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1 INTRODUCAO GERAL

A pupunha (Bactris gasipaes Kunth — Arecaceae) ¢ uma palmeira domesticada, com
provavel centro de diversidade no sudoeste da Amazonia. Sao relatadas varias utilizagdes para a
mesma, como a producdo de palmito, o consumo dos frutos cozidos, a producdo de farinha para
consumo humano e animal, além da producao de 6leo. A existéncia de gendtipos ou ideotipos de
pupunha para a producdo de palmito ou frutos tem sido descrita, porém pesquisadores relatam

dificuldades relacionadas ao seu melhoramento genético.

Trabalhos com a pupunha sugerem o emprego de técnicas baseadas na cultura in vitro
para o melhoramento genético e para a conservacao desta espécie. O melhoramento genético
convencional desta espécie pode levar muito tempo, devido as suas caracteristicas botanicas,
como longo ciclo juvenil e presenca de auto-incompatibilidade. Desse modo, a inser¢do de
protocolos baseados na propagacgdo clonal in vitro pode reduzir o tempo necessario para o
melhoramento genético, principalmente por possibilitar a captura e a fixacdo do ganho genético
de plantas selecionadas. Da mesma forma, os programas de conservagdo para a pupunha podem
empregar diretamente os protocolos de cultura de in vitro, como uma forma alternativa e
complementar a conservacdo, através do desenvolvimento de replicatas em bancos de

germoplasma ex situ de pupunha.

Para a conservagdo ex sifu de plantas cujas sementes sdo recalcitrantes, como a pupunha,
a criopreservacao € tida como uma aproximacao segura para a conservagao em longo prazo € o
desenvolvimento de protocolos para esta técnica vem sendo realizado para diferentes espécies

vegetais.

A embriogénese somatica ¢ baseada na teoria da totipotencialidade das células vegetais e
consiste na formagdo de estruturas bipolares sem conexdo vascular com o tecido matriz,
apresentando o padrdo de desenvolvimento similar ao observado para embrides zigéticos. Esta
técnica apresenta varias vantagens sobre os demais métodos de micropropagagao, incluindo a
possibilidade de automacdo com obtencdo de grande niimero de propagulos e a menor incidéncia

de variagao somaclonal.

Para uma melhor compreensdo dos resultados, o texto foi estruturado na forma de
capitulos, sendo que no capitulo I ¢ apresentada a revisdo de literatura, retratando a situacdo do
problema e o estado da arte das técnicas propostas. No capitulo II estdo descritos os fatores que
interferem na germinacao in vitro de embrides zigdticos de pupunha, que pode se constituir

numa ferramenta para a aplicacdo de varios protocolos de cultura de tecidos. No capitulo III
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estdo apresentados os resultados obtidos para a criopreservacdo de embrides zigoticos. O
capitulo IV aborda a embriogénese somatica em diferentes fontes de explantes. Este capitulo foi
dividido em trés sub-capitulos, considerando que foram desenvolvidos estudos utilizando trés
fontes de explantes, em experimentos independentes. Dessa forma, no Capitulo IV.I ¢ descrito
um protocolo regenerativo a partir de embrides zigéticos como fonte de explantes, enquanto que
no capitulo IV.II sdo apresentados os resultados obtidos a partir de inflorescéncias ndo emitidas
como fonte de explantes. Por fim, no capitulo IV.III ¢ apresentado um protocolo baseado na

metodologia de TCL, empregando plantulas germinadas in vitro como fonte de explantes.
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2 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho foi elucidar os aspectos envolvidos na germinagao
in vitro e criopreservacao de embrides zigdticos, como também na regeneracdo de plantulas por

embriogénese somatica utilizando diferentes fontes de explantes.
Os objetivos especificos foram:
Estabelecer um protocolo para a germinagdo in vitro de embrides zig6ticos;

Estudar os fatores que afetam a criopreservagdo de embrides zigoticos pela técnica de

desidratagcdo-encapsulamento;

Avaliar o efeito das condigdes de cultivo na embriogénese somatica;

Caracterizar as principais alteragdes morfo-histologicas da embriogénese somatica de
pupunha;

Estudar a técnica de TCL para a indugao de embriogé€nese somatica em pupunha.
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CAPITULO | - ESTADO DA ARTE E SITUACAO DO PROBLEMA

1 INTRODUCAO

1.1 Descricédo Botanica e Origem da Espécie

A pupunha (Bactris gasipaes Kunth) pertence a familia Arecaceae (Palmae) e também ¢
identificada com as sinonimias Guilielma speciosa Martius, G. utilis Oersted, G. gasipaes

(H.B.K.) L.H. Bailey.

A pupunha ¢ uma palmeira cespitosa (Figura 1.A) que pode atingir 20 m de altura. O
diametro do caule varia de 15 a 30 cm e o comprimento dos entrends de 2 a 30 cm. Os entrends
sao armados com numerosos espinhos rigidos (Figura 1.D), em tons de cores variando entre o
preto ou marrom escuro, entretanto, existem mutagdes sem espinhos, selecionadas pelos
amerindios em diversas areas de ocorréncia da espécie. O dpice da estipe sustenta uma coroa
formada por 15 a 25 folhas pinadas, com os foliolos inseridos em diferentes angulos. A
inflorescéncia monoica aparece nas axilas das folhas senescentes. Apos a polinizagdo, os cachos
(Figura 1.C) podem conter entre 50 a 1000 frutos e pesar de 1 a 25 kg. Os frutos individuais
pesam entre 10 e 250 g e apresentam grande valor econdmico. O fruto maduro (Figura 1.B)
possui um epicarpo fibroso que varia de cor, podendo ser vermelha, laranja ou amarela, e um
mesocarpo amildceo ou oleoso e umido, com um endocarpo envolvendo um endosperma fibroso

e oleoso (Clement, 1987).

Devido a necessidade de armazenamento dos frutos pelos amerindios nas épocas de
estiagem foi realizada uma selecao de plantas e, assim, um inicio de domesticacdo da espécie.
Dessa forma, tem-se que seu centro de diversidade encontra-se na bacia amazonica com seu
provavel centro de origem seja no sudoeste da Amazonia (Figura 2) (Clement, 1987; 1988;

1990).
1.2 Importancia Econémica

No norte da América do Sul numerosas espécies do género Bactris sdo usadas
ocasionalmente em virtude de seus frutos comestiveis, porém nenhuma delas atinge a
importancia alimentar da pupunha (Clement, 1987). Pelo valor nutricional do fruto e a variedade
de alimentos obtidos a partir da pupunha, essa palmeira era um dos principais produtos
alimenticios basicos para muitas comunidades de amerindios da América Central e do Sul

(Clement, 1988).
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FIGURA 1. Aspectos gerais da pupunha (Bactris gasipaes Kunth). A — Planta adulta
apresentando varios perfilhos em sua base. B — Cacho de frutos de pupunha. C —
Aspecto dos frutos e sementes de pupunha. D — Estipe com presenga de espinhos nos
entre-nos.

FIGURA 2. Distribuicdo geografica de pupunha (Bactris gasipaes Kunth) e suas diferentes
racas: Microcarpa (1) Jurud, (2) Para, (3) Rama, (16) Azuero; Mesocarpa (4) Pampa
Hermosa, (5) Tigre, (6) Pastaza, (7) Solomdes, (8) Inirida, (9) Cauca, (10) Tuira, (11)
Utilis, (12) Guatuso; Macrocarpa (13) Putumayo, (14) Vaupés. Fonte: Mora-Urpi et
al. (1997)
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Mora-Urpi et al. (1997) descreveram vérias utilizagcdes para a pupunha, dentre as quais se
destacam a produgdo de palmito, o consumo do fruto cozido, a producdo de farinha para
consumo humano e animal e a producdo de silagem a partir de frutos ou mesmo de residuos
provenientes da colheita do palmito (Rodrigues Neto et al., 2001), além da producdo de 6leo
(Mora-Urpi et al., 1997).

Pesquisas revelaram que os frutos de pupunha sdo uma excelente fonte alimenticia,
essencialmente energética, com boas quantidades de lipidios, caroteno (pro-vitamina A), baixa
quantidade de proteinas, porém com a presenca de todos os aminoacidos essenciais (Yuyama et
al., 2003). Apesar destas qualidades, sua utilizacdo ndo tem despertado o interesse econdmico

industrial resultando apenas no consumo em mercados regionais (Clement et al., 2004).

Dentre todos os recursos alimenticios que a pupunha apresenta atualmente o palmito ¢ o
produto de maior importancia econdmica. Os fatores que fazem com que uma espécie seja
preferida em relacdo a outra sd3o a abundancia, a palatabilidade, a cor, o formato, a auséncia de
principios toxicos, o rendimento e a facilidade de extragao (Bovi, 1997), sendo todas essas
caracteristicas atendidas pela pupunha. Adicionalmente, o palmito desta espécie apresenta baixa
atividade das enzimas peroxidase e polifenoloxidase, o que possibilita a comercializagdo in

natura do mesmo, abrindo novos nichos de mercado (Clement et al., 1999).
1.3 Recursos Genéticos da Espécie

A pupunha cultivada hoje ¢ um complexo de diversas populagdes (Mora-Urpi et al.,
1997). Diferengas fenotipicas em peso e composicao da polpa da fruta, estipe inerme, didmetro
de caule, area foliar, susceptibilidade a pragas e a doengas e outros caracteres t€m sido
observados em diferentes populagdes no campo e em bancos de germoplasma (Martel &
Clement, 1987; Nishikawa, 1995; Neto, 1999). Essa ampla diversidade genética pode ser
explicada pelos diferentes estagios de domesticacdo em diferentes ambientes como também por

seu sistema de reprodugdo predominantemente aldgamo (Clement, 1999).

Um critério inicial de classificagdo das ragas e populagdes de pupunha foi definido
utilizando o tamanho dos frutos como referéncia, sendo divididos em trés grupos raciais. Essa
caracteristica de tamanho de fruto pode ser correlacionada com o grau de domesticagao das
diferentes racas. A raca Microcarpa, enquadra as plantas cujos frutos pesam entre 5 ¢ 20 g, a
Mesocarpa incorpora as plantas produtoras de frutos com peso entre 20 ¢ 70 g, e por fim, a

Macrocarpa agrupa aquelas plantas cujos frutos pesam entre 70 a 120 g (Mora-Urpi et al., 1997).

A partir da variabilidade genética encontrada entre as varias populagdes, certas
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caracteristicas desejaveis para producao de frutos ou palmito podem ser encontradas em
populagdes especificifas (Mora-Urpi et al, 1997). Assim, programas de melhoramento devem
partir de ragas com caracteristicas proximas da desejada. Como por exemplo, as ragas Pampa
Hermosa, Putumayo e Guatuso apresentam caracteristicas que podem ser bem aproveitadas para
a producao de palmito, como auséncia de espinhos na estirpe. Ja as racas Putumayo e Vaupes
podem ser utilizadas para a producdo de frutos destinados ao fabrico de farinha para consumo
humano ou animal por apresentarem furtos de maior peso, e maiores quantidades de amido. Por
fim, a raca Para pode ser cultivada para a colheita de frutos destinados a produgdo de odleo

(Clement, 1997a).

No entanto, esta ocorrendo erosdo genética em populacdes naturais de pupunha sendo
que algumas dessas desapareceram completamente e vdarias outras ainda correm esse risco,
especialmente algumas das encontradas nos vales dos Andes no Peru e em algumas areas em

desenvolvimento no Brasil (Clement, 1986).

Clement (1996) propos que as causas da ocorréncia de erosdo genética nessa espécie
podem ser as de ordem bioldgicas, que inclui pragas, doencas e falta de conhecimento sobre o
manejo; as de ordem politico-institucionais, incluindo falta de uma politica de desenvolvimento
regional coerente € com apoio nacional (ou seja, recursos de longo prazo); e aquelas de ordem
infra-institucionais, incluindo especialmente a dependéncia da manutencao e estabelecimento de
pesquisas centradas em poucas pessoas. Mora-Urpi et al. (1997) citaram que os colonizadores
europeus promoveram cultivos de plantas de ciclo curto (ex. banana, arroz e milho) em
detrimento de espécies de cultivo local, com especial énfase a pupunha, causando uma grande
erosdo desses recursos. Ainda segundo os autores, a contaminagdo genética pela introdugao de
germoplasma de diferentes origens de uma mesma espécie também resulta na diminui¢do da
integridade genética na maioria das familias. No Brasil, por exemplo, a integridade da raga
Putumayo estd sendo ameagada com a diluigdo através de hibridizagdes e introgressao pela raca
Pampa Hermosa. Por fim, pelo fato da pupunha ser uma das poucas palmeiras domesticadas
pelos amerindios (Clement, 1987), culmina na dependéncia da espécie ao ser humano e assim,
uma grande erosdo genética desses recursos ocorreu, principalmente, devido ao declinio da

populacdo indigena Amazodnica no periodo do contato Europeu (Clement, 1999).

Esforcos para a conservacdo da pupunha tém sido direcionados completamente para o
estabelecimento de bancos de germoplasma ativos, que servem para a pesquisa ¢ utilizagdo da
espécie em questdo, no entanto, esse modelo de conservagdo nao pode ser considerado uma

aproximagao segura em longo prazo (Mora-Urpi et al., 1997). Como exemplo dessa inseguranga
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e instabilidade cita-se o caso do primeiro banco de germoplasma estabelecido no Brasil para
conservagao de pupunha, que foi realizado pelo entdo Instituto Agrondmico do Norte — IAN,
hoje CPATU/EMBRAPA. Durante as negocia¢des de transferéncia, os dados de passaporte
foram perdidos, tornando a cole¢do apenas mais uma plantagdo de pupunha (Clement, 1997a),
que mais tarde foi dizimada. Descontinuidades institucionais, menos drasticas, resultaram no
semi-abandono na cole¢dao de B. gasipaes do INPA entre 1989 e 1995. Estas descontinuidades
resultaram na perda de 60% dos acessos e 82% das plantas da colegdo geral de fruteiras do INPA
(Clement, 1997b). Assim, nota-se que até o presente a conservacao em bancos de germoplasma
ativos tem sido o método mais empregado para conservagdo dos recursos genéticos de pupunha.
Nesses bancos de conservacao de germoplasma, varios problemas relacionados a ataques de
pragas e doencas, altos custos de manutenc¢do, flutuacdes de ambito politico e dificuldade na
troca de germoplasma tém sido descritos. Todas estas caracteristicas acarretam um paradigma,
ou seja, erosdo genética no local de conservacdo da espécie, fato enfrentado pela pupunha
(Clement, 1997b). E, ainda mais alarmantes sdo os fatores antropicos que atingem diretamente os
bancos de germoplasma, como por exemplo, o roubo de palmitos dentro das cole¢des de campo

(Marilene Ledo Alves Bovi, comunicagdo pessoal).

A forma alternativa bastante empregada utiliza-se da conservacdo ex situ de sementes, as
quais passam por um processo de dessecagdo e sdao mantidas em ambientes resfriados. No
entanto, sementes de numerosas espécies nativas tropicais e subtropicais apresentam problemas
ligados a conservacdo de sementes, devido a caracteristica recalcitrante de tais espécies
(Engelmann, 1997), e dentre essas cita-se a pupunha (Ferreira & Santos, 1992; Bovi et al., 2004).
Assim, Mora-Urpi et al. (1997) citaram a cultura de tecidos como uma das formas mais

promissoras para a conservagao ¢ manutengao de recursos genéticos de pupunha.

As técnicas de cultura in vitro possibilitam a conservacdo de grande numero de
propagulos em pequeno espaco fisico, obtengdo de clones para manuten¢ao em outros bancos de
germoplasma, seguranca devido ao baixo risco de ataques de pragas e possibilidade de integrar

essas técnicas com as demais formas de conservacao (Engelmann, 1997).

2 GERMINACAO IN VITRO DE EMBRIOES ZIGOTICOS

A técnica de cultura de embrides zigéticos tem importancia como um método alternativo
para a rapida multiplicacdo vegetal. Esta técnica permite estudar as necessidades nutricionais e
fisicas dos embrides durante o desenvolvimento in vitro, superar a dorméncia em certos tipos de

sementes e, como ferramenta primordial para o melhoramento, resgatar embrides hibridos



Capitulo I - Estado da arte e situacdo do problema 9

imaturos de cruzamentos incompativeis, nos quais ocorrem barreiras sexuais na formacgdo de

sementes (Monnier, 1995; Hu & Ferreira, 1998).

Para Raghavan (2003), a principal razao da técnica de cultura de embrides ¢ a de permitir
a manipulagcdo do meio de cultura para estudo das respostas morfofisioldgicas. Da mesma forma,
trabalhos apontam que a regeneracdo de plantulas a partir de tecidos criopreservados ¢ bastante
influenciada pelas condigdes de cultivo apos a criopreservagdo (Gagliardi et al., 2003). Neste
sentido, a cultura de embrides zigdticos deve ser considerada um passo critico para o
estabelecimento destes bancos de germoplasma, integrando protocolos de criopreservacao e
facilitando o intercambio de germoplasma (Engelmann et al., 2002). Esta técnica também
possibilita elucidar aspectos da fisiologia do desenvolvimento em condi¢des in vitro, podendo
ser utilizada como modelo para otimizacdo dos fatores para crescimento das plantulas
provenientes da micropropagac¢ao (Triques et al., 1997), da mesma forma que fornece plantulas

em condic¢des uniformes e estéreis para trabalhos de cultura de tecidos.

Em palmeiras, um dos primeiros trabalhos em cultura de tecidos envolveu o estudo do
crescimento de embrides zigdticos de Cocos nucifera, inoculados em meio de cultura com
composicao salina de White (1942) modificada, adicionado do endosperma liquido desta mesma
palmeira (Gutter & Wilson citados por Tabai, 1992). Apos esse trabalho inicial, a germinagao in

vitro de embrides zigoticos de diferentes palmeiras tem sido descrita (Tabela 1).

O meio de cultura é um dos aspectos mais importante da cultura de embrides zigdticos,
dessa maneira a selecdo do mesmo ¢ necessaria para sustentar o crescimento continuo do
embrido (Monnier, 1995; Hu & Ferreira, 1998). Nesse sentido, Tabai (1992) utilizou a técnica de
cultura de embrides em meio de cultura contendo sais de MS, reduzindo o tempo necessario para

a obten¢do de plantulas.

Entretanto, a principal dificuldade encontrada na cultura in vitro de embrides zigoticos de
C. nucifera é o desenvolvimento lento das plantulas quando comparado com o crescimento de
plantulas originadas de sementes germinadas in situ (Hocher et al., 1998). Essa caracteristica
possivelmente esteja relacionada com a menor quantidade de acidos graxos presente nas
plantulas germinadas in vitro devido a auséncia de componentes organicos presentes no

endosperma desta espécie (Lopez-Villalobos et al., 2001).

Dentre todos os fatores relacionados ao meio de cultura para o cultivo in vitro de
embrides zigoticos de palmeiras a presenca de carvao ativado parece influenciar positivamente
tanto a germinagao como o posterior crescimento das plantulas (Tabela 1). Nessas espécies, a

ocorréncia de oxidagdo dos explantes devido a liberacdo de compostos fenolicos no meio de
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cultura ¢ tida como um dos principais problemas relatados (Blake, 1983), sendo relatada a

capacidade do carvao ativado em adsorver tais compostos (Pan & Staden, 1998).

Em relagdo a pupunha, a germinacdo in vitro de embrides zigoticos foi descrita por
Almeida (1994), que testou diferentes fontes e concentragdes de substancias reguladoras de
crescimento, e concluiu que o meio de cultura composto por sais de MS (Murashige & Skoog,
1962) isento desses reguladores resultou em maiores percentagens de germinagdo e crescimento
das plantulas. No entanto, ensaios realizados para a germinacgao in vitro de embrides zigoticos de
pupunha nessas condi¢des mostraram um crescimento lento e alguns casos de oxidacao foram
observados (Steinmacher et al., 2001) indicando a necessidade de otimizar o protocolo para esta
técnica.

TABELA 1 - Alguns exemplos de trabalhos com a cultura de embrides zigéticos de palmeiras
(Familia: Arecaceae).

Meio de Carvado Germinacdo

Espécie cultura Ativado (%) Referéncia
Acrocomia aculeata MS 3,0g.L'1 - Tabai, 1992

Euterpe oleraceae MS 2,5g.L'1 84 Ledo et al., 2001

E. edulis MS/2 1,5g.L" - Guerra, 1989

Calamos manan MS 2,0g.L" 91,67 Krishnapillay et al., 1995
Cocos nucifera MS 2,0g.L'1 64,3-96,3 Assy-Bah, 1986

Howea fosteriana MS O,Sg.L'1 37-82 Moura & Carneiro, 1992
H. fosteriana MS 2,0g.L'1 92,5 Chin et al., 1988
Hyophorbe lagenicaulis MS 3,0g.L"! 20-70 Sarasan et al., 2002
Mauritia flexuosa WPM 3,0g.L" 92 Spera et al., 2001
Phoenix dactylifera MS 3,0g.L" - Tisserat, 1984

Syagurus oleracea MS 1,5g.L'1 90 Melo et al., 2001
Veitchia merrilli MS 2,0g.L! 87,5 Chin et al., 1988

3 CRIOPRESERVACAO DE EMBRIOES ZIGOTICOS

A criopreservagdo ¢ definida como a conservagdo de material biolégico em temperaturas
ultrabaixas, usualmente em nitrogénio liquido a —196°C, ou em sua fase de vapor a —150°C
(Santos, 2000). Uma colecao de germoplasma em nitrogénio liquido ¢ considerada uma colegao

de base e atua com carater complementar, pois garante a estabilidade genética e a seguranga do
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material conservado (Santos, 2000). Contudo, a utilizagao da técnica também ¢ descrita para
outros fins, como a conservacao de células vegetais derivadas de processos biotecnoldgicos
(Benson et al., 1998) ou para crioterapia, técnica auxiliar na eliminagdo de viroses (Helliot et al.,

2000).

O processo de criopreservacao ¢, em principio, aplicavel a quaisquer tecidos que tenham
capacidade de regeneragdo. Tal processo foi aplicado com sucesso em varias espécies vegetais,
utilizando como fontes calos, células em suspensdo, apices, embrides somaticos e zigdticos

(Engleman, 1997; Santos, 2000).

Dentre as vantagens deste sistema de conservacdo estd o custo, que apds o
aperfeicoamento da técnica tornou desnecessaria a utilizagao de resfriamento programado, sendo
relativamente menor quando comparado a outros métodos de conservacgdo in vitro, visto que
apos a criopreservagdo do material vegetal a utilizacdo de energia elétrica e subcultivos sdo

dispensaveis (Engelmann, 1997; Valois, 2001; Engelmann, 2004).

No entanto, para que a conservagao seja efetiva, deve haver todo o cuidado para que seja
evitada a erosdo genética pela perda ou redugdo da viabilidade dos explantes e a instabilidade
genética, pelo aparecimento de mutagdes ou variagdo somaclonal, devido aos processos
utilizados na cultura de tecidos (Valois, 2001). Para tanto, a metodologia escolhida deve ser
comprovadamente a mais adequada e deve ser estabelecido um consistente procedimento do

monitoramento das cole¢des criopreservadas.

O desenvolvimento de protocolos de criopreservacdo para espécies vegetais tem sido
crescente ao longo dos ultimos anos (Engelmann, 2004). De acordo com Benson et al. (1998) o
principal fator relacionado ao aumento da utilizacdo de criopreservacao na conservacao de
plantas tem sido o concomitante aperfeicoamento das técnicas de cultura de tecidos, aliado ao
desenvolvimento de métodos de criopreservacdo simples e eficientes. Contudo, a validacdo
destes novos procedimentos de criopreservacdo ¢ fundalmental para o desenvolvimento de

bancos de germoplasma incorporando a técnica de criopreservagao (Reed et al., 2001).

Para o sucesso da técnica, as células devem ser condicionadas para sobreviverem apoés a
exposicao ao nitrogénio liquido, através da manipulagdo da quantidade de 4dgua (Engelmann,
1997). Neste contexto, varias técnicas e protocolos tém sido sugeridos, contudo, estes sdo
divididos em trés linhas gerais, correspondendo ao congelamento lento, a vitrificacdo ou a

desidratagao.

O congelamento lento, considerado como metodologia cléssica, foi o primeiro protocolo

de criopreservagao. Contudo, este procedimento utiliza congelamento com velocidade
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programada (0,5 a 2°C.min™"), de modo que ocorra uma desidratacdo induzida por congelamento.
O resfriamento do compartimento extracelular faz com que a agua se difunda do interior da
célula e se converta em gelo na superficie das células ou entre o protoplasto e a parede celular,
tendo a membrana plasmatica funcdo de barreira fisica, prevenindo a formacdo de cristais de
gelo (Engelmann, 1997; Santos, 2000). O controle preciso da velocidade de congelamento e o
impedimento da formagao de cristais de gelo intracelular sdo passos criticos para o sucesso dessa

técnica (Reed et al., 2001).

Por sua vez, protocolos de vitrificagdo envolvem o pré-tratamento dos espécimes com
solugdes altamente concentradas contendo aditivos, como o glicerol, o DMSO, o etileno glicol, e
a sacarose, com a funcdo de crioprote¢do de forma que a agua intracelular permanega no estado
vitreo sem a formacgao de cristais de gelo (Engelmann, 1997). A 4gua em estado vitreo ¢ uma
solucdo supersaturada e de alta viscosidade, o que lhe confere as propriedades mecanicas de um
solido embora ndo haja formac¢do de uma estrutura cristalina (Santos, 2000). Entretanto, as
solugdes de vitrificagdo podem ser toxicas para as células, assim, sua aplicacdo e remog¢ao
precisam ser controladas com precisdo evitando, dessa forma, danos as células (Reed et al.,

2001).

Outra metologia descrita para a criopreservagao de plantas ¢ a desidratacdo dos explantes
por evaporagdo. Este metodologia ¢ considerada simples, pois consiste em desidratar os
explantes por exposi¢do ao ar continuo da camara de fluxo ou em silica gel, seguido de imersao
rapida em Nitrogénio liquido (Engelmann, 2004). Este procedimento foi aprimorado utilizando o
encapsulamento dos explantes em matriz de alginato. Esta técnica desenvolvida por Dereudddre
et al. (1991) e denominada de encapsulamento-desidratacao, emprega a tecnologia de sementes
sintéticas combinando dois tratamentos crioprotetores, a desidratagdo por evaporacdo e pelo
potencial osmoético devido as altas concentragdes de sacarose as quais as capsulas sdo pré-

tratadas.

O principal desafio a ser contornado num processo de criopreservacao ¢ alcangar o
congelamento evitando a formagao de cristais de gelo intracelular, pela nucleagdo dos cristais de
gelo (Santos, 2000). Esta nucleagdo dos cristais de gelo causaria a ruptura das membranas
celulares, de forma que estas perderiam a funcdo de semi-permeabilidade e
compartimentalizacdo, resultando em colapso celular (Engelmann, 1997) principalmente devido

a danos fisicos a ao tonoplasto, mitocondrias e cloroplastos (Dumet & Benson, 2000).

Os principais estresses aos quais as células sdo submetidas nestas condigdes

correspondem ao estresse osmatico ou por desidratacdo, ao estresse oxidativo e as alteragdes no
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pH intracelular. Segundo Dumet & Benson (2000), a desidratacao das células resultaria em
aumento da concentragdo de solutos, interrupcdes das trocas iOnicas e alteracdes nas interagoes
moleculares, enquanto o estresse oxidativo afetaria os arranjos metabolicos, aumentaria a
produgdo de radicais livres e a oxidacao de lipidios, influenciando diretamente as interacdes das
membranas celulares. Ainda segundo os autores, os danos relacionados aos aspectos mecanicos e
da rehidratagdo estdo ligados a retracdo permanente do citoplasma devido a diminuicao do
volume celular, além da lise celular, perda de compartimentalizacdo e de eletrolitos essenciais.
Da mesma forma, a alteragdo no pH intracelular em conseqiiéncia da desidrata¢do afetaria a
atividade enzimadtica, o transporte idnico ¢ também o gradiente eletroquimico. Por sua vez,
Dumet & Benson (2000) citam que a ruptura dos dominios de membranas devido a formacao de

cristais de gelo resultaria na perda de compartimentaliza¢cdo e outros danos irreversiveis.

4 EMBRIOGENESE SOMATICA

4.1 Introducéo

Durante o desenvolvimento vegetal, por serem sésseis, as plantas devem se adaptar a
todas as condicOes extremas através da plasticidade do desenvolvimento vegetal. O térmo
plasticidade do desenvolvimento vegetal, proposto por Trewavas (1981), parte de duas
caracteristicas basicas, fundamentais para a sobrevivéncia das plantas, que ¢ o crescimento em

apices meristematicos e o fato de todas as células permanecerem indeterminadas internamente.

Tal caracteristica ¢ baseada na teoria da totipotencialidade das células vegetais, postulada
por Haberlant, afirmando que, teoricamente, todas as células somaticas, em uma determinada
planta, contém toda a informacao genética necessaria para a geracao de uma nova planta (Guerra
et al., 1999). Para tanto, a regulacdo espacial e temporal da expressdo génica ¢ o principal ponto
de controle da ontogenia vegetal (Merkle et al., 1995; Rojas-Herrera et al., 2002). Assim, um dos
exemplos mais extremos ¢ extraordindrios da plasticidade do desenvolvimento vegetal ¢ a
capacidade de varios tipos celulares, em adigdo ao zigoto, de iniciar o desenvolvimento

embriogenético (Fehér et al., 2003).

A embriogénese somatica € um processo pelo qual células somaticas haploides ou
diploides se diferenciam em plantas completas seguindo estagios de -citodiferenciacao
embriogenéticos caracteristicos (Williams & Maheswaran, 1986; Emons, 1994). Sinonimias a
embriogénese somatica, como embriogénese adventicia ou embriogénese assexual, sdo

geralmente utilizadas para designar o mesmo processo. Entretanto, esses termos sao empregados
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preferencialmente quando tal processo ocorre in vivo, como a formagao de embrides de origem
nucelar em algumas espécies do género Citrus e outras espécies de plantas (Sharma & Thorpe,
1995). Assim, usualmente o termo embriogénese somadtica tem sido utilizado sempre que o

processo embriogenético ¢ conduzido em condi¢des experimentais in vitro.

Historicamente, os créditos da descoberta desse padrdo morfogénico foram dados a
Reinert e a Steward e co-autores, que em 1958 independentemente descobriram a produ¢do de
plantulas de Daucus carota a partir de estruturas bipolares que se originavam de células em

suspensao (Guerra et al., 1999).

Contudo, para Merkle et al. (1995) tais créditos caberiam a Levine que em 1947 reportou
a obtencdo de plantulas de D. carota a partir de tecidos expostos a baixas concentracdes de
ANA, por meio de um processo cuja descricdo estd estreitamente relacionada com a
embriogénese somatica. No entanto, atualmente ¢ reconhecido o trabalho de 1957 conduzido por
Warris, com culturas assépticas de Oenanthe avuatica, como sendo a primeira publicacio
cientifica relatando a regeneracdo de plantulas a partir de estruturas bipolares, sendo o
pesquisador inclusive homenageado em um volume de livro' relevante sobre o tema (Simola,

2000).

Diferentes padrdes na origem dos embrides somaticos tém sido descritos (Williams &
Maheshwaran, 1986). Tais padrdes de desenvolvimento sdo distinguidos entre diretos e indiretos,
dos quais o termo embriogénese somatica direta ¢ aplicado para explantes cuja ocorréncia de
proliferacao celular para a formacao do embrido somatico ¢ nula ou minima, ao contrario da
utilizagdo do termo de embriogénese somdtica indireta que requer um periodo maior em
condicdes adequadas para a proliferacdo de células indeterminadas antes da formagdo do
embrido somatico (Halperin, 1995).

A morfogénese ¢ um processo complexo de desenvolvimento e implica primeiramente na
predeterminacdo de células ou grupos de células que sofrem um conjunto de mudangas
morfologicas, para depois expressar a diferenciacao e o crescimento (Guerra, 1989). O padrao de
resposta da embriogénese somadtica manifesta-se pela formacdo de uma estrutura bipolar
integrada em um Unico eixo, sem ligagdes vasculares com o tecido matriz, o que o torna

diferente do padrao organogenético (Guerra et al., 1999).

Uma das principais aplicacdes da embriogénese somatica em programas de

melhoramento de plantas perenes relaciona-se com a possibilidade de fixagao do ganho genético

! Jain, S.M.; Gupta, P.K.; Newton, R.J. (eds.) Somatic Embryogenesis in Woody Plants. v. 6, 746p., Kluwer
Academic Publisher, 2000.
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pela captura dos componentes aditivos e nao aditivos da varidncia genética. Além da
possibilidade do uso na producdo em larga escala de sementes sintéticas, a embriogénese
somdtica pode ser usada na regeneracdo de plantas geneticamente transformadas, plantas

polipléides ou de hibridos somaticos. (Guerra et al., 1999).
4.2 Aquisicdo da competéncia embriogenética

Competéncia celular ¢ basicamente a capacidade da célula em responder a sinais
especificos, como por exemplo, reguladores de crescimento ou condi¢cdes ambientais. A inducao
ocorre quando um sinal especifico desencadeia resposta Uinica no desenvolvimento vegetal, a
partir de um tecido competente. Apos o tecido competente sofrer um processo de indugdo, este se
torna determinado ou diferenciado, que por sua vez, € o processo pelo qual o desenvolvimento de
uma célula ou grupamento celular se torna canalizado e restrito a um padrdo particular de

desenvolvimento (Yeung, 1995; Guerra et al., 1999).

A aquisi¢do da competéncia embriogenética, considerada um dos passos criticos no
processo de embriogénese somatica, ¢ altamente dependente da divisdo e desdiferenciagdo
celular. A desdiferenciacdo ¢ um processo pelo qual os padroes de transcricdo e traducdo
genOmica sao alterados, de forma a permitir as células a definicdo de um novo padrao de

desenvolvimento (Fehér et al., 2003).

Dessa forma, a recalcitrancia de muitas plantas, principalmente monocotiledoneas, esta
relacionada com a capacidade das células em reiniciar o ciclo celular a partir de células
diferenciadas (Emons, 1994). Sandoval et al. (2003) estudaram a recalcitrancia de Cocos
nucifera em responder a estimulos in vitro, através da avaliagdo da distribui¢do das células nas
diferentes fases do ciclo celular. Tais autores encontraram que aproximadamente 90% das
células dos tecidos cultivados in vitro situavam-se na fase G0/G1 do ciclo celular, ligando este
fato a recalcitrancia destes tecidos as condicdes in vitro. Mesmo apoés o tratamento com elevadas
concentragdes de aphidicholin (substancia que sincroniza o ciclo celular na fase S) grandes
quantidades de células permaneciam na fase GO/G1, que levou os autores a concluir que estas
células apresentam algum bloqueio para a mudanca da fase G1 para a fase S, na qual a sintese

protéica precede a divisdo celular.

Neste contexto, a série de divisdes celulares permite a mudanga de célula somatica para
embriogénica. Entretanto, essa divisdo celular deve apresentar uma expressdo coordenada de um
padrdo de genes e modificagdes pos-gendmica das proteinas que, entre outros, podem também

estar envolvidos no controle da divisdao e do ciclo celular. Todavia, dependendo da complexa
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interacdo entre células e estimulos externos, as divisdes celulares podem resultar em calos com
crescimento ndo organizado ou em crescimento polarizado com um padrdo coordenado de

formagao, resultando no desenvolvimento do embrido somatico (Dudits et al., 1995).

A desdiferencia¢ao do padrao de desenvolvimento e a aquisicdo da competéncia em um
processo embriogenético podem ser iniciadas por procedimentos anteriores a excisdo dos
explantes, ou pela exposicdo destes explantes em uma nova condi¢do ambiental (Yeung, 1995).
Visto que as células sdo expostas a condigdes sub-6timas e desbalanceadas, como por exemplo,
quantidades nao fisiologicas de reguladores de crescimento, Dudits et al. (1995) propuseram a
idéia de que a embriogénese somatica seria a ultima adaptagdo celular as novas condi¢des
ambientais. Os autores, ainda propdem que um dos principais fatores que modulam a transicao
de célula somatica para embriogénica seria o nivel de estresse cuja célula ¢ submetida. Nesta
hipotese, considera-se que a resposta as condigdes de estresse depende de dois parametros
fundamentais, o nivel de estresse e o estado fisiologico da célula. Assim, se o nivel de estresse
exceder a tolerancia as células colapsam, e ao contrario, ocorre aumento no metabolismo, que

desencadeia mecanismos de adaptagdo (Davletova et al., 2001; Fehér et al., 2003).

Dos varios fatores que afetam a inducdo a embriogénese somadtica, os principais sdo o
gendtipo e a origem do explante, bem como a composi¢cao do meio de cultura, particularmente os
reguladores de crescimento. Além disso, a selecdo do estagio especifico de desenvolvimento do
explante, as transferéncias seqiienciais e as condi¢des apropriadas de cultivo sdo importantes
para o sucesso da embriogénese, principalmente no que se refere a aquisicdo de competéncia

embriogénica (Terzi & Loschiavo, 1990; Guerra et al., 1999).

A auxina ¢ considerada ser o principal regulador de crescimento requerido para a
ativacao da divisdo celular, tanto in vivo quanto in vitro (Guerra et al., 1999; Geldner et al.,
2000), e de uma maneira geral, a embriogénese somatica ¢ induzida por analogos de auxinas
considerados fortes (Guerra et al., 1999), como por exemplo, o 2,4-D, o picloram e o dicamba.
Assim, uma célula somatica expressa sua totipoténcia, adquirindo competéncia para originar uma

linhagem de células-filhas que irdo formar embrides somaticos (Guerra et al., 1999).

Estudos evidenciaram que a presenga de analogos de auxina no meio de cultura altera o
padrdo de metilagdo do DNA (LoSchiavo et al., 1989). Um dos possiveis sitios de agao da auxina
esta relacionado com a expressao, portanto, demetilagdo de genes que codificam para proteinas
quinases (cdc2) do controle do ciclo celular (Féher et al., 2002) fazendo com que estas células
entrem no ciclo mitdtico. Entretanto, outros fatores podem ser relacionados com a capacidade de

analogos de auxina induzir a divisdo celular ¢ a embriogénese somatica. Em células em
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suspensao de D. carota (Ribnicky et al., 1996), como também em protoplastos de Mendicago
sativa (Pasternak et al., 2002) a utilizagdo de 2,4-D influenciou o metabolismo de auxina
endogena. Nestes estudos, foi constatado que a presenga do 2,4-D no meio de cultura aumentou
significativamente a quantidade de AIA e seus conjugados na célula, e nesses estudos foi
observada uma relagdo positiva entre a quantidade de AIA enddgeno e a capacidade
embriogenética. Essas observagdes permitem especular que andlogos de auxina desempenham
papel ambiguo na indu¢do a embriogénese somadtica, induzindo a divisdo celular e atuando como
uma fonte de estresse. Fundamentando esta hipdtese, Féher et al. (2002) citaram o fato de células
embriogé€nicas serem induzidas por altas concentragdes (10 uM) de 2,4-D ou, baixas
concentragdes (1 nM) dessa substancia em conjunto com alguma fonte de estresse (ferro, cobre,
paraquat).

Da mesma forma, Kitamiya et al. (2000) alcangaram a inducgdo direta da embriogénese
somatica, em hipocétilos de D. carota, através da aplicacdo de 450 uM de 2,4-D durante um
periodo de 2 horas. Através de estudos de expressao diferencial de genes os autores encontraram
que esse choque auxinico resultou na expressdo de dois genes, um (Dchsp-1) homdlogo as
proteinas de choque de temperatura e outro (Dcarg-1) homologo aos genes regulados por
auxinas in vivo. Interessantemente, os autores ainda avaliaram a expressao de diferentes genes
quando segmentos de hipocotilos foram submetidos a outras fontes de estresse, como AAB,
temperatura e cadmio. Nesses, o gene Dchsp-1, portanto o gene ligado a resposta ao estresse, foi
expresso em todas as condi¢des avaliadas. Entretanto, o gene Dcarg-1, transcrito em resposta a
auxina, ndo foi expresso em nenhum caso de estresse, e a obtencdo de embrides somaticos

somente foi alcangada quando da expressdo de ambos os genes.

Trabalhos cléssicos evidenciaram que a embriogénese somadtica pode ser obtida por
outros indutores que ndo a auxina. Como por exemplo, estresse salino (Kiyosue et al., 1989),
inoculagdo em meio de cultura contendo altos niveis de sacarose (Kamada et al., 1993) e
incubacdo em altas temperaturas (Kamada et al., 1994), porém conforme destacado por Féher et
al. (2003), vale notar que os explantes utilizados proviam de apices meristematicos, regido com
grande quantidade enddgena de auxina. Recentemente foi descrita a obtencdo de embrides
somaticos em hipocotilos de plantulas de D. carota por Nishiwaki et al. (2000), pela simples
aplica¢do de acido absisico. Da mesma forma, neste experimento dois fatores foram criticos, o
tamanho do hipocétilo e a presenca do apice meristematico nas plantulas, concluindo os autores
que uma ou mais substancias que sdo translocadas basipetalmente, sdo requeridas para a inducao

a embriogénese somatica.
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Apesar das auxinas induzirem células embriogénicas, sua presenca no meio de cultura
parece ser antagdnica a progressao dessas células a formag¢ao do embrido somatico (Halperin,
1964), bloqueando o desenvolvimento desses nos estdgios iniciais do desenvolvimento (Merkle

et al., 1995; Guerra et al., 1999).

Dessa forma, o processo de embriogénese somatica segue um duplo-ciclo, sendo no
primeiro a indu¢do e o desenvolvimento de células embriogenéticas, que pode resultar em um
ciclo repetitivo. Ja no segundo ciclo, os pro-embrides recebem estimulos a se desenvolverem,
pela reducdo ou completa remocdo da fonte de auxina, ou ainda outros tratamentos que
promovam tal condi¢do. Nesse ciclo de maturacdo ocorre a formacdo dos embrides somaticos

propriamente ditos (Figura 3) (Guerra et al., 1999).
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FIGURA 3. Processo esquematico de dois ciclos para indugdo e para a modulagdo da
embriogénese somatica. Adaptado de Guerra et al (1999).

Virios trabalhos retrataram a importancia funcional do tipo, da sua concentracdo e do
balango entre os diferentes reguladores de crescimento utilizados na formacgdo e proliferacao
celular de embrides somaticos, como também na regeneragao de plantas. Os estudos mostraram
uma especificidade de ac¢do dos diferentes reguladores a um determinado 6rgdo da planta e

também entre gendtipos (George, 1993; Halperin, 1995; Guerra et al., 1999).
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Para Vasil (1987), a competéncia embriogenética ¢ aparentemente adquirida durante o
periodo inicial em cultura na presenca de altos niveis de auxina. Contudo, embrides somaticos
sao formados somente se os niveis de 2,4-D estiverem abaixo de determinada concentracao, o
que pode ser obtido por meio de repicagens para meios com baixos valores de fitorreguladores
ou longos periodos de repicagens, pois sua presencga por longos periodos parece ser antagonica

ao desenvolvimento celular organizado.

O sistema de embriogénese somatica ¢ dependente do genotipo. Desde os estudos iniciais
sobre a morfogénese em cultura in vitro, era reconhecido que certos grupos de plantas
respondiam mais prontamente em cultura do que outros, dentro de uma mesma espécie ou
mesmo dentro de uma unica variedade. Adicionalmente, vérios trabalhos reportam a
embriogénese somatica como sendo uma caracteristica herdavel (Kumar et al., 1998; McLean &
Nowak, 1998; Barro et al., 1999; Seabrook et al., 2001). No entanto, tais diferengas genotipicas
na capacidade embriogenética podem ser reflexo da habilidade da célula em ativar elementos
especificos para a aquisi¢do de competéncia embriogenética (Merkle et al., 1995), como por

exemplo, receptores de membrana.
4.3 Embriogénese somética em palmeiras

A formagdo de embrides a partir de células somadticas ¢ uma caracteristica unica e
especifica das plantas que promove uma eficiente forma de regeneracdo de plantulas in vitro.
Nesse contexto, a embriogénese somatica apresenta vantagens sobre as demais técnicas de
micropropagacdo como a capacidade de produzir grande niimero de embrides num espaco

limitado e o desenvolvimento direto de plantas a partir de embrides individualizados (Guerra et

al., 1999).

Da mesma forma que nas demais culturas, especialmente monocotiledoneas (Guerra et
al., 1999), em palmeiras a transi¢do de células somaticas para embriogénica aparentemente ¢é
mediada por altas concentragdes de auxina. Neste contexto, Hocher et al (1998) citaram que a
origem de embrides somaticos de C. nucifera, pode ser tanto unicelular quanto pluricelular,
necessitando para sua inducdo, maiores (80 a 120 mg.L™")* ¢ menores (40 a 60 mg.L™")? doses de
auxinas (usualmente 2,4-D), respectivamente, em meio de cultura suplementado com carvao
ativado. Ainda em C. nucifera, protocolos de regeneracdao de plantulas por embriogénese
somatica foram estabelecidos usando como fonte de explante inflorescéncias imaturas (Verdeil et

al., 1994; Blake & Hornung, 1995; Cueto et al., 1997), plumula (Chan et al., 1998) e embrides

% Na presenca de carvio ativado.
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imaturos (Karunaratne & Periyapperuma, 1989). Verdeil et al. (1994) citaram que a aquisi¢ao de
competéncia embriogenética foi obtida somente quando segmentos (1 a 1,5 mm) de
inflorescéncias imaturas foram inoculados em meio contendo 200 a 300 uM de 2,4-D? e os calos
regenerados fossem transferidos para meios contendo uma elevada quantidade desta auxina (450
a 500 uM)>. Nessas condi¢des, aproximadamente 10% dos calos adquiriram competéncia

embriogénica em todos os genotipos testados.

Teixeira (1989), trabalhando com E. guineensis, prop0s a utilizagdo de embrides, maturos
ou imaturos, como fonte de explantes pelas vantagens que tais embrides apresentam como a
possivel utilizacdo em larga escala, a uniformizacao, a facilidade de colheita, a possibilidade de
transporte em grandes distincias e a protecdo do embrido contra fungos e bactérias por parte dos
frutos, resultando numa diminuicdo de contaminacdes. Adicionalmente, cita-se o fato de
embrides zigéticos apresentarem uma elevada capacidade de expressar sua totipoténcia.
Utilizando esses explantes Teixeira et al. (1993) induziu calos em 55% a 88% dos embrides
imaturos inoculados. Ja para embrides maturos esse resultado foi de 93% e, aproximadamente,
ap6s nove meses de cultivo alguns setores de tais calos primarios formavam calos embriogénicos
fridveis.

A cultura de tecidos em pupunha foi primeiramente estudada por Huete & Arias (1981),
que relataram alto grau de oxidacdo em tecidos de folhas jovens, ndo sendo superado pela
aplicacdo de 4acido ascoérbico. Desde o desenvolvimento desse trabalho, foram realizados
aproximadamente 20 estudos da aplicagdo da cultura de tecidos em pupunha (Arias & Huete,
1983; Chaverri, 1984; Arias, 1985; Salazar, 1986; Pinedo; 1987; Valverde et al., 1987a ¢ 1987b;
Stein, 1988; Stein & Stephens, 1991; Almeida, 1994; Almeida & Kerbauy 1996). Dessas varias
pesquisas direcionadas a cultura de tecidos em pupunha, segundo Almeida (1994), muitas
apresentaram resultados aleatdrios e baixos indices de regeneragdo, tanto para organogénese

como para a embriogénese somatica.

Devido varios fatores, Arias & Huete (1983) sugerem a embriogénese somadtica para
melhorar substancialmente a taxa de reproducdo in vitro da pupunha, pois apds 8 a 12 semanas
de cultura 33% das massas celulares apresentaram uma relagdo de 3 a 5 plantas em casos bem
sucedidos. Respostas morfogenéticas de apices de pupunha mostraram que o peso da massa
celular e a percentagem de oxidagdo apresentaram um efeito positivo quando do cultivo no
escuro, ¢ também que quando cultivados a luz, ocorreu uma diminui¢do acentuada na taxa de

crescimento (Valverde et al., 1987b).

A embriogénese somatica apresenta um papel fundamental na propagacao da pupunha,
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no entanto, poucos trabalhos relatam a obtencdo desta rota morfogenética com sucesso. Dessa
forma, estudos visando o estabelecimento de protocolos regenerativos devem ser realizados,
possibilitando a insercdo desta técnica como uma ferramenta para o melhoramento, conservacao

e propagacdo massal dessa espécie.
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CAPITULO Il - GERMINACAO IN VITRO DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE PUPUNHA

1 RESUMO

A pupunha (Bactris gasipaes Kunth) ¢ uma palmeira domesticada que apresenta habito de
crescimento cespitoso, aptiddo para a produgdo de frutos e de palmito e sementes
recalcitrantes a desidratacdo. Técnicas de cultura de tecidos s@o ferramentas importantes para
o estabelecimento de estratégias de conservacdo desta espécie. Varios trabalhos
evidenciaram que a conservacdao de embrides zigdticos pode ser uma alternativa para a
conservacao genética de palmeiras e, para tanto, a técnica de cultura de embrides zigoticos
deve ser otimizada. O objetivo do presente trabalho foi determinar a composi¢do do meio de
cultura e o papel do carvao ativado na germinacdo in vitro de embrides zigdticos € no
crescimento inicial das plantulas. Embrides zigéticos foram dissecados e inoculados em
meios de cultura de MS; Y3 ou WH suplementados ou ndo com 1,5 g.L"' de carvio ativado.
A presenca de carvao ativado aumentou significativamente a percentagem de germinacao e
subseqiiente crescimento das plantulas. Maiores taxas de germinagdo foram observadas em
meio de cultura MS ou Y3 suplementado com carvao ativado, resultando em valores médios
de 90,0% e 96,5% de germinacdo, respectivamente. Em meio de cultura de WH
suplementado com carvao ativado a percentagem de germinagao foi baixa (17,5%). Apos 90
dias em cultivo, a altura média das plantulas em meios de cultura MS e Y3 foi de 4,3 cm;
com a suplementacdo de carvdo ativado a altura das plantulas foi de 5,4 cm e 5,9 cm,
respectivamente. Da mesma forma, maior numero de raizes foi observado em meios de
cultura MS e Y3, com valor médio de 1,6 raizes por plantula. Adicionalmente, as condi¢des
de cultivo influenciaram o crescimento do haustério e o desenvolvimento dessa estrutura
apresentou correlagdo significativa com a altura das plantulas. Analises histologicas
revelaram que o haustorio era composto por células grandes, com parede celular delgada,
presenca de granulos (amiloplastos e cloroplastos) e com presenca de feixes vasculares.

Palavras-chaves: Cultura de embrides; Germinagdo; Carvao ativado; Micropropagacdo; Meio de

cultura.



CHAPTER Il - IN VITRO GERMINATION OF PEACH-PALM ZYCOTIC EMBRYOS

2 ABSTRACT

Peach-palm (Bactris gasipaes Kunth) is a domesticated, caespitose multi-use palm species.
The seeds are non-orthodox, thus tissue culture techniques comprise useful tools for its
conservation. Several studies showed that storage of excised embryos would be an
alternative for palm genetic conservation, although the technique of zygotic embryo culture
must be optimized. The objective of the present studie was to evaluate the role of culture
medium composition and activated charcoal on zygotic embryo germination. Mature
embryos were excised and inoculated on MS, Y3 or WH culture medium supplemented or
not with 1.5 g.L”! activated charcoal. Activated charcoal enhanced germination rate and
subsequent plantlets growth. High germination rates were achieved on MS or Y3 culture
medium supplemented with activated charcoal, showing 90.0% and 96.5% germination rate,
respectively. In contrast, on WH culture medium supplemented with activated charcoal the
germination rate was the lowest (17.5%). After 90 days of culture, plantlet heights on either
MS or Y3 culture medium was 4.3 cm on average. When activated charcoal was added to
these media this value increased to 5.4 cm and 5.9 cm, respectively. Highest root number
was observed on MS or Y3 culture medium, with a mean value of 1.6 roots per plantlet.
Additionally, culture conditions influenced haustorium growth and the development of this
structure showed close correlation with plantlet height. Histological analysis showed that the
haustorium was composed of large cells with thin cell walls, the presence of amiloplasts and
chloroplasts, and several vascular bundles.

Key-Words: Embryo culture; Germination; Activated Charcoal; Micropropagation; Culture
Medium.



3 INTRODUCAO

A pupunha (Bactris gasipaes Kunth) ¢ uma palmeira aldgama, que foi domesticada pelos
amerindios no periodo pré-colombiano. Sao descritas varias utilizagdes para esta espécie, dentre
as quais a producdo de frutos, como fonte de amido ou 6leo e a produgdo de palmito merecem
destaques (Mora-Urpi et al., 1997). Atualmente a conservacdo dessa espécie ¢ realizada em
bancos ativos de germoplasma a campo, contudo, essa forma de conservagdo apresenta varios
problemas relacionados a fatores biodticos e abidticos (Mora-Urpi et al., 1997; Valois, 2001). Por
outro lado, a pupunha apresenta sementes recalcitrantes a conservagao (Ferreira & Santos, 1992;
Bovi et al., 2004) implicando na necessidade do desenvolvimento de métodos alternativos para a

sua conservagao.

Para a pupunha o estabelecimento de bancos de germoplasma in vitro ¢ sugerido como
uma importante ferramenta para a sua conservagdo (Mora-Urpi et al., 1997). Neste sentido, a
cultura de embrides zigoticos deve ser considerada um passo critico para o estabelecimento de
tais bancos de germoplasma, integrando protocolos de criopreservacdo e facilitando o

intercambio de germoplasma (Batugal & Engelmann, 1998; Engelmann et al., 2002).

A cultura de embrides zigdticos também possibilita elucidar aspectos da fisiologia do
desenvolvimento em condig¢des in vitro, podendo ser utilizada como modelo para otimizagdo dos
fatores que afetam o crescimento das plantulas provenientes da micropropagacao (Triques et al.,
1997), da mesma forma que fornece plantulas em condi¢des uniformes e estéreis para trabalhos
de cultura de tecidos. Assim, a utilizacdo desta técnica com diferentes propdsitos tem sido
reportada em varias espécies pertencente a familia Arecaceae (Assy-Bah, 1986; Ledo et al.,
2001; Sarasan et al., 2002). Para o sucesso da cultura de embrides zigdticos faz-se necessaria a
otimizacdo da composi¢cdo do meio de cultura, pelo fato deste sustentar o crescimento continuo

do embrido e da plantula (Monier, 1995; Hu & Ferreira, 1998).

A utilizacao da germinagao in vitro de embrides zigéticos em pupunha foi primeiramente
descrita por Almeida (1994), que sugeriu o emprego do meio de cultura composto pela
formulagdo salina de MS (Murashige & Skoog, 1962) isento de fitorreguladores. No entanto,
ensaios iniciais indicaram que embrides zigoéticos de pupunha apresentam alta capacidade de
germinagdo nestas condigdes, porém crescimento lento e alguns casos de oxidagdo foram

observados (Steinmacher et al., 2001).

Em palmeiras, a oxidacao tem sido observada em varios tecidos vegetais em condigdes in

vitro (Blake, 1983). Esse fendmeno ocorre principalmente devido a liberagdo de compostos



fendlicos, que em contato com o oxigénio formam quinonas, diminuindo o crescimento e

causando a morte dos explantes (Monaco et al., 1977).

Para controlar a oxidac¢ao dos explantes, o carvao ativado ¢ amplamente empregado por
ter a capacidade de adsorver os compostos fendlicos liberados pelos tecidos vegetais bem como
as quinonas formadas. Entretanto, apesar dos fatores envolvidos nos efeitos do carvao ativado
ainda ndo terem sido completamente elucidados, principalmente por haver adsor¢ao nao-seletiva
e ser influenciado pelas propriedades do meio de cultura (Ebert & Taylor, 1990), cita-se que esta
substancia apresenta varios beneficios ao desenvolvimento vegetal. Dentre estas, destacam-se a
adsorcdo dos ions excessivos e uma liberacdo lenta e gradual dos mesmos. Tal caracteristica
pode ser benéfica ao desenvolvimento vegetal por manter, dessa forma, o meio de cultura em
equilibrio de adsor¢ao (Pan & Staden, 1998) sustentando o crescimento continuo das plantulas
ao longo do cultivo in vitro. Ainda neste contexto, Pan & Staden (1998) citam que o carvao
ativado tem outras propriedades benéficas, principalmente para o crescimento radicular, podendo
ser atribuidos ao escurecimento do meio de cultura, & adsor¢do de substancias reguladores do
crescimento e outros compostos organicos e ainda auxiliar na oxigenacdo do meio de cultura. Em
pupunha essa substancia foi utilizada na concentragio de 2,5 g.L™! por Stein & Stepens (1991), e
apesar de ndo ter observado problemas com oxidagdo na espécie, plantulas foram regeneradas
apenas na presenga de carvao ativado, evidenciando a existéncia de outros beneficios além do

controle da oxidagao.

Dada a importancia da cultura de embrides zigéticos e os diferentes fatores associados a
essa técnica, o presente trabalho objetivou estudar a influéncia de diferentes formulagdes salinas
e do carvao ativado sobre a germinagdo in vitro de embrides zigoOticos e crescimento das

plantulas de pupunha.

4 MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fisiologia do
Desenvolvimento e Genética Vegetal, do Departamento de Fitotecnia integrado ao Centro de

Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina em Florianopolis.
4.1 Material Vegetal

O material vegetal utilizado no presente estudo foi cedido pelo Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia — INPA. Sementes provenientes de plantas de polinizacdo aberta da

populagdo Yurimaguas foram utilizadas como fonte de explantes. Essas sementes foram retiradas



de frutos, cujo estagio fisiologico de maturacdo encontrava-se na transi¢ao da coloragdo verde

escura para a coloragdo caracteristica do fruto maduro.

Para a desinfestagdo das sementes, primeiramente foi retirado o endocarpo dos frutos de
forma ndo asséptica e posteriormente, as sementes propriamente ditas foram enxaguadas em
agua destilada. J4 em camara de fluxo laminar, a desinfestagdo desses explantes foi realizada
pela imersdao em alcool 70°GL durante 5 min seguida de outra imersdo, de 40 min, em solugdo de
hipoclorito de sédio comercial a 60% (2 a 2,5% de cloro ativo), adicionado de 1 gota de
surfactante Tween-20® para cada 100ml dessa solugdo. Posteriormente foram efetuados trés

enxagiies com agua destilada deionizada e estéril para remog¢ao do excesso de hipoclorito.
4.2 Meios de cultura e condic¢des de cultivo

Para avaliacdo do potencial de germinagao, embrides zigéticos dissecados com o auxilio
de estercoscopio de forma asséptica foram imediatamente inoculados em meio de cultura
composto por diferentes composigdes salinas, sendo avaliadas a formulagdo de MS (Murashige
& Skoog, 1962), de Y3 (Eeuwens, 1976) e de WH (White, 1942) (Tabela 1) em interagdo com a
presenca ou auséncia de 1,5 g.L”' de carvéo ativado. A fonte de ferro foi mantida de acordo com
a concentragdo original de MS (Murashige & Skoog, 1962). A este meio foram adicionadas
vitaminas de Morel & Wetmore (1951), 30,0 g.L"' de sacarose e 7,0g.L" de Agar (Merse®™), com
pH ajustado para 5,8 antes da adi¢do do gelificante.

Os tubos de ensaio (150x25 mm) contendo 10 mL de meio de cultura por tubo foram
fechados com tampas translucidas de polietileno e selados com filme de PVC (cloropolivinila).
Todos os meios de cultura foram autoclavados a 121°C durante 15 minutos a 1 kgf.cm™. As
culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 26+1°C e fotoperiodo de 16

h de luz branca fria com intensidade de 50-60 p mol.m™.s™.
4.3 Delineamento estatistico

O experimento foi composto por um bifatorial 3x2 (composicao salina x carvao ativado)
conduzido em blocos inteiramente casualizados, com quatro repeti¢des, contendo dez unidades
amostrais por repeti¢do, sendo cada uma destas composta por um tubo de ensaio contendo um

embrido zigbtico.



TABELA 1 - Composicdo quimica das diferentes composi¢des salinas utilizadas para a
germinagao in vitro de embrides zigoticos de pupunha (Bactris gasipaes Kunth).

Formulagdes Salinas

Compostos MS! Y52 WH?
Macroelementos (mg.L™")
NH4NO3 1650 — —
NH4Cl — 535 —
KNOs3 1900 2020 80,0
MgS047 HO 370 247 737,1
CaCl,-2 H,O 440 294 -
KH,PO4 170 — —
KCl - 1492 65,0
NaH,PO4H,O - 312 16,5
Na,S04 — — 200
Ca(NOs),-4H,0O - - 287,8
Microelementos (mg.L™)
KI 0,83 8,3 0,75
H;BO; 6,20 3,10 1,50
MnSO4-4H,0 15,6 11,2 5,28
ZnS047H,0 8,60 7,20 3,00
NaMoO4-2H,0 0,25 0,24 -
CuSO45H,O 0,025 0,16 0,10
CoCly'6H,0 0,025 0,24 -
NiCl,-6H,O - 0,024 -
MoO; - - 0,01
Fontes de Ferro (mg.L'l)4
Na,EDTA 37,3 37,3 37,3
FeSO47H,0 27,8 27,8 27,8

! Formulacéo salina de Murashige & Skoog (1962). 2 Formulacgéo salina de Eeuwens (1976) 8 Formulacéo
salina de White (1942). * A fonte ferro e a concentracéo de ferro foi mantida a original de MS para todos os meios

de cultivo.



As varidveis avaliadas foram a percentagem de germinacao aos 30 dias, considerando

germinado embrides zigéticos que apresentaram crescimento de parte aérea. Aos 90 dias apos a
inoculacdo avaliou-se a altura das plantulas, a presenca e o numero de raizes e a presenca e
tamanho do haustério. Para a analise do tamanho do haustorio, esse foi dividido em classes
ordenais: 0 - a auséncia de haustorio; 1 - haustério com didmetro menor que 3 mm; 2 — haustdrio

com didmetro entre 3 ¢ 5 mm; e 3 — haustorio cujo didmetro fosse maior que 5 mm.

Para a realizagdo de andlises histologicas, foram realizadas sec¢des transversais em
tecido fresco, com auxilio de uma lamina. As sec¢oes foram acondicionadas em laminas de vidro

e analizadas em microscopio de luz.

Os dados foram submetidos a analise da variancia (ANOVA) e quando necessario ao
teste SNK (Student-Newamn-Keuls) para separacdo das médias, com 5% de significancia. Para
verificar o efeito do tamanho do haustorio com as demais varidveis foi efetuada a andlise de

correlagao.

5 RESULTADOS

A excisdo e a posterior inoculacdo de embrides zigdticos de pupunha (Figura 1A) foi
realizada para avaliar o potencial de germinacao in vitro desses. Apos uma semana de inoculacao
foi possivel observar intumescimento, inicio do processo germinativo (Figura 1B) e o
desenvolvimento da lamina cotiledonar (Figura 1C). Posteriormente, foi observada a formagao
dos pontos de crescimento: radicula e plimula, sendo que esta estrutura adquiria coloracao
marrom-avermelhada (Figura 1D). Ap6s o periodo de 30 dias de cultivo iniciou-se a emissdo da
bainha foliar, raiz primaria e o desenvolvimento completo do haustorio, com coloracdo verde

(Figura 1E). Apos o periodo de 90 dias plantulas completas foram obtidas (Figura 1F).

Observou-se que para a percentagem de germinacgdo e para a altura das plantulas houve
interagdo significativa entre a composicao salina e a presenca ou auséncia de carvao ativado no
meio de cultura. Maiores percentagem de germinacdo foram observadas em meio de cultura de
MS ou de Y3 na presenca de carvao ativado, com valores 90,0% e 96,5%, respectivamente, sem

denotar diferenca estatistica entre si (Tabela 2).

Para a varidvel altura de parte aérea foi observada diferenca estatistica apenas entre a
presenga e auséncia do carvao ativado e ndo entre as composi¢des salinas de MS e de Y3, que
por sua vez diferiram de WH. As maiores médias foram obtidas em meio de cultura de MS e de

Y3 na presenca de carvao ativado, alcangando 5,4 cm e 5,9 cm, apresentando (Tabela 2).



TABELA 2 - Efeito de diferentes composigdes salinas de meio de cultura para a percentagem de
germinagdo de embrides zigoticos e para a altura da parte aérea (cm) de pupunha (B.
gasipaes Kunth) germinados in vitro na presenga ou auséncia de carvao ativado

(1,5g.Lh.
Germinacao (%) Altura da Parte Aérea (cm)
Meio de Cultura Carvao Ativado Meédia® Carvao Ativado Meédia®
Presenca  Auséncia Presenca  Auséncia

MS' 90,0aA 35,5bAB  62,7A 5,4aA 3,1bA 4,3A

Y3? 96,5aA 55,0bA 75,7A 5,9aA 2,7bA 43A

WH? 17,5aB 7,5aB 12,5B 0,9aB 0,1aB 0,5B
M¢dia 68,0a 32,7b 4,0a 2,0b
CV* (%) 31,7 28.5

"Formulacéo salina de Murashige & Skoog (1962); “Formulacdo salina de Eeuwens (1976); “Formulacéo salina de
White (1942); “Coeficiente de variacdo, expresso em percentagem; * Médias seguidas por letras distintas,
mindsculas nas linhas e maidsculas na coluna, diferem entre si ao nivel de significAncia de 95%, pelo teste de SNK.

Por outro lado, para o nimero de raizes ndo houve interagdo significativa entre as
diferentes composicdes salinas e a adicdo de carvao ativado (Tabela 3). Contudo, a adi¢do de
carvao ativado apresentou diferenga estatistica significativa em compara¢ao com a auséncia. Em
relagdo a composi¢ao salina do meio de cultura, o nimero médio de raizes foi de 1,6 raizes em
meio de cultura de MS e Y3, diferindo estatisticamente do meio de cultura de WH. Ainda para
meio de cultura de WH sem carvdo ativado, o desenvolvimento de raizes foi completamente
inibido (Tabela 3).

No presente estudo, a lamina cotiledonar que formava o haustério apresentou
desenvolvimento intenso durante as primeiras semanas de cultivo (Figura 1C-E). Analises
histoldgicas revelaram que o haustério era composto por células grandes, com parede celular
delgada e presenga de feixes vasculares (Figura 1J) e com presenca amiloplastos nas células
internas, enquanto aquelas da periferia desenvolviam cloroplastos (Figura 1L) estimulados pela

presenca de luz.

Para avaliar se o desenvolvimento do haustorio foi influenciado pelas condi¢cdes impostas
na cultura in vitro, o tamanho dessa estrutura foi dividido em classes de tamanho. Para essa
varidvel, a presenca de carvao ativado resultou em maior crescimento do haustdrio, alcangando
1,7 em uma escala ordenal de 0 a 3 (Tabela 3). O mesmo valor foi encontrado para os meios de
cultura de MS e de Y3 sendo significativamente superior ao valor observado em meio de cultura
de WH (Tabela 3). Estes resultados indicam que em meio de cultura de MS ou Y3 suplementado
com carvao ativado, o haustorio apresentava diametro entre 3 mm e 5 mm, enquanto que em

meio de cultura WH as plantulas apresentavam haustorio menor que 3 mm.



TABELA 3 - Efeito de diferentes composi¢des salinas no meio de cultura para o nimero de
raizes e classes de tamanho de haustério (0 — auséncia; 1 — haustério <3 mm; 2 —
haustério entre 3 ¢ 5 mm; 3 — haustério >5 mm) aos 90 dias apds a inoculagdo de
embrides zigdticos de pupunha (B. gasipaes Kunth) germinados in vitro na presenga
ou auséncia de carvdo ativado (1,5g.L™).

Numero de Raizes Tamanho do Haustoério
Meio de Cultura Carvio Ativado Meédia® Carvio Ativado Meédia®
Presenca  Auséncia Presenca  Auséncia
MS! 2,2 1,0 1,6A 2,0 1,5 1,7A
Y3? 2,0 1,2 1,6A 2,2 1,2 1,7A
WH? 1,2 0,0 0,6B 1,0 0,1 0,5B
Média” 1,8a 0,7b 1,7a 0,9b
CV*(%) 33,4 30,7

"Formulacéo salina de Murashige & Skoog (1962); “Formulacdo salina de Eeuwens (1976); “Formulacéo salina de
White (1942); “Coeficiente de variagdo, expresso em percentagem; * Médias seguidas por letras distintas,
mindsculas nas linhas e maidusculas na coluna, diferem entre si ao nivel de significAncia de 95%, pelo teste de SNK.

Para avaliar se o tamanho do haustorio influenciou o crescimento das plantulas, os
valores dessa varidavel foram submetidos a andlise de correlagdo com as demais varidveis. Com
exce¢do do meio de cultura composto por sais de WH ausente de carvao ativado, em todos os
demais tratamentos a altura da parte aérea apresentou correlacao significativa com a classe de
tamanho do haustorio (Tabela 4).

TABELA 4 - Correlagdo entre a presenca e tamanho de haustorio e as variaveis de percentagem
de germinagdo, altura da parte aérea e numero de raizes de embrides zigdticos de

pupunha (B. gasipaes Kunth) germinados in vitro em meio de cultura com diferentes
composi¢des salinas na presenca ou auséncia de 1,5g.L"" de carvdo ativado.

Composi¢ao Salina Carvao Ativado Haustorio*
Germinagao 5,8"™
Presencga Altura 60,3"
MS! N° de Raizes 19,1™
Germinagio 10,7
Auséncia Altura 49,2**
N° de Raizes 33,5"
Germinagao 35,8
Presenca Altura 40,2"
- N° de Raizes 39,6
Germinagdo 6,2"
Auséncia Altura 434"
N° de Raizes 36,37
Germinagio 25,0™
Presenca Altura 59,7**
3 N° de Raizes 35,5*
WH Germinagéo 3,8™
Auséncia Altura 33,3"
N° de Raizes 0,0™

'Formulagio salina de Murashige & Skoog (1962); “Formulago salina de Eeuwens (1976); *Formulagio salina de White (1942); *Valores de r,
valores baseados em 40 amostras, exceto MSaus = 39 e Y3pres = 37; ™ ndo significativo *Significativo (p<0,05); ** Altamente significativo
(p<0,01).



FIGURA 1. Germinagdo in vitro de embrides zigdticos de pupunha (Bactris gasipaes Kunth).
A — Aspecto do embrido zigdtico. B — Embrido zigdtico apds 7 dias de cultivo. Notar
intumescimento na regido da plumula (Seta). C — Embrido zigoético apos 14 dias de
cultivo. Notar o desenvolvimento da lamina cotiledonar (Seta). D — Formagao dos
pontos de crescimento, radicula e plimula. Notar coloracdo marrom-avermelhada na
plimula (Seta). E — Emissdo da bainha foliar e raiz primaria, e formag¢ao completa do
haustorio. F — Aspecto de uma plantula completa. G — Detalhe do haustorio e classes
de tamanhos deste (1 — haustério <3 mm; 2 —haustério entre 3 € 5 mm; 3 — haustério
>5 mm). H — Morfologia das plantulas cultivadas em meio de cultura de WH. I —
Morfologia das plantulas cultivadas em meio de cultura de MS e Y3. J — Seccdo
transversal de tecido fresco do haustorio. Notar a presenga de feixe vascular (Seta). L
— Secgdo transversal de tecido fresco do haustorio apresentando células
parenquimaticas com grande quantidade de granulos. Figura 1A — Barra=1 mm;
Figura J e L — Barra=200 um; Demais Figuras barra=1 cm.






6 DISCUSSAO

De uma forma geral, a composicdo do meio de cultura para a germinagdo in vitro de
embrides zigoticos pode ser relacionada com o estdgio de desenvolvimento destes embrides.
Embrides zigdticos maduros necessitam de um meio de cultura de composi¢do mais simples,
contendo uma composi¢do simples de sais minerais e uma fonte de energia (Monier, 1995).
Contudo, o presente estudo mostra que para a aplicacdo da técnica de germinagdo in vitro de
embrides zigoéticos de pupunha um meio de cultura com composi¢do salina mais complexa ¢

necessario.

No presente estudo, foi possivel observar que plantulas mantidas em meio de cultura MS
ou Y3 apresentavam um crescimento mais vigoroso, colora¢do verde intensa, emissao de folhas,
e balanco entre parte aérea e o sistema radicular (Figura 11). Por outro lado, plantulas mantidas
em meio de cultura de WH apresentavam baixo desenvolvimento, pouca emissido de folhas, e
crescimento desbalanceado entre a parte aérea e a raiz (Figura 1H). Estas observacdes estdo de
acordo com Paranjothy (1984), que observou que embrides zigéticos de Elaeis guineensis
apresentaram baixo vigor e crescimento desbalanceado de raizes e parte aérea quando cultivados
em meio de cultura WH, sugerindo também a necessidade de um meio de composi¢do mais
complexa para a cultura de embrides zigdticos dessa espécie. O fato de o meio de cultura
composto por sais de White (1942) apresentar menor germinacao e crescimento das plantulas
pode ser devido a sua baixa forga idnica (13,23 meq.L™") em comparagio com a composigio de
Murashige & Skoog (1962) e Eeuwens (1976), que apresentam 52,12 meq.L™" ¢ 61,23 meq.L™,
respectivamente. Adicionalmente, outro fator que pode estar ligado ao baixo vigor das plantas
em meio de cultura WH ¢ o balanco de nitrogénio. O nitrato ¢ a fonte de nitrogénio mais
utilizada pelas plantas, contudo, essa forma deve ser reduzida antes de ser redirecionada ao
metabolismo vegetal pelas enzimas nitrato e nitrito redutase (Taiz & Zeiger, 2002). Da mesma
forma, explantes e plantulas obtidas em meio de cultura contendo ambas as formas de N (NO;3™ e
NH,") apresentam crescimento mais vigoroso (George, 1993). Neste contexto, o suprimento de
nitrogénio no meio de cultura pode ter sido um fator determinante, visto que na formulacio WH
nao ha a suplementacdo de amonia, enquanto que em MS e Y3 a relagdo nitrato:amoénia € de 1,91
e 1,99, respectivamente.

Além da composi¢do do meio de cultura, a presenga de carvao ativado incrementou todas

as variaveis avaliadas. Apesar da oxidagdao ndo ter sido um fator limitante na auséncia de carvao

ativado, as plantulas obtidas nessas condi¢des apresentavam crescimento lento e desbalanceado.



De maneira geral, dentre todos os fatores relacionados ao meio de cultura para o cultivo

in vitro de embrides zigoticos de palmeiras, a presenga de carvao ativado influenciou
positivamente tanto a germina¢do quanto o crescimento das plantulas. Embrides zigoticos de E.
guineensis desenvolveram-se rapidamente em plantulas quando cultivados em meio de cultura
contendo carvao ativado, como também o desenvolvimento de raizes foi geralmente ausente em
meios de cultura sem carvao ativado (Paranjothy, 1984). Embrides zigéticos de Cocos nucifera
apresentaram desenvolvimento apenas em meio de cultura adicionado de carvao ativado (Assy-

Bah, 1986).

J& em Syagrus oleracea, a utilizagdo de carvdo ativado nao diferiu estatisticamente dos
resultados obtidos com o acido ascorbico, porém, ainda assim apresentou as melhores médias de
germinagdo (Melo et al., 2001). Adicionalmente, Sarasan et al. (2002) utilizaram o carvao
ativado para controlar a oxidagdo e o baixo crescimento de embrides zigoticos de Hyophorbe

lagenicaulis, palmeira endémica de Mauritius.

Da mesma forma que para as demais varidveis, o desenvolvimento do haustorio foi
influenciado pelas condigdes impostas durante a cultura in vitro. Essa estrutura apresentou
crescimento intenso durante as primeiras semanas de cultivo, e apresentou-se morfologicamente
isodiamétrico e de coloragdo verde, bastante similar ao haustoério de plantulas de Elaies

guineensis obtidas in vitro e descrito por Rabechault & Cas (1974).

O haustoério € a estrutura correspondente a lamina cotiledonar, sendo caracteristico em
palmeiras e responsavel pela secrecdo de enzimas que irdo digerir o endosperma e redirecionar
estas reservas para o metabolismo e crescimento das plantulas (Verdeil & Hocher, 2003).
Contudo, ndo existem evidéncias claras sobre a funcdo que esta estrutura desempenha em

condig¢des in vitro.

Estudos com cultivo in vitro de embrides zigéticos das palmeiras Veitchia merilli e
Howea fosteriana evidenciaram que plantulas foram obtidas mesmo sem a presenca do
haustorio, o qual foi danificado pela criopreservacdo (Chin et al., 1988). Da mesma forma,
conforme serd apresentado posteriormente (Capitulo III), em pupunha a obtengdo de plantulas
sem haustorio foi observada, sugerindo que esta estrutura ndo ¢ essencial ao desenvolvimento in
vitro. Por outro lado, o presente estudo mostra que existe correlagdo positiva entre a presenga € o
tamanho do haustorio e a altura das plantulas de pupunha. Da mesma forma, Sarasan et al.
(2002) observaram que plantulas de Hyophorbe lagenicaulis apresentavam relagdo positiva entre
o tamanho do haustorio e o crescimento da parte aérea e radicular. Adicionalmente, embrides

zigbticos de E. guineensis nao apresentavam crescimento da parte aérea a menos que uma parte



do haustorio fosse mantida durante a cultura (Rabechault & Cas, 1974).

Estudos da germinacdo in situ de pupunha evidenciaram que nessa espécie o haustorio €
composto por células parenquimdticas, com parede celular delgada, grandes espagos
intercelulares e presenga de granulos de amido nas células (Damido-Filho et al., 1999). Tais
caracteristicas foram observadas também in vitro no presente estudo, de forma semelhante
aquelas descritas em E. guineensis (Rabechault & Cas, 1974) e podem, de fato, influenciar
diretamente o crescimento das plantulas in vitro, principalmente por transferir tais reservas ao
desenvolvimento destas. Mais especificamente, devido a presenga de varios elementos de vaso, o
tamanho do haustério pode influenciar o crescimento das plantulas por apresentar uma maior
superficie de contato com o meio de cultura, ou ainda secretar enzimas chaves que regulam a
hidrolise e o metabolismo dos compostos organicos presentes no meio de cultura. Contudo,
estudos mais detalhados devem ser conduzidos para elucidar o papel dessa estrutura em

condicoes in vitro.

7 CONCLUSOES

O presente trabalho descreve a germinagdo in vitro de embrides zigéticos de pupunha
(Bactris gasipaes Kunth) e o estabelecimento de condigdes otimizadas para a cultura in vitro
destes. Esta técnica pode ser empregada como um modelo para avaliar o desenvolvimento in
vitro de plantulas de pupunha, como também ser associada a técnicas de conservacdo e
multiplica¢do massal desta espécie. A composi¢cdo do meio de cultura influenciou a germinagado
dos embrides zigdticos e o crescimento das plantulas. Os maiores valores para a percentagem de
germinagdo de embrides zigoticos, a altura da parte aérea e para o numero de raizes foram
observados em meio de cultura composto por sais de MS ou de Y3 suplementado com 1,5 g.L™!
de carvao ativado. O desenvolvimento in vitro do haustorio e o tamanho dessa estrutura pode ser
correlacionado com a altura das plantulas. Andlises histologicas revelaram que o haustério ¢

composto por células grandes com presenca de varios granulos e elementos de vasos.
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CAPITULO Il - CRIOPRESERVACAO DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE PUPUNHA

1 RESUMO

A criopreservagao ¢ considerada como uma opg¢do segura e de baixo custo para a
conservacao de germoplasma de plantas que apresentam sementes recalcitrantes, como a
pupunha (Bactris gasipaes Kunth). O objetivo do presente trabalho foi estabelecer um
protocolo para a criopreservagdo de embrides zigoéticos de pupunha, baseado na técnica de
encapsulamento-desidratacdo. Apds a excisdo, os embrides zigoticos foram encapsulados em
uma matriz de 3% de alginato com 2 M glicerol e 0,4 M de sacarose e pré-tratados ou nao
com 1 M de sacarose durante 24 h, seguido de desidratagdo por evaporacdo. Com base no
peso fresco, o conteudo de dgua das capsulas decresceu de 83,0% e 86,6% a 17,5% e 20,0%
para aquelas capsulas pré-tratadas ou nao, respectivamente, apos 4h de desidratagao. O pré-
tratamento com sacarose a 1 M resultou nos menores valores para a percentagem de
germinacao de embrides zigoticos e de altura das plantulas, em comparagdo com aquelas ndo
pré-tratadas. A percentagem de oxidacdo foi estatisticamente influenciada pelo tempo de
exposi¢ao ao fluxo de ar, sendo que no tempo 0 ocorreu 4,0% de oxidagdo e apds 8 h de
desidratagdo valores médios de 46,2% de oxidacao foram observados. Condigdes 6timas para
a regeneracao de plantulas a partir de embrides zigoéticos incluiram o encapsulamento e a
desidratagdo durante 4h em camara de fluxo até 20% de teor de dgua seguido de imersao
rapida em nitrogénio liquido (-196°C), permanecendo nesta condi¢io por um periodo
minimo de 24 horas, e posterior descongelamento rapido em banho-maria a 45°C. Nestas
condigdes 28,5% dos embrides germinaram in vitro. Contudo, plantulas obtidas a partir de
embrides zigdticos desidratados apresentaram menor altura e haustério atrofiado. Analises
histologicas evidenciaram que as células do haustorio eram grandes, vacuoladas e com
poucos corpos protéicos, por outro lado, células pequenas com alta relagdo nucleo:citoplasma
formavam o meristema apical, que sdo os Unicos tipos celulares que apresentam
caracteristicas favordveis para sobreviver a exposicao ao nitrogénio liquido. Plantulas foram
aclimatizadas com sucesso, apresentando 41,4+9,3% e 87,5+3,7% de sobrevivéncia para
plantulas provenientes de embrides zigdticos criopreservados e ndo criopreservados,
respectivamente, apds doze semanas de aclimatizagao.

Palavas-chaves: Conservagdo de germoplasma, Cultura in vitro, embrides zigdticos,
sementes sintéticas.



CHAPTER 11l - CRYOPRESERVATION OF PEACH-PALM ZYGOTIC EMBRYO

2 ABSTRACT

Cryopreservation is a safe and cost-effective option for long-term germplasm conservation of
non-orthodox seed species, such as peach-palm (Bactris gasipaes Kunth). The objective of
the present study was to establish a cryopreservation protocol for peach-palm zygotic
embryos based on the encapsulation-dehydration technique. After excision, zygotic embryos
were encapsulated with 3% sodium alginate plus 2 M glycerol and 0.4 M sucrose, and pre-
treated or not with 1 M sucrose during 24 h, followed by air-drying. On fresh weight basis,
water contents of capsules decreased from 83.0% and 86.6% to 17.5% and 20.0% for those
capsules pre-treated or not, respectively, after 4h of dehydration. Sucrose pre-treatment at 1
M caused lower zygotic embryo germination rate and plantlet height in contrast with non-
treated capsules. Oxidation rate was statistically influenced by duration of exposition to air,
control capsules showed 4.0% oxidation and after 8 h of dehydration 46.2% oxidation was
observed. Optimal conditions for recovery of cryopreserved zygotic embryos include
encapsulation and dehydration for 4 h in a flow cabinet to 20% water content followed by
rapid freezing in liquid nitrogen (-196°C) and rapid thawing at 45°C. In these conditions
28.5% of the zygotic embryos germinated in vitro. However, plantlets obtained from
dehydrated zygotic embryos had lower heights and stunted haustoria. Histological analysis
showed that haustorium cells were large, vacuolated, with few proteins bodies. In contrast,
small cells with high nucleus:cytoplasm ratios formed the apical meristem, which were the
cell types with favorable characteristics for survival after exposure to liquid nitrogen.
Plantlets were successfully acclimatized and showed 41.4+£9.3% and 87.5+£3.7% survival
rates for plantlets from cryopreserved and non-cryopreserved treatments, respectively, after
twelve weeks of acclimatization.

Key-Words: Germplasm conservation, in vitro culture, zygotic embryos, synthetic seeds.



3 INTRODUCAO

A pupunha (Bactris gasipaes Kunth) ¢ uma palmeira domesticada e apresenta alta
variabilidade genética (Mora-Urpi et al., 1997), possivelmente devido aos varios eventos de
domesticacdo que ocorreram simultaneamente. Atualmente a conservagdo dos recursos genéticos
dessa espécie ¢ realizada em colegdes de campo, que apresentam varias vantagens, porém

elevada vulnerabilidade (Clement, 1997).

A conservacgdo on farm tem sido sugerida como uma forma eficiente para a manuteng¢ao
da variabilidade genética para pupunha (Adin et al., 2004), no entanto, a necessidade de
replicatas ¢ de extrema importancia para assegurar a conservagao a longo prazo (Valois, 2001).
Neste sentido, justifica-se a utilizacdo de bancos de conservagdo ex situ como forma
complementar as demais técnicas de conservagdo. No entanto, essa espécie apresenta sementes
recalcitrantes a desidratagao (Bovi et al., 2004), perdendo sua viabilidade completamente apos

pequenos periodos de armazenamento.

Para a conservagdo ex situ de plantas cujas sementes sdo recalcitrantes, a criopreservagao
¢ tida como a melhor técnica alternativa para a conservagao a longo prazo. Essa técnica pode ser
descrita como a manutengdo da viabilidade celular pela paralisacio do seu metabolismo em
temperaturas ultra-baixas, alcangadas geralmente com o uso do nitrogénio liquido (-192°C) ou

sua fase vapor (-150°C) (Engelmann, 2004).

Diferentes metodologias foram desenvolvidas para asseguar a viabilidade celular apds a
exposi¢do ao nitrogénio liquido (Engelmann, 2004) e dentre estas, cita-se a utilizagdo do
encapsulamento-desidratacao. Essa técnica, desenvolvida por Dereuddre et al. (1991), emprega a
tecnologia de sementes sintéticas combinando dois tratamentos crioprotetores, a desidratagdo por
evaporacgdo e pelo potencial osmoético devido as altas concentragdes de sacarose. Posteriormente
essa técnica foi aprimorada por Sakai et al. (2000), adicionando sacarose e glicerol na matriz de
alginato. Adicionalmente ao encapsulamento, para aumentar a tolerancia das células a
desidratacdo tem sido sugerido o emprego de um pré-tratamento dos explantes com
concentragdes de sacarose variando de 0,3 a 1,5 M (Dereuddre et al., 1991; Dumet et al., 1993;
Ishikawa et al., 1997; Hirai & Sakai, 1999). Os mecanismos envolvidos nesse aumento de
tolerancia sao ligados a uma maior estabilidade das membranas celulares (Engelmann, 2004), ao
acumulo de polissacarideos (Bagniol et al., 1992; Gonzéles-Arnao et al., 2003) e a fragmentacgao

dos vacuolos (Helliot et al., 2003) devido a esse pré-tratamento dos explantes.

Em palmeiras, a utilizacdo da criopreservacao foi reportada utilizando meristemas apicais



de Phoenix dactylifera (Bagniol & Engelmann, 1991), plimula de Cocos nucifera (Hornung et

al., 2001) e embrides somaticos de Elaeis guineensis (Dumet et al., 1993; Engelmann et al.,
1995) como fonte de explantes. Contudo, para assegurar a integridade genética das plantas
conservadas, a utilizagdo de embrides zigdticos ¢ tida como a melhor fonte de explantes e
protocolos para Cocos nucifera (Assy-Bah & Engelmann, 1992), Elaeis guineensis (Grout et al.,
1983), Areca catechu (Raja et al., 2004), Veitchia merrillii € Howea fosteriana (Chin et al.,
1988).

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver um protocolo para a criopreservagao
e regeneragdo de plantulas a partir de embrides zigoticos utilizando a técnica de encapsulamento

e desidratacdo, visando a conservagdo a longo prazo de pupunha.

4 MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fisiologia do
Desenvolvimento e Genética Vegetal, do Departamento de Fitotecnia integrado ao Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina em Floriandpolis, Santa Catarina,

Brasil.
4.1 Material Vegetal

Foram utilizadas sementes provenientes de plantas mantidas na area de producdo do
Projeto RECA — Reflorestamento Econdémico Consorciado Adensado, localizada em Nova
Califérnia, RO, para avaliar o potencial de criopreservagdo de embrides zigéticos de pupunha.
Os frutos que continham as sementes estavam no estagio de transi¢ao da coloracdo verde para a

coloragao amarela ou vermelha.

Os procedimentos para a desinfestagdo e obtengdo dos embrides zigoéticos foram os
mesmos descritos para a germinagdo in vitro de embrides zigéticos (Capitulo II). Apds a
dissecag¢do dos embrides, estes foram mantidos em meio de cultura composto pelos sais de MS
(Murashige & Skoog, 1962), suplementado com vitaminas de Morel e Wetmore (1951) ¢ 0,3 M
de sacarose. O pH do meio de cultura foi ajustado a 5,8 antes da adi¢io de 7,0 gL' de Agar
(Merse®) e esterilizado por autoclavagem a 121°C a 1 kgf.cm™ durante 15min. O meio de cultura
foi envasado em 30 mL por placa de Petri. Em cada placa de petri foram inoculados 25 embrides
zigbticos mantidos em camara, tipo B.O.D., a 25°C em escuro total por um periodo de

aproximadamente 12 horas.



4.2 Procedimentos para o encapsulamento e criopreservacao

Embrides zigoticos intactos foram selecionados e encapsulados em matriz de alginato
para a criopreservacgao. Essa matriz foi composta por 3% de alginato de so6dio, 2 M de glicerol e
0,4 M de sacarose, segundo metodologia de Sakai et al. (2000). Para a complexagao das capsulas
foi utilizada uma solugdo de 100 mM de CaCl,. Todas as solugdes utilizadas foram autoclavadas
a 121°C a 1 kgf.cm™ durante 15min. O encapsulamento dos embrides zigoticos foi realizado com
o auxilio de uma micropipeta, com capacidade de 1000 uL e ponteira aparada. As capsulas
permaneceram na solugdo de CaCl, por um periodo de 30 min, sendo em seguidas enxaguadas
em agua destilada deionizada estéril uma vez e colocadas sobre papel filtro para remog¢ao do

€XCESSO.

Para avaliar o efeito do pré-tratamento das unidades encapsuladas, foi utilizado meio de
cultura liquido com composi¢do salina de MS e vitaminas de Morel, adicionado de 1 M de
sacarose, com pH aferido a 5,8 e autoclavado a 121°C a 1 kgf.cm™ durante 15min. As capsulas
permaneceram em frascos de Erlenmeyer, contendo 100 mL de meio de cultura, no escuro a

25°C, em agitador horizontal a 80 rpm durante um periodo de 24 horas.

Para a desidratacao das cédpsulas, foram testados diferentes tempos de exposicao (0, 2, 4
ou 8 horas) ao fluxo continuo, com ou sem o pré-tratamento em sacarose descrito acima. Estas
capsulas foram colocadas em placas de Petri e expostas ao fluxo continuo da cdmara de fluxo
estéril. Para acompanhar a curva de perda de 4gua, todas as capsulas foram pesadas antes e apos
os tratamentos e o peso seco inicial foi determinado a partir de 15 cépsulas contendo um embrido

zigotico para cada tratamento, colocadas em estufa a 105°C durante 48 horas.

Para avaliar o efeito da criopreservacao, metade das unidades encapsuladas foi imersa em
nitrogénio liquido e as demais foram reservadas para avaliar o potencial de germinacdo dos
embrides zigoéticos ndo criopreservados. A criopreservacdo das unidades encapsuladas foi
realizada acondicionando-as em criotubos (1,5 mL), dispostos em canaletas de aluminio, sendo
rapidamente imersas em nitrogénio liquido, permanecendo nesta condi¢gdo por um periodo
minimo de 24 horas. Posteriormente, as unidades foram submetidas a técnica de

descongelamento rapido, colocando os criotubos em banho-maria a 45°C durante 2 min.

Apoés os tratamentos, todas as capsulas obtidas foram submetidas a um tratamento de
rehidratacdo adaptado da metodologia de Ishikawa et al. (1997). Estas céapsulas foram
transferidas para tubos de 2mL (Eppendorf”) contendo 1,5mL de meio de cultura liquido

suplementado com 1M de sacarose, conforme descrito anteriormente. Apds 30min nessas



condicoes, 0,5mL desse meio de cultura foi retirado e outros 0,5mL de meio de cultura

suplementado com 0,IM de sacarose foi adicionado, permanecendo durante 10min. Esse

procedimento foi repetido trés vezes.
4.3 Procedimentos para a germinacao in vitro

Para a obtengdo dos embrides zigdticos, as unidades apds o processo de rehidratagdo
tiveram suas capsulas fisicamente removidas com o auxilio de uma pinga e os embrides zigdticos

foram transferidos para o meio de cultura.

O meio de cultura composto por sais de MS (Murashige & Skoog, 1962) e vitaminas de
Morel & Wetmore (1951), suplementado com 1,5 gL de carvdo ativado foi utilizado no
presente estudo com base nos resultados dos ensaios anteriores (Capitulo II). O pH foi ajustado
para 5,8 antes da adi¢do de 7,0 gL' de Agar (Merse®). O meio de cultura foi disperso em

aproximadamente 10 mL por tubo de ensaio e autoclavado a 121°C a 1 kgf.cm™ durante 15min.

Dois embrides zigdticos foram inoculados em cada tubo de ensaio e as culturas foram
mantidas em sala de crescimento a temperatura de 26+£1°C e fotoperiodo de 16h com intensidade

luminosa de 50-60 umol.m™.s™".
4.4 Analises Histoquimicas

Amostras para a realizagdo de estudos histoquimicos foram fixadas em paraformaldeido
2% durante 48h, desidratadas em série alcodlica (30 a 100°GL) e embebidas em historesina
(Leica™). Secgdes de 5 pM de espessura foram obtidas em micrétomo rotatério manual (Slee
Technik), distendidas sobre uma gota de 4gua em uma lamina de vidro e secas rapidamente por
calor, em bico de Bunsen. Apds o preparo e sec¢ao das amostras, estas foram submetidas a
coloragdo para proteinas com Coomassie brilliant blue R250 (Sigma®). Com o objetivo de evitar
artefatos da técnica de histologia, as amostras foram coletadas de um unico bloco e preparadas

simultaneamente.
4.5 Aclimatizagao das plantulas

As plantulas mantidas nas condi¢des descritas acima por um periodo de vinte semanas e
com altura superior a 4 cm foram selecionadas. O haustério foi removido, quando presente, € o
sistema radicular reduzido para facilitar o manejo das plantulas e estimular o desenvolvimento de
novas raizes. Em seguida as plantulas foram lavadas em agua corrente para remog¢ao dos residuos

do meio de cultura.



Estas plantulas foram entdo transferidas para bandejas de Poliestireno expandido

(Isopor®) contendo células isoladas de 3x3 cm. Foi utilizado como substrato o composto
comercial Plantmax® HT (Condutividade Elétrica 1,5-2,0) e palha de arroz carbonizada (1:1). As
bandejas contendo as plantulas foram colocadas dentro de caixas plasticas com uma lamina de
agua, de forma que a 4gua ndo tivesse contato com a bandeja. Uma lamina de vidro foi colocada
sobre a caixa, permitindo a entrada de luz, contudo evitando a perda excessiva de umidade. A
irrigacdo foi realizada diariamente, por meio de pulverizador manual. Apds quatro semanas
nessas condi¢des, uma abertura de aproximadamente 30% da lamina de vidro foi realizada,
permitindo a troca de umidade. Apds seis semanas essa abertura passou a 50% da érea total da
caixa. As caixas com as bandejas foram mantidas em sala de crescimento a 26+1°C sob

fotoperiodo de 12h com intensidade luminosa de 100-120 pmol.m™.s™.

Apos 12 semanas nessas condig¢des, as plantulas foram transferidas para sacos plasticos
contendo o mesmo substrato e mantidas em estufa plastica, com irrigacdo diaria e iluminacao

natural.
4.6 Delineamento estatistico

Foi delineado um experimento em trifatorial, 2x2x4 — Criopreservados ou nao x Pré-
tratamento com 1 M de sacarose ou ndo x quatro periodos de desidratacdo, perfazendo um total
de 16 tratamentos. O presente estudo foi conduzido em delineamento de blocos completos, com
cinco blocos, sendo cada bloco uma planta matriz. Cada bloco foi constituido de seis unidades
amostrais (embrides zigdticos) por tratamento, divididas em trés tubos de ensaio, totalizando 48
tubos de ensaio por bloco. Foram realizadas observagdes periodicas, contudo, para a
apresentacao dos dados foi considerada a avaliagdo realizada no terceiro més apds a inoculagao,

sendo observada a percentagem de germinacdo e de oxidacdo, e a altura da parte aérea dos
embrides zigoticos. Os dados foram transformados para /(x+5) e submetidos a andlise de

variancia (ANOVA). Quando necessario, foi aplicado o teste de separacao de médias de Duncan
a 5% significancia. Para a aclimatizag¢do de plantulas foi observada apenas a sobrevivéncia total

apods 12 semanas de aclimatizagdo, sendo os dados expressos como média+erro padrao.



5 RESULTADOS

Embrides zigdticos de pupunha (B. gasipaes Kunth) (Figura 1A) cultivados em meio de
cultura contendo 0,3M de sacarose (Figura 1B) foram selecionados e encapsulados em matriz de
alginato, resultando em céapsulas de aproximadamente 4 mm (Figura 1C). Ensaios preliminares
evidenciaram que embrides zigéticos mantidos nas cdpsulas para a germinacdo in vitro nao
apresentavam desenvolvimento, possivelmente devido ao alto potencial osmoético dessas
capsulas. Dessa forma, no presente estudo, apds os tratamentos de desidratacdo e
criopreservacao, as capsulas foram rehidratadas possibilitando a remog¢ao dos embrides zigdticos
de forma intacta (Figura 1D). Apds um periodo de 90 dias de cultivo avaliou-se a taxa de
germinagdo e de oxidagao (Figura 1E), bem como a altura da parte aérea das plantulas. Durante o
periodo de cultura alguns casos de desenvolvimento anormal do embrido foram observados
(Figura 1F). Contudo, apenas embrides zigéticos que apresentara o desenvolvimento de parte

aérea foram considerados germinados (Figura 1H).

A percentagem de germinagdo e a altura das plantulas diminuiram significativamente
pela criopreservacdo e pelo pré-tratamento com sacarose (p<0,01), contudo sem apresentar
interagdo entre estes fatores (Tabela 1). Embrides zigéticos que foram apenas desidratados
apresentaram em média 38,1% de germinacdo, enquanto aqueles que antes da desidrata¢do foram
pré-tratados em meio de cultura contendo 1 M de sacarose apresentaram 21,2% de germinagao
em média. Adicionalmente, a criopreservacdo diminuiu a viabilidade com médias de 13,3% e

46,1% de germinagdo para os embrides zigoticos criopreservados ou ndo, respectivamente.

A partir da andlise de variancia foi possivel observar a interacdo significativa entre o
tempo de exposicdo das capsulas ao fluxo de ar e a criopreservagdo em nitrogénio liquido
(p<0,01) para a germinagao dos embrides zigéticos. Ja para a altura das plantulas, a interacao

entre os trés fatores testados apresentou-se de forma significativa (p<0,05) (Tabela 1).

Com base no peso fresco, o teor de dgua inicial das capsulas decresceu rapidamente,
atingindo 14,0% e 18,0% de teor de agua, para cépsulas pré-tratadas ou ndo, respectivamente
(Figura 2A). Da mesma forma, a percentagem de oxidacdo dos embrides zigdticos foi
significativamente (p<0,01) influenciada pelo tempo de desidratagdo e, portanto, pelo teor de
agua das cépsulas (Figura 2B). E ainda, a alteragdo no teor de agua das capsulas afetou a
percentagem e a velocidade de germinagcdo dos embrides zigdticos ndo criopreservados.
Embrides zigdticos encapsulados e ndo desidratados (tempo 0) apresentavam o inicio da

germinagdo ap6s uma semana de cultura, enquanto que para aqueles embrides desidratados a



germinagdo foi observada somente duas a trés semanas apds a inoculacdo (dados nao

apresentados).

TABELA 1 - Efeito da criopreservacdo e do pré-tratamento em meio de cultura com 1M de
sacarose durante 24h para a germinag¢do de embrides zigéticos e para a altura da
parte aérea de plantulas de pupunha (B. gasipaes Kunth) e teste F’ para os fatores

avaliados.
Germinagao (%) Altura da Parte Aérea (cm)
Tratamentos Pré-tratamento Meédia! Pré-tratamento Meédia'
Ausente Presente Ausente Presente
Nao criopreservado 58,5 33,7 46,1A 2,32 0,99 1,13A
Criopreservado 17,8 8,8 13,3B 0,71 0,35 0,53B
Média 38,1a 21,2b 1,51a 0,67b
CV3(%) 30,65 4,2
F?(Blocos) 7,14™ 2,79"™
F (A:Tempo de exposicdo) 1,36™ 2,24"
F (B: Pré-tratamento) 14,80 17,60
F (C: Criopreservacao) 71,227 28,42"
F(AxB) 1,49™ 2,77
F(AxC) 9,77" 4.87"
FBxC) 0,90™ 0,45™
F(AxBxC) 1,74™ 2,917

*Valores médios, agrupando os valores do tempo de desidratacdo e dos blocos. Valores seguidos por letra diferente,
maidscula na coluna e mindscula na linha, diferem estatisticamente pelo teste F. 2 Coeficiente de variagao. 3valores
de teste F obtidos a partir da analise de variancia. ** Altamente significativo (p<0,01). * Significativo (p<0,05), NS Nao
significativo.

Para a manutengdo da viabilidade e para a germinagdo in vitro daqueles embrides
zigbticos que foram criopreservados a desidratagdo em cdmara de fluxo foi necessaria, visto que
estes ndo sobreviveram a exposicdo direta (Tempo 0) ao nitrogénio liquido. Nessas condigdes, a
analise estatistica ndo revelou diferengas significativas entre os tempos de desidratacdo testados,
devido ao alto coeficiente de variagdo encontrado e a baixa média encontrada. Contudo,
embrides zigdticos criopreservados apos 4 horas de desidratagdo apresentaram a maior média de
germinacdo (28,7%) sem diferir estatisticamente daqueles ndo criopreservados (40,7%) (Figura
2C).

Para a altura das plantulas foi possivel observar a interagdo significativa de todos os
fatores testados. Plantulas obtidas a partir de embrides zigoticos encapsulados e ndo desidratados
apresentaram a maior média de altura, sem diferir da altura das plantulas obtidas a partir do
controle (sem encapsulamento - dados ndo apresentados). Embrides zigdticos pré-tratados com
sacarose sem a desidratagdo apresentaram 1,3 cm de altura diferindo estatisticamente daquelas

plantulas obtidas de capsulas ndo pré-tratadas (Figura 2D).



FIGURA 1. Criopreservacdo de embrides zigéticos de pupunha (B. gasipaes Kunth). A —
Aspecto do embrido zigético. B — Embrides zigoticos cultivados em meio de cultura
contendo 0,3M de sacarose. C — Embrides zigoticos encapsulados. D — Embrides
zigoticos inoculados no meio de cultura ap6s os tratamentos. E — Embrides zigo6ticos
oxidados (seta). F — Desenvolvimento anormal de embrides zigoticos
criopreservados (seta). G — Plantulas obtidas a partir de embrides zigoticos
criopreservados evidenciando o desenvolvimento radicular (seta). H — Plantulas
obtidas a partir de embrides zig6ticos ndo desidratados apresentando
desenvolvimento normal do haustério (seta) em comparacdo com aquelas obtidas a
partir de embrides zigoticos criopreservados. | — Plantulas obtidas a partir de embrido
zigotico ndo desidratado (esquerda), desidratados por 4h (meio) e criopreservado
(direita). J — Plantulas preparadas para a aclimatizagéo. L — Sistema de aclimatizagéo
utilizado, composto por caixa plastica e tampa de vidro. M — Plantulas obtidas a
partir de embrides zigdticos criopreservados apos doze semanas de aclimatizacéo.
Figura A barra=1mm; Figuras D-G barra=3mm; Figuras B, C, H-J, M barra=3cm;
Figura L barra=10cm.






Plantulas obtidas a partir de embrides zigéticos desidratados e criopreservados em

relagdo aos nao desidratados, evidenciando o menor vigor daquelas plantulas provenientes de
embrides zigoticos criopreservados. Entretanto, da mesma forma que foi observado para a
percentagem de germinacao dos embrides zigoticos, apds quatro horas de desidratagdo, ndo foi

detectada diferenca estatistica entre os tratamentos (Figura 2D).
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FIGURA 2. Valores obtidos para a criopreservacdo de embrides zigéticos de pupunha (B.
gasipaes Kunth). A — Mudanca no teor de agua (%), com base no peso fresco,
durante a desidratagdo das cépsulas sem ou com pré-tratamento em 1,0M de sacarose
durante 24h. B — Percentagem de oxidagdo dos embrides zigoéticos em fungdo do
tempo de desidratagdo. C — Percentagem de germinagdo dos embrides zigoticos em
funcdo do tempo de desidratacdo e da criopreservagdo. D — Altura da parte aérea das
plantulas em fun¢do dos tratamentos da criopreservagdo. Letras maitsculas denotam
diferenca estatistica entre o fator criopreservagdo e pré-tratamento; e minusculas do
fator tempo, respectivamente pelo teste de Duncan a 95% de significancia. (Figura D
- Letras em italico representam mais que um tratamento).

Os aspectos morfologicos das plantulas foram influenciados pelos tratamentos aos quais
os embrides zigdticos foram submetidos. Plantulas completas, com o desenvolvimento do
haustorio foram obtidas em embrides que ndo foram submetidos a desidratacdo e a
criopreservacao. Por outro lado, em plantulas obtidas de embrides zigdticos desidratados o

desenvolvimento do haustério foi notadamente menor conforme o tempo de desidratagao (Figura



11), enquanto que naqueles embrides desidratados e criopreservados o haustorio nao apresentava

desenvolvimento (Figura 1H; 1I). Contudo, de forma geral, as plantulas obtidas sempre

apresentavam desenvolvimento balanceado de raizes e parte aérea (Figura 11).

Plantulas aptas a aclimatizagao (Figura 1J) foram acondicionadas em caixas plasticas
fechadas com uma lamina de vidro (Figura 1L). Apos doze semanas de aclimatizacdo as
plantulas apresentaram 41,4+9,3% e 87,5+3,7% de sobrevivéncia para aquelas plantulas
provenientes de embrides zigoticos criopreservados e nao criopreservados, respectivamente,
sendo entdo transferidas para casa de vegetacdo (Figura 1M). Apesar de nao ter sido avaliado
sistematicamente, neste estudo foi possivel observar que plantulas menores que 6 cm de altura

apresentaram baixa capacidade de sobrevivéncia apos trés semanas de aclimatizagao.

Andlises histoquimicas foram conduzidas para elucidar os aspectos relacionados com a
criopreservacdo de embrides zigéticos de pupunha. Essas analises revelaram que embrides
zigbticos de pupunha sdo formados por diferentes tipos celulares, compondo o meristema apical,
as c¢lulas da lamina cotiledonar, o procambio e a protoderme. Secgdes longitudinais de embrides
zigoticos ndo evidenciaram a presenca de radicula diferenciada (Figura 3A). O meristema apical
era formado por células pequenas, com alta relacdo nucleo:citoplasma e citoplasma denso
(Figura 3A). As células da lamina cotiledonar apresentaram-se vacuoladas, com parede celular
delgada e com presenca de corpos protéicos bem delimitados, contudo em menor quantidade em
relacdo aquelas observadas na protoderme (Figura 3B). Por sua vez, as células alongadas e com

presenca de poucos corpos protéicos (Figura 3B) compdem as células do procambio.

Quando esses embrides zigoticos contendo elevado teor de dgua foram submetidos a
criopreservacdo, as andlises histoquimicas revelaram alteracdes no perfil protéico das células.
Aquelas células da lamina cotiledonar apresentaram uma diminui¢do na quantidade de corpos
protéicos (Figura 3C), e estes nao se apresentavam de forma delimitada (Figura 3D),
possivelmente devido & formagdo de cristais de gelo que causaram a ruptura das membranas
celulares. Embrides zigoticos que foram desidratados durante quatro horas ndo apresentavam o
desenvolvimento normal do haustério, sendo possivel observar que neste tecido, varias células
apresentavam uma contracdo citoplasmatica (Figura 3E) devido a desidratacdo excessiva,
podendo ser responsavel pela morte dessas células. Por outro lado, as células do domo apical
apds o processo de desidratacdo e criopreservagdo apresentavam corpos protéicos bem
delineados, sem contragdo citoplasmatica (Figura 3F) e de forma muito similar aquelas ndo

criopreservadas, garantido a sobrevivéncia desse tipo celular.



FIGURA 3. Andlises histologicas de embrides zigdticos de pupunha (B. gasipaes Kunth)
submetidos a desidratacdo e a criopreservacao. A — Secc¢ao longitudinal evidenciando
a regido do meristema apical do embrido zigoético (seta). Note auséncia de radicula
diferenciada. B — Sec¢do longitudinal mostrando células da protoderme (seta larga
escura), do procambio (seta estreita escura) e da lamina cotiledonar (seta larga clara).
C — Seccao longitudinal de embrido zigotico criopreservado sem desidratagdao. D —
Sec¢do longitudinal da lamina cotiledonar de embrido zigoético criopreservado nao
desidratado. Note a perda de compartimentalizagcdo e degradacao do conteudo celular
(Seta). E — Seccdo longitudinal da lamina cotiledonar de embrido zigdtico
desidratado. Note a contragdo do citoplasma (seta). F — Seccao longitudinal da regidao
do meristema apical do embrido zigdtico desidratado e criopreservados (Seta).
Figuras A e C, barra=200um; Figuras B, E e F barra=100um; Figura D, barra=20um.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho foi baseado na técnica de encapsulamento e desidratacdo com pré-
tratamento em solucdo de sacarose anterior a desidratagdo das capsulas em camara de fluxo.
Estas cépulas, da mesma forma, continham sacarose e glicerol, substancias que apresentam alta
capacidade de osmoprotecdo. Contudo, em ensaios preliminares, a germinacdo dos embrides
zigbticos de pupunha nao foi observada a menos que esses fossem removidos da capsula apos a
desidratagdo. O crescimento de meristemas de Pyrus communis criopreservados com a utilizagao
dessa técnica também foram observados somente ap6s a remocao das capsulas (Scottez et al.,

1992).

A desidrata¢do ¢ um passo critico para a manutencdo da viabilidade e integridade celular
de forma que as células adquiram tolerancia ao congelamento e ndo formem cristais de gelo
(Engelmann, 2004). No presente estudo, em cépsulas pré-tratadas ou ndo, a desidratagdo destas
pela exposi¢do ao fluxo de ar apresentou uma rapida perda de 4gua durante as primeiras horas,
seguida de uma desidratagdo menor e continua ao longo do tempo. Entretanto, durante a
desidratagdo as amostras apresentaram diminui¢do de sua viabilidade. Essa cinética de reducao
do teor de agua foi reportada por varios autores (Dereuddre et al., 1991; Jekkel et al., 1998;
Wang et al., 2000 e Shatnawi et al., 2004), e todos com redu¢do da viabilidade das amostras nao

criopreservadas.

Virios estudos utilizando a técnica de encapsulamento-desidratacdo indicaram que o teor
de agua ideal observado para a sobrevivéncia dos explantes a exposi¢do do nitrogénio liquido
varia entre 15% e 25% (Jekkel et al., 1998; Martinez et al., 1999). Neste trabalho o ponto de
equilibrio entre a maior percentagem de germinagdo de embrides zigoticos criopreservados e
aqueles ndo criopreservados foi obtido apds quatro horas de desidrata¢do, quando as cépsulas

apresentavam 17-20% de teor de agua.

A desidratagdo dos embrides zigoticos, influenciou a germinagdo e a altura da parte aérea
das plantulas de pupunha. Menores médias para essas varidveis foram observadas conforme a
diminui¢do no teor de dgua das capsulas, criopreservadas ou ndo. Redugdes na viabilidade e no
crescimento devido a desidratagdo também foram observadas em C. nucifera (Assy-Bah &
Engelmann, 1992), Vitis sp. (Wang et al., 2000) e V. merrillii e H. fosteriana (Chin et al., 1988).
Estes dados sugerem a necessidade de um melhor controle da desidratacdo e rehidratagdo dos

explantes durante os procedimentos de criopreservagao.



No presente estudo a utilizacdo do pré-tratamento contendo 1M de sacarose diminuiu

significativamente a germinagdo dos embrides zigodticos € o crescimento das plantulas.
Resultados similares foram observados em C. nucifera (Hornung et al., 2001), Sysygium
francissi (Shatnawi et al., 2004), Humulus lupulus (Martinez et al., 1999), Medicago sativa
(Shibli et al., 2001), Citrus sp. (Gonzales-Arnao et al., 2003) e Musa spp. (Panis et al., 1996)
indicando que concentragdo elevada de sacarose causa danos irreversiveis as células vegetais,
devido a desidratacdo elevada dos explantes nessas condi¢des. Os danos causados pela
desidratagdo excessiva das células estdo relacionados as alteracdes na integridade das
membranas, a perda da turgidez e a contracdo irreversivel do citoplasma, de forma a
comprometer as propriedades estruturais e funcionais das células (Santos, 2000). Por outro lado,
explantes pré-tratados com o aumento progressivo da concentragdo de sacarose apresentam
melhor tolerancia a dessecacdo e a criopreservacao (Dumet et al., 1993; Martinez et al., 1999),

sugerindo um melhor controle da desidratagdo.

A germinacdo in vitro de embrides zigoéticos de pupunha indicou que o haustorio
apresenta alguma atividade nessas condigdes, ¢ a altura da parte aérea pode ser correlacionada
com o tamanho do haustoério (Capitulo II). O fato de as plantulas obtidas a partir de embrides
zigbticos desidratados e criopreservados ou ndo apresentarem menor altura comparativamente

aquelas do controle pode ser devido ao desenvolvimento anormal do haustdrio nessas condigdes.

A morte do tecido haustorial em fun¢do da criopreservacao ja foi reportada em palmeiras
(Chin et al., 1988; Assy-Bah & Engelmann, 1992), contudo, o presente estudo indica que esse
tecido, além de ndo sobreviver a criopreservacdo ¢ extremamente sensivel a desidratagdo,
apresentando crescimento reduzido ou nulo, conforme o tempo de exposi¢dao. Tal observacao
pode explicar também o fato de sementes de pupunha apresentarem o vigor reduzido quando

desidratadas (Bovi et al., 2004).

Andlises histolégicas evidenciaram que as células da regido do meristema apical no
embrido zigético sdo células pequenas, com citoplasma denso e alta relacdo nucleo:citoplasma
(Figura 3A). Em contrapartida, a 1amina cotiledonar ¢ composta por células grandes, vacuoladas,
com parede celular delgada e presenca de alguns corpos protéicos (Figura 3B). Essa heterogenia
celular traz como conseqiiéncia o fato de que os tratamentos crioprotetores terdo efeito benéfico
em um ou poucos tipos celulares, em detrimento dos demais, sendo observado que apenas as
células da regido do meristema apical apresentam condigdes aparentemente ideais para a

sobrevivéncia.

Para aquelas células da lamina cotiledonar a desidratagdo causou danos irreversiveis,



sendo observada a contracdo permanente do citoplasma (Figura 1E). Varios modelos indicam

que células com vacuolos grandes, sao intolerantes a desidratagdao e a criopreservacao, € apenas
as células com caracteristicas meristematicas apresentam capacidade de sobreviver a esses
tratamentos (Bagniol et al., 1992; Panis et al., 1996; Helliot et al., 2000). Por outro lado, a
permanéncia de agua livre nas células permite a formacao de cristais de gelo, resultando na perda
da compartimentalizagdo e desintegracdo do contetido celular (Figura 3C, D), sendo o mesmo

observado em Musa sp. (Helliot et al., 2003) e Pisum sativum (Wesley-Smith et al., 1995).

Interessante notar que embrides zigéticos de pupunha ndo apresentam a radicula
diferenciada, caracteristica considerada um tipo de dorméncia embrionéria (Buckeridge et al.,
2004). Esta caracteristica pode explicar o desenvolvimento de plantulas com parte aérea e
radicular balanceada a partir de embrides criopreservados, visto que a presenga de uma radicula

diferenciada poderia culminar em um tipo celular intolerante a desidratagao e a criopreservacao.

O desenvolvimento balanceado das plantulas deve ser levado em consideracdo para a
aclimatiza¢do. Plantulas de pupunha obtidas nesse experimento foram aclimatizadas com
sucesso, contudo, observacdes preliminares indicam que aquelas plantulas menores que 7 cm
altura apresentam capacidade reduzida de sobreviver a aclimatiza¢do. Paranjothy (1984) sugeriu
que o tamanho das plantulas antes de sua aclimatizagdo apresentou papel critico para o sucesso
dessa etapa. Plantulas de Phoenix dactylifera menores que 10 cm de altura apresentavam menor
sobrevivéncia durante a aclimatizagdo (Tisserat, 1984). Da mesma forma, Tabai (1992) observou
que plantulas de Acrocomia aculeata menores que 8§ cm apresentavam taxa de sobrevivéncia

reduzida.

A técnica de criopreservacgao pode ser considerada uma alternativa para a conservagao de
pupunha, complementando as demais técnicas existentes. Para a técnica de criopreservagdo, a
desidratacdo das cépsulas por quatro horas até atingir 20% de teor de agua apresentou os
melhores resultados de germinagdo, similar a resultados obtidos para outras espécies. A partir
dos resultados obtidos no presente estudo, um modelo esquematico do protocolo ¢ apresentado
na figura 4. A composi¢do da solugdo de pré-tratamento e a sua intensidade devem ser
reavaliadas, pois estes fatores exercem papel fundamental na capacidade de tolerancia a
desidratagdo. Da mesma forma, a composicao da capsula deve ser avaliada, visto que embrides
zigbticos que permaneceram nestas ndo apresentaram capacidade de germinar, possivelmente
devido ao elevado potencial osmético. Plantulas foram obtidas a partir de embrides zigdticos

criopreservados e aclimatizadas com sucesso.



7 CONCLUSOES

Este trabalho apresenta a utilizacdo desta técnica pela primeira vez em pupunha e alguns
aspectos ligados a criopreservacao de embrides zigoticos desta espécie foram elucidados. A
intensidade e a forma de desidratagdo dos explantes desempenharam papel chave para a
sobrevivéncia desses ao nitrogénio liquido. O nido desenvolvimento do haustorio foi observado
tanto em embrides zigoticos criopreservados quanto naqueles apenas desidratados. Analises
histoquimicas realizadas puderam ser relacionadas com as respostas morfologicas observadas,
evidenciando que apenas as células com caracteristicas meristematicas apresentaram condig¢des

ideais para a sobrevivéncia ap6s a desidratagdo e a criopreservagao.

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADIN, A.; WEBER, J.C.; MONTES, C.S.; VIDAURRE, H.; VOSMAN, B.; SMULDERS,
M.J.M. Genetic differentiation and trade among populations of peach palm (Bactris gasipaes
Kunth) in the Peruvian Amazon — implications for genetic resource management. Theoretical
and Applied Genetics, v.108(8), p.1564-1573, 2004.

ASSY-BAH, B.; ENGELMANN, F. Cryopreservation of mature embryos of coconut (Cocos
nucifera L.) and subsequent regeneration of plantlets. Cryo-Letters, v.13, p.117-126, 1992.

BAGNIOL, S.; ENGELMANN, F.; MICHAUX-FERRIERE, N. Histo-cytological study of
apices from in vitro plantlets of date palm (Phoenix dactylifera L.) during a cryopreservation
process. Cryo-Letters, v.13, p.405-412, 1992.

BAGNIOL, S.; ENGELMANN, F. Effects of pregrowth and freezing conditions on the
resistance of meristems of date palm (Phoenix dactylifera L. var. Bou Sthammi Noir) to freezing
in liquid nitrogen. Cryo-Letters, v.12, p. 249-286, 1991.

BOVI, M.L.A.; MARTINS, C.C.; SPIERING, S.H. Desidratacdo de sementes de quatro lotes de
pupunheira: efeitos sobre a germinagdo e o vigor. Horticultura Brasileira, v.22(1), p.109-112,
2004.

BUCKERIDGE, M. S.; SANTOS, H. P. dos; TINE, M. A. S.; AIDAR, M. P. M. Mobilizacio de
reservas. In: FERREIRA, A. G.; BORGHETTI, F. (orgs.). Germinacgéo: do basico ao aplicado.
Porto Alegre: Artmed, 2004, p.161-185.

CHIN, H.F.; KRISHNAPILLAY, B.; ALANG, Z.C. Cryopreservation of Veitchia and Howea
palm embryos: non-development of the haustorium. Cryo-Letters, v.9, p.372-379, 1988.

CLEMENT, C.R. Pupunha: Recursos genéticos, pesquisas realizadas e tecnologias disponiveis;
1°. Workshop sobre as Culturas de Cupuagu e pupunha da Amazdnia, 25-29 de Margo.
CPAA/EMBRAPA, Manaus, AM, Anais... p. 33-49, 1997.

DEREUDDRE, J.; BLADIN, S.; HASSEN, N. Resistence of algine-coated somatic embryos of
carrot (Daucus carota L.) to desiccation and freezing in liquid nitrogen: 1. Effects of preculture.
Cryo-Letters, v.12, p.125-134, 1991.



FIGURA 4. Representacdo esquematica do protocolo proposto para a criopreservagdo de
embrides zigdticos de pupunha. A partir da obtencdo de embrides zigoticos estéreis,
estes sdo encapsulados e desidratados em camara de fluxo durante 4h seguido de
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rehidratacdo e remocao da capsula, os embrides sdo transferidos para meio de cultura
e as plantulas regeneradas aclimatizadas. Setas cinzas correspondem a fatores que
ndo foram avaliados ou devem ser reavaliados.
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CAPITULO IV — EMBRIOGENESE SOMATICA EM PUPUNHA:

| - Utilizacdo de embrides zigoticos como fonte de explantes

1 RESUMO

Embriogénese somdtica ¢ um processo pelo qual células haploides ou diploides regeneram
plantulas completas por meio de padrdes de histodiferenciagdo similares aqueles observados
para embrides zigéticos. Este processo foi descrito em varias familias botanicas das
angiospermas e gimnospermas, € ¢ considerado um sistema modelo para estudos fisioldgicos
e morfologicos. Também apresenta varias vantagens sobre as demais técnicas de cultura de
tecidos, principalmente devido a capacidade de produzir um grande numero de propagulos, e
suas aplicagdes para a conservagdo e melhoramento dos recursos genéticos vegetais. O
objetivo deste trabalho foi elucidar os fatores que afetam a inducdo e o desenvolvimento de
embrides somaticos e a aclimatizacdo de plantulas de pupunha (Bactris gasipaes Kunth) para
estabelecer um protocolo regenerativo eficiente baseado na embriogé€nese somatica.
Embrides zigdticos maduros foram cultivados em meio de cultura MS suplementado com
picloram (10-40 uM) e citocinina 2-iP (0 ou 5 uM). Apos cinco meses de cultura, calos
embriogénicos foram induzidos a partir de calos primarios. Picloram (10 uM) foi efetivo em
induzir calos embriogénicos em 9,8% dos explantes. Calos primarios eram compactos,
amarelos e com crescimento nao organizado. A utilizacdo de 1 uM de AgNO; incrementou a
competéncia embriogénica dos calos primdrios e resultou em 27% de inducdo de calos
embriogénicos. Calos embriogénicos apresentaram crescimento organizado, aspecto
globular, e coloracdo branca amarelada. Analises histoldgicas foram realizadas e
evidenciaram que a proliferacdo celular ocorreu a partir daquelas células sub-epidérmicas
adjacentes ao procambio, resultando em calos primarios formados por uma zona
meristematica a partir da qual embrides somaticos se diferenciaram. Os calos embriogénicos
foram mantidos em meio de cultura contendo 2,4-D (40 uM), 2-iP (10 uM), Glutamina (1
g L"), caseina hidrolisada (0,5 gL') e carvdo ativado (1,5 gL'). As respostas
morfogenéticas observadas neste meio de cultura foram o desenvolvimento dos embrides
somaticos, enraizamento dos calos embriogénicos, perda da capacidade morfogenética e
alguns casos de conversdao dos embrides somaticos. Os embrides somaticos obtidos foram
convertidos em plantulas em um meio de cultura MS com 2-iP (24,6 uM) e ANA (0,44 uM).
As plantulas foram mantidas em meio de cultura MS com carvéo ativado (1,5 g.L") até que
estas alcangassem 6 cm de altura, sendo entdo aclimatizadas. Apos 16 semanas de
aclimatizacao 84,2+6,4% das plantulas apresentaram sobrevivéncia.

Palavras-chaves: Cultura de tecidos, Micropropagacdo, Aclimatizagdo, Histologia, Nitrato
de prata.
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CHAPTER IV - SOMATIC EMBRYOGENESIS OF PEACH-PALM:

| - The use of zygotic embryo as explants source
2 ABSTRACT

Somatic embryogenesis is a process by which haploid or diploid cells regenerate complete
plants through histodifferentiation patterns resembling zygotic embryogenesis. This process
has been described in several angiosperm and gymnosperm families and is regarded as a
suitable system for physiological and morphological studies. It also presents several
advantages over other tissue culture techniques, mainly due to the capacity to produce large
numbers of plants and its applications for conservation of plant genetic resources. The goal
of this studie was to evaluate the factors that affect induction and development of somatic
embryos and plantlet acclimatization of peach-palm (Bactris gasipaes Kunth) in order to
establish a highly efficient regenerative protocol based on somatic embryogenesis. Mature
zygotic embryos were cultured in MS culture medium supplemented with picloram (10-40
uM) and citokinin 2-iP (0 or 5 uM). After five months in culture embryogenic callus arose
from primary callus. Picloram (10 uM) was effective in inducing embryogenic calluses in
9.8% of the explants. Primary calluses were compact, yellow, with non-organized growth.
The use of 1 uM AGNO; enhanced the embryogenic competence of primary callus, and
showed a 27% of embryogenic callus induction rate. Embryogenic calluses had an organized
structure, a globular aspect, and were white to yellowish in color. Histological analyses were
performed and showed cell proliferation arose from subepidermal cells adjacent to vascular
bundles, resulting in primary callus formed by a meristematic zone from where somatic
embryos arose. These embryogenic calluses were maintained in culture medium containing
2.4-D (40 uM), 2-iP (10 pM), plus Glutamine (1 g.L™"), hydrolyzed casein (0.5 g.L™") and
activated charcoal (1.5g.L"). Morphogenetic responses achieved in this medium were the
development of somatic embryos, rooting, and loss of embryogenic capacity, and in some
cases conversion of somatic embryos to plantlets. Somatic embryos were converted to
plantlets on MS medium plus 2-iP (24.6 uM) and NAA (0.44 uM). Plantlets were maintained
in MS medium with activated charcoal (1.5 g.L'") until they were 6cm tall, and were then
acclimatized. After 16 weeks, an 84.24+6.4% survival rate was observed.

Key-Words: Tissue culture, Micropropagation, Plantlet acclimatization, histology, silver
nitrate.
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3 INTRODUCAO

Embriogénese somatica ¢ um processo pelo qual células hapldides ou diploides
regeneram plantulas completas, seguindo padrdes de histodiferenciagdo similares aos dos
embrides zigdticos (Williams & Maheswaran, 1986). Tem sido sugerido que a transi¢do da
célula somatica para o estado embriogénico poderia ser mediada pelo estresses impostos pelas
condi¢des da cultura in vitro (Dudits et al., 1995; Fehér et al., 2003). Esta técnica ¢ descrita
como um sistema modelo para estudos fisioldgicos e morfoldgicos (Dodeman et al., 1997). Da
mesma forma, a embriogénese somatica também apresenta vantagens sobre as demais técnicas
de cultura de tecidos, principalmente devido a capacidade de produzir grande numero de
propagulos e conferir maior estabilidade genética a estes. Adicionalmente, a principal aplicagdo
da embriogénese somatica em um programa de melhoramento de plantas perenes esta na

possibilidade de fixa¢do do ganho genético de plantas selecionadas (Guerra et al., 1999).

A pupunha (Bactris gasipaes Kunth) ¢ uma palmeira caespitosa, domesticada e
amplamente distribuida no Neotrdpico. Essa espécie apresenta varias possibilidades de uso, e
ideotipos foram descritos para producgdo de frutos e palmito (Mora-Urpi et al., 1997). No entanto,
devido ao seu longo ciclo vegetativo, auto-incompatibilidade e inconsisténcia em suporte

financeiro, o melhoramento genético nessa espécie € escasso € pode levar varios anos.

Em pupunha, protocolos regenerativos ja foram descritos baseados na organogénese e
embriogénese somatica (Arias & Huete, 1983; Stein & Stephens, 1991; Almeida & Kerbauy,
1996), porém, o uso de embrides zigoticos como fonte de explantes ¢ pouco descrito nessa
espécie, sendo que esses apresentaram respostas superiores em FEuterpe edulis (Guerra &
Handro, 1998) e Elaeis guineensis (Teixeira et al., 1993; 1995). Adicionalmente, estudos sobre a
embriogénese somdtica em pupunha foram sugeridos com o objetivo de incrementar a taxa

regenerativa (Arias & Huete, 1983).

Dentre os diversos fatores que influenciam as respostas in vitro, a influéncia do etileno na
aquisicdo de competéncia embriogénica ¢ pouco elucidada e parece ser diferente para cada
espécie vegetal. A presenga de nitrato de prata, que € considerado um potente inibidor da agdo do
etileno, incrementou o numero de embrides somaticos em Glycine max (Santos et al., 1997),
Triticum durum (Fernandez et al., 1999) e Coffea canephora (Fuentes et al., 2000). Por outro
lado, em Theobroma cacao a presenga de ions de prata inibiu completamente a aquisi¢do de
capacidade embriogénica (Teixeira et al., 2002). Contudo, em Cocos nucifera e Phoenix

dactilifera a presenga de inibidores de etileno apresentaram influéncia positiva nas respostas
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morfogenéticas in vitro (Adkins et al., 1998; Al-Khauri & Al-Bahrany, 2001).

O objetivo do presente trabalho foi elucidar os fatores que afetam a inducdo e o
desenvolvimento dos embrides somaticos a partir de embrides zigoticos, € a aclimatizacdo das
plantulas para o estabelecimento de um protocolo regenerativo de alta eficacia e freqiiéncia por

embriogénese somatica.

4 MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fisiologia do
Desenvolvimento e Genética Vegetal, do Departamento de Fitotecnia integrado ao Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina em Florianopolis, Santa Catarina,

Brasil.
4.1 Material Vegetal

Frutos foram coletados a partir de plantas de polinizagdo aberta, mantidas no banco de
germoplasma do INPA, Manaus-AM, Brasil, cerca de trés meses apds a polinizacdo. O
endocarpo foi removido, a semente propriamente dita foi desinfestada, e os embrides zigdticos
foram excisados de forma estéril, conforme descrito para a germinacdo in vitro de embrides

zigoticos (Capitulo II).
4.2 Meios de cultura e condic¢des de cultivo

Ensaio A: Efeito do Picloram e do 2-iP
Embrides zigoéticos foram inoculados em meio de cultura basal de MS (Murashige &

Skoog, 1962) suplementado com 3% de sacarose e vitaminas de Morel (Morel & Wetmore,
1951). O pH do meio de cultura foi ajustado a 5,8 antes da adi¢io de 7,0 g.L"' de Agar (Merse®).
Com o objetivo de induzir a embriogénese somatica, o picloram foi utilizado como uma fonte de
auxina em diferentes concentragdes (0, 10, 20 ou 40 uM) em interagdo com a citocinina 2-iP (0
ou 5 uM). O meio de cultura foi autoclavado a 120°C (1 kg.cm™) durante 15 min, e vertido em
placas de Petri descartaveis (20x80 mm), contendo aproximadamente 25 ml de meio de cultura
em cada placa. Nao foi realizado subcultivo até o aparecimento de calos embriogénicos.

Os calos embriogénicos foram mantidos em um meio de cultura de maturacdo composto
pelo meio de cultura basal descrito acima, suplementado com 2,4-D (40 uM), 2-iP (10 puM),

carvio ativado (1,5 g.L™"), Glutamina (1 g.L™") e caseina hidrolisada (0,5 g.L™") em placas de Petri
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(25x100 mm) contendo 30 mL de meio de cultura e com subcultivos realizados a cada quatro
semanas. Todas as culturas foram mantidas no escuro em camara de crescimento com

temperatura de 25+2°C.

Para a conversao, os embrides somaticos foram transferidos para meio de cultura basal
contendo 2-iP (24,6 uM) e ANA (0,44 uM), cultivados em sala de crescimento a 26+1°C sob 16h
de fotoperiodo com intensidade luminosa de 50-60 pumol.m™.s™, provida por lampadas
fluorescentes do tipo branca fria. As plantulas obtidas foram transferidas para o meio de cultura

basal suplementado com carvéo ativado (1,5 g.L™") até alcangarem mais de 6 cm de altura.

Ensaio B: Efeito do AgNOj;
Esse experimento foi realizado com base nos resultados do ensaio A. O ensaio foi

realizado empregando o meio de cultura com sais de MS, suplementado com vitaminas de
Morel, 10pM de picloram, 3% de sacarose, 500 mg.L"' de Glutamina e com pH ajustado para 5,8
antes da adi¢io de 2,5 g.L”' de Phytagel®. Foram adicionadas diferentes concentra¢des de
AgNO; (0, 1, 5, 10 ou 50 uM) ao meio de cultura descrito acima que foi autoclavado a 120°C
(1 kg.cm™) durante 15min, e vertido em placas de Petri (25x100 mm), contendo 30 mL de meio

de cultura cada placa.
4.3 Analises Morfo-Histolégicas e Bioquimicas

Para elucidar os aspectos histologicos e o perfil protéico dos calos obtidos, embrides
zigbticos foram inoculados em meio de cultura com sais de MS, suplementado com vitaminas de
Morel, 10 pM de picloram, 3% de sacarose e 500 mg.L" de Glutamina, com pH ajustado para
5,8 antes da adic¢do de 2,5 g.L”' de Phytagel®.

Para avaliar o perfil protéico, foram selecionados calos primarios com e sem o
desenvolvimento de calos embriogénicos e as estruturas embriogénicas formadas. Para avaliar a
repetibilidade do perfil protéico, duas amostras de calos primarios com e sem capacidade

embriogénica foram utilizados.

Para a extracdo de proteinas foram utilizadas amostras de 200 mg do tecido maceradas
em cadinhos com nitrogénio liquido sobre blocos de gelo. Apds a obtenc¢ao do tecido macerado
foi adicionado 200 pL de tampao de extragdo composto de fosfato de sédio dibasico (50 mM —
pH 7,0), p-mercaptoetanol (1,5%), dodecil sulfato de sodio (SDS) (0,5%) e fluoreto de
fenilmetilsulfoni (PMSF) (1 mM). Posteriormente, as amostras maceradas foram centrifugadas a

8000 rpm durante 20 min a 0°C. As proteinas totais, presentes no sobrenadante obtido a partir da
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centrifugacdo, foram precipitadas pela adicdo de dois volumes de alcool etilico absoluto para
cada volume de sobrenadante e armazenadas a -3°C durante 15 min. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 10000 rpm por 20 min a 0°C, formando o pellet de proteinas com o
sobrenadante descartado. As proteinas foram entdo ressuspendidas com 250 pL de solucdo de
fosfato dibasico (50 mM — pH 7,0). A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de
Bradford (1976) modificado por Read & Northcote (1981), utilizando-se o reagente azul
brilhante de Coomassie R-250 (Sigma). Para tanto, 100 uL da solucdo de fosfato dibasico com as
proteinas ressuspendidas foi adicionada em 2 mL do reagente de Bradford. A quantificacdo das
proteinas foi realizada a partir da leitura da absorbancia em espectrofotometro a 595 nm, e
calculado a partir da curva ajustada com diferentes concentra¢des (0 a 1000 pg.mL™) de soro

albumina bovina.

Apos a quantificacdo, foi adicionado tampao cracking contendo 0,2% de SDS, 7,5% de Trizma-
HCL (pH 6,8), 0,2% de glicerol, 5% de azul de Bromofenol (0,05%) e 5% de f-mercaptoetanol,
sendo entdo submetida a desnaturacdo das proteinas em agua fervente durante 10 min e
armazenadas em freezer a -18°C. Para avaliar o perfil protéico, 3,5 a 4,0 ug de proteinas totais
foram carregadas em cada pogo e separadas em gel desnaturante de poliacrilamida a 12% com
um gel de empilhamento de 4% de acrilamida, segundo a metodologia de Laemmli (1970). Foi
utilizado um padrio de peso molecular com bandas entre 6,5 KDa a 205 KDa (Sigma®™ M-4038).
Apobs a eletroforese, o gel foi corado com nitrato de prata, segundo a metodologia de
Heukeshoven e Dernick (1985).

Amostras para a realizagdo de estudos histoquimicos foram fixadas em paraformaldeido
2% durante 48h, desidratadas em serie alcodlica (30 a 100°GL) e embebidas em historesina
(Leica®). Secgdes de 5 uM de espessura foram obtidas em micrétomo rotatério manual (Slee
Technik) distendidas sobre uma gota de d4gua em uma lamina de vidro e secas rapidamente por
calor em bico de Bunsen. Apds o preparo e seccdo das amostras, estas foram submetidas a
coloracdo com azul de Toluidina a 0,5% (pH 1,0) durante 30 a 60 seg, seguidas de lavagem em
agua corrente até remocao do excesso. Para a determinagdo de amido foi utilizado o método de
PAS com as sec¢des oxidadas em solugdo aquosa de 4cido periddico a 1% durante 20min,

lavadas em agua corrente por 10 min e, em seguida, coradas com reagente de Shiff por 15 min.
4.4 Aclimatizagao das plantulas

Com o objetivo de determinar o efeito do PBZ (paclobutrazol) na aclimatizagdo,

plantulas maiores que 6 cm de altura obtidas no ensaio A foram utilizadas. Raizes de plantulas de
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pupunha regeneradas in vitro foram consideradas inativas (Arias, 1985), desta forma, no presente
estudo, as plantulas foram submetidas a uma poda do sistema radicular, para estimular o
desenvolvimento de novas raizes, e entdo lavadas em agua corrente para remog¢ao de residuos de
meio de cultura. Posteriormente, as plantulas foram imersas durante 48h em uma solu¢ao nao
estéril composta pelos componentes inorganicos de MS e suplementada com PBZ (0 ou 5 uM),
com o pH ajustado para 5,8. As plantulas foram ento transferidas para o substrato composto por
mistura comercial (PlantMax® HT — Condutividade elétrica 1,5-2,0) e palha de arroz carbonizada
(1:1) em bandeja de poliestireno expandido (Isopor”™) contendo 72 células com 5x5cm cada. As
bandejas foram acondicionadas dentro de caixas de plastico cobertas com uma lamina de vidro,
permitindo a entrada de luz e reduzindo a troca de umidade. Estas plantulas foram mantidas sob
um fotoperiodo de 16h de luz com 100-120 pmol.m™.s" de intensidade provida por lampadas
fluorescentes e incandescentes. Abertura gradual da lamina de vidro foi realizada apds quarto e

oito semanas, sendo completamente removida ap6s doze semanas do transplante.
4.5 Delineamento estatistico

O experimento do efeito do Picloram e do 2-iP foi realizado em esquema fatorial 4x2,
sendo avaliada quatro concentra¢des de Picloram (0, 10, 20 ou 40 uM) e duas de 2-iP (0 ou 5
uM), conduzido em delineamento de blocos inteiramente casualizados, com quatro blocos. Cada
bloco foi constituido de cinco placas de Petri contendo cinco embrides zigdticos por placa. As

plantas matrizes foram consideradas como blocos.

O experimento do efeito do nitrato de prata foi realizado avaliando diferentes
concentragdes de AgNO; (0, 1, 5, 10 ou 50 uM) conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, contendo dez placas de Petri com cinco embrides zigéticos em cada placa. A

percentagem de calos primarios foi avaliada ap6s trés meses de cultura e a de calos embriogénico
apos cinco meses de cultura. Todos os dados foram transformados em ,/(x+5) e submetidos a

analise de variancia (ANOVA) e quando necessario ao teste de separagao de médias de Duncan a

95% de significancia.

Para a aclimatizacdo de plantulas, o experimento foi conduzido em blocos inteiramente
casualizados, com duas repeticdes contendo 25 plantulas por repeticdo. Os dados de
sobrevivéncia e numero de folhas foram avaliados dois e quatro meses ap6s a aclimatizacdo. Os

dados de aclimatizac¢do sdo apresentados como médiaterro padrio.
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5 RESULTADOS

5.1 Ensaio A: Efeito do Picloram e do 2-iP

A percentagem de calos primarios induzidos a partir de embrides zigoticos apos trés
meses de cultivo foi significativamente influenciada (p<0,01) pela concentragdo de picloram
(Tabela 1). Em meio de cultura suplementado com 20 uM de picloram foi observada a formagao
de calos primarios em 78,0% dos explantes, enquanto em 10 uM de picloram foi observado
56,0% de inducdo de calos primarios, sendo significativamente superior a testemunha, porém
inferior aos tratamentos de 20 uM e 40 uM de picloram. Ainda para a inducdo de calos
primdrios, a presenga de 2-iP suplementado ao meio de cultura ndo apresentou influéncia
significativa para essa variavel (p>0,05), apresentando 51,9% e 52,6% de calos primarios na

auséncia e na presenca dessa substancia, respectivamente (Tabela 1).

A inducdo de calos embriogénicos foi significativamente influenciada pela concentragdo
de picloram utilizada (p<0,01) (Tabela 1). Aos cinco meses apds a inocula¢do o meio de cultura
suplementado com 10 puM de picloram resultou na formagdo de calos embriogénicos em 9,8%
dos explantes iniciais. Por outro lado, concentragdes maiores de picloram apresentaram um
decréscimo na percentagem de inducdo (Tabela 1). A adicdo de 2-iP no meio de cultura ndo
apresentou diferencgas significativas (p>0,05) para a percentagem de calos embriogénicos,

contudo, resultou em decréscimo na aquisi¢do de competéncia embriogénica (Tabela 1).

Apobs a obtengdo dos calos embriogénicos, estes foram transferidos para o meio de
cultura de maturacdo. Nestas condi¢des varias respostas foram observadas, incluindo a conversao
dos embrides somaticos (Figura 3J), a formagdo de raizes (Figura 3L) e o desenvolvimento de
calos embriogénicos com aspecto friavel com presenca de estruturas globulares (Figura 3M).
Esse tipo de calo embriogénico ocorreu em baixa freqiiéncia e apos a transferéncia desses para
meio de cultura com a mesma composicao, tornavam-se amarelos ¢ compactos (Figura 3N),
similar aos calos primarios. Ainda nessas condigdes de cultivo, foram observados o
desenvolvimento e a maturagdo dos embrides somaticos. Contudo, varios estagios de
desenvolvimento dos embrides somadticos foram observados, caracterizando um processo de

embriogé€nese somatica ndo sincronizada (Figura 30).

Embrides somaticos maturos (Figura 30) foram obtidos com sucesso e isolados em
pequenos grupos ou individualmente (Figura 3P). Apds duas a trés semanas de cultivo nessas
condigdes, os embrides somaticos tornavam-se verdes (Figura 3Q), sendo entdo convertidos em

plantulas com o desenvolvimento de parte aérea e raizes (Figura 3R).
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TABELA 1 - Efeito de diferentes concentragdes de Picloram (0; 10; 20 ou 40 uM) e de 2iP (0
ou 5 uM) suplementado ao meio de cultura para a percentagem de inducdo de calos
primarios e de calos embriogénicos a partir de embrides zigoticos de pupunha (B.
gasipaes Kunth) e teste /" para os fatores testados.

Calos Primarios (%) Calos Embriogénico (%)
Picloram (M) . 2-iP (UM) 5 Média! - 2-iP (uM) 5 Média!
0 0,0 0,0 0,0 C 0,0 00 0,0C
10 52,9 59,0 56,0 B 10,9 87  9,8A
20 79,0 77,1 78,0 A 8,2 53  6,7AB
40 75,9 74,3 75,1 A 5,7 20  38BC
Média' 51,9a 52,6a 6,2a 4,0a

CVi(%) 11,39 23,60

F (Blocos) 5,028 0,207

F (A: Picloram) 130,53 6,45

F (B: 2-iP) 0,001 1,448

F (AxB) 0,225™° 0,235™°

*Médias seguidas por letras distintas, minGsculas nas linhas e mailsculas na coluna, diferem entre si ao nivel de

significancia de 95%, pelo teste de Duncan. Dados transformados por Y&+ “Coeficiente de variagdo, expresso em
percentagem; NS Nao Significativo; * Significativo (p<0,05); ** Altamente significativo (p<0,01).

5.2 Ensaio B: Efeito do AgNO3

Apos cinco meses de cultivo foi avaliada a massa fresca dos calos obtidos. Diferentes
concentragdes de AgNOs apresentaram efeito negativo significativo (p<<0,05) na massa dos calos,
contudo, ndo foi detectada diferenca estatistica entre a concentracao de 1 uM. de AgNO; ¢ a

testemunha (Figura 1).
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FIGURA 1. Efeito de diferentes concentracdes de AgNO; na massa fresca de calos, obtidos a
partir de embrides zigoticos de pupunha (B. gasipaes Kunth). Médias seguidas por
letras diferentes denotam diferenga estatistica pelo teste de Duncan a 95% de
significancia. Dados transformados por Y¢+9 . Coeficiente de variagdo = 30,2%



Capitulo IV - Embriogénese somdtica em pupunha. I - Embrides zigdticos 72

A inducdo de calos primarios ndo foi influenciada pelas diferentes concentragdes de
AgNOs; testadas (dados ndo apresentados). Por outro lado, a aquisicdo de competéncia
embriogénica foi significativamente influenciada pela presenca de baixas concentracdes de
nitrato de prata (Figura 2A). Em meio de cultura com auséncia de AgNO; foi observada em
média a indugdo de 12% de calos com caracteristicas embriogénicas, sendo que com a
suplementagdo de 1 uM dessa substincia resultou em 27% de indu¢do de calos embriogénicos
(Figura 2A).

O numero de embrides somaticos por calo embriogénico também foi influenciado pela
presenca de AgNOs; (p<0,01). Na auséncia dessa substdncia foram observados 10 embrides
somaticos por calo embriogénico. Esse valor foi significativamente maior em meio de cultura
contendo 1 uM de AgNOs, apresentando 15 embrides somaticos por calo embriogénico (Figura

2B).
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FIGURA 2. Efeito de diferentes concentragdes AgNOs na indugdo de calos com caracteristicas
embriogénicas (A) e no numero de embrides somaticos (B) obtidos a partir de
embrides zigoticos de pupunha (B. gasipaes Kunth) apds cinco meses de cultivo.
Médias seguidas por letras diferentes denotam diferenca estatistica pelo teste de
Duncan a 95% de significincia. Dados transformados por V&+5  Coeficiente de
variagdo Figura A = 48,24%. Figura B = 28,25%

5.3 Caracterizacdo Morfo-histologica e Bioquimica

Embrides zigoéticos de pupunha (Figura 3A) foram inoculados em meio de cultura
contendo 10 pM de picloram como fonte de auxina. Esses embrides zigdticos apresentavam-se
oblongos com comprimento entre 1,5 mm a 2 mm, formato conico, epicotilo obliquo a lamina
cotiledonar e presenca de procambio conectando o cotilédone ao meristema (Figura 3A). Foi
possivel observar um intumescimento na regido do mesocdtilo do embrido zigético (Figura 3B)
rompendo a protoderme (Figura 3C) ocorrendo, posteriormente, em todas as regides do embrido

zigotico (Figura 3D) formando o calo primario.

As analises histologicas revelaram o inicio da divisdo celular nos tecidos sub-epidérmicos
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(Figura 4B), principalmente naquelas células adjacentes aos feixes vasculares na regidao do
mesocotilo do embrido zigotico (Figura 4C), resultando em uma camada de 3 a 5 células com
caracteristicas meristematicas, como células pequenas, parede celular delgada e nucleo com
reacdo a coloragdo de azul de toluidina. Apo6s 30 dias de cultivo, a proliferacao celular progrediu
por toda a lamina cotiledonar (Figura 4D) e estas células apresentavam poucos graos de amido
(Figura 4E). Neste periodo de cultivo, o meristema apical do embrido zigético ndo apresentava
nenhuma alteragdo morfologica aparente (Figura 4D). Ja ap6s 60 dias de cultivo, o calo primario
foi formado em toda a regido da lamina cotiledonar e com inicio da calogénese na regido do

meristema (Figura 4F).

O crescimento dos calos primarios foi de forma anelar, assegurado por uma camada
especifica de células, que formaram uma zona meristematica (Figura 4G). Essa zona
meristematica era composta por camada de trés a seis células com caracteristicas meristematicas
e plano de divisdo principalmente periclinal (Figura 4H). Ja a periferia do calo primario era
composta por células maiores e parede celular delgada (Figura 4G; 4H), enquanto a regido
central do calo era composta por células parenquimaticas, com todos os planos de divisdo

celular; alguns elementos de vaso diferenciados puderam ser observados (Figura 41).

Estruturas globulares foram observadas e estas eram formadas primeiramente naqueles
calos com origem da regido do mesocotilo do embrido zigotico (Figura 3F). Apos cinco meses de
cultivo a formacdo dessas estruturas globulares evoluia formando um calo embriogénico
compacto (Figura 3G). Nessas condigdes, também foi possivel observar a presenga de embrides
somaticos naqueles calos com origem da regido do meristema (Figura 3H), contudo em menor

intensidade em relagdo aqueles calos originados do mesocotilo (Figura 31).

A partir da analise histoldgica das estruturas globulares, foi observada a presenga de uma
protoderme delimitada, evidenciando que estas estruturas sdo embrides somaticos no estagio de
desenvolvimento globular (Figura 3J). A origem dos embrides somaticos foi a partir das células
da zona meristematica (Figura 3L), sugerindo o padrdo de origem multicelular. Embrides
somaticos que ndo apresentavam nenhuma conexdo vascular com o tecido matriz foram

observados (Figura 3M).

Para a andlise bioquimica, ndo foram detectadas diferencas significativas no perfil
protéico dos calos primarios com caracteristica embriogénica e dos que ndo apresentavam
capacidade embriogénica (Figura 5). Por outro lado, nos calos embriogénicos nodulares obtidos

(Figura 3I) foi observada a presenca de duas bandas protéicas de alto peso molecular (Figura 5).



FIGURA 3. Embriogénese somatica a partir de embrides zigdticos de pupunha (B. gasipaes). A
— Aspecto do embrido zigdtico. B — Intumescimento na regido do mesocdtilo (seta)
do embrido zigotico duas semanas apos inoculagdo. C — Inicio do desenvolvimento
do calo primario na regido do mesocotilo do embrido zigdtico (seta larga) e
intumescimento da regido do meristema apical (seta estreita). D — Crescimento do
calo primario (seta larga) e inicio de formag¢ao de calo na regido do meristema apical
(seta estreita) apos 60 dias de cultura. E — Calo primério obtido a partir de embrides
zigoticos de pupunha, apds 90 dias de cultura com origem na regido do mesocoétilo
(seta larga) e do meristema apical (seta estreita). F — Desenvolvimento de estruturas
globulares (seta) na superficie do calo primario. G — Calo apresentando o
desenvolvimento de estruturas embriogénicas. H - Detalhe de embrido somatico
(seta) observado no calo primario obtido a partir da regido do meristema apical. I —
Detalhe do calo embriogénico observado em calo primdrio obtido a partir da regido
do mesocétilo. J — Plantulas obtidas a partir da conversdo de embrides somaticos em
meio de cultura de maturacdo. L — Desenvolvimento de raizes (seta) em calos
embriogénicos de pupunha mantidos em meio de cultura de maturacdo. M — Calo
embriogénico com aspecto friavel e desenvolvimento de varias estruturas globulares.
N — Perda da capacidade embriogénica dos calos embriogénicos fridveis apds
subcultivo. O — Maturacao e desenvolvimento dos embrides somaticos. P — Embrido
somatico maturo isolado. Q — Embrido somatico durante o processo de conversdao. R
— Plantulas obtidas a partir de embrides somaticos. S — Plantulas cultivadas em meio
de cultura isento de fitorreguladores. T — Plantulas preparadas para a aclimatizacao.
U - Sistema de aclimatizagdo utilizado no presente estudo. V — Plantulas
aclimatizadas mantidas em casa de vegetagdo. Figuras A-C, H-I, M-Q barra=1mm;
Figuras D-G, J, L, P barra=2mm; Figuras S e T barra=2,5cm; Figura V barra=5cm.
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FIGURA 4. Analises histologicas da embriogénese somatica a partir de embrides zigoticos de
pupunha (B. gasipaes). A — Seccdo longitudinal do embrido zigético. B — Embrido
zigdtico apos duas semanas de cultivo, notar proliferacdo celular nos tecidos
subepidermicos. C — Detalhe do inicio da proliferagdo celular (setas) a partir de
embrides zigdticos. Notar a presenca de elementos de vaso. D — Embrido zigotico
apos trinta dias de cultivo evidenciando a proliferagdo celular ao longo de toda a
lamina cotiledonar. E — Detalhe das células em divisdo apresentando a presenga de
graos de amido. F — Aspecto da formagao de calo primario em toda regido da lamina
cotiledonar e do meristema apical. G — Calo primario evidenciando a presenca de
uma zona meristematica. H — Detalhe das células da zona meristematica. I — Detalhe
das células no interior dos calos primarios de pupunha. Notar a presenca de
elementos de vasos. J — Embrides somaticos globulares com protoderme delimitada.
L — Embrides somaticos alongados. Notar a presenca da zona meristematica. M —
Secgdo transversal de um calo embriogénico evidenciando a presenca de varios
embrides somaticos sem conexao vascular com o tecido matriz. Figuras A, B, D, F,
L, M barra=500um; Figuras C, E, G-J barra=200um. pc — procambio; ma —
meristema apical; pd — protoderme; am — amido; zm — zona meristematica; ev —
elementos de vaso; es — embrides somaticos.
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FIGURA 5. Andlise do perfil protéico em gel de poliacrilamida-SDS de calos primarios de
pupunha (B. gasipaes) sem competéncia embriogénica (NE), com competéncia
embriogénica (E) e dos calos embriogénicos propriamente ditos (CE) induzidos em

meio de cultura MS suplementado com 10uM de picloram. Padrdo de peso molecular
(Sigma-Marker®™ 4038).
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5.4 Aclimatizacao das Plantulas

Plantulas regeneradas foram selecionadas (Figura 3S-T) e transferidas para substrato,
sendo acondicionadas em caixas plésticas fechadas com ldmina de vidro (Figura 3U). Apos o
periodo de aclimatizacdo, as plantulas foram transferidas para sacos plasticos contendo o mesmo
substrato e para casa de vegetacao (Figura 3V).

Para a aclimatizacdo de plantulas de pupunha regeneradas por embriogénese somatica,
foi observada 84,2+6,4% de sobrevivéncia apds 16 semanas de aclimatizacdo (Figura 6A).
Contudo, durante esse periodo de aclimatizagdo as plantulas ndo apresentaram crescimento
significativo em altura (dados ndo apresentados). Todavia, para as plantulas pré-tratadas com
solugdo de MS sem PBZ a percentagem de sobrevivéncia ndo apresentou alteragdes apds oito
semanas de aclimatizagdo, indicando que as plantulas ja se apresentavam aclimatizadas nesse
periodo (Figura 6A).

Para o numero de folhas, a utilizagdo do pré-tratamento com PBZ resultou em menor
valor ap6s 16 semanas, com 6,3+1,2 e 5,3+1,2 folhas observadas para plantulas na auséncia ou

presenga de pré-tratamento com SuM de PBZ, respectivamente (Figura 6B).
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FIGURA 6. Efeito do pré-tratamento com PBZ na aclimatiza¢do de plantulas de pupunha (B.
gasipaes Kunth) regeneradas por embriogénese somatica. A - Percentagem de
sobrevivéncia. B - Numero de folhas. Barras verticais indicam erro padrao da média.
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6 DISCUSSAO

Calos embriogénicos foram obtidos a partir de embrides zigdticos maduros de pupunha
(Bactris gasipaes Kunth) em um meio de cultura suplementado com picloram como fonte de
auxina. Esta auxina também foi capaz de induzir competéncia embriogénica em embrides
zigbticos maduros de E. guineensis (Teixeira et al., 1995) e foi a fonte de auxina que induziu a
maior percentagem de calos embriogénicos de Areca catechu (Karun et al., 2004). Resultados
anteriores em pupunha também evidenciaram que o picloram incrementou a inducdo de
embriogénse somdtica em comparagdo com o 2,4-D (Steinmacher & Guerra, 2003), refor¢cando

os resultados obtidos por Valverde et al. (1987).

No presente estudo, a maior percentagem de inducdo de calos embriogénicos foi
observada em meio de cultura MS suplementado com 10 pM picloram com auséncia de 2-iP. O
papel da citocinina na embriogénese somatica em palmeira ndo ¢ completamente compreendido.
A presenga desta substancia incrementou a inducdo de embriogénese somatica em Euterpe edulis
(Guerra & Handro, 1998) e aumentou significativamente a conversdao dos embrides somaticos de
E. guineensis (Aberlenc-Bertossi et al., 1999). No entanto, a utilizagdo de citocinina aumentou a

oxidacao dos tecidos em Hyophorbe lagenicaulis (Sarasan et al., 2002).

Sistemas in vitro evidenciaram que as citocininas estdo ligadas a diferenciacdo do
meristema apical (Peres & Kerbauy, 1999). Em condi¢gdes naturais, algumas das propriedades
das citocininas foram relacionadas com o aumento na tolerancia ao estresse ¢ a inibi¢dao da acao
da auxina (Barciszewski et al., 2000), e estas propriedades podem, da mesma forma, afetar o
metabolismo das plantas in vitro. No presente estudo, a utilizagdo de 5 pM de 2-iP para a
indugcdo de calos primarios ndo apresentou beneficios ao desenvolvimento do calo, e tal
observacdo ja foi descrita para pupunha (Arias & Huete, 1983). No entanto, apesar de nao
apresentar diferencas significativas, a utilizagdo dessa substancia apresentou efeitos negativos
para a aquisicdo de capacidade embriogénica naqueles calos primarios. Resultados similares
foram obtidos em Cynodon dactylon (Chaudhury & Qu, 2000) e Sorghum bicolor (Oldach et al.,
2001). De acordo com Blake (1983), para palmeiras as auxinas sdo necessarias para a iniciacao
dos calos enquanto as citocininas sdo requeridas para o desenvolvimento do embrido somatico.
Adicionalmente, concentragdes endogenas de reguladores de crescimento desempenham papel
chave na aquisi¢ao de competéncia embriogenética (Jiménez, 2001) e em Cocos nucifera, entre
todos os tecidos avaliados, os embrides zigoéticos apresentaram maiores concentragdes de

citocininas endogenas (Saenz et al., 2003).
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No presente trabalho, apds cinco meses de manutencdo sem subcultivo, calos
embriogénicos se desenvolveram a partir de setores dos calos primarios. Em Cocos nucifera a
utilizagcdo de culturas sem subcultivo resultou em maior percentagem de calos embriogénicos
(Chan et al., 1998). Contudo, nestas condigdes com elevada concentragdo de auxina e longos

periodos de cultura em frascos selados, pode ocorrer o acimulo de etileno.

O etileno influencia varios aspectos do desenvolvimento e crescimento das plantas, e sua
produgdo parece ser universal em cultura de tecidos vegetais in vitro (George, 1993). O ion de
prata ¢ um inibidor da agdo do etileno, por competir com os sitios de ligacao deste gas (Sisler &
Serek, 1999). No presente estudo, apesar de ndo apresentar efeito na indugdo de calos primarios
e no crescimento desses calos, baixas concentracdes (I pM) de nitrato de prata aumentaram
significativamente a capacidade embriogénica dos calos primdrios e o numero de embrides
somaticos por calo embriogénico, enquanto elevadas concentracdes apresentaram efeito negativo
na aquisicdo de capacidade embriogénica. Resultados similares foram obtidos por Adkins et al.

(1998) para C. nucifera.

Em Phoenix dactylifera, a presenga de AgNO; promoveu a proliferagdo celular e o
nimero de embrides somadticos obtidos (Al-Khayri & Al-Bahrany, 2001). Contudo, a
concentragdo 6tima desta substancia foi influenciada pelo genotipo (Al-Khayri & Al-Bahrany,
2004). Em Zea mays, baixas concentracdes de AgNO; aumentaram a produgdo de calos
embriogénicos compactos (Huang & Wei, 2004) e friaveis (Vain et al., 1989), enquanto elevadas
concentragdes também inibiram a formacdo de calos embriogénicos (Huang & Wei, 2004), da
mesma forma que o observado no presente estudo, possivelmente devido ao efeito fitotoxico dos

ions de prata.

Analises histoldgicas evidenciaram que o inicio da proliferagdo celular ocorreu na regiao
do mesocotilo dos embrides zigoéticos, a partir das células subepidérmicas, principalmente
naquelas adjacentes aos feixes vasculares. O mesmo padrdo de resposta foi descrito para
embrides zigdticos de E. guineensis (Nwankwo & Krikorian, 1986; Teixeira, 1989) e Euterpe
edulis (Guerra & Handro, 1998) e parece seguir o modelo proposto para monocotiledoneas
herbaceas (Taylor & Vasil, 1996; Fernandez et al., 1999). Apos os primeiros eventos de divisao
celular, no presente estudo, foi observada a formacao de uma camada de células meristematicas
em toda a regido da ldmina cotiledonar e posteriormente na regido do meristema. Essa camada de
células, denominada de zona meristematica, apresentava padrdo de divisdo principalmente
periclinal. A formagdo de uma zona meristematica similar a observada no presente estudo foi

descrita em calos primarios de C. nucifera (Dussert et al., 1995; Verdeil et al., 2001; Fernando et
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al., 2003), e foram associadas ao desenvolvimento dos calos primarios.

Estruturas globulares com presen¢a de protoderme definida foram observadas a partir dos
calos primarios, caracterizando o primeiro estagio do desenvolvimento dos embrides somaticos.
Analises histologicas revelaram que a origem dos embrides somaticos de pupunha foi a partir das
células da zona meristematica, seguindo o padrdo de origem multicelular. Da mesma forma, em
C. nucifera a embriogénese somatica com origem unicelular (Dussert et al., 1995) e multicelular

(Fernando et al., 2003) foi observada a partir desta zona meristematica.

Com o objetivo de elucidar as diferengas entre os calos primarios que apresentaram o
desenvolvimento de estruturas embriogénicas, daqueles ndo morfogenéticos, como também das
estruturas embriogénicas em si, foi realizada a avaliagao do perfil protéico desses por separagao
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Neste ensaio, ndo foram detectadas diferengas protéicas
entre os calos primarios com e sem competéncia embriogénica. Por outro lado, nas estruturas
embriogénicas foi observada a presenga de duas bandas protéicas de alto peso molecular. Em
Saccharum sp., Guiderdoni et al (1995) encontraram diferencas entre calos embriogénicos e nao
embriogénicos, sendo observadas duas bandas protéicas de 65 e 67KDa apenas em calos
embriogé€nicos. Esses autores sugeriram que essas sejam proteinas de reserva que sdo
acumuladas nos primeiros estagios de desenvolvimento dos embrides somaticos. Da mesma
forma, embrides somaticos de E. guineensis acumularam proteinas de reserva com peso
molecular variando entre 45KDa e 65KDa (Morcillo et al., 1998). Assim, no presente trabalho,
as duas bandas observadas com alto peso molecular podem corresponder a proteinas de reserva
especifica de embrides e o fato de ndo ter sido encontrada diferencgas entre os calos pode ser
devido ao fato de que apenas pequenos agrupamentos de células adquiram competéncia
embriogénica, conforme proposto por Williams & Maheswaran (1986), com pouca alteracdo no

perfil proteico.

Para a maturacdo os calos embriogénicos obtidos no ensaio A foram transferidos para o
meio de cultura contendo baixas concentracdes de auxina e fontes organicas de nitrogénio. Em
E. guineensis a presenca de fontes organicas de nitrogénio foram responsaveis por incrementos
na acumulagdo de proteinas de reserva em embrides somaticos (Morcillo et al., 1999), resultando
em melhor qualidade dos mesmos. Da mesma forma, em C. nucifera a transferéncia das culturas
para um meio de cultura com concentragdo reduzida de auxina foi responsavel pela obtengdo de

um maior numero de plantulas regeneradas (Fernando & Gamage, 2000).

A maturagdo dos embrides somaticos foi observada concomitante com a proliferagao das

culturas embriogénicas (Figura 40), resultando no desenvolvimento ndo sincronizado dos
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embrides somaticos que apresentaram elevada capacidade de conversdao. Adicionalmente, calos
embriogénicos com aspecto fridvel foram observados. No entanto, apoOs transferir esses calos

fridveis para meio de cultura de mesma composicao, estes perderam a capacidade embriogénica.

As caracteristicas biologicas que levam a formagao de calos embriogénicos friaveis e
com crescimento rapido ndo sdo completamente compreendidas. Em C. nucifera esse tipo de
calo se desenvolve totalmente de forma espontdnea e em baixa freqiiéncia (Sandoval et al.,
2003), e em E. guineensis calos fridveis permitiram o estabelecimento de suspensdes celulares,
contudo o desenvolvimento destes foi influenciado pelo gendtipo (Teixeira et al., 1995).
Adicionalmente, culturas de Pennisetum glaucum cultivadas por longos periodos desenvolveram
maior propor¢do desses calos embriogénicos fridveis (Lambé et al., 1999). O mesmo foi
observado em E. guinensis (Teixeira, 1989). Em Dactylis glomerata, células do mesofilo foliar
que apresentam a divisao celular anticlinal puderam ser consideradas a origem de tais calos

fridveis (Vasilenko et al., 2000), a partir dos quais embrides somdaticos foram obtidos.

No presente estudo, devido a baixa freqiiéncia observada para o desenvolvimento de
calos embriogénicos com aspecto fridvel, ndo foi permitido avaliar os fatores ligados ao seu
desenvolvimento. Adicionalmente, apos a transferéncia dos calos fridveis para meio de cultura
de mesma composi¢do, estes se tornavam compactos ¢ perdiam a capacidade morfogénica.
Resultados similares foram obtidos por Teixeira (1989) em calos embriogénicos friaveis de E.
guineensis, sendo associados a presenca de carvao ativado no meio de cultura. O carvao ativado
tem a propriedade de adsorver os compostos organicos e inorganicos do meio de cultura (Pan &
Staden, 1998). Alteracdes drasticas na disponibilidade de 2,4-D ocorrem em fungdo da presenca
de carvao ativado no meio de cultura (Ebert & Taylor, 1990), da mesma forma que essa
substancia tem a capacidade de alterar a concentragdo enddgena de véarios reguladores de
crescimento (Andrekas et al., 2002). Estes fatores podem ter contribuido para perda da
competéncia embriogénica, por diminuir a disponibilidade de auxina no meio de cultura e alterar

as interagdes dos reguladores enddgenos dos calos embriogénicos friaveis de pupunha.

A conversdo de embrides somaticos de palmeiras parece ser positivamente influenciada
pela presenga de citocininas no meio de cultura (Aberlenc-Bertossi et al., 1999; Karun et al.,
2004). No presente trabalho, os embrides somaticos de pupunha foram transferidos para o meio
de cultura de conversdo, conforme proposto por Guerra & Handro (1998) para conversdo de
embrides somaticos de E. edulis, resultando em plantulas com desenvolvimento balanceado de

parte aérea e raizes, que puderam ser submetidas a aclimatizagao.

A aclimatizagdo de plantulas de pupunha foi considerada dificil principalmente devido a
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inatividade do sistema radicular das plantulas regeneradas (Arias, 1985). Valverde et al. (1987)
descreveram um sistema para a aclimatizacdo de plantulas desta espécie, mantendo-as em
condicdes estéreis com vermiculita. No presente estudo, um sistema de aclimatizagcdo otimizado
foi descrito. A utilizagdo de PBZ, um retardante de crescimento derivativo de triazois, ¢ sugerida
para incrementar a resisténcia das plantulas durante a aclimatizacdo (Hazarika, 2003).
Adicionalmente, Sarasan et al. (2002) sugerem a utilizagdo dessa substidncia para aumentar a
percentagem de sobrevivéncia de plantulas de palmeiras que apresentam dificuldades durante a
aclimatizacdo. No entanto, com o sistema apresentado, uma elevada percentagem de
sobrevivéncia foi observada conforme descrita por Valverde et al. (1987), sem o pré-tratamento
com PBZ como também sem a utilizagdo de condigdes estéreis anteriores, possivelmente devido
ao elevado teor de dgua do ambiente no qual as plantulas foram mantidas. Entretanto, esse
sistema ainda requer otimizagdes, pois durante o periodo avaliado as plantulas apresentaram a

emissdo de novas folhas, porém com crescimento lento.

Os padrdes de respostas in vitro de embrides zigotico como fonte de explante foram
semelhantes ao observado para embriogenese somatica em FElaies guineensis descrita por
Teixeira (1989). O desenvolvimento de embrides somaticos seguiu o modelo indireto,
intermediado pela formagado de calos primarios, dessa forma a ocorrencia de variagdo somaclonal
ndo pode ser descartada. Os embrides somdticos durante o tratamento de maturagdo
apresentaram desenvolvimento dessincronizado. Um protocolo completo para a embriogénese

somatica de pupunha, a partir de embrides zigéticos foi desenvolvido (Figura 7).

7 CONCLUSOES

O principal fator ligado a esse processo foi a concentragao e o balango dos reguladores de
crescimento utilizados. A utilizacdo de AgNOs; aumentou a aquisicdo de competéncia
embriogé€nica. Analises histologicas confirmaram que a regeneragdo de plantulas ocorreu via
embriogénese somdtica. A inducdo de calos embriogénicos friaveis foi observada em baixa
freqliéncia e a sua manuten¢do e multiplicagdo ndo foi realizada com sucesso. A indugdo e a
manuten¢do destes calos embriogénicos de aspecto friavel apresenta-se como uma estratégia
atrativa para o estabelecimento de processos de multiplicagao clonal massal de pupunha baseado
na embriogénese somatica. As plantulas regeneradas foram aclimatizadas com sucesso em
ambiente com elevada umidade, o que pode estar relacionada ao sucesso dessa etapa. Analises
histoldgicas revelaram um processo de indugdo de embriogénese somatica indireto, com origem

multicelular dos embrides somaticos.



FIGURA 7. Representacdo esquematica do protocolo proposto para a regeneracao de plantulas
de pupunha a partir de embrides zigoticos maduros como fonte de explantes. Apds a
obtengdo dos embrides zigéticos estes foram transferidos para meio de cultura
contendo 10uM de picloram e 1uM de AgNOs até a indug@o de calos embriogénicos.
Estes calos embriogénicos foram transferidos para meio de cultura de maturagdo e os
embrides somaticos para a conversdo, obtendo-se as plantulas, que foram
aclimatizadas com sucesso para condigdes autotroficas. Foi observado o
desenvolvimento de calos embriogénicos com aspecto fridvel, contudo ndo foi obtido
sucesso em sua manutencao e multiplicacdo. Setas cinzas correspondem a fatores nido
avaliados ou que devem ser reavaliados.
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Meio de Cultura:
Sais de MS
Vitaminas de Morel
Phytagel 2,5¢.L"
Picloram 10pM

' Desinfestacdo:
Alcool 70°GL(5min)
]\IaC'IO (2,5%) 40% (40mim)
Agua destilada 3x

AgNO, luM
Glutamina 500mg.L"
Reintroducio das plantas: .
=t Maturacio:
2,4-D 40uM
2-iP 10puM

Glutamina 1g.L"
Caseina hidrolizada 500mg.L"
Carvio ativado 1,5g.L"

Multiplicacio:

Deve ser reavaliada

Plantulas
autotroficas

Conversio:
Sais de MS
Vit. Morel
2-iP 24,6uM
ANA 0,44uM

Crescimento:
Sais de MS
Vit. Morel
Carvio ativado 1,5g.L

Aclimatizagdo:
Caixas pldstica

Tampa de vidro
Plantmax:palha de arroz (1:1)
100-120pmol.m’s’

Toalete das plantulas:

Poda do sistema radicular

I Lavar em agua corrente
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CAPITULO IV - EMBRIOGENESE SOMATICA EM PUPUNHA:

Il - Utilizacdo de inflorescéncias como fonte de explantes

1 RESUMO

Para a propagacao clonal de gendtipos selecionados, € necessario o desenvolvimento
de protocolos regenerativos a partir de explantes obtidos de plantas adultas. Em cultura de
tecidos de monocotiledoneas ¢ imprescindivel que estes explantes sejam compostos por
cé¢lulas meristematicas, e dentre as vdarias técnicas de cultura de tecidos, a embriogénese
somatica ¢ tida como a melhor rota morfogénica para a regeneracdo de plantulas. Em
pupunha (Bactris gasipaes Kunth), a cultura de tecidos ¢ tida como a melhor técnica para a
propagacdo clonal de plantas selecionadas, assim como para sua conservagao; dessa forma
inflorescéncias compdem uma importante fonte de explantes para a micropropagagao dessa
espécie. O presente trabalho objetivou determinar os principais fatores envolvidos na
aquisicdo da competéncia embriogenética e na regeneragdo de plantulas de pupunha a partir
de inflorescéncias jovens, visando o estabelecimento de um protocolo regenerativo baseado
na embriogénese somadtica. Dentre os varios fatores testados, a fonte de auxina e sua
concentragdo apresentaram maior influéncia para as respostas in vitro. De uma forma geral,
maiores percentagens de oxida¢do foram encontradas em explantes cultivados na auséncia de
auxina ou quando o 2,4-D foi empregado como fonte dessa substancia. A progressdo do
meristema floral para a formagdo dos botdes florais também foi observada em maior
freqliéncia nos meios de cultura isentos de reguladores de crescimento ou na presenca de
baixa concentragao desses, independente da fonte. Para reverter a determinagdo floral e
induzir capacidade embriogénica, a utilizacdo de auxinas fortes foi necessaria. Neste caso o
uso de 300 uM de picloram suplementado ao meio de cultura promoveu a indugao de calos
com caracteristicas embriogénicas em 10+1,3% dos explantes. Apos a obtengdo dos calos
embriogénicos, estes foram transferidos para meio de cultura para a maturagao dos embrides
somaticos, sendo possivel observar 25,8+1,6 destes por calo embriogénico. Os embrides
somaticos apresentaram 70,3+2,9% de conversdo, obtendo plantulas com desenvolvimento
balanceado de parte aérea e raiz.

Palavras-chaves: Cultura de tecidos, picloram, conservacdo genética, explante.
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CHAPTER IV - SOMATIC EMBRYOGENESIS OF PEACH-PALM:

Il - The use of inflorescence as explants source

2 ABSTRACT

For clonally propagation of selected genotypes, development of regenerative
protocols with explants obtained from mature plants is necessary. In monocot tissue culture
the use of meristematic explants is necessary, and from several tissue culture techniques,
somatic embryogenesis is considered a improved pathway for plantlet regeneration. Tissue
culture is considered the better alternative for peach-palm (Bactris gasipaes Kunth)
improvement and conservation, thus inflorescence compost an important explant source for
micropropagation of this specie. The present study aimed at determinate the factors that
influence the acquisition of somatic embryogenesis competence, for the establishment of a
regenerative protocol through somatic embryogenesis. Among several tested factors the
auxin source e its concentration showed higher influence to in vitro responses. High
oxidation rates were observed in explants maintained on culture medium devoid of auxin or
when 2.4-D was used as auxin source. The progression of floral meristem to flower bud
development was also observed at higher frequency on culture medium devoid of growth
regulators or when low concentration of auxin was supplemented of all auxin sources. To
induce somatic embryogenesis the use of stronger auxin source were necessary. In this case,
300 uM of picloram supplemented to culture medium showed somatic embryogenesis
induction rate of 10+1.3% of explants. Embryogenic calluses were transferred to maturation
culture medium and showed 25.8+1.6 somatic embryos per embryogenic callus. Somatic
embryos showed 70.3+2.9% of conversion rate, and plantlets with balanced shoot and root
development were obtained.

Key-Words: Tissue culture, picloram, genetic conservation, explant.
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3 INTRODUCAO

A pupunha (Bactris gasipaes Kunth) ¢ uma palmeira da familia Arecaceae e apresenta
aptidao para a producdo de frutos e palmito. A composi¢do dos frutos faz destes uma excelente
fonte alimenticia, com elevada quantidade de amido, e presen¢a de lipidios, de caroteno e de
todos os aminodcidos essenciais. O palmito dessa espécie apresenta baixa atividade de enzimas
peroxidase e polifenoloxidase, o que possibilita a comercializagdo in natura do mesmo, abrindo

novos nichos de mercado (Mora-Urpi et al., 1997).

Para essa espécie, a cultura de tecidos ¢ tida como a melhor técnica para a propagacao
clonal de plantas selecionadas, assim como para sua conservacao (Mora-Urpi et al., 1997).
Contudo, para a propagacdo clonal de genotipos selecionados, ¢ necessario o desenvolvimento
de protocolos regenerativos a partir de explantes de plantas adultas. Para o sucesso da técnica de
embriogénese somdtica em monocotiledoneas, ¢ imprescindivel a utilizagdo de explantes
contendo células meristematicas (Vasil, 1987). Neste sentido, em plantas adultas de palmeiras, as
inflorescéncias constituem uma importante fonte de explantes, apresentando como vantagens o
fato de que a obtencdo de inflorescéncias ndo emitidas pode ser realizada sem maiores danos a

planta matriz (Verdeil et al., 1994).

Protocolos utilizando essa fonte de explante ja foram descritos para varias espécies da
familia Arecaceae, entre elas Elaeis guineensis (Teixeira et al., 1994), Euterpe edulis (Guerra &
Handro, 1998) Cocos nucifera (Verdeil et al., 1994) e Areca catechu (Karun et al., 2004). Em
pupunha, Arias (1985) ndo observou respostas morfogénicas em inflorescéncias dessa espécie,
contudo, a utilizagdo deste explante com sucesso foi descrita por Almeida & Kerbauy (1996). No
entanto, esses autores observaram que a regeneracdo de plantas desta espécie ocorria via

organogénese € em baixa freqiiéncia.

Para palmeiras, trabalhos cldssicos indicam que a embriogénese somadtica ¢ a principal
rota morfogenética para a regenera¢ao de plantas (Blake, 1983) e em pupunha essa técnica ¢

sugerida para incrementar a taxa regenerativa (Arias & Huete, 1983).

O presente trabalho objetivou determinar os principais fatores envolvidos na aquisi¢ao da
competéncia embriogenética e na regeneragao de plantulas de pupunha (Bactris gasipaes Kunth),
a partir de inflorescéncias jovens, visando o estabelecimento de um protocolo regenerativo

baseado na embriogénese somatica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material Vegetal

Inflorescéncias jovens ainda ndo emitidas, de duas progénies meio-irmas da populacao
Yurimdguas, foram coletadas em matrizes mantidas no banco de germoplasma do Instituto

Nacional de Pesquisa da Amazonia — INPA, Manaus, AM.

A desinfestacdo das inflorescéncias foi realizada retirando a espata externa, com posterior
imersdo em alcool 70°GL durante 5 min e expostas ao fluxo por 10 min. Posteriormente, a espata

interna foi removida e as inflorescéncias tiveram suas raquilas separadas.

Para avaliar o efeito do estdgio de desenvolvimento das inflorescéncias, estas foram
classificadas como Infl1, Infl2 e Infl3 cujas espatas externas encontravam-se entre 5-8 cm; 8-12
cm e 12-16 cm, respectivamente. As raquilas obtidas dessas foram divididas em secgdes
transversais de 1 a 2 mm e imediatamente inoculadas em meio de cultura. Inflorescéncias que
apresentam essas classes de tamanho sdo normalmente formadas na axila das folhas numeradas
entre 15a 10; 9 a 6 ¢ 5 a 2, respectivamente, sendo a folha de n°l a folha mais desenvolvida na

planta (Clement, 1986).
4.2 Meios de cultura e condic¢des de cultivo

O efeito do pré-tratamento com um choque de auxina foi testado, utilizando o meio de
cultura basal descrito acima suplementado com 200 uM de 2,4-D, sem a adi¢do do agente
geleificante. Neste tratamento, as inflorescéncias permaneceram durante 30 dias em tubos de

ensaio (150x25 mm), contendo 25 mL do meio de cultura liquido.

Apos a utilizagdo ou nao do pré-tratamento, os explantes foram inoculados em meio de
cultura basal composto por sais de Murashige & Skoog (1962) adicionado de vitaminas de Morel
& Wetmore (1951), suplementado com 3% de sacarose, 500 mg.L'1 de Glutamina, 1,5 g.L'1 de
carvio ativado e 2,5 gL' de Phytagel” Para avaliar as respostas morfologicas elicitadas por
diferentes fontes de analogos de auxina empregou-se o 2,4-D, o picloram e o dicamba em
concentragdes de 0, 150, 300 e 600 uM, suplementado ao meio de cultura basal. Apos 32
semanas de incubacdo, foram avaliadas diferentes variaveis que incluiram a percentagem de
oxidacao dos explantes, do desenvolvimento do botao floral, da proliferagdo celular e de inducao

de calos embriogénicos.

Os calos embriogénicos foram transferidos para meio de cultura basal suplementado com
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1 g.L"! de Glutamina, 500 mg.L™' de caseina hidrolisada, 40 pM de 2,4-D e 10 uM de 2-iP, para
a maturagdo dos embrides somaticos. As culturas permaneceram nesse meio de cultura por oito

semanas, tendo um subcultivo com intervalo de quatro semanas.

Para a conversio dos embrides somaticos, embrides somaticos maturos foram
selecionados e transferidos para meio de cultura basal sem carvao ativado, suplementado com
24,5 uM de 2-iP e 0,44 uM de ANA. ApoOs quatro semanas, os embrides somaticos foram
transferidos para meio de cultura MS, adicionado de vitaminas de Morel, isento de reguladores
de crescimento, suplementado com 1,5 g.L™! de carvdo ativado e geleificado com 7,0 g.L”' de
Agar (Merse®). As plantulas obtidas nessa condi¢dao foram, entdo, transferidas para frascos com

capacidade de 300 mL, contendo 30 mL do mesmo meio de cultura por frasco.

Em todos os meios de cultura o pH foi ajustado para 5,8 antes da adi¢do do agente
geleificante e autoclavados durante 15 min a 121°C e 1 kgfem™ Para a indugdo de
embriogénese somatica aproximadamente 25 mL do meio de cultura foi dispensado em placas de
Petri descartaveis (&80 mm). Para a maturacdo e conversdo, 30 mL do meio de cultura foi
vertido em placas de Petri (J100 mm). Para a indugdo e formacao dos embrides somaticos todas
as culturas foram incubadas no escuro em sala de crescimento a 26+1°C, ja para a conversao e
crescimento das plantulas, essas culturas foram mantidas em sala de crescimento a 26+1°C sob

fotoperiodo de 16h com intensidade luminosa de 50-60 pMol.m™.s™",

4.3 Delineamento estatistico

O presente estudo foi conduzido em delineamento inteiramente casualizados, com oito a
doze placas de Petri por tratamento, contendo uma raquila por placa. Para facilitar a apresentacao
e discussdo dos dados os fatores foram agrupados em contrastes de [Fonte X Concentracdo de
Auxina] e outro de [Tamanho da Inflorescéncia X Pré-tratamento]. Os dados sdo apresentados
como médiaterro padrio para as diferentes varidveis avaliadas. Esse procedimento de
apresentacao de resultados permite comparagdes independentes a partir de delineamentos

complexos, da mesma forma que indica a varia¢ao dentro dos tratamentos (Compton, 1994).

5 RESULTADOS

As inflorescéncias de pupunha sdo formadas nas axilas das folhas (Figura 1A) e
apresentam-se protegidas por duas espatas. Inflorescéncias ndo emitidas (Figura 1B) tiveram

suas espatas desinfetadas e removidas (Figura 1C) e pequenos segmentos transversais (1-2 mm)
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das raquilas foram utilizados como fonte de explante (Figura 1D). Apds 32 semanas de cultivo,
diferentes padrdoes morfogenéticos foram observados, incluindo a oxidacao dos explantes (Figura
1E), o desenvolvimento do botdo floral (Figura 1F), a proliferacdo celular (Figura 1G) e a de
calos embriogénicos. Esses calos embriogénicos foram caracterizados pela presenga de estruturas

nodulares ou globulares, podendo ambas ocorrer em um mesmo calo embriogénico (Figura 1H).

De maneira geral, maiores percentagens de oxidagdo foram encontradas em explantes
cultivados na auséncia de auxina ou quando o 2,4-D foi empregado em baixas concentragdes
(Tabela 1). Da mesma forma, a progressao do meristema floral para a formagdo dos botoes
florais também foi observada em maior freqiiéncia nos meios de cultura isentos de auxina ou na
presenca de baixa concentracdo dessa substincia. De fato, a presenca de 150 uM de auxina,
independente da fonte, estimulou o desenvolvimento dessas estruturas (Tabela 1).
Adicionalmente, apesar da suplementacao de 300 uM de 2,4-D ao meio de cultura, 58,8+5,1%
dos explantes apresentavam o desenvolvimento dos botdes florais (Tabela 1).

A proliferagcdo celular representa aqueles explantes que sobreviveram ao periodo do
cultivo e apresentaram crescimento indeterminado (Figura 1G). Essa resposta morfogenética foi
observada em maior freqiiéncia em explantes mantidos em meio de cultura suplementado com
elevadas concentragdes de auxinas, porém, a fonte de auxina também influenciou essa resposta.
Na presenca de 600 uM de 2,4-D 60,6+4,9% dos explantes apresentaram a prolifera¢ao celular,
enquanto que na presen¢a de 300 uM de picloram ou dicamba essa caracteristica foi observada,

respectivamente, em 68,8+4,8% e 72,1+4,6% dos explantes (Tabela 1).

No presente estudo, 300 uM de picloram foi capaz de induzir calos com caracteristicas
embriogénicas em 10£1,3% dos explantes (Tabela 1). Por outro lado, em 150 uM de picloram
1,6£1,5% apresentaram calos com essa resposta morfogenética. J& em 150 uM de dicamba ou
150 uM e 300 uM de 2,4-D ndo foi observada esta resposta. Da mesma forma, maiores
concentragdes de auxinas apresentaram efeito negativo para a aquisicdo de competéncia
embriogénica (Tabela 1).

Apesar de diferentes fontes e concentragdes de auxina apresentaram maior influéncia nas
respostas morfogenéticas observadas, a utilizagdo do pré-tratamento com um choque auxinico e
de diferentes estadgios de desenvolvimento das inflorescéncias evidenciaram diferentes padrdes
de respostas (Tabela 2).

A avaliagdo da percentagem de explantes que apresentaram o desenvolvimento de botdo

floral pode ser definida como a incapacidade das condi¢des de cultivo e do estidgio de
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desenvolvimento do explante em reverter a sua determinacao celular. No presente trabalho, essa
variavel pode ser relacionada com o estdgio de desenvolvimento das inflorescéncias em
interagdo com a utilizacdo do pré-tratamento (Tabela 2).

TABELA 1 - Efeito de diferentes fontes e concentragdes de auxina suplementadas ao meio de

cultura para as respostas morfogénicas (médiaterro padrao) de inflorescéncias nao-
emitidas de pupunha (B. gasipaes Kunth).

Auxina Concentracao ‘ Respostas Morfologicas (%)1 _
(LM) Sem Resposta ~ Oxidagdo  Botdo Floral ~ Proliferagdo Calo Embriogénico
Auséncia 0 8,0+4,4 55,0£6,7 36,9+6,3 0 0
150 7,5+4,7  38,0£5,1 53,945, 0,4+4,7 0
2,4-D 300 9,4+4.7 30,4+5,1 58,8+5,1 1,2+4,7 0
600 5,844,8 14,9+£5,3  17,7£5,3 60,6+4.,9 0,8+1,3
150 9,2+5,2 13,0+£5,7 46,9+5,7 29,1+5,3 1,6+1,5
Picloram 300 6,8+4,7 10,4+5,2  3,8+5,2 68,8+4,8 10,0£1,3
600 7,0+4,7 6,9+5,1 1,6+5,1 83+4,7 0,43+1,3
150 7,6£5,0 17,345,5  56,7+5,5 18,2+45,1 0
Dicamba 300 7,5+4,5 7,2+4.9 7,5+4.9 72,1+4,6 5,6£1,3
600 7,3+4,7 19,0+5,2 0 72,6+4,8 0,8+1,3
CV(%) 53,0 447 38,6 38,0 267,8
F (A: Auxina) 0,38™ 3,75" 11,07%* 32,347 503"
F (B: Concentracio) 0,215™ 29427 54,84 104,74™ 8,74
F(AxB) 0,968™ 3.81° 11,527 14,26 3,16

* Valores expressos em médiaterro padrdo. Médias obtidas a partir do agrupamento dos valores entre o pré-
tratamento e o tamanho das inflorescéncias. Para calculo do teste F os dados foram transformados em v&+9; NS N&o
Significativo; * Significativo (p<0,05); ** Altamente significativo (p<0,01).

Ap0s o pré-tratamento dos explantes o desenvolvimento de botdes florais foi reduzido em
todos os estadgios de desenvolvimento das inflorescéncias testados. Inflorescéncias nos estagios
iniciais de desenvolvimento (/nfI1) apresentaram 35,1+3,5% e 10,9+4,3% dos explantes com
estruturas florais, para aquelas com auséncia ou presenca do pré-tratamento (Tabela 2). Apesar
de diminuir a percentagem de explantes com o desenvolvimento de botdo floral, em
inflorescéncias pré-tratadas o gradiente de resposta em relagao ao estagio de desenvolvimento do
explante foi mais pronunciado, sendo possivel observar 31,0+6,3% dos explantes provenientes
da classe InfI3 com o desenvolvimento de estruturas florais em comparagdo com 10,9+4,3% das

Infl1(Tabela 2).

O pré-tratamento dos explantes em meio liquido, aumentou significativamente a
aquisi¢ao de competéncia embriogenética, sendo que em inflorescéncias da classe /nfl1 (5-8 cm)
a inducdo de calos embriogénicos apresentou a maior média observando 4,8+0,9% e 1,8+0,8%

dos explantes pré-tratados ou ndo, respectivamente (Tabela 2). Por outro lado, esse pré-
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tratamento incrementou a percentagem de oxidacdo e durante o periodo avaliado 40,7+2,0% dos
explantes provenientes de inflorescéncias Infl2 ndo apresentavam respostas morfogenéticas

(Tabela 2).

ApoOs a obtengdo dos calos embriogénicos, estes foram transferidos para meio de cultura
de maturacdo, sendo possivel observar 25,8+1,6 embrides somaticos/calo embriogénico.
Posteriormente, para a conversdo estes foram isolados em pequenos agrupamentos e transferidos
para um meio de cultura suplementado com 20 uM de 2-iP durante quatro semanas. Apos a
transferéncia dos embrides somaticos para meio de cultura isento de reguladores de crescimento,
esses apresentaram 70,3£2,9% de conversdao, obtendo plantulas com desenvolvimento
balanceado de parte aérea e raiz (Figura 11I), que posteriormente foram transferidas para frascos,
onde o desenvolvimento completo dessas plantulas foi observado (Figura 1J).

TABELA 2 - Efeito de diferentes estagios de desenvolvimento (/nfI1 - 5-8 cm; Infl2 - 8-12 cm;
Infl3 - 12-16 cm) e do pré-tratamento em meio de cultura contendo 200 uM de 2,4-D

durante 30 dias nas respostas morfogénicas de inflorescéncias ndo-emitidas de
pupunha (B. gasipaes Kunth) e teste F' para estes fatores e sua interagao.

o o/ 1
Pré-Tratamento Classe de Respostas Morfolégicas (%)

(dias) Tamanho Sem Resposta Oxidagdo  Botdo Floral Proliferacdo (?aloA .
Embriogénico
Infll 0,0 16,543,0  35,143,5 46,4442 1,8+0,8
0 InfI2 0,7+5,0 72+6,9 47,7483 4424938 0,0
Infl3 0,0 8,044,6 44,055  47.3+6,5 0,5+1,2
Infll 1,842,6  44,1£3,6  10,9+43  382+5,1 4,8+0,9
30 Infl2 40,742,0 25,1440 13,8447  19,6%5,6 0,5+1,0
Inf13 0 7,9+5.3 31463  58,3+7,5 2,1+1,4
F (C: Pré-Tratamento) 34,19 20,64 11,617 4,18" 5,16
F (D: Tamanho) 20,037 27,16" 61,56 1,82 8,46"
F(CxD) 155" 12,24™ 3,197 10,30 0,07™

" Valores expressos em médiaterro padréo. Médias obtidas a partir do agrupamento dos valores entre a fonte e a
concentracdo de auxina. Para célculo do Teste F os dados foram transformados em v&+5: NS Nao Significativo; *
Significativo (p<0,05); ** Altamente significativo (p<0,01).

6 DISUSSAO

O presente trabalho descreve a indugdo da embriogénese somatica e a regeneracdo de
plantulas de pupunha a partir de inflorescéncias em diferentes estdgios de desenvolvimento
(Figura 1B, C). Em varios trabalhos, inflorescéncias ndo emitidas de palmeiras apresentam um

elevado grau de determinacdo, ou seja, ha uma forte canalizacdo para a formagao de estruturas



FIGURA 1. Embriogénese somatica e regeneragdo de plantulas a partir de inflorescéncias de
pupunha (Bactris gasipaes Kunth). A — Formagao da inflorescéncia na axila da folha.
B — Diferentes estagios de inflorescéncia testados. C — Aspecto das inflorescéncias.
D — Explante inicial de sec¢do transversal da raquila. E — Explantes completamente
oxidados. F — Formacao de botdes florais in vitro (seta). G — Aspecto dos explantes
que apresentaram proliferacdo celular. H — Aspecto de um calo embriogénico
contendo embrides somaticos (seta estreita) e estruturas nodulares (seta larga). I —
Plantulas obtidas a partir da conversao dos embrides somaticos. J — Plantulas
completas em frascos. Figuras A e B barra=5cm; Figuras C e I barra=1cm; Figuras
D, E e F barra=1mm; Figuras G e H barra=2,5mm; Figura J barra=2,5cm.
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florais (Teixeira et al., 1994; Guerra & Handro, 1998; Verdeil et al., 1994), caracteristica do
desenvolvimento fechado (Kerbauy, 1999). Tal comportamento pode em parte ser explicado pela
expressdo génica diferencial, que em angiospermas ocorre entre o meristema e os primordios
foliares, de forma que as células do meristema sdo mantidas na condig¢do de indiferenciada, e

aquelas dos primordios permanecam no estado diferenciado (Fletcher, 2002).

Apesar de o desenvolvimento de estruturais florais em condi¢des in vitro ja ter sido
descrito em pupunha (Almeida & Kerbauy, 1996), o presente trabalho evidenciou que esta
resposta morfogenética ¢ estimulada em condigdes de baixas concentragdes de auxina, ou mesmo
na presenca de elevadas concentragdes de 2,4-D. Resultados similares foram obtidos em E.
guineensis na qual a presenca de 2,4-D estimulou o crescimento e o desenvolvimento de
estruturais florais, e a auséncia deste regulador de crescimento ou a sua presenca em baixas

concentragdes provocou a oxidacao e a morte dos explantes (Teixeira et al., 1994).

Trabalhos realizados em E. guineensis encontram genes ligados ao florescimento, com a
expressao diferencial e especifica no tecido, como também genes especificos a cada estagio do
desenvolvimento da inflorescéncia (Singh & Cheah, 2000), sustentando a hipdtese de que,
dependendo do estagio de desenvolvimento da inflorescéncia, sua expressao génica ¢ canalizada

a uma unica rota morfogenética.

Para a inducdo de calos com caracteristicas embriogénicas a partir de inflorescéncias de
pupunha, o picloram se mostrou como a melhor fonte de auxina. Esses dados reforcam os
resultados observados em meristemas apicais (Valverde et al., 1987) e embrides zigoticos como
fontes de explantes de pupunha (Steinmacher & Guerra, 2003; Capitulo IV.I), nos quais o
picloram incrementou a indu¢do de embriogénese somatica. Adicionalmente, Barro et al. (1999)
encontraram que, em comparagao com o 2,4-D, o picloram suplementado ao meio de cultura foi
mais eficiente para a indugdo de embriogénese somatica em inflorescéncias de 7. aestivum e do
hibrido (7. durum x Hordeum chilense). E ainda, em Paspalum scrobiculatum a utilizagdo do

picloram aumentou o numero de plantulas regeneradas (Kaur & Kothri, 2004).

No presente estudo, a concentragdo 6tima para a inducdo de embriogénese somatica foi
de 300 uM de picloram, sendo que em concentragdes superiores a competéncia embriogenética
foi reduzida. Concentragdes elevadas de auxina podem inibir completamente a expressdo da
embriogénese somatica (Guerra et al., 1999) e resultados similares foram observados ocorrer em
embrides zigoéticos de pupunha como fonte de explante (Capitulo IV.I) como também em

inflorescéncias de 7. aestivum (Barro et al., 1999).

Guerra & Handro (1998) sugeriram a utilizacdo de um meio de cultura liquido, antes da
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transferéncia para o meio de cultura de indugdo a embriogénese somatica, para diminuir a
oxidagdo e aumentar a capacidade embriogénica de inflorescéncias de E. edulis. J& em P.
scrobiculatum o pré-tratamento com 2,4-D foi essencial para a indugdo de embriogénese
somatica a partir de embrides zigéticos (Vikrant & Rashid, 2003). Também em embrides
zigbticos de E. guineensis a utilizagdo de um pré-tratamento com elevadas concentragdes de 2,4-

D foi benéfico a indugdo de calos primarios (Teixeira, 1989).

No presente estudo o pré-tratamento foi realizado em meio de cultura com 200 uM de
2,4-D durante um periodo de 30 dias. Durante esse periodo foi observado apenas um leve
intumescimento das raquilas. Contudo, o mesmo resultou na diminui¢do da formacgao de botdes
florais, da mesma forma que incrementou a inducdo de embriogénese somatica. Estudos em C.
nucifera sugerem que aquisicao de competéncia embriogénica foi obtida quando calos primarios
foram transferidos para outro meio de cultura contendo maiores concentragdes de 2,4-D (Verdeil
et al., 1994), o que pode ser relacionado com o efeito benéfico do pré-tratamento realizado. Da
mesma forma, Nhut et al. (2000) sugeriram o uso de pré-tratamento para incrementar a aquisicao
de competéncia embriogénica em explantes provenientes de plantulas de arroz. Os autores
postularam que esse pré-tratamento alterou o balango endégeno de reguladores de crescimento.
Adicionalmente, este pré-tratamento poderia atuar como uma fonte de estresse incrementando o
metabolismo celular (Fehér et al., 2003), ativar a divisdo em células especificas do tecido
(Teixeira, 1989) ou entdo estar relacionado a diferentes sitios de acdo entre as diferentes

moléculas de analogos de auxina.

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam um gradiente de resposta para a
formacdo de botdes florais e principalmente para a inducdo de embriogénese somatica.
Inflorescéncias em estagios iniciais do desenvolvimento apresentaram maior competéncia para a
embriogénese somatica, ja inflorescéncias mais desenvolvidas apresentaram maiores médias para
a formagdo de botdes florais. Esse gradiente de resposta tem sido descrito em outros modelos,
sendo que a obtencdo de calos com caracteristicas embriogéncias em Triticum durum foi
inversamente proporcional ao tamanho da inflorescéncia (Benkirane et al., 2000). Similarmente,
em Pennisetum americanum Botti & Vasil (1989) descreveram que esta rota morfogenética
somente foi observada em inflorescéncias menores que 2,5 cm. Em E. edulis, Guerra & Handro
(1998) citaram que embriogénese somatica foi observada em inflorescéncias em estagios iniciais
do desenvolvimento. Os autores ainda relataram que inflorescéncias em estagios de
desenvolvimento mais avancado apresentaram apenas intensa oxidagdo e desenvolvimento de

estruturais florais. J4 em 4. catechu inflorescéncias entre 8 e 12 cm produziram maiores médias
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de calos, ao contrario de inflorescéncias maiores que 16 cm (Karun et al., 2004). O mesmo
padrao de resposta foi observado em C. nucifera, sendo que inflorescéncias cujas espatas
apresentavam 10 cm (menor tamanho avaliado) apresentaram maiores médias de formacao de

calos embriogénicos (Verdeil et al., 1994).

Os calos com caracteristicas embriogénicas foram transferidos para meios de cultura
suplementados com baixas concentragdes de auxina e com a presenc¢a de nitrogénio na forma
reduzida. As culturas permaneceram nessa condi¢do durante oito semanas, com o objetivo de
alcancar a maturagdao dos embrides somaticos. Em E. guineensis a presenca de fontes organicas
de nitrogénio foram responsdveis por incrementos na acumulagdo de proteinas de reserva em
embrides somaticos (Morcillo et al., 1999), resultando em melhor qualidade dos mesmos. Da
mesma forma, em C. nucifera a transferéncia das culturas para um meio de cultura com
concentragdo reduzida de auxina foi responsavel pela obtengdao de um maior nimero de plantulas

regeneradas (Fernando & Gamage, 2000).

ApoOs a obtengdo de embrides somaticos maturos, estes foram transferidos para meios de
cultura suplementados com 2-iP. Em modelos in vitro a citocinina esta ligada a formagdo do
meristema apical (Peres & Kerbauy, 1999) e em palmeiras essa substancia foi utilizada com
sucesso para a conversao de embrides somaticos (Guerra & Handro, 1998; Aberlenc-Bertossi et
al., 1999; Karun et al., 2004). Contudo, no presente estudo a regeneragdo de plantulas a partir de
calos embriogénicos com aspecto nodular nao foi observada. Tal fendomeno ja foi observado em
calos embriogénicos de E. guineensis obtidos a partir de embrides zigéticos como fonte de
explante (Teixeira et al., 1993), e pode estar ligado a problemas de formagao do embrido devido
ao longo periodo de cultura em presenga de auxina. Sabe-se que a presenca dessa substancia no
meio de cultura durante a ontogénese do embrido somdtico, impede que o mesmo polarize
apresentando desenvolvimento irregular (Yeung, 1995), podendo ser a origem dos calos

embriogénicos nodular.

Em termos de protocolo regenerativo, as inflorescéncias compdem uma importante fonte
de explantes por possibilitarem a clonagem de plantas adultas. Devido a presenga das espatas,
estes explantes estdo em condigdes supostamente estéreis, facilitando a desinfestacao sem
prejudicar o explante. Conforme descrito em outros trabalhos com palmeiras, a indugdo de calos
embriogenicos delonga bastante tempo, entretanto ¢ obtido um grande numero de regenerantes.
Por fim, as plantas regeneradas devem ser submetidas a testes de campo. Com base nestes

resultados um protocolo ¢ sugerido (Figura 2).



FIGURA 2. Representacao esquematica do protocolo proposto para a regeneragao de plantulas
de pupunha a partir de inflorescéncias nao emitidas como fonte de explantes. Apos a
obtengdo das inflorescéncias estéreis estas sdo transferidas para meio de cultura
contendo 200 pM de 2,4-D durante trinta dias. Apos esse periodo os explantes com 1
mm sdo transferidos para meio de cultura contendo 300 uM de Picloram até o
desenvolvimento de calos embriogénicos, que sdo transferidos para meio de
maturacdo e conversao dos embrides somaticos, obtendo-se as plantulas. Seta cinza
corresponde a fatores ndo avaliados.
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Pré-tratamento:
Remogao da espata externa Meio de cultura liquido
Alcool 70°GL 200uM de 2.4-D

Secar ao fluxo (10min) 30 dias

Remocao da espata interna

'Desinfestacio:

Explantes:
Seccoes transversais da
Raquila 1-2mm

Aclimatizacio e
Reitroducio das Plantulas:

Meio de Cultura:
Sais de MS

Vitaminas de Morel
Carvido Ativado (1,5g.L-1)
Glutamina (500mg.L-1)
Phytagel (2.5g.L-1)
Picloram (300uM)

Crescimento das Plantulas: Calos embriogénicos:
MS e Carvao Ativado 32 semanas de cultivo

Maturacido e Conversio dos Embridoes Somaticos:
40uM de 2,4-D, Glutamina (l1g.L-1),
Caseina Hidrolisada (500mg.L-1) 8 semanas
MS 20uM de 2-iP, 0,44uM de ANA
Glutamina (500mg.L-1) 4 semanas
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7 CONCLUSOES

O presente trabalho descreve pela primeira vez os principais fatores envolvidos na
embriogénese somatica e na regeneragdo de plantas a partir dessa rota morfogénica utilizando
inflorescéncias jovens ndo emitidas de pupunha (Bactris gasipaes Kunth) como fonte de
explantes. A fonte e a concentragdo da auxina utilizada desempenharam papel chave neste
processo. Da mesma forma, a utilizacio de inflorescéncias em estagios iniciais do
desenvolvimento juntamente com pré-tratamento em meio de cultura contendo 200 uM de 2,4-D
incrementou tal resultado. Entretanto, estudos mais detalhados devem ser realizados visando
elucidar a ontogénese do processo, avaliar o efeito do gendtipo, como também incrementar

regeneragdo de plantas a partir de calos embriogénicos com aspecto nodular.
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CAPITULO IV - EMBRIOGENESE SOMATICA EM PUPUNHA:

lIl - Aplicacdo da metodologia de TCL

1 RESUMO

O desenvolvimento de protocolos regenerativos baseados na cultura in vitro resulta em
aplicagoes diretas para a multiplicacdo massal de plantas selecionadas, da mesma forma que
pode ser inserido em programas de melhoramento genético e de conservagdo de plantas de
pupunha (Bactris gasipaes Kunth). Dentre os varios fatores que afetam as respostas
morfogenéticas, a fonte e o tamanho dos explantes podem ser considerados elementos chaves
para o sucesso da técnica. A metodologia de TCL (Thin Cell Layer) consiste na utilizagdo de
explantes com tamanho reduzido, e tem apresentado resultados superiores em varios estudos
de cultura in vitro. Com o objetivo de definir um procedimento eficiente para a embriogénese
somatica e regeneracdo de plantulas a partir de bainhas foliares de pupunha foi avaliada a
metodologia de TCL associada a diferentes concentracdes de picloram. Secc¢des transversais
(0,7 a 1 mm) de plantulas mantidas in vitro foram utilizadas como fonte de explantes. As
respostas morfogenéticas foram avaliadas em fun¢do da posicao original do explante em
interacdo com diferentes concentragdes de picloram (0 a 600 uM) adicionado ao meio de
cultura MS com 1,5 gL' de carvdo ativado. A inducio de calos primarios foi avaliada trés
meses apos a inoculagdo. A regido do meristema apical apresentou 82,6% a 97,2% de calos
primarios em meio de cultura suplementado com 150 uM e 600 uM de picloram, sem diferir
entre si. Explantes provenientes dos tecidos subapicais apresentaram maior calogénese em
meio de cultura suplementado com 300 uM de picloram, enquanto que essa resposta
morfogénica a partir de explantes de bainhas foliares apresentou maior calogénese com 600
uM de picloram. A percentagem de calos embriogénicos foi avaliada cinco meses apos a
inoculagdo, sem subcultivo. Observou-se o0 mesmo padrao de resposta para a formagao de
calos primarios, sendo que a regido do meristema apical apresentou 43,0% e 17,0% de calos
embriogénicos, respectivamente, em meio de cultura suplementado com 300 uM e 600 uM
de picloram. Por outro lado, a inducdo de calos embriogénicos a partir de explantes das
camadas histogénicas distal acima do meristema apical somente foi observada em meio de
cultura com 600 uM de picloram. Apds a maturagdo, os embrides somaticos apresentaram
45,043,4% de conversdo, resultando em plantulas aptas a aclimatizag@o. Estudos histologicos
revelaram que os primeiros eventos de divisdo celular ocorreram em células adjacentes aos
feixes vasculares.

Palavras-chaves: Thin Cell Layer, Histologia, Picloram, Regeneracao de plantas.
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CHAPTER IV - SOMATIC EMBRYOGENEIS OF PEACH-PALM:

IV - Aplication of the TCL methodology

2 ABSTRACT

The development of in vitro regenerative protocols has direct applications for mass
propagation of selected plants as well as in breeding and conservation programs of peach-
palm (Bactris gasipaes Kunth). Among the factors that affect morphogenetic response, the
explant source and size play key roles in the in vitro morphogenic responses. The TCL (Thin
Cell Layer) technique consists in the utilization of very small explants and showed enhanced
results for several in vitro culture systems. Aiming to define an efficient procedure for
somatic embryogenesis and plantlet regeneration of peach-palm the TCL technique
associated with different picloram concentrations was evaluated. Transvers sections (0.7 to 1
mm) from in vitro cultured plantlets were used as explants. Morphogenetic responses were
evaluated in response to explant positions on the leaf interacting with different picloram
concentrations (0 to 600 uM) in MS culture medium with 1.5 g.L"' of activated charcoal.
Primary callus induction was evaluated three months after inoculation, showing 82.6% to
97.2% induction from the shoot meristem in culture media supplemented with 150 uM and
600 uM of picloram respectively. Explants from sub apical tissues showed high callogenesis
responses with 300 uM picloram, while the leaf sheath showed high induction rate with 600
uM picloram. Embryogenic callus rate was evaluated five months after culture. Shoot
meristem’s showed 43.0% and 17.0% of embryogenic callus induction with 300 and 600 uM
picloram, respectively. Embryogenic callus induction in explants from histogenic layers
upper to shoot meristems was observed only with 600 uM picloram. After maturation,
somatic embryos showed 45.0+3.4% conversion, resulting into plantlets ready for
acclimatization. Histological studies revealed that the first cellular division events occurred
in cells adjacent to vascular bundles.

Key-Words: Thin cell layer, Histology, Picloram, Plantlet regeneration.
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3 INTRODUCAO

Para a pupunha (Bactris gasipaes Kunth), o desenvolvimento de um protocolo
regenerativo baseado na cultura in vitro resulta em aplicagdes diretas para a multiplicagao massal
de plantas selecionadas, da mesma forma que pode ser inserido em programas de melhoramento
genético e de conservacgdo (Clement & Arkcoll, 1991; Mora-Urpi et al., 1997). A regeneracdo in
vitro de plantulas desta espécie foi descrita pela primeira vez por Huete & Arias (1981) a partir
da organogénese indireta e, posteriormente, por organogénese direta (Pinedo, 1987; Almeida &
Kerbauy, 1996) e embriogénese somatica (Stein & Stephens, 1991; Valverde et al., 1987).
Contudo, a regeneracdo de plantulas nestes trabalhos ocorreu em baixa freqiiéncia e de forma
inconsistente, sugerindo a necessidade de otimizagdo dos protocolos de embriogénese somatica

(Arias & Huete, 1983).

A embriogénese somatica ¢ baseada na totipotencialidade das células vegetais e consiste
na formagdo de estruturas bipolares sem conexao vascular com o tecido matriz, com o padrao de
desenvolvimento similar ao observado em embrides zigoticos (Dodeman et al., 1997). Essa rota
morfogenética ¢ influenciada por vérios fatores impostos pelas condigdes in vitro (Guerra et al.,
1999). Dentre esses fatores, a fonte de explante e o estdgio de desenvolvimento destes tecidos
sdao considerados os elementos chaves para a alteracdo da competéncia celular (Merkle et al.,
1995). Da mesma forma, o tamanho destes explantes apresenta influéncia na capacidade
morfogénica (Benkirane et al., 2000; Delporte et al., 2001), possivelmente devido ao
estabelecimento dos dominios simpléstos® nesses tecidos (Bouget et al., 1998; Haywood et al.,
2002), mantendo o crescimento coordenado das células e tecidos (Wu et al., 2002; Roberts &

Oparka, 2003).

O emprego de explantes obtidos a partir de uma fina camada de células apresenta-se
como uma alternativa por romper esses dominios de comunicagdo intercelular. Visando romper
esses dominios, foi desenvolvida uma técnica denominada de TCL (Thin Cell Layer), que
consiste na utilizagdo de explantes de tamanho reduzido (Tran Thanh Van & Lé&, 2000). O
emprego desta técnica foi reportado pela primeira vez em Nicotiana tabacum (Tran Thanh Van
et al., 1974) e posteriormente foi aplicada com sucesso para varias espécies vegetais (Tran Thanh
Van & L¢, 2000), incluindo Digitaria sanguinalis (Van Le et al., 1997), Oryza sativa (Nhut et
al., 2000), E. guineensis (Teixeira et al., 1994) e C. nucifera (Samosir et al., 1998).

3 Dominio simplasto, segundo Roberts & Oparka (2003) pode ser definido como uma comunicagio continua entre as
células de um determinado grupo funcional, permitindo o movimento de moléculas através dos plasmodesmata,
coordenando a mitose, a morfogénese e o desenvolvimento das plantas. Ex.: Células da epiderme de um
determinado 6rgdo da planta.



capitulo IV - Embriogénese somdtica em pupunha. ITT - T¢l Thin cell layer 107

Com o objetivo de definir um procedimento eficiente para a embriogé€nese somatica e
regeneragao de plantulas a partir de bainhas foliares de pupunha foi avaliada a técnica de TCL

(Thin Cell Layer) associada a diferentes concentragdes de picloram.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material Vegetal

Para a realizacdo deste experimento, plantulas foram obtidas a partir da germinacdo in
vitro de embrides zigoéticos de pupunha provenientes de sementes de plantas mantidas no banco
de germoplasma do INPA — Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia — e submetidas aos
mesmos tratamentos de desinfestacdo descritos anteriormente (Capitulo II). Embrides zigdticos
obtidos em condigdes assépticas foram inoculados em meio de cultura constituido pelos sais de
MS suplementado com 1,5 g.L”' de carvio ativado, definido a partir dos resultados obtidos nos
testes anteriores (Capitulo II). As culturas foram mantidas em sala de crescimento a temperatura

1

de 26+1°C e fotoperiodo de 16h com intensidade luminosa de 50-60 pmol.m™s”, até as

plantulas atingirem 5 a 8 cm de altura, sendo entdo selecionadas para o presente estudo.

As plantulas obtidas tiveram suas folhas, raizes e haustorio removidos para obter os
explantes compostos por tecidos subapicais, meristema apical, primérdios e bainhas foliares.
Adicionalmente, bainhas foliares externas e clorofiladas foram removidas. Para a obtencdo de
explantes propriamente dito, foram realizadas secgdes transversais com 0,7 a 1 mm de espessura
obtendo diferentes camadas histogénicas de forma que algumas camadas fossem compostas
apenas por tecidos subapical, por bainhas foliares e meristema apical, e diferentes estidgios de
desenvolvimento foliar. Foram inoculadas 13 secg¢des transversais provenientes de uma plantula,
em cada placa de Petri. O lado proximal de cada sec¢do foi mantido em contato com o meio de

cultura, mantendo a orientagdo original da sec¢do em relacao a plantula.

Adicionalmente, a posi¢do original dos explantes foi mantida para avaliar a influéncia
desta varidvel nas respostas morfogenéticas. Dessa forma, os explantes obtidos a partir da regiao
do meristema apical foram denominados de 0, e as camadas acima no sentido distal foram
denominadas seqiliencialmente entre 1 e 8. As camadas obtidas abaixo da regido do meristema
apical, compostas basicamente por tecidos subapicais, foram denominadas seqiiencialmente de -

1 a—4 (Figura 1).



FIGURA 1. Modelo esquematico para a obtencao de explantes a partir de plantulas de pupunha
(Bactris gasipaes Kunth) cultivadas in vitro (barra = 1,75 cm). Explantes obtidos
acima da regido do meristema apical, no sentido distal, foram numerados entre 1 a 8§,
enquanto os explantes obtidos abaixo da regido do meristema apical também no
sentido distal, foram denominados de -1 a -4. A regido do meristema foi considerada
como 0 (barra = 3 mm).
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4.2 Meios de cultura e condic¢des de cultivo

Apds a obtencdo dos explantes, estes foram imediatamente inoculados em meio de
cultura MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado com vitaminas de Morel e Wetmore
(1951), 500 mg.L"' de Glutamina, 1,5 g.L"' de carvio ativado e 2,5 gL' de Phytagel®. O
picloram em diferentes concentragdes (0, 150, 300 ou 600 uM) foi suplementado ao meio de
cultura para avaliar o efeito deste na inducdo de embriogénese somatica. Nao foram realizados

subcultivos até a obtengao de calos com caracteristicas embriogénicas.

Para a maturagdo e conversdo dos embrides somadticos, estes foram submetidos aos
mesmos tratamentos descritos para a matura¢do e conversdo de embrides somaticos obtidos a

partir da inflorescéncia como fonte de explantes (Capitulo IV.II).

Em todos os meios de cultura o pH foi ajustado para 5,8 antes da adi¢do do agente
gelificante e autoclavados a 121°C e lkgf.cm™ durante 15min e posteriormente transferidos para
placas de Petri, com aproximadamente 30 mL de meio de cultura por placa. Para a inducdo e
formacao dos embrides somadticos, todas as culturas foram incubadas no escuro em sala de

crescimento a 26+1°C.

Para a conversdo e o crescimento das plantulas, essas culturas foram mantidas em sala de
crescimento 4 26+1°C sob fotoperiodo de 16h com intensidade luminosa de 50-60 pmol.m>.s™

provida por lampadas fluorescentes branca fria.
4.3 Aspectos histolégicos

Para elucidar os aspectos morfoldgicos relacionados com o processo de embriogénese
somdtica a partir de bainhas foliares, analise histologicas foram conduzidas. Para tanto, dois
procedimentos foram utilizados. O primeiro constituiu-se de secgdes de tecidos fresco, para
avaliar os aspectos morfologicos anteriores ao processo de cultura in vitro. O segundo
procedimento foi realizado a partir de amostras coletadas ao longo do tempo em condigdes de
indugdo até a embriogénese somatica. As amostras foram fixadas em paraformaldeido 2%
durante 48h, desidratadas em serie alcoolica (30 a 100°GL) e embebidas em historesina (Leica®).
Seccdes de 5-7 uM de espessura foram obtidas em micrétomo rotatério manual (Slee Technik),
distendidas sobre uma gota de 4gua em lamina de vidro e secas rapidamente por calor em bico de
Bunsen. Apd6s o preparo e seccao das amostras, foram submetidas a coloragdo com azul de
Toluidina a 0,5% (pH 1,0) durante 30 a 60 seg, seguida de lavagem em agua corrente até

remocao do excesso.
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4.4 Delineamento estatistico

O presente estudo avaliou diferentes concentragdes de picloram (0, 150, 300 ou 600 uM)
e o efeito da posicdo inicial do explante nas diferentes camadas histogénicas na formagao de
calos e na aquisi¢do de competéncia embriogénica. Dessa forma, o experimento foi delineado em
esquema fatorial 4x13 (concentra¢do de picloram X camada histogénica) e conduzido em blocos
casualisados com cinco blocos. Cada bloco foi constituido de quatro placas de Petri. Cada placa

continha todas as camadas histogénicas provenientes de uma Unica plantula.

Apos trés e cinco meses foram avaliadas, respectivamente, a percentagem de formagao de

calos e a percentagem de calos com estruturas embriogénicas. Os dados transformados em
A (x+5) foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e, quando necessario, ao teste de
separacdao de médias de Duncan a 95% de significancia.

ApoOs oito semanas em meio de cultura isento de fitorreguladores, foi avaliada a
percentagem de conversdo dos embrides somaticos em plantulas. Os dados de conversdo dos

embrides foram apresentados em média =+ erro padrdo.

5 RESULTADOS

Ensaios preliminares foram conduzidos para avaliar as respostas morfogenéticas de
segmentos (aprox. 1 cm) de bainhas foliares de pupunha inoculadas in vitro. Nestes ensaios, foi
possivel observar que explantes mantidos em meio de cultura sem carvao ativado apresentavam
intensa oxidagdo (Figura 4A). Por outro lado, quando esses explantes foram cultivados em meio
de cultura suplementado com carvao ativado e 450uM de 2,4-D nenhuma resposta
morfogenética foi observada (Figura 4B). A partir destes resultados foi desenvolvido o presente
estudo aplicando a metodologia de tTCL — transversal Thin Cell Layer — a partir de plantulas de

pupunha germinadas in vitro, obtendo em média 13 explantes por plantula (Figura 4C).

A formagdo de calos primdarios (Figura 4D-E) foi significativamente maior naqueles
explantes provenientes da regido do meristema cultivados em meios de cultura suplementado
com picloram (Figura 2). Em meio de cultura ausente de picloram, alguns explantes
apresentavam o desenvolvimento do meristema e emissdo de raizes a partir de tecidos
subapicais, contudo, nenhuma calogénese foi observada ¢ a maioria dos explantes apresentava

intensa oxidagdo apos quatro semanas de cultivo.

Os explantes da camada 0, correspondendo a regido do meristema apical, apresentaram

maior percentagem de inducdo calogénica, variando de 82,6% a 97,2% em resposta ao meio de
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cultura suplementado com 150 uM e 600 uM de picloram respectivamente, diferindo apenas da
auséncia desta substincia no meio de cultura (Figura 2). Para explantes provenientes das
camadas histogénicas distal acima (1 a 8) a indugdo de calos primarios foi significativamente
maior em meio de cultura suplementado com 600 puM de picloram. Esses explantes nao
apresentaram ou entdo apresentaram baixas respostas morfogenéticas em meio de cultura
suplementado com 150uM ou 300uM de picloram. Por outro lado, explantes denominado -1,
provenientes dos tecidos subapicais apresentaram intensa formagao de calos primarios em meio
de cultura suplementado com 300uM e 600uM de picloram, com 74,2% e 71,6%
respectivamente, sem diferir estatisticamente entre si, porém diferindo da presenca de 150uM de

picloram que apresentou 34,8% de calos primarios (Figura 2).

Calos Primarios (%)

4 3 2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Posicdo do explante

FIGURA 2. Efeito de diferentes posigdes do explante (-4 a 8) e de diferentes concentracdes de
picloram para a percentagem de indugdo de calos primarios apoOs trés meses de
cultivo em explantes obtidos a partir de plantulas de pupunha (B. gasipaes Kunth)
cultivadas in vitro. Médias seguidas por letras diferentes, mintusculas dentro de dose
e maiuscula dentro da camada, denotam diferenga estatistica pelo teste de Duncan a
95% de significancia. Dados transformados para Yo+5 . Coeficiente de variagdo =
33,2%

A avaliacao de calos primarios com competéncia embriogénica foi realizada cinco meses
apos a inoculagdo. Foram considerados calos embriogénicos aqueles que apresentaram o
desenvolvimento de estruturas embriogénicas (Figura 4G-L). Foi possivel observar que o
desenvolvimento de calos embriogénicos seguiu o mesmo padrio de resposta para a formagao de

calos primarios (Figuras 2 e 3).

Em meio de cultura suplementado com 300uM de picloram explantes provenientes da

regido do meristema apical apresentaram 43,0% de calos embriogénicos (Figura 3), diminuindo
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para 17,0% de calos embriogénicos na presenca de 600uM de picloram. O desenvolvimento de
calos com caracteristicas embriogénicas foi observado nas camadas histogénicas entre 1 € 7 em

meio de cultura contendo 600uM de picloram (Figura 3)

ApoOs a obtengdo dos calos embriogénicos, estes foram transferidos para meio de cultura
de maturacdo dos embrides somaticos durante oito semanas (Figura 4L). Apods esse periodo os
embrides somdticos maturos foram selecionados e transferidos para meio de cultura de
conversao durante quatro semanas, seguido de meio de cultura isento de reguladores de
crescimento. ApOs oito semanas nesta condi¢do, os embrides somaticos apresentaram 45,0+3,4%
de conversdo em plantulas (Figura 4M). As plantulas foram transferidas para frascos de cultura

contendo o mesmo meio de cultura e obtendo-se plantulas completas (Figura 4N).

4 3 2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Posicdo do Explante

FIGURA 3. Efeito de diferentes posi¢oes do explante (-4 a 8) e de diferentes concentracdes de
picloram para a percentagem de indugdo de calos embriogénicos apds cinco meses de
cultivo em explantes obtidos a partir de plantulas de pupunha (B. gasipaes Kunth)
cultivadas in vitro. Médias seguidas por letras diferentes, minusculas dentro de dose
e maiuscula dentro da camada, denotam diferenga estatistica pelo teste de Duncan a
95% de significancia. Dados transformados para Vo+% . Coeficiente de variagdo =
28,7%

5.1 Aspectos Morfo-histolégicos

Explantes (Figura 4C) obtidos a partir de sec¢des transversais de plantulas de pupunha
mantidas in vitro foram utilizados para indu¢do de embriogénese somatica. Apds uma semana de
cultivo, foi possivel observar um intumescimento dos explantes (Figura 4D). Para aqueles
explantes obtidos a partir de bainhas foliares observou-se que as bainhas externas apresentavam

baixa resposta morfogenética enquanto que as bainhas e primoérdios foliares internos
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apresentavam desenvolvimento de calos primarios (Figura 4E). Para explantes obtidos da regiao
do meristema apical, apés o intumescimento foi possivel notar que a proliferagdo dos calos
primdrios ocorria a partir dos tecidos adjacentes ao meristema apical, e ndo do meristema apical
propriamente dito (Figura 4F). Os calos primarios se apresentaram com aspecto compacto e

coloragdo amarela escura (Figura 4E-F).

No presente estudo, foram considerados calos embriogénicos aqueles calos primarios que
apresentavam a formagdo de estruturas embriogénicas. Para calos primarios obtidos a partir de
tecidos subapicais (-1 e -2) as estruturas embriogénicas formadas apresentavam-se com aspecto
nodular, coloragdo amarela clara a branca (Figura 4G) e ao longo do cultivo progrediam
formando varias estruturas embriogénicas (Figura 4H). Para explantes obtidos a partir da posicao
0, o meristema apical apresentava o padrdo de desenvolvimento normal, contudo, estruturas
embriogénicas foram obtidas a partir dos calos formados nos tecidos adjacentes ao meristema
apical (Figura 4I). Para explantes obtidos a partir de bainhas foliares (1-8) a formacdo de
estruturas embriogénicas com aspecto nodular foi observada em calos primarios, mas nestes
calos primarios a formagdo de embrides somaticos com estrutura delimitada foi observada em
maior freqiiéncia (Figura 4J).

Os calos embriogénicos foram transferidos para meio de cultura de maturagdo e nestas
condigdes foi observada a progressao do desenvolvimento dos embrides somaticos (Figura 4L)
que puderam ser isolados e convertidos (Figura 4M), obtendo-se plantulas completas aptas a
aclimatizacdo (Figura 4N).

Andlises histoldgicas revelaram que a pupunha apresenta a anatomia simples de
monocotiledoneas, com meso6filo foliar composto por células parenquimaticas, isodiamétricas e
presenga de feixes vasculares distribuidos em toda a estrutura intercalada com feixes de fibras
(Figura 5A). As bainhas foliares apresentaram a epiderme delimitada, e o feixe vascular com
disposi¢do colateral, com o xilema voltado para o lado adaxial e com o floema para o lado

abaxial e presenca de feixes de fibras isolados (Figura 5B).

Os primeiros eventos de divisdo celular a partir de explantes de bainha foliar foram
observados a partir de células adjacentes ao feixe vascular, ocorrendo simultaneamente em vérias
regides do feixe (Figura 5C). Apos trinta dias de cultivo foi possivel observar o desenvolvimento
de calos primarios que apresentavam crescimento radial, rompendo a epiderme dos explantes
(Figura 5D). Estes calos primdrios apresentaram a formagdo de uma zona meristematica (Figura

5E) similar aquela observada para calos obtidos a partir de embrides zigdticos (Capitulo IV.I).

Apd6s um periodo de cinco meses de cultivo, foi observado o desenvolvimento de
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embrides somaticos a partir dos calos primarios. Estes embrides somaticos apresentavam
protoderme bem definida e indicios de polarizacdo (Figura S5F), originado das células
meristematicas que formam a zona meristematica dos calos primarios. Apds a transferéncia
destes calos embriogénicos para meio de cultura de maturagdo, algumas células da periferia do
calo primario expressavam a sua capacidade embriogénica, formando embrides somaticos
caracterizados pela formacao de protoderme e procambio (Figura 5G), entretanto essa resposta
ocorreu em baixa freqiiéncia. Por outro lado, os embrides somaticos ja formados apresentaram
desenvolvimento e a polarizacdo completa destes evidenciado pela presenga do procambio

(Figura SH).

6 DISCUSSAO

O presente trabalho descreve a utilizacdo da metodologia de TCL (Thin Cell Layer) para
a indugdo de embriogénese somatica e regeneragdo de plantulas de pupunha. Com base em
ensaios preliminares, evidenciou-se que o tamanho do explante apresenta um papel importante
para a reentrada do ciclo mitdtico das células e para a formacdo de calos embriogénicos. Da
mesma forma, explantes de tamanho reduzido apresentaram maior capacidade de respostas
morfogenéticas em Triticum durum (Benkirane et al., 2000) e de 7. sativum (Delporte et al.,

2001).

Benkirane et al. (2000) propuseram que explantes maiores mantém as interagdes normais
dos tecidos em comparacdo a explantes menores e tal interacdo tende a inibir a divisdo celular.
Tran Thanh Van & Lé (2000) também citam que explantes de tamanho reduzido podem
apresentar a sintese de novos constituintes de parede celular e liberar oligossacarideos devido ao
seccionamento, e estes constituintes podem atuar como sinais para a reentrada no ciclo mitotico.
Adicionalmente, explantes com tamanho reduzido podem apresentar maior superficie especifica
em contato com o meio de cultura, da mesma forma que o seccionamento em si pode ser
considerado uma fonte de estresse, aumentando o metabolismo das células vegetais (Fehér et al.,

2003).



FIGURA 4. Embriogénese somdtica em explantes obtidos a partir de plantulas de pupunha (B.
gasipaes) mantidas in vitro. A — Ensaio inicial na auséncia de carvao ativado. B —
Ensaio inicial na presenca de carvdao ativado. C — Aspecto geral dos explantes
obtidos. D — Desenvolvimento dos explantes no apds trés semanas de cultivo. E —
Formacdo de calo primério a partir de seccdo transversal de bainha foliar. F —
Aspecto da calogénese (seta) em explante proveniente da regido do meristema apical.
G — Aspecto do calo primario obtido a partir de explantes da regido subapical,
apresentando inicio da formagdo de estruturas embriogénicas (seta). H — Calos
embriogénicos obtidos a partir de tecidos subapicais. I — Calo embriogénico obtido a
partir de tecidos da regido do meristema apical. Notar o desenvolvimento do
meristema (Seta larga) e dos calos embriogénicos nos tecidos adjacentes (Seta
estreita). J — Aspecto do calo primario evidenciando o desenvolvimento de embrides
somaticos. L — Calos embriogénicos em meio de maturagdo evidenciando o
desenvolvimento dos embrides somaticos. M — Plantulas regeneradas a partir da
conversao dos embrides somdticos. N — Plantulas completas aptas a aclimatizagao.
Figura A-C; M barra=1cm; Figuras D-I, L barra=2,5mm; Figura J barra=1mm,;
Figura N barra=2,5cm.
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FIGURA 5. Anélises histologicas da embriogénese somatica em explantes obtidos a partir de
plantulas de pupunha (B. gasipaes) mantidas in vitro.A — Sec¢do transversal da
bainha foliar de pupunha.Notar a presenca de feixes vasculares e de fibras. B —
Detalhe de uma sec¢do transversal de uma bainha foliar. C — Primeiros eventos de
divisdo celular (setas pequenas) observado a partir de células adjacentes ao feixe
vascular. D — Formagdo do calo primario, rompendo a epiderme da folha. Notar a
presenca do feixe vascular. E — Detalhe de uma seccdo transversal de um calo
primario evidenciando a presenca de uma zona meristematica. F — Seccdo
longitudinal de um embrido somadtico evidenciando a protoderme e sinais de
polarizagdo. G — Seccdo longitudinal de um embrido somatico originado no meio de
cultura de maturacdo, com presenga de protoderme definida e procambio. H —
Embrides somaticos maturos obtidos, evidenciando a presenca de procambio e sem
conexao vascular com o tecido matriz. Figura A, D, E, G, H barra=500um; Figuras
B, C, F barra=200um. ep - epiderme; fv — feixe vascular; fi — feixe de fibras; xi —
xilema; flo — floema; zm — zona meristematica; pd — protoderme; pc — procambio.
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A utilizagao de picloram como analogo de auxina tem sido descrita com sucesso para a
indugdo de embriogénese somatica em varias espécies (Barro et al., 1999; Groll et al., 2001;
Kaur & Kothari, 2004). Em pupunha essa substancia ja foi descrita por apresentar melhores
resultados para a indugdo de embriogé€nese somdtica em meristemas apicais (Valverde et al.,
1987) e nos ensaios realizados com outras fontes de explantes (Capitulo IV — I e II), sendo
confirmado no presente estudo como uma fonte de auxina capaz de desencadear respostas

morfogenéticas para a divisdo celular e para a embriogénese somatica em varios explantes.

Para a formacdo de calos primarios, o presente estudo evidenciou que a posi¢cdo do
explante e a concentracdo de picloram tiveram papel fundamental na capacidade de respostas
morfogenética, visto que em meio de cultura suplementado com 150 uM e 300 pM de picloram a
maior formag¢do de calos primarios foi observada entre os explantes denominados -2 a 3,
enquanto em meio de cultura suplementado com 600 uM dessa substancia a formagdo de calos
primdrios foi observada em freqiiéncia estatisticamente superior entre os explantes provenientes
das posi¢des 1 a 6. Adicionalmente ao gradiente vertical evidenciado, foi possivel observar
nesses explantes a existéncia de um gradiente horizontal de repostas, pois as respostas
morfogenéticas ocorriam a partir de tecidos (bainhas foliares ou primordios foliares) mais

internos ao explante (Figura 4D; E).

A posicao do explante apresentou papel fundamental na aquisi¢do de competéncia
embriogénica em Coffea arabica (Quiroz-Figueroa et al., 2002), Dactylis glomerata (Somleva et
al., 2000; Alexandrova & Conger, 2002) e Avena sativa (Nuutila et al., 2002). Isto sugere que os
aspectos fisiologico e morfologico dos explantes, como também os componentes do meio de
cultura, determinam as respostas morfoldgicas sustentado em trés pontos basicos da biologia
celular: a quantidade de regulador de crescimento, o nimero e afinidade dos receptores para este
regulador de crescimento, € a concentracdo enddgena de outras substincias reguladoras do

crescimento (Guerra et al., 1999; Trewavas, 2000).

O meristema apical de plantas apresenta propriedades homeostaticas (Kerbauy, 1999), e
em pupunha este 0rgdo parece apresentar uma intensa estabilidade para o seu crescimento, sendo
observado que este se mantém dormente durante os primeiros dias de cultura para a indugdo de
embriogénse somatica a partir de embrides zigoticos (Capitulo IV.I) e os meristemas florais
apresentam a sua rota de desenvolvimento determinada para a formacdo de orgdos florais
(Capitulo IV.II). No presente estudo, foi possivel observar que explantes oriundos da regidao
meristematica apresentavam rapido desenvolvimento de calos primadrios, contudo a partir de

tecidos adjacentes ao meristema apical e ndo dessa estrutura propriamente dita (Figura 4F).
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No presente trabalho, a formacao de calos embriogénicos a partir de calos formados em
explantes provenientes da regido do meristema foi maior em meio de cultura suplementado com
300uM de picloram, apresentando efeito negativo em concentragdes superiores (600uM) dessa
substancia, da mesma forma que observado em estudos anteriores (Capitulo IV.II). Por outro
lado, foi interessante notar que a formagao de calos embriogénicos seguiu o mesmo padrio de
desenvolvimento dos calos primarios, sugerindo que a capacidade morfogenética destes
explantes foi governada pela capacidade de reentrada no ciclo mitdtico das células. Neste
sentido, resultados em C. nucifera sugeriram que a recalcitrancia in vitro observada foi ligada ao
bloqueio observado no ciclo mitético, culminando na oxidag¢do dos tecidos (Sandoval et al.,
2003), fato que pode ser considerado como um dos fatores limitantes para a multiplicacdo in

vitro de palmeiras.

Andlises histologicas revelaram que os primeiros eventos de divisao celular ocorreram
naquelas células adjacentes aos feixes vasculares do explante, formando calos primarios que
apresentavam crescimento anelar com a presen¢a de uma zona meristematica composta por um
pequeno grupo de células. Em palmeiras, células adjacentes aos feixes vasculares apresentam
alta capacidade para a proliferagcdo celular. Trabalhos com C. nucifera (Fernando et al., 2003),
Elaeis guneensis (Teixeira, 1989), Euterpe edulis (Guerra & Handro, 1998) ou ainda em
embrides zigoéticos de B. gasipaes (Capitulo IV.I) evidenciaram que os primeiros eventos de
divisdo celular também ocorreram a partir de células adjacentes aos feixes vasculares, dando
origem a calos primarios ou nédulos meristematicos cuja descrigdo ¢ similar aos calos primarios
observados no presente estudo. A partir dos calos primarios, os embrides somadticos eram
formados a partir da zona meristematica, caracterizando assim o modelo indireto e com possivel
origem multicelular. Estes embrides somaticos apresentavam protoderme delimitada e sinais de
polarizagdo, caracterizando os primeiros estagios do desenvolvimento dos embrides somaticos.
Em C. nucifera o mesmo padrdo foi observado, contudo estudos sugerem a ocorréncia de uma
fragmentacdo e desorganizacdo da zona meristemdtica antes da formag¢do dos embrides
somaticos que podem apresentar origem uni ou multicelular (Fernando et al., 2003; Verdeil et
al., 1994, Dussert et al., 1995). No presente estudo, a descontinuidade da zona meristematica nao
foi observada, no entanto, estudos mais detalhados devem ser realizados para elucidar melhor a
transicdo de células somadticas presentes nos calos primarios para células embriogénicas que

potencialmente irdo formar os embrides somaticos.

Ap0s a obtengdo de calos com competéncia embriogénica, estes foram transferidos para

meio de cultura de maturagdo. Nestas condi¢cdes novos embrides somaticos eram formados em
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baixa freqliéncia a partir de células da periferia dos calos, entretanto os embrides somaticos
formados anteriormente apresentavam desenvolvimento e polarizacdo, com a formagdo do
procambio. Estes embrides somaticos foram convertidos com sucesso possibilitando a obtencao

de plantulas aptas a aclimatizacdo.

7 CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou a regeneragao de plantulas de pupunha por embriogénese
somatica em explantes obtidos a partir de plantulas mantidas in vitro, utilizando a metodologia
de Thin Cell Layer (TCL). Esta técnica parece ser bastante promissora, dado a facilidade de
obtencao de explantes com caracteristicas similares a partir de plantulas adultas, contudo estudos
avaliando o efeito do gendtipo devem ser conduzidos. No presente estudo a inducdo de
embriogénese somatica seguiu um modelo indireto. Um gradiente de resposta vertical e
horizontal foi observado, da mesma forma que explantes mais desenvolvidos necessitaram de
maior concentracdo de picloram para a indu¢do de calos primarios e embriogénicos. Analises
histologicas evidenciaram que os primeiros eventos de divisdo celular ocorreram em células
adjacentes aos feixes vasculares e que a regeneragdao de plantulas ocorreu exclusivamente por
embriogénese somatica, resultando em plantulas com desenvolvimento de parte aérea e sistema

radicular.
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CONSIDERACOES FINAS E PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente trabalho gerou informacdes relevantes para o desenvolvimento de ferramentas
biotecnoldgicas para a conservacao ¢ melhoramento genético da pupunha. Para a germinagao in
vitro de embrides zigbticos, foi evidenciado que a utilizacdo de meio de cultura com composicao
mais complexa e a presenca de carvao ativado resultaram em efeitos benéficos para a
germinagdo dos embrides zigoéticos e desenvolvimento das plantulas. O desenvolvimento do
haustorio influenciou o desenvolvimento das plantulas, contudo estudos mais aprofundados sao
necessarios, como por exemplo, a determinagdo e a quantificacdo de compostos de reserva nesta

estrutura ao longo do periodo de cultivo.

O protocolo de criopreservacdo utilizando a técnica de encapsulamento-desidratagdo
proposto no presente estudo ¢ um resultado inédito e pode representar uma nova estratégia para a
conservagao de germoplasma de pupunha por longo periodo. A desidratagdo pareceu exercer
maior influéncia que a criopreservagao para as variaveis avaliadas, da mesma forma que devido
aos diversos tipos celulares que compdem o embrido zigdticos, apenas células da regido do
meristema apical sobreviveram. Para uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na
desidratagdo e criopreservagdo dos embrides zigdticos analises histoldgicas por microscopia de
transmissdo como também andlises bioquimicas associadas as respostas devem ser realizadas,
particularmente através da quantificacdo de substincias relacionadas ao estresse e a desidratagdo,

como a proteinas especificas e as deidrinas.

De maneira geral, as palmeiras tém sido consideradas recalcitrantes as condigdes
impostas pela cultura in vitro, contudo o presente trabalho evidenciou que através da otimizagao
das condigdes de cultivo, como balango entre fitorreguladores, a adi¢do de nitrato de prata e a
fonte de explantes podem incrementar as respostas morfogenéticas. Apesar de ndo ter
considerado o efeito do gendtipo, varios modelos reportam que esse fator pode governar as
respostas morfogenéticas dos explantes. Neste sentido, a partir das condi¢des otimizadas novos
trabalhos devem ser conduzidos avaliando o papel do genotipo na embriogénese somatica desta

espécie, possibilitando inclusive a buscas de marcadores moleculares para essa caracteristica.

A embriogénese somatica no presente estudo foi obtida a partir de diferentes fontes de
explantes, possibilitando a utilizacdo dessa técnica com diferentes estratégias. A utilizagdo de
embrides zigdticos como fonte de explantes apresenta-se como uma alternativa para a
conservacdo de germoplasma visto que este apresenta segregacdo. Por outro lado, a utilizacdo de

inflorescéncias ndo-emitidas como fonte de explantes pode ser utilizada para o melhoramento
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genético ou propagagao massal de plantas selecionadas com elevado ganho genético. Contudo,
os embrides zigdticos obtidos a partir de cruzamentos especificos compdem uma excelente fonte
de explante para o melhoramento genético. Da mesma forma, a propagacdo clonal a partir de
inflorescéncias como explante pode ser utilizada para a obtengdo de replicatas destinadas a
conservagdo. E por fim, a utilizagdo de bainhas foliares e meristema apical associada a técnica de
TCL apresentou respostas superiores para a indugao de embriogénese somatica, e apesar de no
presente estudo estes explantes serem obtidos de embrides zigdticos germinados in vitro, a

obtengao destes € possivel a partir de plantas adultas.

Para a multiplicagdo massal de pupunha, a utilizacdo de suspensdes celulares representa
uma boa alternativa e para tanto, a manutencao de calos embriogénicos com aspecto fridvel e de
crescimento rapido faz-se necessaria. Este tipo de calo embriogénico foi observado no presente
estudo, entretanto os ensaios realizados para a sua manutengdo nao foram efetivos. Dessa forma,
as condicdes de cultivo especificas para estes calos devem ser avaliadas, possibilitando o
estabelecimento de protocolos de embriogénese somdtica de alta freqliéncia com
desenvolvimento sincronizado. Estes protocolos podem entdo ser aliados a técnica de
criopreservacdo mantendo a competéncia embriogénica destas células e compor uma ferramenta

adicional para o melhoramento e conservacao da espécie.

E por fim, a etapa de aclimatizacdo deve ser otimizada visando a retomada de
crescimento das plantulas durante esse processo utilizando, por exemplo, a inoculacdo de fungos

micorrizicos e avaliando os aspectos relacionados a fotossintese das plantulas.





