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Resumo geral

A macaubaAcrocomia aculeafgé uma importante palmeira do Cerrado brasiledm c
alto potencial para a producdo de oOleo vegetald®@assim, a espécie tem sido alvo
para o melhoramento vegetal. Esse trabalho teveo aaoetivo principal induzir a
calogénese em macauba, a partir de tecidos foldggslantas adultas, e elucidar os
eventos morfoanatdbmicos e bioquimicos, além deiaava expressdo de genes
candidatos envolvidos no processo com o objetiveldedar a embriogénese somatica
futura. Para isso, foram utilizadas folhas imatutagalmito obtidas a partir de plantas
adultas de trés acessos de diferentes localidadakando-se a influéncia da regido do
palmito e o seccionamento ou ndo do explante, deposicdo do explante no meio de
cultivo e a combinacao de auxinas Picloram e 2,dalinducdo de calos. Na etapa de
multiplicacdo dos calos foi testada a adicdo decisigina e Putrescina ao meio de
cultivo e, para diferenciacdo de embrides somatifmmam testados meios contendo
diferentes concentracdes de BAP combinadas com AN#Aum segundo experimento,
combinacgdes de Picloram, 2,4-D e ANA e as citoasiBAP e 2iP em concentracdes
pré-estabelecidas. Para a andlise anatbmica eilmimg, amostras do material vitro
oriundas das diferentes etapas do processo forafra@das. Também foram retiradas
amostras para extracdo de RNA para avaliacdo de@ssgp de genes candidatos em
tecidos foliares e para o preparo da sonda comme $eRKvisando a hibridizacam
situ. Verificou-se aos 30 dias de indugdo maior petzdnta formagéo de resposta dos
tecidos para a formacao de calo primario da regr@aimal do palmito (52,5%) quando
seccionado. Quando avaliado regido, combinacéandaas e posicdo percebeu-se que
a regido do palmito ndo interfere no percentualtadegsposta em explantes
posicionados horizontalmente e que, quando posidms verticalmente, explantes da
regido Mediana sob efeito de 450 uM de Piclorarbemi maior resposta para formacao
de calos (58,3%) aos 30 dias, enquanto aos 90 «li&8Ca regido Distal e explantes
posicionados horizontalmente apresentaram maiandg#o de calos. Quando foi
avaliado diferentes acessos, observou-se maioraf@ionde calos no acesso ‘Buriti
Vermelho' (13%). Os tratamentos testados no presdrdbalho ainda ndo séo
suficientes para a diferenciacdo de calos em eewrEbmaticos. No entanto, foi
observado que a associacdo de ANA+2iP e 2,4-D+B@&Bnf importantes para
manutencdo dos calos. Anatomicamente foi possereleper a formacdo de calos aos
30 dias de cultivo esta relacionada aos tecidosul@®s. Os calos em meio com
associacdo de auxinas apresentaram caracteristedakares caracterizadas como
embriogénicas. As analises bioquimicas refererdsedabres de acucares soluveis totais
evidenciaram que antes do estabelecimento da ioddeacalos, o acesso ‘Buriti
Vermelho’ apresentou menor quantidade de acUcalégess totais comparativamente
aos outros acessos. Além disso, o calo nodulasemieu 212,6rg.mg* de matéria
seca em relacdo ao calo alongado que exibiu Ilrbg’. O resultado referente aos
teores de amido na inducdo de calos nos trés acapsesentou diferencas apenas no
estadio inicial, com ‘Buriti Vermelho' apresentandmaiores valores. Os resultados
referentes aos teores de proteinas totais em dcazéEmpo de indugcdo sdo maiores em
todos os acessos no tempo inicial, em comparagdh2bdias de inducao. Além disso,
o calo nodular apresentou maiores teores de pastét®),4ng por mg de matéria seca)
gue o calo alongado (8,08y). Os genes avaliados, quanto a expressao, foram
caracterizados como de desenvolvime@BERK OASA EF1, ANNJ) e estresselLEA,
CAT2e MDARY. Os resultados obtidos mostraram que todos ossgemvolvidos com

o desenvolvimento da planta analisados neste estivdoam suas expressdes
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negativamente regulados em 0 dias de indugao quardesso ‘Buriti Vermelho’ foi
comparado com o acesso ‘Tiros’. No entanto, foisp@d observar que a expressao
relativa dos genes analisados nesta comparacdpo$aiivamente regulada aos 120
DAI. Foi possivel observar ainda que o gene deegstt EA apresentou expressao
aumentada no acesso ‘Tiros’, enquanto no acessaiti‘Bermelho’ apresentou
expressao diminuida. Ja os ge@#sT2 e MDARS apresentaram expressao aumentada
significativamente nos dois acessos. A hibridizagasitu demonstrou expressdo nos
feixes vasculares, indicando ocorrer a expressaSHRRK nesta regido, além da sua
expressdo em calos. Nesse trabalho foi demonsta#olies envolvidos na formacéo de
calos em macauba, porém com necessidade de otéunidag etapas finais do processo,
em especial, na diferenciacdo de embrides somairnguncao dos resultados obtidos
este trabalho apresenta-se como um modelo Utilgpamzestigacdo dos eventos iniciais
da embriogénese soméatica em palmeiras.

Palavras-chave:ArecaceaeAcrocomia aculeatamacauba, tecidos somaticos, cultura
de tecidos, embriogénese somatica, calos, ontogéRasgPCR, SERK, bioquimica,
amido.



1 Introducéo geral

O interesse por plantas nativas na producdo agricain se acentuando nos
altimos anos, com a perspectiva de desenvolvimeéatoovas variedades para cultivo.
Além disso, fatores como a crescente preocupagacsajuestdes ambientais, a rapida
diminuicdo das reservas de combustiveis fosseitodm o mundo e o aumento do
preco delas, motivaram o0 uso de Oleos vegetais papaoducdo de combustiveis
alternativos (Machado et al. 2010; Neto e Fedef#l1® Portanto, espécies que
apresentam este potencial devem ser pesquisadasguaracional.

A producdo e comercializagdo de biodiesel no Brésih potencial para
diversificar a energia e atividade agricola, e adesma reduzir a dependéncia de
combustiveis fosseis e contribuir para o crescimesbndmico de forma sustentavel.
Assim, foi desenvolvido o programa nacional Protasel (Portaria n® 702 do MCT, de
30 de Outubro de 2002) para a producdo do biodiesepais a partir de fontes
renovaveis. Esse fato exigiu uma crescente demamdacnologias, por meio de a¢des
integradas entre instituicbes de ensino e pesqaispyesas e associacOes direta ou
indiretamente ligadas ao tema, sob a forma de gru®otrabalho que integram a
chamada Rede Brasileira de Biodiesel (Ramos 208B).

Apbs a criacdo do Probiodiesel, o programa passpdipersas reformulacdes e
houve a necessidade de apresentar novos estudosalikdade da producdo e
utilizacdo do biodiesel como fonte alternativa dergia no Pais. Assim, foi criado o
Grupo de Trabalho Interministerial (GTI) em 2003on€C base nesses estudos, foi
observada a enorme capacidade produtiva de biomaspais, além das experiéncias
de pesquisa e producéo de biodiesel e a possidelida reducdo das importacbes de
Oleo diesel. Em dezembro de 2004 foi lancado orBrog Nacional de Producédo e Uso
do Biodiesel (PNPB), que tem proporcionado éxitasinstalacdo de uma cadeia de
producédo do biodiesel no Pais, tornando o Brasédgundo maior produtor de biodiesel
mundial, com a vantagem de poder inserir a agulttamiliar no processo de
producao (Silva 2013).

A producéo agricola de espécies oleaginosas € tinidade promissora no
Brasil devido ao clima favoravel para o cultivodieersas destas espécies, destacando
o potencial de crescimento de pinhdo manso, girassi@, mamona, palma africana,
babacu, algoddo, amendoim, linhaca, macauba, pbquitj, gergelim, canola, entre
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outras (Neto e Federal 2011). Dentre elas, seahestas espécies da familia Arecaceae,
como a macaubagfrocomia aculeafp o dendéElaeis guineens)s o babaguAttalea
specios® que apresentam elevadas produtividades de d@eohgctare e relativos
baixos custos de manutencéo e producdo, pois ataplperenes que nao necessitam
de grandes investimentos anuais (Melo 2012). Enliag@esin situ efetuadas em
populacdes de macauba, tém sido encontrados indwicbm producdo de cinco a sete
cachos de até 35 kg/planta (Cargnin et al. 200@yak (1985) relata que a macauba
tem potencial para produzir cerca de cinco tonslatta 6leo em uma densidade de
plantio de 200 plantas/ha. Portanto, o desempertf® abmo oleaginosa pode ser
semelhante ao dendé, o que justifica seu nome g@opdgndé mineiro" (Dias 2011).
Conforme Lanes et al. (2014), plantios de macaébaforte potencial semelhante ao
dendé para exploracdo de Oleo vegetal, podendacutvada ao lado de culturas
agricolas. Ainda segundo esses autores, o culttssad palmeira pode favorecer a
restauracdo da biodiversidade de ambientes desmsatad

A macauba Acrocomia aculeatgJacq.) Lodd. ex Mart.] se distribui desde a
América Central até o Sul da América do Sul. NosBracorre principalmente nos
Estados de Goias, Minas Gerais, Mato Grosso e Maisso do Sul. O principal habitat
desta espécie sdo areas de vegetacdo aberta adncti@éncia solar, sendo reconhecida
como espécie indicadora de solos férteis (Loren3pbeza 1996; Motta et al. 2002).
Além do sistema de cultivo dessa palmeira ser derailo sustentavel do ponto de vista
ambiental, social e econémico, a macauba pode tdada para diferentes fins: as
folhas na nutricdo animal, os frutos para produgédarinhas e 6leos, a casca para
biomassa e 0 endocarpo para carvao. Dos frutosadatha pode-se extrair o 6leo tanto
da polpa quanto da améndoa, representando, dassa, fa principal fonte de renda
relativa ao uso comercial da espécie (Moura 20@grhi 2012).

Atualmente, apesar de ser considerada como umaiegte alto potencial de
utilizacdo, a exploragdo da macauba é feita de doextrativista, modalidade de
exploracdo caracterizada pela baixa produtividadpiaidade dos produtos gerados
(Pires et al. 2011). Portanto, desfavoravel paproducdo do biodiesel (Motta et al.
2002). Ressalta-se também a heterogeneidade gewlétiaterial tipica de sistemas
extrativistas, que se configura com um entravephoexcdo em escala comercial. Além
disso, a reproducédo exclusivamente de forma sexya@senca de dorméncia das
sementes e lento crescimento das plantas, tamb@engdecilhnos para que a macauba
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ganhe importancia mais destacada na producao dke®ed (Arkcoll 1990). Dessa
forma, é de grande importancia para a exploracemmal da macauba, a utilizacao de
tecnologias que possam acelerar a obtencdo e @gfmagle gendtipos superiores, a
partir de populac¢des naturais, o que tem mobilizditlsentes grupos de pesquisa para
esse fim.

A embriogénese somatica apresenta-se como umantmta potencial para a
propagacdo clonal de espécies como a macauba,ppdes permitir, dentre outras
aplicacdes, a clonagem de gendtipos selecionadoswetn tempo e espaco fisico
limitado, a partir de diferentes tipos de explanf@®pagulos), tais como, embrides
zigoticos, inflorescéncias e folhas imaturas (Zimmen 1993; Litz and Gray 1995),
além da técnica possibilitar a aceleracdo dos progs de melhoramento genético da
espécie (Luis and Scherwinski-Pereira 2014).

Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi avafatores envolvidos com a
calogénese visando a embriogénese somatica em Inaaeapartir de tecidos foliares de
plantas adultas, além de verificar a expressdoedesypotencialmente envolvidos no
processo, especialmenteSERK O trabalho também objetivou elucidar rotas morfo-

anatémicas e bioquimicas das diferentes etapasvéa®no processo.



2 Revisao de literatura

2.1 Aspectos botanicos

A Acrocomia aculeataJacg.) Lodd. ex Mart., também conhecida no Brasil
como macauba, macaulva, bocailva, e mbokaja, mbacaga cayara, corozo, tamaco,
coyol, em outros paises (Falasca et al. 2016; Cardost 0H7), € uma palmeira
facilmente reconhecida pela grande quantidade dle@s; e se destaca pela sua alta
producédo de 6leo (de Lima et al. 2018). A denon@indgnbocayd” deriva das palavras
indigenas no idioma guarani, onde “mboka” (que sebtp estalando, ou “arma”) e
“ya” ou “ja” (fruto), indicando arvore de frutos geestalam ou frutos usados como arma
(Novaes 1952; Tase 2012).

O género Acrocomia possui divergéncias quanto a sua caracterizagao
taxondmica, chegando a ser descritas 25 espécatie\(B941) ocorrentes no Brasil.
Outros autores descrevem trés espédiesocomia aculeatdJacq.) Lodd. ex Martius,
A. hassleri(Barb. Rodr.) W.J. Hahn &. crispa(Kunt) C.F. Baker ex Becc. Destas,
aculeata, A. totae A. hassleriapresentam semelhancas que dificultam a iderg#a
(Henderson et al. 1995; Caldas-Lorenzi 2006; de alLiet al. 2018). Segundo
(Henderson et al. 1995),/a aculeatase distingue d&. hassleripor apresentar maior
altura e diametro caulinar e encontra-se amplamdistebuida na América Tropical,
enquanto que @. hassleripossui individuos de menor altura, ocorrendo aperaa
fronteira entre Mato Grosso do Sul e Paraguai. iNar¢o, ndo ha um consenso entre 0s
autores para o numero de espécies dentro desteogérado necessarias revisdes (de
Lima et al. 2018)

A macauba pode atingir alturas entre 10 e 25 me®adsonco é do tipo estipe
ereto, com didmetro de 20 a 30 centimetros e awbpdr bainhas foliares
remanescentes. As bainhas foliares apresentamhespiscuros e afiados em sua
superficie, com cerca de 10 centimetros de comptonespecialmente, os encontrados
na regido dos nos (Lorenzi 2004; Lorenzi e Negi2d@6). As folhas séo pinadas, com
pinas solitarias ou em grupo, usualmente insergtasdiferentes planos na raque
(Martins 2012). Geralmente consiste de 20 e 30a®lho topo, com comprimento
aproximado de 2,5 a 3,0 metros, e apresentandohespna raque (Lorenzi e Negrelle
2006).



O florescimento da macauba ocorre praticamenteodrdeiro, com intensidade
nos meses de outubro a janeiro. A inflorescén@méspadice, interfoliar, pendente e
protegida por uma bractea, e quando esta alcangata@ridade, abre-se liberando a
inflorescéncia (Henderson et al. 1995; Lorenzi egyridile 2006). A inflorescéncia é
amarelada, com a raque sustentando de um a vdades (uma flor pistilada e duas
estaminadas). As flores femininas se tornam maduntes das flores masculinas, o que
caracteriza o processo deprotoginia. Nas infloresa8, ocorre sobreposicao parcial de
flores masculinas e femininas maduras que permitaut@polinizacdo quando a
polinizacdo cruzada nao é possivel (Scariot e £16@01). A polinizacdo cruzada é
feita especialmente por coledpteros das familiagcW@ionidae, Nitidulidae e
Scarabaedae (Scariot e Lleras 1991; Henderson¥1348).

O fruto da macauba é do tipo drupa globosa, cometi® variando entre 2,5 e
5,0 cm e coloracdo marrom-amarelada, quando ma@uepicarpo € liso e rompe-se
facilmente quando maduro. O mesocarpo, corresptadan polpa, € fibroso,
mucilaginoso, de coloragdo amarelo ou esbranqujgamioestivel e rico em glicerideos.
O endocarpo apresenta-se lignificado, com coloragsra, fortemente aderido ao
mesocarpo e pode conter de uma a trés sementesnénte (améndoa) é constituida,
em maior parte, por endosperma comestivel, comedtode Oleos e proteinas, tendo o
embrido zigotico aderido ao endosperma em formatolave (Henderson et al. 1995;
Moura 2007; de Lima et al. 2018). A dispersdo dasentes de macauba € feita
geralmente por animais que se alimentam de setssf(talasca et al. 2016). Esses
animais sdo principalmente mamiferos silvestrefioeananimais domeésticos também
auxiliem na dispersao (Scariot 1998; Martins 2013). maneira geral, a propagacao
comercial das palmeiras é feita sexuadamente evieestes, e/ou assexuadamente, por
divisdo de touceiras, como observado em algumasiespcomo a pupunheirBgctris
gasipaeKhunt.) e o acaizeirdHuterpe oleracedlart.) (Lorenzi 2004).

Em macaulba, a propagacédo é exclusivamente sexu@idaa espécie ndo gera
touceiras. Por outro lado, a propagacdo por semenddicil e laboriosa, sendo a
germinabilidade das sementes baixa, lenta e desom@f A baixa taxa de germinacao
das sementes € causada pela dorméncia fisica,tanpela dureza e impermeabilidade
do endocarpo a agua (Lorenzi e Negrelle 2006; Ritetial. 2011). Mais recentemente,

tem-se concordado que aculeataapresenta dorméncia associada com dificuldades de



deslocamento do opérculo (Mazzottini-dos-Santosalet 2018), conhecida como
dorméncia fisioldgica pouco profunda (Magalhdeal .€2013).

A macauba é uma planta incipientemente domesti¢laolges et al. 2018) e
ainda possui sua exploracdo comercial dependenteskEnvolvimento de tecnologias
que incluam a selecdo de gendtipos. Genotipos isugempodem ser selecionados de
populacdes naturais de plantas, porém, apresenfamldhdes de serem propagados
vegetativamente por meio de técnicas convencioffiais, que dificulta que ganhos
genéticos em ciclos de selecdo sejam obtidos, ¢@oelue genotipos superiores
possam ser multiplicados para plantios comercfaisnjent 1999; Lorenzi e Negrelle
2006; Luis e Scherwinski-Pereira, 2014).

A espécie € considerada de alta plasticidade amabi@ropes et al. 2018). Ela
ocorre em areas com grande incidéncia de irradisgi@n e é adaptada a solos arenosos
com baixo teor de agua, mas se desenvolvendo maiheolos férteis. E encontrada ao
longo da América tropical e subtropical, desde bdduviéxico e Antilhas até o Sul do
Brasil, chegando ao Paraguai e Argentina, estamdense no Peru e Equador. No
Brasil, sua area de ocorréncia estende-se desdsstados de Sdo Paulo e Rio de
Janeiro, passando por Minas Gerais e por todo tré&c@este, Nordeste e Norte do pais
(Figura 1) (Henderson et al. 1995; Lorenzi 2010;afmhet al. 2011). Devido a sua alta
distribuicdo € necessario uma revisao taxonémiagédero (Scariot e Lleras 1991).
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Figura 1. Regides de ocorréncia Alerocomia aculeatano Brasil Fonte: Ratter et al
2003.

2.2 Importancia da macauba

A macauba tem a segunda maior produtividade em éldee as plantas
oleaginosas (até 6.000 kg/ha) e, dada a qualidadew 6leo, possui alto potencial para
a producdo de biodiesel (Cardoso et al. 2017). peé@s também apresenta alta
plasticidade ambiental, podendo ser cultivada ergides tropicais secas, e
teoricamente, se mantém produtiva por mais de @068 @ orenzi 1992; Teixeira 2005).
Salienta-se que diferentemente do dendé, cujoailaestece a industria de alimentos, o
O0leo de macauba tem como principal destinacdo aupém de biocombustivel
(biodiesel ou bioquerosene), ou seja, hao commeteacindustria alimenticia (Cardoso
et al. 2017).

As folhas, frutos e sementes da macauba sédo tradloiente utilizados para
diversos fins econdmicos. Dentre estes, destacats® da estipe para producéo de
mourdes e estacas, do estipe para obtencédo dagadias folhas para forragem animal,
cobertura de casas e extracao de fibras usadabneatdo de linha de pesca e redes,

dos frutos como alimentmm natura obtenc&o da polpa com a qual sdo preparados
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licores e doces, além da extragcdo do o6leo que lzadtb na culinaria e como
combustivel, da semente como substituto da britaomereto e confec¢do de botdes,
além da améndoa como alimento e, também, extrag&wed (Caldas-Lorenzi 2006;
Lorenzi e Negrelle 2006).

Apesar dos diversos usos, sao os frutos da macp@eepresentam a principal
fonte de renda relativa ao uso comercial da espé@timlmente, o aproveitamento do
Oleo extraido dos frutos da macauba vem sendorttastsado, j4 que este dleo pode
ser aproveitado na producao de biodiesel. O élanat=uba pode ser extraido da polpa
e da améndoa, e existem diferencas quanto a cogaposias utilidades dos dois tipos
de oleo (Ciconini 2012). A diferenca entre a congias dos 6leos da améndoa e da
polpa da macauba consiste no fato de que a poipaistrica em 6leos de cadeia longa,
predominando o acido oléico. A concentracdo de ake@olpa pode atingir valores
superiores a 70%, 0 que confere a espécie o titultigh oleic”, que séo produtos de
alto valor e de grande demanda por parte das masistlimenticia e, sobretudo,
energética, em fungdo da maior estabilidade a Q&wmae operabilidade a baixas
temperaturas (biodiesel). Por outro lado, a amégdio@a em acido laurico, justificando
seu uso como fonte importante para a industriacdenéticos (Amaral et al. 2011;
Ciconini 2012; Matsimbe 2012).

2.3 Cultura de tecidos de plantas

A cultura de tecidos de plantas é uma das ferraametid biotecnologia que
envolve diferentes técnicas de cultivovitro de plantas, ou partes destas (célula ou
qualquer fragmento de tecido ou 6rgédo vivo), sohdigibes assépticas, em um meio
nutritivo, e condicbes controladas de temperatukamenosidade (Torres et al. 2000;
Souza e Junghans 2006)

As técnicas da cultura de tecidos de plantas télm empregadas de diversas
maneiras, tendo em vista a propagacdo clonal deasnuein larga escala
(micropropagacéo), producao de plantas transgéfimakhoramento), conservacéo de
recursos geneéticos de plantas (conservat&itro), e regeneracao de plantas livres de
virus e patégenos (limpeza clonal) (Torres et @881 Cid e Teixeira 2010). Entre as
técnicas citadas, a micropropagacao parece semmioe utilidade pratica, por oferecer

a oportunidade de se produzir, em um curto espadgerdpo e espaco fisico limitado,
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uma grande quantidade de propagulos e mudas loeesloencas, geralmente de
gendtipos superiores (Lakshmanan 2006).

As palmeiras sé&o plantas que apresentam dificuddddeserem multiplicadas
vegetativamente. Dessa forma, a producdo de mueftiasdespécies tem a propagacao
in vitro como uma ferramenta de grande importancia (Harneaml. 2002; Lédo et al.
2007; Ribeiro et al. 2011; Rubio Neto et al. 20X33. primeiros estudds vitro com
palmeiras, utilizando-se deocos nuciferaforam realizados ha mais de cinco décadas
(Cutter e Wilson 1954).

A utilizacdo de embrides zigoticos na cultura aedi@s tem proporcionado bons
resultados na propagacéo de palmeiras, sendo amp@rpor aumentar as taxas de
germinacdo, uniformidade das plantas e conversdolétdulas vidveis (Soares et al.
2011). Trabalhos com palmeiras utilizando-se dédsaica tém mostrado resultados
satisfatorios (Scherwinski-Pereira et al. 2006; d-éd al. 2007; Steinmacher et al.
2007a; Soares et al. 2011; Melo 2012). Entretamtatilizacdo de embrides zigdticos
nao gera plantas com o mesmo genoétipo da plantdzimsgndo necessario o emprego
de outros tecidos somaticos, como foliares e #orpara a propagacdo clonal de

individuos que apresentem alguma caracteristicnagrica desejavel.

2.3.1 Embriogénese somatica

Dentre as técnicas de cultura de tecidos de plam&@sbriogénese somatica tem
se mostrado importante para a propagacao clonaelpgrmitir a producédo de grande
namero de plantas, a partir da germinacdo de ep¥rsdmaticosn vitro, ou para
realizar estudos basicos de diferenciacdo cekekqressao génica, genética molecular e
muitos outros. (Litz and Gray 1995; Loyola-Vargas Qehoa-Alejo 2016). A
embriogénese soméatica € uma via morfogénica pgeneeacadn vitro de plantas,
sendo definida como o processo pelo qual célulagados somaticos, sob condi¢cdes
experimentais favoraveis, sdo induzidos a formatbrées somaticos bipolares,
semelhantes aos embrifes zigoticos, mas que napredatos da fusdo de gametas
(Williams e Maheswaran 1986). Durante o processoendbriogénese somatica o
explante pode seguir duas rotas diferenciadas dendelvimento: a rota direta ou
indireta. Na embriogénese somatica direta, os éebise desenvolvem diretamente do
tecido do explante. Alternativamente, na embriogéngomatica indireta ocorre um

passo intermediario a formacdo dos embrides quelet farmacéo de calos. O calo €
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geralmente considerado uma massa desorganizad&ladlescdesdiferenciadas em
divisao exibindo diferentes graus de diferenciagi® sdo capazes de mudar o destino
celular em resposta a sinais hormonais (Williamdaheswaran 1986; Guerra et al.
1999; Loyola-Vargas e Ochoa-Alejo 2016).

Durante a embriogénese somatica, tanto na rotéadiq@anto na indireta, o
embrido somatico se desenvolve seguindo as mesméaéreias do desenvolvimento
do zigdtico, ou seja, a passagem pelos estagidsulglp cordiforme, torpedo e
cotiledonar em espécies dicotiledéneas. As célemhalsriogénicas que dao origem aos
embrides apresentam caracteristicas comuns ao camamnto de células embrionarias
em divisdo ativa: tamanho reduzido, contetudo diphtico denso, nucleos grandes
com nucléolos proeminentes, vacuolos pequenossempga de graos de amido (Guerra
et al. 1999).

O processo de embriogénese somatica indireta éidtiviem varias etapas,
sendo elas: iniciacdo do cultivim vitro de tecido priméario (explante) em meio
geralmente contendo reguladores de crescimento paranducdo de calos,
principalmente, uma auxina; proliferacdo ou multgtdo de cultivos embriogénicos,
igualmente suplementado com reguladores de crestompré-amadurecimento dos
embrides somaticos, realizada em meio sem reg@sdamadurecimento dos embrides
somaticos e desenvolvimento de plantulas (von Arebhl. 2002).

O processo inducao de calos a partir de célulagitscas € um exemplo da alta
plasticidade que as células vegetais exibem (F20&5). Durante a fase inicial do
cultivo in vitro e inducdo da embriogénese somética os explantesxgistos a um
estimulo fisico, quimico ou biolégico onde sédo deadeados processos morfogénicos
que permitem a formacdo de calos. Esta etapa é damamais criticas para o
estabelecimento das culturas embriogénicagtro (Guerra e Nodari 2006). Diversos
fatores influenciam na inducdo da embriogénese stem@&omo por exemplo, a fonte
de explantes utilizados (tecidos embrionarios oweris) e, geralmente, as altas
concentracdes das auxinas a que sao submetidogd@ieal. 1999; Vifias e Jiménez
2011).

Os calos foram caracterizados inicialmente peldofia vegetal como o
crescimento maci¢co e acumulo de células assocafErimentos. No entanto, a mesma
palavra é usada mais amplamente na cultura deoteuiehetais, se referindo a massas
celulares desorganizadas e que apresentam cétrtavarios graus de diferenciacao
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(Ikeuchi et al. 2013; Fehér 2015). Os calos podenckassificados em diversos tipos,
aqueles sem qualquer regeneracdo de 6rgdo Obvidipd@mmente chamados calos
friaveis ou compactos, enquanto aqueles apresemtatrides ou caracteristicas
celulares ja relacionadas a formacdo de embridesclsdmados calos embriogénicos
(Ikeuchi et al. 2013).

Os calos sao classificados também dependendo deatacteristicas celulares.
Os calos embriogénicos apresentam certas cardéicesiselulares como: um nucleo
volumoso, centralmente posicionado, com um Uniaémlo grande e uma alta relacao
nacleo: citoplasma, citoplasma denso com resereaantido localizadas ao redor do
nacleo. A parede contém poucos ou nao possui plssnmos e um depdsito de
calosidades é encontrado com freqliéncia, o queilmainpara espessamento da parede
(Ling You et al. 2006; Sané et al. 2006; Verde#le2007).

Os calos podem ser formados a partir de uma Uelcéadiferenciada apos essa
ser dediferenciada ou ainda a partir de da mutipho desordenada de células do
tecido vegetal (Fehér 2015). Estas células dediétadas, chamadas tambémstiem
cells sdo classificadas em diferentes niveis: célulpadientes, aquelas capazes de
regenerar todo o corpo da planta, pluripontentapaz de dar origem a maioria dos
varios tipos de células, células multipotentesacajfade de se desenvolver em mais de
um tipo de célula do corpo e/ou células unipoterggaelas capazes de se desenvolver
em apenas um tipo de célula (Fehér et al. 2003jeiezt al. 2007).

Ja a multiplicacdo de culturas embriogénicas ctgsralmente da reducéo nos
niveis dos reguladores de crescimento do meio lferauEssa reducdo permite ciclos
repetitivos de divisdo celular e o controle doxpssos de diferenciacéo, promovendo a
proliferacdo das massas de calos formadas antembenjGuerra et al. 1999).

A etapa de desenvolvimento ou diferenciacdo de i@egsomaticos consiste no
cultivo de massas pro-embriogénicas, em meios lerawespecificos, culminando com
0 aparecimento de estruturas embriogénicas em i@stagaracteristicos de
desenvolvimento, como globular, cordiforme, torpedootiledonar (Vifias e Jiménez
2011). Ressalta-se que em monocotileddneas, corpal@mgiras, o estadio cordiforme
nao é observado, ja que exibem somente um cotiéé@i¢aplan e Cooke 1997)Uma
vez diferenciados, os embrides somaticos passario epbr um processo de

amadurecimento, onde séo estimulados a acumularvesspara a proxima etapa de
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desenvolvimento, que € a conversao destes em plamapletas, jA na fase de
germinacao (Vifias e Jiménez 2011).

Durante o processo de embriogénese somatica, @wac@n suspensao tem se
mostrado uma técnica de grande importancia parasendolvimento do materiah
vitro, por se tratar de uma ferramenta Util para a mpromagacdo. O cultivo em
suspensao consiste na multiplicacdo e manutencéélaes e/ou agregados, em forma
de suspensdo em meio liquido. Esta técnica pearoteencdo de grandes quantidades
de mudas com baixo custo de producdo (Touchet.efl%ll; Sané et al. 2006;
Palanyandy et al. 2013) Ele tem sido aplicado caoesso em muitas espécies, tais
como oTriticum aestivumVasil et al. 1990)Musa AAA cv Grand naine (Cote et al.
1996),Coffea arabicaEtienne e Bertrand 2001Bhoenix dactylifergFki et al. 2003) e
E. guineensigTouchet et al. 1991; Kramut e S.Te-chato 2010¢nAtisso, suspensodes
embriogénicas também tém sido consideradas comomaterial promissor no
melhoramento genético e conservacéo de recursesigen(Rival et al. 2013).

Na maioria dos sistemas de cultura de tecidosdodpade desenvolvimenio
vitro é determinado principalmente pela utilizacdo dguleelores de crescimento
(Kerbauy 2004; Janocha e Lohmann 2018). O uso xi@asie a inducao de calos sdo
pré-requisitos fundamentais para a obtencdo déacétum competéncia embriogénicas
(Vinas e Jiménez 2011). Dentre as auxinas utilgguaa a inducdo da embriogénese
somatica, destacam-se o acido 2,4- diclorofenoti@c€2,4 — D) e o acido 4-amino-3,
5, 6-tricloropicolinico (Picloram), geralmente carmuso de altas concentracdes (Fehér
2008). A influéncia tanto do 2,4-D, quanto do Riatn, na inducdo da embriogénese
somatica € descrita por varios autores (Duditd.et91; Titon et al. 2007; Loyola-
Vargas e Ochoa-Alejo 2016).

A propagacaon vitro a partir da embriogénese somatica tem se mostrido
para aquelas espécies que apresentam dificuldadsss giropagar pela via assexual. Ela
proporciona vantagens da alta taxa de multiplicagcBmparada a qualquer outro
processo de propagacéao, permitindo estabelecefalpealesejado para as obtencdes de
material propagativo e obter planta geneticamegtelia planta-mae (Zimmerman
1993; Ree and Guerra 2015).

Nesse sentido, a embriogénese somatica tem siao decestudo por varios
pesquisadores. Protocolos de embriogénese sonjétfoaam descritos para algumas
espécies de palmeiras, com®.adactylifera(Sharma et al. 1984; Fki et al. 2003; Sané
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et al. 2006; Othmani et al. 2009)Eoguineensi¢Ahee et al. 1981; Teixeira et al. 1993;
Scherwinski-Pereira et al. 2010; de Carvalho Séval. 2012; Balzon et al. 2013,
aculeata (Moura et al. 2009)E. oleracea(Scherwinski-Pereira et al. 2012) B
gasipaeqSteinmacher et al. 2007b; Heringer et al. 2014).

A exploracdo comercial da macauba exige a utilzagé tecnologias que
possam propagar clones elite, pois como o progdamaelhoramento genético para a
espécie € lento, até que se obtenham materiaisiagse a selecbes de genotipos
poderia ser realizada a partir de populacdes natuEa por ser uma espécie com
dificuldades de ser propagada vegetativamente @onidas convencionais, a
embriogénese somética se apresenta como ferrargaetgpermite na producdo de
mudas uniformes e em larga escala.

Dessa forma, experimentos visando a embriogénesatea em macauba se
iniciaram com os trabalhos de Teixeira et al. (3988oura et al. (2009) e mais
recentemente, Luis e Scherwinski-Pereira (2014Gear(ja et al. 2018), utilizando
embrides zigoticos como fonte de explante e Paeile. (2015), e Meira et al. (2019)
utilizando segmentos foliares como explantes. Eatégeres obtiveram os primeiros
resultados quanto a embriogénese somatica da negcadibora estes resultados
demonstrem certas dificuldades nas fases de mateagesenvolvimento dos embrides
somaticos.

Assim, a embriogénese somatica em macauba, apesaladmportancia, ainda
tem sido incipiente quanto aos resultados pragcgsincipalmente, quando se objetiva
regenerar plantas a partir de diferentes tecidogtoos, muito embora j& se conhegcam
algumas de suas repostasvitro. Luis (2013) e Meira et al. (2019) apresentaram 0s
primeiros resultados quanto a embriogénese sonmspeatir de tecido foliar de plantas
adultas, sugerindo fatores envolvidos na inducaccales. Da mesma forma, Luis
(2013) e Padilha (2013), trabalhando com TCIh{h Cell Layet) de mudas de
macauba, obtiveram embriées somaticos, muito endinda apresentando deficiéncias
nas fases de maturacao e o desenvolvimento dentidisdes somaticos.

Durante seus experimentos, Luis (2013) e Meiralet(2019) observaram
resultados significativos quanto a utilizacado dairaa Picloram, demonstrando que a
utilizacdo do regulador na concentracéo de fi@0associado ao meio Y3 teve melhor

efeito na formacao de calos em explantes foliaegsl@ahtas adultas.
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2.4 Estudos anatdmicos e histologicos

A analise anatdmica e histologica envolve o empgoariadas técnicas que
permitem detalhar os eventos que ocorrem quandeciespvegetais sao cultivadias
vitro. Desta forma, é possivel, por exemplo, conheesoenpanhar o desenvolvimento
do material vegetal durante a inducado da embricgesematica. Além disso, permite
melhor entendimento dos mecanismos celulares ls&ngolvidos na aquisicdo de
competéncia e histodiferenciacdo de embrides soosatiNesse sentido, alteracdes
histologicas associadas com a posicéo e a atividadecélulas competentes tém sido
bastante estudadas durante a embriogénese soffadragues et al. 2004; Gueye et al.
2009b; Rocha et al. 2016a).

Os meétodos histoquimicos permitem o monitorameatondbilizacédo e sintese
de compostos de reserva durante o desenvolvimentoiegénico. Desta forma, a
dindmica e o destino das células comprometidas aoembriogénese somaética, a
formacdo de um calo embriogénico e a subsequeritgeniciacdo de embribes
somaticos podem ser analisadas ao longo do tenspeiasdo as alteracdes citologicas
observadas com os padrdes da aquisicao de comipst@aca a formacéo de embrides
somaticos (Verdeil et al. 2001; Sané et al. 20@&;Ha et al. 2016a).

Uma série de estudos descritivos do desenvolvim@atoélulas ou grupos de
células por técnicas histolégicas usando microscdpiluz e eletrénica forneceu uma
caracterizagdo detalhada de eventos histologicesdgterminaram a progressdo de
células sométicas para a formacdo de embrides stado Util para o entendimento da
embriogénese em varias espécies vegetais (Rochh 2016b). Em palmeiras, ha
relatos para diversas espécies, c@naoucifera(Chan et al. 1998%. edulis(Guerra e
Handro 1998),P. dactylifera (Sané et al. 2006; Gueye et al. 2009, gasipaes
(Steinmacher et al. 2007b)Xe guineensigSchwendiman 1988; de Carvalho Silva et al.
2012).

Estudos histologicos realizados por Guerra e Ha(k#88), durante o cultivim
vitro de culturas embriogénicas oriundas de embridédieas deE. edulis observaram
evidéncias da origem das massas meristematicastia gm tecidos da subepiderme.
Além disso, esses autores descreveram os diferar@gios de maturacdo dos
proembrides e os embrides obtidos durante o process

Sané et al. (2006) e Gueye et al. (2009b) descre&reraeus experimentos com

P. dactyliferaque o inicio da embriogénese somética esta relad# as divisbes
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celulares que ocorrem na area do parénquima petlgaproxima a regido do feixe
vascular) em explantes foliares, nas primeiras samde cultivan vitro. Além disso,
Sané et al. (2006) observaram o surgimento de cdmstipo nodular, com
caracteristicas embriogénicas, surgindo do catogio na regiao perivascular.

O estudo anatdémico relacionado com a embriogémeséatEea em macauba vem
sendo relatados por diversos pesquisadores (Band@d8; Moura et al. 2009; Luis
2013; Padilha 2013; Padilha et al. 2015; Meird.€2@L9). No entanto, os estudos ainda
sao incipientes quando se trata da formacao dei@slsomaticos utilizando-se folhas
de plantas adultas como explantes.

Bandeira (2008) observou em macauba, por meio ddisananatbmica de
embrides zigoticos durante a indugdo da embriogéseméatica, evidéncias de que
proembrides somaticos surgiram a partir de regidesistematicas formadas de
estruturas nodulares. Moura et al. (2009) constataue a embriogénese somatica
obtida, em meio de inducéo, a partir de embridgétizios, originava-se de células do
procambio ou de células perivasculares, que pralilan produzindo massas
meristematicas.

Padilha (2013), utilizando-se da inducdo da emBnege somatica em macauba
por meio da técnica do TCL em folhas de plantutadglyzidasn vitro, observou que os
calos se originam do parénquima perivascular entxiées somaticos de células da
periferia do calo. Ja Luis (2013) e Meira et aD1@) trabalhando com folhas imaturas
de plantas adultas observaram que o inicio da fgimade calos ocorreu por meio de
divisdes celulares das células dos feixes vasauthas folhas, possivelmente, de células
procambiais, além das caracteristicas relacionadestrutura dos diferentes tipos de
calos formados. Além disso, Meira et al. (2019) destrou pela analise histoquimica o
acumulo de amido durante o processo de embriog&oesética foi concentrada perto
dos centros em intensa divisdo celular, proximeegies de formacdo de calo. Além
disso, descreveu a ontogénese de calos e embodeicos, definindo marcadores
morfoanatdmicos de calos embriogénicos (calos apesilamarelos com predominio de

células meristematicas).
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2.5 Bioquimica Vegetal

A analise bioquimica envolve o emprego de variadagicas que permitem
avaliar os eventos que ocorrem durante o culiivwitro de espécies vegetais. Ela
permite realizar uma varredura de grandes poputadéemoléculas que afetam um
determinado processo bioldgico (Alberts et al. 2007

Assim, uma grande quantidade de informacdes € alatigpartir de estudos
bioquimicos conduzidos durante embriogénese somdaigtes estudos contribuem para
a otimizacdo da técnica, incluindo informacdes @aslas a inducdo de competéncia
embriogénica e compreensdo da totipoténcia em gdastiperiores. Além disso, o
entendimento da mobilizacdo de reservas nas fasemaduracdo e regeneracdo de
embrides somaticos, e formacao de plantas anomaiiam no estabelecimento do
protocolo para a embriogénese somatica (Pescadhr2008; Wu et al. 2009; Normah
et al. 2013).

Compostos como carboidratos, lipidios, aminoacidos proteinas estao
envolvidos nos processos de desenvolvimento veff@tedrra et al. 1999; Nascimento-
Gavioli et al. 2017a). Nieves et al. (2003) e Maldnat al. (2015) compararam calos
embriogénicos e ndo embriogénicos de cana-de-agqierar determinar a possivel
relacdo entre certos metabdlitos e a embriogémesatea. Diferencas claras entre dois
tipos de calos foram relatadas com base em suatearacao bioquimica. Com base
nesses relatos, as analises desses compostos p@demrespostas que contribuem
para determinar importantes biomarcadores de métadiferenciando os niveis ou
estagios da embriogénese somatica (Maadon et18).20

Carboidratos sao as principais fontes de energia g células e fornecedores
de carbono estruturais para processos biossirgé#dém disso, também atuam como
agentes osmoticos e contribuem para a manutencémteigridade da membrana
plasmatica (Pareddy e Greyson 1989; Tremblay e Olegm1991; Thelander et al.
2018). Durante a embriogénese somaética, eles esk@itonados a diferenciacdo de
calos embriogénicos e ndo embriogénicos, além dendelvimento da regeneracéo e
maturacdo de embrides somaticos (Martin et al. 2G0Mnes et al. 2017).

Os aminoécidos constituem outro importante grupocal®postos. Além de
serem 0s componentes basicos de proteinas, tamBémprecursores de varios
compostos bioquimicos, como os acidos nucléicos suastancias nitrogenadas do

metabolismo secundario, como os fitorreguladorediZQopez et al. 2000). Dessa
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forma, a sintese de aminoacidos é responsaveh draidiretamente por praticamente
todos os aspectos do crescimento e desenvolvinienfdanta e sdo analisados como
possiveis marcadores do comportamento celular (®hak et al. 2008; Nascimento-

Gavioli et al. 2017b).

Durante a embriogénese somatica, as quantidadami@acidos aumentam e
diminuem rapidamente durante as diferentes etapagskenvolvimento, demonstrando
assim, a ligacdo desses compostos vegetais com iegtartante rota de
desenvolvimento, destacando-se os aminoacidosnpradierina e tirosina (Sen et al.
2002). Dessa forma, os meios de cultura sédo fregimmte suplementados com
aminodacidos, com o intuito de favorecer o desernnmiato de culturas embriogénicas
(Scherwinski-Pereira et al. 2010; de Carvalho S#ival. 2012).

As proteinas também constituem um importante gadga@ompostos vegetais.
Estes sé@o o principal componente macromoleculacélatas, formadas por sequéncias
especificas de aminoacidos, ou seja, cada progéefoanada por uma sequéncia Unica,
que determina sua funcdo dentro da célula veg®ehtre as varias funcdes
desempenhadas pelas proteinas, destacam-se: pottange substancias para dentro e
para fora das células, a resisténcia e a adap@&duanta a estresses abioticos, 0
acumulo de compostos de reserva e a manutencaesioneento das células, tecidos e
orgaos vegetais (Alberts et al. 2007; Sghaier-Hamineh al. 2009b).

No desenvolvimento embriogénico, estudos vém detraordo a ocorréncia de
um aumento no conteido das proteinas totais. Elpidcnio s6 a sintese de proteinas
de reserva, mas também do acumulo de proteinasoreda@las ao estresse e de outras
classes de proteinas. Alem disso, também sinteizddrante o desenvolvimento do
embrido, como aquelas relacionadas a respiracaool{gg, ciclo de Krebs e
fosforilacdo oxidativa), a biossintese de carbdadr& ao metabolismo de aminoacidos
(Aberlenc-Bertossi et al. 2008; Cangahuala-Inocental. 2009; Sghaier-Hammami et
al. 2009a)

2.6 Avaliacdo da expressao de genes por RT-gPCR

A reacdo quantitativa em cadeia da polimerase enpdereal (QPCR) € uma
técnica padrdo na maioria dos laboratdrios. E @ém@i¢a onde a coleta de dados ocorre
ao longo do processo de uma PCR comum, baseadaonespo deranscriptase

reversa (RT), combinando amplificacdo e deteccdo em unctalrpasso. Isso €
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alcancado usando uma variedade de diferentes ctowspduorescentes que

correlacionam com o produto de PCR gerando umasittade de fluorescéncia (Wong
e Medrano 2005). Dessa forma, a RT-gPCR é uma gri@ndimenta para quantificagdo
dos niveis de expressdao de genes e tem possibiltadficar esta expressao entre
diferentes amostras biolégicas (Taylor et al. 2010)

No entanto, fatores como a escolha de genes refarépropriados e tratamento
da analise dos dados em softwares € de fundaminpalrtancia para se obter
resultados precisos.Os genes de referencia sateaques apresentam uma expressao
uniforme na maioria dos tecidos, apesar deles podeariar em diferentes fases de
desenvolvimento, tratamentos biolégicos e condighebientais (Exposito-Rodriguez
et al. 2008), sendo assim necessério analisestalaliede destes. A estabilidade dos
genes de referéncia € determinada partindo doipiinque dois genes normalizadores
ideais possuem razdes de expresséao idénticas esydscamostras, independentemente
das condi¢cdes ambientais e experimentais. Assimjalon de estabilidade do gene (M)
baixo indica expressdo mais estavel (Kozera e Ra@L3; Santos et al. 2018).

A andlise dos dados de gPCR € uma parte crucigdideo experimento, o que
levou ao desenvolvimento de uma infinidade de no&od\s ferramentas lancadas
cobrem partes especificas do fluxo de trabalhoasnetem solugées completas de
andlise (Pabinger et al. 2014). Dentre estes smtmatilizados para a identificacédo e a
classificacdo dos genes de referéncia mais adegudéstaca-se o geNorm. Este
programa determina os genes de referéncia maigeesi@ém de determinar também
quantos genes de referéncia sdo necessarios para qurmalizacdo seja segura
(Vandesompele et al. 2002). Outra ferramenta udam&oftware de expressao relativa
REST (REST ©), baseado no modelo Pfaffl (2001), wom quantificacdo e
normalizacdo de genes em um unico calculo. Esteelmadcorpora as eficiéncias de
amplificacdo dos genes alvo e de referéncia (nazagio) para corrigir as diferencas

entre os dois ensaios.

2.7 Hibridizagao in situ

A hibridizag&oin situ € uma técnica citoquimica para localizagdo de DNA
especifico ou sequéncias de RNA dentro de um ageni Ao contrario das
transferénciadNorthern e Southern blgt em que os acidos nucléicos sao primeiro

isolados e depois separados por eletroforese datesndagem, na hibridaciosity, as
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sequéncias alvo sédo deixadas no interior do teddsim sendo, a hibridacdo situ
depende do pareamento entre dois polinucleotidens seqiiéncias complementares
(comumente denominado de hibridag&o) (Wilkinson2188cFadden 1995).

A hibridizacdoin situ € realizada pelo preparo de uma sonda de um gene
especifico adequadamente concebido. Esta sondaeraapdicada para o tecido
previamente preparado e submetido & hibridizacdo cas sequéncias alvo
complementares. Dessa forma, torna-se visivel dgomea forma de marcador, sendo
assim possivel determinar sua localizacao (Tsaireikig 2013).

Aplicada corretamente, a técnica de hibridizagéitu fornece informacdes
precisas sobre a localizagdo de uma seqiiénciaifispese DNA ou RNA. E uma
ferramenta extremamente poderosa para estudar mesefip especifica no tecido
(McFadden 1995).

Na cultura de tecidos vem sendo relatados diverstslhos da utilizacdo da
técnica para verificar expressdo de genes durameaesso de desenvolvimerito
vitro. Sobretudo, utilizando o gene SERK, por ser ed&cionado com aquisicdo da
competéncia embriogénica. Dentre estes trabalhd®:eSERK emDaucus carota
(Schmidt et al. 1997), SERK eHelianthus annuugThomas et al. 2004), SERK &
nucifera (Pérez-Nufiez et al. 2009), CDKA daocos nucifergMontero-Cortés et al.
2010) e SERK emnanas comosu@Ma et al. 2012). Em\rabidopsisa expresséao foi
detectada em quatro locais: em calos embriogénioosle os embrides foram
desenvolvidos, nas partes basais dos embridesan@sdas externas dos cotilédones e
nos tecidos provasculares dos embrides somaticodesenvolvimento (Hecht et al.
2001).

Dentre as palmeiras, Pérez-Nuiiez e{2009) ao analisar a expressao do gene
SERK emC. nuciferapela técnica de hibridizac&o situ, constataram que a sua
expressao pode ser detectada em tecidos embriogéantes que o desenvolvimento
embriondrio possa ser observado. Em contrasteeatos ndo embriogénicos, onde
nao foi detectado ou apresentou niveis mais baiksses dados sugerem que a
expressdo do gene SERK esta associada a inducémluttogénese somatica e que
pode ser um potencial marcador de células comestgaira formar embriées somaticos

em tecidos cultivados vitro.
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2.8 GeneSERK

As plantas possuem um grande numero de recepterggsals em sua superficie
celular Receptor-Like KinaseRLKS) e proteinas semelhantes a receptdresdptor-
Like Proteings RLPs), muitos dos quais estdo implicados na dateade sinais
extrinsecos e intrinsecos, e governam diversasstspcelulares. Dentre essas vias de
sinalizacdo, existe um pequeno grupo de RLKs cadbeccomo Somatic
Embryogenesis Receptors Kinag8&RK. Como co-receptores comuns em diversos
receptores de sinalizacdo, os SERKs exibem pldatlei funcional e ainda mantém um
alto grau de especificidade de sinalizagao (Md &04.6).

Os SERKSs séo receptores de membrana que detectaconjumto diverso de
ligantes extracelulares e que retransmitem esgass ara o citosol para desencadear
respostas celulares especificas. Estes estdo aloshem diversos aspectos do
desenvolvimento das plantas, como o crescimenterdigmte de brassinoesterodides e
fitossulfoquinas, diferenciacdo de células, a irdade, a esporogénese masculina e o
padrdo estomatico. Os SERKs formam uma parte aitelgr sistema imunolégico da
planta e regulam a morte celular (Brandt e Hotl2@h6; Ma et al. 2016).

A embriogénese somética envolve diferentes evamtaeculares, incluindo a
expressao de varios genes diferentes e variasdetamais de transducdo. Dentre estes
genes, destaca-se o gene SERK, que foi originaémdantificado como um marcador
da competéncia embrionaria na cultura de célulagdeura (Schmidt et al. 1997),

O gene SERK é um marcador potencialmente confidvel da competén
embriogénica, uma vez que varios homélogos sdo nécms em tecidos
embriogénicos de varias espécies vegetais (Tooal. 2015; Kumar e Van Staden
2019). Dentre estas espécies vegetais, ja foi itkegara algumas palmeiras cor@o
nucifera (Pérez-Nufiez et al. 2009, dactilifera (Rekik et al. 2013) &. guineensis
(Angelo et al. 2013).
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Capitulo 1

FATORES ENVOLVIDOS COM A CALOGENESE VISANDO A
EMBRIOGENESE SOMATICA EM Acrocomia aculeataMORFOANATOMIA E
BIOQUIMICA

Resumo

A Acrocomia aculeata@ uma palmeira do Cerrado brasileiro que possoipatencial
para a producdo de o6leo vegetal. Sendo assim,espkcie tem sido alvo para o
melhoramento vegetal. Portanto, esse trabalhodew® objetivo induzir a calogénese
em macalba a partir de tecidos foliares de plaathdtas e elucidar os eventos
morfoanatdmicos e bioquimicos visando a embriogérsesnatica. Para isso, foram
utilizadas folhas do palmito de trés acessos difesee avaliou-se a influéncia da regido
do palmito e o seccionamento ou ndo do explanpgnsado do explante no meio de
cultivo e a combinacdo das auxinas Picloram e 22 na inducdo de calos. Na
multiplicagéo dos calos foi testada a adicdo dédampmas ao meio e para diferenciagao
em embrides somaticos, foram testados meios camtdifdrentes combinacfes de
auxinas e citocininas. Para a andlise anatbmidacuimica foram retiradas amostras
oriundas das diferentes etapas do processo. Aoretpapalmito proximal quando
seccionada proporciona maior formacao de calo8@akas (52,5%). Quando avaliado
regido, combinacdo de auxinas e posicdo percebeyuee quando posicionados
verticalmente, explantes da regiao Mediana soloefld 450 uM de Picloram exibem
maior percentual de calos (58,3%) aos 30 dias, anquaos 90 e 180 dias a regiao
Distal e explantes posicionados horizontalmentesgmtaram maior formacgéo de calos.
Quando avaliado os acessos, observou-se maior gagomde calos no acesso Buriti
Vermelho-DF (13%). Os tratamentos mostrados noeptestrabalho ainda ndo séo
suficientes para a diferenciacdo de calos em emsdrgbmaticos. No entanto, foi
observado que a associacdo de ANA+2IP e 2,4-D+Bé&Bnf importantes para
manutencdo dos calos. Anatomicamente, foi posgi@eleber que o explante inicial
apresentava células meristematicas e feixes vassy@uco desenvolvidos. Na regido
Distal, aos 30 dias em meio de inducdo, apresentémamacdo de calos na regiao
central do feixe vascular de menor calibre, e d@slis observou-se a formacgao de
calos em diversos feixes vasculares de forma padda Os calos em meio com
associacdo de auxinas apresentaram caracterigitdsiogénicas, como células
maiores e mais vacuoladas, além de paredes cealldperentemente mais espessas e
acumulo de amido na regido central do calo. Asisgmlbioquimicas dos teores de
acucares soluveis totais evidenciaram que ant@sddgdo de calos (0 DAI), o acesso
de Buriti Vermelho apresentou menor quantidade gleaes sollveis totais (121,2
ng/mgMS). Além disso, o calo nodular apresentou h®/mg em relacdo ao calo
alongado que exibiu 111ry/mg O resultado dos teores de amido apresentou
diferencas apenas no inicio da inducao de caloslosgue Buriti Vermelho apresentou
maiores teores. Os resultados dos teores de pastédtais em razdo do tempo de
inducdo sdo maiores em todos 0s acessos no temijab, iem comparacao aos 120 dias
de inducdo. Além disso, o calo nodular apresentaiones teores de proteinas (50,4
ng/mgMS) que o calo alongado (8,68). Nesse trabalho foram demonstrados fatores
envolvidos na formagdo de calos em macauba, pocdmnecessidade de otimizagao
das etapas finais do processo, em especial, namiifiacdo de embrides somaticos. Em
funcdo dos resultados obtidos, este trabalho apgese como um modelo Gtil para a
investigacdo dos eventos iniciais da embriogénasgtica em palmeiras.
Palavras-chaves: Embriogénese somatica, calogéiegajmica, anatomia. Amido.
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1 Introducéo

A Acrocomia aculeata(Macauba) é uma importante espécie do Cerrado
brasileiro. Conhecida pela alta producdo de Oleo,macauba apresenta alta
produtividade em 6leo entre as plantas oleagin@té$.000 kg/ha) e, dada a qualidade
do seu Oleo, possui alto potencial para a proddedbiodiesel (Cardoso et al. 2017).
Exibe também alta plasticidade ambiental, podemiacgltivada em regides tropicais
secas, e teoricamente, se mantém produtiva por dei$00 anos (Lorenzi 1992;
Teixeira 2005).

No entanto, a macauba € uma planta que apresenfarsta de exploracao de
forma extrativista além de ser incipientemente dciioada (Lopes et al. 2018). Dessa
forma, a sua exploracdo comercial dependente dendelvimento de tecnologias que
incluam a selecdo de gendtipos. Genotipos supsripoeElem ser selecionados de
populacdes naturais de plantas, porém, apresenfamldhdes de serem propagados
vegetativamente por meio de técnicas convenciofatis,que dificulta que gendtipos
superiores possam ser multiplicados para plantasecciais (Clement 1999; Lorenzi e
Negrelle 2006)

Portanto, € necessaria a propagacao do genotipeca@uteristicas importantes.
A embriogénese somatica é uma técnica importanterautilizada por permitir
inumeros clones. A embriogénese somatica € ummeréogénica para regeneragéo
vitro de plantas, sendo definida como o processo pelocglulas ou tecidos somaticos,
sob condicBes experimentais favoraveis, sdo indszal formar embribes somaticos
bipolares, semelhantes aos embrides zigoticos, quasndo € produto da fusdo de
gametas (Williams e Maheswaran 1986).

Assim, a embriogénese somatica tem se mostradpaiiila propagacao vitro
daquelas espécies que apresentam dificuldades pi®pagar pela via assexual, além
de ser uma importante ferramenta para o melhorameagetal. Protocolos de
embriogénese somatica ja foram descritos para agwspécies de palmeiras, como a
P. dactylifera(Sharma et al. 1984; Fki et al. 2003; Sané eR@D6; Othmani et al.
2009), oE. guineensigAhee et al. 1981; Teixeira et al. 1993; Scherwiifsireira et al.
2010; de Carvalho Silva et al. 2012; Balzon et28l13), A. aculeata(Moura et al.
2009),E. oleracea(Scherwinski-Pereira et al. 2012)Be gasipaegSteinmacher et al.
2007Db; Heringer et al. 2014).
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Em macauba, o uso da técnica foi relatada inicialenaitilizando embrides
zigoticos como fonte de explante por Teixeira e{E886), Moura et al. (2009) e, mais
recentemente por Luis e Scherwinski-Pereira (2014is (2013) e Meira et al. (2019a)
apresentaram 0s primeiros resultados quanto a eg@mese somatica a partir de tecido
foliar de plantas adultas. Além disso, para medmendimento da técnica e otimizacao
em macauba, faz-se necessario analise mais apesfasn@domo analises anatdmicas e
bioquimicas do desenvolvimeritovitro.

Devido a insuficiéncia de relatos da embriogéneseatica e a necessidade da
propagacdo daA. aculeata,0 objetivo desse trabalho foi induzir a calogénese
macauba a partir de tecidos foliares de plantadtaadie elucidar os eventos

morfoanatdmicos e bioquimicos durante o processo.

2 Material e Métodos

2.1 Material vegetal

Os experimentos foram conduzidos no LaboratoriocCd#ura de Tecidos Il
(LCT-II), localizado na Embrapa Recursos Genétieo8iotecnologia, situado em
Brasilia, DF.

Como explante inicial foram utilizadas folhas joseainda ndo expandidas e
aclorofiladas (palmito) dé\crocomia aculeataPara os experimentos abordados nos
topicos 3.2.1 e 3.2.2 os materiais propagativoanfoprovenientes de plantas adultas
selecionadas de populacdes naturais localizadasegido rural proxima ao Setor
Habitacional Fercal em Sobradinho, DF (15°35'3566"47°54’36.1"WQ). Para a
realizacdo de um terceiro experimento (topico 3,28 explantes foram obtidos a partir
de plantas adultas de trés acessos do Campo Exmtainda Embrapa Cerrados,
Planaltina, DF. Estes acessos possuem oito anosdatke e as mudas foram
provenientes de sementes coletadas em trés Idéais:— MG, Carmo do Paranaiba —
MG e Buriti Vermelho — DF (Figura 1).
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Figura 1 Localizacdo geografica dos parentais desizas de macauba provenientes da
Embrapa Cerrados, utilizadas como fontes dos padmitara os experimentos de
calogénese visando a embrigénese somatica.

Os palmitos foram coletados evitando-se o maximoddeos das plantas
matrizes, as mantendo-as vivas e com capacidadebdsa (Figura 2). Para a retirada
de cada palmito, efetuou-se primeiramente a desfddn planta, retirando as folhas
velhas mais externas e, uma vez identificada @oggidxima ao meristema, realizou-se
um corte horizontal e imediatamente acima dess@aggerca de 10 cm acima do
meristema apical da planta). Em seguida, a regéealte da planta foi coberta e
protegida para sua recuperacdo. Ressalta-se atémpiar do sucesso em manter a

planta matriz viva e capaz de rebrotar para nostgles da mesma planta selecionada.
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Figura 2 Coleta do palmito da macauba para os empstos de inducdo da calogénese
visando a embrigénese somatica (A-E) e planta exgda pos extracdo do palmito (F).
A: Retirada das folhas mais externas com ajudaatesserra com extensor; B: Regido
proxima ao meristema; C: Regido de corte do palooto aproximadamente 10 cm de
distancia do meristema; D: Superficie do estippldata mostrando a regido de retirada
do palmito; E: Planta em inicio de regeneraca®|&nta totalmente regenerada.

Apés coletado em campo, o material vegetal foi oamtb ao laboratério e
submetido ao processo de limpeza e de reducaordmten para 30 cm de comprimento
(Figura 3A-F). Em seguida, o palmito formado exiclasente por folhas aclorofiladas
foi desinfestado em condigbes de camara de fluronkr, pela imersdo em alcool
etilico 70% (v/v) por trés minutos, hipoclorito dédio (NaOCI) (2,5% de cloro ativo)
por 20 minutos, seguida de triplice lavagem em d@gséilada e autoclavada. Uma vez

realizada a desinfestagdo, com o auxilio de piedaisturis, as folhas foram excisadas
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em explantes de 1,0 émas quais foram padronizados mantendo-se trésié@mie
folhas/explante, obtendo, desta forma, os prop&gpbra os experimentas vitro
(Figura 3G).

Figura 3Procedimento de limpeza e assepsia do materiabwrdtério para inducédo da
calogénese visando a embrigénese somatica. A: islaproveniente do campo; B:
Palmito pés extracao das folhas mais externas;alni® reduzido para 30 cm de
comprimento; D: Assepsia realizada em proveta desgrcamara de fluxo laminar; E:
Material asséptico para a introduciovitro; F: Divisdo do palmito em trés partes
iguais; G: Inoculacéo dos explantes
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2.2 Inducéo da calogénese visando a embrigénese atioa

2.2.1 Influéncia da regido do palmito e seccionatn&o explante

Neste primeiro experimento avaliou-se a influénd& regido do palmito
utilizada como fonte de explante e o seccionamentmdo do explante, a fim de
aumentar a superficie de contato com o meio deéveoulPara tanto, o palmito foi
dividido em trés regides: Proximal (mais proximanaeristema), regido Mediana (meio
do palmito) e regido Distal (a mais distante do istema). Ja para avaliacdo da
influéncia do tipo de seccionamento do explant@nforealizados cortes transversais no
sentido do feixe vascular, com o propésito de adanea superficie de contato do
explante ao meio de cultivo, sendo denominado clwrtipo cortina, além de explantes
do tipo padréo (Figura 5, tépico 4.1.2).

Foi utilizado o meio de cultivo composto de sais meio de cultura Y3
(Eeuwens, 1976) e vitaminas do meio de MS (Murashki§koog, 1962), suplementado
com 30 g.I* de sacarose, 500 mg'lde glutamina, 500 mglde caseina hidrolisada,
500 mg.L* de cisteina, 100 mg’Lde mio-inositol e 2,5 g:t de carvdo ativado, sendo
o meio solidificado com 2,3 mg'L de Phytagel®. A auxina Acido 4-amino-3, 5, 6-
tricloro- picolinico (Picloram) foi adicionada aoerm na concentracao de 45/,
como descrito em Meira et al. (201¢bpress.

A percentagem de explantes oxidados (com superfime mais de 50% de
oxidacao) e a percentagem de explantes com forntigéalo primario (sem considerar
a quantidade e a qualidade do calo) foram detedasaos 30, 90 e 180 dias de cultivo
in vitro. A percentagem de explantes oxidados foi obtidavés da razdo entre a
guantidade de explantes oxidados e o numero tetakgdlantes por placa, multiplicada
por 100. A percentagem de explantes com calo pionfidr calculada da mesma forma
supracitada.

Nesse experimento, adotou-se delineamento expeamemteiramente
casualizado, em esquema fatorial 3x2 (regibes thoifoa- Distal, Mediana e Basal - e
seccionamento do explante - padrdo e cortina)lizatelo 6 tratamentos. Cada
tratamento foi formado por 13 repeticOes, cada detas formadas por 6 explantes. Os
dados foram submetidos a analise de variancia (AN/as médias comparadas pelo
teste de Scott-Knott a 5% de significancia utildasoftware R (R Development Core
Team 2008).
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2.2.2 Influéncia da regidao do palmito, posicao ddplante no meio de cultivo e

combinagéo de auxinas

Um segundo experimento foi realizado com objetiecadlaliar a influéncia da
regido do palmito. Neste experimento, o palmitodigidido em duas regides (Distal e
Mediana), e os explantes foram posicionados hai@t @porcdo adaxial em contato com
0 meio) e verticalmente (posicdo semelhante aoradde na planta). O posicionamento
vertical visou manter o mesmo sentido dos vasodutores encontrados na planta no
campo. Para a avaliacao da influéncia da combinde&ixinas, a auxina Picloram foi
adicionada ao meio na concentracado de #igOcombinada com as concentracdes O,
150, 300 e 45@M do &cido 2,4- diclorofenoxiacético (2,4 — D).

Foi utilizado o meio de cultura composto de saisndeio de cultura Y3
(Eeuwens, 1976) e vitaminas do meio de MS (Murashi§koog, 1962), suplementado
com 30 g.I* de sacarose, 500 mg'lde glutamina, 500 mg:lde caseina hidrolisada,
500 mg.* de cisteina, 100 mg’Lde mio-inositol e 2,5 gt de carvéo ativado, sendo
o meio solidificado com 2,3 mg:L de Phytagel®.

As avaliacdes quanto formacao de calos foram ez aos 30, 90 e 180 dias
de inducdo, conforme mencionado no topico 3.2.1lddllneamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado em esquéataial triplo (2x2x4): regides do
palmito (Distal e Mediana), posicdo do explanteridumtal e vertical) e concentracéo
de 2,4-D (0, 150, 300 e 45@M combinadas com 456M Picloram), totalizando 16
tratamentos. O experimento foi formado com oitoetighes cada e 6 explantes por
repeticdo. Os dados obtidos foram submetidos dsandé variancia (ANOVA) e as
meédias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 58tgdédicancia utilizando software
R (R Development Core Team 2008).

2.2.3 Influéncia dos acessos

Realizou-se um terceiro experimento visando avadainfluéncia de trés
diferentes acessos na inducdo de calos. Para taméon coletados dois palmitos
(Coleta 1 e Coleta 2) de cada acesso e inoculados@o de cultura Y3 (Eeuwens,
1976) e vitaminas do meio de MS (Murashige e Skdd8¢?), suplementado com 30

g.L™" de sacarose, 500 mg-lde glutamina, 500 mglde caseina hidrolisada, 500
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mg.L* de cisteina, 100 mg'iLde mio-inositol e 2,5 g:t de carvdo ativado. A auxina
Picloram foi adicionada ao meio na concentraca4sderil.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiemte casualizado com 20
repeticbes por tratamento e 6 explantes por r&umeti©s dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as agdomparadas pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia utilizando softevd? (R Development Core Team
2008).

2.2.4 Caracteristicas de cultivo comuns aos expantos de inducao de calos

Durante os experimentos de inducdo de calos, oargrp foram transferidos
para novo meio com a mesma composicao a cada $0cditivados em placas de Petri
(15 x 90 mm) na auséncia de luz e em sala de oudtwm temperatura de 25+2°C.

Todos os meios de cultivo foram solidificados cath@L* de Phytagel (Sigma,
St. Louis, MO) e o pH ajustado para 5,8+0,1 angeedlerilizacdo que foi realizada por
autoclavagem a 120 °C e 1 atm de pressao por A@tgsin

2.3 Multiplicacao de calos

Durante a etapa de multiplicacdo, os calos obtitioante a fase de inducao
foram separados dos explantes e mantidos em maioacooncentracdo de Picloram
reduzida para 225M. Nesta fase, foi testada a adicdo das poliamiispermidina e
Putrescina ao meio de -cultivo, nas concentracbesl@@ nM e 1000 nM,
respectivamente, por 120 dias. Os calos foram oh@tem meio de cultura Y3
(Eeuwens 1976) e vitaminas do meio de MS (Murashegel Skoog 1962),
suplementado com 30 g'Lde sacarose, 500 m@.Lde glutamina, 500 mgl de
caseina hidrolisada, 500 mg.Lde cisteina, 100 mg’Lde mio-inositol e 2,5 gt de
carvdo ativado. O meio foi solidificado com 2,2 §.tle Phytagel (Sigma, St. Louis,
MO) e o pH ajustado para 5,8+£0,1 antes da estgéiz, realizada por autoclavagem a
120 °C e 1 atm de presséo por 20 minutos. Nespm.ets calos foram pesados em
balanca de precisdo no inicio e apdés 120 dias Hevaypara verificar a taxa de

multiplicacéo.
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2.4 Diferenciacdo de calos em embrides somaticos

Tentativamente foram realizados dois experimentrs @ diferenciacdo dos
calos embriogénicos, oriundos dos experimentosiargs, em embrides somaticos. No
primeiro experimento, os calos foram inoculados eraio contendo diferentes
concentracdes de®MBenzilaminopurina (BAP) (0,0; 4,43, 8,86, 17,73%44 n\V),
combinadas com 0,54M de acido naftalenoacético (ANA). No segundo eixpento,
os calos foram inoculados em meio com combinac&gukinas e citocininas em
concentracdes pré-estabelecidas, como seguevd2 Picloram, 4M de 2,4-D e 0,54
nmM de ANA, combinadas com 4,48V de BAP ou 12,31M de 2-isopenteniladenina
(2iP). Os tratamentos foram divididos da seguiotm&: ANA + BAP (T1), ANA + 2iP
(T2), 2,4 - D + BAP (T3), 2,4 - D + 2iP (T4), Pickon + BAP (T5), Picloram + 2iP
(T6), BAP (T7) e 2iP (T8). Nestas condicdes, osemaits foram cultivados por 90 dias.

Durante os dois experimentos, os calos foram masn meio de cultura Y3
(Eeuwens, 1976) e vitaminas do meio de MS (Murashi§koog, 1962), suplementado
com 20 g.[* de sacarose, 500 m@'lde glutamina, 500 mgtde caseina hidrolisada,
500 mg.L* de cisteina, 100 mg’Lde mio-inositol e 300 mg:t.de carvéo ativado. O
meio foi solidificado com 2,2 g:t.de Phytagel (Sigma, St. Louis, MO) e o pH ajustado
para 5,8+0,1 antes da esterilizacdo realizada goclavagem a 120 °C e 1,3 atm de
pressao por 20 minutos.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiemte casualizado com cinco
repeticbes por tratamento e cinco calos por repeti®Qs dados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as aw®domparadas pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia utilizando softeyd? (R Development Core Team
2008).
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Tabela 1. Composicdo dos meios de cultura utilizados durastexperimentos de
inducdo, multiplicacdo de calos e diferenciacdo edebribes sométicos, a partir

segmentos foliares decrocomia aculeata.

Componentes Inducao de calos Multiplicagdo Difeisgéo de embrides somaticos

Meio de cultura Y3 Y3 Y3
Vitaminas MS MS MS
Picloram 450nM 225V 10mM
2,4-D - - 4mM
ANA - - 0,54nmM
BAP - - 4,43nM
2iP - - 12,3V
Putrescina - 1000V -
Espermidina - 100nM -
Sacarose 30gt 30g.L! 20 gLt
Carvéo ativado 259t 2,59.Lt 300 mg.L*
Phytagel 229t 229" 2,2g.l*

2.5 Andlise anatbmica e histoquimica

Para a analise anatémica e histoquimica foramadats amostras do materiial
vitro oriundas das diferentes etapas do processo. Astewalo material vegetal se
constituiram de folhas imaturas das regibes Medéabastal apds 0, 30 e 90 dias em
meio de indugdo (experimento 1.2.2), além de cdbbgtapa de multiplicacdo e dos
diferentes tratamentos da etapa de diferenciacao.

Para o preparo do material para as analises ara@®n@ histoquimica foi
seguido o seguinte protocolo: as amostras foraradég em solucdo Karnovsky
(Karnovsky 1965) (paraformaldeido 4%, glutaralde®)5% e tampéo cacodilato de
sédio 0,05 M (pH 7,2) por um periodo de 24h, sobugadurante a primeira hora.
Depois de fixadas, as amostras foram desidratadasre serie etanolica crescente (30
- 100%) por 1 hora cada e infiltradas em histonaglLeica, Heidelberg, Alemanha),

segundo as especificagbes do fabricante. Postenmen seccbes (3-7m) foram

48



obtidas em micrétomo rotativo manual (Leica®, RMRT2, distendidos e aderidos as
laminas microscopicas em placa aquecida a 40 °C.

As seccdes foram coradas com azul de toluidina r{€'Bet al. 1964), para a
analise estrutural, e coradas cé&mriodic Acid Schif- PAS (O'Brien and McCully
1981) para identificacéo de polissacarideos neudssesultados foram registrados em
microscopio acoplado a um computador com um softwde captura de imagens
(Software LAS EZ 2.0).

2.6 Andlise bioquimica

Para a andlise bioquimica foram retiradas amod#@dslhas dos trés acessos no
momento do estabelecimento do experimento (dizihie aos 90 e 120 dias de cultivo
em meio de inducédo de calos (experimento mencionadimpico 3.2.3). Além disso,
amostras de calos embriogénicos e ndao embriogérdogs demais experimentos
também foram selecionadas para analise bioquimado o material foi congelado em
nitrogénio liquido e armazenado em freezer a -8B¥Steriormente, as amostras foram
liofiizadas por 48 horas e pulverizadas. Cadaatn&nto foi composto por trés
repeticoes.

O delineamento experimental utilizado foi o inteemte casualizado em
esquema fatorial triplo (3x2x2): acessos (Tiros &,MCarmo do Paranaiba — MG e
Buriti Vermelho — DF), coletas de dois palmitoscdgla acesso e tempos de inducao (0
e 120 dias apos inducdo), o que totaliza 12 trattoee com 3 repeticdes cada. Os
dados obtidos foram submetidos a andlise de vaaig#dNOVA), com as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de gigndia utilizando-se do software R

(R Development Core Team 2008).

2.6.1 Agucares soluveis totais

A extracdo dos acucares totais sollveis foi reddizeegundo a metodologia
descrita por Pescador et #008). Para tanto, 10 mg de massa seca das amostr
pulverizadas foram submetidas a extracdo emmi0de etanol 80% a 80 °C por 20
minutos. Apos a incubacao, os tubos foram centidog a 10.000 xg (Hermle, Z326k,
Alemanha) por 10 minutos e os sobrenadantes fordetados. Os residuos foram re-

extraido mais trés vezes e novamente centrifugamin, os sobrenadantes das quatro
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extracbes etandlicas reunidos em novos tubos gd&stitotalizando dois mL de
sobrenadante.

A quantificagcdo de agucares soluveis totais foizada seguindo metodologia
fenol-sulfurico, descrita por Dubois et al. (1958pram pipetados 10 pL das amostras
em tubos de ensaio e adicionados 490 pL de aguaJib00 pL de solucéo de fenol
5% e 2,5 mL de acido sulfurico concentrado. Apésmibutos de repouso em
temperatura ambiente, foi realizada a leitura dasordancias em espectrofotometro
(Shimadzu UV 1800Japag a 490 nm. Como tratamento controle foi utilizadoa
solugcéo com 0,5 mL de agua Milli-Q, 0,5 mL de sélde fenol 5% e 2,5 mL de acido
sulfurico concentrado. Todas as analises foranizeslds em triplicata e quantificadas
com base na curva padréo da glucose, com concéesrde O, 8, 16, 32, 64, 128 e 256
ng/mL.

2.6.2 Amido

A extragdo e quantificacdo do amido foram realisgadagundo o método
enzimético descrito por Amaral et §007). Para tanto, os 10 mg de massa seca das
amostras que foram submetidas a extracdo de as(sm@leveis totais na etapa anterior
foram armazenadas ap0s separacao da fase etaldticeeguida, @ellet formado foi
seco em Speed Vac.

As amostras liofilizadas foram adicionados 0,5 m20(U.mL?) de alfa-amilase
termoestavel d8acillus licheniformigMegazyme®), diluida em tampao MOPS (4acido
3-(n-morfolino) propanosulfénico) 10 mM pH 6,5. Eseguida, as amostras foram
incubadas a 75 °C por 30 minutos. Este procedimémtoepetido mais uma vez,
totalizando 120 unidades de enzima. Posteriorménit@ntdo adicionada as amostras
uma solucdo contendo 0,5 mL (30 UM lde amiloglucosidase (AMG) despergillus
niger (Megazyme®), em tampao acetato de sodio 100 mM,4 seguido pela
incubacdo das amostras a 50 °C por 30 minutos.fstedimento foi repetido mais
uma vez, totalizando 30 unidades de enzima. Apégjuedro incubacdes, foram
acrescentados 10Q de &cido perclérico 0,8 M para interromper a &a@pos rapida
centrifugacdo a 10.000 rpm por 2 minutos, aliqud@a® pL das amostras e 18 uL de
agua Milli-Q foram pipetadas em microplacas e irclas por 15 minutos a 37 °C com
300 pL de solugcdo GODPOD (Glicose PAP Liquiformhteéelab®). Apos a incubacéo,

o teor de amido foi determinado leitor de microptaElisa a 505 nm. Todas as analises

50



foram realizadas em triplicata com base na curdagoada glucose com concentracdes
de 0,0; 0,06; 0,125; 0,25; 0,5 e 1 mg/mL.

2.6.3 Proteinas totais

Para a extracdo das proteinas totais foram coketddaong de massa seca das
amostras, adicionados um mL de tampdo PBS e masecadn ajuda de gral e pistilo.
Logo em seguida, foi adicionado mais um mL de tamp®8S e coletados em
microtubos de 2 mL de capacidade. As amostras f@asspor vortex durante um
minuto e em seguida foram centrifugadas a 10.000p@ 10 minutos a temperatura de
8°C. Apos isso, 0 sobrenadante foi transferido pavas microtubos e armazenado.

A quantificacdo foi realizada de acordo com o meétddscrito por Bradford
(1976). Para tanto, foram pipetados 12 pL das aasstm microplacas e foram
adicionados 180 pL de reagente Bradford 50%. Apd$ Bninutos de repouso, foi
realizada a leitura das absorbancias em esped@noétto a 595 nm. Todas as analises
foram realizadas em triplicata e com base na cpadado da albumina de soro bovino
(BSA), com concentra¢des de 0,0; 0,2; 0,4; 0,8;1,& 2,0 e 2,4 ug

3 Resultados

3.1 Inducéao de calos

3.1.1 Influéncia da regido do palmito e seccionatn&o explante

3.1.1.1 Formacéo de calos
Verificaram-se respostas diferenciadas durantsaifacial da inducéo de calos

guanto a influéncia da regido do palmito utilizadano fonte de explante e a superficie
de contato do explante com o0 meio de cultura. Rramente, foi verificado
intumescimento nos primeiros trés dias, seguidarda separacdo daqueles explantes
que apresentavam mais de uma folha. Também sevohbseicio de oxidag&o no local
de seccionamento do explante do tipo cortina (Bigir

Quanto a inducéo de calos, aos 30 dias foram aaalias primeiras respostas
dos explantes ao meio de cultivo em cada regidzada e nos explantes do tipo
cortina e padréo. Estas primeiras respostas ess&giadas a formacgéo de calos, sendo
verificada a presencga de cristais nas bordas dpkrdgs, maior intumescimento e
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superficies irregulares (Figura 4B). Posteriormerde calos foram observados,
sobretudo, nas bordas seccionadas (Figura 4C)re sskoliolos (Figura 4D) daqueles
explantes que apresentavam esse tipo de respostal. inEstes calos sao

predominantemente de formato alongado e de coredonaendo que posteriormente 0s
calos nodulares foram formados a partir deste,ocord previamente descrito por Meira
et al. (2019a). Também nesse periodo foram obsesvadntamina¢fes (dados nédo

apresentados) com perda de repeticdes mesmo a&sfsbelecimento do experimento.

Figura 4. Respostas do cultiwo vitro de explantes foliares de macaubarpocomia
aculeatg, provenientes de diferentes regides do palméocisnados ou ndo. A: Placas
com explantes do tipo padrdo (ndo seccionado)teadseccionado). B: Formacéo de
cristais na borda do explante. C: Explante do tipdina apresentando a formacéo de
calos; observar oxidacdo no local de corte. D: &xgl do tipo padrdo apresentando
formacdo de calos. Escalas: 2 mm

A formacdo de calos priméarios avaliada aos 30 dmsnducédo, segundo as
analises estatisticas, foi significativamente imficiada pelo tipo de explante (padrdo e
cortina) e regides do palmito utilizadas. Confomlesedobramento (Figura 5), de modo
geral, o explante do tipo cortina se sobressaiteemos de formacao de calos. Além do

mais, ndo foram verificadas diferencas estatister@ise as trés regides do palmito
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quando se utilizou o explante padréo, diferenteenelat observado para o explante
seccionado (cortina). Quando se seccionou 0 exylast regides Mediana (39,7%) e
Proximal (52,5%) exibiram maiores percentuais descdormados que a Distal
(10,2%). Salienta-se ainda, a precocidade da rdgiagimal, independentemente do
tipo de explante utilizado, com relacdo a formagéacalo.
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Figura 5. Percentuais de formacdo de calos em meglafoliares (padrédo — sem
seccionamento e cortina — com seccionamento) deatbacAcrocomia aculeata
proveniente de trés diferentes regides do palrbitstdél, Mediana e Proximal), apés 30
dias em meio de inducdo de calos. Letras minusalifasentes indicam diferencas
significativas entre os tipos de explantes (se@dos ou ndo) dentro de cada regido do
palmito e letras maiusculas diferentes indicamreifeas significativas entre as regides,

dentro de cada tipo de explante, pelo teste de-Boott a 5% de significancia. Barras
representam erro padrao.

Aos 90 dias foi verificado que houve diferencastésticas na formacéo de calos
apenas entre os tipos de explantes na regido Medi@mdo 19,9% no explante tipo
padrdo, enquanto ndo houve formacdo de calos néandgpdo tipo Cortina.
Semelhantemente, na regido Distal foi verificaddomlnacdo de calos apenas no
explante do tipo padréo (13%). Na regido Proxinsalverificado o inverso, ou seja,
maior formacdo de calos no explante do tipo Cortirta6%), enquanto o explante do

tipo Padrdo apresentou uma formacéo mais baix&o§3,3
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Ja aos 180 dias de inducédo, ndo foram verificadasedcas significativas na
formacgao de calos entre os tratamentos, sendoajue b explante do tipo cortina
(18%) e padréo (34%) e as regides avaliadas (14%egidao Distal, 25% na regiao

Mediana e 32% na regido Proximal) ndo apresentaralimorias na formacéo de calos.

3.1.1.2 Oxidacéo

Aos 30 dias de inducao de calos foi avaliada a texaxidacdo dos explantes
em cada regido utilizada e nos explantes do tiptneoce padréo (Figura 6). De modo
geral, constatou-se maior oxidagédo nos explantegpdacortina, com destaque para a

regido Distal que exibiu até 100% de explantes e@is 50% da superficie oxidada.
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Regido do palmito e tipo de explante

Figura 6. Percentuais de oxidacdo em explantemrésli(padrdo — sem seccionamento e
cortina — com seccionamento) de macadkerdcomia aculeataprovenientes de trés
diferentes regifes do palmito (Distal, Mediana exinal), apos 30 dias em meio de
inducéo de calos. Letras minusculas diferentesamdidiferencas significativas entre os
tipos de explantes (seccionados ou nao) dentroada cegido do palmito e letras
mailsculas diferentes indicam diferencas signifieatentre as regides, dentro de cada
tipo de explante, pelo teste de Scott-Knott a 5%significancia. Barras representam
erro padrao.

Aos 90 dias de inducéo, nédo foi verificado intecagfitre os tratamentos. No

entanto, foi verificado resultados significativosagto a oxidacdo entre os tipos de
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cortes testados, sendo que os explantes com odmtipo cortina apresentaram 68%
de oxidacao e o padrao 61% (Figura 7).
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Figura 7. Percentuais de oxidacdo em explantemrésli(padrdo — sem seccionamento e
cortina — com seccionamento) de maca#t@adcomia aculeafa apdés 90 dias em meio
de inducdo de calos. Médias seguidas pela mesmaanao diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de sidinifita. Barras representam erro padrao.

3.1.2 Influéncia da regido do palmito, posicao aplante e combinacdo de auxinas

3.1.2.1 Formacéo de calos

Durante o experimento de influéncia da regido,g@mse combinacdo de auxinas
foi verificado inicialmente intumescimento, seguidie uma separacdo daqueles
explantes que apresentavam mais de uma folha ganéas. Visualizou-se também
inicio de oxidacdo nos locais de seccionamentoedpantes (Figura 8). Similar ao
mencionado no experimento anterior, verificou-deiatmente a formacgéo de cristais
nas bordas dos explantes, além de intumescimesupegficies irregulares (Figura 9A e
C), e posteriormente a formacédo de calos apés &0 dk inducdo (Figura 9B e D).
Estes calos, como mencionado anteriormente, segaemesmo padrdo; sao
predominantemente de formato alongado e de coredonanicialmente, e surgem

sempre na regiao da nervura.
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Figura 8. Respostas do cultiwo vitro de explantes foliares de macaubBarpocomia
aculeatg posicionados horizontal e verticalmente no meoimtucdo de calos. A:
Explante na posicao vertical apresentando as pasieespostas ao cultivo vitro. B:
Explante na posi¢do vertical com inicio de calosE&plante na posi¢do horizontal
apresentando as primeiras respostas ao cultiveitro. D: Explante na posicao
horizontal com inicio de calos. Escalas: A, C € Dm B: 1mm

Aos 30 dias de inducéo, as andlises estatistivataram que a interacéo tripla
auxinasvs. regidesdo palmitovs. posicbes do explante foi significativa e, portanto
desdobrada (Tabela 2). O desdobramento reveloa gegido do palmito ndo interfere
no percentual de calos em explantes posicionadazsohtalmente no meio de cultivo,
independentemente das combinacdes entre as auxingse, quando posicionados
verticalmente, explantes da regido Mediana soloed tratamento 450 uM Picloram

exibem maior percentual de calos (58,3%) (Tabela 2)
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Tabela 2 Efeito das auxinas Picloram e 2,4-D combinadas iéenedites concentracdes
e do posicionamento dos explantes no meio de ou#tbbre as percentagens de calos
primarios, durante a embriogénese somatica de rhagaédrocomia aculeataaos 30

dias de cultivo, a partir de explantes foliaresvproentes de regides diferentes do
palmito

Posicao e regido do palmito

Horizontal Vertical
Tratamentos (LM)
Distal Mediana Distal Mediana
450 Pic 20,8+7,8 bA 8,3+3,1 bA 25,0+8,3 bB 58,341HA
450 Pic + 150 2,4-D 62,5+4,4 bA 18,8+9,3 bA 0,058 35,4+12,8 aA
450 Pic + 300 2,4-D 0,0+6,2bA 4,242.5 bA 2,1+2. 0 bA 0,0+3,9 bA
450 Pic + 450 2,4-D 20,8+ 2,0 bA 0,0+0,0 bA 2,1H2/0 2,1+2,0 bA

Letras mindsculas diferentes indicam diferencasifiigitivas entre as combinacdes de auxinas em cada
posicdo e letras mailsculas diferentes indicanrafifas significativas entre as regides do palmito,
dentro de cada combinacdo de auxina, pelo testecdt-Knott a 5% de significancia. Erro padrao.
Abreviacdes: (Pic) éacido 4-amino-3, 5, 6-triclorpicolinico — Picloram e (2,4-D) acido 2,4-
diclorofenoxiacético.

Aos 90 dias, diferencas estatisticas também fotaseregadas entre os niveis do
fator auxinas combinadas, com maior formacédo descabs explantes em meio sem
adicao de 2,4-D (23,21%) (Figura 9).
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Figura 9. Porcentagem de formacéo de calos emedifes concentracdes de 2,4-D
combinadas com 450 pm de Picloram, aos 90 dias eimthe inducédo de calos. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatistrd@nentre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia. Barras representam gadréo

57



Aos 90 dias de inducao de calos, verificou-se gueesite a interacao regides do
palmito vs. posicdo do explante foi significativa e, entdo,ddésada. De acordo com
andlises, a regido Distal, de modo geral, se sshiteem termos de producéo de calos
quando comparada a regido Mediana, com destaqaeop&matamento regidao Distal
posicionada verticalmente (33,3%) (Figura 10).
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Figura 10. Porcentagem de formacdo de calos emambegl foliares de macauba
(Acrocomia aculeata provenientes das regides Distal e Mediana do ipalma
posicionados horizontal (padréo) e verticalmentemedo de cultivo, aos 90 dias de
cultivo. Letras minasculas diferentes indicam difeyas significativas entre as regides
do palmito e letras mailsculas diferentes indicafferehcas significativas entre
posicionamento dos explantes dentro de cada regpéofelacdo ao posicionamento do

explante, pelo teste de Scott-Knott a 5% de sigfnifitia. Barras representam erro
padrao.

Aos 180 dias de inducdo de calos nao foi verificaoteracdo entre os
tratamentos. No entanto, foram verificadas difemsngignificativas para cada fator
isolado. Quando avaliada a regidao do palmito aill&z como fonte de explante, foi
verificado que a regido Distal apresentou 25% d@adgao de calos maior que a regiao
Mediana (Figura 11). Da mesma forma, quando osaeigs foram mantidos na posicao
horizontal, houve 10% maior formacgéao de calos quexplantes mantidos na posicao
vertical (Figura 12). Ja a adicédo de 2,4-D combinemin o Picloram néo foi favoravel
para formacéo de calos, pois o tratamento comp@apstnas por Picloram proporcionou

maior formacéo de calos aos 180 de inducao (FitBra
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Figura 11. Porcentagem de formacdo de calos emamegl foliares de macauba
(Acrocomia aculeataprovenientes das regides Distal e Mediana do ipalaos 180
dias em meio de inducdo de calos. Médias seguidks rpesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Kao&% de significancia. Barras
representam erro padrao.
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Figura 12. Porcentagem de formacdo de calos emamegl foliares de macauba
(Acrocomia aculeafaposicionados horizontal e verticalmente em me&dndiucédo de
calos aos 180 dias. Médias seguidas pela mesraanBatrdiferem estatisticamente entre
si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significanBeras representam erro padréo.
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Figura 13. Porcentagem de formacdo de calos emamesl foliares de macauba
(Acrocomia aculeafasob efeito de diferentes concentracdes da akdd aos 180
dias em meio de inducdo. Médias seguidas pela melstta ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Kao&% de significancia. Barras
representam erro padrao.

3.1.3 Influéncia dos acessos durante a inducao

Similar ao mencionado para os experimentos anésriimi observado o inicio da
resposta do explantes ao meio de cultura ja acdie®0de cultivo, sendo perceptivel
presenca de cristais nas bordas dos explantessteriprmente, a formacéo de calos
nestas regioes.

Durante a execugédo do experimento para avaliafl@éntia dos acessos na
formacdo de calos, foram verificadas diferencasifstgtivas entre os acessos testados,
apos 90 dias meio de indugcdo com Picloram (FigdjaQbservou-se maior formacao

de calos nos explantes da regido de Buriti Vermgli386), em comparacéo com Tiros
(2,5%) e Carmo do Parnaiba (0,83%).
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Figura 14. Porcentagem de formacao de calos nesat€ssos dacrocomia aculeata
testados sob efeito de Picloram. Médias seguidds pesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Kao&% de significancia. Barras
representam erro padrao.

3.2 Multiplicacdo de calo

Durante a etapa de multiplicagdo, os calos emhmiogé (ver anatomia seccéo
4.4.1) obtidos durante a fase de inducao foramradpa dos explantes e mantidos em
meio com a concentracdo de Picloram reduzida p2bar®l. Nesta fase n&o foram
verificadas diferencas quanto a adi¢do das poliasniispermidina e Putrescina ao meio
de cultivo. No entanto, foi constatado um aumenédimmno peso de calos de 61,9% em
120 dias de multiplicacdo em todos os tratamenissta etapa, também foram
verificadas diferencas morfolégicas nos calos, alénaumento do peso do calo, sendo
verificadas diferencas quanto a caracteristica ofmifcas e anatdmicas destes. Alguns
calos perderam a caracteristica embriogénica e iradgu caracteristicas

mucilaginosas, como pode ser visto na Figura ¥8qtd3.4.2).

3.3 Diferenciagdo de embrides somaticos

Foram verificadas diferentes respostas durantagaete diferenciacéo, entre as
quais a oxidacdo em grande parte dos calos embiaagElogo na primeira semana de
cultivo. No entanto, aqueles que sobreviveram mardgm sua caracteristica

embriogénica (Figura 15). Além disso, no primeixperimento foi observada a
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formacdo de raizes a partir de calos cultivadose$eilo da auxina ANA associada com
a citocinina BAP. Salienta-se ainda que ndo howsifarenciacdo das massas
calogénicas em embrides somaticos em nenhum desntratos testados também no
segundo experimento. Agueles tratamentos que migp@ram a manutencdo das
caracteristicas embriogénicas e maior porcentagemsodrevivéncia dos calos foram:
ANA + 2iP (T2) e 2,4-D + BAP (T3).
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Figura 15. Porcentagem de sobrevivéncias de caloameio de diferenciacdo de
embrides sométicos, apos 90 dias em meio de ddiagio. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entrelsi feste de Scott-Knott a 5% de

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

3.4 Andalise Anatbmica

3.4.1 Inducao

Durante a fase de inducdo de calos foram verifcatiferencas anatémicas
entre as regides Mediana e Distal durante 0, 30 di& apds inoculacdo (material
oriundo do experimento 2.2.2) (Figura 16). Anat@aniente, algumas diferencas
evidentes podem ser observadas entre as regidae$oMediana e Distal do palmito,
imediatamente antes da inoculagé@ovitro. E possivel perceber, por exemplo, no

explante inicial da regido mediana, células maigstenaticas (menores e com nucleos
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bem nitidos), além de feixes vasculares pouco #ebedos (Figura 16A). Tais
caracteristicas ratificam o menor graus de diféegdo dessa regido. Ja a regido Distal,
exibe além de um sistema vascular mais desenvoleiéalas parenquiméticas mais
diferenciadas (relacdo nucleo:citoplasma menor)) eacuolos bem maiores e visiveis
(Figura 16D).

Aos 30 dias em meio de inducdo de calos, expladéegegido Mediana
apresentaram células maiores e intumescidas, pseémsinais de proliferacdo celular
(Figura 16B). Aos 90 dias de inducao, explantesalesgido aparentemente entraram
em colapso (Figura 16C).

J& explantes da regido Distal, aos 30 dias em meionducdo de calos,
apresentaram formacao de calos na regido centridixio vascular de menor calibre,
promovendo separacdo deste em duas partes (Figia Aos 90 dias em meio de
inducdo, observou-se a formacdo de calos em dvderes vasculares de forma
padronizada, sempre na regiao central do feixeldgando igualmente para ambos os
lados (Figura 16F). As divisGes celulares, de mgdeal, foram visualizadas nas
adjacéncias do xilema e floema dos feixes vasail&tpotetiza-se que essas divisbes
ocorreram a partir de um provayabol de células procambiastém celly localizado
nas vizinhancas dos tecidos vasculares e/ou a mrtdesdiferenciacdo de células
parenquimaticas (perivasculares e do sistema \@a¥cUPara afirmacdo definitiva,

investigacdes ontogénicas precoces e mais detall@dam ser realizadas.
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Figura 16. Caracterizacdo anatbmica de folhas mastde uma planta de macauba
(Acrocomia aculeatautilizadas como explantes iniciais na inducaaales e de calos
formados apos 30 e 90 dias em meio de inducaoxplakte inicial da regido Mediana;
B: Explante da regidao Mediana aos 30 dias; C: Enplda regido Mediana aos 90 dias;
D: Explante inicial da regido Distal; E: Explanta degido Distal aos 30 dias; F:
Explante da regido Distal aos 90 dias.

Durante a fase de inducéo de calos foi possivadrobas diferencas anatémicas
entre os calos obtidos a partir do experimentoss®a@acdo de Picloram com 2,4-D,
embora fossem morfologicamente semelhantes (Figjdya Os calos obtidos com a
utilizacdo apenas de 458M de Picloram (Figura 17A) apresentaram células com
caracteristicas embriogénicas menos evidentes, coéhdas e vacuolos maiores
(Figura 17B) e acumulo de amido nas regides enmsatelivisdo celular (Figura 17C).
J& os calos obtidos com a utilizagéo de Piclorssncado a 150M de 2,4-D (Figura
17D) apresentaram caracteristicas mais embriogénicamo diametro reduzido,
citoplasma denso, nlcleos conspicuos e com vacfralgmentados, quando presentes.
Verificaram-se também paredes celulares aparentenmesis espessas (Figura 17E) e
acumulo de amido na regido central do calo (Figuf).

A utilizacdo de 300hM de 2,4-D proporcionou a formacéo de calos (Figura

17G) com células com caracteristicas embriogéni¢Bggura 17H), relacdo
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nacleo:citoplasma alta, vacuolos menores, pare@geseatemente mais espessas e
formato uniforme, além de acumulo de amido em toalo (Figura 171). No entanto,
calos obtidos com a concentracdo de 480 de 2,4-D (Figura 17J) apresentaram
células desuniformes, com grandes vacuolos, baiegdo nucleo:citoplasma (Figura
17K), ou seja, menos embriogénicas, além de merimnalo de amido (Figura 17L). E
possivel perceber um maior acumulo de compostodlifes com o aumento da

concentracdo de 2,4-D.

Figura 17. Andlise anatdmica e histoquimica (cBeriodic Acid Schifi- PAS) de
diferentes linhagens de calos obtidos a partiedields foliares de macaub&cfocomia
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aculeatg provenientes do cultivo sob diferentes concebgagde 2,4-D combinadas
com 450nM de Picloram. A-C: Calo obtido somente com Piator®-F: Calo obtido
com Picloram associado com 180 2,4-D; G-I: Calo obtido com Picloram associado
com 300nM 2,4-D; J-L: Calo obtido com Picloram associadancd50 nM 2,4-D;
Escalas: A, D, G, J: 1 mm; B, C,E, F, H, |, K30nm.

3.4.2 Multiplicacdo

Durante a fase de multiplicagdo de calos foram rebgas diferencas
anatomicas entre os calos multiplicados com azagéo das poliaminas Espermidina
(Figura 18A) e Putrescina (Figura 18B). No geral,dossivel perceber uma perda de
qualidade dos calos quando mantidos por muito temagaondicdes testadas, perdendo
a qualidade embriogénica. No entanto, ainda fois@ao que calos em meio com
Espermidina foram caracterizadas pela presencant® aona periférica, contendo
células com caracteristicas meristematicas (célpgagienas, com citoplasma denso,
nacleos volumosos, nucléolos evidentes, vacuolagnfentados e intensa divisdo
celular) em intensa divisao celular, e por uma zuas interna, compreendendo células
parenquimaticas com vacuolizacao variavel (Fig@&@)1Diferentemente, calos obtidos
em meio com Putrescina exibiam ampla zona inteorandda por células com
caracteristicas meristematicas e uma zona pegfécemposta por ceélulas com
caracteristicas parenquimaticas (altamente vacas)a@rigura 18D). Os dois tipos de
calo apresentaram pouco acumulo de amido, com wisntompostos fendlicos
(Figura 18E e F).
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Figura 18. Andlise anatdmica e histoquimica (cBeriodic Acid Schif- PAS) de
diferentes linhagens de calos obtidos a partiedields foliares de macaub&cfocomia
aculeatg cultivados sob efeito de Espermidina ou Putresdiorante a etapa de
multiplicagéo. A: Calos obtidos em meio de multpdo com Espermidina; B: Calos
obtidos em meio de multiplicagdo com PutrescinaC@rte anatémico de calos obtidos
em meio de multiplicacdo com Espermidina; D: Camatdmico de calos obtidos em
meio de multiplicacdo com Putrescina; E: Corte @mato de calos obtidos em meio de
multiplicacdo com Espermidina apresentando acumdelgrdos de amido (seta); notar
composto fendlico (*). F: Corte anatdmico de calbtidos em meio de multiplicacdo
com Putrescina apresentando acumulo de grdos ddoarfsieta); notar composto
fendlico (*). Escalas: A e B: 1 mm; C: 5@tn; D: 200mm; E e F: 50mm.
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3.4.3 Diferenciacao

Durante o primeiro experimento de diferenciacaocd®s embriogénicos em
embrides somaticos foi possivel observar, diferedte esperado, organogénese
caracterizada pela formagéo de raiz a partir descalltivados em meio contendo a
auxina ANA associada com a citocinina BAP (FigueA)l Isto é comprovado pelo
corte anatébmico, onde é possivel observar a formndgafeixe vascular (Figura 19B).
Ainda é possivel observar a formacao de calo megg@o (Figura 19C), o que ratifica a
participacdo de células provasculares na formagiealbs e pequeno acumulo de
amido proximo a formacéo do calo (Figura 19 D e E).

- ;\‘:‘ :
- - -
AEMear .

Figura 19. Andlise anatbémica e histoquimica (d@eniodic Acid Schiff- PAS) de um
calo com raiz obtido a partir de tecido foliar dexcaiba Acrocomia aculeata
cultivado sob efeito de ANA e BAP (fase de difeiagéo). A: Calo apresentando raiz e
cor alaranjada; B, C: Corte anatdémico da raiz amtesdo formacdo de calo; D, E:
Acumulo de gréos de amido na adjacéncia de camoado a partir de células vasculares
da raiz. Escalas: A: 2 mm; B e D: 20n; C e E: 50mm.

Durante o segundo experimento, os calos mantidosiferentes combinagdes
de auxinas e citocininas apresentaram diferencafamatémicas observados com azul
de toluidina (Figura 20 e Figura 21) ap6s 90 diasultivo. Ao utilizar o corante PAS
para analise histoquimica do acimulo de amido, urantios tratamentos apresentou o
acumulo deste composto; portanto, esse dado ndosfrato aqui. Além disso, é
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possivel observar maiores diferencas entre osnteat®s em parametros como
espessura da parede celular, nucleo evidente gertdmanho e numero de vacuolo.

Os tratamentos para diferenciacdo T1 (ANA + BARgufa 20 A, Be C), T3
(2,4-D + BAP, Figura 20 G, He l), T7 (BAP, Figta G, He I) e T8 (2iP, Figura 21 J,
K e L) apresentaram perfis celulares semelhantesteN tratamentos € possivel
observar células com unico vacuolo que preencha ¢étlla e células com diversos
grandes vacuolos subdivididos. Além disso, é pebssibservas que estas células
apresentaram nucleo e nucléolo bem evidente egasddlar espessa.

E possivel observar que o calo do tratamento T2AANIP, Figura 20 D e E)
apresentou certa padronizacdo, onde aparentengeoédudas apresentam diferenciacao
em tecidos procambias (Figura 20F). Estas célidascaracterizadas por células mais
alongadas e distribuidas de forma uniforme no calo.

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

Os tratamentos T5 (Picloram + BAP, Figura 21 A, 8)ee T6 (Picloram + 2iP,
Figura 21 D, E e F) evidenciaram células com ma@acdo nucleo/citoplasma,

diversos vacuolos menores e bem evidentes.
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Figura 20 Analise anatdbmica de calos Aerocomia aculeataobtidos na etapa de
diferenciacdo de embrides somaticos aos 90 diasneim de cultivo com diferentes
combinagdes de auxinas e citocininas tratamentdsldeT4. A: Calo obtido em ANA
+ BAP (T1), B e C: Corte anatémico de T1, D: Cabbido em ANA + 2iP (T2), E e F:
Corte anatdbmico de T2; G: Calo obtido em 2,4-D +PBA3), H e I: Corte anatdmico
de T3; J: Calo obtido em 2,4-D + 2iP (T4), K e larte anatébmico de T4. Escalas A, D,

G, J: 2mm; B, E, H, K: 506m F: 200m; C, [, L: 50m
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Figura 21 Analise anatdbmica de calos Alerocomia aculeataobtidos na etapa de
diferenciacdo de embrides somaticos aos 90 diasneio de cultivo com diferentes
combinacbes de auxinas e citocininas tratamento35da T8 A: Calo obtido em
Picloram + BAP (T5), B e C: Corte anatdomico de D5Calo obtido em Picloram + 2iP
(T6), E e F: Corte anatbmico de T6; G: Calo obteio BAP (T7), H e I. Corte
anatémico de T7, J: Calo obtido em 2iP (T8), K €brte anatdmico de T8. Escalas A,

D, G,J:1mm; B, E, H, K:500m; C, F, I, L: 50mm
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3.5 Andlise bioquimica

3.5.1 Agucares soluveis totais

Os resultados referentes aos teores de acucategisolotais (AST) em razéo
do tempo de indug&o da embriogénese em folhas nasatie trés acessos Alerocomia
aculeata sdo apresentados na Figura 22. Observou-se quehmiice diferencas
significativas entre os acessos durante o periedmducéo de calos (120 dias). No
entanto, é possivel notar diferencas significativesediatamente antes do
estabelecimento da inducdo de calos (0 dias), eandeesso de Buriti Vermelho
apresentou menor quantidade de AST por miligranaatéria seca (121j@/mg MS)
comparativamente aos acessos de Tiros (2i9/8g MS) e Carmo do Parnaiba
(192,7mg/mg MS).

Além disso, € possivel observar diferencas sigatifias nos teores de acgucares
sollveis totais nos tipos de calos obtidos, sengoajcalo nodular apresentou 212,6
nmg.mg"* de matéria seca em relacdo ao calo alongado cbei exl1,5nmy/mg MS
(Figura 23).
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Figura 22. Teores de acucares sollUveis totais (ART explantes foliares imaturos de
trés acessos décrocomia aculeatatestados na inducdo de calos visando a
embriogénese somatica, aos 0 dias (imediatametdse da inoculacam vitro) e 120
dias apods o estabelecimento do cultivo. Letras stinmlias diferentes indicam diferencga
significativa entre os tempos, dentro de cada acessetras mailsculas diferentes
indicam diferengas significativas entre os acesl®wdro de cada tempo de avaliagéo ,
pelo teste de Scott-Knott a 5% de significanciar&arepresentam erro padrao.
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Figura 23. Teores de acUcares sollveis totais (A&W) calos alongados (Al) e
nodulares (No) provenientes de explantes foliameaturos deAcrocomia aculeata
usados na inducdo da calogénese visando a embegmy@&omatica. Letras diferentes
indicam diferengas estatisticas entre os trataragme teste de Scott-Knott a 5% de
significancia. Barras representam erro padrao.

3.5.2 Amido

Os resultados referentes aos teores de amido ngdodie calos em trés acessos
de Acrocomia aculeat@stio apresentados na Tabela 3. E possivel obstfemncas
apenas nas coletas dos palmitos utilizados nmidziinducédo de calos, sendo que apos
0 periodo de 120 dias de inducdo de calos as pagmrs deste composto se
estabilizaram. Foi observado também que nao hoifeeedcas significativas para
teores deste composto nos calos, apresentandosrdEid3,09+5,14hg/mg MS para

calos alongados e 38,86%9,5®/mg MS para calos nodulares.
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Tabela 3 Teores de amido em explantes foliareqdhacéio de calos em duas coletas
dos trés acessos Aerocomia aculeatéestados.

Dia Inicial 120 Dias de inducao
Acessos
Coleta 1 Coleta 2 Coleta 1 Coleta 2
Tiros 5,2+2,1 bA 28,9+10,6 bA 36,8+7,0 aA 31,2438
Carmo do Parnaiba 50,2+2,7 aA 5,8+2,3 bB 24,6489,3a 16,7+2,9 bB
Buriti Vermelho 39,8+2,2 aA 64,0+20,2 aA 57,0+1850 64,7+0,7 aA

Médias de letras minlsculas diferentes indicamreliiga estatistica entre diferentes acessos deetro d
cada tempo e médias seguidas por letras mailstifideentes indicam diferenca estatistica entre temp
dentro de cada genotipo e pelo teste de Scott-Krisftb de significancia.

3.5.3 Proteinas totais

Os resultados referentes aos teores de proteit@s @ razdo do tempo de
inducdo da embriogénese em folhas imaturas det¢essos dAcrocomia aculeata&o
apresentados na Tabela 4. E possivel observar sjieoces de proteinas totais sio
maiores em todos 0s acessos das duas coletas po itg@mal, em comparagcao aos 120
dias de inducgé&o; ou seja, 0os palmitos apresentée@ms maiores antes do contato com
meio de cultura para inducédo de calos. Os valagaram de 45,3 a 115if/mg MS.

Também é possivel perceber diferencas significatesatre os tipos de calos

obtidos durante a inducéo, sendo que o calo nodplasentou 50,4g/mg MS e o calo

alongado 8,08m9/mg MS (Figura 24).

Tabela 4 Teores de Proteina totais na inducéolds em duas coletas dos trés acessos
de Acrocomia aculeataurante o tempo de inducéo

Dia Inicial 120 dias de inducéo
Acessos
Coleta 1 Coleta 2 Coleta 1 Coleta 2
Tiros 74,0+6,7cA 45,3+7,0bB 14,6+1,0aC 16,6+1,5aC
Carmo do Parnaiba 115,7+9,6aA 82,6+4,5aB 14,5+1,1aC 5,5+0,6aC
Buriti Vermelho 97,9+3,9bA 92,3+0,9aA 15,7+1,0aB ,QtD,3aB

Médias de letras minUsculas diferentes indicanrelifga estatistica entre diferentes acessos deatro d
cada tempo e médias de letras mailsculas diferetteam diferenca estatistica entre tempo dergro d
cada genotipo pelo teste de Scott-Knott a 5%glafaiancia
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Figura 24. Teores de proteinas totais em calosgaldos (Al) e Nodulares (No) de
explantes foliares imaturos é&rocomia aculeataletras diferentes indicam diferencas
estatisticas entre os tratamentos pelo teste délSuuoit a 5% de significancia. Barras
representam erro padrao.

4 Discussao

4.1 Inducéo de calos

4.1.1 Regiao do palmito

Nesse estudo, a regido do palmito mais responsivéeemos de formagao de
calos variou em funcdo dos demais fatores testadosconjunto. No experimento
abordado no tépico 3.2.1, a regido Mediana e Pralxijuando seccionadas, se
sobressairam, ao passo que no experimento abondatipico 3.2.2, a regido Mediana
se destacou com taxa de 58% de calos formados @uaodulada verticalmente em
meio de inducdo de calos sob efeito de 43® de Picloram. Nesse segundo
experimento, as regides Apical e Mediana, sob cefédt diferentes concentracbes de
2,4-D e inoculadas horizontalmente no meio, forgoaimente eficientes na formacéao
de calos. Essa variabilidade dos resultados obtatdsca a complexidade dos eventos
envolvidos na formacédo de calos a partir de tecfdbares provenientes de plantas
adultas, bem como, o carater multifatorial do pssoee reforcam a necessidade de

estudos mais detalhados.
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Estudos anteriores apresentaram resultados suggedom relacéo a resposta de
inducado de calos a partir de explantes foliaregnoios da regido Distal (Meira et al.
2019b,in press. Portanto é possivel manter a regido Proximabesequentemente, 0
meristema na planta. Dessa forma, a planta tenssilplidade de rebrotar, reduzindo as
chances de morte do gendtipo fornecedor do palmito.

A diferenca de resposta de inducéo de calos naediks regides do palmito foi
observada por outros autores. Ao avaliar a indutgiicalos em diferentes regides do
palmito de macauba, Luis (2013) verificou que daegnais distal ao meristema € a
mais responsiva (93% de formacdo de calos), paiognte, quando cultivada em
meio Y3 suplementado com Picloram. Assim como ofaskr por Gueye et al. (2009a)
com tamareiraKhoenix dactyliferp a regido mais distal a0 meristema apresentaram
melhores respostas quanto a formacéao de calosl@gdoen regido mais basal.

Mais recentemente, Silva-Cardoso (2018) verificare qa regido distal do
palmito deSyagrus oleraceaxibiu percentual superior de formacéo de calas api
demais regides testadas (Mediana e Proximal) quadalada em meio MS, relatando
até 84,4% de formacao de calos. Essa autora apomi@ uma possivel explicacdo para
0 sucesso em termos de responsividade (formacéalol® dessa regido, a presenca de
tecidos vasculares mais desenvolvidos, sobretddemf. Conforme Silva-Cardoso
(2018), floema mais diferenciado, teoricamentepffegeria o transporte de auxinas
endogenas e exdgenas. Essa hipbdtese € sugesoviatpetlo floema ser considerado a
mais rapida rota de transporte de AIA (Goldsmithlel974; Grones and Friml 2015).

O maior aporte de auxina na regido distal do palnseja pela exposicao
exdgena de auxina indutora, juntamente com uma rn@acentracdo de auxina
endogena no floema mais diferenciado, de acordo $ilva-Cardoso (2018), poderia
estimular a formacao de calos a partir das divis@estlulas procambiais pré-existentes
nas vizinhangas dos tecidos vasculares e/ou a feesdiiacdo de células
parenquimaticas, resultando na formacéo de calogpos.

Ho e Vasil (1983) também constataram maior divisélar em explantes
foliares deSaccharum officinarumue apresentavam tecidos vasculares com maior grau
de diferenciacéo. Por outro lado, resultados obsew em macauba por Padilha et al.
(2015) mostraram que a regido meristematica e lbsglantas germinadas vitro
usadas como explantes iniciais proporcionaram atosegnificativos na formagéo de
calos primarios, quando associados ao Picloram.
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Nesse trabalho, em meio a variabilidade dos refsdt@btidos em funcédo das
diversas interagbes com outros fatores influencexlalo processo de formacgéo de
calos, a regido Mediana proporcionou resultadosmaelo geral, satisfatérios em
termos de calogénese. Essa regido, em termos aoces)rapresenta caracteristicas
intermediarias entre as regibes Proximal e Distal, seja, ndo € totalmente
diferenciando, nem totalmente indiferenciada. Eseastatacdo corrobora com o
relatado por Gueye et al. (2009a) ém dactilyfera Esses autores afirmam que a
capacidade de formacédo de calos varia em func@padode diferenciacdo do explante
foliar, com destaque para aqueles nem totalmefdeedciados, nem insuficientemente
diferenciados.

Diante do exposto, acredita-se que ndo somenteaw a@g diferenciacdo dos
tecidos governa o processo de formacdo de cales. dsratificado pelos relatos
divergentes dos autores supracitados quanto @mdfla do grau de diferenciacéo de
tecidos no processo de desdiferenciacao celulangequente producéo de calos. Gueye
et al. (2009a) chamam atencdo para o fato de quesasstas as auxinas exogenas
indutoras da calogénese nao dependem somente ddoede diferenciacdo dos
explantes, mas também dos niveis endogenos desaeixia fisiologia inicial.

Como relatado por Roberts (1989) e Stasolla e Y€R0OG3), diferentes tipos de
tecidos em uma mesma planta ou o mesmo tecido eriosv&stadios de
desenvolvimento podem apresentar respostas diésreamh condi¢coem vitro. Além
disso, o nivel de auxina enddégeno dos explanteevayelmente um dos fatores que
influenciam de alguma forma as respostasitro (Wang et al. 2011). Varios autores,
inclusive trabalhando com palmeiras, comalactylifera(Gueye et al. 2009) Bactris
gasipaes(Nascimento-Gavioli et al. 2017), tém observadoralacdo positiva entre
concentracbes mais altas de auxina enddgena commiceacdo do processo

embriogénico.

4.1.2 Posicao e seccionamento do explante

Segundo Wang et al. (2011), a orientacdo dos etgsdanprovavelmente um dos
fatores que influenciam de alguma forma as respastaitro. No presente trabalho,
foram observadas diferencas significativas entrgp@scOes testadas dos explantes
quanto as repostas ao meio de inducdo de calogx@antes mantidos na posicao

horizontal (padrdo), principalmente, quando oritdta regido Distal do palmito,
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apresentaram maior formacao de calos do que agoele8dos em posicao vertical.
Provavelmente, isso se deve ao maior contato cocormponentes do meio de cultura,
proporcionado pelo posicionamento horizontal. Radol semelhante foi relatado por
Silva-Cardoso (2018) e®. oleracea

Além disso, foram observadas diferencas quantooélugéo de calos dos
explantes seccionados de forma semelhante a umianafoe assim denominado nesse
trabalho, comparativamente aqueles ndo secciomad@adrdo. Este tipo de explante
apresentou resposta inicial ao meio de cultura@éalese) superior ao explante do tipo
padrédo, o que provavelmente esta associado commeran da superficie de contato do
explante com o meio de cultivo. Além de maior irlugle calos nos primeiros dias,
estes explantes apresentaram maior taxa de oxidagf® é previsivel devido ao dano
mecanico ocasionado.

O aumento da superficie de contato de tecidosrésligeccionados é descrito
por outros autores, mediante a utilizacdo da técdeTCL (Thin Cell Laye) por
Scherwinski-Pereira et al. (2010) e Padilha e{24115) emE. guineensig A. aculeata
respectivamente.

Ressalta-se também que a exposicdo de explanthkssfas condicdes de cultivo
in vitro, como as altas concentragfes de reguladores st@mento, promove alto nivel
de estresse celular (Silva-Cardoso 2018), o quee miekencadear o processo de
embriogénese somatica, dada a influéncia de difessegstresses na inducdo dessa via
(Fehér 2015; Nic-Can et al. 2015). Smith e Krikor{a989) também salientam o fato
de que o préprio estresse proporcionado pelo dortexplante pode ser suficiente para
iniciar a embriogénese somatica.

Quanto a alta taxa de oxidacdo observada em egplaetcionados, € comum
apos a transferéncia dos tecidos vegetais paraigf@sdn vitro, a ocorréncia de
oxidacdo devido a liberacdo de compostos fendli€ds. ferimentos do explante
promovem o rompimento dos compartimentos celularesstura dos seus conteudos e
pronta exposicdo dos compostos fendlicos ao ardderentes enzimas que participam
do processo oxidativo (Laukkanen et al. 1999). Aldonmais, a exposicao as altas
concentracdes de reguladores de crescimento tambédm aumentar a formacdo de
compostos fendlicos (North et al. 2012).

O acumulo de polifendis e produtos de oxidacdoanotda superficie excisada
é relatado por Andrade et al. (2000) e Van Winklale(2003) como fator responsavel

79



por modificar a composicdo do meio de cultivo ensamiientemente, a absorcdo de
nutrientes pelos explantes. Estas substanciasagpi®duzidas normalmente inibem o

crescimento dos explantes ocasionando, ndo rarapstéta morte dos mesmos (Sato et
al. 2001; Costa et al. 2006). E importante mencicq#e devido a realizacdo de

subcultivos constantes e 0 uso de carvao ativaduvess de oxidacdo se mantiveram

toleraveis.

Salienta-se, todavia, que nem toda oxidacdo demaosst prejudicial. Altas
concentracdes de RORdactive Oxygen Specdigsodem ser toxicas, levando a danos
oxidativos. Contudo, em concentracdes apropriadsi®s espécies reativas também
atuam como moléculas de sinalizacdo que regulantasmugspostas fisioldégicas e de
desenvolvimento (Karami e Saidi 2010; Swanson le¥2010).

4.1.3 Associacdo de auxinas

Foram observadas diferencas significativas durargeperimento de associagao
do Picloram com 2,4-D no meio de cultura para agéd de calos. A associacéo destas
auxinas nao foi favoravel a formacao de calos, sejue os explantes sob efeito apenas
da auxina Picloram apresentaram maior forma¢a@lds,dnclusive com caracteristicas
anatdomicas embriogénicas (ver seccao 3.4.1), comoamente constatado por Meira
et al (2019, in press

Apesar do 2,4-D se destacar como indutor de cakendo a embriogénese
somatica em palmeiras (Saleh e Scherwinski-Peg8i®), outras auxinas, como o
Picloram, tem ganhado o cenério da iniciacdo dariegdnese somatica em diferentes
palmeiras (Steinmacher et al. 2007b; Padua et04!3;2L.uis and Scherwinski-Pereira
2014; Padilha et al. 2015; Mazri et al. 2017). Algyoucos trabalhos tém combinado
auxinas, como o realizado aqui, dentre os quagtam Yusnita e Hapsoro (2011) e
Jayanthi et al. (2015), ambos ek guineensis No entanto, foram observadas
diferencas anatdbmicas entre os tratamentos testedbosbservado que as células dos
calos obtidos com a associacdo de Picloram comD2dpresentavam maiores
caracteristicas embriogénicas.

Verdeil et al. (2001) relata que foram obtidos sambriogénicos ao passar os
calos primarios obtidos a partir de inflorescéngiatura deCocos nucifergpara meio
com aumento da concentracéo de 2,4-D. Estes qalesemtavam caracteristicas como:

uma alta relacdo nucleo:citoplasma, um ndcleo aer@umentado com um dnico
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nucléolo proeminente, densamente corado e pequewo®los, além de cercados por

uma parede externa espessada.

4.1.4 Acessos

Durante a fase de indugao foram verificadas difg@ersignificativas entre os
acessos testados, sendo que o acesso de BuritieMermpresentou notavelmente
maior formacdo de calos e em menor tempo, diferdaseoutros acessos de Tiros —
MG e Carmo do Parnaiba - MG que apresentaram respesmelhantes.

Diversos outros autores relatam diferengas durangnbriogénese somatica
entre gendtipos testados (Shoeb et al. 2001; Arelredh 2008; Raza et al. 2010; de
Carvalho Silva et al. 2012; Satish et al. 2016). Enguineensisde Carvalho Silva et
al. (2012) relatam diferencas de 90 a 100% de fo@imale calo quando comparados
diferentes genotipos. Essas diferencas alertam parsecessidade de otimizacao
continua dos protocolos e, de acordo com Mozgoval.e{2017), evidenciam a
necessidade de compreensdo mais detalhada dasasameleculares que previnem a
embriogénese somatica a partir de diferentes tesidgetativos.

A alta variabilidade nas respostassitro pode ser relacionada pela interagao das
condi¢cdes de inducdo com os niveis de hormoénio®gembs dos explantes que
dependem do gendtipo, fase de desenvolvimentogejdattre outros (Jiménez 2005).
Conforme Isah (2016), essas diferencas verificagisise genodtipos podem estar

associadas com diferengas no grau de alteractgenéicas.

4.2 Multiplicacéo de calos
Durante a fase de multiplicagéo foi observado gqueskes calos mantidos por

em meio com poliaminas perderam sua qualidade eg#ica. Nascimento-Gavioli et
al. (2017) constataram que calos ndo embriogéeimaignham concentracfes mais altas
de poliaminas totais, especialmente putrescinanAsemo Santanen e Simola (1992)
observaram que altas concentracdes de espermidirzales ndo embriogénicos, ndo
apresentam efeito positivo na embriogénese somddiferentemente, Minocha et al.
(1999) indicam que as poliaminas desempenham urel gapcial no processo de
embriogénese somatica. Dessa forma, novos trabalbesrdo ser realizados para

verificar a presenca desses compostos nos caloglaéncia deles.
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4.3 Diferenciagdo de calos em embrides somaticos

Os tratamentos mostrados no presente trabalho afmlado suficientes para a
diferenciacdo de calos em embribes somaticos. Nantn foi observado que a
associacdo de ANA+2iP (T2) e 2,4-D+BAP (T3) foramportantes para manter 0s
calos com as caracteristicas embriogénicas. Esteltado € importante, pois a
manutencado destes calos em meio com outros regatagode ser prejudicial para os
calos, uma vez que os calos mantidos nesses maiasdiferenciacdo resultaram em
calos ndo embriogénicos ou oxidaram.

A auxina 2,4-D é relata por outros autores comodom principais fatores de
aquisicao de competéncia embriogénica (Fehér 2@8®sar dos resultados favoraveis
da eficiéncia na inducéo de calos com a utilizad@dricloram ter sido observada por
varios autores em diversas espécies de palmeiass, como Bactris gasipaes
(Steinmacher et al. 2007alaeis guineensis (Scherwinski-Pereira et al. 2010; de
Carvalho Silva et al. 2012; Balzon et al. 2013A@ocomia aculeatgLuis 2013;
Padilha et al. 2015), os resultados apresentadasdagqonstram que a auxina 2,4-D
pode estar relacionada a aquisicdo de competémdtieiagénica, uma vez que os calos

mantiveram estas caracteristicas quando em predestg@auxina.

4.4 Andlises anatdmicas
As andlises anatbmicas realizadas nesse trabatifoncam a participacdo de

tecidos provasculares na formacéo de calos enotetidiares, ja nos primeiros dias de
cultivo.

Essa associacao entre tecidos vasculares e casegéoeante a embriogénese
somatica tem sido comumente relatado em palmdda$agd-Morel et al. 1992; Goh et
al. 2001; Sané et al. 2006; Silva-Cardoso 2018)em tevantado discussoes.
Schwendiman (1988), por exemplo, associaram a fgamde calos a partir de tecidos
foliares deE. guineensia desdiferenciacao de células perivascularesadé Bawayati
(2014) associaram a formacdo de embrides somatieds dactyliferaa divisdo de
células procambiais de tecidos foliares, similarglatado por Almeida et al. (2012)
emB. gasipaes

Nesse trabalho sugere-se, dada a proximidade dos famados dos feixes

vasculares, a ocorréncia das duas possiveis orsggmnacitadas: a partir de um provavel
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pool de células procambiastem cellssituado nas adjacéncias dos tecidos vasculares
e/ou a partir da desdiferenciacdo de células panerdgicas perivasculares e do sistema
vascular, assim como relatado por Silva-Cardosd§g0em tecidos foliares d8.
oleracea Porém, sugerem-se estudos ontogénicos futuros pduicidacdo da
participacdo dessas vias na formacdo de calof\.daculetaa partir de tecidos
vasculares.

Diversos estudos do processo de embriogénese sandtavés de analises
anatdémicas demonstraram que as respostas de murfmyépicamente se originam de
células procambiais ou de células epidérmicas eldaepidérmicas (Schmidt et al.
1997; Somleva et al. 2000; Rose et al. 2006; Metia. 2008; de Almeida et al. 2012,
da Silva et al. 2015; Rocha et al. 2016a). As aéluprocambiais podem ser
consideradas como ceélulas-tronco vasculares phenpes e estdo relacionadas a
diferenciacdo em células do floema e do xilemamatée outros tecidos durante a
embriogenese somética. Por outro lado, os mecaniset@cionados a plasticidade das
células epidérmicas e sua capacidade de prodohiadens celulares totipotentes que
dao origem a embrides ainda permanecem elusivah@ra al. 2016b).

Os calos considerados embriogénicos oriundos dceriemento onde se
utilizaram diferentes concentra¢des de 2,4-D coadas 450rM de Picloram, de modo
geral, exibiam tamanho reduzido; alta relacdo mici®plasma; vacuolos, quando
presentes, fragmentados; paredes celulares apaenite mais espessas, dentre outras
caracteristicas. Tais caracteristicas, contudo,for@mn comuns a todos os tratamentos
testados, somente para os tratamentosdb@e Picloram, e 30&M de 2,4-D + 450
nmM de Picloram. Salienta-se, nesse contexto, a seleele de se testar diferentes
reguladores de crescimento, combinados ou n&o,useabde calos com qualidade
embriogénica. Outros autores observaram resultadoglhantes. Yusnita e Hapsoro
(2011) relatam maior formacdo de calos em meio @mmbinacdes de 2,4-D e
Picloram; no entanto, aqueles que mantidos em pwio apenas 2,4-D apresentaram
maiores caracteristicas embriogénicas. Jayanthal.et(2015) verificaram que a
combinacéo dessas duas auxinas proporcionou melteseltados quanto a inducdo de
calos embriogénicos.

As caracteristicas mencionadas para os calos agsiderados embriogénicos
sdo compativeis com relatos de diferentes auténaszynska et al. 2012; Rocha et al.

2016a; Silva-Cardoso 2018). Verdeil et al. (20q4)r exemplo, relatam que foram
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obtidos calos embriogénicos ao passar os calosapasn obtidos a partir de
inflorescéncia imatura d€ocos nucifergpara meio com aumento da concentracao de
2,4-D. Estes calos apresentavam caracteristicaso:cooma alta relagéo
nacleo:citoplasma, ou seja, um nucleo central qugpa grande parte da célula e com
um unico nucléolo proeminente densamente coradémAdtisso, a presenca de
pequenos vacuolos e células cercadas por uma paegEna espessada sao
caracteristicas relatadas para calos embriogénicos.

Durante a fase de diferenciacéo utilizando comi@ieagle auxinas e citocininas
foi possivel observar linhagens de calos embri@gpdnapresentando células como as
mencionadas acima. Além disso, € possivel peraaiacteristicas como diferenciacéo
em tecidos vascular e formacéo de raizes. Essastedsticas também séo relatadas
por Rose et al. (2006) eMedicago truncatulano qual foi observada a formacéo de
raizes a partir de células de feixes vascularégando a auxina ANA para inducdo de
calos. O autor demonstra que as células do feigeular da folha sdo estimuladas em
divisédo pela adicdo de auxina formando o calo piomésédo a partir dessas células que
sao formados os meristemas radiculares.

Estas observacdes estdo de acordo com a visdoedesqearios tipos de calos
ndo sdao meramente massas homogéneas de célulbmendéa desdiferenciadas
(Sugimoto et al. 2011), podendo ser observado agl@m diferentes graus de
diferenciacédo. Aléem disso, o processo de embricggErematica pode apresentar o que
€ considerado como transdiferenciacdo de um tetedoalo parcialmente diferenciado
do que a rediferenciacdo de células isoladas dedgouma massa celular
desdiferenciada (Fehér 2015).

4.4 Andlises bioquimicas

4.4.1 Andlise bioquimica dos acessos

A analise de acucares solUveis totais demonstraoresateores nos acessos
antes da inducéo de calos, sendo que o palmiteepiEve de Buriti Vermelho foi o
que apresentou menores teores de aglUcares sdioteg$s(AST). Ja a analise de amido
demonstrou que apés a inducao, todos os palmitesaaram um aumento no teor de
amido e que de forma geral, 0 acesso de Buriti ¥#ltonsempre apresentou teores

maiores de amido.
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Estes resultados corroboram para a hipotese de golecentracdo de amido esta
intimamente relacionada com a capacidade de forcabos. O presente trabalho
demonstrou que 0 acesso que apresentou maiordemmilo imediatamente antes da
inoculagdo em meio de inducgéo, Buriti Vermelho (#8fmg MS), foi o que formou
mais precocemente calos e 0 que apresentou maard& producdo de calos, em
comparacao, por exemplo, com o0 acesso Carmo aaiBar que exibiu menor teor de
amido (x23nmg/mg MS) que exibiu uma taxa de producdo de calesomdo acesso
Buriti Vermelho. Além disso, o teor de acucaresigeis foi inversamente proporcional
ao teor de amido, provavelmente por ter sido estalmlizado.

Os resultados obtidos aqui sdo distintos dos eedt relatados por Bartos
(2016) ao estudar o perfil bioquimico da inducaaaes enk. guineensisOs autores
relatam aumento de AST durante o processo, comegamu + 100ng/mg MS no
estadio anterior a inoculacéo e chegando a ingahg MS apds inducdo de calos. No
entanto, verificou-se que as menores concentragéeamido foram detectadas nos
explantes iniciais (x6g/mg MS) e, ao decorrer do processo de induca@lds,ocorre
um aumento dessas concentracdes (#jyfng MS), diferentemente daqueles que nao
induziram calos (z%9/mg MS). Sugerindo dessa forma a importancia destgosto
para formacao de calos.

Gomes et al(2014) também relatam uma queda nos niveis de #STtecidos
dos cultivos em desenvolvimento (de +180 para +i@0®ng MS) nos estadios de
aquisicdo e desenvolvimento da embriogénese sandéicembrides zigoéticos de
guineensisAlém disso, o autor relata um aumento nas coragiegs de amido durante
a inducao de calos.

Diversos outros trabalhos relatam a importancia amwido durante a
embriogénese somatica (Sharma et al. 2004; Wasthal. 2015; Bartos et al. 2018).
Strickland et al. (1987) ao avaliarem o efeito daté de carbono no meio de cultura,
demonstraram que fontes como maltose contribuemgrabriogénese. Como o amido
€ quebrado em moléculas de maltose, novos estudiespser realizados para avaliar a
relacdo desse composto na embriogénese somatirgh €iral. (2018) também relata
que os teores de agucares estdo relacionados cesp@sta embriogénica, sendo que
estes sdo afetados pelos niveis de fito-hormémsxrplantes.

85



Magnani et al. (2017) ao comparar o transcriptoraa délulas de calos
primarios e das células embriogénicas, mostrargnessdo de vias bioquimicas ligadas
ao metabolismo de carboidratos e lipidios, sugerioue este fator € importante para a
formacdao de calos e posterior formacéo de embsid@sticos.

Quanto a analise de proteinas totais, assim comorm&rado por outros autores
(Cangahuala-Inocente et al. 2009; Bartos 2016yrha reducédo durante o processo de
desenvolvimenton vitro. No presente trabalho, todos os acessos apreaant@ores
maiores de proteinas antes da inducéo de calo@0frgffmg MS), reduzindo apos 120
dias da inducéo (+1®gy/mg MS).

4.4.2 Analise bioquimica dos calos

Quanto ao perfil bioquimico dos calos, foi possivatervar que o calo do tipo
nodular apresentou maior teor de AST que o calagaldo, ndo diferenciando nos
teores de amido. Além disso, foi possivel obsetaarbém que o calo do tipo nodular
também apresenta maior teor de proteina que at@igado. Dessa forma, estes dados
sugerem uma mobilizagdo maior do calo alongado @&&T, uma vez que estes calos
estdo em alta divisdo celular. Por outro lado, iniugaiores de proteinas totais no calo
nodular podem estar relacionados ao processo eeuliiacéo celular.

Assim como relatado por Pescador et al. (2008)natisar bioquimicamente o
teor de AST durante a embriogénese somaticAata sellowianaO autor observou
altas e praticamente constantes quantidades dest@sostos em todas as fases da
embriogénese. Sugerindo dessa forma a importaesie dcucar para a diferenciacao e
desenvolvimento embrionario. Dessa forma, os teolsgrvados no aqui para este
composto possivelmente estdo relacionados com asigiu da competéncia
embriogénica nesta fase.

Diferentemente do observado no presente traballaoto® (2016) observou
teores maiores de acgulcares solluveis (aproximadaer2@0ing/mg MS) para calos nao
embriogénicos, enquanto que nos calos embriogérososiveis destes compostos
atingiram 40ng/mg MS. Segundo Baud et al. (2002), a mobilizag@oacucares
solliveis nos estagios iniciais do desenvolvimentobregénico € de grande
importancia, pois atuam principalmente como fonte ehergia metabdlica, de
esqueletos de carbono e/ou sinalizacéo.
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Quanto a teores de proteina, outros autores deraonsiumento durante a
diferenciacdo de embrides somaticos. Isso possargbnse deve ao armazenamento
deste composto, assim como ocorre no desenvolvintenembrides zigoticos (Sghaier
et al. 2009), ou ainda, que a desdiferenciacaopmgeamacao para a aquisicao da
competéncia embriogénica pelas células somaticasvena expressdo de uma grande

guantidade de proteinas (Fehér et al. 2003).

5 Conclusdes

A regido Mediana, de modo geral, proporciona radok satisfatorios
quanto a formacédo de calos a partir de explantbarde de macaubaA(
aculeatg

Manter explantes foliares de macauBadculeata na posicao horizontal
favorece a formacéao de calos;

O seccionamento dos explantes foliares de macafibaculeata de
forma semelhante a uma “cortina” proporciona meaonacéo de calos; embora
resulte em maior oxidacéo dos calos;

Nas condi¢cdes estudadas, o0 acesso Adeocomia aculetaBuriti
Vermelho é mais responsivo em termos de calogéeeseelacdo aos outros
acessos avaliados aqui;

A concentracao inicial de amido em explantes feade macaubaA(
aculeatg parece ser um importante fator para a inducdcales visando a

embriogénese somética;
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Capitulo 2
EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES POTENCIALMENTE
RELACIONADOS COM A CALOGENESE E HIBRIDIZACAO IN
SITU DO GENE SERKEM MACAUBA ( Acrocomia aculeath

Resumo

Visando compreender melhor os processos molecudasssncadeados durante a
formacdo de calos em macauba, a expressdo deeswie gotencialmente envolvidos
nesse processo identificados em estudos préviogagtia da literatura foi investigada
por RT-gPCR. Além disso, foi realizada a hibrid&ain situ do geneSERK Tecidos
foliares de plantas adultas de dois acessos deuUtladaram inoculados em meio
combinado com Picloram na concentracdo de d0para a indugdo de calos. A
analise da expressao foi realizada a partir de @masosle folnas de dois acessos de
diferentes procedéncias (Tiros, MG e Buriti VernoelBF), sendo estes caracterizados
como nao responsivo (NR) e responsivo (R), respmoente. O material foi coletado
no momento do estabelecimento do experimento (0, Bial inicial) e 120 dias ap06s
inducdo de calos (120 DAI). Foram avaliados genefacionados com o
desenvolvimentoSERK OASA EF1, ANNJ] e estresseLEA, CAT2 e MDARS. Os
resultados obtidos mostraram que todos os genedvedos com o desenvolvimento da
planta analisada tiveram suas expressfes negatit@amegulados em 0 DAI quando o
acessos R foi comparado com o acesso NR. Por lagtoo foi possivel observar que
esses genes foram positivamente regulados aos A20@ gene de estresdeEA
apresentou uma tendéncia a expressdo aumentadzssn &NR, enquanto o acesso R
apresentou expressado diminuida e os g€%BE2 e MDARS apresentaram expressao
aumentada significativamente nos dois acessos.bAdlEiacdoin situ demonstrou
expressao nos feixes vasculares, indicando a egweteSERKnesta regido, além da
sua expressao em calos. Os resultados obtidos estst#o corroboram nossa hipotese
de que a regulacdo de genes envolvidos no contloleestresse oxidativo e
desenvolvimento sdo cruciais para a formacéao ae esth macauba.

Palavras-chaves: Arecaceae, Embriogénese som&icagPCR, desenvolvimento e
estresse oxidativéAacSERK.
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1 Introducéo
A macauba Acrocomia aculeata(Jacq) Lodd. ex. Martius] € uma espécie

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

A macauba possui grande valor econémico, sendo dogkanta aproveitada,
tanto para culinaria ou fins madeireiros (Carddsal.e2017). No entanto, sédo os frutos
gue apresentam maior interesse econdmico. Eleseateen altos teores de 6leo
(19,62% de oleo de polpa e 3,43% de 6leo de seinendevido a isso, a macauba tem
alto potencial para a producéo de biodiesel (Del &ial. 2016). Mesmo assim, seus
produtos ainda sao obtidos de forma extrativistajue tem mobilizado diferentes
grupos de pesquisa na busca do melhor aproveitantentespécie. Além disso, a
reproducdo exclusivamente de forma sexuada, presiaglorméncia das sementes e
lento crescimento das plantas, também sdo empscphca que a macauba tenha
importancia mais destacada na producdo de Oleaale@ekcoll 1990; César et al.
2015). Dessa forma, € importante para a exploregéercial da macauba, a utilizacéo
de tecnologias que possam acelerar a obtencagagagio de genotipos superiores a
partir de populacdes naturais.

A embriogénese somatica é uma técnica da cultutaalgos vegetais que se
apresenta como uma ferramenta de grande poteraial @ propagacdo clonal de
espécies como a macauba. Ela pode permitir, dentras aplicacdes, a clonagem de
genotipos selecionados em curto tempo e espaco figiitado (Fehér 2015; Guan et
al. 2016).

Embora a técnica da embriogénese somatica sej&cidahha mais de 60 anos
(Steward et al. 1958), os mecanismos moleculareggquernam as diferentes etapas do
processo nao sao bem compreendidos (Vogel 2005e&@mal. 2014; Santos et al.
2018). Dessa forma, trabalhos vém sendo desenwslvidssa area a fim de entender os
mecanismos envolvidos durante o processo (Loyolgd&gand Ochoa-Alejo 2016;
Magnani et al. 2017; Karim et al. 2018; Ikeuchiakt2019). Para isso, diversos genes
expressos diferencialmente durante a embriogémasatiea vem sendo estudados (Xia
et al. 2014; Santos et al. 2018)

Durante a fase inicial do cultivia vitro e indu¢do da embriogénese somética os

explantes sdo expostos a um estimulo fisico, qoinda biolégico onde s&o
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desencadeados processos morfogénicos que permfamagdo de calos. Esta etapa €
uma das mais criticas para o estabelecimento dasrasu embriogénicagn vitro
(Guerra e Nodari 2006). Diversos fatores influemcina inducdo da embriogénese
somatica, como por exemplo, a fonte de explantésaatos (tecidos embrionarios ou
juvenis) e, geralmente, as altas concentracdealdasas a que sao submetidos (Guerra
et al. 1999; Vifas e Jiménez 2011).

A técnica de RT-gPCR é o método comumente utilizpdoa analises de
expressdo génica. Esta técnica se destaca pornfegmativa e precisa para a
quantificacao de diferencas nos niveis de expregdadica entre amostras, alpem de ser
uma técnica sensivel e que ndo requer manipulapas amplificacdo (Wong e
Medrano 2005; Taylor et al. 2010). Dessa formagspe| avaliar a expressao de genes
relacionados a formacao dos calos e sua relacd@@mbriogénese somatica.

As plantas possuem um grande numero de recepterggaals em sua superficie
celular (receptor-like kinases, RLKs), os quaisiesmplicados na detecgcédo de sinais
extrinsecos e intrinsecos, e governam diversasostsp celulares (Santiago et al.
2013a). Dentre essas vias de sinalizacéo, existpagueno grupo de RLKs conhecido
como Somatic Embryogenesis Receptor Kinag8&RKs) envolvido em diversos
processos celulares dentre os quais a embriog&oesatica (Kumar e Van Staden
2019). Dentre estes genes envolvidos na embriogésamatica, destaca-se o0 gene
SERK, que foi originalmente identificado como um roa@or da competéncia
embrionaria na cultura de células de cenoura (Sithehial. 1997). Desde entdo ele tem
sido considerado um marcador potencialmente caelfda competéncia embriogénica,
uma vez que varios homadlogos sdo encontrados edoseembriogénicos de diversas
espécies vegetais (Thomas et al. 2004; Toorn 80ab; Song et al. 2017). Dentre estas
espécies vegetais, o0 gene SERK ja foi descrito plgamas palmeiras confoocos
nucifera (Pérez-Nufiez et al. 2009phoenix dactilifera(Rekik et al. 2013) dlaeis
guineensigLee et al. 2018).

A hibridizac&oin situ € uma técnica citoquimica utilizada para locabmade
acidos nucléicos, DNA ou RNA, em um organismo ouepdele (Wilkinson 1992;
McFadden 1995; Mukai 2017). A técnica baseia-setiiaacdo de uma sonda que pode
ser de DNA ou RNA que, em condi¢des especificdsidiza com uma sequéncia alvo
complementar em um tecido ou organismo previanfedo, tornando-se visivel com
alguma forma de marcador, sendo assim possivetniasr sua localizacdo (Tsai e
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Harding 2013). Na cultura de tecidos, a técnica wando relatada para avaliar a
expressao de genes durante o processo de desemsatioin vitro, sobretudo, o gene
SERK, por ser este relacionado com aquisicdo dget@mcia embriogénica. Dentre os
trabalhos com palmeiras, a hibridizacéo ja foi desemCocos nucifergPérez-Nufez

et al. 2009) élaeis guineensifl_ee et al. 2018). Nesse contexto, o objetivordbalho

foi avaliar a expressdo diferencial de genes pabnente relacionados com a
calogénese em acessos contrastantes de macaulelacéo a resposta da formacéo de
calos, além de analisar a localizagd®itu do geneSERKdurante as diferentes etapas
do processo visando corelacionar sua expressdo coaroador da embriogEnese

somatica em macauba.

2 Material e métodos

2.1 Expresséao de genes e Hibridizacéo situ

Os experimentos de expressdo de genes envolvidesnhaogénese somatica
de macauba foram realizados no Laboratério de @ulte Tecidos Il (LCT-1l) e no
Laboratério de Genémica e Prote6bmica (LGP). Patapa de hibridizagéio situ, os
experimentos foram conduzidos no Laboratorio detuCallde Tecidos Il (LCT-II),
juntamente com os laboratérios de Regulacdo GanicRG-1), Reproducéo Vegetal
(LRV) e Microscopia (LBim), localizados na Embraggecursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia, DF.

2.2 Material vegetal

Tecidos foliares de plantas adultas de macaubanfdesinfestados e inoculados
em meio para inducéo de calos. O meio de cultivisistiu de sais do meio de cultura
Y3 (Eeuwens 1976) e vitaminas do meio de MS (Mugaeshe Skoog 1962),
suplementado com 30 g'Lde sacarose, 500 mg.Lde glutamina, 500 mgl de
caseina hidrolisada, 500 mdg.lde cisteina, 100 mgide mio-inositol e 2,5 gt de
carvdo ativado. O meio foi solidificado com 2,2 §.tle Phytagel (Sigma, St. Louis,
MO). Foi utilizada a auxina Acido 4-amino-3, 5, ri&bro- picolinico (Picloram) na
concentracdo de 45fM para a inducéo de calos. O pH foi ajustado pa@8a®{01 antes
da esterilizacdo realizada por autoclavagem a 2@ °1,3 atm de presséo por 20

minutos.
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A andlise da expresséo de genes foi realizadata garamostras de folhas de
dois acessos (Tiros — MG e Buriti Vermelho — DIEndo estes caracterizados segunda
sua formacéo de calos como nao responsivo (NRypmsivo (R), respectivamente. O
material foi coletado no momento do estabelecimaitoexperimento (0 DAI, dia
inicial) e 120 dias apos cultivo em meio de indudaéocalos (120 DAI). Além disso,
amostras de calos com caracteristicas embriogémérabém foram retiradas para
extragdo de RNA para preparo da sonda para hibgd@ Todo o material foi

congelado em nitrogénio liquido e armazenado eazérea -80°C.

2.3 Selecao de genes envolvidos na aquisicao da peténcia embriogénica e genes

de referéncia

Estudos protedmicos prévios foram conduzidos raotaério de Gendmica e
Protebmica (LGP) e no Laboratério de Cultura deida Il (LCTII) da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia (Silva et dl42@antos et al. 2018; Almeida et al.
2019). A partir destes resultados, foram seleciomadenes envolvidos com a
embriogénese somatica. Destes resultados, foiieetetd um total de 29 genes para
analise da expressao, sendo que destes, 16 dests fgram expressos em macauba.
Nesse sentido, foram selecionados sete genes a&glidenvolvidos com
desenvolvimento e estresse da planta. Além dissemf testados quatro genes de
referéncia ELF2, PD0038Q PD00569e ACT]) para analise da expressao de genes
envolvidos na embriogénese somatica (Tabela 1).

2.4 Extracao de RNA e sintese de cDNA para andiisexpressao

A extracdo de RNA total para a expressao de gesiesedlizada a partir de
folhas. Para isso, foi realizada uma pré-extragdo método CTAB utilizando 300 mg
de material previamente macerado em nitrogéniadaje em triplicada para maior
rendimento ao final. Foi adicionado as amostrasL1de tampéo de extracdo (CTAB
0,8%, NaCl 800 mM, EDTA 22 mM, Tris HCI 220mM pH $rcosil 8%, Sorbitol 140
mM, b-mercaptoetanol 0,2%) e 0,4 mL de solucéo Cloroi@dictool isoamilico (24:1,
v/v) e os tubos mantidos sob agitagdo a 55°C ponit0O material foi centrifugado e a
fase aquosa recuperada e entdo adicionado isoptopara precipitagdo. Depois de
centrifugado, opellet obtido ao final foi ressuspendido em agua tratadan
Dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma—Aldrich)
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ApoOs essa etapa, o RNA total foi re-extraido w#ilido-se o método Trizol
(Sigma—Aldrich). A extracdo foi realizada utilizand0 ni. da pré-extracédo, onde foi
adicionado 1 mL de Trizol le-mercaptoetanol a 1%. Apos agitacao e centrifugdo@o
coletada a parte aquosa e adicionado isopropamal gacipitacdo do RNA. Apos
centrifugacdo, @ellet obtido ao final foi suspendido em b de agua tratada com
Dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma—Aldrich).

Apés a extracdo, o RNA foi analisado por eletraserem gel de agarose 1,2% e
quantificado em espectrofotdmetro (Thermo ScientifanoDrop 2000c). As amostras
foram tratadas com DNase |, RNase Free (Applied\giems/Ambion) para remocao
de DNA gendmico e entdo sintetizado o cDNA utildarNext Generation M-MLV
RNAse Minus First Strand cDNA Synthesis (DNA exglesegundo as especificagcoes

do fabricante.
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Tabela 5 Genes e iniciadores desenhados paraeadalRT-qPCR

Gene name

ANN1
CAT2
OASA

MDARS
EF1
LEA
SERK
CPN1

ACT1
ENO1
HSP81-1

PFP-BETA

RUBA
FAH
PRB1

GBSS1

™

Acesso Nome do gene Foward primer (5' to 3") ©C) Reverse primer (5'to 3')
XM_010941329.2 annexin D1 (LOC105058405) GTCATAGCCACTCGTGCTGA0.0 CTCCAGAAGTGTCGCCCTTA
NM_001319913.1 catalase isozyme 2 (LOC105054906) ATTGGGATCTCCTGGGAAAC 60.1 ACTCCTGGATGTGGGACTTG
XM_010919421.2 cysteine synthase (LOC105042287) AATATCATCTGGGGCTGC 60.1 GCTCACCAAAGCTAGGGAAA
) Oy RIECENENOEEEOISs (EAEED 1, AGCCAAGAAGGTTGCCATTA 59.7 GTGCTCCTCGGGAAATATGA

mitochondrial (LOC105059480)
JN003517.1 elongation factor 1 (EF1) AGGCTGACTGT@&ILCCTT 60.1 TCTGCTTCACACCAAGGGTA

Putative late embryogenesis abundant (LE/
protein

XP_010916943.1 Somatic Embryogenesis Receptor Kinas GCATCACCTTCCGAGTTAGC 55.8 TCGTATGGATCTGGGGAGAC

6-phosphogluconate dehydrogenase,
decarboxylating 1-like (LOC105053810)

XP_010927880.1 TGGGGTTTGTAATCAGCACA 54.5 TGAAGAAAAGGGAGGCTTCA

XM_010935102.1 TGAAAGATGGCTCTCACACG 60.0 TTTGAAGTGGTGCGGTTGTA

NM_001319906.1 actin-3-like (LOC105038005) CACTTCCTCATGCCATCCTT .60 CTAACAATTTCCCGCTCTGC

XM_010909626.Z enolase-like (LOC105034448) GTCAGCGAGTACCCCATTGT 60.0 TCGTCTCCAACAATCTGCAC

XM_010914921.2 heat shock protein 81-1 (LOC105038974) TTCGGTGTGGEGTACTC 60.0 ATCCCTAGTCACGGTGAACG
pyrophosphate--fructose 6-phosphate 1-

XM_010915114.Z phosphotransferase subunit beta TGTGCTCCTGTTGAGGAATG 59.8 CCTTCTTTATCACGGGCTTG
(LOC105039111)

ruBisCO large subunit-binding protein subunj
XM—010920378'1alpha (LOC105042992), transcript variant >(ZE;CGTGGCAGTTATCAAGGTT 60.1 TCCTCTATGGCTGCGAAAGT

XM_010915669.z fumarylacetoacetase (LOC105039501) GCATGGGAATATGTGCCTCT 59.9 GAGCATCGCAAACAAAAGGT

pathogenesis-related protein 1-like
(LOC105057431)

XP_010940833.1 Granule-bound starch Synthase AGCCTTGATGCTGCTTTTGT 55.6 GCATCGCACTTCATCTCAAA

XM_010940037.2 CCTCGACCCAGTTCAAGTTC 59.7 TTTGCCTTGGCTACCTCATC

T™ (°C)

60.4
60.0
59.5

60.0
59.3
53.9
55.6
60.1

59.8
59.8
60.0

59.9

60.0
60.3
60.2

53.5
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Tabela 1 Continuagao.).

Gene name

Acesso Nome do gene Foward primer (5' to 3")

AP2-like ethylene-responsive transcription

LOC105050379XP_010928670.1 factor AIL5 isoform X2 ACAAGAGGAAGCTGCAGAGG

GSTU17 XP_010919191.1 Glutathione S-transferase U17-like ACTCCACACTCCGGTTCATC

BGLUC XP_010938396.1 Beta-glucosidase 22-like TCAGTTTGTTCCAACCCACA
2,3-bisphosphoglycerate-independent

PGM XM_010924524.2 phosphoglycerate mutase (LOC105046041 TGGACGCAATAGAGCAAGTG

GERS5 XM_010934113.2 9ermin-like protein 8-14 (LOC105053091)  AcCTTAATCCAGGGGGTGTC

LOC106346350XM_013785648.1 (LOC106346350)

PDIL1-4
MYRS

PRB1-3
WuUS1
F-Box
FIE2
PD00569
PD00380
ACT?2

granule-bound starch synthase 2,
chloroplastic/amyloplastic-like

XM_010919558.1 (LOC105042381) TCTGTTGGCATGTTCCATGT
protein SUPPRESSOR OF K(+)
TRANSPORT GROWTH DEFECT 1-like
CCCAAGATGCCATGTTCTTT

XM_010932368.2 protein disulfide-isomerase (LOC10505177( A pcAAGCACCCCTTGTCATC

XM_010111256.1 Myrcene synthase partial AAGTGAATCAACGGCGATCT
pathogenesis-related protein PRB1-3-like

XM_010943665.2 (LOC105060073) ACTACGCCAACCAGCGAAT

XP_008776170.1 WUSCHEL-related homeobox 3B-like  tGcCcCTCAATCTTCCCATAG

XP_010935552.1 F-Pox family protein TGATGGCAGTGCTTTCAGAG

XP_010906361.1 Polycomb group protein FIE2 isoform X2 tAGCCGCACCATAACATTGA

EL682210 Manganese superoxide dismutase

EY397675 Predict 40s ribosomal protein S27-2

GAJH01031170.1 Actin/mreB/sugarkinase/HSP70 superfamily ~tcAACCCCAAGGCGAAC

CACCACCAGACGTACATCACAAA
GATGGTTCTTCCGAACGATATTGA

™ :
o Reverse primer (5'to 3'
°C) p ( )
57.1GCATTGGAGTTGGAGGATGT
GGTAGAGTTCGCCAAGTTGC

54.6 AGTGTGCTTCCCATGAAACC

60.0 GTCCCCCTTTTTATCGAGGA
60.1GTTATTGGCGGTGGAGATGA

60.0 TCAGTCCGTGGTCACGATAA

59.€GAGCCCTTTTTCTGCTAAA
60.0 CAAGCTGCCATCCAGGTAAT
59.7 AGTCGGTCGGCATGTAACTC

60.7 TCACTCACCCACGAGTTCAC

54.2 AAAGATGCCCCAGACTCCTT

55.3 TGGTAGCAGCGTCACAAAAG

54.3 TTGATGGTCGCTTGTTGGTA

60.0 GATATGACCTCCGCCATTGAACT
63.0 TCACATCCATGAAGAATGAGTTCG
80.9 GTAACACCATCTCCCGAGTCAA

™
C

55.1

55.6

60.3
60.9

60.1

59.6
60.1
60.1

59.7
56.2
55.6
54.4
60.0
63.0
80,9

104



2.5 Validacao de cDNAs por RT-PCR convencional
O RT-PCR foi utilizado para a avaliacdo dos cDNAsetizados e para a

validacdo dos primers selecionados para a anaésexgressao génica. As reacdes
foram conduzidas com cDNA diluido 10x, 20x e 50x &gua ultrapura, 2,5L de
tampéo de reacdo 5x (GE Healthcare Life Sciences)) tle cada primer a 10M
(foward e reverse), 0,9. de dNTPs, 0,75L de MgCI2 50 mM e 0,25L de Taq DNA
Polimerase (GE Healthcare Life Sciences) em ummeldinal de 25 L. A reacéo
ocorreu em termociclador (Veriti 96 Well Thermala®y - Applied Biosystems) sob as
seguintes condi¢des: 95°C por 3 min; 35 ciclosSf&CPor 30 s, 60°C por 30s e 72°C
por 1 min; finalizando com um passo de 72°C porii. @s produtos de amplificacdo

foram visualizados em gel de agarose 1% coradobtometo de etidio.

2.6 Andlise de expressédo génica por RT-qPCR

A andlise da expressao relativa por RT-gPCR baseaddeteccdo de SYBR
Green foi projetada para as analises da expregsad denes candidatos com possivel
envolvimento na calogénese em um conjunto de @ompads distintos (0 DAI e 120
DAI) e dois acessos (Tiros — MG e Buriti Vermelhd¥F). Os experimentos de RT-
gPCR foram realizados no termociclador 7300 96-wdal-Time PCR Systems
(Applied Biosystems). Todas as reacdes foram cotapg®or 5 L de Fast SYBR®
Green Master Mix (Applied Biosystems), O,R de cada primer em uma concentracao
inicial de 10 mM (forward e reverse) e 2 de cDNA fita simples referente a cada
amostra a ser analisada (diluido 50x). O program&@dR utilizado foi um passo a
95°C por 10 min para ativacao da enzima Tag DNAnperiase (hot start), 95°C por 15
s, 60°C por 60 s repetidos por 40 ciclos. Parardficazdo da presenca de dimeros de
primers e produtos inespecificos, a curva de desagto (elting curvé foi analisada
apos o término da amplificacdo. Todos os experiosefdram feitos utilizando duas
réplicas bioldgicas e para cada réplica biolodi@s réplicas técnicas foram utilizadas.
Todas as reacbes de RT-qPCR foram feitas em p8&g®cos e em cada placa foi
colocado um controle negativo sem a presenca deAgid¥a confirmar a auséncia de
contaminagcdo. Reacdes com RNA tratado com DNaséémmforam feitas para

confirmar a auséncia de contamina¢cées com DNA geamdm
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2.7 Andlise de dados

Os dados brutos da fluorescéncia de todas as asritdlam importados para o
software Real-time PCR Miner, para a determinacdceficiéncia da PCR (Zhao e
Fernald 2005). Os valores de Cq da triplicata Igjiakd e o valor da eficiéncia de cada
gene foram gerados pelo software Real Time PCR Maea determinar a expressao
relativa dos genes alvos.O software geNorm foizaiilo para a selecdo dos genes de
reférencia. Apos a determinacdo dos genes norrdaliga mais estaveis (ACT2 e
PD00569) pelo software geNorm, foi feita a anatlaeexpresséo relativa de cada gene
candidato pelo software REST (Pfaffl 2001). As emedl foram realizadas comparando
as amostras de R e NR em cada tempo de coleta (@ D20 DAI). Foi feito também
um time courseda expressao relativa dos genes ao longo doscessi{@ya as amostras
de R e NR, utilizando o tempo O (antes da indug@mpo controle. Na andlise da
expressao relativa de cada gene, o controle wdidai o acesso NR sob as mesmas
condicOes do acesso R em cada tempo separadarRardedeterminar as expressoes
relativas foi realizada analise estatistica (,05). A expresséo relativa dos genes foi
considerada diminuida, aumentada ou ndo estatistite valida, sendo considerado
um Fold Change 0,5e 1,5.

2.8 Extracao de RNA e sintese de cDNA para hilagdia in situ

O RNA total foi extraido a partir dos calos embépigos utilizando-se o
método Trizol (Sigma—Aldrich). A extracdo foi remlda utilizando 10 mg de calo
fresco pulverizado com nitrogénio liquido. Posteriente, foram adicionados 1 mL de
Trizol e b-mercaptoetanol 1% ao material pulverizado. Apésitrifugado e coletada a
parte aquosa, foi adicionado isopropanol para pitacéo do RNA. Em seguida, o
pellet obtido ao final foi ressuspendido em agua tratadm Dietilpirocarbonato
(DEPC, Sigma—Aldrich).

ApoOs a extracdo, o RNA foi analisado por eletraderem gel de agarose 1,2% e
quantificado em espectrofotdmetro (Thermo ScientifanoDrop 2000c). As amostras
foram tratadas com DNase |, RNase Free (Fermehi@msanha) para remocao de DNA
gendmico e entdo sintetizado o cDNA (Superscript segundo as especificacdes do

fabricante.
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2.9 Isolamento do SERK e sequienciamento

ApoOs o preparo do cDNA, o isolamento do gene SERI dmostras foi
realizado utilizandgrimers degenerados desenhados segundo seqiiéncias cdaserva
de outras espécies ja descritas. Além disso, farsadogprimersutilizados emCocos
nuciferg segundo descrito por Pérez-Nufiez et(2009). As seqliéncias dpsimers

degenerados utilizados estéo descritas na Tabela 2.

Tabela 6 Sequéncias de primers utilizados paragkem do genAacSERK

Descricao Foward (5’ — 3) Reverse (5" - 3"
BCNACTCTKGTTAATCCATG YGCCATRCTAATCAKYTCRACY
Degenerados
STTGAYCTTGGRAATGCAM KGCYTCRAASTCYTCRTCC
CnSERK TATCTGGTACATTGGTCCCTC TGATGTGCCTGCTGAAGA

Além dosprimerse o cDNA, na etapa de amplificacdo, foi utilizaterg DNA
polimerase, MgGI50mM e dNTP 2,5mM (Kit Ludwig). O programa de aifighcao
seguido foi: desnaturacdo a 94°C por um minutoC946r 40 segundos, seguido de 30
ciclos de 50°C por 40 segundos e 72°C por 40 segrapos um ciclo de 72°C por 30
minutos. As reacOes foram realizadas em termoacld¥eriti™ thermal cycler,
Applied Biosystems) e, apds o processo de ampjéicaos produtos da PCR obtidos
foram analisados por eletroforese em gel de agdr@8é. O padrédo de bandas do DNA
foi visualizado sob luz ultravioleta e fotodocunaatd (BioCell).

Foi realizado o sequenciamento das amostras noratdioio de Genética
Vegetal (LGV). As amostras foram sequenciadaszatiilo Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems), de acordo @recomendacdes do fabricante,
e em sequenciador automatico ABI 3700. A sequémnairida foi analisada no Centro
Nacional de Informacdes sobre Biotecnologia (NGBips://www.ncbi.nlm.nih.gov/),
utilizando o servico BLAST. Além disso, o alinharteerda seqiiéncia foi realizado
utilizando o programa Clustal Omega (http:// wwwahuk/clustalw). A predicdo dos
dominios da proteina obtida foi realizada utilizardferramenté&earch Sequenaia

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

Os fragmentos purificados obtidos da amplificacacarh ligados ao vetor
pGEM®-T Easy (Promega ®, Madison, WI), na propordad3:1 de inserto:vetor, por
meio da reacdo utilizando a enzima T4 DNA ligaseitiega®), de acordo com as
recomendacgfes do fabricante. Os plasmideos obfitam introduzidos em células
competentes dé&scherichia colipor eletroporacdo. As células transformadas foram
selecionadas a partir do método de triagem azulebrfplue-white screening Apos a
eletroporagdo, 100L de meio contendo as células foram plagueadas eim seletivo
LB solido (10 g/L de triptona, 5 g/L de extratoldeedura, 10 g/L de cloreto de sédio e
1,6% de agar) contendo 4Q de tetraciclina, 20 L de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-d-
galactopiranosideo (X-Gal) e 8Q de isopropril-beta-D (IPTG) e incubadas a 37°C,
por aproximadamente 15 horas para isolamento dasias transformadas (brancas)
daquelas nao transformadas (azul). ApOs esse pertotbnias transformadas foram
selecionadas e o seu DNA plasmidial foi isoladoopelétodo de purificacdo em
colunas, com o Kit Miniprep (Promega), de acordancas recomendacdes do

fabricante.

2.11 Preparo da sonda

As sondas de RNA foram preparadas usando o DigoxigeNA Labeling Kit
(Roche, Alemanha), de acordo com as recomendagbdabdcante. Nesta etapa, o
vetor obtido na etapa anterior foi utilizado paraparo da sonda para a hibridizacao.
Para tanto, o DNA plasmidial contendo o g&&eRKfoi linearizado pela digestdo com
Ncolou Sall, e foi utilizadoSp6 polymeraspara obtencéo da fita no sentido antisenso
e T7 polymerasepara obtencdo da fita no sentido senso. As soddaRNA foram
tratadas utilizando DNase | livre de RNase por 15 an37°C e EDTA 0,2M (pH 8,0).
Apoés centrifugacdo, qellet formado foi ressuspendido com agua tratada com
Dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma—Aldrich).

2.12 Preparo do tecido e hibridizagao

As etapas de preparo do material vegetal e hilagdiain situ foram feitas de
acordo com Dusi (2015). Folhas com calo e calosrieg@dnicos foram fixados em 4%
paraformaldeido, 0,25% glutaraldeido, e 0,1 M Na@l 0,01 M tampao fosfato de

sodio, pH 7,2 por um periodo de 24h e sob vacuantera primeira hora. Depois de
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fixadas, as amostras foram desidratadas em unmaet@ndlica crescente (30 - 100%)
por 1 hora cada. Logo em seguida, as amostras finemsferidas para etanol:histoclear
nas proporgdes 3:1, 1:1, 1:3 e em histoclear pxneo8 uma hora cada e infiltradas em
parafina (Paraplast, Sigma). Posteriormente, secglge 10 m foram obtidas em
micrétomo rotativo manual (Leica®, RM212RT), dideatas e aderidas as laminas de
vidro para microscopia proprias para imunohistogeanfEasyPath™ ImmunoSlides)
em placa aquecida a 42 °C.

Além disso, foram realizados testes com laranjeact&ina para verificar a
preservacdo do RNA nos tecidos. Para isso, as d@&ngpreviamente preparadas foram
colocadas em tampéao acetato (pH 2,0) durante 1@&pnaEm seguida, acrescentados 100
nmL laranja de acridina por 30 min. Logo apo¢s, f@limda a lavagem das laminas em
tampdao veronal-acetato pH 7,8 por 15 min. Entaagesaltados foram registrados em
microscopio fluorescente (Zeiss Axiophot) utilizarfdtro de luz ultravioleta, acoplado
a um computador com um software de captura de insa@@oftware AxioVision).

As seccOes obtidas foram hibridizadas com 60 ngNMA da sonda preparada
com a Digoxigenina, diluida em 108 tampao de hibridizacdo (50% formamida, 1x
solucéo de Denhardt, 0,6 ng de tRNANaCI 300 mM, sulfato de dextran 10%, Tris-
HCI 10mM - pH 7,5- e 1mM de EDTA - pH 8,0 - em dguahibridizacéo foi realizada
em camara umida por um periodo de 18h, no escard2 °C. Logo em seguida, as
seccoes foram lavadas em uma série decrescent@xdkx e 0,5x) de SSC (sendo a
concentracdo 1x equivalente a 0,15 M de NaCl e 15taMitrato de sédio - pH 7,0) a
42 °C por 30 min. Apds, foi feito o bloqueio coBldcking reagent” Roche a 1% em
tampdo 1 (NaCl 0,15 M, 0.1M Tris-HCI, pH 7,5) po® ®in sendo em seguida
adicionado o anticorpoanti-digoxigenin-AP fragmenkab (Roche), 1uL em 1 mL de
tampéo de hibridizacdo por 1 h. ApOs esse perigdtarminas foram lavadas em
tampéo 1 para remocdo de anticorpos que nao fogadok. Apos, as laminas foram
transferidas para tampéo de deteccéo 3 (Tris-HELLlsl, pH 7,5, 0,1M de NaCl e 0,05
M de MgCh; pH final ajustado para 9,5). Em cada lamina tbcianada de coloracéo
20 pL de solucdo comercial de cloreto de tetrazdiioazul junto com 5-bromo-4-
cloro-3-indolil fosfato (50 mg/ml) em 1 mL de tangp&. Logo apds, a reacdo de
coloracao foi finalizada utilizando solugao tamgé®1M de Tris-HCI, pH 8,0, 1mM
de EDTA) e entdo os resultados foram registradosn@donoscopio de luz (Zeiss
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Axiophot), acoplado a um computador com um softwdee captura de imagens

(Software AxioVision).

3 Resultados

3.1 Andlise da expresséao génica por RT-qPCR

Buscando compreender melhor os processos molesuares padroes de
expressdo de genes envolvidos na inducdo de catoslois acessos de macauba
contrastantes (Tiros, MG e Buriti Vermelho, DF) auaa formacdo de calos foi
realizada uma andlise por RT-gPCR em dois estd@ics 120 DAI). O RNA total
extraido apresentou rendimento meédio degduL e, apds a sintese de cDNA, foi
realizada RT-PCR para uma avaliagdo preliminar d@NAs utilizando um par de
primers para actina (Figura 1). Como nao houverealiga na amplificacdo entre as
diluicdes de cDNA, foi utilizada a diluicdo 1:500/@o esperado, 0os controles negativos
(com agua e sem cDNA) ndo produziram produto deliboagdo, confirmando a

auséncia de contaminantes.

Figura 25 Avaliagcdo dos cDNAs por RT-PCR utilizando par de primers para actina
diluido 1:50. Eletroforese em gel de agarose 1%dmrcom brometo de etidids
replicas do acesso responsivo e tempos de coléda eslicados por R ODAI, R
120DAI, e do acesso nédo responsivo por NR ODAI, I2BDAI. MM: Marcador 1 Kb
Plus, Co-: Controle negativo.

Foi realizado ainda um teste para verificar contagdes com DNA gendmico
por RT-gPCR. Para isso, foi feito ymool com todos os RNAs tratados com DNAse.
Os primers para o gene de referéreia00569foi utilizado para esta avaliagcdo e os
resultados mostraram que ndo houve amplificacaofirotando a auséncia de
contaminagao por DNA gendmico (Figura 2A B).
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Figura 26 Graficos mostrando auséncia de conta@napm DNA gendmico e
amplificacdo dos genes de referéncia ACT2 e PDQOB66 B: Gréfico e curva de
dissociacdo da RT-gPCR feita com paol de todos os RNAs tratados com DNAse
para verificar contaminagdes com DNA gendmico zditido o primer de referéncia
PD00569. Graficos de amplificacdo dos genes deémdex ACT2 (C) e sua curva de
dissociacdo (D), e gréficos de amplificacdo do gdmeeferéncia PD00569 (E) e sua
curva de dissociagéao (F).

Os quatro primers dos genes de referéncia, predd&® ribosomal protei§27-
2 (PD00380, eukaryotic initiation factor 4AEIF2), manganese superoxide dismutase
(PD00569, actin/mreB/sugarKinase/HSP70 superfantdCT2 foram avaliados para
verificar sua viabilidade para uso na expressaicgéro acessos testados. Os primers

paraPD00380produziram amplificacdo de produto inespecificzs @rimers par&lIF2
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nao apresentaram produto de amplificacdo. Assitesgwimers foram excluidos das
andlises e os primers PD00569 e ACT2 foram utibsg@igura 2).

Com a finalidade de avaliar a estabilidade dogg&andidatos e de referéncia,
foi utilizado o software geNorm que calcula o valarestabilidade da expresséao génica
(M), baseado na média geométrica dos genes testag@snedia de variacdo par a par
de um gene contra todos os outros nas diferentestean. O software classifica os
genes de acordo com seu valor de M. Assim, quaetmno valor de M, mais estavel é
a sua expressao. Os resultados mostraram que es gam 0 menor valor de M foram
0s genesPD00569 e ACT2 (Figura 3). Portanto, estes foram utilizados para

normalizagc&o das expressoes relativas.

Figura 27 Média da estabilidade da expressdo doesgele referéncia e genes
candidatos.

Apés a confirmacédo de auséncia de contaminacaoDdeéA gendmico foi feita
a andlise da expressao relativa por RT-gPCR esanddi curva de dissociagdo (Curva
de Melting) dos 29 genes candidatos com possivebldmento na aquisicdo de

competéncia embriogénica. A analise das curvasdléngindicou que dos 29 pares de
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primers utilizados para amplificar os genes caridgjal6é foram especificos na
amplificacdo, gerando um unico produto de PCR. &leentido, foram selecionados
sete genes candidatos envolvidos com desenvolvimenestresse da planta com
tamanho desejado de amplicon, indicando esped@fieiddos primers em todos os

tempos de coleta (Figura 4). Portanto, esses sgtesgseguiram para as analises de
expressao relativa por RT-qPCR.
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Figura 28 Curva de dissociagdo da amplificaddelt curvg dos sete genes candidatos
que apresentaram amplificacdo em todos os aceswsmspes de coleta. ASERK B:
OASA C:EF1, D: ANNJ E:LEA F:CAT2e G:MDARA

114



3.1.1 Comparagao da expressao relativa no acessporesivo (R) e ndo responsivo
(NR)

Visando avaliar a expressao diferencial de gené&npialimente envolvidos na
inducdo de calos em macauba e compreender os gposce®leculares envolvidos,
foram selecionados sete genes para a analise dassdp relativa em dois acessos
contrastantes para a formacdo de calos. Os gerdmdms foram separados em
categorias segundo Santos et al. (2018), em getsmsonados ao desenvolvimento:
SERK OASA EF1eANN1 e genes relacionados a estrek&#®, CAT2e MDARS Para
a andlise da expressao relativa foram utilizadogeogs de referéncrCT2(Xia et al.
2014) ePD00569(Chan et al. 2014) como genes normalizadores.

Os resultados obtidos mostraram que todos os geneslvidos com o
desenvolvimento da planta analisados neste esttideram suas expressoes
negativamente reguladas em 0 DAI e positivamergaladas aos 120 DAI quando o
acessos R foi comparado com o0 acesso NR (FigurgEsSe aumento em expressao
destes genes apos a inducdo possivelmente indioanogymecanismos de resposta a
formacgdao de calos foram ativados no acesso R. @sgelacionados a estresse tiveram
diferentes padrbes de expressao, enquanto o lgeAeapresentou uma tendéncia de
expressao diminuida em 0 DAI e 120 DAI o g&¥%T2 apresentou uma tendéncia de
expressao aumentada no mesmo periodo, e oMeARS5apresentou uma tendéncia de
expressao diminuida aos 0 DAI e aumentada aos 220 D

115



o]

=
w
3

[EEY

A=
w

=)
Ll
1

Fold Change (Log2)
o

[
[REY
1

-1,5 *
-2
0 DAI| 120 |0 DAI| 120 |0 DAI| 120 |0 DAI| 120 |0 DAI| 120 [0 DAI| 120 |0 DAI| 120
DAl DAl DAl DAl DAl DAl DAl
SERK OASA EF1 ANN1 LEA CAT2 MDARS

Tempos de coleta e genes avaliados

Figura 29 Analise da expresséao relativa dos gemedidatos comparando o acesso R x
NR (Responsivo e Nao-responsivo) aos 0 DAI e 120 (Mas apods inducdo) em cada
estadio de coleta. Barras com * indicam expresgguifisativa (p<0,05).

3.1.2Time-coursala expressao relativa dos acessos R e NR

Visando observar a expressdo dos sete genes pdi@sate envolvidos na
inducdo de calos em macauba, uma analise da edipresativa para os dois acessos
foi realizada utilizando o material antes da indu¢é DAI) de cada acesso como
controle para comparar com o material aos 120 ajgs a inducdo (120 DAI). Os
resultados da analise da expresséao relativa doss gesse periodo para cada acesso
revelaram que os genes de desenvolvim&HERK e EF1 apresentaram expressao
significativamente diminuida aos 120 DAI nos daiessos, enquanto 0s gelSAe
ANN1 apresentaram expressao significativamente aungentad acesso R e uma
tendéncia positiva no acesso NR (Figura 6). Fosipes observar ainda que o gene de
estress@ EA apresentou uma tendéncia a expressdo aumentadessp NR, enquanto
0 acesso R apresentou uma tendéncia expressaaittimienquanto os gen€AT2e
MDARbSapresentaram expressao aumentada significativamesteois acessos.
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Figura 30 Andlise da expresséao relativa dos geapdidatos aos 120 DAI (dias de
inducao) dos acessos R e NR (Responsivo e Naorgspd, utilizando o tempo inicial
como controletime-courseBarras com * indicam expressao significativa.

3.2 Hibridizacdoin situ do gene SERK

3.2.1 Clonagem e sequienciamento do gHaRK

Foi obtido o gen&SERKparcialmente a partir da reacdo de RT-PCR utitiean
os primersde Cocos nuciferadescritos por Pérez-Nufez et al. (2009). A quiaatgfio
da amostra com espectrofotbmetro apresentou unwewacdo de aproximadamente

2,5 nghi, assim como a andlise por eletroforese em gabdeose (Figura 7).
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Figura 31. Eletroforese em gel de agarose parafrmacado do gene SERK isolado a
partir de calos embriogénicos derocomia aculeataM: Marcador 100 plus Ladder

ML: Marcador DNA Low Mass (concentracdo enmid); C1 e C2: Controle 1 e 2, A:

Banda da amostra do gene SERK isolado destacaderemelho.

O geneSERK em Acrocomia aculeataobtido com 586 pb ap6s sequenciamento,
apresentou sequéncias de nucleotideos altamergergadas, quando comparadas com
outras espécies, tais como as palmeigaeis guineenseEgSERK], Cocos nucifera
(CnSERK e Phoenix dactyliferaf PASERK2, com identidades de 98% e E-value 0,0.
Foi realizado também, o alinhamento das sequéradasminoacidos (Figura 8),
resultando em 99% de semelhanca délaeis guineensig Cocos nuciferaacessos:
XM_010918641.1, AY791293.2, respectivamente) e 968m Phoenix dactylifera
(acesso: XM_008813000.2).
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Figura 32. Alinhamento de sequéncias de aminoadidogeneSERK das espécies:
Acrocomia aculeataPhoenix dactyliferaCocos nucifera Elaeis guineensis

Além disso, foi realizada a filogenia de 21 seque@nde aminoacidos da familia
do geneSERKque apresentaram semelhancas em relacdo aos aitiosodeduzidos
dos contigs obtidos dacrocomia aculeataFigura 9). E possivel perceber que a
Acrocomia aculeatapresenta maior semelhanca com as espécigsiineensise C.
nucifera A predicdo dos dominios da proteina obtida f@ispeel constatar que a regiédo
parcial do SERK obtida se trata da regido da LRgu¢a 10).
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Figura 33. Filogenia de 21 seqiiéncias de aminoadidofamilia do genS8ERKem
relacdo ao gene da macaubBarpcomia aculeafacom respectivos acessos no NCBI.

Figura 34 Representacdo esquematica dos dominja®tidana de AacSERK de acordo
com o gene parcial obtido e desenhado utilizandmftware Search Domain Pfam
LRR: Leucine Rich Repeat

3.2.2 Teste com laranja de acridina e localizacé® elxpressdo deéSERK por
hibridizacéo in situ

O tecido escolhido para hibridizacdo possuia padatdolha com calo (Figura
11A). O teste com o corante laranja de acridinaseegdes de calos de macauba,
mostrou coloragdo laranja no citoplasma e nuclémlcgloracdo esverdeada no nucleo
das células nos tecidos analisados. A coloracaonjtindica presenca de RNA total e
demonstrou que o tecido, ap0s 0 processamentoa @ossui seu RNA preservado,
sendo a auséncia deste um fator limitante pardradimacdo (Figura 11B). Na folha,
apos hibridizagdo com a sonda senso, ndo foi chdersinal de hibridizagdo (Figura
11C), enquanto apos hibridizacdo com a sonda astiseoloracdo azul arroxeada foi
observada principalmente nos feixes vasculareg;ando ocorrer a expressaoSERK

nesta regido (Figura 11D). Em calos, a hibridizagdm a sonda senso também néo
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resultou em sinal (Figura 11E) enquanto a hibrighpacom a sonda antisenso resultou

em sinal hibridizagéo (Figura 11F).

Figura 35. Folha imatura com calo de macakadcomia aculeafgae localizagcdo da
expressdo do genBERK por hibridizacdoin situ em cortes histologicos. A: Folha
imatura com calo de macauba separados para a ibéméc in situ, B: Cortes
histoldgicos evidenciando a presenca de RNA tat@bfacdo laranja) apds teste com
laranja de acridina; C,D: Cortes histolégicos dgiae da nervura da folha que foram
utilizados em C para controle da hibridizag&ositu utilizando sonda Senso, nao
apresentando hibridizacdo, e em D apresentandohsimalizacédo, apds hibridizacéio
situ utilizando sonda anti-Senso; E, F: Cortes hisioliggde calos que utilizados em E
para controle da hibridizagdo utilizando sonda 8&ersem apresentar sinal de
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hibridizacaoin situ, e F apresentando sinal de hibridizagésitu utilizando sonda anti-
Senso. Escalas: A: 0,5 mm, B, C e D40. E e F: 200m.
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4 Discussao

4.1 Expressao génica de genes candidatos

O presente trabalho indica que as respostas dassdw diferencial de genes
entre 0 acesso responsivo e nao responsivo e syzacacao apos 120 dias de inducéo
podem estar relacionados com inducdo da embriog&useatica em macauba. Assim
como descrito por Santos et al. (2018), os setegyamalisados foram separados
segundo a analise de ontologia génica (GO) panatee sua classificacédo funcional. Os
genes avaliados neste estudo apresentam imporgapés relacionados com respostas
ao desenvolvimento e estresse. Estes genes papacgoipar no controle do estresse e
adaptacdo dos gendétipos a condigéwitro imposta durante a indugcdo da calogénese

visando a embriogénese somatica.

4.1.1 Genes associados com desenvolvimento

Os genes envolvidos com o desenvolvimento segundatassificacdo pela
ontologia génica foram: somatic embryogenesis tecekinase 2-like $ERK, GO:
0007165 e GO: 0006468yysteine synthas€®DASA GO: 0006535)elongation factor
l-alpha-like EF1, GO: 0006414)ANNlannexin D1-like.

Entre os genes envolvidos na inducdo da embriog&umratica descritos aqui,
o0 geneSERKtem um papel que destaca por ser considerado eomanarcador
molecular para embriogénese somatica (Schmidt.el%87; Somleva et al. 2000;
Kumar e Van Staden 2019). Os resultados apresentag@rem que a expressao desse
gene esta relacionada a calogénese em macaubagearmgae 0 acesso mais responsivo
apresentou expressao maior apos 120 dias de indegéalos, embora menor que antes
da inducdo. O mesmo foi observado por Santos €@l8) ao comparar a expressao do
geneSERKem dois gendtipos de palma de 6elo que apresatifarentes respostas a
calogénese.

Pérez-Nufez et al. (2009) relata que a expressggendeCnSERKem tecidos
somaticos, assim como em calos ndo embriogénicosten em niveis inferiores aos
observados em tecidos embriogénicos e que sua ss@oreocorreu em centros
meristematicos, onde as estruturas embriogénicadménadas. Dessa forma, estes

resultados podem explicar o nivel menor de expoeggsando comparadotione-course
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nos tecidos avaliados no presente trabalho, umgwesn gen&SERKapresentou niveis
de expressdo menores apos a indugéo.

Por sua vez, Pérez-Nufiez et al. (2009) descreveogjiecidos embriogénicos
gue mais expressaram o gedteRKformaram os embrides somaticos, sugerindo que a
expressdo d€nSERKpoderia ser usada como marcador de células congietgara
formar embrides somaticos em tecidos de coco adtsin vitro. Isso também foi
verificado por Santos et al. (2005), onde os agteugerem fortemente qud oSERKé
um gene funcional que desempenha um papel impertaat desenvolvimento de
embrides de cacau.

Hecht et al. (2001) sugerem quAtSERKI1poderia ser um componente de uma
via de sinalizacdo da embriogénese, que é recrwdapartir de uma via que opera
normalmente durante o desenvolvimento do évulotalRto, as células competentes
podem conter um receptor inativo, que € ativada petsenca do ligante adequado para
ativar o programa de embriogénese. Assim como whderpor Baudino et al. (2001)
em culturasn vitro de milho, ambos os genEmSERKIe ZmSERKZoram expressos
em tecidos embriogénicos e ndo embriogénicosinJaivo, ZmSERK1apresenta
expressdo em tecidos reprodutivos. Como descrito Samtiago et al. (2013), as
proteinas SERKs abrigam dominios conservados qumitpen estabelecer interacbes
especificas com diferentes receptores quinases.

Outro gene avaliado neste trabalho e que poderettaronado a calogénese em
macauba é o genm@ASA Este gene teve sua expressao regulada negatiteagr@n0
DAI e positivamente em 120 DAI no acesso respon@Rjoquando comparado ao nao
responsivo (NR), além de ser mais expresso ao loemgpo. Este resultado esta em
conformidade com o observado por Santos et al.8)2@m palma de Oleo, que
observou que o gendtipo responsivo apresentou esaitrveis de expressao para esse
gene.O gen®ASAEé relacionado ao processamento de proteinas tfe exsvolvidas
como reguladores da expressao génica, no contagbeatiferacao celular e no contexto
da resisténcia ao estresse oxidativo, como doadoeqdiivalentes redutores para a
eliminacdo de espécies reativas de oxigéRI0$ Reactive oxygen specjgdlay et al.
1998).

As ROSapresentam uma dupla fungdo em muitos processbssgéavolvimento
da planta, que dependem do nivel e da distribudéssas moléculas. As altas
concentracdes d®ROS sdo toxicas, levando a danos oxidativos. No eotaein
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concentracdes apropriadas, podem atuar como mateaihalizadoras que regulam
muitas respostas fisioldégicas e de desenvolviméMtitiler et al. 2011; Kocsy et al.
2013). Assim, estudos tém mostrado que fatores steesse como aRROS
desempenham um papel importante durante a embasgé&omatica (Karami e Saidi
2010; Jin et al. 2014; Zhou et al. 2016)

Dessa forma, a expressdo do gl A além de atuar também na regulacédo do
estresse oxidativo, podendo estimular a diferedoiaglular em presenca de auxina,
promove a formacédo de embrides somaticos (Youssefial. 2002; Pan et al. 2010).
Assim, isto pode explicar o0 aumento da expressdtedgene no acesso responsivo,
sugerindo que este gene € um potencial marcadoddedo de calos.

Durante a sintese se proteinas, a fase de traduchvidida em trés etapas:
iniciacao, alongamento e término. Nestas etapasratis fatores envolvidos regulam a
sintese de proteinas. Dentre estes fatores, odatalongamento eucariotico 1EK1)
catalisa a primeira etapa do ciclo de alongameké&zifo et al. 1991; Lamberti et al.
2004). Dessa forma, a maior expressao do @gfiepode estar relacionada a maior
sintese proteica nos tecidos. Assim como obserpad&antos et al. (2018), este gene
POSSui maior expressao no genotipo responsivo (R).

A ANNL1 é uma proteina multifuncional que interage conta@asmponentes da
membrana, que estdo envolvidos na organizagdotwesiruda célula, atuando na
sinalizacao e no controle do crescimento intraael(NMoss e Morgan 2004). Ha fortes
evidéncias de que eles também estdo diretamentdvelos divisdo celular (Gallardo
et al. 2003).

A proteina Annexin D1 tem sido relacionada a eng@én®se somatica. Esta
proteina foi identificada embrides somaticos dediwra (Baba et al. 2008). Almeida et
al. (2019), ao avaliar o perfil de proteinas emsdgenétipos de palma de dleo,
observaram que o gendtipo mais responsivo apreseniael superior da proteina. Este
resultado pode estar relacionado com o observadip @ide 0 acesso mais responsivo
apresentou maior expressao desse gene apos 12@ediaducdo. Possivelmente, este
resultado esta envolvido com a formacéo de calegloé maior divisdo celular nessa
fase. Esse aumento da expressédo destes genes equdgdo, possivelmente indicam
que 0os mecanismos de resposta a formacdo de aadoforpm ativados no acesso
responsivo apresentam maiores niveis de expressagemtes candidatos avaliados do
que no acesso nao responsivo.
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4.1.2 Genes associados com o0 estresse

Os genes expressos durante a inducédo de calos eatllmaaassociados com o
estresse segundo a classificacao pela ontologieagfmam: catalase isozyme QAT2
G0:0098869, GO:0055114 e GO0:0042542), monodehydooaate reductase
mitochondrial 5 isoform X1 NIDAR5 GO:0055114) e putative late embryogenesis
abundant (LEA) protein LEA, GO:0009269 e GO:0009735). Estes genes apresentaram
diferentes respostas de expressao, sendo queyrda feral, o geneEA apresentou
expressao diminuida no acesso responsivo e auraembaddo responsivo, enquanto 0s
genesCAT2 e MDARS5 apresentaram expressdo aumentada nos dois acepéssa
inducéo de calos.

Os genes CAT2 e MDARS5 apresentaram uma tendénmdasiaos dados
apresentados por Santos et al. (2018) e dadosOprates obtidos por Almeida et al.
(2019). Estes genes apresentaram maior expressageedtipos mais responsivos a
formacdo de calos. De acordo com Araldi et al. Q2@1Zhou et al. (2016), a catalase €
uma proteina antioxidante que age na regulac@®Qi®(Reactie oxygen specjes sua
atividade reduzida resulta no acumulo de peréxieldidrogénio (HO,). A principal
funcdo da catalase no tecido foliar é a quebra® Hos peroxissomos resultando em
agua e oxigénio estavel, removendo dessa form@ Hbrmado sob condi¢cdes de
estresse (Mhamdi et al. 2010).

O geneLEA é comumente associado a respostas ao processobdi@genese
somatica e expresso durante fases mais tardiasoyGetdal. 1994). Aléem disso, as
proteinas LEA sdo acumuladas principalmente n&s fiasdias do desenvolvimento de
sementes e em tecidos vegetativos em respostatragsesexdgeno (Hundertmark e
Hincha 2008, Banerjee e Roychoudhury 2016). No gmtes trabalho, este gene
apresentou niveis menores de expressao no gemésponsivo, sugerindo dessa forma
que, nas condicdes testadas aqui, sua express&oegtat envolvida em diferentes

respostas.
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4.2 Caracterizagado do gen8ERK e Hibridizacdoin situ

Com a obtencdo do geBERKa partir de calos embriogénicos Alerocomia
aculeatae com seu sequenciamento, sugere-se aqui a notueacf@ra o gene na
espécie ddacSERKe assim sera tratada neste trabalho.

A analise da sequéncia parcial obtida mostrou qé@eSERKcodifica parte
uma proteina SERK com os dominios de repeticdo eitoleucinas (LRR). Este
dominio de repeticdo rico em leucina do receptoméenbrana quinase € responsavel
pela ligacdo com diversos sinais extracelularesocbormonios esteroides, peptideos e
proteinas. No entanto, ainda ndo se sabe comagibgde esterdides na superficie da
célula ativa o dominio de quinase citoplasmati@nti@go et al. 2013a).

Assim como descrito por Pérez-Nufez et al. (2009 p gen€CnSERK Shah
et al. (2001) para o gem&SERK1e por Ma et al. (2014) para o geAeSERK3 os
dominios do gene consistem basicamente em um pegidal, um dominio de leucina
Zipper, cinco regides ricas em leucina (LRR), uma regi@a em serina-prolina
(dominio SPP). O dominio SPP é uma regido que staaten por distinguem proteinas
SERK de outras proteinas pertencentes a familia-RRR. Além disso, as proteinas
SERK comumente apresentam um Gnico dominio trandmaera, o dominikinase
com 11 subdominios e, finalmente, a regido do Qitex.

A analise filogenética da similaridade dos aminddsi apresentou que o
AacSERK esta préximo ao CnSERK, sugerindo assinpsméamidade na expressao e
funcdo. No mesmo grupo, é encontrado o SERK1 e SKRK espécid?. dactyliferae
E. guineensisambos os registros sdo derivados de sequéncresngms (acessos:
NW_008247047.1 e NC _025995.1, respectivamente). #diomsimilaridade desta
sequéncia foi observada em espécie da familia Aeeea

Além disso, a alta similaridade da sequéncia AadSIERtre e as proteinas
SERK de outras espécies, sugerem que este genenpgea algum papel na
embriogénese somatica, como foi proposto para esté®gos, tais como AtSERK1
(Hecht et al. 2001), ZmSERK1 (Baudino et al. 2000SERK (Santos et al. 2005) e
OsSERK1 (Hu et al. 2005).

A hibridizacdoin situ € uma técnica utilizada para determinar os padd@es
distribuicdo celular de transcritos de mRNA em 8escdos tecidos. Essa técnica
fornece respostas de alta resolucdo da distribuiigdranscritos alvo e ainda com

capacidade de diferenciar padrdoes de expressaernds ghtimamente relacionados. No
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entanto, devido a vasta gama de aplicacdes, infelire ndo existe um protocolo
universal unico (McFadden 1995; Tsai and Hardint320sendo necessario sempre um
ajuste de protocolo para cada situacao.

O experimento de hibridizac&a situ da folha revelou a expressdo do gene
SERKprincipalmente nos feixes vasculares. Esse rekulp@de estar relacionado ao
principio de formacdo de calos. Em macauba, ossgalonarios sdo formados nos
feixes vasculares de menor calibre, assim comdad®apor Meira et al. (2018) ao
demonstrar anatomicamente a formacao dos calo&. exouleata O mesmo é relatado
por Lee et al. (2018) ao examinar a localizacam&BNA EQSERK lem folhas imaturas
de Elaeis guineensipor hibridizagdoin situ, detectando sinais positivos em feixes
vasculares. Este mesmo padrdo de expressdo € aisemm outras espécies.
Resultados semelhantes foram relatados por Nolaml.e{2009) em Medicago
truncatula(MtSERK ) e por Ge et al. (2010) e@itrus sinensigCitSERK1)onde estes
genes foram expressos em células circundando tecakxulares e nas bordas de corte
do explante foliar.

Assim como descrito por Alves et al. (2007), ap@®slaracdo com o laranja de
acridina, o RNA torna-se laranja sob luz UV, enqaam DNA apresenta coloracéo
verde. Dessa forma, foi possivel observar que o Risfava bem preservado no

citoplasma, assim como no nucléolo das células.

5 Concluséo
Os genesSSERK OASA EF1, ANNJ, LEA e MDARS5 parecem estar envolvidos

na formacgéo de calos em macauba, apresentanderdédemiveis de expressao. Assim,
uma vez que aparecem expressos também em outéasessgomo a palma de 6leo, os
genes testados aqui podem ser explorados futuramento potenciais marcadores da
embriogénese somatica nesta espécie. Assim congeres de referéncia utilizados
aqui (ACT2 e PD00569) sdo normalizadores da ex@oespodem ser utilizados.

Os resultados da expressdo do géaeSERKsugerem que este pode estar
associado a calogénese por meio da reprogramagéasdderenciacdo de ceélulas que
envolvem feixes vasculares em explantes foliares fmemar o calo primario, podendo
ser usado como marcador molecular.

Os resultados descritos aqui séo inéditos e, nsonestendimento, importantes

como indicativos para aplicacdo da técnica de didacaoin situ em macauba no
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sentido de facilitar a localizacdo das regides dgem dos embrides somaticos,
podendo a técnica ser utilizada para a deteccdnido da aquisicdo da competéncia

embriogénica a partir de células soméaticas.
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