaves. In order to induct, leave’s cantle from the variety B35-17-29
were inoculated in MS cultivation environment, containing 5 concentrations (0, 225, 450,
675 e 900 puM) of NAA, 2,4-D and Picloram. Subsequently, two heart of palm’s zones
were evaluated (apical and basal) during calluses induction in 6 varieties (B35-29-32,
B35-29-33, B35-17-33, B35-17-29, A25-15-11 e A25-14-28). For the multiplication, two
media consistencies (solid and liquid) and two sorts of explant (primary and
embryogenic callus) from B35-17-29’s variety were tested. The morpho-anatomic
characterization and the extraction and quantification of the sugars, starch, fatty acids,
amino acids and proteins and the metabolic profile analysis contained in foliar explants
on zero days of cultivation with roots, with callus and which did not react, besides
primary callus, embryogenic callus and full-grown embryogenic callus, from primary
callus, was carried out using materials from the genotype B35-17-33. It has been
observed that the best calluses induction rates from the variety B35-17-29 were
obtained with the use of 2,4-D (900 uM) and Picloram (225 uM). Analyzing the
genotypes and the position of the leaves it's been found that the best rates were
observed with the inoculation of the apical part in all tested genotypes. On the
multiplication, it was verified that the best fresh biomass gain was seen with
embryogenic calluses multiplication in stirring liquid media. Anatomically, it was verified
that the foliar explants used for calluses induction presented uniseriate epidermis, with
stomas only on the abaxial face, bi-stratified hypodermis presence, on both faces, with
dorsiventral mesophilic. It could be observed the initial development of the calluses
associated to vascular bundles in 100% out of the propagating material analyzed. On
the primary callus formation, the cell divisions begin around the vascular bundles. It's
been observed that the primary calluses are only made up of meristematic cells in its

more internal area, whilst embryogenic calluses are fully made up of these cells. From
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the embryogenic callus, the somatic embryos formation is seen. Regarding the
biochemical analysis, it's verified that there are no considerable differences between the
sugar content in the foliar segments which was proved to be responsive or not to the
somatic embryogenic induction. On the other hand, leaves with calluses presented
lower fructose levels and higher starch concentration when compared with those that
didn’t react. It was found that primary calluses presented higher concentration of sugar
compared with embryogenic calluses, which also differs for presenting higher sucrose
concentration. In regard to fatty acids concentration, there wasn’t a major difference
between foliar explants with calluses and those that didn’t react. The amino acids
content presented gradual increase during the calluses induction step. In every
cultivation, only embryogenic calluses presented higher proline concentration. Foliar
explants with zero cultivation days and those that didn’t react presented intermediate
protein levels, being noticed a reduction of the rates with the formation of primary

calluses and enhancement in case of embryogenic calluses.

Keywords: Arecaceae; micropropagation; somatic embryogenesis; morphogenesis;

ontogenesis; histology; physiology.
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1. INTRODUCAO GERAL

A comunidade internacional tem buscado novas fontes de energia sustentaveis,
com o objetivo de substituir ou complementar a matriz energética mundial (Leite & Leal,
2007; Hong, 2012, Desai & Venkatachalam, 2012, Saifuddin et al., 2014).

Por ser um pais que pode se destacar na produ¢édo de biocombustiveis, o Brasil
tem se mobilizado na busca de novas fontes de energia para atender tanto ao mercado
nacional quanto o internacional. Nesse contexto, o governo federal lancou, em 2002, o
Programa Brasileiro de Biocombustiveis, com o objetivo de viabilizar a producdo de
biodiesel no pais (Ramos & Wilhelm, 2005; Ferreira et al., 2012).

De fato, o Brasil se destaca no cenario mundial por possuir mais de 20% da area
agricultavel do planeta, mais de 10% da agua doce do mundo e mais de 200 espécies
de plantas com possibilidade de producdo de 6leo vegetal (Gontijo et al., 2011). Entre
as mais de 200 espécies potenciais de plantas oleaginosas, o dendezeiro (Elaeis
guineensis Jacg.) ocupa posicao de destaque, por ser uma das espécies que apresenta
maior produtividade de 6leo no mundo. Na classificacdo atual, o dendezeiro pertence a
classe Liliopsida, ordem Arecales, familia Arecaceae (Palmae), subfamilia Arcoideae e
género Elaeis (Jouannic et al., 2011). Seu rendimento anual pode atingir cercade 5a 7
toneladas de Oleo por hectare, que corresponde a pelo menos 1,2 vezes a
produtividade do 6leo de macauba, 1,5 vezes a de c6co, 2 vezes a do 6leo de oliveira e
10 vezes a do dleo de soja. Além disso, apresenta a vantagem de poder ser explorado
comercialmente por periodos superiores a 25 anos, mantendo o solo coberto,
contruibuindo para evitar o aquecimento global e o aumento de CO? na atmosfera
(Wahid et al., 2005).

No Brasil, programas de melhoramento genético do dendezeiro tém sido
implementados. No entanto, genotipos melhorados podem apresentar producao
limitada de sementes, além de baixa taxa de germinacdo e producdo de plantas
desuniformes, pois 0s genitores sdo plantas alégamas que apresentam alta
heterozigose. Ressalte-se ainda que, por se tratar de uma espécie monocotiledénea
tipica, o dendezeiro possui um Unico apice crescente, sem perfilhamento, impedindo
gue sua multiplicacédo seja feita vegetativamente por meios convencionais (Martine et
al., 2009; Chanprasert et al., 2012; Ferreira et al., 2012; Montoya et al., 2014; Barcelos
et al., 2015; Gomes et al., 2015).



Diante disso, a micropropagacdo por embriogénese somatica pode ser uma
excelente alternativa para a multiplicacéo clonal de gendtipos elite desta espécie (Duval
et al., 1988; Durand-Gasselin et al., 1990; Rival et al., 1997). O método baseia-se no
desenvolvimento de embrides a partir de células haploides ou sométicas, sem que haja
a fusdo de gametas, podendo, assim, possibilitar a formacdo de milhares de plantas
idénticas a planta matriz (Reinert, 1958).

Protocolos de propagacéo clonal de dendezeiros por embriogénese somatica, a
partir de embrides zigo6ticos, ja estdo relativamente adiantados quanto ao
desenvolvimento da técnica, inclusive no Brasil (Teixeira et al., 1993; Gomes, 2012;
Silva et al.,, 2012; Balzon et al., 2013). Porém, embora a utilizacdo desse tipo de
explante apresente diversas vantagens, como a grande disponibilidade e a facilidade
de transporte ele ndo permite a clonagem de individuos adultos, por tratar-se de
material de origem reprodutiva. Sendo assim, a utilizagdo de tecidos somaticos de
plantas adultas, em especial, folhas como explante inicial, surge como uma
necessidade para a propagacéao clonal de individuos ja fenotipados em campo (Duval
et al., 1988), cujas caracteristicas de interesse agrondmico podem se resumir a uma ou

poucas plantas.

Na embriogénese somatica, o estabelecimento de células, tecidos ou 6érgéos de
plantas em condi¢cfes controladas, tem como consequéncia a interrupcdo do controle
hormonal a que estas células estavam submetidas em seu ambiente natural. Quando
expostas a uma nova condicdo ambiental, as células vegetais podem expressar um
potencial morfogénico que néo se expressaria fora desse ambiente (Osborne, 1965;
Mozer, 1980; Trewavas, 1983; GOmez-Cadenas et al., 2000; Bari & Jones, 2009). As
condicbes de cultivo podem tanto permitir a continuidade de um padrdo de
desenvolvimento inviabilizado na planta, quanto promover a desdiferenciacdo e a
neomorfogénese vegetal (Staritsky, 1970). Sendo assim, as etapas que constituem
estes eventos podem ser detalhadas e acompanhadas pelo emprego de técnicas de

analise anatdmica (Silva et al., 2013).

De fato, a possibilidade de manipulacdo do sistema de cultivo in vitro para fins
tecnolégicos depende do dominio preciso de principios da fisiologia do
desenvolvimento. Dessa forma, estudos bioquimicos, associados aos estudos
morfoldgicos e histoldgicos, estdo sendo realizados durante a embriogénese somatica

em diferentes espécies de plantas, proporcionando uma grande quantidade de
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informacdes, incluindo aquelas associadas as alteracdes bioquimicas relacionadas com
a inducéo da competéncia embriogénica (Komamine el al., 1991; Gomes et al., 2014).

Nesse contexto, o presente trabalho objetivou aperfeicoar e avaliar
estruturalmente e bioquimicamente as etapas de inducdo e multiplicagdo de linhagens
embriogénicas de dendezeiros originadas a partir de folhas imaturas de plantas adultas
de alto rendimento.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais do dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.)

A denominacdo da espécie Elaeis guineensis foi proposta em 1763 pelo botanico
Nicholaus Joseph Jacquin, onde o nhome genérico Elaeis foi derivado da palavra grega
elaion, que significa 6leo e o epiteto especifico, guineensis, se refere ao centro de
origem da espécie (Guiné-Bissau) (Tregear et al, 2011). Na classificacdo atual, a
espécie pertence a classe Liliopsida, ordem Arecales, familia Arecaceae (Palmae),
subfamilia Arcoideae e género Elaeis (Jouannic et al., 2011). O dendezeiro é uma
espécie amplamente cultivada em regi6es tropicais e imidas da Africa, Asia e América.
Acredita-se que essa cultura tenha sido trazida para o Brasil por escravos africanos,
por volta de 400 anos atras, onde se adaptou facilmente ao clima tropical das regides
Norte e Nordeste do pais, devido a presenca de condicfes de temperatura e umidade
muito semelhantes aquelas encontradas em seu centro de origem (Gontijo et al., 2011;
Abrapalma, 2016).

O dendezeiro € uma monocotiledénea oleaginosa perene que atinge em meédia
de 15 — 18 m de altura, ou até 30 m quando em plantios adensados. Possui um sistema
radicular fasciculado e seu caule € um estipe ereto sem perfilhamento (Figura 1). Suas
folhas sdo pinadas, medindo de 5 a 7 m, compostas por um eixo central subdividido em
duas partes: basal, denominada peciolo, que se liga ao estipe, apresentando
comprimento de aproximadamente 1,5 m e a parte distal denominada raquis,
responsavel pela sustentacdo dos foliolos (segmentos da lamina foliar). Possuem
inflorescéncias axilares, denominadas espadices, compostas por espigas protegidas
por duas bracteas fibrosas, as espatas. Por ser uma planta monoica, o dendezeiro
apresenta inflorescéncias masculinas e femininas simultaneamente na mesma planta.
Apesar de ser uma planta monoica, o dendezeiro produz inflorescéncias de ambos os
sexos em ciclos alternados, que por ndo se sobreporem, induzem a fecundacéo
cruzada caracterizando o dendezeiro como uma planta alégama (Jourdan & Rey, 1997;
Adam et al., 2005; Jouannic et al., 2011).

O fruto do dendezeiro se desenvolve em cachos ovais, atingindo um
comprimento médio de 50 cm, com largura de cerca de 35 cm e pesando de 20 a 30

kg. Cada cacho é composto por aproximadamente 1500 frutos (Figura 1). O fruto € uma



drupa séssil, com formato esférico e alongado, medindo de 2 a 5 cm de comprimento e
entre 3 e 30 g de peso (Adam et al., 2005).

rd

Figura 1. Aspecto geral da morfologia de um hibrido superior de dendezeiro (Elaeis
guineensis Jacq.) de alta produtividade, com crescimento vertical do caule reduzido.

Foto: Jonny Everson Scherwinski-Pereira, Rio Preto da Eva, AM, 2012.

Essa espécie possui um mesocarpo espesso que corresponde a 92% do fruto e
contém de 20 a 50% de 6leo de dendé. Em sua camada interna, sdo encontradas

améndoas que produzem um Oleo com caracteristicas fisico-quimicas distintas das
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encontradas no o6leo de dendé, que € comumente conhecido como 6leo de palmiste
(Sumathi et al., 2008).

A importancia econdmica do dendezeiro advém das caracteristicas bioquimicas
presentes no mesocarpo de seus frutos que o colocam como um dos mais promissores
para a producdo de 6leo com alto poder calorifico. No entanto, a espessura do
endocarpo é controlada geneticamente por um gene denominado Sh, classificando as
plantas em trés tipos: Elaeis guineensis Jacq. var. dura Becc. € um individuo
homozigoto, com genes Sh+/Sh+ e endocarpo com espessura medindo de 2 a 6 mm,;
Este tipo corresponde a planta em que se utiliza a flor feminina nos cruzamentos
intraespecificos. Elaeis guineensis Jacq. var. psifera Becc. € uma planta homozigota,
com genes Sh-/Sh- e endocarpo reduzido ou até mesmo ausente. Este tipo fornece
graos de pdlen para os cruzamentos intraespecificos. Por fim, tem-se o Elaeis
guineensis Jacq. var. tenera Becc., que corresponde ao hibrido gerado pelo
cruzamento entre psifera e dura, sendo um individuo heterozigoto, com genes Sh+/Sh-
e endocarpo medindo de 0,5 a 4 mm de espessura. Este tipo possui sementes
indicadas para plantios comerciais por apresentar uma vida util no campo de 20 a 30
anos (Hameed & Chin, 2009; Adam et al.,, 2011; Mukherijee & Sovacool, 2014,

Oosterveer, 2014).

A cultura do dendezeiro possui ampla importancia em diversos setores, com
destaque no cenario energético, ecoldgico e na industria de diferentes produtos. O 6leo
de dendé é usado direta ou indiretamente na alimentacdo, fazendo parte de
margarinas, gorduras para paes, biscoitos, massas e tortas, p0s para sorvete,
manteigas vegetais, 0leos de cozinha, 6leos de salada e azeites. Na industria, o 6leo
de dendé é usado na producédo de sabdes, sabonetes, xampus, condicionadores para
cabelo, velas, tintas, detergentes e, nos ultimos anos, utilizado também na producéo de
biodiesel. J4 o 6leo de palmiste, além de ser utilizado na alimentacdo animal e em
adubos vegetais, é utilizado pela industria na fabricacdo de batons e perfumes (Yengar,
2002; Sundram et al., 2003), e nos ultimos anos, também vém constituindo um
importante insumo para a producdo de bicombustiveis (Adam et al., 2005; Wahid et al.,
2005).

Diante disso, o 6leo vegetal produzido pelo dendezeiro tem ocupado, nos ultimos
anos, um lugar de destaque na produgdo mundial de éleos e gorduras. Prova disso, foi

0 expressivo crescimento na participacdo deste 6leo no mercado mundial, que com



producao de aproximadamente 60 milhdes de toneladas ao ano, consolidou-se como o
6leo vegetal mais produzido em todo o mundo (Hansen et al., 2015).

Por ser uma das oleaginosas mais produtivas que se tem conhecimento, o
dendezeiro € uma das espécies mais promissoras para a criacdo de um modelo
alternativo de geracdo de energia pela utlizacdo do seu 6leo para a producdo de
biocombustivel. Além disso, quando cultivado sob condi¢cdes edafocliméaticas
favoraveis, o dendezeiro constitui-se uma cultura permanente, normalmente de
producéo continuada e com possibilidade de ser explorada por pelo menos 25 anos
(Wahid et al., 2005). Quando atinge o estagio adulto, a planta oferece consideravel
protecéo ao solo, podendo ser cultivada isoladamente ou associada a outras culturas,
sendo uma espécie altamente recomendada para plantios em areas degradadas, como
as da Amazonia (Wahid et al., 2005).

O dendezeiro é fortemente influenciado pelas condicbes ambientais. Devido as
necessidades de alta pluviosidade e temperatura, a cultura do dendezeiro apresenta
melhor desenvolvimento em regides tropicais, com clima equatorial quente e umido e
precipitacdo pluviométrica elevada e bem distribuida ao longo do ano (Carvalho et al.,
2001). Embora as altas temperaturas favorecam o desenvolvimento do dendezeiro, o
fator que exerce grande influéncia € a disponibilidade de agua no ambiente em que a
cultura é estabelecida, sendo um fator indispensavel para o cultivo. Segundo Surre &
Ziller (1969) e Duval et al. (1988), a baixa disponibilidade hidrica pode influenciar no
numero de inflorescéncias emitidas pela planta, ocasionando na reducdo consideravel
do numero de cachos produzidos, bem como no aumento do abortamento das

inflorescéncias.

Devido as condi¢cdes climaticas oferecidas, o dendezeiro € amplamente cultivado
na América Latina e Sudoeste da Asia. Os cinco maiores produtores dessa cultura sdo
a Indonésia, Malasia, Tailandia, Colémbia e Nigéria, com producdes estimadas para
2015/2016, respectivamente, de 35, 21, 2,3, 1,28 e 0,97 milhdes de toneladas. A
Indonésia, juntamente com a Malésia, corresponde a 90% da producdo mundial
(Nantha & Tisdell, 2009; USDA, 2013).

No Brasil, o estado que apresenta a maior producao € o Para, responsavel por
aproximadamente 85% do 6leo produzido. No entanto, considerando-se apenas dois
estados da Amazobnia, estima-se que o Brasil disponha de cerca de 70 milhdes de

hectares adequados para essa cultura, sendo 50 milhées no Estado do Amazonas e 20
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milhdes no Para. Essas areas tém condi¢cfes de produzir dendé para absorver grandes
demandas internas e externas, o que tornaria o Brasil um dos maiores produtores
dessa cultura (Gontijo et al.,, 2011). De acordo com Boddey (1993) se 30% da area
desflorestada da Amazonia brasileira fosse utilizada para o plantio dessa palmeira,
seria possivel suprir a demanda diaria de 460 mil barris de 6leo diesel consumidos no
pais, bem como, gerar empregos para a populacéo da regiéo.

Embora o dendezeiro seja cultivado no Brasil e no mundo, o método de
propagacéo da espécie € um fator limitante para cobrir o territério disponivel para essa
espécie e alcancar um patamar de producao de 6leo que atenda a demanda mundial.
Diante disso, nos programas de melhoramento genético, a multiplicacdo de gendtipos
superiores ocorre exclusivamente por meio de sementes, tornando praticamente
impossivel a obtencdo de culturas uniformes e a perpetuacdo das caracteristicas
selecionadas de individuos de alto valor genético, em ciclos precoces de selecéo
(Jouannic et al., 2011).

2.2. A Cultura de tecidos de plantas

A cultura de tecidos de plantas é uma ferramenta biotecnolégica que envolve
diferentes técnicas, pela qual um explante (célula, tecido ou 6rgéo) é cultivado de forma
asséptica em um meio nutritivo, sob condicbes controladas de temperatura e
luminosidade (Guerra & Handro, 1998; Saxena & Dhawan, 1999; Rezende et al., 2008;
Menéndez-Yuffa et al., 2010; Soh et al., 2011; You et al., 2012). O principio da cultura
de tecidos vegetais se baseia na teoria celular da totipotencialidade, ou seja, na
capacidade de células vegetais poderem originar um novo individuo, em razdo de toda
a informacdo genética necesséria para a regeneracdo completa de outra planta estar
presente no ambiente celular (Gautheret, 1983). Somente em 1902 é que o botéanico
alemao Haberlandt mostrou a aplicacao pratica desta teoria in vitro, culminando com a
formulacdo do conceito de cultura asséptica de células ao cultivar células de tecidos
somaticos de plantas em solucédo nutritiva (Krikorian & Berquam, 1969).

As principais técnicas da cultura de tecidos vegetais sdo constituidas da
propagacédo clonal de mudas em larga escala (micropropagacdo), da regeneracao de

plantas livres de virus e patdégenos (limpeza clonal), da conservacdo de recursos



genéticos de plantas (conservagdo de germoplasma) e da producdo de plantas
trangénicas (Abdullah et al., 2005; Soh et al., 2011; Gantait et al., 2015).

Mas para que o sucesso das diferentes técnicas da cultura de tecidos seja
alcancado, é necessario que ocorra 0 crescimento e a diferenciacdo celular dos
explantes utilizados. O crescimento e o desenvolvimento das plantas sao controlados
por substancias organicas naturais denominadas fitormonios. Estas séo sintetizadas
em pequenas concentracoes e em determinadas regibes das plantas, sendo
distribuidas para diferentes 6rgdos, nos quais exercem suas func¢des, inibindo ou
estimulando processos fisiolégicos e/ou bioquimicos vitais. Substancias com efeitos
similares ao de fitormdnios podem ser sintetizadas em laboratério e sdo denominados
fitorreguladores (Jiménez, 2005).

Na maioria dos sistemas de cultura de tecidos, esse padrao de desenvolvimento
€ determinado principalmente pela utilizacdo de reguladores de crescimento, que
reproduzem o que ocorre naturalmente nas plantas e exercem sua agao por
reconhecimento de receptores especificos, presentes em ceélulas responsivas, que
traduzem os sinais hormonais em eventos bioquimicos e fisiolégicos na planta
(Jiménez, 2001).

Outro fator importante que influencia a capacidade das células se
desdiferenciarem e rediferenciarem € a presenca de componentes organicos e
inorganicos dos meios de cultura (Wareing & Phillips, 1982). Historicamente, diversas
formulacdes de meio de cultura tém sido empregadas no cultivo in vitro, as quais
diferem entre si basicamente em relacdo a composicdo e concentracdo destes
componentes. Diante disso, diversos estudos de nutricdo mineral foram realizados para
o desenvolvimento de solu¢des nutritivas que atendessem as necessidades vitais das
plantas, estudos esses que culminaram na formulacdo da solu¢do nutritiva de Knop. A
partir dessa solucdo Gautheret (1934) formulou os macronutrientes do meio nutritivo.
Em paralelo, White (1932; 1933; 1934; 1938) desenvolveu uma composicao diferente
de macronutrientes com base na solucao nutritiva de Uspenski & Uspenskaia (1925),
por meio de uma série de estudos com cultura de raizes de trigo e de tomate. Durante
muito tempo, o meio White foi utilizado como meio basico para a cultura de uma grande
variedade de tecidos de diversas espécies (Torres et al., 1998).

Posteriormente, modificacbes nesse meio nutritivo visando otimizar o
crescimento de calos na cultura in vitro foram realizadas. Essas mudancas envolveram,

principalmente, o aumento das concentracdes dos sais em geral, uma diminuicao na
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concentracdo de sodio e o acréscimo de nitrogénio, na forma de amoénio, para
complementar o nitrato, originando o meio de MS, que é assim chamado em referéncia
aos seus autores, Murashige & Skoog (1962). Esse meio foi desenvolvido a partir de
suplementacdes de constituintes organicos e inorganicos do meio de White em culturas
de Nicotiana tabacum por Murashige & Skoog (1962).

Diante do aumento das concentracbes dos sais no meio nutritvo de MS,
principalmente amonio e nitrato, um maior crescimento de células e tecidos de plantas
foi alcancado para a maioria das espécies vegetais, tornando a formulacdo de MS a
mais utilizada em trabalhos com cultura de tecidos de plantas (Thorpe, 2007).

O desenvolvimento vegetal também é fortemente influenciado pela sintese de
hormdnios nas plantas. Os hosmbnios sdo biomoléculas produzidas pelas plantas,
capazes de induzir respostas fisiologicas especificas, como por exemplo, a inducao de
raizes, a formacéo de brotos, o alongamento de entrends, entre outras (Woodward &
Bartel, 2005). Além da presenca de horménios enddégenos nos tecidos vegetais, 0
cultivo in vitro € intensamente influenciado pela utlizacdo de reguladores de
crescimento, que sdo moléculas sintéticas com efeito semelhante ao dos hormdnios
vegetais. Na cultura de tecidos, os hormdnios em suas formas naturais ou sintéticas,
mais utilizados, sdo as auxinas e as citocininas (Chen et al., 2014).

Na cultura de tecidos, as auxinas sao frequentemente usadas visando a inducéo
de calos a partir de um explantes ou no enraizamento de brotos, uma vez que, sdo um
dos grupos de horménios responsaveis pelo crescimento celular (Cueva-Agila et al.,
2016). As auxinas mais comumentes utilizadas séo: o acido indolbutirico (AIB), o acido
naftalenoacético (ANA), o 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e o acido 4-amino-3,5,6-
tricloro-picolinico (Picloram) (Pandolfini et al., 2007).

Além dos reguladores de crescimento e dos compostos organicos e inorganicos,
as plantas cultivadas in vitro também requerem a adicdo de carboidratos, como a
sacarose, para suprir suas necessidades metabdlicas. Estes sdo importantes tanto pela
geracdo de energia, como por servirem como fontes de esqueletos carbbnicos para 0s
varios processos de biosintéticos implicados na diferenciacdo e crescimento de suas
células (Leifert et al., 1995).

A principal vantagem da propagacdo vegetativa in vitro se constitui na
possibilidade de produzir um elevado nimero de plantas em um curto espacgo de tempo
e ocupando uma area fisica bastante reduzida, se comparada com os métodos

convencionais de multiplicacéo (Soh et al., 2011). Outra vantagem nesse processo € a
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retirada dos explantes sem a destruicdo da planta matriz, um fator de consideravel
importancia em se tratando de plantas raras ou exemplares unicos (Thuzar et al.,
2011).

2.3. Embriogénese somética

A micropropagacgdo via embriogénese somatica é uma técnica da cultura de
tecidos definida como o processo pelo qual células sométicas desenvolvem-se por
meio de diferentes estadios embriogénicos, formando uma estrutura bipolar, chamada
embrido soméatico, que ao final do processo de diferenciacdo da origem a uma planta
(Reinert, 1958; Williams & Maheswaran, 1986). Esse fato pode possibilitar a producéao
clonal de um elevado nimero de plantas em um curto espaco de tempo, ocupando uma
area fisica bastante reduzida, se comparada com o0s métodos convencionais de
multiplicacdo. A técnica permite ainda a retirada de propagulos sem a destruicdo da
planta matriz, um fator de consideravel importancia em se tratando da raridade de
algumas plantas, bem como, propagacdo acelerada de clones superiores e a
manutencao de hibridos interespecificos (Anami et al., 2010). Além disso, também
pode servir como sistema modelo para estudar os eventos moleculares, citoldgicos,
fisioloégicos e de desenvolvimento envolvidos no processo embriogénico das plantas
(Dodeman et al., 1997).

A embriogénese somatica in vitro apresenta dois padrbes béasicos de
desenvolvimento de embrides somaticos (Sharp et al., 1980). Um padrdo € a
embriogénese somatica direta (ESD), na qual os embrides somaticos originam-se
diretamente de tecidos matrizes, sem a formacao de estadios intermediarios de calos,
realizada em mais de 60% dos protocolos (Gaj, 2004). Ja na embriogénese indireta
(ESI), os embrides somaticos se formam a partir de um calo, que apresenta células em
diferentes estadios de diferenciacdo. Em ambos os padrdes, o embrido somatico segue
a mesma sequéncia de desenvolvimento do zigético, ou seja, a passagem pelos
estadios globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar (Jayanthi et al., 2011; Marbun et
al., 2015).

A ESI, na maioria das espécies vegetais, € a metodologia mais promissora,
devido & possibilidade de obtencdo de maior niumero de propagulos em comparacao a
ESD, além de, permitir a sincronizacdo da producdo, bem como a automacdo das

etapas do cultivo. No entanto, ainda precisa ser otimizada e adaptada para a realidade
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encontrada na producdo de mudas em larga escala. Basicamente, essa metodologia é
composta de quatro etapas principais: inducao e multiplicagéo de calos, diferenciagéo e
regeneracdo de embrides somaticos em plantas (Touchet et al., 1991; Kanchanapoom
& Domyoas, 1999; Te-chato et al., 2002; Tarmizi et al., 2008; Silva et al., 2012).

A inducdo da embriogénese somatica é o desencadeamento de um processo
morfogenético, devido a um estimulo fisico e/ou quimico sofrido pelo explante, sendo a
etapa mais critica para o estabelecimento das culturas embriogénicas in vitro (Fehér et
al., 2002). Segundo Merkle et al. (1995), a inducdo da embriogénese soméatica esta
relacionada a alteracbes no padrdo de expressdao génica dos explantes, com
reprogramacdo das células que estdo envolvidas no processo embriogénico.
Entretanto, o potencial embriogénico ndo é somente determinado geneticamente, mas
também é influenciado pela composicdo dos meios de cultura e pelas caracteristicas
dos explantes (Elmeer, 2013).

Apo6s a inducao de calos primarios e embriogénicos, é realizada a multiplicacéo
das culturas embriogénicas, que consiste geralmente da reducdo nos niveis dos
reguladores de crescimento do meio de cultura. Essa reducéo permite ciclos repetitivos
de divisdo celular e o controle dos processos de diferenciacdo (Tarmizi et al., 2004;
Choi et al., 2008; Marbun et al., 2015). E nessa fase que geralmente suspensdes
celulares séo estabelecidas (Gorret et al., 2004).

Apés a etapa de multiplicacdo, é realizada a fase de diferenciacdo celular,
também conhecida como fase de diferenciacdo de embrides somaticos, que consiste
em fornecer estimulos fisioldgicos, bioquimicos e ambientais que interrompam os ciclos
repetitivos de divisdo celular da fase anterior e promovam o inicio da diferenciacéo e
obtencdo de embrides somaticos. Nessa etapa, alguns fatores exercem grande
influéncia no desempenho da diferenciacdo de embrides somaticos, destacando-se
principalmente as composi¢cées e as concentracdes dos reguladores de crescimento
utilizados e o aumento da osmolaridade no meio de cultura, sabendo-se que os
mesmos podem variar de acordo com a espécie (Touchet et al.,, 1991; Silva et al.,
2012; Tarmizi et al., 2008; Marbun et al., 2015).

Apbs a fase de diferenciacéo, € realizada a regeneracao de plantulas a partir de
embribes somaticos maduros. Nos protocolos de embriogénese somética, a

germinacdo dos embrides é usualmente realizada em meios de cultura livre de

reguladores de crescimento (Gomes et al., 2016).
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A embriogénese somatica in vitro também é influenciada pelo sistema de cultivo
utilizado nos diferentes estadios embriogénicos. Calos primarios e embriogénicos de
diversas espeécies vegetais vém sendo cultivados com sucesso utilizando meios
nutritivos liquidos em frascos de Erlenmeyer sob agitacdo (Boxtel & Berthouly, 1996),
em biorreatores de imersdo continua (Noriega & Sondahl, 1993) e biorreatores de
imersao temporaria (Teisson et al., 1995). Essas tecnologias tém sido amplamente
testadas na producao massal de mudas, a fim de otimizar protocolos preestabelecidos,
solucionar certos problemas enfrentados, além de permitir semi-automacédo do
processo e diminuir os custos de producdo, uma vez que gastos com agentes
gelificantes sdo reduzidos (Tarmizi et al., 2004; Tarmizi et al., 2008; Gomes et al., 2016;
Marbum et al., 2015).

O processo de aclimatizacdo representa uma etapa importante na cultura de
tecidos, sendo um fator limitante na micropropagacdo. Este processo consiste na
retirada e transferéncia das plantulas do meio de cultivo in vitro para outro tipo de
substrato e ambiente, promovendo uma adaptacdo gradativa da planta ao novo
ambiente (Chandra et al. 2010; Gomes et al., 2015). Esse processo € crucial para a
obtencao de mudas de qualidade provenientes da cultura de tecidos.

Em palmeiras, alguns protocolos de embriogénese somatica ja foram
desenvolvidos utilizando-se como explantes embrides zigoéticos (Ledo et al., 2002;
Thuzar et al.,, 2011; Heringer et al., 2014; Luis & Scherwinski-Pereira, 2014), folhas
jovens e inflorescéncias imaturas (Schwendiman et al., 1988; Teixeira et al., 1994;
Guerra & Handro, 1998, Karun et al., 2004; Scherwinski-Pereira et al., 2010), além de
ovarios nao fertilizados (Pereira et al., 2007).

Em dendezeiros, a producdo de mudas por embriogénese somatica via folhas
jovens, inflorescéncias imaturas e embrides zigoéticos de frutos maduros e imaturos,
também é descrita por diversos autores (Rabéchault & Martin, 1976; Corley et al., 1977;
Pannetier et al., 1981; Duval et al., 1988; Touchet et al., 1991; Teixeira et al., 1993;
Rival et al., 1997; Choi et al., 2008; Konan et al., 2010; Scherwinski-Pereira et al., 2010;
Thuzar et al., 2011; Balzon et al., 2013).

Apesar da utilizacdo do embrido zigético como explante inicial jaA estar bem
documentado, os estudos com folhas imaturas necessitam de maior aprofundamento.
O uso de folhas imaturas como explante inicial é promissor, uma vez que permite a
clonagem das plantas adultas, sem a influéncia da segregacdo do material genético

realizado apds os cruzamentos parentais. Diversos trabalhos sdo encontrados na
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literatura com embriogénese somética em palmeiras. Teixeira et al. (1995)
estabeleceram um protocolo de suspensfes celulares em dendezeiro utilizando
embrides zigdticos maduros e imaturos como fonte de explantes. Os meios de cultura
para a indugdo de calo foi o de MS e o Y3, contendo diferentes tratamentos de
fitorreguladores (475-500 uM de 2,4-D e 250 uyM de Picloram), e suplementado com
0,3% de carvao ativado. ApOs esse periodo, calos embriogénicos friaveis e calos
globulares foram diferenciados em todos os tratamentos. Culturas de suspensédo das
linhagens celulares foram estabelecidas em meio de cultura Y3, adicionado com 10 yM
de 2,4-D. Nesta fase, a diferenciacdo dos embrides somaticos s6 foi observada em
suspensdes de células oriundas de calo embriogénico friavel. As plantas oriundas da
germinacdo dos embries somaticos cresceram satisfatoriamente em condi¢bes de
estufa.

Kanchanapoom & Domyoas (1999) utilizaram embrides zigoéticos de dendé para
estabelecer um protocolo de embriogénese somatica. O material vegetal foi inoculado
em meio de cultura Y3 suplementando com 2 mg.L™ de 2,4-D para a fase de inducéo.
Apos oito semanas da inoculacao, a formacao de calos foi iniciada. Em seguida, para a
diferenciacado dos embribes somaticos e regeneracao de plantas, dois meios de cultura
sucessivos foram empregados. O primeiro meio foi 0 de MS isento de reguladores de
crescimento, mas com 0,05% de carv&o ativado, e o segundo, continha 0,1 mg.L™" de
BAP e 2,5 mg.L™* de 2,4-D. As andlises histolégicas evidenciaram que os calos tiveram
origem a partir das células da subepiderme dos explantes.

O protocolo desenvolvido por Touchet et al. (1991) utilizou suspenséao celular de
calos embriogénicos obtidos a partir de segmentos de folhas imaturas de dendezeiro. O
meio de cultura para inducdo da embriogénese somatica foi o de MS adicionado de 30
mg.L* de BAP, 1,0 g.L" de carvdo ativado e quatro concentracbes de 2,4-D. As
concentracdes de 80 e 100 mg.L™ de 2,4-D foram consideradas as mais efetivas para
producdo de células embriogénicas com caracteristicas pré-embrionarias. Para a
proliferacdo, os meios de cultura continham 2,4-D nas concentracfes de 25, 50 e 100
mg.L™?, sendo que a concentracdo de 100 mg.L™* manteve o potencial embriogénico,
apo6s 18 semanas de cultivo. O meio de cultura empregado na regeneracao foi o de MS
sem reguladores de crescimento, dando origem a plantas que depois de enraizadas
foram transferidas para casa de vegetacao.

Alguns protocolos j4 foram descritos para palmeiras utilizando como explante

embrides zigdticos e inflorescéncias imaturas. Texeira et al. (1993), trabalhando com
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embrides zigéticos de dendé, observaram que na fase de indugdo, os explantes
comecaram a formar tecidos embriogénicos apdés duas semanas em meio de cultura
suplementado com 500 uM de 2,4-D. Guerra & Handro (1998) utilizaram embribes
zigoticos e inflorescéncia imatura de Euterpe edulis como fonte de explante,
submetidos a 100 mg.L” de 2,4-D. Esses autores observaram o surgimento de
estruturas globulares que correspondiam a embrides somaticos no estagio globular,
conferindo um modelo direto.

Na fase de indugdo também s&o observados bons resultados com folhas jovens
de dendé. Besse et al. (1992) obtiveram formacédo de calos nodulares compactos e
calos fridveis, quando as folhas jovens foram submetidas a concentracdes elevadas de
2,4-D.

A utilizacdo do Picloram também é bastante citada na inducdo e obtencdo de
calos embriogénicos (Titon et al., 2007; Scherwinski-Pereira et al., 2010). Huong et al.
(1999) observaram que altas concentragdes de Picloram no meio de cultura foi o que
promoveu a inducao de calos embriogénicos nodulares em Phoenix canariensis.

Alguns protocolos ja foram descritos para palmeiras, nos quais houve a
regeneracao de plantas por meio de suspensdes de células embriogénicas, oriundas
de calos obtidos a partir de folhas de dendé (Touchet et al., 1991; Tarmizi et al., 2004).
Ja Teixeira et al. (1995) obtiveram calos embriogénicos a partir de embrides zigoéticos
de dendé, submetidos a 250 puM de Picloram e estabeleceram suspensdes
embriogénicas em meio de cultura Y3 suplementando com 10 yuM de 2,4-D.

Kanchanapoom & Domyoas (1999) utilizaram dois meios de cultura sucessivos
para a diferenciacdo dos embrides somaticos e regeneracdo de plantas. O primeiro
meio foi o de MS isento de reguladores de crescimento, mas com 0,05% de carvéo
ativado, e o segundo, continha 0,1 mg.L* de BAP e 2,5 mg.L" de 2,4-D. Ja no
protocolo desenvolvido por Guerra & Handro (1998) em E. edulis, os calos
embriogénicos foram maturados em meio de cultura suplementando com 2,5 mg.L™ de
2-iP e 0,1 mg.L™" de ANA.

Ledo et al. (2002) observaram que o0 meio de cultura suplementando com ANA e
2-iP foi eficiente para a multiplicacdo e manutencao de calos embriogénicos de Euterpe
oleracea Mart., além de promover a progressao dos calos em estagios mais avancados
dos embrides somaticos, 0os autores observaram um desenvolvimento embriogénico

nao sincronizado para esta espécie.
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ApOGs obtencdo dos embrides soméaticos maduros, a germinacdo € usualmente
realizada em meio de cultura livre de reguladores de crescimento (Komatsuda et al.,
1992; Fernandez- Guijarro et al., 1995). Hilae & Te-chato (2005) estudaram fontes de
carbono na germinacdo de embrides somaticos de dendé e verificaram que a maior
porcentagem de germinacédo foi obtida em meio de MS suplementado com 0,2 M de
sorbitol. Esses autores também observaram que a alta concentracdo de sacarose ou

sorbitol promoveram a formagéao de raizes.

2.4. Estudos anatbmicos

Em vérias espécies vegetais, o entendimento dos mecanismos que regulam as
diferentes etapas desse processo ainda € bastante limitado (Apostolo et al., 2005).
Diante disso, a realizacdo de estudos anatbmicos durante a embriogénese somatica
pode proporcionar uma grande quantidade de informac&o, incluindo aquelas
associadas a formacdo de mudas anémalas, a inducado da competéncia embriogénica e
a mobilizacdo de reservas nas fases de maturacdo e de regeneracdo dos embrides
somaticos, colaborando dessa forma para a otimizacdo dos protocolos de
micropropagacao ja existentes (Adam et al., 2005; Ribeiro et al., 2012; Thomas &
Boura, 2015). Acrescenta-se, ainda, que sdo poucos 0s estudos que associam
avaliacbes morfohistologicas para compreender 0s processos in vitro e aperfeicoar os
protocolos de embriogénese somatica (Apostolo & Llorente, 2000; Steinmacher et al.,
2007). Tais aspectos sdo fundamentais no aprimoramento de protocolos existentes e
no estabelecimento de metodologias de sistemas de regeneracdo in vitro mais

eficientes.

O emprego das técnicas de analise anatdbmica permite o detalhamento de
eventos que ocorrem quando espécies vegetais sdo cultivadas in vitro. Estudos
histolégicos podem ser realizados para a verificacdo e confirmacédo do desenvolvimento
das gemas adventicias (organogénese) ou de embrides somaticos (embriogénese
somatica) e a definicdo da origem direta ou indireta (Rodrigues et al., 2004).

Caracteres morfolégicos e anatdémicos, tanto vegetativos quanto reprodutivos,
estdo relacionados com determinadas condi¢cdes ambientais, embora a relacdo entre
esses caracteres adaptativos e as condicdes ambientais, em muitos casos, seja dificil
de estabelecer (Ehrendorfer, 1973). No cultivo in vitro, as plantas podem apresentar

caracteristicas peculiares como abundancia de espacgos intercelulares, sistema
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vascular pouco desenvolvido, reduzida capacidade de sustentacao (esclerénquima e
colénquima) e outros tipos de alteracdes (Campostrini & Otoni, 1996).

O estudo do desenvolvimento de células ou grupos de células por técnicas
histologicas tem se mostrado Util para o entendimento da embriogénese em vérias
espécies vegetais. Em Hevea brasiliensis, o tempo adequado de subcultivos foi
determinado por meio de andlises histoldgicas. Avaliando o potencial embriogénico do
calo durante o seu desenvolvimento, esses autores puderam adaptar o tempo de
subcultivo para otimizar a formacao de embrides. Eles verificaram que células pré-
embriogénicas foram observada em calos com 15 a 30 dias de cultivo e que essas
células apenas se tornaram tipicamente embriogénicas apés o cultivo em meio fresco,
uma vez que sem a renovacao dos meios as células ndo apresentaram potencial para
formacdo de embribes somaticos (Michaux-Ferriere & Carron, 1996). Ao se utilizar
embrides zigoticos de Cocos nucifera como fonte de embriogénese somatica, verificou-
se gque o0 processo tem origem principalmente na plumula (Chan et al., 1998), e o
cultivo desta estrutura vem potencializando os protocolos de embriogénese dessa

espécie (Pérez-Nufez et al., 2006).

As alteracdes histoldgicas associadas com a posicédo e a atividade das células
competentes, durante a embriogénese somatica, tém sido bastante estudadas. A
iniciacdo do desenvolvimento da embriogénese somatica do dendezeiro (E. guineensis)
a partir de folhas jovens revelou pela analise morfolégica e anatbmica, acentuada
divisdo nas ceélulas perivasculares, sendo o centro de origem das células
meristematicas, seguido da formacao do calo (Schwendiman et al., 1988).

Estudos histolégicos das culturas embriogénicas oriundas de embrides zigoticos
de E. edulis evidenciaram que a origem das massas meristematicas foram a partir de
tecidos da subepiderme (Guerra & Handro, 1998). Esses mesmos autores descreveram
os proembrifes e os embrides nos diferentes estagios de maturacdo. Neste sentido, o
acompanhamento e a identificacdo das estruturas presentes nos diferentes estagios
durante a embriogénese somatica, por meio de estudos anatdmicos parecem
necessarios para melhor entendimento dos processos morfogénicos e maximizacéo de

protocolos eficientes de clonagem da espécie.
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2.5. Analises bioquimicas

Segundo Barendse & Peeters (1995), em todos o0s sistemas vegetais 0s
processos de desenvolvimento sdo resultado de um complexo controle espacial e
temporal, onde varios hormdnios atuam na regulacédo da expressao de multiplos genes.
Esses horménios vegetais sdo denominados reguladores quimicos de ocorréncia
natural que produzem respostas metabdlicas, fisioldgicas, sendo efetivos em pequenas
guantidades, e provavelmente, os mais importantes mediadores na transducdo de
sinais (Taiz & Zeiger, 2009). No entanto, além dos reguladores de crescimento outros
compostos estdo envolvidos nos processos de desenvolvimento vegetal, como o0s
carboidratos, os lipidios, os aminoacidos e as proteinas (Guerra et al., 1999).

Os carboidratos constituem um grupo de compostos que inclui agUcares e outras
moléculas mais complexas constituidas por subunidades de acucares mais simples,
cuja principal funcdo é o fornecimento de energia quimica aos processos celulares
(Brum et al.,, 1994). De acordo com Moghaddam & Ende (2012), existem outras
fungOes atribuidas aos carboidratos, tais como, os amidos, que s&o fontes de reserva,
a celulose e a hemicelulose que possibilitam a sustentacdo, entre outras mais
especificas.

Dentro do desenvolvimento embriogénico, os carboidratos desempenham
importante papel no processo de formacao do embrido, atuando como fonte de energia,
esqueletos carbbnicos e/ou como sinalizadores. Na maioria das plantas, no processo
de formacdo do embrido, a glucose e a frutose estdo presentes na fase inicial de
desenvolvimento embrionério, e diminuem gradualmente, contrariamente a sacarose
gue aumenta na fase final do desenvolvimento embrionario (Focks & Benning, 1998).
Ja na fase de maturacdo dos embrides ocorre a sintese tanto de proteinas quanto de
carboidratos (Baud et al., 2002).

Segundo pesquisas, durante o desenvolvimento do embrido somatico, observa-
se que os carboidratos atuam como fonte de energia metabdlica, como fonte de
compostos de reserva e como fonte de esqueletos carbdnicos e, juntamente com
outras substancias, também atuam para tornar os embrides quiescentes e tolerantes a

dessecacéo, possibilitando assim, a sua regeneracao (Lipavska & Konradova, 2004).

Um excelente método de estudo da embriogénese soméatica é a comparacéo do
metabolismo dessa rota de desenvolvimento com o metabolismo da embriogénese

zigGtica, uma vez que a embriogénese zigGtica apresenta-se como um sistema modelo
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de formacdo de embrido. Na comparacdo das duas rotas, observa-se que a relagéao
hexoses/sacarose pode influenciar a divisdo e diferenciacdo celular no inicio do
desenvolvimento de embrides somaticos e zigoéticos, enquanto que o amido parece

estar envolvido na separacéo e armazenagem de carboidratos (Pescador et al., 2008).

Os lipidios formam, juntamente com os carboidratos e as proteinas, as
substancias mais frequentemente encontradas na natureza, tanto nos animais quanto
nos vegetais. Comparativamente aos dois Ultimos, os lipidios representam a forma
mais reduzida do carbono, podendo gerar, na oxidacdo de um grama, trés vezes mais
energia do que na oxidagdo da mesma quantidade de amido (Taiz & Zeiger, 2009).

Lipidios s&@o constituintes essenciais nas células das plantas, sendo os
triglicerideos mais eficientes como forma de armazenamento de carbono reduzido,
enquanto os fosfolipidios sdo constituintes de membranas celulares de planta ou
mensageiros secundarios nos processos fisiologicos (Blanckaert et al., 2000). Os
triglicerideos séo constituidos por um residuo de glicerol e trés moléculas de acidos
graxos, ocupando uma posicdo de destaque como principal reserva nas sementes e
embrides. Durante o processo de maturacédo do embrido, bem como na germinacao de
sementes, o0s ésteres sao hidrolisados e os acidos graxos séo utilizados na producéo
de ATP e outras substancias (Ohlrogge & Browse, 1995).

Os lipidios estéo envolvidos no desenvolvimento, crescimento e senescéncia de
plantas (Miquel & Browse, 1995). O entendimento das suas funcbes no
desenvolvimento vegetal tem avancado pelos estudos em mutantes de Arabidopsis, por
exemplo, nos quais um incremento nos niveis de acido estearico como lipidio de
membrana no mutante fab2 causou dramatica diminuicdo no tamanho das plantas
desta espécie (Leightner et al., 1994).

Nas células, os acidos graxos constituintes dos lipidios apresentam-se em uma
determinada concentracdo dependente da estabilidade e da fluidez da membrana
celular (Moore, 1982). Pouco se conhece a respeito das modificacfes e da composicao
dos lipidios de reserva durante a embriogénese zigética das plantas (Reidiboym-
Talleux & March, 1999). Entretando, sabe-se que na embriogénese zigética, ocorre a
formacdo de um eixo portador de meristemas caulinar e radicular, acompanhada pela
formacdo dos cotilédones, esses Ultimos mais de perto associados a sintese e

estocagem de substancias de reserva, como os lipidios (Dodeman et al., 1997).
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J& os aminoéacidos, sdo formados pela incorporagédo do nitrogénio absorvido aos
compostos de carbono como amino-grupos e sdo compostos basicos para a
biossintese de proteinas, acidos nucléicos e substancias nitrogenadas do metabolismo
secundario. Neste caso, atuam como precursores de horménios vegetais e de
compostos envolvidos na defesa vegetal (Malavolta, 1997; Larcher, 2000).

Estudos vém demonstrando que a concentracdo de aminoacidos envolvidos na
embriogénese somética, principalmente a de prolina, aumentam e diminuem
rapidamente durante as diferentes etapas do processo. Dessa forma pode-se perceber
gue esses compostos séo intimamente relacionados a essa rota de desenvolvimento
vegetal (Sen et al., 2002, Booz et al., 2009, Kumar & Kumari, 2011). Diante disso, a fim
de beneficiar o desenvolvimento de culturas embriogénicas, pesquisadores estao
frequentemente suplementando os meios de cultura com fontes de aminoacidos
(Scherwinski-Pereira et al., 2010; Silva et al., 2012).

Conforme mencionado anteriormente, as proteinas sao polimeros, moléculas
complexas compostas por um determinado numero de subunidades designadas
aminoacidos. Sendo as proteinas moléculas complexas, essas sao formadas por varias
centenas de aminoacidos. O numero das diferentes sequéncias de aminoacidos e,
portanto, a possivel variedade de moléculas de proteinas mostra-se enorme (Raven et
al., 1996). De acordo com Brum et al. (1994), cada proteina € formada por uma
sequéncia Unica de aminoacidos, o que determina sua funcdo dentro do ambiente
celular.

O metabolismo de proteinas € extremamente ativo e dependente do tipo e idade
do orgdo. Orgdos e tecidos em crescimento ou de estoque s&do caracterizados pela
sintese intensa de proteinas, entretanto, em folhas senescentes ocorre a degradacao
das mesmas. A sintese de proteinas é caracterizada pela alta e rapida capacidade de

adaptacao molecular, funcional e fisiolégica, em relacdo ao meio (Larcher, 2000).
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As proteinas também desempenham um importante papel na embriogénese
somatica. Segundo Wise & Tunnacliffe (2004), no processo germinativo ou no processo
de diferenciagdo, no caso do embrido somatico, as proteinas de reserva armazenadas
durante o processo embriogénico sdo entdo degradadas, e 0os aminoacidos que as
compdem sado hidrolisados, liberando grandes quantidades de compostos a serem

utilizados no crescimento da plantula.

Durante o desenvolvimento embriogénico, observa-se um aumento na
concentracdo de proteinas totais em funcdo, ndo sO, da sintese de proteinas de
reserva, mas também do acumulo de proteinas associadas ao estresse e outras
classes de proteinas, como aquelas relacionadas a respiragéo (glicdlise, ciclo de Krebs
e fosforilagdo oxidativa), a biossintese de carboidratos e ao metabolismo de
aminoacidos (Aberlenc-Bertossi et al.,, 2008; Sghaier-Hammami et al.,, 2009;
Cangahuala-Inocente et al., 2009). O aumento da concentracdo de proteinas, durante a
embriogénese, resulta também da sintese de proteinas LEA (late embryogenesis
abundant), as quais irdo atuar na protecdo dos embrides contra a desidratacao

(Cangahuala-Inocente et al., 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

- Otimizar as fases de inducdo e multiplicacdo de linhagens embriogénicas
originarias de folhas jovens de plantas adultas de dendezeiro (Elaeis guineensis
Jacq.) e analisar morfoanatbmicamente e bioquimicamente as etapas envolvidas

NO Processo.

3.2. Objetivos Especificos

- Avaliar respostas morfogénicas in vitro de folhas imaturas de diferentes
genotipos de dendezeiros;

- Definir combinacdes de reguladores de crescimento e condi¢cdes de cultivo
para a melhor inducéo e multiplicacédo das linhagens embriogénicas;

- Caracterizar morfoanatomicamente explantes foliares, calos primarios e calos
embriogénicos;

- Caracterizar o metabolismo dos agucares, amido, acidos graxos, aminoacidos
e proteinas nos diferentes estadios das etapas de inducéo e multiplicacéo de

calos da embriogénese somatica,
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CAPITULO 1

OTIMIZACAO DAS ETAPAS DE INDUCAO E MULTIPLICACAO DE CALOS DA
EMBRIOGENESE SOMATICA DE FOLHAS IMATURAS DE DENDEZEIRO (Elaeis
guineensis Jacq.)
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar as respostas morfogénicas in vitro de folhas imaturas
de diferentes genoétipos de Elaeis guineensis Jacq., bem como verificar as
combinagcdes de reguladores de crescimento e condi¢cdes de cultivo para a melhor
indugdo e multiplicagdo das linhagens embriogénicas. Inicialmente, segmentos de
folnas imaturas de plantas adultas de dendezeiro da variedade B35-17-29 foram
inoculadas em meio de cultura de MS suplementado com 0,5 g.L' de caseina
hidrolisada, 0,5 g.L™* de glutamina, 2,5 g.L™* de carvdo ativado, 30 g.L™ de sacarose, 2,5
g.L™t de Phytagel contendo cinco concentracdes (0, 225, 450, 675 e 900 uM) de ANA,
2,4-D e Picloram. Em seguida, a viabilidade e a eficiéncia de duas regides do palmito
(apical e basal) foram avaliadas na inducéao de calos, em seis variedades (B35-29-32,
B35-29-33, B35-17-33, B35-17-29, A25-15-11 e A25-14-28), utilizando o melhor
tratamento do experimento anterior. Posteriormente, duas consisténcias de meio
nutritivo (liquido e solido) e dois tipos de calos (priméario e embriogénico) da variedade
B35-17-29 foram testados para a multiplicacdo em meio MS suplementado de 0,5 g.L™
de caseina hidrolisada, 0,5 g.L™ de glutamina, 0,1 g.L de cisteina, 30 g.L™" de
sacarose, 2,5 g.L™" de Phytagel (apenas no meio soélido) e 10 pM de 2,4-D. Na induc&o
de calos da variedade B35-17-29, verificou-se que as melhores taxas foram obtidas
com a utilizacéo de 2,4-D e Picloram, com médias variando entre 9,5% (900 uM de 2,4-
D) e 19% (225 pM de Picloram). A formacé&o de calo primario nas regides foliares e nos
gendtipos analisados foi melhor na parte apical das folhas imaturas (regido mais
afastada do meristema apical), com médias de inducdo de até 34,1%. Na etapa de
multiplicacéo, verificou-se que o maior ganho de biomassa fresca (989%) foi observado
com a multiplicacdo de calos embriogénicos em meio liquido em agitacdo. Conclui-se
gue a inducéo de calos em dendezeiro € gendtipo dependente e, de maneira geral, a
utilizacdo da auxina Picloram e da parte apical do palmito apresentam as melhores
taxas de formacao de calos primarios. Na etapa de multiplicacdo, calos embriogénicos
apresentam maior acumulo de biomassa fresca quando o meio liquido sob agitacéo &

utilizado.

Palavras-chave: Arecaceae; propagacdo clonal; auxinas; meio liquido; gendtipos;

folhas jovens.
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ABSTRACT

The main goal of the project was evaluating the morphogenic responses in vitro from
half-grown leaves of different Elaeis guineensis Jacq. genotypes, as well as verifying
growth retardant combinations and growing conditions for better induction and
multiplication of the embryogenic lineage spread. Originally, adult plant’s half-grown
leaves segments of the African oil palm tree from the variety B35-17-29 were inoculated
in MS cultivation environment supplemented with 0,5 g.L™ of hydrolised casein, 0,5 g.L"
! of glutamine, 2,5 g.L™ of activated carbon, 30 g.L™ of sucrose, 2,5 g.L™! of Phytagel
containing 5 concentrations (0, 225, 450, 675 e 900 uM) of NAA, 2,4-D and Picloram.
Subsequently, the feasibility and efficiency of two heart of palm’s regions (apical and
basal) were evaluated on calluses induction, in six varieties (B35-29-32, B35-29-33,
B35-17-33, B35-17-29, A25-15-11 e A25-14-28), using the best treatment from the
previous experiment. Afterwards, two consistencies of nutrient medium (liquid and solid)
and two sorts of calluses (primary and embryogenic) of the variety B35-17-29 were
tested for the multiplication in MS media supplemented by 0,5 g.L™* of hydrolyzed
casein, 0,5 g.L™ of glutamine, 0,1 g.L™ de cysteine, 30 g.L™ of sucrose, 2,5 g.L™" of
Phytagel (only on solid media) and 10 uM of 2,4-D. On the calluses induction the variety
B35-17-29, it was observed that the best rates were obtained using 2,4-D and Picloram,
with averages varying between 9,5% (900 uM of 2,4-D) and 19% (225 uM of Picloram).
The primary callus formation on the foliar regions and genotypes analyzed was better
on the half-grown leaves apical portion (apical meristem furthest region), with induction
averages up to 34,1%. On the multiplication step, it was verified that the best fresh
biomass gain (989%) was seen with embryogenic calluses multiplication in stirring liquid
media. It is concluded that the calluses induction on African oil palm tree is dependent
genotype and, in general, the use of the Picloram auxin and heart of palm’s apical
portion present the best primary calluses formation rates. On the multiplication step,
embryogenic calluses presented higher fresh biomass accumulation when using stirring

liquid-media.

Keywords: Arecaceae; clonal propagation; auxins; liquid-media; genotypes; early

leaves.
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1. INTRODUCAO

A demanda mundial por combustiveis renovaveis tem se expandido de forma
acelerada nos ultimos anos (Hansen et al., 2015). Diante desse cenario, o Brasil tem
explorado a sua capacidade para produzir combustiveis alternativos a partir de diversas
espécies oleaginosas (Duval et al.,, 1988; Durand-Gasselin et al., 1990; Rival et al.,
1997a; Khaw & Ng, 1998; Scherwinski-Pereira et al., 2010; Balzon et al., 2013). Dentre
as espécies com potencial oleaginoso, o dendezeiro (Elaeis guineensis) mostra-se
como uma das plantas mais promissoras, podendo atingir até 7 toneladas de 6leo por
hectare por ano (Hansen et al., 2015). Contudo, diante das exigéncias edafoclimaticas,
seu cultivo no territério brasileiro prevalece em areas restritas nas regiées norte e
nordeste do pais (Teixeira, 2005).

Apesar do elevado potencial produtivo da espécie, o dendezeiro é propagado
convencionalmente por sementes, que promovem formacao de plantios desuniformes,
com consequéncias negativas para a producéo e dificuldades nas praticas de manejo
(Viegas e Muller, 2000; Konan et al., 2010). Além disso, a propagacdo por sementes
apresenta como incovéniente a baixa taxa de germinacdo proveniente da dorméncia
gue as sementes dessa espécie apresentam (Martine et al., 2009; Myint et al., 2010;
Chanprasert et al., 2012).

A cultura de tecidos vegetais via embriogénese somatica, € uma das Unicas
alternativas para propagar vegetativamente o dendezeiro (Jouannic et al., 2011; Soh et
al.,, 2011; Scherwinski-Pereira et al., 2012). Do ponto de vista do potencial de
multiplicacdo e custos envolvidos, a embriogénese somatica apresenta vantagens
sobre outros sistemas de micropropagacao, pois grandes quantidades de embribes
podem ser formados, especialmente em suspensdes celulares (Staritsky, 1970;
Pannetier et al., 1981; Styer, 1985; Zimmerman, 1993). Para a multiplicacdo vegetativa
do dendezeiro, a embriogénese somatica tem sido o principal método utilizado
(Rabéchault & Martin, 1976; Corley et al., 1977; Pannetier et al., 1981; Teixeira et al.,
1995; Duval et al., 1995; Rival et al., 1997; Konan et al., 2006; Choi et al., 2008; Ooi et
al., 2013; Palanyandy et al., 2013; Jayanthi et al., 2015).

No entanto, grande parte dos protocolos vem sendo realizados a partir da
utilizacdo de embrides zigbticos como explante inicial (Teixeira et al., 1993; Rajesh et
al., 2003; Balzon et al., 2013; Thuzar et al., 2011; Scherwinski-Pereira et al., 2010;

Gomes et al., 2016). Contudo, embora a utilizagdo desse explante incial apresente
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diversas vantagens e aplicacdes, ndo permite a clonagem de individuos ja fenotipados
em campo. Sendo assim, metodologias que utilizam tecidos sométicos de plantas
adultas devem ser desenvolvidas e otimizadas (Te-Chato et al., 2002; Constantin et al.,
2015).

Além da influéncia exercida pelo tipo de explante utilizado, outro fator tem papel
fundamental na resposta embriogénica de uma cultura (Inpuay & Te-chato, 2012).
Segundo Leljak-Levanic et al. (2015), individuos de uma mesma espécie podem
apresentar respostas significativamente diferentes mesmo quando cultivados em
condi¢des iguais. De acordo com estes autores, existem diferentes potenciais de
adsorcdo e metabolizacdo dos compostos do meio nutritivo em diferentes genotipos,
apresentando assim, respostas distintas ao cultivo in vitro. Para Jiménez (2005), as
diferencas genotipicas observadas também estdo associadas as variacdes no
contetudo de hormoénios enddgenos presentes nos diferentes genaotipos, promovendo,
assim, respostas morfogénicas distintas. Nesse contexto, torna-se necessario 0
aperfeicoamento de protocolos para genotipos que apresentam alto potencial produtivo
para a cultura do dendezeiro e para os programas de melhoramento genético da
espécie.

Diante disso, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas morfogénicas in
vitro de folhas imaturas de diferentes gendtipos de dendezeiros, bem como definir as
combinacdes de reguladores de crescimento e condi¢cdes de cultivo para a melhor

inducdo e multiplicacdo das linhagens embriogénicas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local de realizagdo do experimento

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
(LCT-Il) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, situado em Brasilia — DF,
Brasil.

2.2. Obtencéo do material vegetal

Como explante inicial foram utilizadas folhas imaturas de plantas adultas de
dendezeiro, dos genotipos: B35-29-32, B35-29-33, B35-17-33, B35-17-29, A25-15-11 e
A25-14-28. Os materiais foram gentiimente cedidos pelo Programa de Melhoramento
Genético de Dendezeiro da Embrapa Amazobnia Ocidental, a partir do Campo
Experimental do Rio Urubu, localizado no Rio Preto da Eva — AM, Brasil.

2.3. Preparo de explantes e inducéo de calos priméarios e embriogénicos

Apoés coletado em campo (Figura 1 A-C), o material vegetal foi conduzido ao
laboratério da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, onde as folhas mais
externas foram removidas e o tamanho do palmito reduzido para aproximadamente 30
cm de comprimento, da regido basal meristematica até o apice foliar do cilindro central
(Figura 1 D-F). Em seguida, folhas imaturas, ainda aclorofiladas, obtidas do cilindro
central dos palmitos foram desinfestadas por meio de uma lavagem em solucédo de
agua e detergente comercial, seguida pela imersdo em alcool 70% por 3 minutos e
imersdo em hipoclorito de sédio (NaOCl) a 2,5% de cloro ativo por 20 minutos.
Posteriormente, trés lavagens foram realizadas em &agua destilada, deionizada e

autoclavada para remocao do excesso das solucfes desinfestantes.
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Figura 1. Fases da coleta (A-C) e preparo (D-F) para a desinfestacdo do palmito de

dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). A. Retirada das folhas adultas. B. Corte do estipe
com motosserra. C. Separacdo do palmito cerca de 20 cm acima do meristema apical
da planta. D e E. Isolamento das folhas imaturas. F. Folhas imaturas em processo de

desinfestacéo.

2.4. Inducéo de calos
Para a indugdo das linhagens embriogénicas a partir de folhas imaturas de

dendezeiro, dois experimentos foram realizados, como segue descrito abaixo.

2.4.1. Efeito dos diferentes tipos e concentragdes de auxinas
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Inicialmente foi avaliada a influéncia de cinco concentragdes (0, 225, 450, 675 e
900 uM) de ANA (4cido naftalenoacético), 2,4-D (acido diclorofenoxiacético) e Picloram
(acido aminotricloropicolinico), testados isoladamente, na variedade B35-17-29.

A inducao de calos foi realizada a partir da inoculacédo de segmentos foliares em
placas de Petri (15 x 90 mm), contendo 25 mL de meio de cultura. O meio bésico foi
composto pelos sais e vitaminas de MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado
com 0,5 g.L™ de caseina hidrolisada, 0,5 g.L™* de glutamina, 2,5 g.L™* de carvéo ativado,
30 g.L™* de sacarose, 2,5 g.L™* de Phytagel. O pH dos meios foi ajustado para 5,7 + 0,1,
autoclavados a temperatura de 121 °C e pressao de 1,3 atm por 20 minutos.

Foram inoculados seis segmentos de folhas jovens de aproximadamente 1 cm?,
provenientes das regides apical e basal dos palmitos, com a face adaxial em contato
com o meio de cultura. Todos os experimentos foram acondicionados no escuro, em
sala de crescimento sob temperatura de 25 + 2 °C.

Nestas condi¢des de cultivo, os explantes foram mantidos por trés subcultivos de
60 dias cada para a obtencéo de calos primarios, e mais um subcultivo de 90 dias para
a obtencado de calos embriogénicos. Apos os trés primeiros subcultivos foram avaliadas
a percentagem de formacédo de calo (Figura 2) e a percentagem de oxidacdo dos
explantes (Figura 3), pelas seguintes notas (0 — nenhuma, 1 — pouca, 3 — média e 5 —
muita formacéo de calo ou oxidac&o). Ao final do cultivo, a percentagem de formacéao

de calos embriogénicos também foi avaliada.
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Figura 2. Formacdo de calos primarios induzidos a partir de folhas imaturas de
dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). A. Explante sem formacéo de calo, ao zero dias
de cultivo. B. Calo tipo 1 aos 180 dias de cultivo. C. Calo tipo 3 aos 180 dias de cultivo.

D. Calo tipo 5 aos 180 dias de cultivo. Barras: A-D. 2,0 mm.
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Figura 3. Oxidacao de explantes foliares de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). A.
Explante ndo oxidado, ao zero dias de cultivo. B. Oxidagéo tipo 1 aos 180 dias de
cultivo. C. Oxidacao tipo 3 aos 180 dias de cultivo. D. Oxidacgéao tipo 5 aos 180 dias de

cultivo. Barras: A-B. 2,0 mm.

2.4.2. Efeito do gendétipo e da posicéo da folha

Neste experimento, a viabilidade e a eficiéncia de duas regides do palmito foram
avaliadas: apical e basal (Figura 4). Para tanto, realizou-se a inducéo de calos em seis
variedades (B35-29-32, B35-29-33, B35-17-33, B35-17-29, A25-15-11 e A25-14-28),

utilizando-se o melhor tratamento do experimento anterior.
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Figura 4. Aspecto do material utilizado como explante inicial para a indugcéo de calos

no cultivo in vitro de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.).

Em ambos os experimentos de inducéo, o delineamento estatistico empregado
foi o inteiramente casualizado, sendo cada tratamento representado por 20 repeticoes.
Cada repeticdo foi formada por uma placa de Petri (15 x 90 mm) contendo seis
explantes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com as
médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Para as analises,
utilizou-se o programa de analises estatisticas Sisvar 4.4 (Ferreira 2011). Dados

obtidos por contagem foram transformados segundo (x + 1)°°.
2.5. Multiplicacéo de calos primarios e calos embriogénicos

Neste experimento, duas consisténcias de meio nutritivo (liquido e sélido) e dois

tipos de explantes (calo primario e embriogénico) foram testados.
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Para tanto, aproximadamente 5 g.L' de calos primarios e de calos
embriogénicos da variedade B35-17-29, provenientes da fase de inducdo foram
cultivados em frascos de Erlenmeyer de 125 mL de capacidade, contendo 20 mL de
meio nutritivo. O meio foi constituido pela formulacdo salina e vitaminas de MS
(Murashige & Skoog, 1962), suplementado de 0,5 g.L™ de caseina hidrolisada, 0,5 g.L™
de glutamina, 0,1 g.L™* de cisteina, 30 g.L™ de sacarose, 2,5 g.L™ de Phytagel (apenas
no meio solido) e 10 uM de 2,4-D. O pH do meio nutritivo foi ajustado para 5,7 + 0,1

antes da autoclavagem.

Quanto as condicdes de cultivo, os experimentos foram mantidos em agitadores
orbitais a 100 rpm em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2 °C e irradiacao
luminosa de 52 umol m?s™, fornecida por lampadas LED (Philips® — Green Power 20
W 60 Hz).

Os calos foram cultivados por trés subcultivos sucessivos de 30 dias cada. Apos
30, 60 e 90 dias de cultivo, o peso fresco das culturas foi quantificado. Aos 90 dias,
também foi avaliado o potencial embriogénico das células em suspensao (confirmacgao
da presenca de células embriogénicas suspensas no meio nutritivo). Foi realizado o
teste histoquimico de azul de Evans (0,1%) e carmim acético (2%), segundo
metodologia descrita por Durzan (1988). Para tanto, 1 mL de meio nutritivo contendo
células em suspensdo dos tratamentos mantidos em meio liquido (calo primario e
embriogénico) do experimento de multiplicacéo foi colocado em microtubos de 2 ml de
capacidade. Apés a decantacdo das células suspensas na amostra, foi retirada a parte
liquida dessa solucédo. Sobre as amostras, foi acrescentado 100 pyL de azul de Evans
(0,1%) e apds 3 minutos o excesso de corante foi retirado com papel filtro. Em seguida,
foram adicionados 100 pL de carmim acético (2%) e, apds 3 minutos, o excesso foi
retirado. As células foram transferidas para uma lamina de vidro (26 x 76 mm) para a

observagdo em fotomicroscépio com sistema de captura de imagens (Leica® DM750)

O delineamento estatistico empregado foi o inteiramente casualizado, sendo
cada tratamento representado por seis repeticées. Os dados obtidos foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA), com as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade. Para as analises utilizou-se o programa de andlises estatisticas

Sisvar 4.4. Dados obtidos por contagem foram transformados segundo (x + 1)°°.
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2.6. Diferenciacdo e maturagdo de embrides sométicos

A diferenciacdo dos embrides somaticos foi realizada a partir da inoculagéo dos
calos provenientes da fase de multiplicacdo, em frascos de vidro de 250 mL de
capacidade, contendo 40 mL de meio nutritivo de MS, suplementado com 12,3 uM de
2-iP (isopenteniladenina), 0,54 uM de ANA, 0,5 g.L™ de glutamina, 0,5 g.L™* de caseina
hidrolisada, 0,1 g.L™ de cisteina, 0,1 g.L™ de asparagina, 30 g.L-1 de sacarose, 2,5 g.L’
! de Phytagel e pH ajustado para 5,7 + 0,1. Nessa etapa, os calos foram cultivados por
até seis subcultivos de 30 dias cada para a obtencéo de embrides somaticos.

2.7. Regeneracdo dos embrides somaticos

A regeneracdao foi realizada a partir da inoculagéo de calos contendo embrides
somaticos em estadio torpedo, provenientes da fase de diferenciacdo e maturacéo. Os
explantes foram cultivados em frascos de vidro contendo meio nutritvo de MS
(Murashige & Skoog, 1962) isento de reguladores de crescimento, suplementado com
0,5 g.L ™' de caseina hidrolisada, 0,5 g.L™* de glutamina, 0,1 g.L™* de cisteina, 0,1 g.L™" de
asparagina, 30 g.L™* de sacarose, 2,5 g.L™* de Phytagel, 2,5 g.L™ de carvédo ativado e
pH ajustado para 5,7 + 0,1. Nesse estagio, os explantes foram cultivados por pelo
menos seis subcultivos de 30 dias cada para a obtencdo de plantas. Os materiais
foram colocados em sala de crescimento com temperatura de 25 = 2 °C e irradiacao
luminosa de 52 pmol m?s™, fornecida por lampadas LED (Philips® — Green Power 20
W 60 Hz).

2.8. Otimizacao do enraizamento in vitro

Apés a etapa de regeneracdo, as plantas desprovidas de raizes foram
enraizadas e alongadas individualmente in vitro, seguindo a metodologia descrita por
Gomes et al. (2015). Essas plantas foram cultivadas por até 150 dias em tubos de
ensaio (25 x 150 mm) contendo, nos primeiros 30 dias de cultivo, 10 mL de meio de MS
(Murashige & Skoog, 1962) solido, suplementado de 53,7 uM de AIB (acido
indolbutirico), 30 g.L™ de sacarose, 2,5 g.L™ de Phytagel e com pH ajustado para 5,7 +
0,1. Decorridos 30 e 90 dias de cultivo, aliquotas de 3 mL de meio de consisténcia
liquida foram acrescidas, de mesma constituicdo dos meios iniciais, constituindo assim,

meios de consisténcia dupla-fase.
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2.9. Aclimatizagcdo das mudas

ApOs a etapa de regeneracdo, as plantas clonadas tiveram suas raizes lavadas
em agua corrente para eliminagédo do excesso de meio nutritivo. Em seguida, as mudas
foram cultivadas por 45 dias em copos descartaveis brancos de 300 mL de capacidade
contendo uma mistura de Bioplant® e areia na proporcdo 3:1 (v/v). Os conjuntos foram
cobertos, nas trés primeiras semanas de cultivo, por copos descartaveis transparentes
de 400 mL de capacidade, furados na parte superior para realizacdo de trocas
gasosas. Posteriormente, as plantas foram transplantadas para sacos plasticos pretos
com 20 cm de altura e 20 cm de diametro, preenchidos com terra e adubo vegetal,

onde permaneceram por mais 225 dias.

As mudas foram cultivadas em casa de vegetacdo com cobertura de filme de
polietileno transparente de 150 microns, irrigadas manualmente a cada 24 horas, na

primeira semana de cultivo, e a cada 48 horas, no restante do processo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Inducéo de calos

3.1.1. Efeito dos diferentes tipos e concentragcdes de auxinas

A avaliacdo quanto a formacao de calos primarios foi realizada aos 180 dias de
cultivo, embora tenha sido observada ja, aos 30 dias, a mudanca de pigmentacéo e
textura dos explantes iniciais utilizados na inducédo (folha imatura). Inicialmente, os
explantes possuiam uma coloracdo bege clara e foram exibindo uma coloragcéo
amarelada, juntamente com a presenca de intumescimento em resposta ao contato
com o meio de cultivo. Assim como verificado no presente trabalho, Silva et al. (2012)
também verificaram em dendezeiro, o intumescimento dos explantes, quando
cultivados em meio de inducédo. Esse intumescimento também é observado em
diferentes espécies de palmeiras, como em Acrocomia aculeata (Moura et al., 2009) e
Bactris gasipaes Kunth (Steinmacher et al., 2007).

Com relacédo ao tempo de cultivo, observou-se que a formacéo de calos iniciou a
partir dos 60 dias, apenas no tratamento utilizando 2,4-D. Nesse periodo, foi possivel
verificar o rompimento do mesofilo na regido em que o explante foi excisado exibindo a
formacdo dos calos primarios, que apresentaram coloracdo bege-amarronzada,
formato alongado ou nodular, aspecto compacto e consisténcia ligeiramente aquosa.
No entanto, os melhores resultados de formacdo de calos primarios, levando em
consideracao os tratamentos mais eficientes, foram obtidos apenas a partir dos 180
dias.

Na Tabela 1, sdo apresentados os resultados obtidos sobre a formacé&o de calo
primario e nivel de oxidacdo dos explantes da variedade B35-17-29 em razdo dos
diferentes tipos (ANA, 2,4-D e Picloram) e concentracdes (0, 225, 450, 675 e 900 uM)
de auxinas. De maneira geral, verificou-se que as melhores taxas de formacao de calos
primarios foram obtidas com a utilizacdo das auxinas 2,4-D e Picloram, com médias
variando entre 9,5% (900 uM de 2,4-D) e 19% (225 uM de Picloram). Embora o 2,4-D
tenha induzido a formacao de calo similar ao verificado com o Picloram, foi constatado
gue, ao final do cultivo, esses calos apresentaram uma consisténcia mais ressecada,
com pouco desenvolvimento quando comparados aos calos formados em meio de

cultura com Picloram. Ainda em relacdo ao desenvolvimento dos calos, foi verificado
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gue, de forma geral, a indugcdo com Picloram proporcionou maior percentagem de calos
de qualidade tipo 3 e 5.

J& a auxina ANA ndo promoveu melhoras significativas na formacao de calos
primérios, independentemente da concentracdo utilizada, com valores inferiores
aqueles observados com a utilizacdo dos demais reguladores. Foi verificada também a
formacdo de raizes nos explantes inoculados com ANA, principalmente nas maiores
concentragdes utilizadas (675 e 900 uM), onde a formacao de raiz foi de até 25% dos
explantes.
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Tabela 1. Efeito dos diferentes tipos (ANA, 2,4-D e Picloram) e concentracdes (0, 225,

450, 675 e 900 puM) de auxinas nas médias referentes a formacao de calo primario e

oxidacao de explantes foliares de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.), variedade B35-

17-29 aos 180 dias de cultivo

Concentracao (UM) Formacéo de Calo tipo 1 Calo tipo 3 Calo tipo 5
ANA 24D PIC calo (%) (%) (%) (%)

0 0 0 00+00b e e e
225 e e 00+00b e e e
450 - - 30+30b 100 +0,0a 00+00hb 00+00a
675 = e e 00+00b e e e
900 @ - - 95+15a 100 +0,0a 00+00hb 00+00a
------ 225 30+30b 100 +0,0a 00+00hb 00+00a
------ 450 18,0+2,0a 100 + 0,0 a 00+00hb 00+00a
------ 675 140+20a 100 +0,0a 00+00hb 00+00a
------ 900 95+15a 100 +0,0a 00+00hb 00+00a
------------ 225 190+15a 745+85hb 255+85a 00+00a
------------ 450 150+20a 57,0+10b 325+35a 10,5+25a
------------ 675 150+4,0a 78,0+22,1b 30+30hb 19,0+190a
------------ 900 16,5+25a 51,5+236b 375+125a 11,0+ 110a

Concentracao (UM)

Oxidacao (%)

Oxidacdao tipo Oxidacdo tipo

Oxidacdo tipo

ANA 24D PIC 1 (%) 3 (%) 5(%)

0 0 0 1000+00a  00+00c  00+00b  1000+00a
225 e e 250+250b  00+0,0c  00+00b  100,0+00a
450 e e 560+00b  250+250c 750+25la  00+00b
675 e e 555+55b 00+00c 890+110a 11,0+110b
900 e e 39,0+60b 00+00c 1000+00a  00+00c
------ 225 470+30b  415+85b 585+85a  00+00b
------ 450 275+55b  750+25la 0,0+00b  250+250b
------ 675 43,0+1,0b 00+00c  1000+00a 00+00c
------ 900 265+15b 00+00c 250+250b 750+25l1a
------------ 225 76,5 +45a 50+50c 365+65b 585+15a
------------ 450 715+85a  100+40c 185+35b 715+05a
------------ 675 570+100b  265+65c 635+35a 10,0+100b
------------ 900 80,5 +55a 00+00c 665+336a 335+335b

Médias + erro padréo seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo

teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade. Tipos de calos: 1 — pouca, 3 — média e 5 — muita formacao

de calo.

A adicdo de reguladores de crescimento do grupo das auxinas ao meio de

inducdo tem amplo uso para a formacdo de calos primarios e embriogénicos (Geldner
et al., 2000; Fehér et al., 2003; Eshraghi et al., 2005; Portillo et al., 2007; Silva et al.,

2012).
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Em Elaeis guineensis, grande parte dos trabalhos relatam a utilizacao de 2,4-D
para a inducdo de embriogénese somatica (Sogeke 1996). Semelhante ao verificado no
presente trabalho, Rival et al. (1997) observaram a formagéo de calos em dendezeiro
realizando o cultivo no escuro, em meio de cultura suplementado com 2,4-D. De um
modo similar, Teixeira et al. (1994) obtiveram a formacdo de calos a partir de
inflorescéncias jovens de E. guineensis ap6s 2 a 3 meses de cultivo em meio de MS
(Murashige & Skoog, 1962) modificado e suplementado com 2,4-D (475 uM). Embora o
uso do 2,4-D para essa cultura e finalidade seja bastante conhecido, alguns trabalhos
tém evidenciado a superioridade do Picloram na inducdo da embriogénese somatica
em muitas espécies de palmeiras, tais como, o dendezeiro, a pupunha, a macauba e o
acai (Valverde et al., 1987; Karun et al., 2004; Steinmacher et al., 2007; Moura et al.,
2008; Scherwinski-Pereira et al., 2010; Steinmacher et al., 2011; Scherwinski-Pereira et
al., 2012).

Diversos trabalhos relatam a utilizacdo desse grupo de reguladores com a
finalidade da inducdo da calogénese. Em Bactris gasipaes, a formacao de calos foi
obtida em embrides zigoticos quando estes foram cultivados em meio de cultura
contendo Picloram como fonte de auxina (Steinmacher et al., 2007). Este regulador
também induziu a competéncia embriogénica em E. guineensis (Teixeira et al., 1995;
Scherwinski-Pereira et al., 2010; Silva et al., 2012).

Segundo Almeida et al. (2012), a inducéao da organogénese ou da embriogénese
somatica de determinados explantes € um processo morfogenético que esta sob a
influéncia de reguladores de crescimento exdgenos e suas interacdes com fitorménios
enddgenos. Analisando o efeito da associacdo de ANA com TDZ ou ANA com BAP na
resposta morfogenética de Bactris gasipaes Kunth, esses autores verificaram que 0 uso
de determinados reguladores de crescimento pode conduzir para diferentes vias
morfogénicas, podendo direcionar para uma resposta organogénica ou embriogénica.

Diversos trabalhos relatam a utilizacdo de ANA na inducédo da organogénese em
diferentes espécies, o que permite verificar o potencial dessa auxina para promover a
formacédo de raiz e, dessa forma, possibilitar a compreensédo do surgimento de raizes
observado no presente trabalho. Loiseau et al. (1995), comparando as auxinas ANA,
2,4-D e Picloram na inducédo da embriogénese de Pisum sativum L., também verificou
uma reduzida formacgéo de calos com a utilizagdo de ANA e a abundante ocorréncia de
rizogénese. Gueye et al. (2009) relatam a utilizacdo de ANA na indug&o da calogénese

e da rizogénese em Phoenix dactylifera L. cv. Ahmar.
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Diferentemente do presente trabalho, Te-chato (1998) obtiveram as melhores
taxas de formacédo de calos primarios de dendezeiro, entre os tratamentos testados
(2,4-D e ANA), com a utilizacao de 215 pM de ANA. Mgbeze et al. (2015) obtiveram 8%
de formacao de calo em Elaeis guineensis com a utilizacdo de 994 puM de ANA. Em
quatro genotipos de Phoenix dactylifera L., Sané et al. (2012) verificaram a eficicia da
utilizacdo de ANA na formacédo de calos, embora isso apenas tenha ocorrido nos
tratamentos em que esse regulador foi utilizado em associacdo com BAP, 2,4-D ou
sulfato de adenina.

Outra variavel analisada no presente experimento foi a influéncia das
concentragOes dos diferentes reguladores na oxidacdo dos explantes. Verificou-se a
presenca de oxidacdo em todos os tratamentos testados e, de forma geral, as maiores
taxas de oxidacao foram observadas na presenca de Picloram. No entanto, a oxidagao
nao pareceu afetar a formacao de calos.

No presente trabalho, aos 2 meses de cultivo foi observado o inicio da oxidagao
dos explantes foliares. Semelhante ao verificado nesse experimento, o cultivo de
diversas espécies, em altas concentracdes de auxinas, apresenta oxidacdo dos
explantes (Moura et al., 2009; Scherwinski-Pereira et al., 2010). Segundo Van Winkle et
al. (2003), a ocorréncia de oxidacdo nos tecidos inoculados se da em resposta a algum
estresse induzido pelo novo ambiente de cultivo, condi¢cdo que influencia a absor¢cao
dos componentes do meio pelo explante, em virtude da obstrucédo do tecido oxidado. A
oxidacao é caracterizada pelo escurecimento das regides excisadas dos explantes e do
meio de cultivo em contato com o material vegetal oxidado. Isso ocorre devido a
liberacdo de compostos fendlicos, precursores da sintese de lignina, pelo tecido
injuriado (Van Winkle et al., 2003). O acumulo de polifendis e produtos de oxidacéo
(melanina, suberina, lignina e cutina) no vacuolo das células proximas a superficie
excisada, altera a composicdo do ambiente de cultivo e a absorcdo de metabdlitos
(Andrade et al., 2000).

A fim de reduzir a oxidac&o no cultivo in vitro, utiliza-se o carvao ativado, pois o
mesmo pode adsorver compostos fendlicos e os seus produtos de oxidacado (Teixeira et
al., 1993). Para alguns autores, com a eliminacdo de compostos indesejaveis, o carvao
ativado ajuda a promover o desenvolvimento normal das plantas in vitro, principalmente
nos primeiros estagios de crescimento (Freitas et al., 2009; Souza et al., 2009; Alves et
al., 2011).
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3.1.2. Efeito do genétipo e da posicao da folha

Na Tabela 2, é apresentado o efeito do gendtipo e da posicdo da folha nas
médias referentes a percentagem de formacdo de calo primério e percentagem de
oxidacao na inducédo de calos de dendezeiro, gendtipos B35-29-32, B35-29-33, B35-17-
33, B35-17-29, A25-15-11 e A25-14-28.

Verificou-se que as melhores taxas de formacdo de calos primarios foram
obtidas com a inoculacdo da parte apical de folhas imaturas em todos os genétipos
testados, com a maior média de 34,1% observada no genoétipo B35-17-29. Ainda na
regido apical, os genétipos A25-15-11 e B35-17-33 apresentaram formacédo de calo de
22,3 e 25,0% respectivamente. Ja os gendtipos B35-29-32, B35-29-33 e A25-14-28
apresentaram as menores taxas de formacdo de calo com 0,0, 0,0 e 4,2%,
respectivamente.

Quanto a oxidacado dos explantes, verificou-se que, de forma geral, as maiores
taxas foram observadas na regido apical do palmito. Houve diferencas significativas
entre os genotipos inoculados mostrando a influéncia genotipica na ocorréncia de
oxidacao in vitro. Verificou-se também que a ocorréncia de oxidacao nos explantes néo
afetou a taxa de formacdo de calos, ndo sendo desfavoravel, aparentemente, a

resposta embriogénica.
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Tabela 2. Influéncia do genétipo (B35-29-32, B35-29-33, B35-17-33, B35-17-29, A25-

15-11 e A25-14-28) e da posicdo da folha (apical e basal) nas médias referentes a

percentagem de formacao de calo primario e percentagem de oxidacao na indugédo de

calos de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.), ap6s 180 dias de cultivo

Base Apice Formacéo de Calo tipo 1 Calo tipo 3 Calo tipo 5
Genétipo calo (%) (%) (%) (%)
B35-29-32 - 00+00c - e e
B35-29-33  ----—-- 00+00c - e e
B35-17-33  ---—-—-- 00+00c - e e
B35-17-29  --—-—-- 00+00c - e e
A25-15-11  --—-—-- 56+00c 25,0+ 250c 25,0 +250a 50,0+ 0,0a
A25-14-28  --—-—-- 00+00c - e e
-------- B35-29-32 0,0+0,0c
-------- B35-29-33 0,0+0,0c
"""" B35-17-33 22,3+56b 50,0+ 125b 31,2+188a 18,7+6,3b
"""" B35-17-29 34,1+49a 916+84a 84+84a 00+00c
"""" A25-15-11 250+12hb 458+209b 479+210a 6,3+0,0c
"""" A25-14-28 42+42c 100,0+00a 00+00a 0,0+0,0c
Base Apice Oxidacdao Oxidacao Oxidacao Oxidacgao
Genétipo (%) tipo 1 (%) tipo 3 (%) tipo 5 (%)
B35-29-32 = --——-- 41+41e 100,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0b
B35-29-33  --—-—-- 55+55e 100,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0 +0,0b
B35-17-33  --—-—-- 11,8+0,7€ 0,0+00c 25,0+250a 75,0+ 251a
B35-17-29 - 55,2+ 10,8¢ 125+125¢c 29,1+42a 83,3+ 16,7 a
A25-15-11 - 93,1+70a 62,4+42b 16,7+ 0,0 a 20,8+4,2b
A25-14-28 - 354+21d 472+28b 472+28a 55+55Db
-------- B35-29-32 0,0+0,0e
-------- B35-29-33 785+25b 83+83c 16,6 + 16,6 a 75,0+ 250a
-------- B35-17-33 46,0+ 4,0d 51+51c 47,1+65a 47,7+ 13a
-------- B35-17-29 958+4,2a 0,0+00c 416+84a 58,3+83a
-------- B25-15-11 100,0 + 0,0 a 71+71c 22,6 +84a 702+12a
-------- B25-14-28 100,0+0,0a 50,0+5000b 25,0+250a 25,0+250b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Skott-Knott a 5%

de probabilidade. Tipos de calos: 1 — pouca, 3 — média e 5 — muita formacé&o de calo.

Embora a condicdo do cultivo influencie fortemente a resposta embriogénica,

segundo Elmeer (2013), a morfogénese e o crescimento de tecidos cultivados in vitro

sdo mais influenciados pelo gendtipo do que por qualquer outro fator. De acordo com

alguns autores, a frequéncia da inducdo de calos primarios com competéncia

embriogénica esta inteiramente associada, ndo s6 aos genoétipos utilizados, mas
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também, aos niveis de horménios enddégenos de cada explante (Carman, 1990;
Jiménez, 2001).

Em relacdo a influéncia genotipica na resposta embriogénica, diversas
pesquisas foram feitas visando compreender como tal fator pode atuar na morfogénese
in vitro. Segundo autores, as diferencas genotipicas podem estar associadas a
variacbes no teor de horménios enddgenos entre 0s gendtipos. Nesse contexto,
Kopertekh & Butenko (1995) verificaram a presenca de niveis mais elevados de AlA e
ABA em explantes de gendtipos de Triticum sp. com maior competéncia embriogénica.
Em Daucus sp., Thi & Pleschka (2005) verificaram que quanto maior o contetdo
endogeno de ABA nos peciolos inoculados, maior a sua capacidade embriogénica. No
entanto, Jiménez & Bangerth (2001) verificaram que ndo houve diferenca estatistica
para a resposta embriogénica de dois genotipos de Hordeum vulgare L. com diferentes
contetudos de auxina endogena, sugerindo que outro fator pode estar causando as
diferencas genotipicas nesta espécie.

Além da influéncia exercida pelos horménios enddgenos, a resposta genotipica
também pode estar associada a sensibilidade de cada gendtipo a reguladores de
crescimento presentes no meio de cultivo (Somleva et al., 1995). Segundo Guzzo et al.
(1994), essa sensibilidade pode estar relacionada com a existéncia de determinados
receptores hormonais que variam de genotipo para genotipo, que através de sua
sinalizacao, ativam genes especificos responsaveis pela resposta ao cultivo in vitro. De
acordo com a ativacdo desses genes especificos, realizada a partir da presenca de
determinados receptores hormonais, a RNA polimerase é ativada realizando a
transcricdo dos genes envolvidos na regulacdo da divisdo celular, desencadeando,
assim, o processo embriogénico (Dudits et al., 1991). Essa relacéo entre cada gendtipo
e a presenca de reguladores nos meios de cultivo foi claramente observada por Lo
Schiavo (2000) que analisando células de Daucus carota L. verificou que o 2,4-D era
capaz de modular os niveis de proteinas de ligacao durante a suspensao celular.

Segundo a literatura, existe ainda a hipotese da heranca genética para justificar
as diferencas genotipicas no cultivo in vitro. Estudos tém demonstrado que a
capacidade de resposta de algumas espécies para a embriogénese somatica é
hereditaria e, provavelmente, controlada por pelo menos dois locus (Brown et al.,
1995). Alexandrova e Conger (2002) identificaram em Dactylis glomerata, dois genes
relacionados com a embriogénese somatica que séo indicados como DGE1 e DGE2. A

analise de RNA mostrou que os DGEs foram expressos apenas em tecidos
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embriogénicos. Dessa forma, o gene DGEL1 foi detectado em explantes foliares com
inducdo da embriogénese direta e indireta, enquanto o gene DGE2 foi encontrado
apenas em folhas com inducdo de embriogénese direta, possibilitando assim, a
identificac@o genética da rota de desenvolvimento embriogénico. Nadolska-Orczyk e
Malepszy (1989) sugeriram um determinismo genético na capacidade de regenerar
plantas, a partir de embrides soméaticos formados pela inducéo de explantes foliares de
Cucumis sativus. Esses autores verificaram que dois pares de genes dominantes eram
responsaveis pela regeneracdo de plantas in vitro. Além disso, a capacidade desses
explantes foliares de regenerar plantas apresentou alta hereditariedade.

Diante desse contexto, € vasto o numero de exemplos em que os resultados
obtidos durante a cultura de tecidos alteraram de uma variedade de planta para outra
(Stipp et al., 2001). Raimondi et al. (2001) observaram em Asparagus officinalis L. que
a interacdo entre genotipo, tipo de explante e hora de inicio da cultura foram
significativas para a indugé@o de calos durante as fases iniciais de cultura. Plastira &
Perdikaris (1997) verificaram uma interacdo entre o gendtipo e a capacidade de
regeneracdo em Solanum lycopersicum L.. Hanzel et al. (1985) verificaram uma forte
interacdo entre os genotipos e o meio nutritivo na inducdo de calos de Hordeum
vulgare. Diferentes respostas genotipicas foram verificadas na inducdo da
embriogénese somatica de dendezeiro por Chehmalee & Te-chato (2008).
Sanputawong & Te-chato (2008) observaram diferencas significativas na comparacao
de 16 gendtipos de dendezeiro durante a inducdo da embriogénese somatica, a partir
de embrides zigoticos. Thawaro & Te-chato (2009) observaram diferentes respostas
guanto a formacdo de calo em seis genoétipos de E. guineensis. Ao comparar nove
gendtipos de E. guineensis, Silva et al. (2012) também verificaram diferencas
significativas quanto a formacé&o de calo.

Elmeer (2013) ressalta ainda que, em duas variedades de uma determinada
espécie, uma pode apresentar inicio da morfogénese em resposta a determinados tipos
de reguladores de crescimento, enquanto a outra ndo responde até que a concentracao
dos reguladores seja alterada e/ou diferentes compostos do meio sejam testados.
Segundo o autor, isso ocorre devido a especificidade genotipica, onde o0 meio nutritivo
e 0 ambiente de cultivo, muitas vezes, precisam ser alterados para diferentes plantas
de um mesmo género ou espécie. Embora possam ser estabelecidas metodologias
gerais para cultura de tecidos vegetais, até mesmo variedades de plantas

estreitamente relacionadas podem diferir em suas necessidades (Elmeer, 2013).
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Segundo George & Edwin (1996), o melhor método de micropropaga¢édo de uma nova
planta deve ser determinado pela experimentacdo. Sendo assim, deve-se enfatizar que
a manipulacédo de fatores exdgenos as vezes pode otimizar a embriogénese somatica
em genaotipos pouco responsivos (Ammirato, 1989). Sendo assim, mesmo os genoétipos
gue nao apresentaram formacéo de calo no presente trabalho, podem ser explorados
futuramente por meio da realizacdo de modificagbes nas condi¢cdes de cultivo a que
eles foram expostos, visando otimizar a sua resposta embriogénica.

Por outro lado, ao analisar a posicdo da folha com maior resposta para a
inducao de calos, verificou-se que, de forma geral, as maiores taxas foram observadas
com a inoculacdo da parte apical do palmito. Semelhante ao observado no presente
trabalho, outros autores também verificaram a maior eficiéncia da regido apical na
inducdo de culturas embriogénicas, dentre eles, Gueye et al. (2009) e Sané et al.
(2006) com Phoenix dactylifera L. e Meira (2015) com Acrocomia aculeata (Jacq.)
Lodd. ex Mart. também comprovaram a superioridade responsiva da regido apical
guando comparada a regiao basal do palmito.

No entanto, diferentemente do observado no presente trabalho, alguns autores
afirmam que, para a inducdo da embriogénese somatica de plantas adultas, explantes
retirados de tecidos menos diferenciados ou mais imaturos possuem maior capacidade
de se desdiferenciarem e adquirirem competéncia embriogénica, proporcionando
assim, maior taxa de formacédo de calos. Nesse contexto, Scherwinski-Pereira et al.
(2010) verificaram maior formacdo de calo em tecidos foliares menos diferenciados.
Steinmacher et al. (2007) em Bactris gasipaes também verificaram maior capacidade
responsiva para a inducao da calogénese com a inoculacdo de explantes provenientes
da regido mais meristematica do palmito, embora ambos os trabalhos tenham utilizado
explantes tipo “TCL” provenienete de plantas germinadas in vitro. Segundo
Steinmacher et al. (2011), o cultivo in vitro €& fortemente influenciado pelo tipo de
explante utilizado. Para esses autores, diferentes tipos de tecidos em uma mesma
planta, bem como o estadio de desenvolvimento desses tecidos, podem proporcionar
respostas distintas no cultivo in vitro. A hipotese que reforca esse fato é a de que a
concentracdo de auxina endogena presente no tecido inoculado e a posicdo dos
explantes sdo possivelmente fatores que afetam a resposta embriogénica (Wang et al.,
2011).

Apbés 180 dias de cultivo foi observado, em dois genétipos testados, o

surgimento de calos embriogénicos com aspecto friavel, consisténcia pouco aquosa e
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coloracdo amarelada. Os genoétipos B35-17-33 e B35-17-29 apresentaram,
respectivamente, 13,1 e 8,6% de formacédo de calo embriogénico (Figura 5 A). As
diferentes taxas de formacdo de calos embriogénicos também evidenciaram que 0s
genotipos de dendezeiro testados apresentam respostas distintas, mesmo quando

cultivados sob condi¢cdes ambientais e nutricionais semelhantes.

Figura 5. Caracterizacdo morfologica de calos embriogénicos (A) formados em meio de
inducdo, contendo 225 pm de Picloram e raizes (B) formadas em meio de inducéao,
contendo 900 um de ANA. Inducéo realizada a partir da inoculacdo de folhas jovens de

dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). Barras: A. 2,0 mm, B. 5,0 cm.

Aspectos diferenciados de calos embriogénicos sdo encontrados na literatura.
Scherwinski-Pereira et al. (2010) avaliaram a inducdo de calos primarios e
embriogénicos formados a partir de uma fina camada de células de tecidos foliares
imaturos de dendezeiro. Esses autores relatam a presenca de calos primarios com
aspecto translicido e coloracdo amarelada e calos embriogénicos com aspecto friavel.
Ja Padua et al. (2013), por meio da inducdo de calos a partir de folhas imaturas de
dendezeiro, apresentaram a formacdo de quatro diferentes tipos de calos. Segundo
esses autores, a formacdo de massas celulares ndo ocorre de forma homogénea. Eles
classificaram os calos de acordo com a cor e a consisténcia de cada um: tipo 1 —
alongado e translucido, tipo 2 — desigual e translacido, tipo 3 — globular com coloracéo

bege e tipo 4 - globular com coloracéo branca.

Moura et al. (2008) observaram dois tipos de calo na inducdo da embriogénese

somatica a partir de embribes zigbéticos em Acrocomia aculeata: o calo tipo | com
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aspecto esponjoso e coloracdo esbranquicada e o calo tipo Il com aspecto nodular e
coloragdo amarelada. Para esses autores, somente o calo tipo Il foi considerado
embriogénico, isso porque esse tipo de calo foi caracterizado pela presenca de células
pequenas, com citoplasma denso e nucleo com nucléolo evidente que representam
zonas meristematicas que poderiam levar ao desenvolvimento de embrides sométicos.
Assim como verificado no presente trabalho, podem ser observadas diferentes
respostas genotipicas dentro de uma espécie, quanto a capacidade de formacédo de
calos embriogénicos. Sanputawong & Te-chato (2008) observaram diferencas
significativas na comparacdo de 16 gendétipos de dendezeiro durante a inducdo da
embriogénese somatica a partir de embrides zigoticos. Esses autores observaram que,
apos 90 dias de cultivo, apenas um genétipo dos 16 testados apresentou maior
percentagem de formacao de calos, com média de 33,3%. Diante disso, independente
da variavel analisada (calo primario, oxidacdo ou calo embriogénico), verifica-se a forte

influéncia genotipica na resposta embriogénica de uma determinada espécie.

3.2. Multiplicacao de calos

Verificou-se que o maior ganho de biomassa fresca (989%) foi observado com a
multiplicacéo de calos embriogénicos em meio liquido em agitacéo (Figura 6). De forma
geral, a multiplicacdo de calos embriogénicos apresentou os maiores acumulos de
biomassa quando comparado ao calo primario, independente da consisténcia do meio
de cultivo. Nao foram verificadas diferencas significativas na multiplicacdo do calo
primario nos tipos de meio utilizados. Quanto ao tempo de cultivo, verificou-se que a
multiplicacdo dos calos ocorreu a partir dos 30 dias de cultivo, embora as maiores
percentagens tenham sido observadas, de forma geral, aos 90 dias de cultivo (Tabela
3).
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Tabela 3. Influéncia do tipo de calo (calo primario ou embriogénico) e consisténcia do
meio de cultivo (meio liquido ou sdlido) no ganho de biomassa fresca (%) durante a

multiplicacdo de calos de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) obtidos de folhas

imaturas
Acimulo de biomassa fresca (%)
Calo / Meio Tempo de cultivo
30 dias 60 dias 90 dias
Calo Primario Sélido 200 + 11 aA 286 + 28 bA 405 + 30 cA
Calo Embriogénico Sélido 297 + 18 aB 459 + 44 aB 736 + 163 bA
Calo Primario Liquido 131 +8aB 250 + 17 bB 422 + 51 cA
Calo Embriogénico Liquido 273+ 10aC 540 + 72 aB 989 + 94 aA

Médias * erro padrdo seguidas pela mesma letra, mailscula na horizontal e mindscula na horizontal, ndo

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Skott Knott a 5% de probabilidade.

Diferentes estudos relatam a superioridade da multiplicacdo de culturas
embriogénicas em meio liquido. Semelhante ao verificado no presente trabalho,
Steinmacher et al. (2011) também verificaram que, na multiplicacdo de propagulos de
Bactris gasipaes, os maiores acumulos de biomassa fresca foram encontrados com a
utilizacéo de meio liquido.

Diversos autores também relataram que a utilizacdo de meio liquido foi realizada
com sucesso na multiplicacdo de calos de Elaeis guineensis. Gorret et al. (2004),
multiplicando calos de dendezeiro em meio liquido obtiveram um aumento de biomassa
de cerca 250% a cada 30 dias de cultivo. Tarmizi et al. (2004) verificaram uma taxa de
multiplicacdo de calos de dendezeiro de 122% aos 30 dias, 200% aos 60 dias e 252%
aos 80 dias de cultivo. Choi et al. (2008) apresentaram um aumento de biomassa de
aproximadamente 260% ao final de 30 dias de cultivo. De acordo com Marbun et al.
(2015), durante a etapa de multiplicacdo, a biomassa fresca dos calos de Elaeis
guineensis pode aumentar em até 600% ao final de 60 dias de cultivo em meio liquido

em sistema de imersao temporaria.
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Figura 6. Multiplicacdo de calos primarios e embriogénicos de dendezeiro (Elaeis
guineensis Jacq.) ap6s 90 dias de cultivo, obtidos a partir de folhas imaturas. A.
Multiplicacéo de calo primario em meio liquido. B. Multiplicacdo de calo embriogénico
em meio liquido. C. Multiplicacédo de calo primario em meio sélido D. Multiplicacdo de
calo embriogénico em meio sélido. Barras: A. 0,7 cm; B. 0,9 cm; D. 1,0 cm; E. 1,0 cm.

Heringer et al. (2014), apos 45 dias de cultivo, partindo de 1 g de massa fresca
de culturas embriogénicas de Bactris gasipaes, obtiveram na multiplicacdo em meio
solido e liquido 6,2 e 13,2 g de massa fresca, respectivamente. No entanto, esses
autores verificaram que parte do acumulo de massa fresca observado no meio sélido
se deveu a alta proliferacdo de estruturas esponjosas, caracterizadas por serem nao
embriogénicas. Analisando comparativa e histoquimicamente as células suspensas no
meio nutritivo apés 90 dias de cultivo em meio de multiplicacdo foi verificado que,
conforme as células foram se aglomerando e se reorganizando, estas foram adquirindo

competéncia embriogénica (Figura 7).
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Figura 7. Teste histoquimico de calos priméarios e embriogénicos de dendezeiro (Elaeis
guineensis Jacg.) multiplicados em meio liquido usando azul de Evans e carmim
acético, apoés 90 dias de cultivo. A. Células ndo embriogénicas dispersas no meio
nutritivo coradas de azul; B. Inicio de aglomeracdo celular com presenca de células
embriogénicas, coradas de vermelho e células ndo embriogénicas coradas de azul.
Abreviacdes: cem = células embriogénicas; cne = células ndo embriogénicas. Barras:
A-B. 0,2 mm.

Segundo Choi et al. (2008), a utilizacdo de meio liquido na multiplicacdo de
culturas embriogénicas proporciona maior disponibilidade de nutrientes e reguladores
de crescimento para as culturas. Esses autores também relatam que o efeito da
agitacdo do meio nutritivo durante o cultivo promove o0 aumento nas taxas de O
dissolvido no meio de cultivo, Essas condi¢cdes aumentam o potencial dos propagulos
de metabolizar a sacarose contida no meio nutritivo, possibilitando assim, a otimizacao

do acumulo de biomassa (Choi et al., 2008).

3.3. Diferenciacéo, regeneracéo, enraizamento/alongamento e

aclimatizacéao

Ao final da etapa de multiplicacédo, os calos foram entdo cultivados por 180 dias
em meios de diferenciacdo. Apds esse periodo, constatou-se a presenca de uma
pequena quantidade de calos primarios com formacdo de embrides somaticos, em
média cerca de 5%. Por outro lado, foi verificado o desenvolvimento de embrifes

somaticos em praticamente 100% dos calos embriogénicos (Figura 8 A-B).
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Figura 8. Aspectos morfologicos dos cultivos durante as etapas de diferenciacdo de

embrides somaticos (A-B) e regeneracdo de plantas (C) de dendezeiro (Elaeis
guineensis Jacg.). Barras: A. 2,0 mm; B. 1,2 mm; C. 2,0 mm.

Em seguida, os embrides somaticos em estadio de torpedo (Figura 8 B) foram
cultivados por até seis subcultivos de 30 dias em meios de MS isentos de reguladores
de crescimento. Nesse processo, observou-se que apenas 1% destes propagulos
regeneraram plantas completas (Figura 8 C), ou seja, cultivos com a parte aérea e o
sistema radicular desenvolvidos. No restante dos casos, foi constatada a regeneracéo
de brotacbes desprovidas de raizes com alturas de até 2,5 cm.

Por fim, as culturas regeneradas foram submetidas a uma etapa complementar
de enraizamento/alongamento (Figura 9 A) em meio de MS acrescido de 53,7 uM de
AIB, e entdo aclimatizadas em casa de vegetacdo (Figura 9 B), onde as taxas de
sobrevivéncia dos propagulos atingiram valores préoximos a 80%. Tal resultado
demonstra que os calos obtidos a partir da embriogénese somatica de folhas imaturas
de plantas adultas de dendezeiro originam embribes somaticos aptos para a

regeneracao de plantas.

65



A B

Figura 9. Aspectos morfolégicos dos cultivos durante a  etapa
enraizamento/alongamento dos regenerantes (A) e aclimatizagdo das mudas (B) de
dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). Barras: A. 4,0 cm; B. 11,7 cm.
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4. CONCLUSOES

Na etapa de inducdo da embriogénese somatica de dendezeiro a partir de folhas
imaturas de plantas adultas, verifica-se, de forma geral, que o Picloram proporciona as
melhores taxas de formacdo de calos. Nao é verificada a inducdo de calos sem a
presenca de auxinas no meio de cultura. Com a utilizagdo de ANA nessa etapa,
verifica-se a inducdo da rizogénese associada a baixa ou mesmo nula taxa de
formacdo de calos. J& a utilizacdo de 2,4-D, embora proporcione uma formacéo de
calo significativamente similar a da verificada no Picloram, proporciona calos
gualitativamente inferiores quanto ao potencial embriogénico. Verifica-se que essa
etapa do cultivo € gendtipo-dependente. De forma geral, a oxidacdo nao influencia
negativamente a calogénese. Na etapa de multiplicacdo, calos embriogénicos
apresentam maior acumulo de biomassa fresca, principalmente quando o meio liquido

sob agitacao é utilizado no processo.
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CAPITULO 2

CARACTERIZAC}AO MORFO ANATOMICA DOS ESTADIOS INICIAIS DE
DESENVOLVIMENTO DA EMBRIOGENESE SOMATICA DE FOLHAS IMATURAS
DE PLANTAS ADULTAS DE DENDEZEIRO (Elaeis guineensis Jacq.)
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi caracterizar morfoanatomicamente explantes foliares, calos
primarios e calos embriogénicos provenientes das etapas de indug¢do e multiplicacao,
durante a embriogénese somética de folhas imaturas de Elaeis guineensis Jacq.. A
caracterizacdo morfo-anatdmica durante os diferentes estadios (folhas aos zero dias,
folhnas com raiz, folhas com calo, folhas que ndo reagiram, calos primarios, calos
embriogénicos e calos embriogénicos formados a partir de calo priméario) da
embriogénese somatica foi realizada utilizando-se o gendtipo B35-17-33. Em seccao
transversal pbde-se verificar que as folhas utilizadas para a inducdo de calos
apresentam epiderme unisseriada, com estdbmatos apenas na face abaxial da folha, a
presenca de hipoderme bi-estratificada, em ambas as faces, e mesofilo dorsiventral.
Verificou-se que o desenvolvimento do calo estava associado ao feixe vascular, em
100% dos propagulos analisados, e que a formacdo de calos ocorreu principalmente
nas regides proximas aos bordos dos explantes excisados. Com a formacéo do calo
primario foi verificado que as divisdes celulares iniciam proximas aos feixes vasculares,
onde se observam células de tamanho reduzido, citoplasma denso e nucleo evidente.
Foi observado que calos primarios sao constituidos por células meristematicas apenas
em sua regido mais interna, enquanto que calos embriogénicos (formados a partir de
calos primarios) sdo compostos inteiramente por este padréo celular. Aos 180 dias de
cultivo em meio acrescido de acido naftalenoacético (ANA) foram verificadas formacdes
de raizes diretamente do explante foliar. Avaliando morfoanatomicamente folhas, apos
180 dias de cultivo que ndo presentaram formacdo de calos, verificou-se epiderme
unisseriada, com células epidérmicas comuns, presenca de hipoderme, sem a
presenca de estdbmatos em nenhuma das faces foliares, com o mesofilo sendo
constituido por parénquima do tipo homogéneo. Com a inducéo da calogénese a partir
de folhas imaturas de dendezeiro, verificou-se que o surgimento de calos ocorre a partir
de células associadas ao feixe vascular da folha. Observa-se que a maturidade do
explante inicial influencia diretamente a inducdo de calo, uma vez que folhas com
feixes vasculares pouco desenvolvidos, em sua maioria, ndo apresentam formacéo de
calos. Durante a inducao, observou-se a formacéao de dois tipos de calo: o calo primario
e o calo embriogénico. A partir do calo embriogénico, verifica-se a formacdo de
embrides soméaticos, que se iniciam com o isolamento e organizacdo de células

embrionarias.
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ABSTRACT

The objective of the study was describing foliar explants morpho-anatomically, primary
calluses and embryogenic calluses from the induction and multiplication steps, during
the Elaeis guineensis Jacq. half-grown leaves somatic embryogenesis. The morpho-
anatomic characterization over the different stages (leaves at zero days, rooted leaves,
callused leaves, leaves that didn’t react, primary calluses, embryogenic calluses and
embryogenic calluses formed from the primary callus) of the somatic embryogenesis
was accomplished using the B35-17-33 genotype. On cross section it was noted that
the leaves used for calluses induction presented uniseriate epidermis, with stomas only
on the abaxial portion of the leave, the presence of bi-stratified hypodermis, on both
faces, and dorsiventral mesophile. It was verified that the callus development was
associated to the vascular bundle, on 100% of the analyzed propagating material, and
the callus formation occurred mainly on the regions near the excised explants. With the
primary callus formation it was seen that the cell divisions started close to the vascular
bundles, where reduced sized cells can be seen, dense cytoplasm and clear nucleus. It
was found that the primary calluses are composed by meristematic cells only on the
inner part, whereas embryogenic calluses (formed out of primary calluses) are entirely
composed of this cell pattern. At 180 cultivation days in media plus the naphthalene
acetic acid (NAA) it was verified roots formations directly from the foliar explant.
Evaluating leaves morpho-anatomically, after 180 cultivation days that didn’t present
calluses formation, uniseriate epidermis were seen, with ordinary epidermal cells,
hypodermis presence, not involving the presence of stomas on any foliar faces, with the
mesophile being composed by uniform type parenchyma. With the calogenesis
induction from half-grown leaves of African oil palm tree, it was verified that the
emergence of calluses occurs from cells associated to the leaves’ vascular bundle. It's
observed that the early explant maturity influences directly the callus induction, once the
leaves with poorly developed vascular bundles, mostly, don’t present calluses
formation. During the induction, it was seen the formation of two sorts of callus: the
primary callus and the embryogenic callus. From the embryogenic callus, it's noted

somatic embryos formation, which starts with the isolation and embryogenic cells setup.

Keywords: Ontogenesis, embryogenesis somatic, morphogenesis, histology.
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1. INTRODUCAO

Conhecido cientificamente por Elaeis guineensis (Jacq.), o dendezeiro, pertence
a classe Monocotiledonae, ordem Arecales, familia Arecaceae e género Elaeis
(Mukherjee & Sovacool, 2014; Hansen et al., 2015). E uma espécie de origem africana
(Guiné-Bissau) cultivada em regibes tropicais Gmidas da Africa, Asia e América. No
Brasil, acredita-se que o dendezeiro foi introduzido por escravos africanos, por volta de
1.700, dando origem aos dendezais subespontaneos do litoral baiano (Valois, 1997). O
dendezeiro € uma das espécies mais importantes economicamente, iSso por que, é a
espécie que fornece a segunda maior fonte de 6leo comestivel no mundo (Jouannic et
al., 2005).

Buscando otimizar a produgédo nacional, os programas de melhoramento tém
sido estrategicamente implementados por instituicbes de pesquisa, com énfase na
introducdo, selecdo e melhoramento genético de materiais com caracteristicas
agrondmicas de interesse. No entanto, sendo uma espécie monocotiledbnea, o
dendezeiro apresenta um unico apice crescente, sem perfilhamento, o que impede sua
multiplicacdo vegetativa por métodos convencionais, tornando praticamente impossivel
obter culturas uniformes e perpetuar as caracteristicas de uma planta com alto valor
genético selecionado. Portanto, avancos sao essenciais para alcancar protocolos
seguros e confiaveis para a propagacao clonal de materiais superiores, seja para
producédo em larga escala de mudas ou para reduzir os ciclos de selecao e otimizar os
programas de melhoramento genético (Scherwinski-Pereira et al 2010; Jaligot et al
2011; Ooi et al 2012; Silva et al., 2012).

Das diferentes técnicas de clonagem in vitro, a embriogénese somatica €, sem
duvida, a mais comumente recomendada para a propagacdo clonal de palmeiras
(Schwendiman et al., 1988; Karun et al., 2004; Scherwinski-Pereira et al., 2010; Jaligot
et al.,, 2011). Esta técnica permite que plantas possam ser regeneradas a partir de
células somaticas que, por meio de uma série ordenada de fases embriogénicas,
originam estruturas bipolares (embrides somaticos) capazes de originar plantas
completas (Reinert, 1958; Williams & Maheswaran, 1986; Soh et al., 2011).

Durante o processo de propagacdo clonal, os embrides somaticos formados
apresentam caracteristicas anatémicas semelhantes a embrides zigoticos. Ambos séo
caracterizados pela diferenciacdo do apice e da raiz, passando geralmente, pelas

seguintes etapas de desenvolvimento embrionario: globular, cordiforme, torpedo e
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cotiledonar. No entanto, apesar da existéncia de um grande numero de trabalhos na
literatura, a embriogénese somatica ainda esté longe de ser completamente dominada
e compreendida, embora se saiba que, em geral, a indugcdo de calos e o uso de
auxinas séo pré-requisitos fundamentais para a obtencédo de resultados satisfatorios
(Verdeil et al., 2001; Corredoira et al., 2006; Karami & Saidi 2010).

O uso de analises histolégicas durante a embriogénese soméatica provou ser
uma ferramenta (til para a compreensdo do processo embriogénico. O estudo do
desenvolvimento de células e tecidos nas diferentes etapas do processo possibilita a
melhoria de diversos protocolos de propagacéo clonal, permitindo o entendimento do
funcionamento de todo o desenvolvimento ontogénico (Verdeil et al., 2001; Sané et al.,
2006;. Santos et al., 2006).

Por meio de estudos morfoanatémicos também € possivel identificar as fases do
desenvolvimento embrionario (Schwendiman et al., 1990; Silva et al., 2014; Moyo et al.,
2015). Dessa forma, o conhecimento mais profundo dos eventos morfoanatémicos
envolvidos no processo embriogénico pode melhorar significativamente a compreensao
das diferentes etapas envolvidas na embriogénese somatica, bem como ajudar a
assegurar que certas condicfes de cutivo, tais como a composi¢cdo do meio de cultura,
podem ser melhor ajustadas. Além disso, ndo é dificil imaginar que a caracterizacéo
morfoanatdmica exata das diferentes fases da embriogénese somatica em uma
espécie pode constituir um marcador morfolégico do processo (Batagin-Piotto et al.,
2012; Balzon et al., 2013).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os eventos morfoanatémicos
envolvidos da embriogénese somatica a partir de folhas imaturas de dendezeiro (Elaes

guineensis Jacq.).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local de realizagdo do experimento

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
(LCT-Il) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, situado em Brasilia — DF,
Brasil.

2.2. Obtencéo do material vegetal

Para a inducdo da embriogénese somatica foram utilizadas como material
vegetal, folhas imaturas e ainda ndo expandidas (palmito), oriundas de plantas adultas
de dendezeiros variedade da B35-1733, fornecidas pelo Programa de Melhoramento
Genético da Embrapa Amazonia Ocidental, a partir do Banco de Germoplasma da
espécie localizado no Rio Preto da Eva — AM, Brasil.

Apoés coletado em campo, o material vegetal foi conduzido ao laboratério, onde
as folhas mais externas foram removidas e o tamanho do palmito reduzido para
aproximadamente 30 cm de comprimento da regido basal meristematica (proxima ao

meristema) até o apice foliar do cilindro central (regido mais afastada do meristema).

A inducdo da embriogénese somatica foi realizada a partir da inoculacédo de
segmentos foliares em placas de Petri (15 x 90 mm) contendo meio de cultura
composto pela constituicdo salina e vitaminas de MS (Murashige & Skoog, 1962),
suplementado com 0,5 g.L™* de caseina hidrolisada, 0,5 g.L™ de glutamina, 2,5 g.L™ de
carvéo ativado, 30 g.L ™ de sacarose, 2,5 g.L™ de Phytagel e 225 pm de Picloram. O pH
dos meios foi ajustado para 5,7 + 0,1 sendo autoclavados a temperatura de 121 °C e

pressao de 1,3 atm por 20 minutos.

Foram inoculados seis segmentos de folhas jovens de aproximadamente 1 cm?,
provenientes das regifes apical e basal dos palmitos, com a face adaxial em contato
com o meio de cultura, em placas de Petri contendo 25 mL de meio nutritivo. Todos os
experimentos foram mantidos em sala de crescimento sob temperatura de 25 + 2 °C

acondicionados no escuro.
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Nestas condi¢cbes de cultivo, os explantes foram mantidos por 3 subcultivos de
60 dias cada para a obtencdo de calos primérios e mais um subcultivo de 90 dias para

a obtencao de calos embriogénicos.

2.3. Estudos morfoanatdmicos dos estagios de desenvolvimento

A caracterizacdo morfoanatdmica dos diferentes estadios (folhas aos zero dias,
folhnas com raiz, folhas com calo, folhas que ndo reagiram, calos primarios, calos
embriogénicos e calos embriogénicos formado a partir de calos priméarios) da
embriogénese somatica do dendezeiro foi realizada utilizando-se o genétipo B35-17-33.
Para tanto, cinco amostras de cada estaddio de desenvolvimento foram coletadas e
fixadas em FAA 50 (formaldeido 37-40%, acido acético glacial e alcool etilico 50%, nas
proporgdes 1:1:18, v/v sob vacuo (Johansen, 1940), lavadas duas vezes e estocadas
em etanol 50%. Em seguida, as amostras foram desidratadas em série etilica crescente
(30 a 100%) e infiltradas em historresina (Leica®). Secg¢des com até 10 um de
espessura foram obtidas em microtomo rotativo manual Leica®, distendidas sobre agua
em uma lamina de vidro, sobre placa aquecedora a 40 °C. Os cortes foram corados
com azul de toluidina a 0,5% e analisados sob microscopio oOptico. O registro das
laminas de cada estadio foi realizado em fotomicroscopio com sistema de captura de
imagens (Leica® DM750).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Estudos morfoanatémicos dos estadios de desenvolvimento

A Figura 1 caracteriza morfoanatomicamente as folhas imaturas de Elaeis
guineensis utilizada como explante inicial na indu¢cdo da embriogénese somatica.
Morfologicamente, a folha imatura de dendezeiro apresenta superficie lisa, textura
maleavel, auséncia de clorofila e, como caracteristica marcante do grupo em que esta
inserida (Liliopsida), apresenta nervuras paralelas (Figura 1 A).

Na Figura 1 B, pode ser verificada a seccao transversal da nervura mediana que
€ proeminente nas duas faces, sendo que a saliéncia adaxial possui cerca de trés
vezes a largura da saliéncia abaxial. A vascularizacdo € composta por um grande
cilindro central e 4-5 tracos vasculares isolados voltados para a face adaxial,
caracterizando feixes vasculares pouco desenvolvidos. Contornando essa regiao
vascularizada, foi observada uma camada de tecido esclerenquimatico. Luis et al.
(2010) verificaram, na nervura central de dendezeiro, a presencga de um feixe vascular

maior associado a outros feixes menores.

Em seccao transversal, pode-se verificar a presenca de estdmatos apenas na
face abaxial da folha, com estdématos nivelados com as demais células da epiderme e
camara subestomatica ampla (Figura 1 D). No entanto, diversos autores classificam as
folnas de dendezeiro como sendo anfiestomaticas e descrevem a presenca de
estdbmatos nas faces abaxial e adaxial com maior concentracédo na face abaxial (Luis et
al., 2010, Habib et al., 2012). Essa diferenca encontrada na presenca de estdématos
apenas em uma face foliar pode estar associada a maturidade do explante analisado,
uma vez que, no presente trabalho foram analisadas folhas imaturas, contrariamente
aos demais trabalhos que avaliaram folhas ja desenvolvidas e clorofiladas. A
guantidade, a distribuicdo, o tamanho e a forma dos estdmatos sdo caracteristicas
tipicas de cada espécie, e podem mudar em virtude da maturidade do tecido foliar, bem
como, devido a adaptacdo as condicdes ambientais em que a planta é submetida
(Muchow & Sinclair, 1989; Pearce et al., 2005).

Em ambas as faces da folha, abaixo da camada epidérmica foi observada a
presenca de hipoderme biestratificada, consistindo de duas camadas de células com
tamanho superior ao das células epidérmicas (Figura 1 D). Esse resultado corrobora o
de Luis et al. (2010) que também verificaram a presenca de hipoderme em ambas as

superficies foliares de dendezeiro, com maior espessamento na face adaxial. Stauffer
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et al. (2003) também verificaram a presenca de hipoderme na folha de Asterogyne
martiana, uma palmeira de ampla ocorréncia na Ameérica Central. No entanto, nessa
espécie, a hipoderme foi observada apenas na face abaxial. Segundo Tomlinson
(1990), a hipoderme é mais desenvolvida em palmeiras que evoluiram em ambientes
aridos, sendo geralmente ausente em plantas nativas de ambientes sombreados,
podendo a presenca dessa camada celular, estar associada a protecdo contra a

desidratacgéo.

O mesofilo da folha imatura de dendezeiro é dorsiventral, constituido por 2-3
camadas de parénquima palicadico imediatamente abaixo da hipoderme da face
adaxial (Figura 1 D). Semelhante ao descrito por Appezzato-da-Gloria (2004), as
células do parénquima palicadico séo tipicamente alongadas, com formato de barras
dispostas em fileiras, que, ao longo do mesofilo, podem ser iguais em comprimento ou,
como verificado no presente trabalho, se tornarem menores a medida que se
aproximam da regido central do mesofilo. Ja o parénquima lacunoso apresenta 2 a 3

camadas de células mais arredondadas e alguns espagos intercelulares (Figura 1 D).
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Figura 1. Caracterizacdo morfoanatdbmica de folhas imaturas originadas de plantas
adultas de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) utilizada como explante inicial na
inducdo da embriogénese somatica. A. Aspecto externo de segmentos de folha imatura
de Elaeis guineensis; B. Seccdo transversal da nervura mediana: notar sistema
vascular nitido, com tecido esclerenquimatico contornando a regidao vascular; C e D.
Seccdes transversais da ala foliar. C. Setas indicando feixes vasculares. Abreviacdes:
ab = abaxial; ad = adaxial; cs = camara subestomatica; ep = epiderme; est = estbmato;
fv = feixe vascular; fl = floema; hp = hipoderme; mf = mesofilo; pl = parénquima
lacunoso; pp = parénquima palicadico; te = tecido esclerenquimatico; x = xilema.
Barras: A. 2 mm; B-C. 0,2 mm; D. 0,05 mm.

A formacao inicial de calos primarios foi observada por volta dos 60 dias de
cultivo, embora as avaliacdes das taxas de formacédo de calos tenham sido realizadas
apenas aos 180 dias. Verificou-se que o desenvolvimento dos calos estava associado
aos feixes vasculares em 100% dos propagulos analisados e que a formacgéo de calo

ocorreu principalmente nas regides proximas a regido excisada do explante, onde
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existe maior contato entre as células da regido vascular com os componentes do meio
nutritivo (Figura 2 A-F).

Morfologicamente, o inicio da formag&o de calo é caracterizado pelo rompimento
da epiderme e o surgimento de aglomerados celulares de coloragédo bege-amarronzada
com formato, inicialmente, arredondado, tendendo para um formato mais alongado com
o desenvolvimento do calo (Figura 2 A). Semelhante ao presente trabalho, Sané et al.
(2006) também verificaram a formacédo de calos em Phoenix dactylifera apds 2 meses
de cultivo. Anatomicamente, foi verificado que, a formacéo de calor ocorre no mesofilo
da folha com feixes vasculares mais desenvolvidos quando comparado aqueles
encontrados nas folhas que ndo apresentaram formacéo de calo (Figura 2 B).

Ao longo do desenvolvimento dos calos, as células do parénquima palicadico
adjacente apresentam aumento na largura e diminuicdo na altura, evidenciando o
achatamento devido a compressao das mesmas contra a epiderme. Ja o parénquima
lacunoso, contiguo ao calo aparece com rompimento celular e € nessa regido em que a
epiderme se rompe a medida em que os calos vao se desenvolvendo (Figura 2 C e D).

As divisdes celulares comecam proximo ao feixe vascular, onde se observam
células de tamanho reduzido, citoplasma denso e nudcleo evidente (Figura 2 C). A
proliferacdo celular resulta no aumento da espessura da folha (Figura 2 C e D), onde
ha inicialmente um predominio de divisdes periclinais, resultando em células
enfileiradas. As células de menor tamanho (cerca de 6 pm de diametro) se mantém no
centro inicial do calo, caracterizando uma regido promeristematica, regido que
permanece no centro ao longo do desenvolvimento do mesmo. As células do calo
desenvolvido apresentam tamanho maior (cerca de 28 um de diametro) quando mais
afastadas da regido promeristematica que, de acordo com as analises realizadas, esta

sempre associada a regiao do procambio (Figura 2 C-F).
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Figura 2. Segmento foliar imaturo de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) originario de
plantas adultas com formacdo de calo primario apés 60 dias de cultivo em meio de
inducao, contendo 225 um de Picloram. Aspecto morfoldgico da formacgéo de calos. A.
Morfologia externa. B-F. Seccdo transversal da folha com calo. B. Setas indicando
feixes vasculares desenvolvidos. Abreviacfes: ab = abaxial; ad = adaxial; C = calo; ep
= epiderme; fv = feixe vascular; F = folha; pp = parénquima pali¢adico. Barras: A. 2 mm;
B-F. 0,2 mm; C-D. 0,05 mm; E. 0,5 mm.

88



A identificacdo do inicio da formacdo do calo pode ser uma informacao
importante para a otimizagdo do protocolo de obtencdo de embries somaticos. Dessa
forma, diversos autores avaliam e descrevem a origem de formacdo de calos em
diversas espécies. Em dendezeiro, células do procambio de explantes foliares foram
apontadas como a origem da proliferacdo de calos primarios por Schwendiman et al.
(1988). Segundo Jones (1983), a multiplicacdo de células perivasculares ocorre
levando a formacdo de centros com alta atividade meristematica, a partir do qual se
origina o calo. Em seccéo transversal de folhas imaturas de dendezeiro, Duval et al.
(1995) observaram que o calo se origina a partir da multiplicacdo de células
perivasculares, resultando numa camada de tecido meristemético, com quatro ou cinco
células de espessura, perto do xilema.

A proliferagdo de calos proximo aos tecidos vasculares também tem sido
observada em explantes de folhas de outras espécies da familia Arecaceae, tais como
Phoenix dactylifera (Sané et al., 2006), Cocos nucifera (Buffard-Morel et al., 1992),
Bactris gasipaes (Steinmacher et al., 2011) e Acrocomia aculeata (Moura, 2009), mas
também em espécies de outras familias botanicas, como o Gossypium hirsutum (Gawel
et al., 1986), Acacia raddiana (Sané et al., 2000), Coffea arabica (Michaux-Ferriere et
al., 1987; Bieysse et al., 1993) e Coffea canephora (Michaux-Ferriere et al., 1989).

O procambio € um tecido meristematico responsavel pela formacdo de tecidos
vasculares. Acredita-se que a formacédo de calo esteja intimamente relacionada a este
tecido, uma vez que essa regido apresenta células com maior potencial mitético. O
procambio também estd préximo ao floema, que carrega em seu interior
fitorreguladores. Dessa forma, estes fitorreguladores promoveriam mais facilmente uma
resposta das células procambiais aos estimulos gerados pelos componentes do meio
nutritivo (Appezzato-da-Gloria, 2004).

Segundo Rose et al. (2006), as células do procambio que durante o
desenvolvimento da planta naturalmente se diferenciariam para a formacéo da nervura
da folha, apds serem estimuladas pela auxina presente no meio nutritivo, entram na
rota de desdiferenciacdo e reprogramacao celular, ocasionando a proliferacdo dessas
células e formacéo de calos.

Diante disso, Barbier-Brygoo et al. (1989) mostraram que a multiplicagcdo de
células que ocorre durante a formagdo do calo comeca com a hiperpolarizacdo de

polipeptidios da membrana sob a agdo da auxina. De acordo com Goldsworthy &
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Rathore (1985), esta hiperpolarizagdo é uma consequéncia da desestabilizacdo da
polaridade dos campos elétricos celulares que podem estar associados ao crescimento
celular desorganizado observado na presenca de 2,4-D, durante o desenvolvimento do
calo.

A Figura 3, caracteriza aspectos morfoanatomicos de folhas imaturas de
dendezeiro, ap6s 180 dias de cultivo em meio de indugdo, porém, sem o surgimento de
calos. Morfologicamente a folha imatura apresenta superficie lisa, textura mais rigida e
coloracdo mais amarelada quando comparada ao explante inicial (Figura 3 A).

Na seccéo transversal da folha, pode-se verificar uma epiderme unisseriada,
com células epidérmicas normais e, abaixo dessa camada, € observada a presenca de
hipoderme (Figura 3 C e D). Nos explantes avaliados, nao foi verificada a presenca de
estdbmatos em nenhuma das faces foliares. Isso pode estar associado a imaturidade do
explante, uma vez que se trata de um tecido retirado da regido do palmito mais proxima
do meristema apical da planta, a regido basal, que por esse motivo € a regido mais

jovem e menos desenvolvida.

O mesofilo é constituido por parénquima do tipo homogéneo com cerca de 6-8
camadas de células arredondadas com poucos espacos intercelulares (Figura 3 C e D).
De acordo com Akin & Robinson (1982), a presenca de um parénquima compacto (com
espacos intercelulares reduzidos ou ausentes) interfere na distribuicdo de carbono no
mesofilo, 0 que implica uma menor eficiéncia fotossintética. No presente trabalho, por
se tratar de uma folha imatura e aclorofilada, a reducdo da distribuicdo de carbono nao
teria grande impacto, uma vez que a folha analisada ainda nédo realiza fotossintese
(Figura 3 C e D).
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Figura 3. Segmento foliar imaturo de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) originario de
plantas adultas que néo reagiu a inducao de calo primario, apdés 180 dias de cultivo em
meio contendo 225 uM de Picloram. A. Morfologia externa. B-D. Secc¢ao transversal da
folna sem a formacédo de calo. B. Ocorréncia feixes vasculares pouco desenvolvidos
(setas). Abreviacdes: ab = abaxial; ad = adaxial; ep = epiderme; fv = feixe vascular; fl =

floema; hp = hipoderme; x = xilema. Barras: A. 2 mm; B. 0,2 mm; C-D. 0,5 mm.

Segundo Gueye (2009), fatores como o tamanho, a idade e a maneira em que
um explante é cultivado podem afetar o éxito da inducdo da morfogénese no cultivo in
vitro. Dessa forma, diferencas significativas na resposta embriogénica foram
observadas entre tecidos vegetativos mais e menos desenvolvidos (Williams &
Maheswaran, 1986). A resposta relativa de varios tecidos imaturos parece ser
caracteristica da espécie, pois hipocétilos de Gossypium spp. produziram mais
embribes somaticos do que sementes ou cotilédones (Trolinder & Xhixian, 1989),
enquanto que os cotilédones apresentaram melhor resposta embriogénica do que

hipocotilos em Cucumis sativus L. (Stipp et al., 2001). De forma geral, os tecidos
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vegetativos maduros sdo mais convenientes e mais facilmente disponiveis do que os
tecidos imaturos ou florais (Elmeer, 2013). No entanto, determinados tecidos, quando
muito desenvolvidos ndo apresentam resposta embriogénica satisfatoria em algumas
espécies, sendo necessario verificar o tipo e a maturidade do explante para cada

cultura.

A Figura 4 caracteriza aspectos morfoanatomicos das folhas imaturas de Elaeis
guineensis com formacado de raiz aos 180 dias de cultivo, em meio acrescido de acido
naftalenoacético (ANA). Morfologicamente, a folha imatura de dendezeiro apresenta
textura rigida e coloracdo amarronzada devido a presenca de oxidacdo. Nessa etapa,
foi verificado o surgimento de estruturas semelhantes a raizes, cujo tipo de estrutura foi

confirmado com a realizacdo das secc¢des anatdmicas (Figura 4 A-D).
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Figura 4. Segmento foliar imaturo de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) originario de
plantas adultas com formacao de raiz em meio de cultura suplementado com acido
naftalenoacético (ANA) ap6s 180 dias de cultivo. A. Morfologia externa. B-D. Seccao
transversal da folha e longitudinal e transversal da raiz. Abreviacdes: ab = abaxial; ad =
adaxial; C = calo; cf = coifa; F = folha; pcx = ponto de conexdo; R = raiz; rc = regido
cortical; re = regido epidérmica; rmr = regido meristematica da raiz; rv = regido

vascular. Barras: A. 2 mm; B. 0,5 mm; C-D. 0,2 mm.

Semelhante ao presente trabalho, diversos autores verificaram a formacao de
raizes durante a etapa de inducdo da embriogénese somatica. Loiseau et al. (1995)
com Pisum sativum , Matsuoka & Hinata (1979) com Solanum melongena., Gueye et al.
(2009) e Sané et al. (2012), com Phoenix dactylifera também ressaltaram a formacao
de raizes nessa etapa do cultivo in vitro. A presenca de raizes nos explantes foliares de
dendezeiro ndo foi algo esperado. Diante disso, a realizagdo das analises anatbmicas
possibilitou a verificagdo de que as estruturas que estavam sendo formadas eram

raizes adventicias.
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Anatomicamente foi observado um ponto de conexdo da raiz ligando-a
diretamente ao explante foliar, 0 que caracteriza a organogénese direta (Figura 4 B e
C). No entanto, proximo a essa regido, também foi identificada a formacdo de
aglomerados celulares, evidenciando a presenca de calo (Figura 4 B e C). Almeida et
al. (2012), analisando a influéncia de diferentes reguladores de crescimento (ANA
associado com BAP) na inducdo de rotas embriogénicas ou organogénicas de Bactris
gasipaes verificaram a presenca de centros meristematicos que, a partir do contato
com esses reguladores, formaram regifes com células procambiais que deram inicio a
rota organogénica.

Através da seccdo longitudinal da raiz, foi verificada a presenca de tecidos
vasculares visiveis, a regido meristematica apical da raiz onde ha inicialmente um
predominio de divisdes periclinais, resultando em células achatadas e enfileiradas e a
regido da coifa da raiz claramente distinta das demais regides, pela presenca de
células com coloracdo mais escura (Figura 4 C). Resultados semelhantes foram
encontrados por Habib et al. (2012), que analisando raizes de clones de dendezeiro
verificaram a presenca de quatro regides distintas na raiz: 1 = regido vascular
procambial, 2 = regido meristematica denominada centro quiescente, 3 = regido
caliptrogénica ou regiao de células vivas da coifa e 4 = coifa.

Em secdo transversal das raizes formadas foi observada a presenca de uma
regido de revestimento denominada regido epidérmica, composta por células
alongadas e enfileiradas contornando todo o corte da raiz. Internamente a essa
camada foram verificadas de 4 a 9 camadas de células menores com formato mais
arredondado que compdem a regido cortical (Figura 4 D). E internamente, verifica-se a
presenca de uma regido vascular composta de células meristematicas (Figura 4 D). Os
resultados aqui obtidos corroboram os de El-Bahr et al. (2004) que observaram um
formato arredondado nos cortes transversais de raizes de Phoenix dactylifera
provenientes do cultivo in vitro. Semelhante ao presente trabalho, esses autores
descrevem a presenca de regides epidérmicas, corticais e vasculares.

Apbs 180 dias de cultivo, a formacéo de calos primarios que surgiram a partir do
mesofilo das folhas imaturas de dendezeiro foi identificada. O calo priméario é
compacto, com formato alongado, de cor bege amarronzada, com crescimento regular
e consisténcia ligeiramente aquosa (Figura 5 A). Com a ruptura do mesofilo, é
verificada a formacao de diversos calos primarios com formato alongado e crescimento

relativamente lento.
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Segundo Padua et al. (2013), as caracteristicas morfologicas de calos, tais como
coloracgdo, textura e consisténcia podem ser genotipo-especifico e, dessa forma, torna-
se necessaria a analise anatbmica desses propagulos a fim de verificar o tipo de
resposta obtida pela indugéo embriogénica.

Nos cortes histologicos foram observadas trés regifes distintas que compéem o
calo primario (Figura 5 B-D). Mais externamente foi verificada uma regido periférica
composta por células relativamente grandes, apresentando formatos variados, com 122
a 165 pm de diametro, amplos espacos intercelulares, 1,7 ym de espessura nas
paredes de duas células contiguas e vacuolos bem desenvolvidos. Internamente foi
observada a presenca de uma regido de células parenquimaticas com nucleo bem
delimitado, citoplasma denso, apresentando cerca de 38 a 46 ym de diametro, algumas
das quais estavam em divisdo celular. Nessa regido, 0s espacos intercelulares séo
reduzidos e a parede celular € mais espessa do que nas células da regido periférica,
tendo cerca de 3,2 um de espessura nas paredes de duas células contiguas (Figura 5
B-D).

Ja na regido mais interna foi observada a zona meristematica do calo com
células pequenas, com 17 a 24 um de diametro, isodiamétricas, com citoplasma denso,
paredes celulares mais estreitas, com aproximadamente 0,7 um e nucleo proeminente.
Varias células apresentaram dois nucleos em um mesmo citoplasma, evidenciando a

citocinese ainda n&o concluida no processo de divisdo celular (Figura 5 B-D).
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Figura 5. Aspectos morfoldgicos e anatdmicos do calo primario de dendezeiro (Elaeis
guineensis Jacq.) obtido de folhas imaturas de plantas adultas aos 180 dias de cultivo
em meio de cultivo contendo 225 uM de Picloram. A. Morfologia externa. B-D. Seccéo
do calo priméario. Setas indicam divisao celular evidenciada pela duplicidade de nucleos
nas células. Abreviacdes: cpg = células parenquimaticas; cpc= ceélulas periféricas do

calo; zm = zona meristematica. Barras: A. 2 mm; B-C. 0,2 mm; D. 0,05 mm.

Calos primarios com aspectos anatébmicos semelhantes aos obtidos nesse
trabalho séo relatados em diversas espécies de palmeiras. Em inducéo, a partir de
tecidos do tipo TCL (thin cell layer) a partir de plantulas de Bactris gasipaes,
Steinmacher et al. (2007) também observaram a presenca de uma regido
meristematica composta por células isodiamétricas, com citoplasma denso e nucleo
evidente. A analise histologica do calo primario compacto de Phoenix dactylifera
mostrou que eles eram constituidos por pequenas células meristematicas com
citoplasma denso, ricas em proteina solavel. Os calos globulares compactos obtidos

por esses autores foram caracterizados por apresentar um crescimento muito lento.
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Além disso, comecgaram a degenerar e necrosar muito rapidamente (Sané et al., 2006).
Em inducédo de calo a partir de embrides zigoéticos de Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd.
ex Martius) e Euterpe oleracea, Moura et al. (2008) e Scherwinski-Pereira et al. (2010),
respectivamente, também verificaram a presenca de uma regido meristematica.

Diferentemente do presente trabalho, Verdeil et al. (2001) verificaram que a
zona meristematica do calo primario de Cocos nucifera encontra-se na regiao
periférica, enquanto nas regides mais internas foram observadas células
parenquimaticas vacuoladas.

Analisando massas celulares induzidas a partir de folhas imaturas de
dendezeiro, Padua et al. (2013) também verificaram diferentes tipos celulares, dentre
eles, células vacuoladas grandes, células parenquimaticas e células meristematicas.
Os resultados aqui obtidos corroboram os de Scherwinski-Pereira et al. (2010) que
verificaram a presenca de trés regides que compdem os calos primarios de dendezeiro
obtidos a partir da técnica de TCL (thin cell layer). Esses autores evidenciaram uma
regido de revestimento do calo, além da presenca de células parenquimaticas e uma
regido mais interna, com caracteristicas meristematicas.

Na analise histologica de calos obtidos da embriogénese somatica de
dendezeiro a partir de embrides zigoticos, Balzon et al. (2013) também evidenciaram a
zona meristematica na parte mais interna do calo primario, constituida por células
isodiamétricas com citoplasma denso e nucleo proeminente. Silva et al. (2012)
observaram a presenca de células meristematicas em calos primarios obtidos a partir
de embrides zigoticos de Elaeis guineensis. Ainda em dendezeiro, Schwendiman et al.
(1988) relatam que o crescimento do calo primario continua de uma forma regular ao
longo das subculturas.

Apés 180 dias de cultivo, verificou-se o surgimento de calos embriogénicos
formados a partir de células do calo primario. De forma geral, o calo primario apresenta
formato alongado e coloracdo bege amarronzada, enquanto que o calo embriogénico,
em seu estado inicial, apresenta coloracdo amarelada, aspecto menos aquoso e
formato irregular (Figura 6 A).

Anatomicamente, foi verificada a presenca de células periféricas e vacuoladas
do calo primério contornando parte da regido do calo embriogénico que é composto por
células tipicamente meristematicas, com citoplasma denso, ndcleo proeminente e
intensa atividade celular (Figura 6 B-D). Acredita-se que o calo embriogénico teve

origem a partir de células da zona meristematica do calo primario, por se tratar de
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células mais desdiferenciadas e semelhantes as células encontradas no calo
embriogénico. Segundo Duval et al. (1995), o surgimento do calo embriogénico
granular tipico é raramente verificado em dendezeiro. No entanto, quando esse evento
acontece, € observado que esse tipo de calo surge na superficie do calo primario
cultivado em altas concentracdes de auxina. Em contraste com a formacéo do calo
primario que possui origem a partir de células internas do explante induzido, o calo

embriogénico esta localizado na periferia do calo priméario ao qual eles estdo apenas

ligeiramente ligados (Touchet et al., 1991).

Figura 6. Aspectos morfologicos e anatdmicos do calo embriogénico formado a partir
de células do calo primario de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.), ap6s 180 dias de
cultivo em meio contendo 225 pM de Picloram. A. Morfologia externa. B-D. Secc¢éo do
calo embriogénico e do calo primério. Abreviagbes: CE = calo embriogénico; CP = calo

primario. Barras: A. 2 mm; B. 0,5 mm; C. 0,2 mm; D. 0,05 mm.
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Cerca de 30 dias ap0s o aparecimento do calo embriogénico, verificou-se que o
mesmo apresentou rapido desenvolvimento. Nesse periodo o calo embriogénico exibiu
caracteristicas morfoldgicas tipicas, onde foi observado seu aspecto frivel,
consisténcia pouco aqueosa e cor amarelo intenso (Figura 7 A).

Anatomicamente, foi verificado que esse tipo de calo é constituido inteiramente
de células pequenas, com 17 a 24 ym de diametro, isodiamétricas, com citoplasma
denso, paredes celulares delgadas, com aproximadamente 0,7 um, além de nucleo
proeminente, o que caracteriza claramente células meristematicas (Figura 7 B-D).
Varias células apresentaram dois ndcleos em um mesmo citoplasma, evidenciando a
citocinese ainda ndo concluida no processo de divisdo celular (Figura 7 C, setas). Em
determinadas regides do calo embriogénico, o inicio da linearizacdo das células foi
constatado, 0 que sugere a organizagao celular envolvida no processo de formacao de
embrides (Figura 7 D, setas).

Em diversas espécies da familia Arecaeae foram observados calos
embriogénicos com células isodiameétricas, citoplasma denso e nucleo proeminente
induzidos a partir de embrides zigoticos de Bactris gasipaes, Euterpe oleracea e
Acrocomia aculeata (Moura et al., 2009; Maciel et al., 2010; Scherwinski-Pereira et al.,
2012) e a partir de folhas imaturas de Phoenix dactylifera (Sané et al., 2006). Esse
mesmo padrdo de células meristematicas também foi verificado na inducdo da
embriogénese somatica de dendezeiro (Touchet et al., 1991; Duval et al.,, 1995;
Schwendiman et al., 1988; Scherwinski-Pereira et al., 2010; Padua et al., 2013; Silva et
al., 2014).
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Figura 7. Aspectos morfolégicos e anatébmicos do calo embriogénico obtido a partir da
inducdo de folhas jovens de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). A. Morfologia
externa. B-D. Seccao do calo embriogénico. C. Setas indicam divisdo celular. B. Setas
indicam a regido em que foi observado o inicio de organizacgao celular C. Setas indicam
duplicidade de nucleos caracterizado pela intensa divisdo celular. D. Setas indicam a
linearizacdo celular para a formacdo de embrides somaticos. Abreviacbes: CE = calo

embriogénico. Barras: A. 2 mm; B. 0,5 mm; C. 0,05 mm; D. 0,05 mm.

O modo de surgimento de embrides em calos embriogénicos foi detalhadamente
estudado por Schwendiman et al. (1988, 1990) e Duval et al. (1995). Segundo esses
autores, as células do calo evoluem para células que apresentam caracteristicas tipicas
de células embrionérias: alta taxa de nucleos evidentes, nacleo central com nucléolo
destacado, citoplasma denso e intensamente corado, iniciando o surgimento de
aglomerados celulares. Esta Ultima caracteristica € denominada diferenciacéo e parece
ser a primeira fase da formag¢do do embrido somatico. Este fenbmeno € acompanhado

por uma intensa multiplicagdo das células embriogénicas. A partir de entdo, os
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aglomerados de células crescem, desenvolvem uma protoderme e d&do origem a
estruturas denominadas proembrides, embridides, ou embrides somaticos, onde a
nomenclatura utilizada varia de acordo com os autores e, certamente, com a fase de
desenvolvimento considerada. O processo inicial de formacéo dos embries somaticos
citado por esses autores, também pode ser verificado no presente trabalho com a
organizacao das células meristematicas do calo embriogénico (Figura 7 D).
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4. CONCLUSOES

Com a inducéo da calogénese a partir de folhas imaturas de dendezeiro, verifica-
se que o surgimento do calo ocorre a partir de células associadas aos feixes vasculares
da folha. Esse processo causa o rompimento do mesofilo e a exposicdo de massas
celulares que posteriormente irdo constituir o calo primério. Observa-se que a
maturidade do explante inicial influencia diretamente a indugédo de calo, onde folhas
com feixes vasculares pouco desenvolvidos, em sua maioria, ndo apresentam
formacdo de calo. A partir da utilizacdo de &cido naftalenoacético (ANA), verifica-se
também o surgimento de raizes pela rota da organogénese direta. Durante a indugéo
da embriogénese somatica de dendezeiro, observa-se a formacdo de dois tipos de
calo: o calo primario, constituido por uma regido periférica com células vacuoladas,
uma regido intermediaria com células parenquimaticas e internamente por uma zona
meristematica e o calo embriogénico, constituido por células meristematicas. A partir do
calo embriogénico, é verificada a formacao de embrides somaticos, que se inicia com o

isolamento e organizacao de células embrionarias.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DOS ESTAGIOS INICIAIS DE
DESENVOLVIMENTO DA EMBRIOGENESE SOMATICA DE FOLHAS IMATURAS
DE PLANTAS ADULTAS DE DENDEZEIRO (Elaeis guineensis Jacq.)
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar o comportamento fisiol6gico e bioquimico envolvidos
na indugdo de linhagens embriogénicas originadas a partir de folhas imaturas de
plantas adultas de dendezeiro de alto rendimento. Para tanto, os acUcares, amido,
acidos graxos, aminoacidos e proteinas, além da andlise do perfil metabdlico foram
determinados em folhas com zero dias de cultivo (controle), folhas que nao reagiram,
folhas com raizes, folhas com calos, calos priméarios e calos embriogénicos do gendtipo
B35-17-33. Verificou-se que nao houve diferencas significativas entre as concentragdes
de acucares nos segmentos foliares de dendezeiro que se mostraram responsivos ou
ndo a da inducdo da embriogénese somatica. Em contrapartida, folhas com calos
apresentaram niveis inferiores de frutose, juntamente com uma maior concentracao de
amido quando comparadas com folhas que néo reagiram. Com relacdo aos diferentes
tipos de calo, verificou-se diferenca consideravel entre eles, onde calos primarios
apresentaram maiores concentragdes de acucares e amido, quando comparados com
calos embriogénicos, diferindo também em uma maior concentragdo de sacarose no
calo primario. Com relacéo aos acidos graxos, nao houve diferencas significativas entre
as folhas com calos e aquelas que nédo reagiram. Ja nos calos o resultado observado
foi oposto ao verificado em relacdo aos acgucares e amido, pois, nesse caso, 0 calo
embriogénico apresentou niveis superiores de acidos graxos. Verificou-se que, de
forma geral, os lipidios que compdem os explantes em desenvolvimento sé&o
compostos em sua maior parte pelo acido palmitico e pelo acido linoléico. Os teores de
aminoacidos apresentaram acumulo gradativo nas etapas da inducdo. Para estes
compostos, folhas com zero dias (controle) e folhas com calo ndo diferiram
estatisticamente entre si e apresentaram concentracdes superiores as observadas nas
folhas que nédo reagiram e nas folhas com raizes, com os teores aumentando nos calos
primarios e, principalmente, nos calos embriogénicos. Em todas as fases avaliadas,
apenas o0s calos embriogénicos apresentaram maior concentracdo de prolina. Em
relacdo as proteinas totais, folnas com zero dias e folhas que ndo reagiram
apresentaram niveis intermediarios deste composto, com taxas reduzidas até a

formacédo do calo primario e aumentadas no calo embriogénico.

Palavras-chave: Arecaceae; cultivo in vitro; morfogénese; metabolismo; fisiologia;

bioquimica.
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ABSTRACT

The goal of the project was evaluating the physiologic and biochemical behavior
involved on the embryogenic lineage spread induction originally from high performance
African oil palm tree adult plant’s half-grown leaves. Therefore, sugars, amine, fatty
acids, amino acids and proteins, besides the metabolic profile analysis were determined
on zero cultivation days leaves (control), leaves that didn’t react, leaves with roots,
leaves with calluses, primary calluses and embryogenic calluses from B35-17-33
genotype. It was verified that there were no significant differences between the sugar
concentration on foliar segments of the African oil palm tree that showed to be
responsive or not to somatic embryogenesis induction. In return, leaves with calluses
presented lower fructose level, along with a higher amine concentration when compared
to leaves that didn’t react. Regarding the different types of callus, it was seen a major
difference between them, where the primary calluses presented higher concentrations
of sugars and amine, when compared to embryogenic calluses, also differing on a
higher sucrose on the primary callus. Regarding the fatty acids, there weren’t significant
differences among the leaves with calluses and those which didn’t react. In the calluses
the result observed was contrary compared to the one verified involving the sugars and
amine, since, in this case, the embryogenic callus presented higher fatty acids levels. It
was seen that, on the whole, the lipids that form the developing explant are composed
mostly by the palmitic acid and the linoleic acid. The amino acids levels presented
gradual increase on the induction steps. For those compounds, leaves with zero days
(control) and leaves with callus didn’t differ statistically among themselves and
presented higher concentrations to those seen on leaves that didn’t react and leaves
with roots, with increasing levels on the primary calluses and, especially, on the
embryogenic calluses. On all evaluated stages, only the embryogenic calluses
presented higher concentration of proline. Regarding the total proteins, leaves with zero
days that didn’t react presented intermediary levels of this compound, with reduced

rates up to the primary callus formation and enhanced on the embryogenic callus.

Keywords: Arecaceae; in vitro growth; morphogenesis; metabolism; physiology;

biochemestry.
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1. INTRODUCAO

O dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) € uma palmeira oleaginosa de origem
africana, largamente cultivada em regides de clima tropical imido. O principal produto
do dendezeiro é o 6leo extraido da polpa do fruto, conhecido internacionalmente como
6leo de palma. Atualmente, o 6leo de palma é um dos mais produzidos e consumidos
no mundo, apresentando usos alimenticio, medicinal e oleoquimico. Visando explorar o
potencial oleaginoso da espécie para atender ao mercado econémico, 0s programas de
melhoramento genético tém trabalhado caracteristicas de interesse comercial
(Mukherjee & Sovacool, 2014; Hansen et al., 2015).

Atualmente, os programas de melhoramento genético possuem dendezeiros elite
gue apresentam caracteristicas de interesse agrondmico que oferecem grande
potencial para melhorar a competitividade e sustentabilidade da cultura, com alto
potencial de producéo (Rey et al., 2004).

Diante disso, existe a preocupacdo quanto a propagacao de gendtipos elite de
dendezeiro, isso por que, nos poucos programas de melhoramento genético da espécie
existentes, a multiplicacdo de gendtipos selecionados se da exclusivamente por meio
de sementes, fato que na auséncia de métodos adequados de clonagem por métodos
convencionais, torna praticamente impossivel a obtencdo de culturas uniformes e a
perpetuacdo das caracteristicas de um individuo de alto valor genético selecionado
(Corley & Tinker, 2003). Portanto, torna-se imperativo que se avance nas pesquisas
para a obtencdo de protocolos seguros e confidveis para a propagacéao clonal em larga
escala de materiais superiores a partir de tecidos somaticos, tais como, folhas jovens.

De fato, a propagacdo in vitro apresenta-se como uma das Unicas alternativas
para a propagacdo vegetativa do dendezeiro. Nesse contexto, diversos trabalhos
demonstram que tecidos foliares cultivados in vitro, na presenca de reguladores de
crescimento, como auxinas e citocininas, sdo capazes de induzir embrides somaticos
(Gantait et al., 2015). Além das alteracbes morfoldgicas deste processo, ocorrem
mudancas na sintese de substancias que sdo importantes sinalizadoras, e/ou reservas
para a completa formacdo de uma planta. Sendo assim, o estudo dos eventos
bioquimicos durante todas as etapas da embriogénese somatica sdo de extrema
importdncia para a otimizagdo de protocolos de propagacdo em larga escala da
espécie (Fritsche-Neto, 2012).
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Diante disso, esta pesquisa visa avaliar o comportamento fisiologico e
bioguimico envolvidos na indugdo de linhagens embriogénicas de dendezeiros

originadas a partir de folhas imaturas de plantas adultas de alto rendimento.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local de realizagc&o dos experimentos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Bioquimica Vegetal (LBV) do
Departamento de Botanica da Universidade de Brasilia, situado em Brasilia — DF, Brasil
e no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais (LCT-Il) da Embrapa Recursos

Genéticos e Biotecnologia, situado em Brasilia — DF, Brasil.

2.2. Obtencgéo do material vegetal

Para a inducdo da embriogénese somatica foram utilizadas como material
vegetal, folhas imaturas e ainda nédo expandidas (palmito), oriundas de plantas adultas
de dendezeiros variedade B35-1733, fornecidas pelo Programa de Melhoramento
Genético de Dendezeiro da Embrapa Amazonia Ocidental, a partir do Banco de
Germoplasma da espécie localizado na municipalidade de Rio Preto da Eva — AM,

Brasil.

Apobs coletado em campo, o material vegetal foi conduzido ao laboratério, onde
as folhas mais externas foram removidas e o tamanho do palmito reduzido para
aproximadamente 30 cm de comprimento da regido basal meristematica (proxima ao

meristema) até o apice foliar do cilindro central (regido mais afastada do meristema).

A inducdo da embriogénese somatica foi realizada a partir da inoculacédo de
segmentos foliares em placas de Petri (15 x 90 mm) contendo meio de cultura
composto pela constituicdo salina e vitaminas de MS (Murashige & Skoog, 1962),
suplementado com 0,5 g.L™* de caseina hidrolisada, 0,5 g.L™ de glutamina, 2,5 g.L™ de
carvéo ativado, 30 g.L™ de sacarose, 2,5 g.L™ de Phytagel e 225 pm de Picloram. O pH
dos meios foi ajustado para 5,7 + 0,1 sendo autoclavados a temperatura de 121 °C e

pressao de 1,5 atm por 20 minutos.

Foram inoculados seis segmentos de folhas jovens de aproximadamente 1 cm?,
provenientes das regifes apical e basal dos palmitos, com a face adaxial em contato
com o meio de cultura, em placas de Petri contendo 25 mL de meio nutritivo. Todos 0s
experimentos foram mantidos em sala de crescimento sob temperatura de 25 + 2 °C

acondicionados no escuro.
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Nestas condi¢des de cultivo, os explantes foram mantidos por trés subcultivos de
60 dias cada para a obtencdo de calos primérios e mais um subcultivo de 90 dias para

a obtencéo de calos embriogénicos.

2.3. Caracterizacdo bioquimica dos estadios de desenvolvimento

Para a caracterizacdo bioquimica das fases de inducdo e multiplicacdo de
linhagens embriogénicas os acucares totais sollUveis, o amido, os &cidos graxos, as
proteinas totais, os aminoacidos totais livres e o perfil metabdlico foram determinados
de folhas aos zero dias de cultivo, folhas que nao reagiram, folhas com raizes, folhas

contendo calo, calos primarios isolados e calos embriogénicos (Figura 1).

Figura 1. Aspecto morfologico dos estadios de inducdo e multiplicacdo utilizados na
caracterizacao bioquimica da embriogénese somatica de folhas imaturas de dendezeiro
(Elaeis guineensis Jacq.). A. Folha com zero dias de cultivo (controle); B. Folha que
nao reagiu; C. Folha com raiz; D. Folha contendo calo; E. Calo primario isolado; F. Calo

embriogénico. Barras: 2 mm.

Para tanto, as amostras coletadas em cada um dos estadios foram
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em camaras -80 °C.

Posteriormente, foram liofilizadas por 48 horas e maceradas em almofariz, seguindo a
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metodologia descrita por Gomes et al. (2014). Cada tratamento foi composto por trés
repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos & andlise de varidancia (ANOVA) com
as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para as andlises
utilizou-se o programa de andlises estatisticas Sisvar 4.4. Dados obtidos por contagem

foram transformados segundo (x + 1)°°.

2.3.1. Acucares solaveis

A extracdo dos acUcares totais soluveis foi realizada segundo a metodologia
modificada de Gomes et al. (2014). Para isto, 10 mg de massa seca das amostras
foram inoculadas em tubos plasticos de 2 mL de capacidade, e submetidas a extracédo
em 0,5 mL de etanol 80% a 80 °C por 20 minutos. ApoOs a incubacao, os tubos foram
centrifugados a 13.000 rpm (microcentrifuga modelo Eppendorf) por 10 minutos e os
sobrenadantes foram coletados. Os residuos foram re-extraidos mais trés vezes e
novamente centrifugados, com o0s sobrenadantes das quatro extracfes etanolicas
reunidos em novos tubos plasticos, totalizando 2 mL de sobrenadante. Os tubos
contendo os sobrenadantes foram submetidos a secagem em Speed Vac 40 °C e o
produto da secagem foi ressuspendido em 750 pL de agua ultra pura.

O extrato foi purificado em colunas de troca idnica, utilizando-se a resina
catiénica Dowex 50x8 (100-200 mesh) para remoc&o dos aminoacidos e outros cations,
e a resina anionica Dowex 1x8 (52-100 mesh) para remocédo de acidos organicos e
outros anions e agua ultra pura para eluicdo dos extratos. Para a montagem das
colunas foi pipetado 0,5 mL de resina de troca catiénica dentro de ponteiras de 1000 pL
de capacidade contendo uma fina camada de |a de vidro, aguardando-se a drenagem

do excesso de liquido da coluna.

As colunas foram entdo posicionadas acima de tubos plasticos de 5 mL de
capacidade. Foram adicionados 750 pL das amostras e, quando necessario, as
colunas tiveram seus pHs ajustados com HCI 2M para uma faixa de 3 a 6. ApoOs a
drenagem das amostras, as colunas foram lavadas trés vezes com 833 UL de agua
ultrapura, totalizando um extrato de aproximadamente 3 mL. ApGs a purificacdo, as
amostras foram congeladas, liofilizadas por 48 horas e ressuspendidas em 1 mL de

agua ultrapura.
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Os carboidratos purificados foram quantificados de acordo com o método fenol-
sulfarico, descrito por Dubois (1956). Foram pipetados 33 pL das amostras em tubos
de ensaio e adicionados 467 pL de &gua ultrapura, 500 pL de solugédo de fenol 5% e
2,5 mL de &cido sulfarico concentrado. Apdés 5 minutos de repouso em temperatura
ambiente, foi realizada a leitura das absorbancias em espectrofotdmetro a 490 nm.
Como tratamento controle foi utilizada uma solu¢cdo com 0,5 mL de &gua ultrapura, 0,5
mL de solucao de fenol 5% e 2,5 mL de &acido sulfdrico concentrado. Todas as andlises
foram realizadas em triplicata e quantificadas com base na curva padrao da glucose,

com concentragdes de 0,0; 5,0; 10; 20; 40 e 80 ng.

As amostras foram liofilizadas por 48 horas e ressuspensas em 1 mL de agua
ultrapura. A composicado dos agucares totais solUveis foi determinada por cromatografia
de troca ibnica de alto desempenho com detector de pulso amperométrico (HPAEC-
IPAD modelo ICS3000, marca Dionex Sunnyvale, Califérnia) com coluna CarboPac™
PA10 (2 x 250 mm) (Dionex Corp, Sunnyvale, CA, USA), usando-se elui¢éo isocratica
de 200 mM NaOH (24%) em agua (76%) nem um fluxo de 0,2 mL por minuto durante
35 minutos. As respostas do detector foram comparadas com os padrdes de glucose,
frutose e sacarose a 0,3125; 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10, 20 e 40 ug. A curva-padrao para
cada acucar foi usada para calcular os conteudos de carboidratos nas amostras no

Chromeleon Software.

2.3.2. Amido

A extracdo e quantificacdo do amido foi realizada segundo o método enzimatico
de Amaral et al. (2007). Para tanto, 10 mg de massa seca das amostras foram
colocadas em tubos plasticos de 2 mL de capacidade e submetidas a remocao dos
acucares em 0,5 mL de etanol 80% a 80 °C por 20 minutos. Ap6s a incubacéo, os
tubos foram centrifugados a 13.000 rpm em microcentrifuga modelo Eppendorf por 10
minutos, sendo 0s sobrenadantes descartados e os residuos submetidos a remocéao
dos acUcares por mais trés vezes. Em seguida, o residuo foi seco em Speed Vac a 40
°C.

As amostras liofilizadas foram adicionados 0,5 mL (120 U.mL™) de alfa-amilase
termoestavel do Bacillus licheniformis (Megazyme®), diluida em tampdo MOPS (&cido
3-(n-morfolino) propanosulfénico) 10 mM pH 6,5. Em seguida, as amostras foram

incubadas a 75 °C por 30 minutos. Este procedimento foi repetido mais uma vez,
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totalizando 120 unidades de enzima. Posteriormente, as amostras foram resfriadas até
50 °C (em banho-maria), sendo entdo adicionada uma solug¢ao contendo 0,5 mL (30
U.mL™") de amiloglucosidase (AMG) de Aspergillus niger (Megazyme®), em tampéo
acetato de sédio 100 mM, pH 4,5, seguido pela incubac¢éo das amostras a 50 °C por 30
minutos. Este procedimento foi repetido mais uma vez, totalizando 30 unidades de
enzima.

Apos as quatro incubacgdes, foram acrescentados 100 pL de acido perclérico 0,8
M para interromper a reacao e precipitar proteinas. Apés rapida centrifugacédo a 10.000
rpm por 2 minutos, aliquotas de 20 pL das amostras foram pipetadas em microplacas e
incubadas por 15 minutos a 37 °C com 300 pL de solugdo GODPOD (Glicose PAP
Liquiform/ Centerlab®). Ap6s a incubacéo, o teor de amido foi determinado leitor de
microplacas Elisa a 510 nm. Todas as analises foram realizadas em triplicata com base

na curva padréao da glucose com concentragdes de 0,0; 0,625; 1,25; 2,5; 5,0 e 10 ug.

2.3.3. Acidos graxos (ésteres metilicos de acidos graxos)

A derivatizacdo e quantificacdo dos acidos graxos foi realizada seguindo a
metodologia descrita por Laurens et al. (2012). Para tanto, 5 mg de massa seca das
amostras foram inoculadas em vials de vidro, onde foram adicionados 200 uL de
metanol/cloroférmio (1:2 v/v) e 300 pL de HCI 5% em metanol. Apos 1 hora de
incubacdo em banho seco a 85°C, 1 mL de hexano foi entdo acrescido as amostras.
Em seguida, o extrato foi agitado levemente por 1 hora e a fase superior resultante

transferida cuidadosamente para novos vials de vidro.

Posteriormente, as amostras foram analisadas por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (Agilent®, 7890-5975), utilizando-se uma coluna
de 30 metros do tipo INNOWAX. Em seguida, os acidos graxos presentes nas
amostras foram identificados com o auxilio da biblioteca NIST. Por fim, os acidos
graxos existentes nos cultivos foram entdo quantificados comparando-se suas

respostas com o padréao Grain Fatty Acid Methyl Ester Mix da Supelco Analytical®.

2.3.4. Aminoéacidos livres

A extracdo e quantificacdo dos aminodcidos livres se deu de acordo com o

protocolo de Yemm & Cocking (1955) com modificagbes. Para tanto, 10 mg de massa
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seca das amostras foram inoculadas em microtubos de 2 mL de capacidade e
submetidas a quatro extragdes em 0,5 mL de etanol 80% a 80°C por 20 minutos. Apos
cada extracdo, as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos e 0s

sobrenadantes coletados em novos microtubos.

Em seguida, os sobrenadantes foram submetidos a secagem em speed vac a
40°C e o produto da secagem ressuspendido em 750 pyL de agua ultra pura.
Posteriormente, os extratos foram purificados em coluna de troca i6nica, utilizando-se a
resina catidnica Dowex 50x8 (100-200 mesh) para separacdo dos aminoacidos dos
acucares sollveis. ApOs esse processo, as amostras foram congeladas, liofilizadas por
48 horas e ressuspendidas em 0,5 mL de etanol 80%.

Entdo, para quantificagdo dos aminoacidos totais livres, em 10 yL de amostra
foram adicionados 40 pL de etanol 80%,100 yL de ninidrina 1% e 50 pyL de tampéo
citrato 0,02 M (pH 5,2) contendo 0,2% de acido ascorbico (p/v). Em seguida, essas
solugdes foram inoculadas em microplacas, que foram entdo vedadas e incubadas em
banho seco a temperatura de 80°C durante um periodo de 30 minutos. Apds a reacao
colorimétrica, foi realizada a leitura da absorbancia das amostras em leitor de
microplacas Elisa a 570 nm. Nessa etapa, todas as analises foram realizadas em
triplicata e com base na curva padrao de leucina, com quantidades crescentes de 0; 5;
10; 20; 30; 40 € 50 ymol.

Por fim, para a dosagem de prolina, em 50 yL de amostra foram acrescidos 100
ML de um mix composto por 0,4 g de ninidrina, 16 mL de etanol 50% e 24 mL de acido
acético glacial. Posteriormente, essas solu¢cdes foram distribuidas em microplacas, que
foram entdo vedadas e incubadas em banho seco a temperatura de 80°C durante um
periodo de 30 minutos. Apds a reacdo colorimétrica, foi realizada a leitura da
absorbancia das amostras em leitor de microplacas Elisa a 520 nm. Nessa fase, as
respostas das triplicatas das amostras foram comparadas com padrbes de prolina
contendo 0; 2; 5; 10; 20; 30; 40 e 50 pmol.

2.3.5. Proteinas totais

Para a extracdo das proteinas totais foi colocado 10 mg de massa seca das
amostras em microtubos de 2 mL de capacidade, onde foi acrescentado 0,5 mL de

NaOH 0,1 N, sendo o material incubado a 4 °C por 12 horas. Em seguida, foram
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adicionadas mais duas aliquotas de 0,25 mL de NaOH 0,1 N, seguidas de mais uma
hora de incubacéo a 4°C cada.

Ap6s as incubacdes, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10
minutos e o sobrenadante transferido para novos microtubos, onde foi adicionado as
amostras 1 mL de &cido tricloroacético 20%. Posteriormente, microtubos foram
centrifugados a 13.000 rpm por 10 minutos para precipitacdo das proteinas e, em
seguida, o sobrenadante foi descartado e as proteinas ressuspensas em 1 mL de
NaOH 0,1 N.

A quantificacdo foi realizada de acordo com o método descrito por Bradford
(1956). Para tanto, foram pipetados 2 pL das amostras em microplacas e foram
adicionados 300 pL de reagente Bradford 50%. Apos 5 minutos de repouso no escuro,
foi realizada a leitura das absorbéancias em espectrofotometro a 595 nm. Todas as
analises foram realizadas em triplicata e com base na curva padrédo da albumina de
soro bovino (BSA), com concentra¢des de 0,0; 0,2; 0,4; 0,8; 1,2; 1,6; 2,0 e 2,4 pg.

2.3.6. Anédlise de perfil metabdlico

A extracao foi realizada segundo a metodologia adaptada, descrita por Fiehn et
al. (2000). Inicialmente, 10 mg de massa seca das amostras (amostras liofilizadas e
maceradas) foram colocadas em tubos de 2 mL de capacidade, sendo adicionado 1,4
mL de metanol e 60 puL de solucdo de ribitol (utiizado como padréao interno) a 0,2
mg/mL. Cada amostra foi agitada em Vortex por 10 segundos e aquecida em banho-
seco a 70 °C por 10 minutos, com agitacdo constante de 900 rpm. O material foi
centrifugado a 12.000 rpm por 10 minutos e 750 pL do sobrenadante foi transferido
para novos tubos. Ao sobrenadante foi entdo adicionado 375 pL de cloroférmio a 4 °C e
750 pL de agua ultrapura a 4 °C. Em seguida, o material foi agitado em Vortex por 10
segundos e centrifugado a 2.600 rpm por 10 minutos para a separacdo das fases,
sendo a fase superior obtida repassada para um novo tubo. Aliquotas de 200 pL de
cada amostra foram transferidas para novos tubos e foram secos em Speed Vac e

armazenados em freezer -80 °C até utilizacao

Para a derivatizacdo, as amostras foram secas em Speed Vac a 30 °C por 30
minutos, sendo adicionado 40 pL de solucao de cloridrato de metoxiamina (solugéao de

20 mg/mL em piridina). As amostras foram agitadas em Vortex por 10 segundos e
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aquecidas em banho-seco a 37 °C por 2 horas, com agitacdo constante de 900 rpm. O
material foi centrifugado entdo a 12.000 rpm por 10 segundos e foi adicionado 70 pL de
N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) em cada tubo. As amostras foram
agitadas em Vortex por 10 segundos e aquecidas em banho-seco a 37 °C por 30
minutos, com agitacao constante de 900 rpm. Em seguida, o material foi centrifugado a
12.000 rpm por 10 segundos, sendo transferido 90 pL das amostras para tubos de

vidro inseridos em vials proprios para leitura em GC-MS.

A analise do perfil metabdlico das amostras foi realizada por cromatografia
gasosa com deteccgédo por espectrometria de massa (GC-MS) com coluna HP-5MS (30
m, 0,25 mm de didametro e 0,25 pum de espessura de filme), com injetor a 230 °C e
temperatura do programa de 70 °C. Os parametros da espectrometria de massa foram:
linha de transferéncia a 250°C, quadrupolo a 150 °C, temperatura de deteccdo de 250
°C, com modo de varredura solvente com passagem lenta. Como controle foi utilizada
uma amostra composta de agua ultrapura passada pelo processo de derivatizacéo
juntamente com as amostras. Todas as analises foram realizadas em triplicata e com

base nas curvas padrdes dos compostos observados nas amostras.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. AglUcares soluveis

Os resultados referentes aos teores de acucares solUveis totais em razao do
estadio de desenvolvimento embriogénico sdo apresentados na Figura 1. Observou-se
gue ndo foram verificadas diferencas significativas entre os segmentos foliares de
dendezeiro que se mostraram responsivos (FL + CL) ou ndo (NR) ao processo de
inducdo da embriogénese somatica. Os indices de acucares totais sollveis
constatados foram préximos a 150 pg.mg™ de massa seca, valor estatisticamente
superior aos 110 pg.mg™® de massa seca averiguados nos fragmentos de folhas

imaturas utilizados como explantes iniciais (0 dias).
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Figura 2. Teores de acgucares soluveis totais nos estadios de desenvolvimento obtidos
durante a indugdo da embriogénese somatica de folhas imaturas de plantas adultas
dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). Abreviacdes: NR = folha que ndo reagiu; FL + RZ
= folha com raiz; FL + CP = folha com calo primério; CP = calo primario; CE = calo
embriogénico. Os dados representam as médias seguidas dos erros padrdes. Médias
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seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Os resultados sao distintos aos relatados por Gomes et al. (2014), que no estudo
do perfil bioquimico dos estadios de aquisicdo e desenvolvimento da embriogénese
somatica de embrides zigdticos de Elaeis guineensis, constataram que durante o
processo de inducdo, mais precisamente da inoculacdo dos explantes iniciais até a
formacdo dos calos primarios, os niveis de acuUcares totais sollveis nos tecidos dos
cultivos em desenvolvimento decairam de aproximadamente 180 para cerca de 130

ng.mg’ de massa seca.

Em contrapartida, quando se comparou a quantidade de agucares sollveis totais
presente nos diferentes tipos de calo, uma diferenca consideravel foi observada. Nos
calos com menor competéncia para a formacdo de embrides somaticos, ou seja, nos
calos primarios, verificou-se teores de aproximadamente 220 pg de agUcares totais
soluveis por mg de massa seca, enquanto que nos calos embriogénicos 0s niveis

destes compostos giraram em torno de 40 ug.mg™ de massa seca.

Tais resultados encontram-se de acordo com Baud et al. (2002) que afirmam
gue em tecidos embriogénicos em intenso processo de divisédo celular, como em calos
constituidos por grandes quantidades de células meristematicas, o catabolismo dos
acuUcares totais € de fundamental importancia, sendo responsavel por suprir nestas

culturas a intensa demanda de esqueletos carbonicos e energia metabdlica.

Por outro lado, ao caracterizar bioquimicamente o processo de inducdo da
embriogénese somatica de Cordyline australis, Warchot et al. (2015) ndo verificaram
diferencas significativas nos teores de acucares totais solUveis em calos com e sem

competéncia embriogénica.

Na analise do conteudo de acucares totais em calos embriogénicos e néao
embriogénicos de Medicago arbdrea, Martin et al. (2000) também averiguaram que,
embora esses compostos representassem o principal componente da massa seca
destes propagulos, cerca de 90%, quando comparou-se 0S mesmos quase nao se

observou diferencas na concentracao total destes metabalitos.

Contudo, nesse ultimo trabalho verificou-se que existem importantes diferencas

entre 0S massivos com e sem potencial embriogénico, quando os niveis de sacarose e
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de agucares redutores, como a glicose e a frutose, foram examinados. Nele, constatou-
se que os maiores conteudos de agucares redutores foram obtidos a partir dos calos
embriogénicos, enquanto que as concentragbes mais elevadas de sacarose foram

observadas nos calos ndo embriogénicos.

Na embriogénese somética de folhas imaturas de plantas adultas de Elaeis
guineensis, alteracfes significativas nos niveis destes acucares sollveis também foram
averiguadas nos diferentes estadios do processo. Os resultados referentes aos teores
de glicose, frutose e sacarose em razao do estadio de desenvolvimento embriogénico

do dendezeiro s&o apresentados na Figura 3.

Nessa analise, verificou-se que, de forma geral, nos estadios de
desenvolvimento desprovidos de calos, ou seja, hos explantes iniciais, nos segmentos
foliares que néo reagiram e nas folhas em processo de organogénese, 0s acucares
totais solGveis eram compostos por aproximadamente 40% de sacarose, 40% de
frutose e 20% de glicose (Figura 4). Em contrapartida, observou-se nos cultivos
relacionados com a calogénese (folhas com calos, calos primarios e calos
embriogénicos), que a sacarose foi o aclUcar soluvel de maior relevancia, com

percentagens relativas variando entre 51 e 88% do total.

Ao estudar as mudancas nos niveis de carboidratos solUveis no decorrer da
embriogénese somatica e zigotica de Acca sellowiana, Pescador et al. (2008) também
relataram a existéncia de diferencas significativas no perfil de sacarose, frutose e
glicose ao examinar os diversos estadios que compunham estes processos. Nesse
trabalho, pode-se verificar também uma coordenacédo do catabolismo e do anabolismo
desses diferentes acucares sollveis. Assim, de maneira geral, no periodo em que se
observaram teores baixos de sacarose, verificaram-se concomitantemente
concentracfes elevadas de glucose e frutose, e quando aumentaram-se os indices de

sacarose, ambas as hexoses mostraram-se com teores diminutos.
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Figura 3. Teores de glicose, frutose e sacarose nos estadios de desenvolvimento
obtidos durante a inducdo da embriogénese somatica de folhas imaturas de plantas
adultas dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). Abreviacdes: NR = folha que néo reagiu;
FL + RZ = folha com raiz; FL + CL = folha com calo primario; CP = calo priméario; CE =
calo embriogénico. Os dados representam as médias seguidas dos erros padrdes.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade na comparacdo dos indices de cada acucar entre os

diferentes estadios embriogénicos.

Tais resultados se devem, provavelmente, ao fato de que em algumas etapas do
desenvolvimento embriogénico, o tipo de aclcar soluvel presente nos tecidos dos
explantes e suas concentracfes, poder ser, de forma geral, mais determinante que os
préprios teores de acucares totais soluveis, podendo atuar diretamente na regulacéo de

fases especificas do processo (Iraqui & Tremblay, 2001).

Nessa rota morfogénica, as hexoses glicose e frutose sdo de grande importancia
para a formacao e diferenciacdo do calo, porque além de serem necessérias para a
formacéo de polissacarideos de reserva, como o amido, atuam ainda na biossintese de

polissacaridos estruturais da parede celular, como a celulose (Martin et al., 2000).
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J& o dissacarideo sacarose, constituiu a principal fonte de esqueletos carbdnicos
e energia metabodlica para as células dos explantes durante seu crescimento e
desenvolvimento, representando assim, outro acuUcar sollUvel de elevada relevancia

para o processo de inducéo da competéncia embriogénica (Weber et al., 1997).
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Figura 4. Abundancias relativas de glicose, frutose e sacarose nos estadios de
desenvolvimento obtidos durante a inducdo da embriogénese somatica de folhas
imaturas de plantas adultas de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). Abreviacdes: NR
= folha que néo reagiu; FL + RZ = folha com raiz; FL + CL = folha com calo primario;
CP = calo primario; CE = calo embriogénico. Os dados representam as médias

seguidas dos erros padroes.
3.2. Amido

No geral, verificou-se que as menores concentragbes de amido foram
detectadas nos explantes iniciais (0 dias) e naqueles que ndo se mostraram
responsivos ao processo de inducdo (NR), que apresentaram em média de 5 a 7

ng.mg’ de massa seca (Figura 5).
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Figura 5. Teores de amido nos estadios de desenvolvimento obtidos durante a inducao
da embriogénese somatica de folhas imaturas de plantas adultas de dendezeiro (Elaeis
guineensis Jacq.). Abreviacdes: NR = folha que néo reagiu; FL + RZ = folha com raiz;
FL + CL = folha com calo primario; CP = calo primario; CE = calo embriogénico. Os
dados representam as médias seguidas dos erros padrdes. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Gomes et al. (2014), ao comparar o perfil bioquimico durante os estagios de
aquisicao e desenvolvimento da embriogénese somatica de Elaeis guineensis, também
relataram que nos tecidos dos embrifes zigoticos utilizados como explantes iniciais do
processo de inducédo, a quantidade de amido como composto de reserva também foi a
gue apresentou as menores médias, cerca de 0,5% de hidrdlise. Para os autores, esse
resultado se deve ao fato do acumulo de material de reserva nesses explantes ser
realizado principalmente por meio de lipidios, hipétese que também pode ser utilizada

para explicar os resultados obtidos no presente trabalho.

Por outro lado, nos segmentos foliares responsivos a organogénese (FL + RZ) e

a calogénese (FL + CL), constatou-se que 0s niveis deste composto apresentaram uma
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elevacdo significativa. Nestes estadios de desenvolvimento, respectivamente,
concentracdes de amido de 10,5 e 16,4 pg.mg™ de massa seca foram observadas.

Os resultados sdo semelhantes aos descritos por Pescador et al. (2008), ao
avaliar o metabolismo dos aclcares solliveis e do amido no transcorrer da
embriogénese zig6tica de Acca sellowiana, onde foi reportado um aumento
consideravel nos teores de amido durante os estadios embriogénicos subsequentes ao
processo de polinizagdo. Este fato, no entanto, ndo foi constatado por Cangahuala-
Inocente et al. (2014) no estudo da dindmica das mudancas fisiolégicas e bioquimicas
gue ocorrem durante a embriogénese somatica da goiabeira-serrana, onde observou-
se que as quantidades de amido presentes no corpo dos propagulos em estadios
iniciais de desenvolvimento decairam de maneira expressiva. Estas diferencas,
segundo os autores, demonstram que no comeco do processo embriogénico, esse

polissacarideo de reserva pode apresentar diferentes atribuicdes.

Em dendezeiro, no principio do processo de formacdo de calos o metabolismo
do amido, além de ser responsavel pelo fornecimento de energia metabdlica para as
células em divisdo e diferenciacdo, também esta diretamente relacionado com a
manutencado do potencial osmético favoravel ao desenvolvimento dos cultivos (Gomes
et al., 2014).

Por fim, em relacdo aos diferentes tipos de massivos celulares obtidos
constatou-se que os calos primarios foram os propagulos que apresentam as maiores
concentracdes de amido, em média 19,5 ug.mg™* de massa seca, valor estatisticamente
superior ao examinado nos calos embriogénicos, que apresentam em meédia 13,1

ug.mg™ de massa seca.

Ao analisar as diferencas no contetdo de amido em calos embriogénicos e nao
embriogénicos de Medicago arborea, Martin et al. (2000) também revelaram que,
embora esse polissacarideo tenha desempenhado um papel crucial na formacédo de
ambos os tipos de calo, no desenvolvimento embriogénico dessa espécie 0s niveis
mais elevados de amido também foram observados nas massas de células com
caracteristicas ndo embriogénicas. Para os autores, tais resultados se devem ao fato
da inducéo da competéncia embriogénica ser um processo gque requer uma quantidade
consideravel de energia, que segundo os mesmos é fornecida principalmente por meio
da degradacdo do amido, onde séo gerados intermediarios glicoliticos utilizados entédo
para a producédo de grandes quantidades de ATP (trifosfato de adenosina).
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3.3. Acidos graxos (ésteres metilicos de acidos graxos)

Os resultados referentes aos teores de 4cidos graxos totais em razéo do estéadio
de desenvolvimento embriogénico sdo apresentados na Figura 6. Verificou-se que ao
final da etapa de inducéo, independentemente do fato dos segmentos foliares terem
originados calos (FL + CL), raizes (FL + RZ) ou ndo terem reagidos (NR), 0S mesmos
ndo apresentaram entre si diferencas significativas quanto aos seus niveis de acidos
graxos totais que, em média, apresentaram valores pouco abaixo de 50 pyg.mg™ de
massa seca, concentracbes estatisticamente inferiores a observada nos explantes

iniciais (0 dias) que apresentaram cerca de 100 ug.mg™ de massa seca.

Os resultados sao distintos aos relatados por Cunha & Fernandes-Ferreira
(2003) na avaliacdo das variagbes ontogénicas das taxas de acidos graxos livres e
esterificados, durante a embriogénese somatica de Linum usitatissimum, onde
observou-se que ao longo do processo de inducdo os niveis destes compostos
aumentaram de maneira progressiva com a desdiferenciacdo dos explantes e com o

desenvolvimento dos estadios iniciais do calo.

Ja em relacéo aos diferentes tipos de calos, constatou-se que nos propagulos
com maior potencial morfogénico, ou seja, nos calos embriogénicos os niveis de acidos
graxos totais estavam acima dos 300 ug.mg™ de massa seca. Em contrapartida,
observou-se que nos calos primarios os indices destes metabolitos foram em média de

apenas 72,6 pg.mg™ de massa seca.
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Figura 6. Teores de &cidos graxos totais nos estadios de desenvolvimento obtidos
durante a inducdo da embriogénese somatica de folhas imaturas de plantas adultas
dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). Abreviacdes: NR = folha que nao reagiu; FL + RZ
= folha com raiz; FL + CL = folha com calo primario; CP = calo primario; CE = calo
embriogénico. Os dados representam as médias seguidas dos erros padrdes. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

No estudo da composicao dos lipidios e acidos graxos que constituem os calos
embriogénicos e ndo embriogénicos de Prunus avium, Reidiboym-Talleux & March
(1999) também reportaram que nessa espécie 0s massivos embriogénicos também
mostraram maiores concentracdes de acidos graxos totais que as massas celulares
nao embriogénicas. Nesse estudo, constatou-se ainda que as células com competéncia
embriogénica exibiram plastidios e reticulos endoplasmaticos associados com corpos
lipidicos, enquanto que as células dos calos ndo embriogénicos foram caracterizadas

por apresentar falta de corpos lipidicos citoplasmaticos.

Tais resultados corroboram Turnham & Northcote (1984), que ao estudar a

embriogénese somatica de Elaeis guineensis, revelaram que gotas de lipidios estavam
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sendo acumuladas no interior das células embriogénicas em processo de formacéo de
embrides globulares, mas estavam ausentes no corpo das células que compunham o0s

calos indiferenciados.

Assim, demonstra-se que durante a etapa de inducdo da embriogénese
somética de folhas imaturas de dendezeiro, também foi verificada uma grande
participacdo dos &cidos graxos totais na dindmica do acumulo e conversdo das
reservas energéticas presentes nos tecidos dos propagulos em desenvolvimento
(Figura 7).
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Figura 7. Teores de acUcares sollveis totais (AST), amido e acidos graxos totais (AGT)
nos estadios de desenvolvimento obtidos durante a inducédo da embriogénese somatica
de folhas imaturas de plantas adultas dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.).
Abreviagbes: NR = folha que néo reagiu; FL + RZ = folha com raiz; FL + CL = folha com

calo primario; CP = calo primario; CE = calo embriogénico.
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Em relacdo aos teores dos acidos graxos que constituem os compostos lipidicos
nos estadios de desenvolvimento obtidos durante a indugéo da embriogénese somatica

de folhas imaturas de dendezeiro, os resultados séo apresentados na Tabela 1.

Nesta etapa do desenvolvimento embriogénico, verificou-se que os lipidios
presentes nos explantes em cultivo sdo constituidos pelos respectivos acidos graxos:
acido miristico (C14:0), acido pentadecilico (C15:0), acido palmitico (C16:0), &cido
estearico (C18:0), acido oléico (C18:1), acido linoléico (C18:2), acido linolénico (C18:3),
acido araquidico (C20:0), acido gadoléico (C20:1), acido behénico (C22:0) e acido
erucico (C22:1).

Tabela 1. Teores dos acidos graxos que constituem os lipidios nos estadios de
desenvolvimento obtidos durante a inducdo da embriogénese somatica de folhas

imaturas de plantas adultas dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.)

Acido graxo Estagio de desenvolvimento

(Mg/mg MS) 0 dias N reagiu FL + RZ FL + CP CP CE
C14:0 2,0+0,0 A 2,0£0,0 A 0,0+0,0 B 0,0+0,0 B 2,0+0,0 A 2,0+0,0 A
C15:0 0,0+0,0 A 0,0+0,0 A 0,0+0,0 A 0,0+0,0 A 0,6+0,6 A 1,3+0,6 A
C16:0 55,3+t1,3B 16,6+t0,6 D 14,6+0,6 D 19,3+t0,6 CD 30,0+1,1C 93,3156 A
C18:0 6,0+0,0 B 4,0£0,0 C 2,0+0,0 D 2,0+t00D 2,6+0,6 CD 15,3+0,6 A
Ci18:1 4,0£0,0 B 0,0£0,0 D 0,0£0,0 D 0,0+0,0 D 2,0+0,0C 6,6+0,6 A

C18:1-2 0,0+0,0 B 0,0+0,0 B 0,0+0,0 B 0,0+0,0 B 0,0+0,0 B 2,0+0,0 A

C18:2 28,0+1,1B 6,0+0,0C 12,6+0,6 BC 17,3+0,6 BC 27,3t0,6 B 163,3+8,6 A
C18:3 4,0£0,0 B 4,0£0,0 B 3,3+0,6 B 4,0+0,0 B 7,3+0,6 A 6,6+0,6 A
C20:0 0,0+0,0 B 0,0+0,0 B 0,0+0,0 B 0,0+0,0 B 0,6+0,6 B 4,0+0,0 A
C20:1 1,3+0,6 A 0,0+0,0 A 0,0+0,0 A 0,0+0,0 A 0,0+0,0 A 1,3+0,6 A
C22:0 2,0£0,0 B 2,0£0,0 B 2,0+0,0 B 2,0+0,0 B 0,0£0,0 C 4,0+0,0 A
C22:1 0,0+t0,0B 1,6+0,3AB 0,6+0,6 AB 0,6+0,6 AB 0,0+0,0 2,0+0,0 A

Abreviacdes: NR = nao reagiu; FL + RZ = folha com raiz; FL + CL = folha com calo
primario; CP = calo primario; CE = calo embriogénico; C14:0 = miristico; C15:0 =
pentadecilico; C16:0 = palmitico; C18:0 = estearico; C18:1 = oléico; C18:1® = ndo
identificado; C18:2 = linoléico; C18:3 = linolénico; C20:0 = araquidico; C20:1 =
gadoléico; C22:0 = behénico; C22:1 = erucico. Os dados representam as médias
seguidas dos erros padrbes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade na comparacéao
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dos indices de cada acido graxo entre os diferentes estadios embriogénicos. *Valor
abaixo do limite minimo de deteccéo.

Entretanto, constatou-se que, de forma geral, os lipidios que compdem o corpo
dos cultivos em desenvolvimento sdo compostos em sua maior parte pelo acido
palmitico e pelo &cido linoléico, que juntos possuem uma abundancia relativa média de

aproximadamente 80% (Figura 8).
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Figura 8. Abundancias relativas dos acidos graxos de maior relevancia na constituicdo
dos lipidios nos estadios de desenvolvimento obtidos durante a inducdo da
embriogénese somatica de folhas imaturas de plantas adultas dendezeiro (Elaeis
guineensis Jacq.). Abreviacdes: NR = folha que néo reagiu; FL + RZ = folha com raiz;
FL + CL = folha com calo primério; CP = calo primario; CE = calo embriogénico; C16:0

= palmitico; C18:0 = estearico; C18:1 = oléico; C18:2 =linoléico; C18:3 = linolénico.

Os resultados sdo semelhantes aos descritos por Grigova et al. (2007), ao

analisar a dindmica dos lipidios de armazenamento na embriogénese somatica de
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Picea abies, onde constatou-se também que o &cido palmitico e o acido linoléico
representavam dois dos trés acidos graxos mais abundantes nas células dos cultivos

em desenvolvimento.

Tais resultados encontram-se de acordo com Dussert et al. (2013), no estudo
das diferencas no contetddo de 6leo e na composi¢do dos &cidos graxos durante o
transcorrer da embriogénese zigética de Elaeis guineensis, no qual também foi
verificado que o &cido palmitico e o &cido linoléico, juntamente com o &cido oléico
foram os acidos graxos que apresentaram os niveis mais elevados. Nesse trabalho,
relatou-se ainda que poucas mudancas no perfil dos acidos graxos foram observadas
durante o desenvolvimento dos embrifes zigbticos da espécie. Nele, as mudancas
mais significativas foram uma diminuicdo do contetdo de C18:2 (4cido linoléico) de 29
para 21% e um aumento na percentagem de C18:1 (acido oléico) de 29 para 37%.

No presente trabalho alteracbes no padréo destes acidos graxos também foram
observadas quando se comparou os diferentes estadios de desenvolvimento. No
mesmo, constatou-se que ao final do processo de inducéo, independentemente dos
segmentos foliares terem gerados calos (FL + CL) ou raizes (FL + RZ), estes
apresentaram cerca de 42% de acido palmitico e aproximadamente 37% de acido
linoléico. Ja os explantes iniciais (0 dias) e os tecidos foliares que nao responderam

(NR), na média, apresentaram 50% de acido palmitico e 22% de acido linoléico.

Aly et al. (2008) ao avaliarem o perfil dos acidos graxos na embriogénese
somatica de folhas de Simmondsia chinensis, embora tenham relatado uma influencia
substancial na composicéo lipidica das culturas com a suplementacdo dos meios
nutritivos com reguladores de crescimento, praticamente nao visualizaram no corpo dos
propagulos examinados diferencas nos niveis de acido palmitico e acido linoléico, que

em meédia ficaram em torno de 32 e 13%, respectivamente.

Por fim, quanto ao perfil dos &cidos graxos nos diferentes estadios de
desenvolvimento do calo, observou-se que nos calos primarios, o acido palmitico,
assim como verificado nos cultivos mencionados anteriormente, representa o acido
graxo com maior abundancia relativa (41,4%). Em contrapartida, nos calos
embriogénicos constatou-se que o acido linoléico, com uma abundéncia relativa

superior a 50%, constitui 0 acido graxo de maior presenca.
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Nas mudancas na composicao lipidica durante a embriogénese somética em
folhas de Cichorium, Blanckaert et al. (2000) também relataram uma semelhanca na
composicdo dos acidos graxos em cultivos ndo embriogénicos e em culturas que
apresentaram competéncia embriogénica. Além disso, assim como verificado no
presente experimento, nas analises também se verificou que o0s propagulos
embriogénicos apresentaram uma significativa reducdo na abundancia relativa de
C18:3 (acido linolénico), concomitantemente com a elevacéo das taxas de C18:2 (acido
linoléico), que nestes tecidos passaram entdo a representar o0 acido graxo mais
expressivo. Ademais, em explantes ndo embriogénicos a diminui¢do do acido linolénico
também foi consideravelmente inferior, com os percentuais de &cido linoléico e acido

linolénico bastante semelhantes entre si.

Pescador et al. (2012) ao comparar o perfil dos acidos graxos presentes no
corpo de calos embriogénicos e ndo embriogénicos de Acca sellowiana também
demonstraram resultados semelhantes. Nessa espécie, observou-se nos massivos
celulares que originaram os embrides somaticos, teores de acido linoléico girando em
torno de 64 %, mesma abundancia relativa encontrada nos embrifes zigoticos. Em
contrapartida, nas massas de células ndo embriogénicas os percentuais deste
composto foi de apenas 17%. Assim, para esses autores a elevada concentracdo de

C18:2 constitui uma importante caracteristica do processo embriogénico.

Para Reidiboym-Talleux & March (1999), este fato estd associado a maior
atividade metabdlica das células meristematicas que formam praticamente toda a
estrutura dos calos embriogénicos, pois 0 aumento do metabolismo celular auxilia a
biossintese de acidos graxos insaturados de cadeias longas, como por exemplo, 0

acido linoléico.

3.4. Aminoéacidos livres

Verificou-se que nas folhas utilizadas como explantes iniciais (0 dias) e naguelas
onde a presenca de massivos celulares (calos) foram constatados (FL + CL), 0s niveis
de aminoacidos totais livres ndo diferiram estatisticamente entre si, apresentando em
média 1220 nmol.mg® de massa seca (Figura 9). Estes resultados s&o
significativamente superiores aos observados nos fragmentos de folhas que né&o

responderam a calogénese, ou seja, nos tecidos foliares que ndo reagiram (NR) e
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naqueles em processo de organogénese (FL + RZ) que, em média, giraram em torno
de 625 nmol.mg™ de massa seca.
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Figura 9. Teores de aminoacidos totais livres nos estadios de desenvolvimento obtidos
durante a inducdo da embriogénese somatica de folhas imaturas de plantas adultas
dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). Abreviacdes: NR = folha que néo reagiu; FL + RZ
= folha com raiz; FL + CL = folha com calo primario; CP = calo primario; CE = calo
embriogénico. Os dados representam as médias seguidas dos erros padrdes. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Tukey a 5% de probabilidade.

Na comparacdo do perfil bioguimico dos estadios de aquisicdo e
desenvolvimento da embriogénese somatica de embribes zig6ticos de dendezeiro,
Gomes et al. (2014) também relataram nos estadios iniciais da calogénese que as
concentracfes dos aminodcidos totais livres presentes nos cultivos também néao
apresentaram variagbes expressivas, ficando nesse caso com valores um pouco

superior a 300 nmol.mg™ de massa seca. Ademais, nesse trabalho verificou-se ainda
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gue a treonina, a glicina, a asparagina, a arginina, a leucina e a glutamina constituem

0s aminoacidos livres mais abundantes desta fase.

Ao avaliar a dinamica das alteracdes bioquimicas no transcorrer da
embriogénese somatica de Acca sellowiana, Cangahuala-lnocente et al. (2014)
também citaram a arginina, asparagina e glutamina como sendo trés dos aminoéacidos
livres de maior presenca no corpo dos propagulos durante a etapa de inducdo do
desenvolvimento embriogénico. Entretanto, averiguou-se nesse trabalho que, nesta
fase do processo, os teores dos aminoacidos totais livres aumentam rapidamente
guando o0s explantes iniciais comecaram a entumecer e, em seguida, decairam
consideravelmente com o inicio da proliferacdo das células epidérmicas destas

culturas.

Em se tratando dos diferentes tipos de calo, assim como verificado nos acidos
graxos totais, constatou-se que os calos primarios foram os cultivos que apresentaram
as menores concentracbfes de aminoacidos totais livres, em meédia cerca de 2.000
nmol.mg™ de massa seca. Esse valor difere estatisticamente dos 2.500 nmol.mg™ de

massa seca observados nas massas de células embriogénicas (CE).

Kumar & Kumari (2011), ao estudar os fatores que afetam a embriogénese
somatica em Carthamus tinctorius em nivel morfolégico e bioquimico, ndo observaram
diferencas significativas nos valores dos aminoacidos totais livres encontrados em
calos de aspecto friavel e de crescimento rapido e em calos compactos de crescimento

lento.

No entanto, os resultados obtidos no presente trabalho corroboram Ortiz-Lopez
et al. (2000) que afirmam que os aminoacidos livres, além de serem a principal forma
de transporte de nitrogénio nas células das plantas, sdo também muito utilizados para a
sintese de proteinas. Esse fato permite o crescimento e o desenvolvimento dos tecidos
vegetais com elevada atividade metabdlica, como os dos calos embriogénicos que sao
compostos por uma grande quantidade de células meristematicas em intenso processo

de divisao celular.

Quanto aos teores de prolina em razdo do estadio de desenvolvimento
embriogénico, os resultados sdo apresentados na Figura 10. Nessa analise, ndo foram
observadas diferencgas estatisticas entre os explantes iniciais (0 dias), os fragmentos de

folhas que néo reagiram (NR), os segmentos foliares em processo de rizogénese (FL +
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RZ) ou calogénese (FL + CL) e os calos primarios que, na média, apresentaram cerca
de 135 nmol.mg™ de massa seca deste aminoéacido. Por outro lado, constatou-se nos
tecidos dos calos embriogénicos que os valores de prolina apresentaram indices
préximos a 400 nmol.mg™ de massa seca, concentracdo significativamente superior as

guantificadas nos demais estadios de desenvolvimento examinados.
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Figura 10. Teores de prolina nos estadios de desenvolvimento obtidos durante a
inducdo da embriogénese somatica de folhas imaturas de plantas adultas dendezeiro
(Elaeis guineensis Jacq.). Abreviacfes: NR = folha que nao reagiu; FL + RZ = folha
com raiz; FL + CL = folha com calo primario; CP = calo primario; CE = calo
embriogénico. Os dados representam as médias seguidas dos erros padrdes. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Tais resultados corroboram Gomes et al. (2014), no estudo do metabolismo do
aminoécido prolina no transcorrer da etapa de inducdo da embriogénese somatica de
embrides zigoticos de dendezeiro, que também verificaram um aumento expressivo nos
niveis deste composto concomitantemente a formacdo de massas meristematicas ao
longo da camada de células adjacentes ao tecido vascular (Silva et al., 2014b). Para os
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autores, esse acumulo de prolina durante essa fase do processo de inducdo esta,
possivelmente, associado ao estresse inerente a desprogramacdo e reprogramacao

celular induzida pelas altas concentragcfes de auxina acrescidas aos meios de cultura.

Sen et al. (2002), Nieves et al. (2008) e Jariteh et al. (2015) também relataram
ao longo do desenvolvimento embriogénico de Vigna mungo, Saccharum sp. e Juglans
regia, respectivamente, elevacdes expressivas nas concentracbes de prolina nos
tecidos em estadios especificos do processo, como por exemplo, no decorrer do
processo de dessecacdo dos embribes somaticos.

Para Lehmann et al. (2010), tais resultados se devem ao fato de que nos
vegetais o teor de prolina aumenta em resposta a diferentes condi¢cdes de estresse,
tais como: seca, salinidade, alta luminosidade, irradiacdo ultravioleta, temperaturas
extremas, presenca de metais pesados, estresse oxidativo, infec¢des, entre outras

adversidades.

De acordo com Verbruggen & Hermans (2008) e Szabados & Savouré (2010),
nessas condicdes o acumulo desse aminoacido € grande importancia, pois atua na
protecdo da integridade das proteinas, melhora a atividade enzimatica, exerce a funcéo
de tampéo, além de promover a expressao de genes especificos, possibilitando assim,

a adaptacao e/ou recuperacao da planta aquela determinada condicao de estresse.

3.5. Proteinas totais

Verificou-se que os explantes iniciais (0 dias) e os tecidos foliares que nao
reagiram ao processo de inducdo (NR) néo diferiram estatisticamente entre si quanto
aos seus indices de proteinas, que no geral variaram em torno de 41,4 a 46,1 uyg.mg™
de massa seca (Figura 11). Tais resultados, no entanto, foram significativamente
superiores aqueles observados nos segmentos de folhas com formacédo de estruturas
radiculares (FL + RZ) e nos explantes que originaram massivos celulares (FL + CL)

que, na média, apresentaram cerca de 37,1 pg.mg™ de massa seca destes metabdlitos.
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Figura 11. Teores de proteinas totais nos estadios de desenvolvimento obtidos durante
a inducao da embriogénese somatica de folhas imaturas de plantas adultas dendezeiro
(Elaeis guineensis Jacq.). Abreviacfes: NR = folha que néo reagiu; FL + RZ = folha
com raiz; FL + CL = folha com calo primario; CP = calo primario; CE = calo
embriogénico. Os dados representam as médias seguidas dos erros padrdes. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

No estudo da dinamica das alteracdes fisioldgicas e bioquimicas que ocorrem na
embriogénese somatica de Acca sellowiana, Cangahuala-lnocente et al. (2014)
também observaram que na etapa de inducdo as concentracdes de proteinas totais
presentes nas culturas em desenvolvimento diminuiram em relacdo aos valores
contidos nos tecidos dos explantes iniciais. De acordo com estes pesquisadores, essa
reducdo nos teores destes compostos pode ser atribuida ao seu consumo a fim de
ativar o metabolismo celular para o estabelecimento da competéncia embriogénica

nestes propagulos.
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Finalmente, comparando-se os indices de proteinas totais nos diferentes tipos
de calos induzidos verificou-se que, assim como constatado nas analises dos
aminoacidos totais livres e dos &cidos graxos totais, os calos embriogénicos foram os
cultivos que apresentaram as maiores concentracdes, com cerca de 65 ug.mg™ de
massa seca, valor quase duas vezes maior que o constatado nos calos primarios que,

em média, apresentaram aproximadamente 35 ug.mg™ de massa seca.

Os resultados sdo semelhantes aos descritos por Warchot et al. (2015) durante a
caracterizacdo bioquimica da inducdo da embriogénese somética de Cordyline
australis. No mesmo, os autores também constataram que o calo embriogénico
apresentava um nivel mais elevado de proteina do que os calos que nédo diferenciaram

embrides somaticos.

Kumar & Kumari (2011), ao estudar os fatores que afetam a embriogénese
somatica de Carthamus tinctorius em nivel morfolégico e bioquimico, também
observaram que nos calos secundarios da espécie houve um aumento significativo dos
teores de proteinas, que neste estadio de desenvolvimento foi em média 21% superior

ao observado nos calos primarios.

Tais fatos também encontram-se de acordo com Fehér et al. (2003), que
afirmam que a aquisicdo da competéncia embriogénica pelas células somaticas,
realizada por meio de sua desdiferenciacdo e reprogramacao, envolve a expressao de

uma grande quantidade de proteinas.

Segundo Silva et al. (2014a), nessa etapa da embriogénese somatica de Elaeis
guineensis sao expressos diferentes grupos de proteinas, entre as quais incluem-se as
proteinas envolvidas no ciclo celular, proteinas relacionadas com o acamulo de amido,
proteinas do metabolismo energético, proteinas do ciclo do nitrogénio, proteinas
associadas ao processamento proteico, além daquelas expressas em condi¢cdes de

estresse.

3.6. Analise do Perfil Metabdlico

Os resultados referentes a andlise do perfil metabdlico dos estadios de
desenvolvimento embriogénico sdo apresentados na Figura 12. Avaliando o
metabolismo dos aminoé&cidos, observa-se que que, em sua maioria, as folhas do

tratamento controle (zero dias de cultivo) apresentaram maiores concentragcoes que as

141



folnas com calos e e as folhas que ndo reagiram, apresentaram taxas ainda menores
do que as Folhas com Calo. A elevada concentracdo de aminoacidos por ocasido da
inoculagéo € possivelmente devido ao conteudo enddgeno do explante, o qual vai se
exaurindo durante o processo de formacao do calo primario. A partir desse periodo, 0os
teores de aminoéacido se elevam indicando que nesse intervalo ocorre a absorcao dos
aminoacidos adicionados ao meio de cultura que foram utilizados durante o

desenvolvimento do calo.

De maneira geral, as maiores taxas de aminoacidos foram verificadas nos calos
embriogénicos quando comparados com os calos primarios. Os resultados corroboram
os dados apresentados na secdo 3.4. previamente descrita (Aminoacidos Livres), onde
sdo verificadas que maiores taxas de aminoacidos em calos embriogénicos podem
estar associadas a sintese de proteinas responsaveis pelo crescimento e

desenvolvimento de tecidos vegetais com elevada atividade metabolica.

Segundo Wetherell & Dougal (1976), diferencas nas concentracbes de
aminoacidos enddgenos tém-se mostrado efetivas na sintese de proteinas durante os
processos morfogénicos, como a germinacdo de sementes, a organogénese e a
embriogénese. Kamada & Harada (1984) reportaram que a quantidade de aminoacidos
totais aumentava rapidamente durante a proliferacdo de células nos estagios iniciais da
embriogénese somatica em culturas de cenoura, sugerindo o papel fundamental dos
aminoacidos neste processo de desenvolvimento. Entretanto, o papel real dos
aminoacidos no processo embriogénico continua indefinido e o metabolismo dos

aminoacidos ainda nao foi inteiramente caracterizado.

No presente trabalho, enquanto nos dias iniciais de cultivo os teores de
aminoacidos eram altos, os de carboidratos soluveis foram baixos. Esses resultados
podem significar que os carboidratos sollveis foram consumidos durante o processo de
reducdo do nitrogénio para a formacéo de compostos aminados como 0s aminoacidos.
Para Mesquita et al. (2009), o aumento nos teores de aminoacidos pode ser devido a
uma absorcdo consideravel do nitrogénio do meio de cultura. Segundo George et al.
(1988), a presenca de aménio no meio de cultura resulta no aumento da sintese de
aminoacidos e proteinas, 0s quais, geralmente, sdo produzidos utilizando energia

liberada no catabolismo dos carboidratos.

Por outro lado, é provavel que no presente trabalho, tais resultados estejam
também associados com a suplementacdo dos meios de indu¢do e multiplicacdo com
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guantidades significativas de compostos nitrogenados, como a glutamina, a caseina
hidrolisada, a cisteina e a asparagina que, favoreceram a sintese e o acumulo de

aminoacidos livres.

Avaliando o metabolismo dos acidos organicos presente na Figura 12, observa-
se que, de maneira geral, o citrato e 0 succinato apresentaram comportamentos
semelhantes, onde as folhas do tratamento controle (folhas com zero dias de cultivo)
apresentaram maiores concentracoes que as folhas com calos e aquelas que néo
reagiram. Ja o malato foi observado em concentracdo mais elevada nas folhas com
calo. Citrato e succinato apresentaram um aumento gradativo no decorrer das etapas
de inducédo, apresentando 0os maiores niveis nos calos embriogénicos. Diferentemente
desses acidos organicos, o malato apresentou um aumento gradual até a formacao dos

calos primarios, apresentando uma reducao consideravel nos calos embriogénicos.

Eastmond & Graham (2001) verificam que apdés a acdo da Acetil-CoA séo
originados de acidos organicos, dentre os quais, as variacbes nas quantidades de
malato estdo relacionadas com o transporte do Malato para fora da mitocondria e a

formacdo de Oxaloacetato no citosol.
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Figura 12. Perfil metabdlico das etapas evolvidas na indugéo de calos a partir de folhas

jovens de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.). Médias seguidas pela mesma letra nao

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Cada n6
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da figura corresponde a um composto presente no fluxo metabdlico. Os nés que néo
exibem o grafico com as dosagens apresentadas, representam 0s compostos que nao
tiveram niveis suficientes de deteccdo pelo equipamento. Os nés com os gréficos
apresentados representam, de forma resumida, uma via especifica de sintese ou
degradacéo de algum composto. Na figura ndo foi compreendido todo o metabolismo,
somente 0s compostos detectados e as vias aos quais estao relacionados de forma
resumida. As setas indicam apenas quais 0S compostos estdo interligados no
metabolismo, n&o indicando necessariamente o sentido da reacdo. Os dados de
Glicose, Frutose, Sacarose e Amido sdo 0s mesmos encontrados na secao 3.1. AST e
3.2. Amido.
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4. CONCLUSOES

Avaliando as concentracBes de acgucares solUveis totais observa-se que nao ha
diferencgas significativas entre os segmentos foliares de dendezeiro que se mostraram
responsivos (FL + CL) ou ndo (NR) ao processo de inducdo da embriogénese
somética. No entanto, a FL + CL apresenta niveis inferiores de frutose, juntamente com
uma maior concentracdo de amido que o observado em NR. Com relacdo aos teores
de acucares sollveis totais e amido nos diferentes tipos de calo, verifica-se diferenca
consideravel entre eles, onde os calos primarios (CP) apresentam maiores
concentracfes de aclcares e amido quando comparados com os calos embriogénicos
(CE), diferindo também em uma maior concentracdo de sacarose no CP. Com relagao
a concentracao dos acidos graxos, nao ha diferencas significativas entre FL + CL e NR.
Ja o balanco verificado nos calos € oposto ao observado em relacdo aos agucares e
amido, pois, nesse caso, os CE apresentam taxas superiores de acidos graxos. Se
referindo aos teores dos acidos graxos que constituem os compostos lipidicos verifica-
se que, de forma geral, os lipidios que compdem o corpo dos cultivos em
desenvolvimento sdo compostos em sua maior parte pelo acido palmitico e pelo acido
linoléico, que juntos possuem uma abundancia relativa média de aproximadamente
80%. Os teores de aminoacidos totais livres apresentam um acumulo gradativo durante
as etapas da inducao, onde os explantes controle (folhas com zero dias de cultivo) e FL
+ CL ndo diferem estatisticamente e apresentam concentracfes superiores as
observadas em NR e FL + RZ, com os teores aumentando em CP e sendo ainda
maiores em CE. Em todo o cultivo, apenas os CE apresentam maiores concentracéo
de prolina, enquanto os demais estadios de desenvolvimento nao diferem
significativamente entre si. Em relacdo a concentracdo de proteinas totais, folhas do
tratamento controle e NR apresentam niveis intermediarios, com taxas reduzindo até a

formacéo de CP, aumentando nos CEs.
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