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Resumo geral

A macauba (Acrocomia aculeata) ¢ uma importante palmeira do Cerrado brasileiro com
alto potencial para a produgdo de dleo vegetal. Sendo assim, a espécie tem sido alvo
para o melhoramento vegetal. Esse trabalho teve como objetivo principal induzir a
calogénese em macauba, a partir de tecidos foliares de plantas adultas, e elucidar os
eventos morfoanatdmicos e bioquimicos, além de avaliar a expressdo de genes
candidatos envolvidos no processo com o objetivo de elucidar a embriogénese somatica
futura. Para isso, foram utilizadas folhas imaturas do palmito obtidas a partir de plantas
adultas de trés acessos de diferentes localidades, avaliando-se a influéncia da regido do
palmito e o seccionamento ou ndo do explante, além da posi¢do do explante no meio de
cultivo e a combinagdo de auxinas Picloram e 2,4-D na indugdo de calos. Na etapa de
multiplicagdo dos calos foi testada a adicdo de Espermidina e Putrescina ao meio de
cultivo e, para diferenciacdo de embrides somaéticos, foram testados meios contendo
diferentes concentragdes de BAP combinadas com ANA e, num segundo experimento,
combinacdes de Picloram, 2,4-D e ANA e as citocininas BAP e 2iP em concentracdes
pré-estabelecidas. Para a andlise anatdmica e bioquimica, amostras do material in vitro
oriundas das diferentes etapas do processo foram avaliadas. Também foram retiradas
amostras para extracdo de RNA para avaliagdo da expressdo de genes candidatos em
tecidos foliares e para o preparo da sonda com o gene SERK visando a hibridizagao in
situ. Verificou-se aos 30 dias de indu¢do maior percentual na formacdo de resposta dos
tecidos para a formagao de calo primério da regido Proximal do palmito (52,5%) quando
seccionado. Quando avaliado regido, combinac¢do de auxinas e posi¢do percebeu-se que
a regido do palmito nao interfere no percentual desta resposta em explantes
posicionados horizontalmente e que, quando posicionados verticalmente, explantes da
regido Mediana sob efeito de 450 uM de Picloram exibem maior resposta para formacao
de calos (58,3%) aos 30 dias, enquanto aos 90 e 180 dias a regido Distal e explantes
posicionados horizontalmente apresentaram maior formagdo de calos. Quando foi
avaliado diferentes acessos, observou-se maior forma¢dao de calos no acesso ‘Buriti
Vermelho’ (13%). Os tratamentos testados no presente trabalho ainda ndo sao
suficientes para a diferenciacdo de calos em embrides somadticos. No entanto, foi
observado que a associacdo de ANA+2iP e 2,4-D+BAP foram importantes para
manuten¢do dos calos. Anatomicamente foi possivel perceber a formacdo de calos aos
30 dias de cultivo esta relacionada aos tecidos vasculares. Os calos em meio com
associacdo de auxinas apresentaram caracteristicas celulares caracterizadas como
embriogénicas. As andlises bioquimicas referentes dos teores de agucares soluveis totais
evidenciaram que antes do estabelecimento da inducdo de calos, o acesso ‘Buriti
Vermelho’ apresentou menor quantidade de acticares soluveis totais comparativamente
aos outros acessos. Além disso, o calo nodular apresentou 212,6 pg.mg"' de matéria
seca em relacdo ao calo alongado que exibiu 111,5 pg.mg™. O resultado referente aos
teores de amido na inducdo de calos nos trés acessos apresentou diferencas apenas no
estddio inicial, com ‘Buriti Vermelho’ apresentando maiores valores. Os resultados
referentes aos teores de proteinas totais em razdo do tempo de indug¢do sd@o maiores em
todos os acessos no tempo inicial, em comparacdo aos 120 dias de indu¢do. Além disso,
o calo nodular apresentou maiores teores de proteinas (50,4 g por mg de matéria seca)
que o calo alongado (8,03 pg). Os genes avaliados, quanto a expressdo, foram
caracterizados como de desenvolvimento (SERK, OASA, EF1, ANNI) e estresse (LEA,
CAT2 e MDARYS). Os resultados obtidos mostraram que todos os genes envolvidos com
o desenvolvimento da planta analisados neste estudo tiveram suas expressoes
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negativamente regulados em 0 dias de induc@o quando o acesso ‘Buriti Vermelho’ foi
comparado com o acesso ‘Tiros’. No entanto, foi possivel observar que a expressao
relativa dos genes analisados nesta comparacdo foi positivamente regulada aos 120
DAL Foi possivel observar ainda que o gene de estresse LEA apresentou expressio
aumentada no acesso ‘Tiros’, enquanto no acesso ‘Buriti Vermelho’ apresentou
expressao diminuida. Ja os genes CAT2 e MDARS apresentaram expressao aumentada
significativamente nos dois acessos. A hibridizacao in situ demonstrou expressao nos
feixes vasculares, indicando ocorrer a expressao de SERK nesta regido, além da sua
expressao em calos. Nesse trabalho foi demonstrado fatores envolvidos na formacgdo de
calos em macatba, porém com necessidade de otimizagao das etapas finais do processo,
em especial, na diferenciacdo de embrides somaticos. Em funcdo dos resultados obtidos
este trabalho apresenta-se como um modelo ttil para a investigacdo dos eventos iniciais
da embriogénese somdtica em palmeiras.

Palavras-chave: Arecaceae, Acrocomia aculeata, macauba, tecidos somaticos, cultura
de tecidos, embriogénese somatica, calos, ontogénese, RT-qPCR, SERK, bioquimica,
amido.



1 Introducao geral

O interesse por plantas nativas na producdo agricola vem se acentuando nos
ultimos anos, com a perspectiva de desenvolvimento de novas variedades para cultivo.
Além disso, fatores como a crescente preocupagcdo com as questdes ambientais, a rdpida
diminui¢do das reservas de combustiveis fosseis em todo o mundo € o aumento do
preco delas, motivaram o uso de Oleos vegetais para a produgdo de combustiveis
alternativos (Machado et al. 2010; Neto e Federal 2011). Portanto, espécies que
apresentam este potencial devem ser pesquisadas para uso racional.

A producio e comercializacdo de biodiesel no Brasil tem potencial para
diversificar a energia e atividade agricola, e dessa forma reduzir a dependéncia de
combustiveis fésseis e contribuir para o crescimento econdmico de forma sustentivel.
Assim, foi desenvolvido o programa nacional Probiodiesel (Portaria n° 702 do MCT, de
30 de Outubro de 2002) para a producdo do biodiesel no pais a partir de fontes
renovaveis. Esse fato exigiu uma crescente demanda em tecnologias, por meio de agdes
integradas entre instituicdes de ensino e pesquisa, empresas e associagdes direta ou
indiretamente ligadas ao tema, sob a forma de grupos de trabalho que integram a
chamada Rede Brasileira de Biodiesel (Ramos et al. 2003).

Ap6s a criagc@o do Probiodiesel, o programa passou por diversas reformulacdes e
houve a necessidade de apresentar novos estudos de viabilidade da producdo e
utilizacdo do biodiesel como fonte alternativa de energia no Pais. Assim, foi criado o
Grupo de Trabalho Interministerial (GTI) em 2003. Com base nesses estudos, foi
observada a enorme capacidade produtiva de biomassa no pais, além das experi€ncias
de pesquisa e producdo de biodiesel e a possibilidade de redu¢do das importacdes de
6leo diesel. Em dezembro de 2004 foi lancado o Programa Nacional de Producao e Uso
do Biodiesel (PNPB), que tem proporcionado €xitos na instalacdo de uma cadeia de
producdo do biodiesel no Pais, tornando o Brasil o segundo maior produtor de biodiesel
mundial, com a vantagem de poder inserir a agricultura familiar no processo de
producdo (Silva 2013).

A producdo agricola de espécies oleaginosas € uma atividade promissora no
Brasil devido ao clima favoravel para o cultivo de diversas destas espécies, destacando
o potencial de crescimento de pinhdo manso, girassol, soja, mamona, palma africana,
babacgu, algodao, amendoim, linhaca, macautba, pequi, buriti, gergelim, canola, entre
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outras (Neto e Federal 2011). Dentre elas, se destacam as espécies da familia Arecaceae,
como a macauba (Acrocomia aculeata), o dendé (Elaeis guineensis) e o babacu (Attalea
speciosa), que apresentam elevadas produtividades de 6leo por hectare e relativos
baixos custos de manutencdo e produgdo, pois sdo plantas perenes que nao necessitam
de grandes investimentos anuais (Melo 2012). Em avaliacdes in situ efetuadas em
populacdes de macatiba, t€ém sido encontrados individuos com producdo de cinco a sete
cachos de até 35 kg/planta (Cargnin et al. 2008). Lleras (1985) relata que a macatba
tem potencial para produzir cerca de cinco toneladas de 6leo em uma densidade de
plantio de 200 plantas/ha. Portanto, o desempenho dela como oleaginosa pode ser
semelhante ao dend€, o que justifica seu nome popular "dendé mineiro" (Dias 2011).
Conforme Lanes et al. (2014), plantios de macauiba t€ém forte potencial semelhante ao
dendé para exploracdo de dleo vegetal, podendo ser cultivada ao lado de culturas
agricolas. Ainda segundo esses autores, o cultivo dessa palmeira pode favorecer a
restauracdo da biodiversidade de ambientes desmatados.

A macatba [Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.] se distribui desde a
América Central até o Sul da América do Sul. No Brasil, ocorre principalmente nos
Estados de Goids, Minas Gerais, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. O principal habitat
desta espécie sdo areas de vegetacdo aberta com alta incidéncia solar, sendo reconhecida
como espécie indicadora de solos férteis (Lorenzi e Souza 1996; Motta et al. 2002).
Além do sistema de cultivo dessa palmeira ser considerado sustentavel do ponto de vista
ambiental, social e econdmico, a macauba pode ser utilizada para diferentes fins: as
folhas na nutricdo animal, os frutos para producdo de farinhas e dleos, a casca para
biomassa e o endocarpo para carvao. Dos frutos de macaiba pode-se extrair o 6leo tanto
da polpa quanto da améndoa, representando, dessa forma, a principal fonte de renda
relativa ao uso comercial da espécie (Moura 2007; Ciconini 2012).

Atualmente, apesar de ser considerada como uma espécie de alto potencial de
utilizagcdo, a exploracdo da macauba € feita de forma extrativista, modalidade de
exploracdo caracterizada pela baixa produtividade e qualidade dos produtos gerados
(Pires et al. 2011). Portanto, desfavordvel para a produc¢do do biodiesel (Motta et al.
2002). Ressalta-se também a heterogeneidade genética do material tipica de sistemas
extrativistas, que se configura com um entrave a exploracdo em escala comercial. Além
disso, a reproducdo exclusivamente de forma sexuada, presenca de dorméncia das
sementes e lento crescimento das plantas, também sdo empecilhos para que a macaiba
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ganhe importancia mais destacada na produgdo de biodiesel (Arkcoll 1990). Dessa
forma, € de grande importincia para a exploracdo comercial da macauba, a utilizacao de
tecnologias que possam acelerar a obten¢do e propagacao de gendtipos superiores, a
partir de populagdes naturais, o que tem mobilizado diferentes grupos de pesquisa para
esse fim.

A embriogénese somdtica apresenta-se como uma ferramenta potencial para a
propagacdo clonal de espécies como a macatiba, pois pode permitir, dentre outras
aplicacdes, a clonagem de gendtipos selecionados em curto tempo e espago fisico
limitado, a partir de diferentes tipos de explantes (propagulos), tais como, embrides
zigbticos, inflorescéncias e folhas imaturas (Zimmerman 1993; Litz and Gray 1995),
além da técnica possibilitar a aceleragdo dos programas de melhoramento genético da
espécie (Luis and Scherwinski-Pereira 2014).

Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar fatores envolvidos com a
calogénese visando a embriogénese somdtica em macatba, a partir de tecidos foliares de
plantas adultas, além de verificar a expressdo de genes potencialmente envolvidos no
processo, especialmente o SERK. O trabalho também objetivou elucidar rotas morfo-

anatdmicas e bioquimicas das diferentes etapas envolvidas no processo.



2 Revisao de literatura

2.1 Aspectos botanicos

A Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart., também conhecida no Brasil
como macauba, macauiva, bocaiiva, e mbokaja, mbocay4, totai, cayara, corozo, tamaco,
coyol, em outros paises (Falasca et al. 2016; Cardoso et al. 2017), € uma palmeira
facilmente reconhecida pela grande quantidade de acileos, e se destaca pela sua alta
producdo de dleo (de Lima et al. 2018). A denominacio “mbocay4” deriva das palavras
indigenas no idioma guarani, onde “mboka” (que se quebra estalando, ou “arma”) e
“ya” ou “4a” (fruto), indicando arvore de frutos que estalam ou frutos usados como arma
(Novaes 1952; Tase 2012).

O género Acrocomia possui divergéncias quanto a sua caracterizagao
taxondmica, chegando a ser descritas 25 espécies (Bailey 1941) ocorrentes no Brasil.
Outros autores descrevem trés espécies: Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Martius,
A. hassleri (Barb. Rodr.) W.J. Hahn e A. crispa (Kunt) C.F. Baker ex Becc. Destas, A.
aculeata, A. totai e A. hassleri apresentam semelhancas que dificultam a identificacdo
(Henderson et al. 1995; Caldas-Lorenzi 2006; de Lima et al. 2018). Segundo
(Henderson et al. 1995), a A. aculeata se distingue da A. hassleri por apresentar maior
altura e didmetro caulinar e encontra-se amplamente distribuida na América Tropical,
enquanto que a A. hassleri possui individuos de menor altura, ocorrendo apenas na
fronteira entre Mato Grosso do Sul e Paraguai. No entanto, ndo hd um consenso entre os
autores para o numero de espécies dentro deste género, sendo necessdrias revisoes (de
Lima et al. 2018)

A macautba pode atingir alturas entre 10 e 25 metros. O tronco € do tipo estipe
ereto, com didmetro de 20 a 30 centimetros e coberto por bainhas foliares
remanescentes. As bainhas foliares apresentam espinhos escuros e afiados em sua
superficie, com cerca de 10 centimetros de comprimento, especialmente, os encontrados
na regido dos nés (Lorenzi 2004; Lorenzi e Negrelle 2006). As folhas sdao pinadas, com
pinas solitdrias ou em grupo, usualmente inseridas em diferentes planos na raque
(Martins 2012). Geralmente consiste de 20 e 30 folhas no topo, com comprimento

aproximado de 2,5 a 3,0 metros, e apresentando espinhos na raque (Lorenzi e Negrelle

2006).



O florescimento da macatba ocorre praticamente o ano inteiro, com intensidade
nos meses de outubro a janeiro. A inflorescéncia € em espadice, interfoliar, pendente e
protegida por uma brictea, e quando esta alcanca a maturidade, abre-se liberando a
inflorescéncia (Henderson et al. 1995; Lorenzi e Negrelle 2006). A inflorescéncia é
amarelada, com a raque sustentando de um a vdrias triades (uma flor pistilada e duas
estaminadas). As flores femininas se tornam maduras antes das flores masculinas, o que
caracteriza o processo deprotoginia. Nas inflorescéncias, ocorre sobreposi¢do parcial de
flores masculinas e femininas maduras que permite a autopolinizacdo quando a
polinizacdo cruzada ndo € possivel (Scariot e Lleras 1991). A polinizacdo cruzada é
feita especialmente por coledpteros das familias Curculionidae, Nitidulidae e
Scarabaedae (Scariot e Lleras 1991; Henderson et al. 1995).

O fruto da macauba € do tipo drupa globosa, com diametro variando entre 2,5 e
5,0 cm e coloragdo marrom-amarelada, quando maduro. O epicarpo € liso e rompe-se
facilmente quando maduro. O mesocarpo, correspondente a polpa, € fibroso,
mucilaginoso, de coloracao amarelo ou esbranquicado, comestivel e rico em glicerideos.
O endocarpo apresenta-se lignificado, com coloragdo escura, fortemente aderido ao
mesocarpo e pode conter de uma a trés sementes. A semente (améndoa) é constituida,
em maior parte, por endosperma comestivel, com alto teor de 6leos e proteinas, tendo o
embrido zigdtico aderido ao endosperma em formato de clave (Henderson et al. 1995;
Moura 2007; de Lima et al. 2018). A dispersao das sementes de macaiba é feita
geralmente por animais que se alimentam de seus frutos (Falasca et al. 2016). Esses
animais sdo principalmente mamiferos silvestres, embora animais domésticos também
auxiliem na dispersdo (Scariot 1998; Martins 2012). De maneira geral, a propagacao
comercial das palmeiras € feita sexuadamente, via sementes, e/ou assexuadamente, por
divisdo de touceiras, como observado em algumas espécies como a pupunheira (Bactris
gasipaes Khunt.) e o acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) (Lorenzi 2004).

Em macauba, a propagacdo € exclusivamente sexuada, pois a espécie ndo gera
touceiras. Por outro lado, a propagacdo por semente é dificil e laboriosa, sendo a
germinabilidade das sementes baixa, lenta e desuniforme. A baixa taxa de germinagao
das sementes é causada pela dorméncia fisica, imposta pela dureza e impermeabilidade
do endocarpo a dgua (Lorenzi e Negrelle 2006; Ribeiro et al. 2011). Mais recentemente,

tem-se concordado que A. aculeata apresenta dorméncia associada com dificuldades de



deslocamento do opérculo (Mazzottini-dos-Santos et al. 2018), conhecida como
dorméncia fisioldgica pouco profunda (Magalhaes et al. 2013).

A macaiba é uma planta incipientemente domesticada (Lopes et al. 2018) e
ainda possui sua exploragao comercial dependente do desenvolvimento de tecnologias
que incluam a selecdo de gendtipos. Genétipos superiores podem ser selecionados de
populacdes naturais de plantas, porém, apresentam dificuldades de serem propagados
vegetativamente por meio de técnicas convencionais, fato que dificulta que ganhos
genéticos em ciclos de selecdo sejam obtidos, ou entdo, que gendtipos superiores
possam ser multiplicados para plantios comerciais (Clement 1999; Lorenzi e Negrelle
2006; Luis e Scherwinski-Pereira, 2014).

A espécie € considerada de alta plasticidade ambiental (Lopes et al. 2018). Ela
ocorre em areas com grande incidéncia de irradiacd@o solar e € adaptada a solos arenosos
com baixo teor de dgua, mas se desenvolvendo melhor em solos férteis. E encontrada ao
longo da América tropical e subtropical, desde o Sul do México e Antilhas até o Sul do
Brasil, chegando ao Paraguai e Argentina, estando ausente no Peru e Equador. No
Brasil, sua area de ocorréncia estende-se desde os Estados de Siao Paulo e Rio de
Janeiro, passando por Minas Gerais e por todo o Centro-Oeste, Nordeste e Norte do pais
(Figura 1) (Henderson et al. 1995; Lorenzi 2010; Amaral et al. 2011). Devido a sua alta

distribuicao € necessdrio uma revisao taxondmica do género (Scariot e Lleras 1991).
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Figura 1. Regides de ocorréncia da Acrocomia aculeata no Brasil. Fonte: Ratter et al.

2003.

2.2 Importancia da macaiba

A macatba tem a segunda maior produtividade em Oleo entre as plantas
oleaginosas (até 6.000 kg/ha) e, dada a qualidade do seu 6leo, possui alto potencial para
a producdo de biodiesel (Cardoso et al. 2017). A espécie também apresenta alta
plasticidade ambiental, podendo ser cultivada em regides tropicais secas, €
teoricamente, se mantém produtiva por mais de 100 anos (Lorenzi 1992; Teixeira 2005).
Salienta-se que diferentemente do dendé, cujo 6leo abastece a industria de alimentos, o
6leo de macaidba tem como principal destinacdo a produgcdo de biocombustivel
(biodiesel ou bioquerosene), ou seja, ndo compete com a industria alimenticia (Cardoso
et al. 2017).

As folhas, frutos e sementes da macauba sdo tradicionalmente utilizados para
diversos fins econdmicos. Dentre estes, destaca-se o uso da estipe para producido de
mourdes e estacas, do estipe para obtencao do palmito, das folhas para forragem animal,
cobertura de casas e extracdo de fibras usadas na fabricacdo de linha de pesca e redes,

dos frutos como alimento in natura, obtencdo da polpa com a qual sdo preparados
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licores e doces, além da extracdo do O6leo que ¢ utilizado na culindria e como
combustivel, da semente como substituto da brita no concreto e confeccdo de botdes,
além da améndoa como alimento e, também, extracdo do 6leo (Caldas-Lorenzi 2006;
Lorenzi e Negrelle 2006).

Apesar dos diversos usos, sao os frutos da macatiba que representam a principal
fonte de renda relativa ao uso comercial da espécie. Atualmente, o aproveitamento do
6leo extraido dos frutos da macatiba vem sendo bastante visado, ja que este 6leo pode
ser aproveitado na producgao de biodiesel. O 6leo de macatiba pode ser extraido da polpa
e da améndoa, e existem diferengcas quanto a composicao e as utilidades dos dois tipos
de 6leo (Ciconini 2012). A diferenca entre a composicao dos 6leos da améndoa e da
polpa da macatba consiste no fato de que a polpa é mais rica em 6leos de cadeia longa,
predominando o 4cido oléico. A concentracao de 6leo na polpa pode atingir valores
superiores a 70%, o que confere a espécie o titulo de “high oleic”, que sdo produtos de
alto valor e de grande demanda por parte das industrias alimenticia e, sobretudo,
energética, em funcdo da maior estabilidade a oxidacdo e operabilidade a baixas
temperaturas (biodiesel). Por outro lado, a améndoa € rica em &cido ldurico, justificando
seu uso como fonte importante para a industria de cosméticos (Amaral et al. 2011;

Ciconini 2012; Matsimbe 2012).

2.3 Cultura de tecidos de plantas

A cultura de tecidos de plantas é uma das ferramentas da biotecnologia que
envolve diferentes técnicas de cultivo in vitro de plantas, ou partes destas (célula ou
qualquer fragmento de tecido ou 6rgdo vivo), sob condi¢des assépticas, em um meio
nutritivo, e condi¢des controladas de temperatura e luminosidade (Torres et al. 2000;
Souza e Junghans 2006)

As técnicas da cultura de tecidos de plantas tém sido empregadas de diversas
maneiras, tendo em vista a propagacdo clonal de mudas em larga escala
(micropropagag¢ao), producdo de plantas transgénicas (melhoramento), conservagao de
recursos genéticos de plantas (conservacao in vitro), e regeneracio de plantas livres de
virus e patégenos (limpeza clonal) (Torres et al. 1998; Cid e Teixeira 2010). Entre as
técnicas citadas, a micropropagacao parece ser a de maior utilidade pratica, por oferecer

a oportunidade de se produzir, em um curto espaco de tempo e espaco fisico limitado,
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uma grande quantidade de propdgulos e mudas livres de doencgas, geralmente de
genoétipos superiores (Lakshmanan 2006).

As palmeiras sdo plantas que apresentam dificuldades de serem multiplicadas
vegetativamente. Dessa forma, a producdo de mudas destas espécies tem a propagagao
in vitro como uma ferramenta de grande importancia (Hartmann et al. 2002; Lédo et al.
2007; Ribeiro et al. 2011; Rubio Neto et al. 2014). Os primeiros estudos in vitro com
palmeiras, utilizando-se de Cocos nucifera, foram realizados hd mais de cinco décadas
(Cutter e Wilson 1954).

A utiliza¢do de embrides zigdticos na cultura de tecidos tem proporcionado bons
resultados na propagacdo de palmeiras, sendo importante por aumentar as taxas de
germinagdo, uniformidade das plantas e conversdo de plantulas vidveis (Soares et al.
2011). Trabalhos com palmeiras utilizando-se dessa técnica tém mostrado resultados
satisfatorios (Scherwinski-Pereira et al. 2006; Lédo et al. 2007; Steinmacher et al.
2007a; Soares et al. 2011; Melo 2012). Entretanto, a utilizacdo de embrides zigéticos
ndo gera plantas com o mesmo genétipo da planta matriz, sendo necessdrio o emprego
de outros tecidos somaticos, como foliares e florais, para a propagacdo clonal de

individuos que apresentem alguma caracteristica agrondmica desejavel.

2.3.1 Embriogénese somdtica

Dentre as técnicas de cultura de tecidos de plantas, a embriogénese somética tem
se mostrado importante para a propagacdo clonal, por permitir a producdo de grande
nimero de plantas, a partir da germinagdo de embrides somdticos in vitro, ou para
realizar estudos basicos de diferenciagdo celular, expressido génica, genética molecular e
muitos outros. (Litz and Gray 1995; Loyola-Vargas e Ochoa-Alejo 2016). A
embriogénese somdtica ¢ uma via morfogénica para regeneracdo in vitro de plantas,
sendo definida como o processo pelo qual células ou tecidos somaticos, sob condi¢des
experimentais favordveis, sdo induzidos a formar embrides somaticos bipolares,
semelhantes aos embrides zigdticos, mas que ndo sdo produtos da fusdo de gametas
(Williams e Maheswaran 1986). Durante o processo da embriogé€nese somdtica o
explante pode seguir duas rotas diferenciadas de desenvolvimento: a rota direta ou
indireta. Na embriogénese somdtica direta, os embrides se desenvolvem diretamente do
tecido do explante. Alternativamente, na embriogénese somadtica indireta ocorre um

passo intermedidrio a formacdo dos embrides que é a de formagao de calos. O calo é
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geralmente considerado uma massa desorganizada de células desdiferenciadas em
divisdo exibindo diferentes graus de diferenciacdo, que sdo capazes de mudar o destino
celular em resposta a sinais hormonais (Williams e Maheswaran 1986; Guerra et al.
1999; Loyola-Vargas e Ochoa-Alejo 2016).

Durante a embriogénese somdtica, tanto na rota direta quanto na indireta, o
embrido somdtico se desenvolve seguindo as mesmas seqiiéncias do desenvolvimento
do zigético, ou seja, a passagem pelos estdgios globular, cordiforme, torpedo e
cotiledonar em espécies dicotiledoneas. As células embriogénicas que dao origem aos
embrides apresentam caracteristicas comuns ao comportamento de células embriondrias
em divisdo ativa: tamanho reduzido, conteido citoplasmdtico denso, nicleos grandes
com nucléolos proeminentes, vactiolos pequenos e presenca de graos de amido (Guerra
et al. 1999).

O processo de embriogénese somatica indireta € dividido em vérias etapas,
sendo elas: iniciagdo do cultivo in vitro de tecido primdrio (explante) em meio
geralmente contendo reguladores de crescimento para a inducdo de calos,
principalmente, uma auxina; proliferacdo ou multiplicacdo de cultivos embriogénicos,
igualmente suplementado com reguladores de crescimento; pré-amadurecimento dos
embrides somdticos, realizada em meio sem reguladores; amadurecimento dos embrides
somaticos e desenvolvimento de plantulas (von Arnold et al. 2002).

O processo indugdo de calos a partir de células somadticas € um exemplo da alta
plasticidade que as células vegetais exibem (Fehér 2015). Durante a fase inicial do
cultivo in vitro e indu¢do da embriogénese somdtica os explantes sdo expostos a um
estimulo fisico, quimico ou biolégico onde sdo desencadeados processos morfogénicos
que permitem a formacdo de calos. Esta etapa é uma das mais criticas para o
estabelecimento das culturas embriogénicas in vitro (Guerra e Nodari 2006). Diversos
fatores influenciam na indu¢do da embriogénese somdtica, como por exemplo, a fonte
de explantes utilizados (tecidos embriondrios ou juvenis) e, geralmente, as altas
concentracdes das auxinas a que s@o submetidos (Guerra et al. 1999; Vinas e Jiménez
2011).

Os calos foram caracterizados inicialmente pela biologia vegetal como o
crescimento macico e acumulo de células associados a ferimentos. No entanto, a mesma
palavra € usada mais amplamente na cultura de tecidos vegetais, se referindo a massas
celulares desorganizadas e que apresentam células com varios graus de diferenciacao
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(Ikeuchi et al. 2013; Fehér 2015). Os calos podem ser classificados em diversos tipos,
aqueles sem qualquer regeneracdo de 6rgdo Obvia sdo tipicamente chamados calos
fridveis ou compactos, enquanto aqueles apresentam embrides ou caracteristicas
celulares ja relacionadas a formagdo de embrides sdo chamados calos embriogénicos
(Ikeuchi et al. 2013).

Os calos sao classificados também dependendo de suas caracteristicas celulares.
Os calos embriogénicos apresentam certas caracteristicas celulares como: um ntcleo
volumoso, centralmente posicionado, com um unico nucléolo grande e uma alta relacao
nucleo: citoplasma, citoplasma denso com reservas de amido localizadas ao redor do
nicleo. A parede contém poucos ou ndo possui plasmodesmos e um depdsito de
calosidades é encontrado com freqii€éncia, o que contribui para espessamento da parede
(Ling You et al. 2006; Sané et al. 2006; Verdeil et al. 2007).

Os calos podem ser formados a partir de uma tnica célula diferenciada apds essa
ser dediferenciada ou ainda a partir de da multiplicacdo desordenada de células do
tecido vegetal (Fehér 2015). Estas células dediferenciadas, chamadas também de stem
cells sao classificadas em diferentes niveis: células totipotentes, aquelas capazes de
regenerar todo o corpo da planta, pluripontentes, capaz de dar origem a maioria dos
varios tipos de células, células multipotentes, capacidade de se desenvolver em mais de
um tipo de célula do corpo e/ou células unipotentes, aquelas capazes de se desenvolver
em apenas um tipo de célula (Fehér et al. 2003; Verdeil et al. 2007).

Ja a multiplicacdo de culturas embriogénicas consiste geralmente da redugao nos
niveis dos reguladores de crescimento do meio de cultura. Essa redu¢do permite ciclos
repetitivos de divisdo celular e o controle dos processos de diferenciacdo, promovendo a
prolifera¢do das massas de calos formadas anteriormente (Guerra et al. 1999).

A etapa de desenvolvimento ou diferenciacdo de embrides somaticos consiste no
cultivo de massas pro-embriogénicas, em meios de cultura especificos, culminando com
o aparecimento de estruturas embriogénicas em estdgios caracteristicos de
desenvolvimento, como globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar (Viias e Jiménez
2011). Ressalta-se que em monocotiledoneas, como as palmeiras, o estddio cordiforme
ndo é observado, j4 que exibem somente um cotilédone (Kaplan e Cooke 1997). Uma
vez diferenciados, os embrides somadticos passam entdo por um processo de

amadurecimento, onde sdo estimulados a acumular reservas para a proxima etapa de
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desenvolvimento, que € a conversdo destes em plantas completas, ji na fase de
germinagdo (Vifas e Jiménez 2011).

Durante o processo de embriogénese somdtica, a cultura em suspensdo tem se
mostrado uma técnica de grande importancia para o desenvolvimento do material in
vitro, por se tratar de uma ferramenta tutil para a micropropagacdo. O cultivo em
suspensdo consiste na multiplicacdo e manutencio de células e/ou agregados, em forma
de suspensdo em meio liquido. Esta técnica permite a obtenc@o de grandes quantidades
de mudas com baixo custo de producdo (Touchet et al. 1991; Sané et al. 2006;
Palanyandy et al. 2013) Ele tem sido aplicado com sucesso em muitas espécies, tais
como o Triticum aestivum (Vasil et al. 1990), Musa AAA cv Grand naine (Cote et al.
1996), Coffea arabica (Etienne e Bertrand 2001), Phoenix dactylifera (Fki et al. 2003) e
E. guineensis (Touchet et al. 1991; Kramut e S.Te-chato 2010). Além disso, suspensdes
embriogénicas também tém sido consideradas como um material promissor no
melhoramento genético e conservagdo de recursos genéticos (Rival et al. 2013).

Na maioria dos sistemas de cultura de tecidos, o padrdo de desenvolvimento in
vitro € determinado principalmente pela utilizagdo de reguladores de crescimento
(Kerbauy 2004; Janocha e Lohmann 2018). O uso de auxinas e a indu¢ao de calos sao
pré-requisitos fundamentais para a obten¢do de célula com competéncia embriogénicas
(Vinas e Jiménez 2011). Dentre as auxinas utilizadas para a indu¢do da embriogénese
somatica, destacam-se o acido 2,4- diclorofenoxiacético (2,4 — D) e o acido 4-amino-3,
5, 6-tricloropicolinico (Picloram), geralmente com o uso de altas concentracdes (Fehér
2008). A influéncia tanto do 2,4-D, quanto do Picloram, na induc¢do da embriogénese
somatica € descrita por vdrios autores (Dudits et al. 1991; Titon et al. 2007; Loyola-
Vargas e Ochoa-Alejo 2016).

A propagacdo in vitro a partir da embriogénese somadtica tem se mostrado util
para aquelas espécies que apresentam dificuldades de se propagar pela via assexual. Ela
proporciona vantagens da alta taxa de multiplicacio comparada a qualquer outro
processo de propagacdo, permitindo estabelecer o periodo desejado para as obtencdes de
material propagativo e obter planta geneticamente igual a planta-mae (Zimmerman
1993; Ree and Guerra 2015).

Nesse sentido, a embriogénese somdtica tem sido foco de estudo por varios
pesquisadores. Protocolos de embriogénese somdtica j4 foram descritos para algumas
espécies de palmeiras, como a P. dactylifera (Sharma et al. 1984; Fki et al. 2003; Sané
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et al. 2006; Othmani et al. 2009), o E. guineensis (Ahee et al. 1981; Teixeira et al. 1993;
Scherwinski-Pereira et al. 2010; de Carvalho Silva et al. 2012; Balzon et al. 2013), A.
aculeata (Moura et al. 2009), E. oleracea (Scherwinski-Pereira et al. 2012) e B.
gasipaes (Steinmacher et al. 2007b; Heringer et al. 2014).

A exploragdo comercial da macatiba exige a utilizacdo de tecnologias que
possam propagar clones elite, pois como o programa de melhoramento genético para a
espécie € lento, até que se obtenham materiais superiores, a selecdes de gendtipos
poderia ser realizada a partir de populacdes naturais. E, por ser uma espécie com
dificuldades de ser propagada vegetativamente por técnicas convencionais, a
embriogénese somdtica se apresenta como ferramenta que permite na producdo de
mudas uniformes e em larga escala.

Dessa forma, experimentos visando a embriogénese somdtica em macauba se
iniciaram com os trabalhos de Teixeira et al. (1986), Moura et al. (2009) e mais
recentemente, Luis e Scherwinski-Pereira (2014) e (Granja et al. 2018), utilizando
embrides zigdticos como fonte de explante e Padilha et al. (2015), e Meira et al. (2019)
utilizando segmentos foliares como explantes. Estes autores obtiveram os primeiros
resultados quanto a embriogénese somatica da macatiba, embora estes resultados
demonstrem certas dificuldades nas fases de maturagdo e desenvolvimento dos embrides
somaticos.

Assim, a embriogénese somdtica em macauba, apesar de sua importancia, ainda
tem sido incipiente quanto aos resultados praticos e, principalmente, quando se objetiva
regenerar plantas a partir de diferentes tecidos somaticos, muito embora ja se conhecam
algumas de suas repostas in vitro. Luis (2013) e Meira et al. (2019) apresentaram os
primeiros resultados quanto a embriogénese somatica a partir de tecido foliar de plantas
adultas, sugerindo fatores envolvidos na indu¢do de calos. Da mesma forma, Luis
(2013) e Padilha (2013), trabalhando com TCL (“Thin Cell Layer”) de mudas de
macatba, obtiveram embrides somdticos, muito embora ainda apresentando defici€éncias
nas fases de maturagdo e o desenvolvimento de tais embrides somaticos.

Durante seus experimentos, Luis (2013) e Meira et al. (2019) observaram
resultados significativos quanto a utilizacdo da auxina Picloram, demonstrando que a
utiliza¢do do regulador na concentragdo de 450 UM associado ao meio Y3 teve melhor

efeito na formacdo de calos em explantes foliares de plantas adultas.
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2.4 Estudos anatomicos e histolégicos

A andlise anatdmica e histoldgica envolve o emprego de variadas técnicas que
permitem detalhar os eventos que ocorrem quando espécies vegetais sdo cultivadas in
vitro. Desta forma, é possivel, por exemplo, conhecer e acompanhar o desenvolvimento
do material vegetal durante a indu¢do da embriogénese somdtica. Além disso, permite
melhor entendimento dos mecanismos celulares bésicos envolvidos na aquisi¢do de
competéncia e histodiferenciacdo de embrides somaéticos. Nesse sentido, alteracdes
histolégicas associadas com a posi¢cdo e a atividade das células competentes tém sido
bastante estudadas durante a embriogénese somdtica (Rodrigues et al. 2004; Gueye et al.
2009b; Rocha et al. 2016a).

Os métodos histoquimicos permitem o monitoramento da mobilizacdo e sintese
de compostos de reserva durante o desenvolvimento embriogénico. Desta forma, a
dindmica e o destino das células comprometidas com a embriogé€nese somadtica, a
formacdo de um calo embriogénico e a subsequente diferenciacdo de embrides
somaticos podem ser analisadas ao longo do tempo associando as alteragdes citologicas
observadas com os padrdes da aquisicao de competéncias para a formagdo de embrides
somaticos (Verdeil et al. 2001; Sané et al. 2006; Rocha et al. 2016a).

Uma série de estudos descritivos do desenvolvimento de células ou grupos de
células por técnicas histologicas usando microscopia de luz e eletronica forneceu uma
caracterizacdo detalhada de eventos histolégicos que determinaram a progressdo de
células somdticas para a formacgdo de embrides se mostrado ttil para o entendimento da
embriogénese em varias espécies vegetais (Rocha et al. 2016b). Em palmeiras, ha
relatos para diversas espécies, como C. nucifera (Chan et al. 1998), E. edulis (Guerra e
Handro 1998), P. dactylifera (Sané et al. 2006; Gueye et al. 2009a), B. gasipaes
(Steinmacher et al. 2007b) e E. guineensis (Schwendiman 1988; de Carvalho Silva et al.
2012).

Estudos histolégicos realizados por Guerra e Handro (1998), durante o cultivo in
vitro de culturas embriogénicas oriundas de embrides zigéticos de E. edulis, observaram
evidéncias da origem das massas meristemdticas a partir de tecidos da subepiderme.
Além disso, esses autores descreveram os diferentes estigios de maturacdo dos
proembrides e os embrides obtidos durante o processo.

Sané et al. (2006) e Gueye et al. (2009b) descrevem em seus experimentos com

P. dactylifera que o inicio da embriogénese somdtica estd relacionada as divisoes
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celulares que ocorrem na drea do parénquima perivascular (préxima a regiao do feixe
vascular) em explantes foliares, nas primeiras semanas de cultivo in vitro. Além disso,
Sané et al. (2006) observaram o surgimento de calos do tipo nodular, com
caracteristicas embriogénicas, surgindo do calo primério na regido perivascular.

O estudo anatdomico relacionado com a embriogénese somatica em macatba vem
sendo relatados por diversos pesquisadores (Bandeira 2008; Moura et al. 2009; Luis
2013; Padilha 2013; Padilha et al. 2015; Meira et al. 2019). No entanto, os estudos ainda
sao incipientes quando se trata da formagdo de embrides somaticos utilizando-se folhas
de plantas adultas como explantes.

Bandeira (2008) observou em macatba, por meio da andlise anatdmica de
embrides zigdticos durante a indugdo da embriogénese somdtica, evidéncias de que
proembrides somadticos surgiram a partir de regides meristemdticas formadas de
estruturas nodulares. Moura et al. (2009) constataram que a embriogénese somadtica
obtida, em meio de inducgdo, a partir de embrides zigéticos, originava-se de células do
procambio ou de células perivasculares, que proliferavam produzindo massas
meristemadticas.

Padilha (2013), utilizando-se da indu¢do da embriogénese somética em macatiba
por meio da técnica do TCL em folhas de plantulas produzidas in vitro, observou que os
calos se originam do parénquima perivascular e os embrides somaticos de células da
periferia do calo. J4 Luis (2013) e Meira et al. (2019) trabalhando com folhas imaturas
de plantas adultas observaram que o inicio da formagdo de calos ocorreu por meio de
divisodes celulares das células dos feixes vasculares das folhas, possivelmente, de células
procambiais, além das caracteristicas relacionadas a estrutura dos diferentes tipos de
calos formados. Além disso, Meira et al. (2019) demonstrou pela andlise histoquimica o
acimulo de amido durante o processo de embriogénese somética foi concentrada perto
dos centros em intensa divisdo celular, proxima as regides de formagdo de calo. Além
disso, descreveu a ontogénese de calos e embrides somdticos, definindo marcadores
morfoanatdmicos de calos embriogénicos (calos nodulares amarelos com predominio de

células meristematicas).
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2.5 Bioquimica Vegetal

A andlise bioquimica envolve o emprego de variadas técnicas que permitem
avaliar os eventos que ocorrem durante o cultivo in vitro de espécies vegetais. Ela
permite realizar uma varredura de grandes populacdes de moléculas que afetam um
determinado processo bioldgico (Alberts et al. 2007).

Assim, uma grande quantidade de informagdes € obtida a partir de estudos
bioquimicos conduzidos durante embriogénese somadtica. Estes estudos contribuem para
a otimizacdo da técnica, incluindo informacdes associadas a indug¢do de competéncia
embriogénica e compreensdo da totipoténcia em plantas superiores. Além disso, o
entendimento da mobilizacdo de reservas nas fases de maturacdo e regeneragcdo de
embrides somaticos, e formacdo de plantas anormais auxiliam no estabelecimento do
protocolo para a embriogénese somatica (Pescador et al. 2008; Wu et al. 2009; Normah
et al. 2013).

Compostos como carboidratos, lipidios, aminodcidos e proteinas estdo
envolvidos nos processos de desenvolvimento vegetal (Guerra et al. 1999; Nascimento-
Gavioli et al. 2017a). Nieves et al. (2003) e Mahmud et al. (2015) compararam calos
embriogénicos € ndo embriogénicos de cana-de-aclicar para determinar a possivel
relac@o entre certos metabdlitos e a embriogénese somética. Diferencas claras entre dois
tipos de calos foram relatadas com base em sua caracterizagdo bioquimica. Com base
nesses relatos, as andlises desses compostos podem trazer respostas que contribuem
para determinar importantes biomarcadores de metabdlitos, diferenciando os niveis ou
estagios da embriogénese soméatica (Maadon et al. 2016).

Carboidratos s@o as principais fontes de energia para as células e fornecedores
de carbono estruturais para processos biossintéticos. Além disso, também atuam como
agentes osmoticos e contribuem para a manutencdo da integridade da membrana
plasmética (Pareddy e Greyson 1989; Tremblay e Tremblay 1991; Thelander et al.
2018). Durante a embriogénese somadtica, eles estdo relacionados a diferenciacdo de
calos embriogénicos e ndo embriogénicos, além do desenvolvimento da regeneragdo e
maturacdo de embrides somaticos (Martin et al. 2000; Gomes et al. 2017).

Os aminodcidos constituem outro importante grupo de compostos. Além de
serem 0s componentes bdsicos de proteinas, também sdo precursores de vdrios
compostos bioquimicos, como os &acidos nucléicos e as substancias nitrogenadas do

metabolismo secunddrio, como os fitorreguladores (Ortiz-Lopez et al. 2000). Dessa
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forma, a sintese de aminodcidos € responsdvel direta e indiretamente por praticamente
todos os aspectos do crescimento e desenvolvimento da planta e sdo analisados como
possiveis marcadores do comportamento celular (Niemenak et al. 2008; Nascimento-
Gavioli et al. 2017b).

Durante a embriogénese somatica, as quantidades de aminodcidos aumentam e
diminuem rapidamente durante as diferentes etapas do desenvolvimento, demonstrando
assim, a ligacdo desses compostos vegetais com esta importante rota de
desenvolvimento, destacando-se os aminodcidos prolina, serina e tirosina (Sen et al.
2002). Dessa forma, os meios de cultura sdao freqiientemente suplementados com
aminodcidos, com o intuito de favorecer o desenvolvimento de culturas embriogénicas
(Scherwinski-Pereira et al. 2010; de Carvalho Silva et al. 2012).

As proteinas também constituem um importante grupo de compostos vegetais.
Estes sdo o principal componente macromolecular das células, formadas por seqii€ncias
especificas de aminodcidos, ou seja, cada proteina é formada por uma sequéncia Unica,
que determina sua funcdo dentro da célula vegetal. Dentre as vdrias funcdes
desempenhadas pelas proteinas, destacam-se: o transporte de substancias para dentro e
para fora das células, a resisténcia e a adaptacdo da planta a estresses abidticos, o
acimulo de compostos de reserva e a manuten¢do do crescimento das células, tecidos e
orgaos vegetais (Alberts et al. 2007; Sghaier-Hammami et al. 2009b).

No desenvolvimento embriogénico, estudos vém demonstrando a ocorréncia de
um aumento no conteddo das proteinas totais. E percebido ndo s6 a sintese de proteinas
de reserva, mas também do acimulo de proteinas relacionadas ao estresse e de outras
classes de proteinas. Alem disso, também sintetizadas durante o desenvolvimento do
embrido, como aquelas relacionadas a respiracdo (glicdlise, ciclo de Krebs e
fosforilagdo oxidativa), a biossintese de carboidratos e ao metabolismo de aminodcidos
(Aberlenc-Bertossi et al. 2008; Cangahuala-Inocente et al. 2009; Sghaier-Hammami et
al. 2009a)

2.6 Avaliacao da expressao de genes por RT-qPCR

A reacdo quantitativa em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) é uma
técnica padrdao na maioria dos laboratérios. E uma técnica onde a coleta de dados ocorre
ao longo do processo de uma PCR comum, baseada no processo de transcriptase

reversa (RT), combinando amplificacio e detec¢io em um tnico passo. Isso é
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alcancado usando uma variedade de diferentes compostos fluorescentes que
correlacionam com o produto de PCR gerando uma intensidade de fluorescéncia (Wong
e Medrano 2005). Dessa forma, a RT-qPCR € uma grande ferramenta para quantificagio
dos niveis de expressdao de genes e tem possibilitado verificar esta expressdo entre
diferentes amostras biologicas (Taylor et al. 2010).

No entanto, fatores como a escolha de genes referéncia apropriados e tratamento
da andlise dos dados em softwares é de fundamental importancia para se obter
resultados precisos.Os genes de referencia sdo aqueles que apresentam uma expressiao
uniforme na maioria dos tecidos, apesar deles poderem variar em diferentes fases de
desenvolvimento, tratamentos bioldgicos e condi¢cdes ambientais (Expdsito-Rodriguez
et al. 2008), sendo assim necessario analises de estabilidade destes. A estabilidade dos
genes de referéncia € determinada partindo do principio que dois genes normalizadores
ideais possuem razdes de expressdo idénticas em todas as amostras, independentemente
das condi¢des ambientais e experimentais. Assim, um valor de estabilidade do gene (M)
baixo indica expressao mais estdvel (Kozera e Rapacz 2013; Santos et al. 2018).

A andlise dos dados de qPCR € uma parte crucial de todo o experimento, o que
levou ao desenvolvimento de uma infinidade de métodos. As ferramentas lancadas
cobrem partes especificas do fluxo de trabalho ou fornecem solucdes completas de
andlise (Pabinger et al. 2014). Dentre estes softwares utilizados para a identificacdo e a
classificacdo dos genes de referéncia mais adequados destaca-se o geNorm. Este
programa determina os genes de referéncia mais estdveis além de determinar também
quantos genes de referéncia sdo necessdrios para que a normalizacdo seja segura
(Vandesompele et al. 2002). Outra ferramenta usada € o Software de expressao relativa
REST (REST ©), baseado no modelo Pfaffl (2001), combina quantificacdo e
normaliza¢do de genes em um unico cdlculo. Este modelo incorpora as eficiéncias de
amplificacdo dos genes alvo e de referéncia (normaliza¢io) para corrigir as diferengas

entre os dois ensaios.

2.7 Hibridizacao in situ

A hibridizagdo in situ é uma técnica citoquimica para localizacdo de DNA
especifico ou seqiiéncias de RNA dentro de um organismo. Ao contrdrio das
transferéncias Northern e Southern blot, em que os &acidos nucléicos sdo primeiro

isolados e depois separados por eletroforese antes da sondagem, na hibridagao in situ, as
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seqiiéncias alvo s@o deixadas no interior do tecido. Assim sendo, a hibridacdo in situ
depende do pareamento entre dois polinucleotideos com seqii€éncias complementares
(comumente denominado de hibridac¢dao) (Wilkinson 1992; McFadden 1995).

A hibridizag¢do in situ é realizada pelo preparo de uma sonda de um gene
especifico adequadamente concebido. Esta sonda ao ser aplicada para o tecido
previamente preparado e submetido a hibridizacio com as seqiiéncias alvo
complementares. Dessa forma, torna-se visivel com alguma forma de marcador, sendo
assim possivel determinar sua localizag¢do (Tsai e Harding 2013).

Aplicada corretamente, a técnica de hibridizacdo in situ fornece informagdes
precisas sobre a localizacio de uma seqiiéncia especifica de DNA ou RNA. E uma
ferramenta extremamente poderosa para estudar a expressdo especifica no tecido
(McFadden 1995).

Na cultura de tecidos vem sendo relatados diversos trabalhos da utilizacdo da
técnica para verificar expressdo de genes durante o processo de desenvolvimento in
vitro. Sobretudo, utilizando o gene SERK, por ser este relacionado com aquisi¢do da
competéncia embriogénica. Dentre estes trabalhos estdo: SERK em Daucus carota
(Schmidt et al. 1997), SERK em Helianthus annuus (Thomas et al. 2004), SERK em C.
nucifera (Pérez-Nuiez et al. 2009), CDKA em Cocos nucifera (Montero-Cortés et al.
2010) e SERK em Ananas comosus (Ma et al. 2012). Em Arabidopsis a expressdo foi
detectada em quatro locais: em calos embriogé€nicos, onde os embrides foram
desenvolvidos, nas partes basais dos embrides, nas camadas externas dos cotilédones e
nos tecidos provasculares dos embrides somdticos em desenvolvimento (Hecht et al.
2001).

Dentre as palmeiras, Pérez-Nuiiez et al. (2009) ao analisar a expressdo do gene
SERK em C. nucifera pela técnica de hibridizacdo in situ, constataram que a sua
expressdo pode ser detectada em tecidos embriogénicos antes que o desenvolvimento
embriondrio possa ser observado. Em contraste aos tecidos ndo embriogénicos, onde
nio foi detectado ou apresentou niveis mais baixos. Estes dados sugerem que a
expressdo do gene SERK estd associada a inducdo de embriogénese somatica e que
pode ser um potencial marcador de células competentes para formar embrides somaticos

em tecidos cultivados in vitro.
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2.8 Gene SERK

As plantas possuem um grande nimero de receptores de sinais em sua superficie
celular (Receptor-Like Kinases, RLKs) e proteinas semelhantes a receptores (Receptor-
Like Proteins, RLPs), muitos dos quais estdo implicados na deteccdo de sinais
extrinsecos e intrinsecos, € governam diversas respostas celulares. Dentre essas vias de
sinalizagdo, existe um pequeno grupo de RLKs conhecido como Somatic
Embryogenesis Receptors Kinases (SERK). Como co-receptores comuns em diversos
receptores de sinaliza¢do, os SERKSs exibem plasticidade funcional e ainda mantém um
alto grau de especificidade de sinalizacdo (Ma et al. 2016).

Os SERKSs sdo receptores de membrana que detectam um conjunto diverso de
ligantes extracelulares e que retransmitem esses sinais para o citosol para desencadear
respostas celulares especificas. Estes estdo envolvidos em diversos aspectos do
desenvolvimento das plantas, como o crescimento dependente de brassinoesterdides e
fitossulfoquinas, diferenciacdo de células, a imunidade, a esporogénese masculina e o
padrao estomdtico. Os SERKs formam uma parte integral do sistema imunoldgico da
planta e regulam a morte celular (Brandt e Hothorn 2016; Ma et al. 2016).

A embriogénese somadtica envolve diferentes eventos moleculares, incluindo a
expressao de varios genes diferentes e vérias rotas de sinais de transdugdo. Dentre estes
genes, destaca-se o gene SERK, que foi originalmente identificado como um marcador
da competéncia embriondria na cultura de células de cenoura (Schmidt et al. 1997),

O gene SERK é um marcador potencialmente confidvel da competéncia
embriogénica, uma vez que varios homodlogos sdao encontrados em tecidos
embriogénicos de vdrias espécies vegetais (Toorn et al. 2015; Kumar e Van Staden
2019). Dentre estas espécies vegetais, ja foi descrito para algumas palmeiras como C.
nucifera (Pérez-Nufiez et al. 2009), P. dactilifera (Rekik et al. 2013) e E. guineensis
(Angelo et al. 2013).
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Capitulo 1

FATORES ENVOLVIDOS COM A CALOGENESE VISANDO A
EMBRIOGENESE SOMATICA EM Acrocomia aculeata: MORFOANATOMIA E
BIOQUIMICA

Resumo

A Acrocomia aculeata é uma palmeira do Cerrado brasileiro que possui alto potencial
para a producdo de Sleo vegetal. Sendo assim, esta espécie tem sido alvo para o
melhoramento vegetal. Portanto, esse trabalho teve como objetivo induzir a calogénese
em macauba a partir de tecidos foliares de plantas adultas e elucidar os eventos
morfoanatdmicos e bioquimicos visando a embriogénese somadtica. Para isso, foram
utilizadas folhas do palmito de trés acessos diferentes e avaliou-se a influéncia da regido
do palmito e o seccionamento ou ndo do explante, a posicdo do explante no meio de
cultivo e a combinagdo das auxinas Picloram e 2,4 — D na indug¢do de calos. Na
multiplicagc@o dos calos foi testada a adi¢do das poliaminas ao meio e para diferenciacio
em embrides somdticos, foram testados meios contendo diferentes combinacdes de
auxinas e citocininas. Para a andlise anatdmica e bioquimica foram retiradas amostras
oriundas das diferentes etapas do processo. A regido do palmito proximal quando
seccionada proporciona maior formagao de calos aos 30 dias (52,5%). Quando avaliado
regido, combinacdo de auxinas e posi¢do percebeu-se que, quando posicionados
verticalmente, explantes da regido Mediana sob efeito de 450 uM de Picloram exibem
maior percentual de calos (58,3%) aos 30 dias, enquanto aos 90 e 180 dias a regido
Distal e explantes posicionados horizontalmente apresentaram maior formagdo de calos.
Quando avaliado os acessos, observou-se maior formacao de calos no acesso Buriti
Vermelho-DF (13%). Os tratamentos mostrados no presente trabalho ainda ndo sio
suficientes para a diferenciagdo de calos em embrides somadticos. No entanto, foi
observado que a associacdo de ANA+2iP e 2,4-D+BAP foram importantes para
manutencdo dos calos. Anatomicamente, foi possivel perceber que o explante inicial
apresentava células meristemaéticas e feixes vasculares pouco desenvolvidos. Na regido
Distal, aos 30 dias em meio de indugdo, apresentaram formagdo de calos na regiao
central do feixe vascular de menor calibre, e aos 90 dias observou-se a formacgdo de
calos em diversos feixes vasculares de forma padronizada. Os calos em meio com
associacdo de auxinas apresentaram caracteristicas embriogé€nicas, como células
maiores e mais vacuoladas, além de paredes celulares aparentemente mais espessas e
acumulo de amido na regido central do calo. As andlises bioquimicas dos teores de
aclcares soluveis totais evidenciaram que antes da inducdo de calos (0 DAI), o acesso
de Buriti Vermelho apresentou menor quantidade de acticares soluveis totais (121,2
pg/mgMS). Além disso, o calo nodular apresentou 212,6 pg/mg em relacdo ao calo
alongado que exibiu 111,5 ug/mg O resultado dos teores de amido apresentou
diferencas apenas no inicio da inducao de calos, sendo que Buriti Vermelho apresentou
maiores teores. Os resultados dos teores de proteinas totais em razao do tempo de
indugdo sdo maiores em todos os acessos no tempo inicial, em comparagdo aos 120 dias
de indugdo. Além disso, o calo nodular apresentou maiores teores de proteinas (50,4
ng/mgMsS) que o calo alongado (8,03 pg). Nesse trabalho foram demonstrados fatores
envolvidos na formagdo de calos em macatba, porém com necessidade de otimizacdo
das etapas finais do processo, em especial, na diferenciacdo de embrides somaticos. Em
funcdo dos resultados obtidos, este trabalho apresenta-se como um modelo util para a
investigacdo dos eventos iniciais da embriogénese somatica em palmeiras.
Palavras-chaves: Embriogénese somética, calogénese, bioquimica, anatomia. Amido.
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1 Introducao

A Acrocomia aculeata (Macaiba) é uma importante espécie do Cerrado
brasileiro. Conhecida pela alta producdo de O6leo, a macaiba apresenta alta
produtividade em 6leo entre as plantas oleaginosas (até 6.000 kg/ha) e, dada a qualidade
do seu 6leo, possui alto potencial para a producio de biodiesel (Cardoso et al. 2017).
Exibe também alta plasticidade ambiental, podendo ser cultivada em regides tropicais
secas, e teoricamente, se mantém produtiva por mais de 100 anos (Lorenzi 1992;
Teixeira 2005).

No entanto, a macatiba € uma planta que apresenta sua forma de exploracio de
forma extrativista além de ser incipientemente domesticada (Lopes et al. 2018). Dessa
forma, a sua exploragdo comercial dependente do desenvolvimento de tecnologias que
incluam a selecdo de gendtipos. Gendtipos superiores podem ser selecionados de
populacdes naturais de plantas, porém, apresentam dificuldades de serem propagados
vegetativamente por meio de técnicas convencionais, fato que dificulta que gendtipos
superiores possam ser multiplicados para plantios comerciais (Clement 1999; Lorenzi e
Negrelle 2006)

Portanto, é necessaria a propaga¢do do gendtipo com caracteristicas importantes.
A embriogénese somadtica é uma técnica importante a ser utilizada por permitir
inimeros clones. A embriogénese somdtica € uma via morfogé€nica para regeneragao in
vitro de plantas, sendo definida como o processo pelo qual células ou tecidos somaticos,
sob condi¢Oes experimentais favordveis, sdo induzidos a formar embrides somaticos
bipolares, semelhantes aos embrides zigdticos, mas que niao € produto da fusdo de
gametas (Williams e Maheswaran 1986).

Assim, a embriogénese somadtica tem se mostrado util para a propagagdo in vitro
daquelas espécies que apresentam dificuldades de se propagar pela via assexual, além
de ser uma importante ferramenta para o melhoramento vegetal. Protocolos de
embriogénese somdtica ja foram descritos para algumas espécies de palmeiras, como a
P. dactylifera (Sharma et al. 1984; Fki et al. 2003; Sané et al. 2006; Othmani et al.
2009), o E. guineensis (Ahee et al. 1981; Teixeira et al. 1993; Scherwinski-Pereira et al.
2010; de Carvalho Silva et al. 2012; Balzon et al. 2013), A. aculeata (Moura et al.
2009), E. oleracea (Scherwinski-Pereira et al. 2012) e B. gasipaes (Steinmacher et al.
2007b; Heringer et al. 2014).
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Em macauba, o uso da técnica foi relatada inicialmente utilizando embrides
zigbticos como fonte de explante por Teixeira et al. (1986), Moura et al. (2009) e, mais
recentemente por Luis e Scherwinski-Pereira (2014). Luis (2013) e Meira et al. (2019a)
apresentaram os primeiros resultados quanto a embriogénese somética a partir de tecido
foliar de plantas adultas. Além disso, para melhor entendimento da técnica e otimizacao
em macauba, faz-se necessdrio andlise mais aprofundadas como analises anatdomicas e
bioquimicas do desenvolvimento in vitro.

Devido a insuficiéncia de relatos da embriogénese somética e a necessidade da
propagacdo da A. aculeata, o objetivo desse trabalho foi induzir a calogénese em
macatba a partir de tecidos foliares de plantas adultas e elucidar os eventos

morfoanatdmicos e bioquimicos durante o processo.

2 Material e Métodos

2.1 Material vegetal

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos II
(LCT-II), localizado na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, situado em
Brasilia, DF.

Como explante inicial foram utilizadas folhas jovens, ainda nao expandidas e
aclorofiladas (palmito) de Acrocomia aculeata. Para os experimentos abordados nos
tépicos 3.2.1 e 3.2.2 os materiais propagativos foram provenientes de plantas adultas
selecionadas de populagdes naturais localizadas na regido rural proxima ao Setor
Habitacional Fercal em Sobradinho, DF (15°35°37.6”’S, 47°54°36.1’’WQO). Para a
realizacdo de um terceiro experimento (topico 3.2.3), os explantes foram obtidos a partir
de plantas adultas de trés acessos do Campo Experimental da Embrapa Cerrados,
Planaltina, DF. Estes acessos possuem oito anos de idade e as mudas foram
provenientes de sementes coletadas em trés locais: Tiros — MG, Carmo do Paranaiba —

MG e Buriti Vermelho — DF (Figura 1).
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Figura 1 Localizagdo geografica dos parentais das matrizes de macaiba provenientes da
Embrapa Cerrados, utilizadas como fontes dos palmitos para os experimentos de
calogénese visando a embrigénese somética.

Os palmitos foram coletados evitando-se o maximo de danos das plantas
matrizes, as mantendo-as vivas e com capacidade de rebrota (Figura 2). Para a retirada
de cada palmito, efetuou-se primeiramente a desfolha da planta, retirando as folhas
velhas mais externas e, uma vez identificada a regido proxima ao meristema, realizou-se
um corte horizontal e imediatamente acima dessa regido (cerca de 10 cm acima do
meristema apical da planta). Em seguida, a regido de corte da planta foi coberta e
protegida para sua recuperacdo. Ressalta-se a importdncia do sucesso em manter a

planta matriz viva e capaz de rebrotar para novos estudos da mesma planta selecionada.
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Figura 2 Coleta do palmito da macatiba para os experimentos de inducdo da calogénese
visando a embrigénese somatica (A-E) e planta regenerada pds extracdo do palmito (F).
A: Retirada das folhas mais externas com ajuda de motosserra com extensor; B: Regido
préoxima ao meristema; C: Regido de corte do palmito com aproximadamente 10 cm de
distancia do meristema; D: Superficie do estipe da planta mostrando a regido de retirada
do palmito; E: Planta em inicio de regeneracdo; F: Planta totalmente regenerada.

Ap6s coletado em campo, o material vegetal foi conduzido ao laboratério e
submetido ao processo de limpeza e de reducdo do tamanho para 30 cm de comprimento
(Figura 3A-F). Em seguida, o palmito formado exclusivamente por folhas aclorofiladas
foi desinfestado em condigdes de cimara de fluxo laminar, pela imersdo em dlcool
etilico 70% (v/v) por trés minutos, hipoclorito de sédio (NaOCl) (2,5% de cloro ativo)
por 20 minutos, seguida de triplice lavagem em 4dgua destilada e autoclavada. Uma vez

realizada a desinfesta¢do, com o auxilio de pincas e bisturis, as folhas foram excisadas
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em explantes de 1,0 cm’, as quais foram padronizados mantendo-se trés laminas de
folhas/explante, obtendo, desta forma, os propdgulos para os experimentos in Vvitro

(Figura 3G).

Figura 3 Procedimento de limpeza e assepsia do material no laboratdrio para inducdo da
calogénese visando a embrigénese somdtica. A: Material proveniente do campo; B:
Palmito pds extragdo das folhas mais externas; C: Palmito reduzido para 30 cm de
comprimento; D: Assepsia realizada em proveta dentro de camara de fluxo laminar; E:
Material asséptico para a introducdo in vitro; F: Divisdo do palmito em trés partes
iguais; G: Inoculacdo dos explantes
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2.2 Inducao da calogénese visando a embrigénese somatica

2.2.1 Influéncia da regido do palmito e seccionamento do explante

Neste primeiro experimento avaliou-se a influéncia da regido do palmito
utilizada como fonte de explante e o seccionamento ou ndo do explante, a fim de
aumentar a superficie de contato com o meio de cultivo. Para tanto, o palmito foi
dividido em trés regides: Proximal (mais préxima ao meristema), regiao Mediana (meio
do palmito) e regido Distal (a mais distante do meristema). J4 para avaliacdo da
influéncia do tipo de seccionamento do explante, foram realizados cortes transversais no
sentido do feixe vascular, com o propdsito de aumentar a superficie de contato do
explante ao meio de cultivo, sendo denominado corte do tipo cortina, além de explantes
do tipo padrao (Figura 5, tépico 4.1.2).

Foi utilizado o meio de cultivo composto de sais do meio de cultura Y3
(Eeuwens, 1976) e vitaminas do meio de MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado
com 30 g.L"! de sacarose, 500 mg.L"' de glutamina, 500 mg.L" de caseina hidrolisada,
500 mg.L'1 de cisteina, 100 mg.L'1 de mio-inositol e 2,5 g.L'1 de carvio ativado, sendo
o meio solidificado com 2,3 mg.L"' de Phytagel®. A auxina Acido 4-amino-3, 5, 6-
tricloro- picolinico (Picloram) foi adicionada ao meio na concentracdo de 450 uM,
como descrito em Meira et al. (2019b, in press).

A percentagem de explantes oxidados (com superficie com mais de 50% de
oxidagdo) e a percentagem de explantes com formacdo de calo primdrio (sem considerar
a quantidade e a qualidade do calo) foram determinadas aos 30, 90 e 180 dias de cultivo
in vitro. A percentagem de explantes oxidados foi obtida através da razdo entre a
quantidade de explantes oxidados e o nimero total de explantes por placa, multiplicada
por 100. A percentagem de explantes com calo primario foi calculada da mesma forma
supracitada.

Nesse experimento, adotou-se delineamento experimental inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 3x2 (regides do palmito - Distal, Mediana e Basal - e
seccionamento do explante - padrao e cortina), totalizando 6 tratamentos. Cada
tratamento foi formado por 13 repeticoes, cada uma delas formadas por 6 explantes. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo
teste de Scott-Knott a 5% de significancia utilizando software R (R Development Core

Team 2008).
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2.2.2 Influéncia da regido do palmito, posicdo do explante no meio de cultivo e

combinagdo de auxinas

Um segundo experimento foi realizado com objetivo de avaliar a influéncia da
regido do palmito. Neste experimento, o palmito foi dividido em duas regides (Distal e
Mediana), e os explantes foram posicionados horizontal (por¢cdo adaxial em contato com
0 meio) e verticalmente (posi¢do semelhante ao observado na planta). O posicionamento
vertical visou manter o0 mesmo sentido dos vasos condutores encontrados na planta no
campo. Para a avaliacdo da influéncia da combinag¢do de auxinas, a auxina Picloram foi
adicionada ao meio na concentracdo de 450 UM combinada com as concentragdes 0,
150, 300 e 450 uM do 4cido 2,4- diclorofenoxiacético (2,4 — D).

Foi utilizado o meio de cultura composto de sais do meio de cultura Y3
(Eeuwens, 1976) e vitaminas do meio de MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado
com 30 g.L"! de sacarose, 500 mg.L"' de glutamina, 500 mg.L" de caseina hidrolisada,
500 mg.L'1 de cisteina, 100 mg.L"' de mio-inositol e 2,5 g.L'1 de carvao ativado, sendo
o meio solidificado com 2,3 mg.L'1 de Phytagel®.

As avaliagdes quanto formagdo de calos foram realizadas aos 30, 90 e 180 dias
de indugdo, conforme mencionado no tépico 3.2.1. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial triplo (2x2x4): regides do
palmito (Distal e Mediana), posi¢do do explante (horizontal e vertical) e concentracao
de 2,4-D (0, 150, 300 e 450 uM combinadas com 450 uM Picloram), totalizando 16
tratamentos. O experimento foi formado com oito repeticoes cada e 6 explantes por
repeticdo. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as
médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia utilizando software

R (R Development Core Team 2008).

2.2.3 Influéncia dos acessos

Realizou-se um terceiro experimento visando avaliar a influéncia de trés
diferentes acessos na indugdo de calos. Para tanto, foram coletados dois palmitos
(Coleta 1 e Coleta 2) de cada acesso e inoculados em meio de cultura Y3 (Eeuwens,
1976) e vitaminas do meio de MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado com 30
g.L'1 de sacarose, 500 mg.L'1 de glutamina, 500 mg.L" de caseina hidrolisada, 500
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mg.L"' de cisteina, 100 mg.L" de mio-inositol e 2,5 g.L"' de carvio ativado. A auxina
Picloram foi adicionada ao meio na concentragao de 450 uM.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 20
repeticoes por tratamento e 6 explantes por repeticdo. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia utilizando software R (R Development Core Team

2008).

2.2.4 Caracteristicas de cultivo comuns aos experimentos de indugdo de calos

Durante os experimentos de inducdo de calos, os explantes foram transferidos
para novo meio com a mesma composi¢io a cada 60 dias, cultivados em placas de Petri
(15 x 90 mm) na auséncia de luz e em sala de cultivo com temperatura de 25+2°C.

Todos os meios de cultivo foram solidificados com 2,2 g L de Phytagel (Sigma,
St. Louis, MO) e o pH ajustado para 5,8+0,1 antes da esterilizacao que foi realizada por

autoclavagem a 120 °C e 1 atm de pressao por 20 minutos.

2.3 Multiplicacao de calos

Durante a etapa de multiplicagdo, os calos obtidos durante a fase de indugdo
foram separados dos explantes e mantidos em meio com a concentragdo de Picloram
reduzida para 225 pM. Nesta fase, foi testada a adi¢do das poliaminas Espermidina e
Putrescina ao meio de cultivo, nas concentragdes de 100 uM e 1000 uM,
respectivamente, por 120 dias. Os calos foram mantidos em meio de cultura Y3
(Eeuwens 1976) e vitaminas do meio de MS (Murashige and Skoog 1962),
suplementado com 30 gL' de sacarose, 500 mg.L"' de glutamina, 500 mg.L'1 de
caseina hidrolisada, 500 mg.L'1 de cisteina, 100 mg.L'1 de mio-inositol e 2,5 g.L'1 de
carvdo ativado. O meio foi solidificado com 2,2 g.L"! de Phytagel (Sigma, St. Louis,
MO) e o pH ajustado para 5,8+0,1 antes da esterilizacdo, realizada por autoclavagem a
120 °C e 1 atm de pressdo por 20 minutos. Nesta etapa, os calos foram pesados em
balanca de precisdao no inicio e apds 120 dias de cultivo para verificar a taxa de

multiplicacdo.
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2.4 Diferenciacio de calos em embrides somaticos

Tentativamente foram realizados dois experimentos para a diferenciacdo dos
calos embriogénicos, oriundos dos experimentos anteriores, em embrides somaticos. No
primeiro experimento, os calos foram inoculados em meio contendo diferentes
concentracdes de N6—Benzilamin0purina (BAP) (0,0; 4,43, 8,86, 17,72 e 35,44 uM),
combinadas com 0,54 uM de 4cido naftalenoacético (ANA). No segundo experimento,
os calos foram inoculados em meio com combina¢des de auxinas e citocininas em
concentracdes pré-estabelecidas, como segue: 10 uM de Picloram, 4 uM de 2,4-D e 0,54
UM de ANA, combinadas com 4,43 uM de BAP ou 12,3 uM de 2-isopenteniladenina
(2iP). Os tratamentos foram divididos da seguinte forma: ANA + BAP (T1), ANA + 2iP
(T2), 2,4 - D + BAP (T3), 2,4 - D + 2iP (T4), Picloram + BAP (T5), Picloram + 2iP
(T6), BAP (T7) e 2iP (T8). Nestas condi¢des, os materiais foram cultivados por 90 dias.

Durante os dois experimentos, os calos foram mantidos em meio de cultura Y3
(Eeuwens, 1976) e vitaminas do meio de MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado
com 20 g.L"! de sacarose, 500 mg.L' de glutamina, 500 mg.L" de caseina hidrolisada,
500 mg.L"' de cisteina, 100 mg.L"' de mio-inositol e 300 mg.L" de carvio ativado. O
meio foi solidificado com 2,2 gL' de Phytagel (Sigma, St. Louis, MO) e o pH ajustado
para 5,840,1 antes da esterilizacdo realizada por autoclavagem a 120 °C e 1,3 atm de
pressao por 20 minutos.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com cinco
repeticoes por tratamento e cinco calos por repeticdo. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia utilizando software R (R Development Core Team

2008).
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Tabela 1. Composi¢ao dos meios de cultura utilizados durante os experimentos de
indu¢do, multiplicacdo de calos e diferenciacdo de embrides somdticos, a partir

segmentos foliares de Acrocomia aculeata.

Componentes  Inducdo de calos Multiplicacdio Diferenciacdo de embrides somadticos

Meio de cultura Y3 Y3 Y3
Vitaminas MS MS MS
Picloram 450 uM 225 uM 10 uM
24-D - - 4 uM
ANA - - 0,54 uM
BAP - - 4,43 uM
2iP - - 12,3 uM
Putrescina - 1000 pM -
Espermidina - 100 pM -
Sacarose 30gL! 30gL! 20 gL
Carvao ativado 2,5gL" 2,5gL" 300 mg.L"!
Phytagel 22gL" 22gL" 22gL"

2.5 Analise anatomica e histoquimica

Para a andlise anatomica e histoquimica foram retiradas amostras do material in
vitro oriundas das diferentes etapas do processo. As amostras do material vegetal se
constituiram de folhas imaturas das regides Mediana e Distal apds 0, 30 e 90 dias em
meio de inducdo (experimento 1.2.2), além de calos da etapa de multiplicacdo e dos
diferentes tratamentos da etapa de diferenciacao.

Para o preparo do material para as andlises anatomicas e histoquimica foi
seguido o seguinte protocolo: as amostras foram fixadas em solucdo Karnovsky
(Karnovsky 1965) (paraformaldeido 4%, glutaraldeido 2,5% e tampao cacodilato de
sédio 0,05 M (pH 7,2) por um periodo de 24h, sob vacuo durante a primeira hora.
Depois de fixadas, as amostras foram desidratadas em uma série etandlica crescente (30
- 100%) por 1 hora cada e infiltradas em historresina (Leica, Heidelberg, Alemanha),

segundo as especificagdes do fabricante. Posteriormente, sec¢des (3-7 pum) foram
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obtidas em micrétomo rotativo manual (Leica®, RM212RT), distendidos e aderidos as
laminas microscdpicas em placa aquecida a 40 °C.

As secgoes foram coradas com azul de toluidina (O’Brien et al. 1964), para a
andlise estrutural, e coradas com Periodic Acid Schiff — PAS (O’Brien and McCully
1981) para identificacdo de polissacarideos neutros. Os resultados foram registrados em
microscopio acoplado a um computador com um software de captura de imagens

(Software LAS EZ 2.0).

2.6 Analise bioquimica

Para a anélise bioquimica foram retiradas amostras de folhas dos trés acessos no
momento do estabelecimento do experimento (dia inicial) e aos 90 e 120 dias de cultivo
em meio de indugdo de calos (experimento mencionado no tépico 3.2.3). Além disso,
amostras de calos embriogénicos € nido embriogénicos dos demais experimentos
também foram selecionadas para andlise bioquimica. Todo o material foi congelado em
nitrogénio liquido e armazenado em freezer a -80°C. Posteriormente, as amostras foram
liofilizadas por 48 horas e pulverizadas. Cada tratamento foi composto por trés
repeticoes.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial triplo (3x2x2): acessos (Tiros — MG, Carmo do Paranaiba — MG e
Buriti Vermelho — DF), coletas de dois palmitos de cada acesso e tempos de inducao (0
e 120 dias apds indugdo), o que totaliza 12 tratamentos, com 3 repeticdes cada. Os
dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA), com as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia utilizando-se do software R

(R Development Core Team 2008).

2.6.1 Acticares soliiveis totais

A extracdo dos acucares totais soluveis foi realizada segundo a metodologia
descrita por Pescador et al. (2008). Para tanto, 10 mg de massa seca das amostras
pulverizadas foram submetidas a extracdo em 500 uL de etanol 80% a 80 °C por 20
minutos. Apés a incubacgio, os tubos foram centrifugados a 10.000 xg (Hermle, Z326k,
Alemanha) por 10 minutos e os sobrenadantes foram coletados. Os residuos foram re-

extraido mais trés vezes e novamente centrifugado, com os sobrenadantes das quatro
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extracdes etandlicas reunidos em novos tubos plasticos, totalizando dois mL de
sobrenadante.

A quantificacdo de acucares soldveis totais foi realizada seguindo metodologia
fenol-sulftrico, descrita por Dubois et al. (1956). Foram pipetados 10 uL. das amostras
em tubos de ensaio e adicionados 490 puL de dgua Milli-Q, 500 uL de solugdo de fenol
5% e 2,5 mL de 4cido sulfirico concentrado. Apds 5 minutos de repouso em
temperatura ambiente, foi realizada a leitura das absorbancias em espectrofotometro
(Shimadzu UV 1800, Japdo) a 490 nm. Como tratamento controle foi utilizado uma
solucdo com 0,5 mL de dgua Milli-Q, 0,5 mL de solugdo de fenol 5% e 2,5 mL de 4cido
sulfirico concentrado. Todas as anélises foram realizadas em triplicata e quantificadas
com base na curva padrdo da glucose, com concentragdes de 0, 8, 16, 32, 64, 128 e 256

png/mL.

2.6.2 Amido

A extracdo e quantificagdo do amido foram realizadas segundo o método
enzimatico descrito por Amaral et al. (2007). Para tanto, os 10 mg de massa seca das
amostras que foram submetidas a extracdo de agucares soluveis totais na etapa anterior
foram armazenadas apds separacdo da fase etandlica. Em seguida, o pellet formado foi
seco em Speed Vac.

As amostras liofilizadas foram adicionados 0,5 mL (120 U.mL'l) de alfa-amilase
termoestavel do Bacillus licheniformis (Megazyme®), diluida em tampao MOPS (4cido
3-(n-morfolino) propanosulféonico) 10 mM pH 6,5. Em seguida, as amostras foram
incubadas a 75 °C por 30 minutos. Este procedimento foi repetido mais uma vez,
totalizando 120 unidades de enzima. Posteriormente, foi entdo adicionada as amostras
uma solugdo contendo 0,5 mL (30 U.mL™") de amiloglucosidase (AMG) de Aspergillus
niger (Megazyme®), em tampao acetato de sédio 100 mM, pH 4,5, seguido pela
incubagdo das amostras a 50 °C por 30 minutos. Este procedimento foi repetido mais
uma vez, totalizando 30 unidades de enzima. Apds as quatro incubacdes, foram
acrescentados 100 pL de acido percloérico 0,8 M para interromper a reacdo. Apds rapida
centrifugacdo a 10.000 rpm por 2 minutos, aliquotas de 2 uL das amostras e 18 uL de
agua Milli-Q foram pipetadas em microplacas e incubadas por 15 minutos a 37 °C com
300 puL de solu¢do GODPOD (Glicose PAP Liquiform/ Centerlab®). Apds a incubagdo,

o teor de amido foi determinado leitor de microplacas Elisa a 505 nm. Todas as andlises
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foram realizadas em triplicata com base na curva padrao da glucose com concentragdes

de 0,0; 0,06; 0,125; 0,25; 0,5 ¢ 1 mg/mL.

2.6.3 Proteinas totais

Para a extragdo das proteinas totais foram coletados 10 mg de massa seca das
amostras, adicionados um mL de tampdo PBS e macerados com ajuda de gral e pistilo.
Logo em seguida, foi adicionado mais um mL de tampao PBS e coletados em
microtubos de 2 mL de capacidade. As amostras passaram por vortex durante um
minuto e em seguida foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos a temperatura de
8°C. Ap0s isso, 0 sobrenadante foi transferido para novos microtubos e armazenado.

A quantificacdo foi realizada de acordo com o método descrito por Bradford
(1976). Para tanto, foram pipetados 12 uL das amostras em microplacas e foram
adicionados 180 puL de reagente Bradford 50%. Apds 5-10 minutos de repouso, foi
realizada a leitura das absorbancias em espectrofotometro a 595 nm. Todas as anélises
foram realizadas em triplicata e com base na curva padrao da albumina de soro bovino

(BSA), com concentragdes de 0,0; 0,2; 0,4; 0,8; 1,2; 1,6; 2,0e 2,4 ug

3 Resultados

3.1 Inducio de calos

3.1.1 Influéncia da regido do palmito e seccionamento do explante

3.1.1.1 Formagdo de calos

Verificaram-se respostas diferenciadas durante a fase inicial da inducdo de calos
quanto a influéncia da regido do palmito utilizada como fonte de explante e a superficie
de contato do explante com o meio de cultura. Primeiramente, foi verificado
intumescimento nos primeiros trés dias, seguido de uma separacdo daqueles explantes
que apresentavam mais de uma folha. Também se observou inicio de oxidag¢do no local
de seccionamento do explante do tipo cortina (Figura 4).

Quanto a indugdo de calos, aos 30 dias foram avaliadas as primeiras respostas
dos explantes ao meio de cultivo em cada regido utilizada e nos explantes do tipo
cortina e padrdo. Estas primeiras respostas estdao associadas a formacao de calos, sendo

verificada a presenca de cristais nas bordas dos explantes, maior intumescimento e
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superficies irregulares (Figura 4B). Posteriormente, os calos foram observados,
sobretudo, nas bordas seccionadas (Figura 4C) e sobre os foliolos (Figura 4D) daqueles
explantes que apresentavam esse tipo de resposta inicial. Estes calos s@o
predominantemente de formato alongado e de cor amarelo, sendo que posteriormente 0s
calos nodulares foram formados a partir deste, conforme previamente descrito por Meira
et al. (2019a). Também nesse periodo foram observados contaminacdes (dados ndo

apresentados) com perda de repeticdes mesmo apds o estabelecimento do experimento.

Figura 4. Respostas do cultivo in vitro de explantes foliares de macaiba (Acrocomia
aculeata), provenientes de diferentes regides do palmito, seccionados ou ndo. A: Placas
com explantes do tipo padrdo (ndo seccionado) e cortina (seccionado). B: Formacgao de
cristais na borda do explante. C: Explante do tipo cortina apresentando a formacao de
calos; observar oxidacdo no local de corte. D: Explante do tipo padrdo apresentando
formacao de calos. Escalas: 2 mm

A formagdo de calos primarios avaliada aos 30 dias de inducdo, segundo as
andlises estatisticas, foi significativamente influenciada pelo tipo de explante (padrio e
cortina) e regides do palmito utilizadas. Conforme desdobramento (Figura 5), de modo
geral, o explante do tipo cortina se sobressaiu em termos de formacgao de calos. Além do

mais, nao foram verificadas diferencas estatisticas entre as trés regides do palmito
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quando se utilizou o explante padrao, diferentemente do observado para o explante
seccionado (cortina). Quando se seccionou o explante, as regides Mediana (39,7%) e
Proximal (52,5%) exibiram maiores percentuais de calos formados que a Distal
(10,2%). Salienta-se ainda, a precocidade da regido Proximal, independentemente do

tipo de explante utilizado, com relacdo a formagao de calo.
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Figura 5. Percentuais de formacdo de calos em explantes foliares (padrdao — sem
seccionamento e cortina — com seccionamento) de macaiba (Acrocomia aculeata)
proveniente de trés diferentes regides do palmito (Distal, Mediana e Proximal), ap6s 30
dias em meio de inducdo de calos. Letras mintusculas diferentes indicam diferengas
significativas entre os tipos de explantes (seccionados ou nao) dentro de cada regido do
palmito e letras maiusculas diferentes indicam diferencas significativas entre as regides,

dentro de cada tipo de explante, pelo teste de Scott-Knott a 5% de significincia. Barras
representam erro padrao.

Aos 90 dias foi verificado que houve diferengas estatisticas na formacgao de calos
apenas entre os tipos de explantes na regido Mediana, sendo 19,9% no explante tipo
padrao, enquanto nao houve formacdo de calos no explante do tipo Cortina.
Semelhantemente, na regido Distal foi verificada a formacdo de calos apenas no
explante do tipo padrdo (13%). Na regido Proximal foi verificado o inverso, ou seja,
maior formacdo de calos no explante do tipo Cortina (16,6%), enquanto o explante do

tipo Padrao apresentou uma formacao mais baixa (3,3%).
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J4 aos 180 dias de indugdo, ndo foram verificadas diferencas significativas na
formacgdo de calos entre os tratamentos, sendo que tanto o explante do tipo cortina
(18%) e padrao (34%) e as regides avaliadas (14% na regido Distal, 25% na regidao

Mediana e 32% na regido Proximal) ndo apresentaram melhorias na formacao de calos.

3.1.1.2 Oxidagdo

Aos 30 dias de inducdo de calos foi avaliada a taxa de oxidac¢do dos explantes
em cada regido utilizada e nos explantes do tipo cortina e padrao (Figura 6). De modo
geral, constatou-se maior oxida¢do nos explantes do tipo cortina, com destaque para a

regido Distal que exibiu até 100% de explantes com mais 50% da superficie oxidada.
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Figura 6. Percentuais de oxida¢do em explantes foliares (padrdo — sem seccionamento e
cortina — com seccionamento) de macatba (Acrocomia aculeata) provenientes de trés
diferentes regides do palmito (Distal, Mediana e Proximal), apés 30 dias em meio de
inducgdo de calos. Letras minudsculas diferentes indicam diferencas significativas entre os
tipos de explantes (seccionados ou ndo) dentro de cada regido do palmito e letras
maiusculas diferentes indicam diferencas significativas entre as regides, dentro de cada
tipo de explante, pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Barras representam
erro padrao.

Aos 90 dias de indugdo, ndo foi verificado interagdo entre os tratamentos. No

entanto, foi verificado resultados significativos quanto a oxidag@o entre os tipos de
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cortes testados, sendo que os explantes com o corte do tipo cortina apresentaram 68%

de oxidacdo e o padrdo 61% (Figura 7).
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Figura 7. Percentuais de oxida¢do em explantes foliares (padrdo — sem seccionamento e
cortina — com seccionamento) de macadba (Acrocomia aculeata), apés 90 dias em meio
de inducdo de calos. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Barras representam erro padrdo.

3.1.2 Influéncia da regido do palmito, posicdo do explante e combinagdo de auxinas

3.1.2.1 Formacdo de calos

Durante o experimento de influéncia da regido, posicdo e combinagdo de auxinas
foi verificado inicialmente intumescimento, seguido de uma separacdo daqueles
explantes que apresentavam mais de uma folha dos explantes. Visualizou-se também
inicio de oxidag@o nos locais de seccionamento dos explantes (Figura 8). Similar ao
mencionado no experimento anterior, verificou-se inicialmente a formagdo de cristais
nas bordas dos explantes, além de intumescimento e superficies irregulares (Figura 9A e
C), e posteriormente a formagdo de calos apds 60 dias de inducdo (Figura 9B e D).
Estes calos, como mencionado anteriormente, seguem o0 mesmo padrdo; sao
predominantemente de formato alongado e de cor amarelo inicialmente, e surgem

sempre na regido da nervura.
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Figura 8. Respostas do cultivo in vitro de explantes foliares de macaiba (Acrocomia
aculeata) posicionados horizontal e verticalmente no meio de inducdo de calos. A:
Explante na posic@o vertical apresentando as primeiras respostas ao cultivo in vitro. B:
Explante na posi¢cdo vertical com inicio de calos. C: Explante na posi¢do horizontal
apresentando as primeiras respostas ao cultivo in vitro. D: Explante na posi¢ao
horizontal com inicio de calos. Escalas: A, C e D: 2mm B: 1mm

Aos 30 dias de indugdo, as andlises estatisticas revelaram que a interacao tripla
auxinas vs. regioes do palmito vs. posi¢cdes do explante foi significativa e, portanto,
desdobrada (Tabela 2). O desdobramento revelou que a regido do palmito nio interfere
no percentual de calos em explantes posicionados horizontalmente no meio de cultivo,
independentemente das combinacdes entre as auxinas, € que, quando posicionados
verticalmente, explantes da regido Mediana sob efeito do tratamento 450 uM Picloram

exibem maior percentual de calos (58,3%) (Tabela 2).
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Tabela 2. Efeito das auxinas Picloram e 2,4-D combinadas em diferentes concentragoes
e do posicionamento dos explantes no meio de cultivo sobre as percentagens de calos
primdrios, durante a embriogénese somatica de macauba (Acrocomia aculeata) aos 30

dias de cultivo, a partir de explantes foliares provenientes de regides diferentes do
palmito

Posicao e regido do palmito

Horizontal Vertical
Tratamentos (uM)
Distal Mediana Distal Mediana
450 Pic 20,8+7,8 bA 8,3+3,1 bA 25,0+8,3 bB 58,3+15,4 aA
450 Pic + 150 2,4-D 62,5+4,4 bA 18,849,3 bA 0,0+5,8 bB 35,4+12,8 aA
450 Pic + 300 2,4-D 0,0+6,2bA 4,2+2.5 bA 2,1+2,0 bA 0,0+3,9 bA
450 Pic + 450 2,4-D 20,8+ 2,0 bA 0,0+0,0 bA 2,1+2,0 bA 2,1+2,0 bA

Letras minusculas diferentes indicam diferengas significativas entre as combinacdes de auxinas em cada
posi¢do e letras maitsculas diferentes indicam diferencas significativas entre as regides do palmito,
dentro de cada combinag@o de auxina, pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. + Erro padrdo.
Abreviacdes: (Pic) 4cido 4-amino-3, 5, 6-tricloro- picolinico — Picloram e (2,4-D) é4cido 2,4-
diclorofenoxiacético.

Aos 90 dias, diferencas estatisticas também foram observadas entre os niveis do

fator auxinas combinadas, com maior formacao de calos nos explantes em meio sem

adicao de 2,4-D (23,21%) (Figura 9).
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Figura 9. Porcentagem de formacdo de calos em diferentes concentragdes de 2,4-D
combinadas com 450 um de Picloram, aos 90 dias em meio de inducdo de calos. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia. Barras representam erro padrao
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Aos 90 dias de inducgdo de calos, verificou-se que somente a interacdo regides do
palmito vs. posi¢do do explante foi significativa e, entdo, desdobrada. De acordo com
andlises, a regido Distal, de modo geral, se sobressaiu em termos de produgdo de calos
quando comparada a regido Mediana, com destaque para o tratamento regido Distal

posicionada verticalmente (33,3%) (Figura 10).
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Figura 10. Porcentagem de formacdo de calos em explantes foliares de macauba
(Acrocomia aculeata) provenientes das regides Distal e Mediana do palmito e
posicionados horizontal (padrdo) e verticalmente no meio de cultivo, aos 90 dias de
cultivo. Letras minudsculas diferentes indicam diferencas significativas entre as regioes
do palmito e letras maitsculas diferentes indicam diferencas significativas entre
posicionamento dos explantes dentro de cada regido, com relacdo ao posicionamento do
explante, pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Barras representam erro
padrdo.

Aos 180 dias de inducdo de calos ndo foi verificada interacdo entre os
tratamentos. No entanto, foram verificadas diferencas significativas para cada fator
isolado. Quando avaliada a regiao do palmito utilizada como fonte de explante, foi
verificado que a regido Distal apresentou 25% de formacao de calos maior que a regido
Mediana (Figura 11). Da mesma forma, quando os explantes foram mantidos na posi¢ao
horizontal, houve 10% maior formacao de calos que os explantes mantidos na posi¢ao
vertical (Figura 12). Ja a adi¢do de 2,4-D combinado com o Picloram nao foi favoravel
para formacao de calos, pois o tratamento composto apenas por Picloram proporcionou

maior formacgdo de calos aos 180 de inducdo (Figura 13).
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Figura 11. Porcentagem de formacdo de calos em explantes foliares de macauba
(Acrocomia aculeata) provenientes das regides Distal e Mediana do palmito aos 180
dias em meio de indugdo de calos. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Barras
representam erro padrao.
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Figura 12. Porcentagem de formacdo de calos em explantes foliares de macauba
(Acrocomia aculeata) posicionados horizontal e verticalmente em meio de indugdo de
calos aos 180 dias. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significincia. Barras representam erro padrao.
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Figura 13. Porcentagem de formacdo de calos em explantes foliares de macatba
(Acrocomia aculeata) sob efeito de diferentes concentragdes da auxina 2,4-D aos 180
dias em meio de indug¢do. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Barras
representam erro padrao.

3.1.3 Influéncia dos acessos durante a inducdo

Similar ao mencionado para os experimentos anteriores foi observado o inicio da
resposta do explantes ao meio de cultura ja aos 30 dias de cultivo, sendo perceptivel
presenca de cristais nas bordas dos explantes, e, posteriormente, a formacdo de calos
nestas regioes.

Durante a execucdo do experimento para avaliar a influéncia dos acessos na
formacdo de calos, foram verificadas diferencas significativas entre os acessos testados,
apds 90 dias meio de indug@o com Picloram (Figura 14). Observou-se maior formagao
de calos nos explantes da regido de Buriti Vermelho (13%), em comparacdo com Tiros

(2,5%) e Carmo do Parnaiba (0,83%).
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Figura 14. Porcentagem de formacdo de calos nos trés acessos de Acrocomia aculeata
testados sob efeito de Picloram. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Barras
representam erro padrao.

3.2 Multiplicacao de calo

Durante a etapa de multiplicacdo, os calos embriogénicos (ver anatomia sec¢ao
4.4.1) obtidos durante a fase de inducdo foram separados dos explantes e mantidos em
meio com a concentragdo de Picloram reduzida para 225 uM. Nesta fase ndo foram
verificadas diferencas quanto a adi¢do das poliaminas Espermidina e Putrescina ao meio
de cultivo. No entanto, foi constatado um aumento médio no peso de calos de 61,9% em
120 dias de multiplicacio em todos os tratamentos. Nesta etapa, também foram
verificadas diferencas morfoldgicas nos calos, além do aumento do peso do calo, sendo
verificadas diferengas quanto a caracteristica morfoldgicas e anatdmicas destes. Alguns
calos perderam a caracteristica embriogénica e adquiriram caracteristicas

mucilaginosas, como pode ser visto na Figura 18 (t6pico 3.4.2).

3.3 Diferenciacio de embrides somaticos

Foram verificadas diferentes respostas durante a etapa de diferenciacdo, entre as
quais a oxidacdo em grande parte dos calos embriogénicos logo na primeira semana de
cultivo. No entanto, aqueles que sobreviveram mantiveram sua caracteristica
embriogénica (Figura 15). Além disso, no primeiro experimento foi observada a
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formacao de raizes a partir de calos cultivados sob efeito da auxina ANA associada com
a citocinina BAP. Salienta-se ainda que ndo houve rediferenciacdo das massas
calogénicas em embrides somaticos em nenhum dos tratamentos testados também no
segundo experimento. Aqueles tratamentos que proporcionaram a manutencdo das
caracteristicas embriogé€nicas e maior porcentagem de sobrevivéncia dos calos foram:

ANA + 2iP (T2) e 2,4-D + BAP (T3).
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Figura 15. Porcentagem de sobrevivéncias de calos em meio de diferenciacdo de
embrides somadticos, apds 90 dias em meio de diferenciacdo. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de

significancia. Barras representam o erro padrdo. Tratamentos: ANA + BAP (T1), ANA + 2iP
(T2), 2,4 - D + BAP (T3), 2,4 - D + 2iP (T4), Picloram + BAP (T5), Picloram + 2iP (T6), BAP (T7) e 2iP
(T8).

3.4 Analise Anatomica

3.4.1 Indugdo

Durante a fase de inducdo de calos foram verificadas diferencas anatdomicas
entre as regides Mediana e Distal durante 0, 30 e 90 dias apds inocula¢do (material
oriundo do experimento 2.2.2) (Figura 16). Anatomicamente, algumas diferencas
evidentes podem ser observadas entre as regides foliares Mediana e Distal do palmito,
imediatamente antes da inoculagdo in vitro. E possivel perceber, por exemplo, no

explante inicial da regido mediana, células mais meristeméaticas (menores € com nucleos
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bem nitidos), além de feixes vasculares pouco desenvolvidos (Figura 16A). Tais
caracteristicas ratificam o menor graus de diferenciacdo dessa regido. J4 a regido Distal,
exibe além de um sistema vascular mais desenvolvido, células parenquimaticas mais
diferenciadas (relacdo nucleo:citoplasma menor), com vaciolos bem maiores e visiveis
(Figura 16D).

Aos 30 dias em meio de inducdo de calos, explantes da regido Mediana
apresentaram células maiores e intumescidas, porém sem sinais de proliferacdo celular
(Figura 16B). Aos 90 dias de inducdo, explantes dessa regido aparentemente entraram
em colapso (Figura 16C).

Ja explantes da regido Distal, aos 30 dias em meio de inducdo de calos,
apresentaram formacgdo de calos na regido central do feixe vascular de menor calibre,
promovendo separagcdo deste em duas partes (Figura 16E). Aos 90 dias em meio de
inducdo, observou-se a formagdo de calos em diversos feixes vasculares de forma
padronizada, sempre na regido central do feixe e proliferando igualmente para ambos os
lados (Figura 16F). As divisdes celulares, de modo geral, foram visualizadas nas
adjacéncias do xilema e floema dos feixes vasculares. Hipotetiza-se que essas divisdes
ocorreram a partir de um provavel pool de células procambias (stem cells) localizado
nas vizinhancas dos tecidos vasculares e/ou a partir da desdiferenciacdo de células
parenquimaticas (perivasculares e do sistema vascular). Para afirmacdo definitiva,

investigacdes ontogénicas precoces e mais detalhadas devem ser realizadas.
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Figura 16. Caracterizacdo anatomica de folhas imaturas de uma planta de macatba
(Acrocomia aculeata) utilizadas como explantes iniciais na indu¢d@o de calos e de calos
formados apds 30 e 90 dias em meio de inducdo. A: Explante inicial da regido Mediana;
B: Explante da regido Mediana aos 30 dias; C: Explante da regido Mediana aos 90 dias;
D: Explante inicial da regidao Distal; E: Explante da regido Distal aos 30 dias; F:
Explante da regido Distal aos 90 dias.

Durante a fase de indugdo de calos foi possivel observar diferencas anatdmicas
entre os calos obtidos a partir do experimento de associacdo de Picloram com 2,4-D,
embora fossem morfologicamente semelhantes (Figura 17). Os calos obtidos com a
utilizacdo apenas de 450 uM de Picloram (Figura 17A) apresentaram células com
caracteristicas embriogénicas menos evidentes, como células e vacuolos maiores
(Figura 17B) e acimulo de amido nas regides em intensa divisao celular (Figura 17C).
J4 os calos obtidos com a utiliza¢do de Picloram associado a 150 uM de 2,4-D (Figura
17D) apresentaram caracteristicas mais embriogénicas, como didmetro reduzido,
citoplasma denso, niicleos conspicuos e com vacuiolos fragmentados, quando presentes.
Verificaram-se também paredes celulares aparentemente mais espessas (Figura 17E) e
acimulo de amido na regido central do calo (Figura 17F).

A utilizagdo de 300 uM de 2,4-D proporcionou a formacdo de calos (Figura

17G) com células com caracteristicas embriogénicas (Figura 17H), relacdo
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nucleo:citoplasma alta, vaciolos menores, paredes aparentemente mais espessas e
formato uniforme, além de acimulo de amido em todo calo (Figura 17I). No entanto,
calos obtidos com a concentragdo de 450 uM de 2,4-D (Figura 17J) apresentaram
células desuniformes, com grandes vacuolos, baixa relacdo nucleo:citoplasma (Figura
17K), ou seja, menos embriogénicas, além de menor acimulo de amido (Figura 17L). E
possivel perceber um maior acimulo de compostos fendlicos com o aumento da

concentracdo de 2,4-D.
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Figura 17. Anélise anatdmica e histoquimica (com Periodic Acid Schiff — PAS) de
diferentes linhagens de calos obtidos a partir de tecidos foliares de macaiba (Acrocomia
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aculeata) provenientes do cultivo sob diferentes concentracdes de 2,4-D combinadas
com 450 uM de Picloram. A-C: Calo obtido somente com Picloram; D-F: Calo obtido
com Picloram associado com 150 uM 2.4-D; G-I: Calo obtido com Picloram associado
com 300 uM 2,4-D; J-L: Calo obtido com Picloram associado com 450 uM 2.4-D;
Escalas: A, D, G,J: 1mm; B,C,E,F,H, I, K, L: 50 um.

3.4.2 Multiplicacdo

Durante a fase de multiplicacdo de calos foram observadas diferencas
anatOmicas entre os calos multiplicados com a utilizagdo das poliaminas Espermidina
(Figura 18A) e Putrescina (Figura 18B). No geral, foi possivel perceber uma perda de
qualidade dos calos quando mantidos por muito tempo nas condi¢des testadas, perdendo
a qualidade embriogénica. No entanto, ainda foi constato que calos em meio com
Espermidina foram caracterizadas pela presenca de uma zona periférica, contendo
células com caracteristicas meristemdticas (células pequenas, com citoplasma denso,
nicleos volumosos, nucléolos evidentes, vactolos fragmentados e intensa divisao
celular) em intensa divisdo celular, e por uma zona mais interna, compreendendo células
parenquimaticas com vacuolizacdo varidvel (Figura 18C). Diferentemente, calos obtidos
em meio com Putrescina exibiam ampla zona interna formada por células com
caracteristicas meristematicas e uma zona periférica composta por células com
caracteristicas parenquimaticas (altamente vacuoladas) (Figura 18D). Os dois tipos de
calo apresentaram pouco acimulo de amido, com eventuais compostos fenolicos

(Figura 18E e F).
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Figura 18. Andlise anatomica e histoquimica (com Periodic Acid Schiff — PAS) de
diferentes linhagens de calos obtidos a partir de tecidos foliares de macauba (Acrocomia
aculeata) cultivados sob efeito de Espermidina ou Putrescina durante a etapa de
multiplicagdo. A: Calos obtidos em meio de multiplicagdo com Espermidina; B: Calos
obtidos em meio de multiplicagdo com Putrescina; C: Corte anatdmico de calos obtidos
em meio de multiplicacio com Espermidina; D: Corte anatdmico de calos obtidos em
meio de multiplicagdo com Putrescina; E: Corte anatomico de calos obtidos em meio de
multiplicagdo com Espermidina apresentando acimulo de graos de amido (seta); notar
composto fendlico (*). F: Corte anatdmico de calos obtidos em meio de multiplicagao
com Putrescina apresentando acumulo de grios de amido; (seta); notar composto
fendlico (*). Escalas: A e B: 1 mm; C: 500 wm; D: 200 um; E e F: 50 pm.
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3.4.3 Diferenciacdo

Durante o primeiro experimento de diferenciacdo de calos embriogénicos em
embrides somdticos foi possivel observar, diferente do esperado, organogénese
caracterizada pela formacdo de raiz a partir de calos cultivados em meio contendo a
auxina ANA associada com a citocinina BAP (Figura 19A). Isto € comprovado pelo
corte anatdmico, onde é possivel observar a formacdo do feixe vascular (Figura 19B).
Ainda € possivel observar a formacdo de calo nessa regido (Figura 19C), o que ratifica a
participacao de células provasculares na formagdo de calos e pequeno acumulo de

amido préximo a formagdo do calo (Figura 19 D e E).
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Figura 19. Anélise anatdmica e histoquimica (com Periodic Acid Schiff — PAS) de um
calo com raiz obtido a partir de tecido foliar de macadba (Acrocomia aculeata)
cultivado sob efeito de ANA e BAP (fase de diferenciac@o). A: Calo apresentando raiz e
cor alaranjada; B, C: Corte anatomico da raiz apresentando formacgdo de calo; D, E:
Acumulo de graos de amido na adjacéncia de calo formado a partir de células vasculares
da raiz. Escalas: A: 2 mm; B e D: 200 um; C e E: 50 pum.

Durante o segundo experimento, os calos mantidos em diferentes combinacdes
de auxinas e citocininas apresentaram diferencas morfoanatdmicas observados com azul
de toluidina (Figura 20 e Figura 21) apds 90 dias de cultivo. Ao utilizar o corante PAS
para andlise histoquimica do acimulo de amido, nenhum dos tratamentos apresentou o
acimulo deste composto; portanto, esse dado ndo é mostrado aqui. Além disso, é
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possivel observar maiores diferencas entre os tratamentos em parametros como
espessura da parede celular, nicleo evidente ou ndo, e tamanho e nimero de vacuolo.

Os tratamentos para diferenciacdo T1 (ANA + BAP, Figura 20 A, B e C), T3
(2,4-D + BAP, Figura 20 G, He I), T7 (BAP, Figura 21 G, He I) e T8 (2iP, Figura 21 J,
K e L) apresentaram perfis celulares semelhantes. Nestes tratamentos € possivel
observar células com tnico vacuolo que preenche toda célula e células com diversos
grandes vacuolos subdivididos. Além disso, é possivel observas que estas células
apresentaram nucleo e nucléolo bem evidente e parede celular espessa.

E possivel observar que o calo do tratamento T2 (ANA + 2iP, Figura 20 D ¢ E)
apresentou certa padronizacdo, onde aparentemente as células apresentam diferenciacdao
em tecidos procambias (Figura 20F). Estas células sdo caracterizadas por células mais
alongadas e distribuidas de forma uniforme no calo.

No tratamento T4 (2,4-D + 2iP, Figura 20 J, K e L) é possivel observar células
menores e citoplasma menos denso, além de nicleo e vacuolo pouco evidente quando
comparado aos outros tratamentos.

Os tratamentos T5 (Picloram + BAP, Figura 21 A, B e C) e T6 (Picloram + 2iP,
Figura 21 D, E e F) evidenciaram células com maior relacdo nucleo/citoplasma,

diversos vacuolos menores € bem evidentes.
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Figura 20 Analise anatomica de calos de Acrocomia aculeata obtidos na etapa de
diferenciagdo de embrides somdticos aos 90 dias em meio de cultivo com diferentes
combinacdes de auxinas e citocininas tratamentos de T1 a T4. A: Calo obtido em ANA
+ BAP (T1), B e C: Corte anatdomico de T1, D: Calo obtido em ANA + 2iP (T2), E e F:
Corte anatdémico de T2; G: Calo obtido em 2,4-D + BAP (T3), H e I Corte anatémico
de T3; J: Calo obtido em 2,4-D + 2iP (T4), K e L: Corte anatémico de T4. Escalas A, D,
G, J: 2mm; B, E, H, K: 500 um F: 200um; C, I, L: 50um
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Figura 21 Andlise anatomica de calos de Acrocomia aculeata obtidos na etapa de
diferenciagdo de embrides somadticos aos 90 dias em meio de cultivo com diferentes
combinacdes de auxinas e citocininas tratamentos de T5 a T8 A: Calo obtido em
Picloram + BAP (T5), B e C: Corte anatémico de TS, D: Calo obtido em Picloram + 2iP
(T6), E e F: Corte anatdomico de T6; G: Calo obtido em BAP (T7), H e I: Corte
anatémico de T7, J: Calo obtido em 2iP (T8), K e L: Corte anatdmico de T8. Escalas A,
D, G,J: 1 mm; B, E, H, K: 500 um; C, F, I, L: 50um
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3.5 Analise bioquimica

3.5.1 Aciicares soluveis totais

Os resultados referentes aos teores de agucares soliveis totais (AST) em razao
do tempo de inducdo da embriogénese em folhas imaturas de trés acessos de Acrocomia
aculeata sdo apresentados na Figura 22. Observou-se que ndao houve diferencas
significativas entre os acessos durante o periodo de inducdo de calos (120 dias). No
entanto, € possivel notar diferencas significativas imediatamente antes do
estabelecimento da inducdo de calos (0 dias), onde o acesso de Buriti Vermelho
apresentou menor quantidade de AST por miligrama de matéria seca (121,2 ug/mg MS)
comparativamente aos acessos de Tiros (219,8 ug/mg MS) e Carmo do Parnaiba
(192,7 ug/mg MS).

Além disso, € possivel observar diferencgas significativas nos teores de acticares
soliveis totais nos tipos de calos obtidos, sendo que o calo nodular apresentou 212,6
ng.mg' de matéria seca em relacio ao calo alongado que exibiu 111,5 ug/mg MS

(Figura 23).

72



300

250

200

150 -

W Tiros

B Carmo do Parnaiba
100 -

ng.mg1MS de AST

W Buriti Vermelho

50 -

C Dias 120 Dias

Gendtipos e Tempo de indugao

Figura 22. Teores de acgucares soldveis totais (AST) em explantes foliares imaturos de
trés acessos de Acrocomia aculeata testados na indugcdo de calos visando a
embriogénese somadtica, aos 0 dias (imediatamente antes da inoculagdo in vitro) e 120
dias apos o estabelecimento do cultivo. Letras minusculas diferentes indicam diferenca
significativa entre os tempos, dentro de cada acesso e letras maiudsculas diferentes
indicam diferencgas significativas entre os acessos dentro de cada tempo de avaliacdo ,
pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Barras representam erro padrao.
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Figura 23. Teores de acucares soldveis totais (AST) em calos alongados (Al) e
nodulares (No) provenientes de explantes foliares imaturos de Acrocomia aculeata
usados na indugdo da calogénese visando a embriogénese somadtica. Letras diferentes
indicam diferengas estatisticas entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia. Barras representam erro padrao.

3.5.2 Amido

Os resultados referentes aos teores de amido na inducao de calos em trés acessos
de Acrocomia aculeata estdo apresentados na Tabela 3. E possivel observar diferengas
apenas nas coletas dos palmitos utilizados no inicio da indugdo de calos, sendo que apds
o periodo de 120 dias de inducdo de calos as porcentagens deste composto se
estabilizaram. Foi observado também que ndo houve diferengas significativas para
teores deste composto nos calos, apresentando médias de 43,09+5,14 ug/mg MS para

calos alongados e 38,86+9,59 ng/mg MS para calos nodulares.
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Tabela 3 Teores de amido em explantes foliares na indu¢@o de calos em duas coletas
dos trés acessos de Acrocomia aculeata testados.

Dia Inicial 120 Dias de indugao
Acessos
Coleta 1 Coleta 2 Coleta 1 Coleta 2
Tiros 5,242,1 bA 28,9+10,6 bA 36,8+7,0 aA 31,243,8 bA
Carmo do Parnaiba 50,2+2,7 aA 5,8+2,3 bB 24,6+9,3 aB 16,7+2,9 bB
Buriti Vermelho 39,8+2,2 aA 64,0+20,2 aA 57,0+15,9 aA 64,7+0,7 aA

Meédias de letras mintsculas diferentes indicam diferenga estatistica entre diferentes acessos dentro de
cada tempo e médias seguidas por letras maidsculas diferentes indicam diferenca estatistica entre tempo
dentro de cada gendtipo e pelo teste de Scott-Knott a 5% de significincia.

3.5.3 Proteinas totais

Os resultados referentes aos teores de proteinas totais em razdao do tempo de
indu¢do da embriogénese em folhas imaturas de trés acessos de Acrocomia aculeata sao
apresentados na Tabela 4. E possivel observar que os teores de proteinas totais sdo
maiores em todos os acessos das duas coletas no tempo inicial, em comparacdo aos 120
dias de indugdo; ou seja, os palmitos apresentavam teores maiores antes do contato com
meio de cultura para inducao de calos. Os valores variaram de 45,3 a 115,7 ug/mg MS.

Também é possivel perceber diferencas significativas entre os tipos de calos
obtidos durante a induc¢ao, sendo que o calo nodular apresentou 50,4 pg/mg MS e o calo

alongado 8,03 pug/mg MS (Figura 24).

Tabela 4 Teores de Proteina totais na inducdo de calos em duas coletas dos trés acessos
de Acrocomia aculeata durante o tempo de indugao

Dia Inicial 120 dias de indu¢do
Acessos
Coleta 1 Coleta 2 Coleta 1 Coleta 2
Tiros 74,0+6,7cA 45,3+7,0bB 14,6%1,0aC 16,6+1,5aC
Carmo do Parndiba 115,749,6aA 82,6+4,5aB 14,5+1,1aC 5,5+0,6aC
Buriti Vermelho 97,943,9bA 92,3+0,9aA 15,7+1,0aB 11,0+0,3aB

Médias de letras mintsculas diferentes indicam diferenga estatistica entre diferentes acessos dentro de
cada tempo e médias de letras maitisculas diferentes indicam diferenca estatistica entre tempo dentro de
cada genétipo pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia

75



60 .

50

40

30

20

10

g.mg 1 MS de Proteinas totais

Al No

Tipos de calos

Figura 24. Teores de proteinas totais em calos Alongados (Al) e Nodulares (No) de
explantes foliares imaturos de Acrocomia aculeata. Letras diferentes indicam diferencas
estatisticas entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott a 5% de significincia. Barras
representam erro padrao.

4 Discussao

4.1 Induciao de calos

4.1.1 Regido do palmito

Nesse estudo, a regido do palmito mais responsiva em termos de formagdo de
calos variou em funcdo dos demais fatores testados em conjunto. No experimento
abordado no tépico 3.2.1, a regido Mediana e Proximal, quando seccionadas, se
sobressairam, ao passo que no experimento abordado no tépico 3.2.2, a regido Mediana
se destacou com taxa de 58% de calos formados quando inoculada verticalmente em
meio de inducdo de calos sob efeito de 450 uM de Picloram. Nesse segundo
experimento, as regides Apical e Mediana, sob efeito de diferentes concentracdes de
2,4-D e inoculadas horizontalmente no meio, foram igualmente eficientes na formacgao
de calos. Essa variabilidade dos resultados obtidos ratifica a complexidade dos eventos
envolvidos na formacdo de calos a partir de tecidos foliares provenientes de plantas
adultas, bem como, o cariter multifatorial do processo e reforcam a necessidade de

estudos mais detalhados.
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Estudos anteriores apresentaram resultados superiores com relagdo a resposta de
inducdo de calos a partir de explantes foliares oriundos da regido Distal (Meira et al.
2019b, in press). Portanto é possivel manter a regido Proximal e, consequentemente, o
meristema na planta. Dessa forma, a planta tem a possibilidade de rebrotar, reduzindo as
chances de morte do genétipo fornecedor do palmito.

A diferenca de resposta de inducdo de calos nas diferentes regides do palmito foi
observada por outros autores. Ao avaliar a inducdo de calos em diferentes regides do
palmito de macauba, Luis (2013) verificou que a regido mais distal ao meristema é a
mais responsiva (93% de formacdo de calos), principalmente, quando cultivada em
meio Y3 suplementado com Picloram. Assim como observado por Gueye et al. (2009a)
com tamareira (Phoenix dactylifera), a regido mais distal ao meristema apresentaram
melhores respostas quanto a formagao de calos em relac@o a regido mais basal.

Mais recentemente, Silva-Cardoso (2018) verificou que a regido distal do
palmito de Syagrus oleracea exibiu percentual superior de formacdo de calos que as
demais regides testadas (Mediana e Proximal) quando inoculada em meio MS, relatando
até 84,4% de formagao de calos. Essa autora aponta como uma possivel explicacdo para
o sucesso em termos de responsividade (formacao de calos) dessa regido, a presenca de
tecidos vasculares mais desenvolvidos, sobretudo, floema. Conforme Silva-Cardoso
(2018), floema mais diferenciado, teoricamente, favoreceria o transporte de auxinas
enddgenas e exdgenas. Essa hiptese € sugestiva pelo fato do floema ser considerado a
mais rdpida rota de transporte de AIA (Goldsmith et al. 1974; Grones and Friml 2015).

O maior aporte de auxina na regido distal do palmito, seja pela exposicao
exogena de auxina indutora, juntamente com uma maior concentragdo de auxina
enddgena no floema mais diferenciado, de acordo com Silva-Cardoso (2018), poderia
estimular a formacao de calos a partir das divisdes de células procambiais pré-existentes
nas vizinhancas dos tecidos vasculares e/ou a desdiferenciagdo de células
parenquimadticas, resultando na formagao de calos primdrios.

Ho e Vasil (1983) também constataram maior divisdo celular em explantes
foliares de Saccharum officinarum que apresentavam tecidos vasculares com maior grau
de diferenciacdo. Por outro lado, resultados observados em macaiba por Padilha et al.
(2015) mostraram que a regido meristemdtica e basal de plantas germinadas in vitro
usadas como explantes iniciais proporcionaram aumentos significativos na formacao de
calos primdrios, quando associados ao Picloram.
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Nesse trabalho, em meio a variabilidade dos resultados obtidos em funcdo das
diversas interagdes com outros fatores influenciadores do processo de formacdo de
calos, a regido Mediana proporcionou resultados, de modo geral, satisfatérios em
termos de calogénese. Essa regido, em termos anatdmicos, apresenta caracteristicas
intermedidrias entre as regides Proximal e Distal, ou seja, ndo € totalmente
diferenciando, nem totalmente indiferenciada. Essa constatacdo corrobora com o
relatado por Gueye et al. (2009a) em P. dactilyfera. Esses autores afirmam que a
capacidade de formacdo de calos varia em func¢do do grau de diferenciacdo do explante
foliar, com destaque para aqueles nem totalmente diferenciados, nem insuficientemente
diferenciados.

Diante do exposto, acredita-se que nao somente o grau de diferenciacdo dos
tecidos governa o processo de formagdo de calos. Isso € ratificado pelos relatos
divergentes dos autores supracitados quanto a influéncia do grau de diferenciacao de
tecidos no processo de desdiferenciacdo celular e consequente producao de calos. Gueye
et al. (2009a) chamam atencdo para o fato de que as respostas as auxinas exdgenas
indutoras da calogénese nao dependem somente do estado de diferenciacdo dos
explantes, mas também dos niveis endégenos de auxina e da fisiologia inicial.

Como relatado por Roberts (1989) e Stasolla e Yeung (2003), diferentes tipos de
tecidos em uma mesma planta ou o mesmo tecido em vdrios estddios de
desenvolvimento podem apresentar respostas diferentes em condi¢des in vitro. Além
disso, o nivel de auxina endégeno dos explantes € provavelmente um dos fatores que
influenciam de alguma forma as respostas in vitro (Wang et al. 2011). Varios autores,
inclusive trabalhando com palmeiras, como P. dactylifera (Gueye et al. 2009) e Bactris
gasipaes (Nascimento-Gavioli et al. 2017), t€ém observado correlacdo positiva entre
concentracoes mais altas de auxina enddégena com a iniciagdo do processo

embriogénico.

4.1.2 Posigdo e seccionamento do explante

Segundo Wang et al. (2011), a orientac@o dos explantes é provavelmente um dos
fatores que influenciam de alguma forma as respostas in vitro. No presente trabalho,
foram observadas diferencas significativas entre as posicoes testadas dos explantes
quanto as repostas ao meio de indugdo de calos. Os explantes mantidos na posi¢ao

horizontal (padrdo), principalmente, quando oriundos da regidao Distal do palmito,
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apresentaram maior formacao de calos do que aqueles mantidos em posi¢ao vertical.
Provavelmente, isso se deve ao maior contato com os componentes do meio de cultura,
proporcionado pelo posicionamento horizontal. Resultado semelhante foi relatado por
Silva-Cardoso (2018) em S. oleracea.

Além disso, foram observadas diferencas quanto a producdo de calos dos
explantes seccionados de forma semelhante a uma “cortina” e assim denominado nesse
trabalho, comparativamente aqueles nao seccionados ou padrdo. Este tipo de explante
apresentou resposta inicial ao meio de cultura (calogénese) superior ao explante do tipo
padrao, o que provavelmente estd associado com o aumento da superficie de contato do
explante com o meio de cultivo. Além de maior inducdo de calos nos primeiros dias,
estes explantes apresentaram maior taxa de oxidagdo, o que € previsivel devido ao dano
mecanico ocasionado.

O aumento da superficie de contato de tecidos foliares seccionados € descrito
por outros autores, mediante a utilizacdo da técnica de TCL (Thin Cell Layer) por
Scherwinski-Pereira et al. (2010) e Padilha et al. (2015) em E. guineensis e A. aculeata,
respectivamente.

Ressalta-se também que a exposicdo de explantes feridos as condi¢des de cultivo
in vitro, como as altas concentracdes de reguladores de crescimento, promove alto nivel
de estresse celular (Silva-Cardoso 2018), o que pode desencadear o processo de
embriogénese somatica, dada a influéncia de diferentes estresses na inducao dessa via
(Fehér 2015; Nic-Can et al. 2015). Smith e Krikorian (1989) também salientam o fato
de que o proprio estresse proporcionado pelo corte do explante pode ser suficiente para
iniciar a embriogénese somadtica.

Quanto a alta taxa de oxidacdo observada em explantes seccionados, ¢ comum
ap6s a transferéncia dos tecidos vegetais para condicdes in vitro, a ocorréncia de
oxidacdo devido a liberacdo de compostos fendlicos. Os ferimentos do explante
promovem o rompimento dos compartimentos celulares e mistura dos seus contetidos e
pronta exposicdo dos compostos fendlicos ao ar e as diferentes enzimas que participam
do processo oxidativo (Laukkanen et al. 1999). Além do mais, a exposi¢dao as altas
concentracdes de reguladores de crescimento também pode aumentar a formagdo de
compostos fendlicos (North et al. 2012).

O actimulo de polifendis e produtos de oxidacdo em torno da superficie excisada

€ relatado por Andrade et al. (2000) e Van Winkle et al. (2003) como fator responsavel
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por modificar a composicdo do meio de cultivo e, conseqiientemente, a absorcao de
nutrientes pelos explantes. Estas substancias toxicas produzidas normalmente inibem o
crescimento dos explantes ocasionando, nao raramente, até a morte dos mesmos (Sato et
al. 2001; Costa et al. 2006). E importante mencionar que devido a realizacio de
subcultivos constantes e o uso de carvao ativado os niveis de oxidacdo se mantiveram
toleraveis.

Salienta-se, todavia, que nem toda oxidagdo demonstra ser prejudicial. Altas
concentracdes de ROS (Reactive Oxygen Species) podem ser toxicas, levando a danos
oxidativos. Contudo, em concentragdes apropriadas, estas espécies reativas também
atuam como moléculas de sinalizacdo que regulam muitas respostas fisiologicas e de

desenvolvimento (Karami e Saidi 2010; Swanson e Gilroy 2010).

4.1.3 Associacdo de auxinas

Foram observadas diferencas significativas durante o experimento de associacao
do Picloram com 2,4-D no meio de cultura para a indugdo de calos. A associa¢do destas
auxinas nao foi favordvel a formagao de calos, sendo que os explantes sob efeito apenas
da auxina Picloram apresentaram maior formacao de calos, inclusive com caracteristicas
anatomicas embriogénicas (ver sec¢dao 3.4.1), como previamente constatado por Meira
et al. (2019, in press).

Apesar do 2,4-D se destacar como indutor de calos visando a embriogénese
somadtica em palmeiras (Saleh e Scherwinski-Pereira 2016), outras auxinas, como o
Picloram, tem ganhado o cendrio da inicia¢do da embriogénese somdtica em diferentes
palmeiras (Steinmacher et al. 2007b; Padua et al. 2013; Luis and Scherwinski-Pereira
2014; Padilha et al. 2015; Mazri et al. 2017). Alguns poucos trabalhos t€m combinado
auxinas, como o realizado aqui, dentre os quais se citam Yusnita e Hapsoro (2011) e
Jayanthi et al. (2015), ambos em E. guineensis. No entanto, foram observadas
diferencas anatomicas entre os tratamentos testados. Foi observado que as células dos
calos obtidos com a associagdo de Picloram com 2,4-D apresentavam maiores
caracteristicas embriogénicas.

Verdeil et al. (2001) relata que foram obtidos calos embriogé€nicos ao passar os
calos primérios obtidos a partir de inflorescéncia imatura de Cocos nucifera para meio
com aumento da concentracao de 2,4-D. Estes calos apresentavam caracteristicas como:

uma alta relacdo nucleo:citoplasma, um nucleo central aumentado com um unico
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nucléolo proeminente, densamente corado e pequenos vacuolos, além de cercados por

uma parede externa espessada.

4.1.4 Acessos

Durante a fase de inducdo foram verificadas diferencas significativas entre os
acessos testados, sendo que o acesso de Buriti Vermelho apresentou notavelmente
maior formacao de calos e em menor tempo, diferente dos outros acessos de Tiros —
MG e Carmo do Parnaiba - MG que apresentaram respostas semelhantes.

Diversos outros autores relatam diferencas durante a embriogénese somdtica
entre gendtipos testados (Shoeb et al. 2001; Andrea et al. 2008; Raza et al. 2010; de
Carvalho Silva et al. 2012; Satish et al. 2016). Em E. guineensis, de Carvalho Silva et
al. (2012) relatam diferencas de 90 a 100% de formacdo de calo quando comparados
diferentes genétipos. Essas diferencas alertam para a necessidade de otimizacdo
continua dos protocolos e, de acordo com Mozgovd et al. (2017), evidenciam a
necessidade de compreensdo mais detalhada das barreiras moleculares que previnem a
embriogénese somdtica a partir de diferentes tecidos vegetativos.

A alta variabilidade nas respostas in vitro pode ser relacionada pela interacdo das
condi¢des de inducdo com os niveis de hormdnios endégenos dos explantes que
dependem do gendtipo, fase de desenvolvimento, idade, entre outros (Jiménez 2005).
Conforme Isah (2016), essas diferencas verificadas entre gendtipos podem estar

associadas com diferencas no grau de alteracdes epigenéticas.

4.2 Multiplicacao de calos

Durante a fase de multiplicagdo foi observado que aqueles calos mantidos por
em meio com poliaminas perderam sua qualidade embriogénica. Nascimento-Gavioli et
al. (2017) constataram que calos ndo embriogénicos continham concentracdes mais altas
de poliaminas totais, especialmente putrescina. Assim como Santanen e Simola (1992)
observaram que altas concentragdes de espermidina em calos ndo embriogénicos, ndao
apresentam efeito positivo na embriogénese somdtica. Diferentemente, Minocha et al.
(1999) indicam que as poliaminas desempenham um papel crucial no processo de
embriogénese somadtica. Dessa forma, novos trabalhos deverdo ser realizados para

verificar a presenga desses compostos nos calos e a influéncia deles.
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4.3 Diferenciacio de calos em embrides somaticos

Os tratamentos mostrados no presente trabalho ainda ndo sao suficientes para a
diferenciacdo de calos em embrides somadticos. No entanto, foi observado que a
associacdo de ANA+2iP (T2) e 2,4-D+BAP (T3) foram importantes para manter os
calos com as caracteristicas embriogénicas. Este resultado € importante, pois a
manutencao destes calos em meio com outros reguladores pode ser prejudicial para os
calos, uma vez que os calos mantidos nesses meios para diferenciagdo resultaram em
calos ndo embriogénicos ou oxidaram.

A auxina 2,4-D ¢€ relata por outros autores como um dos principais fatores de
aquisicdo de competéncia embriogénica (Fehér 2015). Apesar dos resultados favordveis
da eficiéncia na inducdo de calos com a utiliza¢do do Picloram ter sido observada por
varios autores em diversas espécies de palmeiras, tais como Bactris gasipaes
(Steinmacher et al. 2007a), Elaeis guineensis (Scherwinski-Pereira et al. 2010; de
Carvalho Silva et al. 2012; Balzon et al. 2013) e Acrocomia aculeata (Luis 2013;
Padilha et al. 2015), os resultados apresentados aqui demonstram que a auxina 2,4-D
pode estar relacionada a aquisi¢do de competéncia embriogénica, uma vez que os calos

mantiveram estas caracteristicas quando em presenca desta auxina.

4.4 Analises anatomicas

As andlises anatomicas realizadas nesse trabalho confirmam a participacdo de
tecidos provasculares na formagao de calos em tecidos foliares, ja nos primeiros dias de
cultivo.

Essa associacdo entre tecidos vasculares e calogénese durante a embriogénese
somatica tem sido comumente relatado em palmeiras (Buffard-Morel et al. 1992; Goh et
al. 2001; Sané et al. 2006; Silva-Cardoso 2018) e tem levantado discussdes.
Schwendiman (1988), por exemplo, associaram a formagdo de calos a partir de tecidos
foliares de E. guineensis a desdiferenciacio de células perivasculares. Ja Bar e Dawayati
(2014) associaram a formacdo de embrides somaticos de P. dactylifera a divisdo de
células procambiais de tecidos foliares, similar ao relatado por Almeida et al. (2012)
em B. gasipaes.

Nesse trabalho sugere-se, dada a proximidade dos calos formados dos feixes

vasculares, a ocorréncia das duas possiveis origens supracitadas: a partir de um provével
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pool de células procambias, stem cells, situado nas adjacéncias dos tecidos vasculares
e/ou a partir da desdiferenciacdo de células parenquimadticas perivasculares e do sistema
vascular, assim como relatado por Silva-Cardoso (2018), em tecidos foliares de S.
oleracea. Porém, sugerem-se estudos ontogé€nicos futuros para elucidagdo da
participacdo dessas vias na formacdo de calos de A. aculeta a partir de tecidos
vasculares.

Diversos estudos do processo de embriogénese somdtica através de andlises
anatdmicas demonstraram que as respostas de morfogé€nese tipicamente se originam de
células procambiais ou de células epidérmicas e/ou subepidérmicas (Schmidt et al.
1997; Somleva et al. 2000; Rose et al. 2006; Moura et al. 2008; de Almeida et al. 2012;
da Silva et al. 2015; Rocha et al. 2016a). As células procambiais podem ser
consideradas como células-tronco vasculares pluripotentes e estdo relacionadas a
diferenciacdo em células do floema e do xilema, além de outros tecidos durante a
embriogenese somdtica. Por outro lado, os mecanismos relacionados a plasticidade das
células epidérmicas e sua capacidade de produzir linhagens celulares totipotentes que
dao origem a embrides ainda permanecem elusivas (Rocha et al. 2016b).

Os calos considerados embriogénicos oriundos do experimento onde se
utilizaram diferentes concentragdes de 2,4-D combinadas 450 uM de Picloram, de modo
geral, exibiam tamanho reduzido; alta relacdo nucleo:citoplasma; vacuiolos, quando
presentes, fragmentados; paredes celulares aparentemente mais espessas, dentre outras
caracteristicas. Tais caracteristicas, contudo, nao foram comuns a todos os tratamentos
testados, somente para os tratamentos 450 uM de Picloram, e 300 uM de 2,4-D + 450
UM de Picloram. Salienta-se, nesse contexto, a necessidade de se testar diferentes
reguladores de crescimento, combinados ou ndo, na busca de calos com qualidade
embriogénica. Outros autores observaram resultados semelhantes. Yusnita e Hapsoro
(2011) relatam maior formag¢do de calos em meio com combinagdes de 2,4-D e
Picloram; no entanto, aqueles que mantidos em meio com apenas 2,4—D apresentaram
maiores caracteristicas embriogénicas. Jayanthi et al. (2015) verificaram que a
combinacdo dessas duas auxinas proporcionou melhores resultados quanto a indugdo de
calos embriogénicos.

As caracteristicas mencionadas para os calos aqui considerados embriogénicos
sdo compativeis com relatos de diferentes autores (Kurczynska et al. 2012; Rocha et al.

2016a; Silva-Cardoso 2018). Verdeil et al. (2001), por exemplo, relatam que foram
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obtidos calos embriogénicos ao passar os calos primdrios obtidos a partir de
inflorescéncia imatura de Cocos nucifera para meio com aumento da concentracdo de
2,4-D. Estes calos apresentavam caracteristicas como: uma alta relacdo
nucleo:citoplasma, ou seja, um nucleo central que ocupa grande parte da célula e com
um Unico nucléolo proeminente densamente corado. Além disso, a presenca de
pequenos vacuolos e células cercadas por uma parede externa espessada sdo
caracteristicas relatadas para calos embriogénicos.

Durante a fase de diferenciac¢do utilizando combinagdes de auxinas e citocininas
foi possivel observar linhagens de calos embriogénicos apresentando células como as
mencionadas acima. Além disso, é possivel perceber caracteristicas como diferencia¢do
em tecidos vascular e formagdo de raizes. Essas caracteristicas também sao relatadas
por Rose et al. (2006) em Medicago truncatula, no qual foi observada a formacdo de
raizes a partir de células de feixes vasculares utilizando a auxina ANA para indugdo de
calos. O autor demonstra que as células do feixe vascular da folha sdo estimuladas em
divisdo pela adi¢do de auxina formando o calo primdrio e s@o a partir dessas células que
sdo formados os meristemas radiculares.

Estas observacdes estdo de acordo com a visdo de que os varios tipos de calos
ndo sdo meramente massas homogéneas de células totalmente desdiferenciadas
(Sugimoto et al. 2011), podendo ser observado células em diferentes graus de
diferenciacdo. Além disso, o processo de embriogénese somdtica pode apresentar o que
€ considerado como transdiferenciacdo de um tecido de calo parcialmente diferenciado
do que a rediferenciacio de células isoladas dentro de uma massa celular

desdiferenciada (Fehér 2015).

4.4 Analises bioquimicas

4.4.1 Andlise bioquimica dos acessos

A andlise de agucares soliveis totais demonstrou maiores teores nos acessos
antes da inducdo de calos, sendo que o palmito proveniente de Buriti Vermelho foi o
que apresentou menores teores de acucares soluveis totais (AST). Ja a andlise de amido
demonstrou que apds a inducdo, todos os palmitos apresentaram um aumento no teor de
amido e que de forma geral, o acesso de Buriti Vermelho sempre apresentou teores

maiores de amido.
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Estes resultados corroboram para a hip6tese de que a concentracao de amido esta
intimamente relacionada com a capacidade de formar calos. O presente trabalho
demonstrou que o acesso que apresentou maior teor de amido imediatamente antes da
inoculagdo em meio de inducdo, Buriti Vermelho (55 pg/mg MS), foi o que formou
mais precocemente calos e o que apresentou maior taxa de producdo de calos, em
comparacao, por exemplo, com o acesso Carmo do Parnaiba, que exibiu menor teor de
amido (23 pg/mg MS) que exibiu uma taxa de producdo de calos menor do acesso
Buriti Vermelho. Além disso, o teor de acticares soltiveis foi inversamente proporcional
ao teor de amido, provavelmente por ter sido este metabolizado.

Os resultados obtidos aqui sdo distintos dos resultados relatados por Bartos
(2016) ao estudar o perfil bioquimico da inducao de calos em E. guineensis. Os autores
relatam aumento de AST durante o processo, comegando com + 100 pg/mg MS no
estddio anterior a inoculacdo e chegando a + 150 pg/mg MS apds inducao de calos. No
entanto, verificou-se que as menores concentragdes de amido foram detectadas nos
explantes iniciais (6 pg/mg MS) e, ao decorrer do processo de inducdo de calos, ocorre
um aumento dessas concentracdes (£15 pwg/mg MS), diferentemente daqueles que ndo
induziram calos (£5 pg/mg MS). Sugerindo dessa forma a importancia deste composto
para formagao de calos.

Gomes et al. (2014) também relatam uma queda nos niveis de AST nos tecidos
dos cultivos em desenvolvimento (de +180 para =130 pug/mg MS) nos estiddios de
aquisicdo e desenvolvimento da embriogénese somadtica de embrides zigéticos de E.
guineensis. Além disso, o autor relata um aumento nas concentragdes de amido durante
a inducao de calos.

Diversos outros trabalhos relatam a importincia do amido durante a
embriogénese somatica (Sharma et al. 2004; Warchot et al. 2015; Bartos et al. 2018).
Strickland et al. (1987) ao avaliarem o efeito da fonte de carbono no meio de cultura,
demonstraram que fontes como maltose contribuem para embriogénese. Como o amido
€ quebrado em moléculas de maltose, novos estudos podem ser realizados para avaliar a
relacdo desse composto na embriogénese somatica. Grzyb et al. (2018) também relata
que os teores de agucares estdo relacionados com a resposta embriogénica, sendo que

estes sao afetados pelos niveis de fito-hormdnios dos explantes.
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Magnani et al. (2017) ao comparar o transcriptoma das células de calos
primdrios e das células embriog€nicas, mostraram repressao de vias bioquimicas ligadas
ao metabolismo de carboidratos e lipidios, sugerindo que este fator é importante para a
formacao de calos e posterior formacdo de embrides somaticos.

Quanto a andlise de proteinas totais, assim como demonstrado por outros autores
(Cangahuala-Inocente et al. 2009; Bartos 2016), ha uma redu¢do durante o processo de
desenvolvimento in vitro. No presente trabalho, todos os acessos apresentavam teores
maiores de proteinas antes da inducdo de calos (£ 100 pg/mg MS), reduzindo apés 120

dias da indugdo (£10 pg/mg MS).

4.4.2 Andlise bioquimica dos calos

Quanto ao perfil bioquimico dos calos, foi possivel observar que o calo do tipo
nodular apresentou maior teor de AST que o calo alongado, ndo diferenciando nos
teores de amido. Além disso, foi possivel observar também que o calo do tipo nodular
também apresenta maior teor de proteina que o calo alongado. Dessa forma, estes dados
sugerem uma mobilizacdo maior do calo alongado para o AST, uma vez que estes calos
estdo em alta divisdo celular. Por outro lado, niveis maiores de proteinas totais no calo
nodular podem estar relacionados ao processo de diferenciacdo celular.

Assim como relatado por Pescador et al. (2008) ao analisar bioquimicamente o
teor de AST durante a embriogénese somética de Acca sellowiana. O autor observou
altas e praticamente constantes quantidades destes compostos em todas as fases da
embriogénese. Sugerindo dessa forma a importancia deste agticar para a diferenciacdo e
desenvolvimento embriondrio. Dessa forma, os teores observados no aqui para este
composto possivelmente estdo relacionados com a aquisicdo da competéncia
embriogénica nesta fase.

Diferentemente do observado no presente trabalho, Bartos (2016) observou
teores maiores de acucares soliveis (aproximadamente 220 pg/mg MS) para calos nao
embriogénicos, enquanto que nos calos embriogénicos os niveis destes compostos
atingiram 40 pg/mg MS. Segundo Baud et al. (2002), a mobilizacdo de agucares
soliveis nos estdgios iniciais do desenvolvimento embriogénico é de grande
importancia, pois atuam principalmente como fonte de energia metabodlica, de

esqueletos de carbono e/ou sinalizacao.
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Quanto a teores de proteina, outros autores demonstram aumento durante a
diferenciacdo de embrides somadticos. Isso possivelmente se deve ao armazenamento
deste composto, assim como ocorre no desenvolvimento de embrides zigéticos (Sghaier
et al. 2009), ou ainda, que a desdiferenciagdo e reprogramacdo para a aquisicdo da
competéncia embriogénica pelas células somadticas envolve a expressao de uma grande

quantidade de proteinas (Fehér et al. 2003).

5 Conclusoes

v A regido Mediana, de modo geral, proporciona resultados satisfatorios
quanto a formacdo de calos a partir de explantes foliares de macauiba (A.
aculeata)

4 Manter explantes foliares de macatba (A. aculeata) na posicao horizontal
favorece a formacao de calos;

v O seccionamento dos explantes foliares de macatba (A. aculeata) de
forma semelhante a uma “cortina” proporciona maior formacao de calos; embora
resulte em maior oxidagao dos calos;

v Nas condi¢des estudadas, o acesso de Acrocomia aculeta Buriti
Vermelho € mais responsivo em termos de calogénese em relacdo aos outros
acessos avaliados aqui;

4 A concentragdo inicial de amido em explantes foliares de macatiba (A.
aculeata) parece ser um importante fator para a induc¢do de calos visando a

embriogé€nese somatica;
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Capitulo 2

EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES POTENCIALMENTE
RELACIONADOS COM A CALOGENESE E HIBRIDIZACAO IN
SITU DO GENE SERK EM MACAUBA (Acrocomia aculeata)

Resumo

Visando compreender melhor os processos moleculares desencadeados durante a
formacdo de calos em macatba, a expressdo de sete genes potencialmente envolvidos
nesse processo identificados em estudos prévios e a partir da literatura foi investigada
por RT-qPCR. Além disso, foi realizada a hibridizagao in situ do gene SERK. Tecidos
foliares de plantas adultas de dois acessos de macaidba foram inoculados em meio
combinado com Picloram na concentracdo de 450 uM para a indugdo de calos. A
andlise da expressdo foi realizada a partir de amostras de folhas de dois acessos de
diferentes procedéncias (Tiros, MG e Buriti Vermelho, DF), sendo estes caracterizados
como nao responsivo (NR) e responsivo (R), respectivamente. O material foi coletado
no momento do estabelecimento do experimento (0 DAL dia inicial) e 120 dias apds
inducdo de calos (120 DAI). Foram avaliados genes relacionados com o
desenvolvimento (SERK, OASA, EF1, ANNI) e estresse (LEA, CAT2 e MDARS). Os
resultados obtidos mostraram que todos os genes envolvidos com o desenvolvimento da
planta analisada tiveram suas expressoes negativamente regulados em 0 DAI quando o
acessos R foi comparado com o acesso NR. Por outro lado, foi possivel observar que
esses genes foram positivamente regulados aos 120 DAL O gene de estresse LEA
apresentou uma tendéncia a expressdo aumentada no acesso NR, enquanto o acesso R
apresentou expressdo diminuida e os genes CAT2 e MDARS apresentaram expressao
aumentada significativamente nos dois acessos. A hibridizacdo in situ demonstrou
expressao nos feixes vasculares, indicando a expressdo de SERK nesta regido, além da
sua expressao em calos. Os resultados obtidos neste estudo corroboram nossa hipétese
de que a regulagdo de genes envolvidos no controle do estresse oxidativo e
desenvolvimento sdo cruciais para a formacgao de calos em macatiba.

Palavras-chaves: Arecaceae, Embriogénese somadtica, RT-qPCR, desenvolvimento e
estresse oxidativo, AacSERK.
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1 Introducao
A macaiba [Acrocomia aculeata (Jacq) Lodd. ex. Martius] € uma espécie

oleaginosa da familia Arecaceae. E uma planta nativa brasileira e possui grande
dispersdo na America do Sul, sendo encontrada principalmente na regido do Cerrado
Brasileiro (Lima et al. 2018).

A macatba possui grande valor econdmico, sendo toda a planta aproveitada,
tanto para culindria ou fins madeireiros (Cardoso et al. 2017). No entanto, sdo os frutos
que apresentam maior interesse econOmico. Eles apresentam altos teores de o6leo
(19,62% de dleo de polpa e 3,43% de 6leo de semente) e, devido a isso, a macaiba tem
alto potencial para a producdo de biodiesel (Del Rio et al. 2016). Mesmo assim, seus
produtos ainda sdo obtidos de forma extrativista, o que tem mobilizado diferentes
grupos de pesquisa na busca do melhor aproveitamento da espécie. Além disso, a
reproducdo exclusivamente de forma sexuada, presenca de dorméncia das sementes e
lento crescimento das plantas, também sdo empecilhos para que a macaiba tenha
importancia mais destacada na producdo de dleo vegetal (Arkcoll 1990; César et al.
2015). Dessa forma, ¢ importante para a exploracdo comercial da macauba, a utiliza¢do
de tecnologias que possam acelerar a obtengao e propagacio de gendtipos superiores a
partir de populacdes naturais.

A embriogénese somadtica € uma técnica da cultura de tecidos vegetais que se
apresenta como uma ferramenta de grande potencial para a propagacdo clonal de
espécies como a macauba. Ela pode permitir, dentre outras aplicagdes, a clonagem de
genotipos selecionados em curto tempo e espaco fisico limitado (Fehér 2015; Guan et
al. 2016).

Embora a técnica da embriogénese somdtica seja conhecida hd mais de 60 anos
(Steward et al. 1958), os mecanismos moleculares que governam as diferentes etapas do
processo nao sao bem compreendidos (Vogel 2005; Gomes et al. 2014; Santos et al.
2018). Dessa forma, trabalhos vém sendo desenvolvidos nessa drea a fim de entender os
mecanismos envolvidos durante o processo (Loyola-Vargas and Ochoa-Alejo 2016;
Magnani et al. 2017; Karim et al. 2018; Ikeuchi et al. 2019). Para isso, diversos genes
expressos diferencialmente durante a embriogénese somatica vem sendo estudados (Xia
et al. 2014; Santos et al. 2018)

Durante a fase inicial do cultivo in vitro e indu¢do da embriogénese somadtica os

explantes sdo expostos a um estimulo fisico, quimico ou bioldgico onde sdo
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desencadeados processos morfogénicos que permitem a formagao de calos. Esta etapa é
uma das mais criticas para o estabelecimento das culturas embriogénicas in vitro
(Guerra e Nodari 2006). Diversos fatores influenciam na indu¢do da embriogénese
somatica, como por exemplo, a fonte de explantes utilizados (tecidos embriondrios ou
juvenis) e, geralmente, as altas concentracdes das auxinas a que sao submetidos (Guerra
et al. 1999; Vinas e Jiménez 2011).

A técnica de RT-qPCR € o método comumente utilizado para andlises de
expressdo génica. Esta técnica se destaca por ser informativa e precisa para a
quantificacdo de diferencas nos niveis de expressdo génica entre amostras, alpem de ser
uma técnica sensivel e que ndo requer manipulacdo apds amplificacio (Wong e
Medrano 2005; Taylor et al. 2010). Dessa forma € possivel avaliar a expressdo de genes
relacionados a formacdo dos calos e sua relacdo com a embriogénese somética.

As plantas possuem um grande nimero de receptores de sinais em sua superficie
celular (receptor-like kinases, RLKs), os quais estdo implicados na detec¢do de sinais
extrinsecos e intrinsecos, e governam diversas respostas celulares (Santiago et al.
2013a). Dentre essas vias de sinalizacao, existe um pequeno grupo de RLKs conhecido
como Somatic Embryogenesis Receptor Kinases (SERKs) envolvido em diversos
processos celulares dentre os quais a embriogénese somdtica (Kumar e Van Staden
2019). Dentre estes genes envolvidos na embriogénese somdtica, destaca-se o gene
SERK, que foi originalmente identificado como um marcador da competéncia
embrionaria na cultura de células de cenoura (Schmidt et al. 1997). Desde entio ele tem
sido considerado um marcador potencialmente confidvel da competéncia embriogénica,
uma vez que varios homoélogos sdo encontrados em tecidos embriogénicos de diversas
espécies vegetais (Thomas et al. 2004; Toorn et al. 2015; Song et al. 2017). Dentre estas
espécies vegetais, o gene SERK ja foi descrito para algumas palmeiras como Cocos
nucifera (Pérez-Nunez et al. 2009), Phoenix dactilifera (Rekik et al. 2013) e Elaeis
guineensis (Lee et al. 2018).

A hibridizacdo in situ € uma técnica citoquimica utilizada para localizacdo de
acidos nucléicos, DNA ou RNA, em um organismo ou parte dele (Wilkinson 1992;
McFadden 1995; Mukai 2017). A técnica baseia-se na utilizacdo de uma sonda que pode
ser de DNA ou RNA que, em condicdes especificas, hibridiza com uma seqiiéncia alvo
complementar em um tecido ou organismo previamente fixado, tornando-se visivel com
alguma forma de marcador, sendo assim possivel determinar sua localizacdo (Tsai e
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Harding 2013). Na cultura de tecidos, a técnica vem sendo relatada para avaliar a
expressao de genes durante o processo de desenvolvimento in vitro, sobretudo, o gene
SERK, por ser este relacionado com aquisicdo da competéncia embriogénica. Dentre os
trabalhos com palmeiras, a hibridizacao ja foi descrita em Cocos nucifera (Pérez-Nufiez
et al. 2009) e Elaeis guineensis (Lee et al. 2018). Nesse contexto, o objetivo do trabalho
foi avaliar a expressdo diferencial de genes potencialmente relacionados com a
calogénese em acessos contrastantes de macatba com relacdo a resposta da formacao de
calos, além de analisar a localizacdo in situ do gene SERK durante as diferentes etapas
do processo visando corelacionar sua expressio como marcador da embriogEnese

somatica em macauba.

2 Material e métodos

2.1 Expressao de genes e Hibridizacao in situ

Os experimentos de expressdo de genes envolvidos na embriogénese somatica
de macaudba foram realizados no Laboratorio de Cultura de Tecidos II (LCT-II) e no
Laboratério de Gendmica e Protedmica (LGP). Para a etapa de hibridizacdo in situ, os
experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos II (LCT-II),
juntamente com os laboratérios de Regulacdo Génica I (LRG-I), Reproducao Vegetal
(LRV) e Microscopia (LBim), localizados na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia, DF.

2.2 Material vegetal

Tecidos foliares de plantas adultas de macauba foram desinfestados e inoculados
em meio para indu¢do de calos. O meio de cultivo consistiu de sais do meio de cultura
Y3 (Eeuwens 1976) e vitaminas do meio de MS (Murashige e Skoog 1962),
suplementado com 30 gL' de sacarose, 500 mg.L"' de glutamina, 500 mg.L'1 de
caseina hidrolisada, 500 mg.L'1 de cisteina, 100 mg.L'1 de mio-inositol e 2,5 g.L'1 de
carvdo ativado. O meio foi solidificado com 2,2 g.L"' de Phytagel (Sigma, St. Louis,
MO). Foi utilizada a auxina Acido 4-amino-3, 5, 6-tricloro- picolinico (Picloram) na
concentracdo de 450 UM para a indugao de calos. O pH foi ajustado para 5,8+0,01 antes
da esterilizacdo realizada por autoclavagem a 120 °C e 1,3 atm de pressdo por 20

minutos.
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A andlise da expressdao de genes foi realizada a partir de amostras de folhas de
dois acessos (Tiros — MG e Buriti Vermelho — DF), sendo estes caracterizados segunda
sua formacdo de calos como nido responsivo (NR) e responsivo (R), respectivamente. O
material foi coletado no momento do estabelecimento do experimento (0 DAI, dia
inicial) e 120 dias apds cultivo em meio de indugdo de calos (120 DAI). Além disso,
amostras de calos com caracteristicas embriogénicas também foram retiradas para
extracio de RNA para preparo da sonda para hibridizacdo. Todo o material foi

congelado em nitrogénio liquido e armazenado em freezer a -80°C.

2.3 Selecao de genes envolvidos na aquisicio da competéncia embriogénica e genes

de referéncia

Estudos protedmicos prévios foram conduzidos no Laboratério de Gendmica e
Protedbmica (LGP) e no Laboratério de Cultura de Tecidos II (LCTII) da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia (Silva et al. 2014; Santos et al. 2018; Almeida et al.
2019). A partir destes resultados, foram selecionados genes envolvidos com a
embriogénese somadtica. Destes resultados, foi selecionado um total de 29 genes para
andlise da expressdo, sendo que destes, 16 destes genes foram expressos em macauba.
Nesse sentido, foram selecionados sete genes candidatos envolvidos com
desenvolvimento e estresse da planta. Além disso, foram testados quatro genes de
referéncia (ELF2, PD00380, PD00569 e ACTI) para andlise da expressdo de genes

envolvidos na embriogénese somatica (Tabela 1).

2.4 Extragdo de RNA e sintese de cDNA para analise da expressdo

A extracdo de RNA total para a expressdo de genes foi realizada a partir de
folhas. Para isso, foi realizada uma pré-extracao pelo método CTAB utilizando 300 mg
de material previamente macerado em nitrogénio liquido e em triplicada para maior
rendimento ao final. Foi adicionado as amostras 1 mL de tampao de extracdo (CTAB
0,8%, NaCl 800 mM, EDTA 22 mM, Tris HCI 220mM pH 8, sarcosil 8%, Sorbitol 140
mM, B-mercaptoetanol 0,2%) e 0,4 mL de solug¢do Cloroférmio:dlcool isoamilico (24:1,
v/v) e os tubos mantidos sob agitacdo a 55°C por 10 min. O material foi centrifugado e a
fase aquosa recuperada e entdo adicionado isopropanol para precipitacdo. Depois de
centrifugado, o pellet obtido ao final foi ressuspendido em &4gua tratada com

Dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma—Aldrich)
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Apés essa etapa, o RNA total foi re-extraido utilizando-se o método Trizol
(Sigma—Aldrich). A extracdo foi realizada utilizando 40 pL da pré-extragcdo, onde foi
adicionado 1 mL de Trizol e B-mercaptoetanol a 1%. Apds agitagdo e centrifugacéo, foi
coletada a parte aquosa e adicionado isopropanol para precipitacio do RNA. Apés
centrifugacdo, o pellet obtido ao final foi suspendido em 10 uL. de dgua tratada com
Dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma—Aldrich).

Ap6s a extracdo, o RNA foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1,2% e
quantificado em espectrofotometro (Thermo Scientific NanoDrop 2000c). As amostras
foram tratadas com DNase I, RNase Free (Applied Biosystems/Ambion) para remoc¢ao
de DNA gendmico e entdo sintetizado o cDNA utilizando Next Generation M-MLV
RNAse Minus First Strand cDNA Synthesis (DNA express), segundo as especificacoes

do fabricante.
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Tabela 5 Genes e iniciadores desenhados para andlise de RT-qPCR

Gene name Acesso Nome do gene

ANNI XM_010941329.2 annexin D1 (LOC105058405)

CAT2 NM_001319913.1 catalase isozyme 2 (LOC105054906)

OASA XM_010919421.2 cysteine synthase (LOC105042287)
monodehydroascorbate reductase 5,

il SILDNGRAEOE e oGt (LOCTI5058450)

EFI JN003517.1 elongation factor 1 (EF1)

LEA XP_010927880.1 Putat%ve late embryogenesis abundant (LEA)
protein

SERK XP_010916943.1 Somatic Embryogenesis Receptor Kinase
6-phosphogluconate dehydrogenase,

Gl 2L B decarboxylating 1-like (LOC105053810)

ACTI NM_001319906.1 actin-3-like (LOC105038005)

ENOI XM_010909626.2 enolase-like (LOC105034448)

HSPS81-1 XM_010914921.2 heat shock protein 81-1 (LOC105038974)
pyrophosphate--fructose 6-phosphate 1-

PFP-BETA XM_010915114.2 phosphotransferase subunit beta
(LOC105039111)
ruBisCO large subunit-binding protein subunit

RUBA XM_010920378.1 alpha (LOC105042992), transcript variant X2

FAH XM_010915669.2 fumarylacetoacetase (LOC105039501)
pathogenesis-related protein 1-like

PRBI XM_010940037.2 (LOC105057431)

GBSS1 XP_010940833.1 Granule-bound starch Synthase

Foward primer (5' to 3")
GTCATAGCCACTCGTGCTGA
ATTGGGATCTCCTGGGAAAC
AATATCATCTGGGGCTGCTG

AGCCAAGAAGGTTGCCATTA
AGGCTGACTGTGCTGTCCTT
TGGGGTTTGTAATCAGCACA
GCATCACCTTCCGAGTTAGC
TGAAAGATGGCTCTCACACG

CACTTCCTCATGCCATCCTT
GTCAGCGAGTACCCCATTGT
TTCGGTGTGGGGTTCTACTC

TGTGCTCCTGTTGAGGAATG

GCGTGGCAGTTATCAAGGTT
GCATGGGAATATGTGCCTCT
CCTCGACCCAGTTCAAGTTC

AGCCTTGATGCTGCTTTTGT

™
°O
60.0
60.1

60.1
59.7
60.1
54.5
55.8
60.0

60.1
60.0
60.0

59.8

60.1
59.9
59.7

55.6

Reverse primer (5' to 3")
CTCCAGAAGTGTCGCCCTTA
ACTCCTGGATGTGGGACTTG
GCTCACCAAAGCTAGGGAAA

GTGCTCCTCGGGAAATATGA
TCTGCTTCACACCAAGGGTA
TGAAGAAAAGGGAGGCTTCA
TCGTATGGATCTGGGGAGAC
TTTGAAGTGGTGCGGTTGTA

CTAACAATTTCCCGCTCTGC
TCGTCTCCAACAATCTGCAC
ATCCCTAGTCACGGTGAACG

CCTTCTTTATCACGGGCTTG

TCCTCTATGGCTGCGAAAGT
GAGCATCGCAAACAAAAGGT
TTTGCCTTGGCTACCTCATC

GCATCGCACTTCATCTCAAA

T™ (°C)
60.4
60.0
59.5

60.0
59.3
53.9
55.6
60.1

59.8
59.8
60.0

59.9

60.0
60.3
60.2

53.5
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Tabela 1 (Continuacdo...)

Gene name Acesso

LOC105050379 XP_010928670.1

GSTU17 XP_010919191.1
BGLUC XP_010938396.1
PGM XM_010924524.2
GERS5 XM_010934113.2

XM_010919558.1

LOC106346350 XM_013785648.1

PDILI-4 XM_010932368.2
MYRS XM_010111256.1
PRBI-3 XM_010943665.2
WUSI XP_008776170.1
F-Box XP_010935552.1
FIE?2 XP_010906361.1
PD00569 EL682210
PD00380 EY397675

ACT2 GAJH01031170.1

Nome do gene

AP2-like ethylene-responsive transcription
factor AILS isoform X2

Glutathione S-transferase U17-like

Beta-glucosidase 22-like

2,3-bisphosphoglycerate-independent
phosphoglycerate mutase (LOC105046041)

germin-like protein 8-14 (LOC105053091)

granule-bound starch synthase 2,
chloroplastic/amyloplastic-like
(LOC105042381)

protein SUPPRESSOR OF K(+)
TRANSPORT GROWTH DEFECT 1-like
(LOC106346350)

protein disulfide-isomerase (LOC105051770)

Myrcene synthase partial

pathogenesis-related protein PRB1-3-like
(LOC105060073)

WUSCHEL-related homeobox 3B-like
F-box family protein

Polycomb group protein FIE2 isoform X2
Manganese superoxide dismutase

Predict 40s ribosomal protein S27-2

Actin/mreB/sugarkinase/HSP70 superfamily

Foward primer (5' to 3') (1;1(\:/[)
ACAAGAGGAAGCTGCAGAGG 57.1
ACTCCACACTCCGGTTCATC
TCAGTTTGTTCCAACCCACA 54.6
TGGACGCAATAGAGCAAGTG 60.0
ACCTTAATCCAGGGGGTGTC 60.1
TCTGTTGGCATGTTCCATGT 60.0
CCCAAGATGCCATGTTCTTT 59.9
AACAAGCACCCCTTGTCATC 60.0
AAGTGAATCAACGGCGATCT 59.7
ACTACGCCAACCAGCGAAT 60.7
TGCCCTCAATCTTCCCATAG 54.2
TGATGGCAGTGCTTTCAGAG 553
TAGCCGCACCATAACATTGA 543
CACCACCAGACGTACATCACAAA 60.0
GATGGTTCTTCCGAACGATATTGA 63.0
CTCAACCCCAAGGCGAAC 80.9

Reverse primer (5' to 3')

GCATTGGAGTTGGAGGATGT
GGTAGAGTTCGCCAAGTTGC
AGTGTGCTTCCCATGAAACC

GTCCCCCTTTTTATCGAGGA
GTTATTGGCGGTGGAGATGA

TCAGTCCGTGGTCACGATAA

CGAGCCCTTTTTCTGCTAAA
CAAGCTGCCATCCAGGTAAT
AGTCGGTCGGCATGTAACTC

TCACTCACCCACGAGTTCAC
AAAGATGCCCCAGACTCCTT
TGGTAGCAGCGTCACAAAAG
TTGATGGTCGCTTGTTGGTA

GATATGACCTCCGCCATTGAACT
TCACATCCATGAAGAATGAGTTCG
GTAACACCATCTCCCGAGTCAA

™
°O)

55.1

55.6

60.3
60.9

60.1

59.6
60.1
60.1

59.7
56.2
55.6
54.4
60.0
63.0
80,9




2.5 Validacao de cDNAs por RT-PCR convencional

O RT-PCR foi utilizado para a avaliagdo dos cDNAs sintetizados e para a
validacdo dos primers selecionados para a andlise de expressdao gé€nica. As reacodes
foram conduzidas com cDNA diluido 10x, 20x e 50x em &4gua ultrapura, 2,5 pL de
tampao de reacdo 5x (GE Healthcare Life Sciences) 1 pLL de cada primer a 10 uM
(foward e reverse), 0,5 ul. de dNTPs, 0,75 pLL de MgCl12 50 mM e 0,25 pL. de Tag DNA
Polimerase (GE Healthcare Life Sciences) em um volume final de 25 pl. A reacdo
ocorreu em termociclador (Veriti 96 Well Thermal Cycler - Applied Biosystems) sob as
seguintes condi¢des: 95°C por 3 min; 35 ciclos de 95°C por 30 s, 60°C por 30s e 72°C
por 1 min; finalizando com um passo de 72°C por 5 min. Os produtos de amplificacao

foram visualizados em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.

2.6 Analise de expressao génica por RT-qPCR
A andlise da expressdo relativa por RT-qPCR baseada na detec¢ao de SYBR

Green foi projetada para as analises da expressdao de 29 genes candidatos com possivel
envolvimento na calogénese em um conjunto de dois tempos distintos (0 DAI e 120
DAI) e dois acessos (Tiros — MG e Buriti Vermelho — DF). Os experimentos de RT-
qPCR foram realizados no termociclador 7300 96-well Real-Time PCR Systems
(Applied Biosystems). Todas as reacdes foram compostas por 5 pL. de Fast SYBR®
Green Master Mix (Applied Biosystems), 0,2 pL. de cada primer em uma concentragao
inicial de 10 mM (forward e reverse) e 2 uL de cDNA fita simples referente a cada
amostra a ser analisada (diluido 50x). O programa de PCR utilizado foi um passo a
95°C por 10 min para ativagdo da enzima Taq DNA polimerase (hot start), 95°C por 15
s, 60°C por 60 s repetidos por 40 ciclos. Para a verificagdo da presenca de dimeros de
primers e produtos inespecificos, a curva de desnaturacdo (melting curve) foi analisada
ap6s o término da amplificacdo. Todos os experimentos foram feitos utilizando duas
réplicas bioldgicas e para cada réplica bioldgica, trés réplicas técnicas foram utilizadas.
Todas as reacdes de RT-qPCR foram feitas em placas 96 pocos e em cada placa foi
colocado um controle negativo sem a presenca de cDNA para confirmar a auséncia de
contaminacdo. Reacdes com RNA tratado com DNase também foram feitas para

confirmar a auséncia de contaminacdes com DNA gendmico.
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2.7 Analise de dados

Os dados brutos da fluorescéncia de todas as corridas foram importados para o
software Real-time PCR Miner, para a determinacdo da eficiéncia da PCR (Zhao e
Fernald 2005). Os valores de Cq da triplicata bioldgica e o valor da eficiéncia de cada
gene foram gerados pelo software Real Time PCR Miner para determinar a expressao
relativa dos genes alvos.O software geNorm foi utilizado para a sele¢do dos genes de
reférencia. Apds a determinacdo dos genes normalizadores mais estaveis (ACT2 e
PD00569) pelo software geNorm, foi feita a andlise da expressao relativa de cada gene
candidato pelo software REST (Pfaffl 2001). As andlises foram realizadas comparando
as amostras de R e NR em cada tempo de coleta (0 DAI e 120 DAI). Foi feito também
um time course da expressao relativa dos genes ao longo dos estdgios para as amostras
de R e NR, utilizando o tempo O (antes da inducdo) como controle. Na andlise da
expressdo relativa de cada gene, o controle utilizado foi o acesso NR sob as mesmas
condicdes do acesso R em cada tempo separadamente. Para determinar as expressoes
relativas foi realizada anélise estatistica (p < 0,05). A expressao relativa dos genes foi
considerada diminuida, aumentada ou nao estatisticamente valida, sendo considerado

um Fold Change <0,5e¢ > 1,5.

2.8 Extragdo de RNA e sintese de cDNA para hibridizagdo in situ

O RNA total foi extraido a partir dos calos embriogénicos utilizando-se o
método Trizol (Sigma—Aldrich). A extracdo foi realizada utilizando 10 mg de calo
fresco pulverizado com nitrogénio liquido. Posteriormente, foram adicionados 1 mL de
Trizol e B-mercaptoetanol 1% ao material pulverizado. Apds centrifugado e coletada a
parte aquosa, foi adicionado isopropanol para precipitacio do RNA. Em seguida, o
pellet obtido ao final foi ressuspendido em &4gua tratada com Dietilpirocarbonato
(DEPC, Sigma—Aldrich).

Ap6s a extracdo, o RNA foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1,2% e
quantificado em espectrofotometro (Thermo Scientific NanoDrop 2000c). As amostras
foram tratadas com DNase I, RNase Free (Fermentas, Alemanha) para remo¢ao de DNA
genOmico e entdo sintetizado o cDNA (Superscript II), segundo as especificacdes do

fabricante.
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2.9 Isolamento do SERK e seqiienciamento

Ap6s o preparo do cDNA, o isolamento do gene SERK das amostras foi
realizado utilizando primers degenerados desenhados segundo seqiiéncias conservadas
de outras espécies ja descritas. Além disso, foram usados primers utilizados em Cocos
nucifera, segundo descrito por Pérez-Nufiez et al. (2009). As seqiiéncias dos primers

degenerados utilizados estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 6 Seqiiéncias de primers utilizados para clonagem do gene AacSERK

Descri¢ao Foward (5’ - 3’) Reverse (5° - 37)
BCNACTCTKGTTAATCCATG YGCCATRCTAATCAKYTCRACY
Degenerados
STTGAYCTTGGRAATGCAM KGCYTCRAASTCYTCRTCC
CnSERK TATCTGGTACATTGGTCCCTC TGATGTGCCTGCTGAAGA

Além dos primers e o cDNA, na etapa de amplificacdo, foi utilizado Tag DNA
polimerase, MgCl, 50mM e dNTP 2,5mM (Kit Ludwig). O programa de amplifica¢do
seguido foi: desnaturacdo a 94°C por um minuto, 94°C por 40 segundos, seguido de 30
ciclos de 50°C por 40 segundos e 72°C por 40 segundos, apés um ciclo de 72°C por 30
minutos. As reacOes foram realizadas em termociclador (Veriti™ thermal cycler,
Applied Biosystems) e, apds o processo de amplificacdo, os produtos da PCR obtidos
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,2%. O padrao de bandas do DNA
foi visualizado sob luz ultravioleta e fotodocumentado (BioCell).

Foi realizado o seqiienciamento das amostras no Laboratério de Genética
Vegetal (LGV). As amostras foram seqiienciadas utilizando Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems), de acordo com as recomendag¢des do fabricante,
e em seqiienciador automatico ABI 3700. A seqii€ncia adquirida foi analisada no Centro
Nacional de Informacdes sobre Biotecnologia (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/),
utilizando o servico BLAST. Além disso, o alinhamento da seqiiéncia foi realizado
utilizando o programa Clustal Omega (http:// www.ebi.ac.uk/clustalw). A predicdao dos
dominios da proteina obtida foi realizada utilizando a ferramenta Search Sequence da

plataforma Pfam (https://pfam.xfam.org/search/sequence).
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2.10 Preparo do vetor

Os fragmentos purificados obtidos da amplificacdo foram ligados ao vetor
pGEM®-T Easy (Promega ®, Madison, WI), na proporcao de 3:1 de inserto:vetor, por
meio da reacdo utilizando a enzima T4 DNA ligase (Promega®), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Os plasmideos obtidos foram introduzidos em células
competentes de Escherichia coli por eletroporacdo. As células transformadas foram
selecionadas a partir do método de triagem azul-branco (blue-white screening). Apds a
eletroporacao, 100 pL de meio contendo as células foram plaqueadas em meio seletivo
LB soélido (10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de cloreto de sédio e
1,6% de é4gar) contendo 40 uL de tetraciclina, 20 pLL de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-d-
galactopiranosideo (X-Gal) e 80 pL de isopropril-beta-D (IPTG) e incubadas a 37°C,
por aproximadamente 15 horas para isolamento das colonias transformadas (brancas)
daquelas ndo transformadas (azul). Apds esse periodo, coldnias transformadas foram
selecionadas e o seu DNA plasmidial foi isolado pelo método de purificagdo em
colunas, com o Kit Miniprep (Promega), de acordo com as recomendagdes do

fabricante.

2.11 Preparo da sonda
As sondas de RNA foram preparadas usando o Digoxigenin RNA Labeling Kit

(Roche, Alemanha), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Nesta etapa, o
vetor obtido na etapa anterior foi utilizado para preparo da sonda para a hibridizacao.
Para tanto, o DNA plasmidial contendo o gene SERK foi linearizado pela digestdo com
Ncol ou Sall, e foi utilizado Sp6 polymerase para obtencdo da fita no sentido antisenso
e T7 polymerase para obtencdo da fita no sentido senso. As sondas de RNA foram
tratadas utilizando DNase I livre de RNase por 15 min a 37°C e EDTA 0,2M (pH 8,0).
Apés centrifugacdo, o pellet formado foi ressuspendido com &4gua tratada com

Dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma—Aldrich).

2.12 Preparo do tecido e hibridizacdo

As etapas de preparo do material vegetal e hibridizacdo in situ foram feitas de
acordo com Dusi (2015). Folhas com calo e calos embriogénicos foram fixados em 4%
paraformaldeido, 0,25% glutaraldeido, e 0,1 M NaCl em 0,01 M tampao fosfato de

sodio, pH 7,2 por um periodo de 24h e sob vicuo durante a primeira hora. Depois de
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fixadas, as amostras foram desidratadas em uma série etandlica crescente (30 - 100%)
por 1 hora cada. Logo em seguida, as amostras foram transferidas para etanol:histoclear
nas propor¢des 3:1, 1:1, 1:3 e em histoclear puro 3x por uma hora cada e infiltradas em
parafina (Paraplast, Sigma). Posteriormente, sec¢des de 10 um foram obtidas em
micrétomo rotativo manual (Leica®, RM212RT), distendidas e aderidas as ldminas de
vidro para microscopia préprias para imunohistoquimica (EasyPath™ ImmunoSlides)
em placa aquecida a 42 °C.

Além disso, foram realizados testes com laranja de acridina para verificar a
preservacdo do RNA nos tecidos. Para isso, as laminas previamente preparadas foram
colocadas em tampao acetato (pH 2,0) durante 10 min e, em seguida, acrescentados 100
UL laranja de acridina por 30 min. Logo apds, foi realizada a lavagem das laminas em
tampao veronal-acetato pH 7,8 por 15 min. Entdo, os resultados foram registrados em
microscépio fluorescente (Zeiss Axiophot) utilizando filtro de luz ultravioleta, acoplado
a um computador com um software de captura de imagens (Software AxioVision).

As seccdes obtidas foram hibridizadas com 60 ng de RNA da sonda preparada
com a Digoxigenina, diluida em 100 pl tampao de hibridizacdo (50% formamida, 1x
solucdo de Denhardt, 0,6 ng de tRNA/ul, NaCl 300 mM, sulfato de dextran 10%, Tris-
HC1 10mM - pH 7,5- e ImM de EDTA - pH 8,0 - em agua). A hibridizacado foi realizada
em camara umida por um periodo de 18h, no escuro e a 42 °C. Logo em seguida, as
seccoes foram lavadas em uma série decrescente (4x, 2x, 1x e 0,5x) de SSC (sendo a
concentracdo 1x equivalente a 0,15 M de NaCl e 15mM de citrato de sédio - pH 7,0) a
42 °C por 30 min. Apés, foi feito o bloqueio com “Blocking reagent” Roche a 1% em
tampao 1 (NaCl 0,15 M, 0.IM Tris-HCI, pH 7,5) por 30 min sendo em seguida
adicionado o anticorpoanti-digoxigenin-AP fragmentos Fab (Roche), IuL em 1 mL de
tampao de hibridizacdo por 1 h. Apds esse periodo as laminas foram lavadas em
tampao 1 para remocdo de anticorpos que nao foram ligados. Apds, as laminas foram
transferidas para tampao de deteccdo 3 (Tris-HCl a 0,1M, pH 7.5, 0,1M de NaCl e 0,05
M de MgCly; pH final ajustado para 9,5). Em cada lamina foi adicionada de coloragdo
20 puL de solucao comercial de cloreto de tetrazélio nitroazul junto com 5-bromo-4-
cloro-3-indolil fosfato (50 mg/ml) em 1 mL de tampao 3. Logo apds, a reagdo de
coloragdo foi finalizada utilizando solu¢@o tampao (0,01M de Tris-HCI, pH 8,0, ImM

de EDTA) e entdo os resultados foram registrados em microscopio de luz (Zeiss
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Axiophot), acoplado a um computador com um software de captura de imagens

(Software AxioVision).

3 Resultados

3.1 Analise da expressao génica por RT-qPCR

Buscando compreender melhor os processos moleculares e os padroes de
expressdo de genes envolvidos na inducdo de calos em dois acessos de macatiba
contrastantes (Tiros, MG e Buriti Vermelho, DF) quanto a formacao de calos foi
realizada uma andlise por RT-qPCR em dois estadios (0 e 120 DAI). O RNA total
extraido apresentou rendimento médio de 3 ug/uL e, apds a sintese de cDNA, foi
realizada RT-PCR para uma avaliagdo preliminar dos cDNAs utilizando um par de
primers para actina (Figura 1). Como ndo houve diferenca na amplificagdo entre as
diluicdes de cDNA, foi utilizada a diluic@o 1:50. Como esperado, os controles negativos
(com 4gua e sem cDNA) ndo produziram produto de amplificagdo, confirmando a

auséncia de contaminantes.

NE ODAl R 0IvAl NH 1Z0TAL R 1Z0Al g
MM ———— s ——— —— Co-

100ph

Figura 25 Avaliagdo dos cDNAs por RT-PCR utilizando um par de primers para actina
diluido 1:50. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. As
replicas do acesso responsivo e tempos de coleta estdo indicados por R ODAI, R
120DAI, e do acesso nao responsivo por NR ODAI, NR 120DAI. MM: Marcador 1 Kb
Plus, Co-: Controle negativo.

Foi realizado ainda um teste para verificar contaminacdes com DNA gendmico
por RT-gPCR. Para isso, foi feito um pool com todos os RNAs tratados com DNAse.
Os primers para o gene de referéncia PD00569 foi utilizado para esta avaliagdo e os
resultados mostraram que ndo houve amplificagdo, confirmando a auséncia de

contaminagdo por DNA gendmico (Figura 2A B).
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Figura 26 Gréaficos mostrando auséncia de contaminagdo com DNA gendmico e
amplificacdo dos genes de referéncia ACT2 e PD00569. A e B: Gréfico e curva de
dissociagdo da RT-qPCR feita com um pool de todos os RNAs tratados com DNAse
para verificar contaminagdes com DNA gendmico utilizando o primer de referéncia
PD00569. Griéficos de amplificacdo dos genes de referéncia ACT2 (C) e sua curva de
dissociacdo (D), e graficos de amplificagdo do gene de referéncia PD00569 (E) e sua
curva de dissociacdo (F).

Os quatro primers dos genes de referéncia, predicted 40S ribosomal protein S27-
2 (PD00380), eukaryotic initiation factor 4A (EIF2), manganese superoxide dismutase
(PD00569), actin/mreB/sugarKinase/HSP70 superfamily (AC72) foram avaliados para
verificar sua viabilidade para uso na expressdo génica no acessos testados. Os primers

para PD00380 produziram amplificagdo de produto inespecifico e os primers para EIF2
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ndo apresentaram produto de amplificacdo. Assim, estes primers foram excluidos das
andlises e os primers PD00569 e ACT?2 foram utilizados (Figura 2).

Com a finalidade de avaliar a estabilidade dos genes candidatos e de referéncia,
foi utilizado o software geNorm que calcula o valor da estabilidade da expressdo génica
(M), baseado na média geométrica dos genes testados e na média de variacdo par a par
de um gene contra todos os outros nas diferentes amostras. O software classifica os
genes de acordo com seu valor de M. Assim, quanto menor o valor de M, mais estdvel é
a sua expressdo. Os resultados mostraram que os genes com o menor valor de M foram
os genes PD00569 e ACT2 (Figura 3). Portanto, estes foram utilizados para a

normalizacdo das expressoes relativas.

Média da estabilidade de expreessio
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Figura 27 Média da estabilidade da expressdo dos genes de referéncia e genes
candidatos.

Ap6s a confirmacgdo de auséncia de contaminagdo com DNA gendmico foi feita
a andlise da expressao relativa por RT-qPCR e andlise da curva de dissociagcdo (Curva
de Melting) dos 29 genes candidatos com possivel envolvimento na aquisicdo de

competéncia embriogénica. A andlise das curvas de melting indicou que dos 29 pares de
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primers utilizados para amplificar os genes candidatos, 16 foram especificos na
amplificacdo, gerando um unico produto de PCR. Nesse sentido, foram selecionados
sete genes candidatos envolvidos com desenvolvimento e estresse da planta com
tamanho desejado de amplicon, indicando especificidade dos primers em todos os
tempos de coleta (Figura 4). Portanto, esses sete genes seguiram para as andlises de

expressao relativa por RT-qPCR.
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Figura 28 Curva de dissociacdo da amplificacdo (Melt curve) dos sete genes candidatos
que apresentaram amplificacdo em todos os acessos e tempos de coleta. A: SERK, B:
OASA, C: EF1,D: ANNI1, E: LEA, F: CAT2 e G: MDARS.
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3.1.1 Comparagdo da expressdo relativa no acesso responsivo (R) e ndo responsivo
(NR)

Visando avaliar a expressdo diferencial de genes potencialmente envolvidos na
indu¢do de calos em macaiba e compreender os processos moleculares envolvidos,
foram selecionados sete genes para a andlise da expressdao relativa em dois acessos
contrastantes para a formacdo de calos. Os genes avaliados foram separados em
categorias segundo Santos et al. (2018), em genes relacionados ao desenvolvimento:
SERK, OASA, EF1 e ANNI, e genes relacionados a estresse: LEA, CAT2 e MDARS. Para
a andlise da expressao relativa foram utilizados os genes de referéncia ACT2 (Xia et al.
2014) e PD00569 (Chan et al. 2014) como genes normalizadores.

Os resultados obtidos mostraram que todos os genes envolvidos com o
desenvolvimento da planta analisados neste estudo, tiveram suas expressoes
negativamente reguladas em 0 DAI e positivamente reguladas aos 120 DAI quando o
acessos R foi comparado com o acesso NR (Figura 5). Esse aumento em expressao
destes genes apds a inducdo possivelmente indicam que os mecanismos de resposta a
formacao de calos foram ativados no acesso R. Os genes relacionados a estresse tiveram
diferentes padrdes de expressdo, enquanto o gene LEA apresentou uma tendéncia de
expressao diminuida em 0 DAI e 120 DAI o gene CAT2 apresentou uma tendéncia de
expressao aumentada no mesmo periodo, e o gene MDARS apresentou uma tendéncia de

expressao diminuida aos 0 DAI e aumentada aos 120 DAL
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Figura 29 Andlise da expressao relativa dos genes candidatos comparando o acesso R x
NR (Responsivo e Nao-responsivo) aos 0 DAI e 120 DAI (Dias ap6és inducdo) em cada
estddio de coleta. Barras com * indicam expressao significativa (p<0,05).

3.1.2 Time-course da expressdo relativa dos acessos R e NR

Visando observar a expressio dos sete genes potencialmente envolvidos na
inducdo de calos em macaiba, uma andlise da expressdo relativa para os dois acessos
foi realizada utilizando o material antes da inducdo (0 DAI) de cada acesso como
controle para comparar com o material aos 120 dias apds a indugdo (120 DAI). Os
resultados da andlise da expressdo relativa dos genes nesse periodo para cada acesso
revelaram que os genes de desenvolvimento SERK e EFI apresentaram expressao
significativamente diminuida aos 120 DAI nos dois acessos, enquanto os genes OASA e
ANNI apresentaram expressdo significativamente aumentada no acesso R e uma
tendéncia positiva no acesso NR (Figura 6). Foi possivel observar ainda que o gene de
estresse LEA apresentou uma tendéncia a expressao aumentada no acesso NR, enquanto
0 acesso R apresentou uma tendéncia expressdo diminuida, enquanto os genes CAT2 e

MDARYS apresentaram expressao aumentada significativamente nos dois acessos.
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Figura 30 Andlise da expressdo relativa dos genes candidatos aos 120 DAI (dias de
indugdo) dos acessos R e NR (Responsivo e Nao-responsivo), utilizando o tempo inicial
como controle, time-course. Barras com * indicam expressao significativa.

3.2 Hibridizacao in situ do gene SERK

3.2.1 Clonagem e seqiienciamento do gene SERK

Foi obtido o gene SERK parcialmente a partir da reacdo de RT-PCR utilizando
os primers de Cocos nucifera descritos por Pérez-Nifiez et al. (2009). A quantificacdo
da amostra com espectrofotdmetro apresentou uma concentragdo de aproximadamente

2,5 ng/uL, assim como a andlise por eletroforese em gel de agarose (Figura 7).
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Figura 31. Eletroforese em gel de agarose para a confirmacao do gene SERK isolado a
partir de calos embriogénicos de Acrocomia aculeata. M: Marcador 100 plus Ladder
ML: Marcador DNA Low Mass (concentracdo em 4 puL); C1 e C2: Controle 1 e 2, A:
Banda da amostra do gene SERK isolado destacado em vermelho.

O gene SERK em Acrocomia aculeata, obtido com 586 pb apds sequenciamento,
apresentou seqiiéncias de nucleotideos altamente conservadas, quando comparadas com
outras espécies, tais como as palmeiras: Elaeis guineenses (EgSERKI), Cocos nucifera
(CnSERK) e Phoenix dactylifera (PASERK?2), com identidades de 98% e E-value 0,0.
Foi realizado também, o alinhamento das sequéncias de aminodcidos (Figura 8),
resultando em 99% de semelhanca com Elaeis guineensis e Cocos nucifera (acessos:
XM_010918641.1, AY791293.2, respectivamente) e 96% com Phoenix dactylifera
(acesso: XM_008813000.2).
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Figura 32. Alinhamento de sequéncias de aminodcidos do gene SERK das espécies:
Acrocomia aculeata, Phoenix dactylifera, Cocos nucifera e Elaeis guineensis.

Além disso, foi realizada a filogenia de 21 sequéncias de aminodcidos da familia
do gene SERK que apresentaram semelhancas em relacdo aos aminodcidos deduzidos
dos contigs obtidos da Acrocomia aculeata (Figura 9). E possivel perceber que a
Acrocomia aculeata apresenta maior semelhanca com as espécies E. guineensis e C.
nucifera. A predi¢cdo dos dominios da proteina obtida foi possivel constatar que a regido

parcial do SERK obtida se trata da regido da LRR (Figura 10).
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Larix_decidua_SERK_[AEF56567 2] 0 04428
Araucaria_angustifolia_SERK1_[ACY91853.1] 0.05673
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Glycine_max_SERK_[ACJ64717.1] 0.03392
Theobroma_cacac_SERK_[AAU03482.1] 0.04855
Camellia_nitidissima_SERK_[AFX61784.1] 0.06331
Zea_mays_SERK3_[NP_001306698.1] 0.06003
Zea_mays_SERK2_[NP_001105133 2] 001769
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Figura 33. Filogenia de 21 seqiiéncias de aminodcidos da familia do gene SERK em
relagcdo ao gene da macauiba (Acrocomia aculeata) com respectivos acessos no NCBI.
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Figura 34 Representacdo esquematica dos dominios da proteina de AacSERK de acordo
com o gene parcial obtido e desenhado utilizando o software Search Domain Pfam.
LRR: Leucine Rich Repeat.

3.2.2 Teste com laranja de acridina e localizacdo da expressdo de SERK por
hibridizacdo in situ

O tecido escolhido para hibridiza¢do possuia parte da folha com calo (Figura
11A). O teste com o corante laranja de acridina em sec¢Oes de calos de macatba,
mostrou coloragdo laranja no citoplasma e nucléolo, e coloracdo esverdeada no nucleo
das células nos tecidos analisados. A coloragdo laranja indica presenca de RNA total e
demonstrou que o tecido, apds o processamento, ainda possui seu RNA preservado,
sendo a auséncia deste um fator limitante para a hibridizacdo (Figura 11B). Na folha,
apos hibridizacdo com a sonda senso, ndo foi observado sinal de hibridizag¢ao (Figura
11C), enquanto apds hibridizagdo com a sonda antisenso, coloracao azul arroxeada foi
observada principalmente nos feixes vasculares, indicando ocorrer a expressao de SERK

nesta regido (Figura 11D). Em calos, a hibridizagdo com a sonda senso também ndo
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resultou em sinal (Figura 11E) enquanto a hibridizacdo com a sonda antisenso resultou

em sinal hibridizacdo (Figura 11F).
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Figura 35. Folha imatura com calo de macadba (Acrocomia aculeata) e localizagcdo da
expressdo do gene SERK por hibridizagdo in situ em cortes histologicos. A: Folha
imatura com calo de macadba separados para a hibridizagdo in situ; B: Cortes
histolégicos evidenciando a presenca de RNA total (coloracdo laranja) apds teste com
laranja de acridina; C,D: Cortes histolégicos da regido da nervura da folha que foram
utilizados em C para controle da hibridizacdo in sifu utilizando sonda Senso, ndo
apresentando hibridizacdo, e em D apresentando sinal hibridizagdo, apds hibridizacao in
situ utilizando sonda anti-Senso; E, F: Cortes histolégicos de calos que utilizados em E
para controle da hibridizacdo utilizando sonda Senso, sem apresentar sinal de
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hibridizacdo in situ, e F apresentando sinal de hibridizagdo in sifu utilizando sonda anti-
Senso. Escalas: A: 0,5 mm, B, C e D: 40 um. E e F: 200 um.
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4 Discussao

4.1 Expressao génica de genes candidatos

O presente trabalho indica que as respostas da expressdo diferencial de genes
entre 0 acesso responsivo € ndo responsivo e sua comparagdo apds 120 dias de indugdo
podem estar relacionados com indu¢do da embriogénese somdtica em macadba. Assim
como descrito por Santos et al. (2018), os sete genes analisados foram separados
segundo a andlise de ontologia génica (GO) para se obter sua classifica¢do funcional. Os
genes avaliados neste estudo apresentam importantes papéis relacionados com respostas
ao desenvolvimento e estresse. Estes genes parecem participar no controle do estresse e
adaptacdo dos gendtipos a condi¢do in vitro imposta durante a inducdo da calogé€nese

visando a embriogénese somatica.

4.1.1 Genes associados com desenvolvimento

Os genes envolvidos com o desenvolvimento segundo a classificagdo pela
ontologia gé€nica foram: somatic embryogenesis receptor kinase 2-like (SERK, GO:
0007165 e GO: 0006468), cysteine synthase (OASA, GO: 0006535), elongation factor
1-alpha-like (EF'1, GO: 0006414), ANNI annexin D1-like.

Entre os genes envolvidos na indu¢do da embriogénese somatica descritos aqui,
o gene SERK tem um papel que destaca por ser considerado como um marcador
molecular para embriogénese somdtica (Schmidt et al. 1997; Somleva et al. 2000;
Kumar e Van Staden 2019). Os resultados apresentados sugerem que a expressao desse
gene estd relacionada a calogénese em macaiba, uma vez que o acesso mais responsivo
apresentou expressao maior apés 120 dias de inducao de calos, embora menor que antes
da inducdo. O mesmo foi observado por Santos et al. (2018) ao comparar a expressdao do
gene SERK em dois gendtipos de palma de 6elo que apresentam diferentes respostas a
calogénese.

Pérez-Nuiez et al. (2009) relata que a expressao do gene CnSERK em tecidos
somaticos, assim como em calos ndo embriogénicos, ocorreu em niveis inferiores aos
observados em tecidos embriogénicos € que sua expressio ocorreu em centros
meristematicos, onde as estruturas embriogénicas sdo formadas. Dessa forma, estes

resultados podem explicar o nivel menor de expressao quando comparado o time-course
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nos tecidos avaliados no presente trabalho, uma vez que o gene SERK apresentou niveis
de expressao menores apos a indugao.

Por sua vez, Pérez-Nufiez et al. (2009) descreve que os tecidos embriogénicos
que mais expressaram o gene SERK formaram os embrides sométicos, sugerindo que a
expressdo de CnSERK poderia ser usada como marcador de células competéncia para
formar embrides somaticos em tecidos de coco cultivados in vitro. Isso também foi
verificado por Santos et al. (2005), onde os autores sugerem fortemente que o TcSERK €
um gene funcional que desempenha um papel importante no desenvolvimento de
embrides de cacau.

Hecht et al. (2001) sugerem que o AtSERK poderia ser um componente de uma
via de sinalizacdo da embriogénese, que € recrutado a partir de uma via que opera
normalmente durante o desenvolvimento do évulo. Portanto, as células competentes
podem conter um receptor inativo, que € ativado pela presenga do ligante adequado para
ativar o programa de embriogénese. Assim como observado por Baudino et al. (2001)
em culturas in vitro de milho, ambos os genes ZmSERKI e ZmSERK?2 foram expressos
em tecidos embriogénicos e nao embriogénicos. Ja in vivo, ZmSERKI apresenta
expressdo em tecidos reprodutivos. Como descrito por Santiago et al. (2013), as
proteinas SERKs abrigam dominios conservados que permitem estabelecer interagdes
especificas com diferentes receptores quinases.

Outro gene avaliado neste trabalho e que pode estar relacionado a calogénese em
macatba é o gene OASA. Este gene teve sua expressao regulada negativamente em 0
DAI e positivamente em 120 DAI no acesso responsivo (R) quando comparado ao ndo
responsivo (NR), além de ser mais expresso ao longo tempo. Este resultado esta em
conformidade com o observado por Santos et al. (2018) em palma de dleo, que
observou que o gendtipo responsivo apresentou maiores niveis de expressao para esse
gene.O gene OASA € relacionado ao processamento de proteinas que estdo envolvidas
como reguladores da expressdao gé€nica, no controle da proliferacdo celular e no contexto
da resisténcia ao estresse oxidativo, como doador de equivalentes redutores para a
eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, Reactive oxygen species) (May et al.
1998).

As ROS apresentam uma dupla funcdo em muitos processos de desenvolvimento
da planta, que dependem do nivel e da distribuicio dessas moléculas. As altas
concentracoes de ROS sao toxicas, levando a danos oxidativos. No entanto, em
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concentracdes apropriadas, podem atuar como moléculas sinalizadoras que regulam
muitas respostas fisioldgicas e de desenvolvimento (Mittler et al. 2011; Kocsy et al.
2013). Assim, estudos tém mostrado que fatores de estresse como as ROS
desempenham um papel importante durante a embriogénese somatica (Karami e Saidi
2010; Jin et al. 2014; Zhou et al. 2016)

Dessa forma, a expressdo do gene OASA, além de atuar também na regulacio do
estresse oxidativo, podendo estimular a diferenciagdo celular em presenca de auxina,
promove a formagao de embrides somaticos (Youssefian et al. 2002; Pan et al. 2010).
Assim, isto pode explicar o aumento da expressao deste gene no acesso responsivo,
sugerindo que este gene € um potencial marcador da inducao de calos.

Durante a sintese se proteinas, a fase de traducdo ¢ dividida em trés etapas:
iniciacdo, alongamento e término. Nestas etapas, diversos fatores envolvidos regulam a
sintese de proteinas. Dentre estes fatores, o fator de alongamento eucariético 1A (EF1)
catalisa a primeira etapa do ciclo de alongamento (Kaziro et al. 1991; Lamberti et al.
2004). Dessa forma, a maior expressdo do gene EFI pode estar relacionada a maior
sintese proteica nos tecidos. Assim como observado por Santos et al. (2018), este gene
possui maior expressao no genotipo responsivo (R).

A ANNI é uma proteina multifuncional que interage com os componentes da
membrana, que estdo envolvidos na organizacdo estrutural da célula, atuando na
sinalizac¢do e no controle do crescimento intracelular (Moss e Morgan 2004). Ha fortes
evidéncias de que eles também estdo diretamente envolvidos divisao celular (Gallardo
et al. 2003).

A proteina Annexin D1 tem sido relacionada a embriogénese somatica. Esta
proteina foi identificada embrides somaticos de mandioca (Baba et al. 2008). Almeida et
al. (2019), ao avaliar o perfil de proteinas em dois gendtipos de palma de odleo,
observaram que o gendtipo mais responsivo apresentava nivel superior da proteina. Este
resultado pode estar relacionado com o observado aqui, onde 0 acesso mais responsivo
apresentou maior expressao desse gene apds 120 dias de indugdo. Possivelmente, este
resultado esta envolvido com a formagdo de calos devido a maior divisao celular nessa
fase. Esse aumento da expressdo destes genes, apds a indugdo, possivelmente indicam
que os mecanismos de resposta a formagdo de calos que foram ativados no acesso
responsivo apresentam maiores niveis de expressdao dos genes candidatos avaliados do
que no acesso NAo responsivo.
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4.1.2 Genes associados com o estresse

Os genes expressos durante a induc¢do de calos em macaiba associados com o
estresse segundo a classifica¢io pela ontologia génica foram: catalase isozyme 2 (CAT2,
GO:0098869, GO:0055114 e GO:0042542), monodehydroascorbate reductase
mitochondrial 5 isoform X1 (MDARS5, GO:0055114) e putative late embryogenesis
abundant (LEA) protein (LEA, GO:0009269 e GO:0009735). Estes genes apresentaram
diferentes respostas de expressdo, sendo que, de forma geral, o gene LEA apresentou
expressao diminuida no acesso responsivo e aumentada no ndo responsivo, enquanto os
genes CAT2 e MDARS apresentaram expressao aumentada nos dois acessos, apds a
inducdo de calos.

Os genes CAT2 e MDARS apresentaram uma tendéncia similar aos dados
apresentados por Santos et al. (2018) e dados protedmicos obtidos por Almeida et al.
(2019). Estes genes apresentaram maior expressdo em genotipos mais responsivos a
formacao de calos. De acordo com Araldi et al. (2016) e Zhou et al. (2016), a catalase é
uma proteina antioxidante que age na regulacdo de ROS (Reactie oxygen species) € sua
atividade reduzida resulta no acumulo de peroxido de hidrogénio (H,O,). A principal
funcdo da catalase no tecido foliar é a quebra de H,O; nos peroxissomos resultando em
dgua e oxigénio estdvel, removendo dessa forma H,O, formado sob condi¢des de
estresse (Mhamdi et al. 2010).

O gene LEA € comumente associado a respostas ao processo da embriogénese
somdtica e expresso durante fases mais tardias (Godoy et al. 1994). Além disso, as
proteinas LEA sdo acumuladas principalmente nas fases tardias do desenvolvimento de
sementes € em tecidos vegetativos em resposta ao estresse exdgeno (Hundertmark e
Hincha 2008, Banerjee e Roychoudhury 2016). No presente trabalho, este gene
apresentou niveis menores de expressdo no genétipo responsivo, sugerindo dessa forma
que, nas condicdes testadas aqui, sua expressdo pode estar envolvida em diferentes

respostas.

126



4.2 Caracterizacao do gene SERK e Hibridizacao in situ

Com a obten¢do do gene SERK a partir de calos embriogénicos de Acrocomia
aculeata e com seu seqiienciamento, sugere-se aqui a nomenclatura para o gene na
espécie de AacSERK, e assim serd tratada neste trabalho.

A andlise da seqiiéncia parcial obtida mostrou que o AacSERK codifica parte
uma proteina SERK com os dominios de repeticdo rico em leucinas (LRR). Este
dominio de repeticdo rico em leucina do receptor de membrana quinase € responsavel
pela ligagdo com diversos sinais extracelulares, como hormonios esterdides, peptideos e
proteinas. No entanto, ainda ndo se sabe como a ligacdo de esterdides na superficie da
célula ativa o dominio de quinase citoplasmatica (Santiago et al. 2013a).

Assim como descrito por Pérez-Nuiez et al. (2009) para o gene CnSERK, Shah
et al. (2001) para o gene AftSERKI e por Ma et al. (2014) para o gene AcSERK3, os
dominios do gene consistem basicamente em um peptideo sinal, um dominio de leucina
Zipper, cinco regides ricas em leucina (LRR), uma regido rica em serina-prolina
(dominio SPP). O dominio SPP é uma regiao que se destacam por distinguem proteinas
SERK de outras proteinas pertencentes a familia LRR-RLK. Além disso, as proteinas
SERK comumente apresentam um tnico dominio transmembrana, o dominio Kinase
com 11 subdominios e, finalmente, a regido do C terminal.

A andlise filogenética da similaridade dos aminodcidos apresentou que o
AacSERK estd proximo ao CnSERK, sugerindo assim sua proximidade na expressdo e
funcdo. No mesmo grupo, € encontrado o SERK1 e SERK?2 das espécies P. dactylifera e
E. guineensis, ambos os registros sdo derivados de seqiiéncias genOmicas (acessos:
NW_008247047.1 e NC_025995.1, respectivamente). A maior similaridade desta
seqiiéncia foi observada em espécie da familia Arecaceae.

Além disso, a alta similaridade da seqiiéncia AacSERK entre e as proteinas
SERK de outras espécies, sugerem que este gene desempenha algum papel na
embriogénese somadtica, como foi proposto para estes ortélogos, tais como AtSERKI1
(Hecht et al. 2001), ZmSERK1 (Baudino et al. 2001), TcSERK (Santos et al. 2005) e
OsSERK1 (Hu et al. 2005).

A hibridizacdo in situ € uma técnica utilizada para determinar os padrdes de
distribuicao celular de transcritos de mRNA em sec¢des dos tecidos. Essa técnica
fornece respostas de alta resolucdo da distribui¢do de transcritos alvo e ainda com

capacidade de diferenciar padroes de expressdo de genes intimamente relacionados. No
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entanto, devido a vasta gama de aplicacdes, infelizmente ndo existe um protocolo
universal tnico (McFadden 1995; Tsai and Harding 2013), sendo necessdrio sempre um
ajuste de protocolo para cada situacao.

O experimento de hibridizacdo in situ da folha revelou a expressdo do gene
SERK principalmente nos feixes vasculares. Esse resultado pode estar relacionado ao
principio de formacgdo de calos. Em macatba, os calos primérios sdo formados nos
feixes vasculares de menor calibre, assim como relatado por Meira et al. (2018) ao
demonstrar anatomicamente a formacgao dos calos em A. aculeata. O mesmo € relatado
por Lee et al. (2018) ao examinar a localizagdo do mRNA EgSERK [ em folhas imaturas
de Elaeis guineensis por hibridizacdo in situ, detectando sinais positivos em feixes
vasculares. Este mesmo padrdo de expressio € observado em outras espécies.
Resultados semelhantes foram relatados por Nolan et al. (2009) em Medicago
truncatula (MtSERK 1) e por Ge et al. (2010) em Citrus sinensis (CitSERK1 ), onde estes
genes foram expressos em células circundando tecidos vasculares e nas bordas de corte
do explante foliar.

Assim como descrito por Alves et al. (2007), apds a coloragdo com o laranja de
acridina, o RNA torna-se laranja sob luz UV, enquanto o DNA apresenta coloragcao
verde. Dessa forma, foi possivel observar que o RNA estava bem preservado no

citoplasma, assim como no nucléolo das células.

5 Conclusao
Os genes SERK, OASA, EF1, ANNI, LEA e MDAR5 parecem estar envolvidos

na formacdo de calos em macaiba, apresentando diferentes niveis de expressao. Assim,
uma vez que aparecem expressos também em outras espécies, como a palma de 6leo, os
genes testados aqui podem ser explorados futuramente como potenciais marcadores da
embriogénese somatica nesta espécie. Assim como os genes de referéncia utilizados
aqui (ACT2 e PD00569) sao normalizadores da expressdao e podem ser utilizados.

Os resultados da expressdao do gene AacSERK sugerem que este pode estar
associado a calogé€nese por meio da reprogramacio e desdiferenciacdao de células que
envolvem feixes vasculares em explantes foliares para formar o calo primario, podendo
ser usado como marcador molecular.

Os resultados descritos aqui sao inéditos e, no nosso entendimento, importantes

como indicativos para aplicagdo da técnica de hibridizacdo in sifu em macatiba no
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sentido de facilitar a localizagdo das regides de origem dos embrides somaticos,
podendo a técnica ser utilizada para a deteccdo do inicio da aquisicdo da competéncia

embriogénica a partir de células somaéticas.
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