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RESUMO

DE MELLO, Tamyris. Desenvolvimento, maturacdo e germinacdao in vitro de
sementes, e embriogénise somatica de Euterpe edulis Martius. 2022. Tese
(Doutorado em Ciéncias Florestais) — Universidade Federal do Espirito Santo,
Jerdonimo  Monteiro, ES. Orientador: Rodrigo Sobreira  Alexandre.

Coorientadores: José Carlos Lopes e Adésio Ferreira.

A espécie Euterpe edulis Martius, € uma palmeira pertencente a familia
Arecaceae, conhecida popularmente como jucara, € amplamente distribuida na
Floresta Atlantica. Nas Ultimas décadas esta palmeira tem sido explorada por
causa de seu palmito, e o fato de perfilhar e sua propagacéao dar-se unicamente
por sementes, a espécie € ameacada de extincdo. Suas sementes sdo
recalcitrantes e sua germinacao € lenta e desuniforme, fazendo-se necessario o
estudo do processo de maturacao e de outra técnica de propagacédo. Portanto,
objetivou-se analisar a maturacado de sementes, sua geminacéo e formacao de
plantulas, alinhado ao desenvolvimento de protocolos de embriogénese
somatica. Para isso, foram coletadas sementes ao longo da maturacdo de
diferentes matrizes, analisando em cada estadio caracteristicas morfologicas,
fisiolégicas, bioquimicas e fisico-quimica. Para a embriogénese somatica, foram
utilizados como explantes embrides zigéticos imaturos e segmentos de
cauliculos de plantulas, em meio de cultura suplementado com diferentes
reguladores de crescimento em cada etapa, como acido diclorofenoxiacético
(2,4-D), acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico (picloram), &cido 3,5,6-tricloro-2-
piridiniloxiacético (triclopyr), acido 3,6-dicloro-piridina-2-carboxilico (clopiralyd),
acido abscisico (ABA), acido 1-naftalenoacético (ANA), 2-isopenteniladenina (2-
iP), em diferentes concentracdes. Ao final de cada etapa da embriogénese
somatica, foram analisadas caracteristicas quantitativas e qualitativas. O tempo
necessario para que ocorra a maturacéo das sementes de E. edulis depende da
regido e das condi¢cbes ambientais de cada ano. As sementes possuem reservas
suficientes e estrutura fisico-quimicas que permitem sua maxima germinagao in
vitro, vigor e formacéo de plantulas normais ainda em estadio imaturo. A indugéo
embriogénica foi eficiente com o uso de picloram (150 puM) ou triclopyr (100 puM)

em embrides zigo6ticos, e o uso de segmentos e cauliculo seccionados
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longitudinalmente, com ferimento posicionados para cima no meio de cultura, de
plantulas de seis meses, e picloram (200 pM). A maturagcdo de embrides
somaticos foi eficaz com o uso de ABA (5 uM), para os dois tipos de explantes.
Portanto, foi possivel concluir com o estudo da maturacédo de sementes o melhor
estadio para o uso na germinacao in vitro e obtencéo de plantulas normais, com
um ganho de até 126 dias em comparacdo com o0 uso do Ultimo estadio de
maturacdo. E a técnica de embriogénese somatica mostra-se promissora e

eficiente na propagacéo de E. edulis.

Palavras-chave: sementes, germinacdo, vigor, cultura de tecidos vegetais,

indutores embriogénicos, embrides somaticos.



ABSTRACT

DE MELLO, Tamyris. Development, maturation and in vitro germination of
seeds, and somatic embryogenesis of Eutepe edulis Martius. 2022. Thesis
(Doctorate in Forest Sciences) — Federal University of Espirito Santo, Jerdbnimo
Monteiro, ES. Advisor: Rodrigo Sobreira Alexandre. Co-advisors: José Carlos

Lopes and Adésio Ferreira.

The species Euterpe edulis Martius, is a palm belonging to the Arecaceae family,
popularly known as jucara, it is widely distributed in the Atlantic Forest. In recent
decades this palm tree has been exploited for its palm heart, and the fact that it
grows and propagates solely by seeds, the species is threatened with extinction.
Its seeds are recalcitrant and its germination is slow and uneven, making it
necessary to study the maturation process and another propagation technique.
Therefore, the objective was to analyze seed maturation, twinning and seedling
formation, in line with the development of somatic embryogenesis protocols. For
this, seeds were collected during the maturation of different matrices, analyzing
morphological, physiological, biochemical and physicochemical characteristics at
each stage. For somatic embryogenesis, immature zygotic embryos and seedling
stem segments were used as explants in a culture medium supplemented with
different growth regulators at each stage, such as dichlorophenoxyacetic acid
(2,4-D), 4-amino-3,5,6-trichloropicolinic acid (picloram), 3,5,6-trichloro-2-
pyridinyloxyacetic acid (triclopyr), 3,6-dichloro-pyridine-2-carboxylic acid
(clopyralyd), abscisic acid (ABA), 1 -naphthaleneacetic acid (ANA), 2-
isopentenyladenine (2-iP), in different concentrations. At the end of each stage
of somatic embryogenesis, quantitative and qualitative characteristics were
analyzed. The time required for the maturation of E. edulis seeds depends on the
region and the environmental conditions of each year. The seeds have sufficient
reserves and physical-chemical structure that allow their maximum in vitro
germination, vigor and formation of normal seedlings still at an immature stage.
Embryogenic induction was efficient with the use of picloram (150 uM) or triclopyr
(100 pM) in zygotic embryos, and the use of longitudinally sectioned segments
and stems, with the wound positioned upwards in the culture medium, of six-

month-old seedlings, and picloram (200 puM). The maturation of somatic embryos



was effective with the use of ABA (5 uM) for both types of explants. Therefore, it
was possible to conclude with the study of seed maturation the best stage for use
in in vitro germination and obtaining normal seedlings, with a gain of up to 126
days compared to the use of the last stage of maturation. And the technique of

somatic embryogenesis is promising and efficient in the propagation of E. edulis.

Keywords: seeds, germination, vigor, plant tissue culture, embryogenic

inducers, somatic embryos.
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1 INTRODUCAO GERAL

A espécie Euterpe edulis Martius (Arecaceae) € uma palmeira conhecida
popularmente como jucara, € amplamente distribuida na Floresta Atlantica
(GUERGOLETTO et al., 2016), principalmente nos estados do Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Parana, S&o Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Bahia
(LORENZI, 2006) e Espirito Santo (GUIMARAES et al., 2017).

Esta palmeira é explorada nas ultimas décadas por causa da presenca de
seu palmito (SILVA et al., 2013) que € considerado nobre e com qualidade e
sabor superior aos demais pertencentes as espécies do género Euterpe
(BORGES et al., 2011). Além do palmito, a jucara produz frutos que sédo
considerados importante fonte de energia e valor nutricional pela presenca de
proteinas, acucares, fibras, acidos graxos poli-insaturados, acido oléico e um
menor teor de lipidios saturados (GUERGOLETTO et al., 2016; SCHULZ et al.,
2016).

Os frutos desta palmeira possuem também niveis elevados de compostos
fendlicos com alta atividade antioxidante, a exemplo de antocianinas
(LICHTENTHALER et al., 2005; ROSSO; MERCADANTE, 2007; RUFINO et al.,
2010), semelhantes aos produzidos pelo acai (Euterpe oleracea Martius e E.
precatoria Martius), principalmente nos aspectos fisicos. No entanto, em relagcéo
a sua composicao bioativa, os frutos da palmeira jucara mostraram-se mais ricos
e com maior potencial antioxidante (RIBEIRO et al., 2018). Rufino et al. (2010)
observaram maior teor total de antocianina nos frutos de jucara quando

comparado aos de acai.

A jucara é uma espécie ameacada de extincdo (SILVA et al., 2013), por
ser uma das mais exploradas da Floresta Atlantica, o que gera preocupacdo com
a sua preservacao, pois ndo tem capacidade de rebrota apds o seu corte para a
retirada do palmito (MORTARA; VALERIANO, 2001), o que pode leva-la a
extin¢gdo (RIBEIRO et al., 2011; SOUZA; PREVEDELLO, 2020).

Destaque-se que sua propagacdo se da unicamente por sementes,
normalmente produzidas anualmente. Todavia, sua coleta € dificultada pela
altura da palmeira (5-12 m) e pela alta dispersao pela fauna (SCHULZ et al.,
2016). Além disso, as sementes sao recalcitrantes e sua germinacéo € lenta e
desuniforme, podendo levar de 60 a 90 dias (CURSI; CICERO, 2014), e a
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mortalidade das mudas é grande durante os primeiros anos (FANTINI; GURIES,
2007).

Durante o processo de maturacgao dos frutos ocorrem diversas alteracfes
bioquimicas e metabdlicas de compostos primarios e secundarios (BATISTA-
SILVA et al., 2018). E muitos desses fatores podem influenciar nos resultados
de germinacdo e no crescimento das plantulas, fazendo-se necessério

pesquisas aprofundadas da formacéo e mobilizacdo desses compostos.

A nao ocorréncia de perfilhamento em E. edulis e a dificuldade da
propagacdo seminal, indicam a necessidade de se buscar alternativas para
contornar tais problemas. Desta forma, a cultura de tecidos, por meio da
embriogénese somatica surge como alternativa a multiplicacéo de genétipos de
interesse, seja para produzir plantas elites ou acelerar programas de
melhoramento (LITZ; GRAY, 1995), e para minimizar os riscos de extin¢cao de
diversas espécies, como a jucara. Essa técnica tem sido aplicada a varias outras
palmeiras, dentre essas: Elaeis guineensis (ALMEIDA et al., 2020), Euterpe
oleracea (FREITAS et al., 2016), Phoenix dactylifera (ALWAEL; NAIK; AL-
KHAYRI, 2017), Cocos nucifera (PERERA et al., 2007; 2009a; 2009b), Euterpe
precatoria (FERREIRA et al., 2022), Syagrus oleracea (SILVA-CARDOSO et al.,
2020), Acrocomia aculeata (MOURA et al., 2009), dentre outras.

Contudo, deve levar em consideracdo alguns fatores que podem
influenciar na formacdo de embrides somaticos, dentre estes: genotipos,
explantes, meios de cultura e reguladores de crescimentos (ASEMOTA et al.,
2007; NAMASIVAYAM, 2007; STEINMACHER et al., 2007; GUEYE et al., 2009;
PERERA et al., 2009b). A embriogénese somatica possibilita a multiplicacdo em
larga escala, em pequeno espaco, de genotipos superiores quanto ao potencial
de propagacédo e teores nutricionais (alimento funcional) e antioxidantes, além
de outras caracteristicas, acelerando programas de melhoramento genético.
Para isso, € necessario determinar o melhor explante, meio de cultura, regulador
de crescimento e sua concentragao para a inducgao, proliferacdo, maturagéo e
germinacao embriogénica.

Assim, aliado a relevancia ecologica da espécie E. edulis, sua situacao de
ameaca de extincdo, e alto poder nutricional, justifica a importancia de testar

diferentes protocolos de embriogénese somatica como forma alternativa de
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propagar a espécie. Além disso, aliado ao valor econémico, o grande interesse

em verificar o potencial de gendtipos selecionados, e propagar clones elite.

2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Analisar e estudar o processo de desenvolvimento, maturacdo e
germinacao in vitro de sementes, e a formacdo de plantulas, aliado ao
desenvolvimento de protocolos de embriogénese somatica com a espécie

Euterpe edulis.

2.2 ESPECIFICOS

e Analisar genoétipos de E. edulis de dois locais em diferentes altitudes, e
selecionar os melhores individuos quanto a qualidade de polpa, e

qualidade fisica e fisiolégica de sementes na formacéo de plantulas.

e Caracterizar a mobilizacdo de reservas durante a maturacdo das

sementes e associa-la a sua qualidade fisiol6gica e qualidade das mudas.

e Averiguar a germinagdo in vitro e o vigor das sementes, niveis de
acucares e, o papel na estrutura e cristalinidade do endosperma das

sementes de E. edulis ao longo da maturacao.

e Analisar o sistema de defesa antioxidativo no desenvolvimento das

sementes associado a germinacgéo e a qualidade de plantulas.

e Estudar o processo de maturacdo de sementes por meio de analises de
imagens e densitometria de raio-X.

e Estudar a responsividade de diferentes indutores embriogénicos do grupo

acido piridinocarboxilicos.

e Analisar a responsividade de explantes de plantulas de E. edulis em
relacdo a sua polaridade e, ao tipo e concentracdo de indutores

embriogénicos.

e Averiguar a indugdo embriogénica em segmentos de plantulas de E.
edulis, mediante lesGes e orientagcdo do explante no meio de cultura,

seguido de culturas de suspensdo de células, e diferentes fontes de
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aminoacidos.

e Examinar a resposta embriogénica de E. edulis em virtude do grau de

maturidade do explante assoado a concentracao do indutor embriogénico.

3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 JUCARA

O género Euterpe pertence a familia Areaceae, e esta € constituida por
diversas espécies distribuidas nas regides tropical e subtropical (ZAMBRANA et
al., 2007; BARFOD et al., 2011). Dentro da familia, o género Euterpe possui 28
espécies, sendo sete encontradas na América do Sul e Central, e seis no Brasil:
E. edulis Matrt., E. catinga Wall., E. oleracea Matrt., E. longibracteata Barb. Rodr.,
E. precatoria Mart. e E. espiritosantensis Fernandes (MARCAL et al., 2015). No
entanto, este género possui duas espécies de grande importancia econdémica e
cultural (GATTI et al.,, 2011): acai (E. oleracea) e jucara (E. edulis) que
apresentam potencial para a producdo de frutos (FARIAS NETO et al., 2007,
PALUDO et al., 2012).

A palmeira jucara amplamente distribuida na Floresta Atlantica (VIEIRA et
al., 2013), é conhecida popularmente como jucara, palmito jucara, palmito doce
ou icara. Possui estipe Unica, sem capacidade de rebrota, de crescimento lento,
e dependente de florestas bem preservadas, podendo atingir de 8 a 10 m de
altura, e didametro a altura do peito de 10 a 15 cm (LORENZI et al., 2006). A
palmeira jugara produz frutos arredondados néo climatéricos que crescem em
cachos e possui pericarpo que cobre uma semente dura. As bagas sao pequenas
com diametro de 1 a 1,5 cm e a semente constitui 85% do fruto (BICUDO et al.,
2014), com massa de 1000 sementes de 716 g (38% de teor de agua) e 1 kg
contém em média 1.397 unidades (I0OSSI et al., 2016).

As sementes sao classificadas como recalcitrantes, possuem embrido
pequeno, compreendendo apenas 0,54% da massa da matéria fresca das
sementes e com alto grau de hidratagéo (85% de teor de agua) (PANZA et al.,
2004). O endosperma macico compreende cerca de 99% da massa da matéria
fresca da semente, tem um teor de agua de 48,20% (PANZA et al., 2004).

A rapida reducdo no teor da agua causa a recalcitrancia das sementes,
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resultando na perda da viabilidade e, consequentemente, reducdo da
germinacao. Além disso, sua emergéncia ocorre de forma lenta e desuniforme
(BOVI; CARDOSO, 1975), podendo levar de 60 a 90 dias (CURSI; CICERO,
2014).

Desde a década de 1960, essa palmeira tem sido largamente utilizada
para a producédo de palmito, um dos mais importantes Produtos Florestais N&o-
Madeireiros (PFNMs) brasileiros (TREVISAN et al., 2015). O palmito é
considerado nobre e possui sabor e qualidade superiores aos demais das
espécies do género Euterpe (MANTOVANI; MORELLATO, 2000). No entanto, a
superexploracéo levou a entrar para a Lista Brasileira de Espécies Ameacadas
de Extin¢do na categoria vulneravel (BRASIL, 2008, 2014).

No entanto, na Ultima década, uma mudanca no uso econdmico da
espécie pela colheita e processamento de seus frutos para a producéo de polpa
revolucionou o papel socioeconémico e ecoldgico dessa palmeira (TREVISAN et
al., 2015). E um caso em que uma espécie florestal repentinamente passou da
quase extingdo para vulneravel e com uma posicdo de forte potencial para o
manejo sustentavel em ambientes florestais e em sistemas agroflorestais
(TREVISAN et al., 2015). Hoje a jucara compde a cadeia produtiva de um dos
mais importantes PFNMs do mercado brasileiro e internacional.

De acordo com os dados levantados pela Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB), na safra de 2018/2019, o valor pago pelo quilograma
do fruto de jugara foi em média de R$ 3,06, no estado de S&o Paulo. O maior
produtor comercial é o estado de Santa Catarina. Em apenas uma das principais
distribuidoras de polpas de frutas do litoral catarinense sdo comercializadas uma
média de 50 toneladas de acai por ano (CONAB, 2019).

J& o estado do Espirito Santo vem buscando ampliar o uso dos frutos de
jucara por meio da implantacéo do Plano de Exploracdo Sustentavel Simplificado
para a exploracdo e extracdo dos frutos dessa palmeira, dado pela Instrucao
Normativa n° 03/2013 e por acdes de pesquisa e extensao rural (GUIMARAES;
SOUZA, 2017; CONAB, 2019).

Os frutos sdo constituidos por uma semente de coloracdo castanho claro

e coberta por fina e fibro-carnosa camada de coloracdo purpura brilhante e

escura, que esta relacionado com o alto teor de antocianina presente,
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principalmente cianidina 3-rutinosideo e cianidina 3-glicosideo (BORGES et al.,
2011; CARVALHO et al., 2016). As antocianinas sdo encontradas em alimentos
de origem vegetal e possuem relevancia farmacolégica e propriedades
terapéuticas, representando uma importante classe de antioxidantes, e seu
consumo pode trazer diversos beneficios para a saude (CARVALHO et al.,
2016).

Além do alto teor de antocianinas, o fruto de jucara € considerado uma
“super-fruta” pelo seu alto valor nutricional, sendo rica em nutrientes (SCHULZ
et al., 2015), acidos oléicos e linoléicos que sdo os acidos graxos encontrados
em maior proporgdo, também apresentam alto teor de lipidios (18,45-44,08%),
sendo a maior parte acidos graxos poliinsaturados e baixo teor de lipidios
saturados, proteinas de 5,13-8,21% e cinza de 1,55-3,32% (BORGES et al.,
2011; CARVALHO et al., 2016).

Portanto, o interesse pelo fruto aumentou pelas suas propriedades
antioxidantes, atribuidas ao alto teor de compostos fendélicos presentes, como 0s
acidos fendlicos, antocianinas e outros flavonéides (DE BRITO et al., 2007;
BORGES et al.,, 2013; BICUDO et al.,, 2014; CARDOSO et al., 2015). Os
compostos fendlicos tém a capacidade de melhorar a atividade antioxidante
enddgena e protege o corpo contra danos oxidativos causados por radicais livres
(SCHULZ et al., 2015). Estes estdo associados a menores riscos de doencas
cronicas ocasionadas por estresse (GUERGOLETTO et al., 2016) e na
prevencdo de doencas degenerativas (OROIAN; ESCRICHE, 2015).

Além disso, o consumo da polpa da jucara exerce papel anti-inflamatorio
na inflamacdo subclinica relacionada a obesidade, modulando a via
TLR4/NFkBp50, via nos mondcitos de individuos obesos, destacando-se pela
supressao da expressado do gene e proteina de moléculas-chave envolvidas na
inflamacéo, como TLR4 e IL-6. Ademais, a suplementacdo de jucara poderia
modular a energia homeostasia do receptor de leptina, horménio responsavel
pelo controle da obesidade (SANTAMARINA et al., 2019).

A polpa do fruto da jucara pode ser consumida na forma de bebidas,
sorvetes ou doces, para 0 Seu consumo € necessario que os frutos sejam
macerados com agua, e separadas das sementes para obter a polpa na

coloracdo roxa (BORGES et al., 2011), esse processo nao afeta a qualidade da
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semente, podendo ser utilizadas para a producédo de mudas.

No entanto, a ndo ocorréncia da propagacao por perfilhamento na espécie
E. edulis, por meio da emissdo de brotacées na base da planta matriz e pela
mesma se propagar Unica e exclusivamente por sementes, € necessario
investigacbes de novas tecnologias para a produgdo de mudas em tempo
reduzido, em larga escala. Além de se buscar conservagao ex situ, mediante o
uso de explantes assépticos in vitro como forma de assegurar um banco de
germoplasma de forma mais segura, se comparada a tradicional, a considerar

que as sementes desta espécie sao recalcitrantes

3.2 QUALIDADE DE SEMENTES DE Euterpe edulis

A germinacao de jucara é do tipo criptocotiledonar, hipégea e ligular
adjacente. O cotilédone ndo se alonga e o desenvolvimento da plantula é
adjacente a semente. A raiz primaria surge da regiao inferior da ligula, seguida
pelo aparecimento de uma protuberéncia pontiaguda na regido superior da
ligula, que corresponde a primeira bainha plumular. Sua germinacao foi definida
por Queiroz (1986), ocorrendo em dois estadios distintos: (1) protrusdo do
peciolo cotiledonar; e (2) crescimento (emergéncia) da raiz primaria e brotacdo

do peciolo cotiledonar.

A germinacao € considerada lenta e desuniforme, podendo levar de 60 a
90 dias (CURSI; CICERO, 2014). Baskin e Baskin (2014a) consideram o0s
embrides de palmeira subdesenvolvidos, sugerindo uma dorméncia morfologica
das sementes, e Alabarce e Dillenburg (2017), associam a lenta e desuniforme
germinacdo de E. edulis a um embrido subdesenvolvido, que requer uma
guantidade adicional de tempo para atingir tamanho normal apés a dispersao e

antes da germinacao (protrusdo da raiz primaria).

Muitos fatores podem influenciar nos resultados da germinagcdo de
sementes, como o teor de agua, luminosidade, temperatura ambiente, genotipo,
local e condi¢cbes ambientais da planta matriz. E, portanto, faz-se necessarios
estudos para determinar as condi¢cdes que irdo proporcionar as sementes de

cada espécie a expressao do seu maior vigor fisiolégico.

As sementes de E. edulis sdo classificadas como recalcitrantes, o teor de

umidade médio da semente inteira é de 48,5%, 85,3% para embrides isolados e
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48,2% para o endosperma (BOVI; CARDOSO, 1975; QUEIROZ; CAVALCANTE,
1986; REIS et al., 1999; MARTINS et al., 2000; ANDRADE, 2001; PANZA et al.,
2004). Sementes que possuem teor de 4gua de aproximadamente 45% mantém
a mesma porcentagem de germinacao até que o teor de agua atinja 35-30%; a
viabilidade da semente € perdida quando os valores caem abaixo deste nivel.
Durante a dessecacao continua, essa espécie apresenta um teor de agua letal
entre 18% e 24% (ANDRADE, 2001). Outros autores afirmam que abaixo de 20%
de umidade as sementes de jucara perdem drasticamente sua capacidade de
germinacdo, podendo ser alcancada com 16 dias de armazenamento das
sementes em laboratorio, a temperatura e umidade relativa ambiente
(ANDRADE; PEREIRA, 1997; REIS et al., 1999).

Sao sementes que ndo toleram desidratacdo, podendo perder somente
até 20% de umidade da sua massa de matéria fresca (REIS et al., 1999).
Andrade, Malavasi e Costa (1996) estudando graus de umidade em
armazenamento de sementes de jucara, verificaram que o armazenamento de
sementes até 8 meses com umidade acima de 37% € capaz de germinar pelo
menos 61,3%. E Ribeiro et al. (2010) verificaram que € possivel armazenar
sementes de jucara até 480 dias sob atmosfera modificada, utilizando
embalagens de polietileno de baixa densidade com e sem injecdo de N2, e
manter uma germinacao de 62,7% com 41% de umidade, e 65,3% com 40,8%
de umidade, respectivamente. Possivelmente, tais mudancas na atmosfera,
promoveram maior pressao parcial de CO2 e reducdo de O2 no interior das
embalagens, o que possibilitou uma reducdo mais intensa do metabolismo
respiratorio e, consequentemente, retardou a degradacdo de reservas nas
sementes. Além disso, apds 480 dias, a condutividade elétrica foi menor nesses
tratamentos, confirmando a manutencédo do poder germinativo das sementes e

da integridade dos sistemas de membranas celulares.

Quanto a luminosidade, as sementes de jucara sao consideradas
indiferentes a luz (ndo fotoblasticas) com o0 mesmo desempenho de germinacao
tanto na luz, quanto no escuro (ROBERTO; HABERMANN, 2010). Ja a
temperatura adequada para a obtencdo de uma maior porcentagem de
germinacao foi definida por Salomé&o et al. (2009) estudando diferentes
temperaturas (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 °C) com sementes com e sem polpa,
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as maiores porcentagens de germinacdo e os menores tempos medios foram
observados na temperatura de 25 °C (90% com 39,3 dias, 100% com 37,4 dias).
Os autores também identificaram que sementes procedentes de mata de galeria
(utilizadas no estudo), apresentaram teores de agua (32,4% com polpa e 31,7%
sem polpa) diferentes das sementes procedentes de florestas ombrofilas densas
de encosta e terra firme das regides Sul e Sudeste (de 51% a 55% com polpa
e de 43% a 50% sem polpa). Além disso, foram mais tolerantes ao
dessecamento, tendo como umidade critica valores < a 23%, enquanto sementes
procedentes de florestas ombrofilas densas apresentaram umidade critica
variando de 28% a 44%.

No entanto, essa variacdo na porcentagem de germinacao e também no
tempo gasto no processo pode variar de gendtipo para gendétipo. Diferentes
autores encontraram diferentes taxas de germinagéo para E. edulis: Nodari et al.
(1998) — 73%, aos 180 dias; Andrade et al. (1999) — 73%, aos 100 dias; Negreiros
e Perez (2004) — 44%, aos 160 dias; Martins-Corder e Saldanha (2006) — 38%,
aos 150 dias; e Soler-Guilhen et al. (2020) em um estudo de selecdo de
gendtipos, com a germinacdo variando de 30-90%, com maiores taxas de
germinacao no 20-30° dia.

Além desses fatores, outros podem influenciar diretamente a germinacao
e 0 crescimento das plantulas, como a composi¢ao hormonal nas sementes e 0s
tipos e quantidades de metabdlitos primarios transferidos da planta mae e que
serdo utilizados como reserva para o crescimento do embrido (DONOHUE, 2009;
BASKIN; BASKIN, 2014b; LI et al., 2017).

AvaliacBes de perfis hormonais ainda sdo escassas para sementes de
palmeira (BICALHO et al., 2015; RIBEIRO et al., 2015; DIAS et al., 2017). Em E.
edulis, determinou-se a curva de embebicdo das sementes com uma absorcéo
inicial de agua, e subsequente estabilizacdo da massa da matéria fresca,
aproximadamente 12 dias apds a semeadura (ROBERTO; HABERMANN, 2010).
Para a maioria das sementes ortodoxas, essa nova estabilizacdo de massa
indica o inicio da fase estacionaria da curva de embebicédo (fase Il), quando se
espera que as atividades metabdlicas das sementes recomece (FINKELSTEIN,
2004), e pode representar o melhor momento para o tratamento das sementes,

a fim de acelerar sua germinagao. As giberelinas podem induzir respostas de
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alongamento e divisdo de células embrionarias de sementes, enquanto as
citocininas podem promover o crescimento embrionario, controlando o ciclo
celular e a mitose (FINKELSTEIN, 2004).

A aplicacdo de 50 mg L de acido giberélico (GAs), aos 12 dias apés a
semeadura, promoveu maior desempenho germinativo, com maior porcentagem
de germinacdo em menor tempo, em comparagcdo aos outros tratamentos
estudados por Roberto e Habermann (2010), enquanto a aplicacdo de 6-
benzilaminopurina (BAP) resultou em menor desempenho germinativo, mesmo
quando comparado ao controle. O endosperma de sementes tratadas ou nao
com GAs ndo apresentou alteracdes em relacdo ao contetdo celular e paredes
celulares intactas, apés o tratamento, podendo indicar uma falta de mobilizacéo

da reserva.

O fato de haver uma embebicédo inicial de agua, com uma estabilizacédo
da massa da matéria fresca de sementes 12 dias ap0s o inicio da embebicéo,
nao implica necessariamente que o metabolismo do embrido foi reativado. As
sementes recalcitrantes ndo tém reativacdo do metabolismo porque suas
atividades metabdlicas ndo sao desativadas apds a dispersdo dos frutos
(ROBERTO; HABERMANN, 2010). O alto desempenho germinativo das
sementes de E. edulis apds o tratamento com GAs por Roberto e Habermann
(2010), e confirmado por Roberto e Habermann (2011), ndo esté relacionado a
mobilizacdo de reservas de sementes, e sim pelo GAs induzir a expanséo celular

no embrido.

Em estudos com Butia capitata, a germinacgéao foi relacionada a aumentos
nas razdes acido giberélico/acido abscisico e conteludos de citocininas, auxinas
e castasterone nos haustorios. A ativacdo da mobilizacdo de reserva durante a
germinacao foi associada a aumentos nos contetdos de zeatina, acido indol 3-
acético e o precursor etileno, o acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC),
no endosperma adjacente. Ocorreram diminui¢des nos niveis hormonais de
todas as estruturas apos o estabelecimento da zona de digestdo do endosperma

nas sementes germinadas, além de alteracdes citoldgicas (DIAS et al., 2018).

Andlises anatbmicas de embrides de E. edulis revelaram que estes
possuem tecidos diferenciados por ocasidao da dispersdo e possui inUmeras

mitocondrias, reticulo endoplasmatico rugoso e complexos de Golgi, que indicam
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gque o mesmo se encontra em estado metabolicamente ativo (PANZA et al.,
2004). No entanto, o endosperma de E. edulis aparece em estado quiescente,
com lipidios, proteinas, minerais e mananos armazenados como reservas

insolaveis, revelando a falta de remobilizacdo de reservas (PANZA et al., 2004).

As duas areas de reserva de armazenamento em uma semente de
palmeira sdo 0 endosperma macico e duro e o cotilédone do pequeno embrido.
Em Arecaceae, o processo de mobilizacdo de reservas é especialmente
complexo, pois suas sementes possuem um endosperma rigido estocado,
geralmente com grandes quantidades de Oleos e levando ao desenvolvimento
de um haustorio altamente especializado a partir de um embrido diminuto. O
cotilédone/haustério, durante a germinacdo se desenvolve em uma estrutura
absorvente, sendo uma caracteristica tipica de embrides das Arecaceae, onde
sdo altamente desenvolvidos. A visdo predominante sobre o papel do
cotilédone/haustorio € de absorcédo de fontes de carbono e nitrogénio resultantes
da digestéo das reservas armazenadas no endosperma e transferéncia para as
plantulas (OLIVEIRA et al., 2013).

Em jucara, o tamanho das sementes ndo afeta a sua germinacéo, no
entanto, sementes maiores tem grande efeito no crescimento das plantulas, pois
possuem maiores quantidades de reserva e hormonios. As plantulas esgotam as
reservas da semente em aproximadamente seis meses, sendo que 70% sao
passadas ao eixo embrionario, nos primeiros trés meses de crescimento
(ANDRADE; VENTURI; PAULILO, 1996). O que resulta na perda de massa de
matéria seca do endocarpo e tegumento da semente, que ocorre
vagarosamente, assim, quando a plantula apresenta duas folhas expandidas
(aproximadamente aos seis meses) as reservas da semente ja estdo
completamente exauridas (VENLURI; PAULILO, 1998).

As principais reservas armazenadas no endosperma de jucara s&o
lipidios, proteinas e hemiceluloses. Os lipidios e proteinas estdo presentes no
citoplasma na forma de corpos proteicos e lipidicos. As hemiceluloses,
principalmente mananas, estdo na forma de paredes celulares espessadas. No
embrido, o cotilédone contém corpos lipidicos e proteicos, principalmente na
protoderme, meristema fundamental e procambio. Taninos, rafides e silica

também ocorreram frequentemente nos tecidos embrionarios. No entanto, nao
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ha evidéncia de mobilizacdo de armazenamento, e 0 endosperma parece estar
em um estado inativo, pois os lipidios, proteinas, minerais e mananas sao
armazenados como reservas insoluveis, e revela a falta de mobilizacdo de

reservas do endosperma para o embrido (PANZA et al., 2004).

No endosperma de E. edulis, os lipidios totais representam cerca de
0,45% da massa da matéria total do endosperma (base de massa de matéria
seca) (PANZA et al., 2009), semelhante aos resultados médios encontrados por
Roberto e Habermann (2011), 6 mg g* de semente seca de lipidios totais, ao
longo do periodo de germinag&o. De acordo com estudos de Panza et al. (2009),
no embrido, os lipidios estdo presentes em quantidades extremamente baixas.
Os &cidos graxos insaturados sédo predominantes, cuja soma foi de 65% do total
de acidos graxos do endosperma e 60% do embrido. O embrido e endosperma
continham predominantemente &cidos linoleico, palmitico e oleico, embora os
valores relativos fossem diferentes para cada tecido, no embrido, as
concentracbes de acido a-linolénico e palmitoleico e acido estearico foram
semelhantes. Ja no endosperma, o a-linolénico e o palmitoleico eram acidos
graxos menores. Tracos de outros acidos graxos de 16, 20, 22 e 24 carbonos
também foram detectados em ambos os tecidos. Acidos graxos insaturados e
poli-insaturados, no endosperma e embrido de E. edulis, representavam cerca
de 55 e 48%, respectivamente (PANZA et al., 2009).

Os acidos graxos poli-insaturados sdo as moléculas presentes nas
membranas sensiveis ao oxigénio encontradas na natureza (SPITELLER, 2003).
A alta insaturacdo de acidos graxos provoca mudancas nas estruturas da
membrana, aumentando sua fluidez. Além disso, a insaturacdo também aumenta
a suscetibilidade dos acidos graxos a degradacdo como consequéncia da
peroxidacao da dupla ligacéo. A curta longevidade encontrada na semente de E.
edulis pode ser um reflexo do alto teor relativo de &acidos insaturados
encontrados nas sementes (que representaram cerca de 65% e 60% do
endosperma total e do acido graxo do embrido, respectivamente) (PANZA et al.,
2009). Esses autores encontraram acidos graxos com 15-16 carbonos presentes
apenas em embrides de E. edulis, e ausentes no endosperma. Esses fatos
podem explicar o comportamento recalcitrante na espécie, com um espectro de

acidos graxos mais amplo no embrido do que no endosperma.
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Ja o conteudo de proteina total de E. edulis, representou 5,39% e 2,46%
da massa de matéria seca do endosperma e do embrido, respectivamente. As
proteinas sollUveis totais também foram quantificadas para diferentes fracées do
endosperma e do embrido, mostrando que as duas principais fragdes eram
albuminas, globulinas e proteinas soltveis em dodecil sulfato de sodio para o

endosperma e albuminas e glutelinas para o embrido (PANZA et al., 2009).

Outros autores, também estudando a composicdo quimica de sementes
de E. edulis, confirmam baixas porcentagens de cinzas, lipidios totais e proteinas
(abaixo de 6,3%), e altas porcentagens de carboidratos totais (acima de 80%),
enquanto a quantidade de amido nas sementes foi considerada indetectavel
(<0,10g 100 g') (BORGES et al., 2011, I0SSI et al., 2016). Em Mauritia flexuosa
as reservas abundantes de carboidratos e proteinas sdo convertidas em amido,
que é depositado em torno do eixo embrionario (MOURA et al., 2019). Além
disso, estudos realizados com outras espécies de palmeiras indicaram que o
amido € uma substancia chave para a mobilizacdo de reservas endospérmicas
e embrionarias (MAZZOTTINI-DOS-SANTOS et al., 2017; DIAS et al., 2018). A
formacdo de amido transiente é consequéncia da mobilizacdo de reservas
endospérmicas, e as taxas de deposicdo e consumo dependem do estagio de
desenvolvimento da muda (MAZZOTTINI-DOS-SANTOS et al., 2017).

Durante o crescimento de mudas de Acrocomia aculeata, as proteinas
armazenadas e 0s polissacarideos sdo 0s primeiros compostos a serem
mobilizados, seguidos pelos lipidios e componentes da parede celular
(MAZZOTTINI-DOS-SANTOS et al.,, 2017; 2020). Dados semelhantes foram
registrados, tanto em estudos histoquimicos quanto bioquimicos, para o embrido
e endosperma de Phoenix dactylifera (DEMASON et al., 1985), Washingtonia
filifera (DEMASON, 1988), Butia capitata (OLIVEIRA et al., 2013), Euterpe
oleracea (NASCIMENTO et al., 2020) e E. precatoria (FERREIRA et al., 2020).
Em geral, a reserva protéica do embri&o é inicialmente importante como fonte de
energia para o inicio da germinagédo, além de fornecer aminoacidos para a
biossintese de novas proteinas ou enzimas estruturais; por outro lado, a reserva
de lipidios é essencial durante o crescimento da muda (MAZZOTTINI-DOS-
SANTOS et al., 2020).

Em Euterpe precatoria, analises histoquimicas revelaram a presenca de
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proteinas, em depdsitos de diferentes tamanhos e formas ao longo da regiao
haustorial, principalmente na periferia das vertentes procambiais, e proximo ao
eixo embrionério (FERREIRA et al., 2020). Além da proteina, pequenos e poucos
gréos de amido também foram identificados dentro e ao redor da pliumula e na
extremidade distal. Nesse mesmo estudo, aos 15 dias, com o inicio da protruséo
da raiz, as reservas de proteina foram quase totalmente consumidas, o que
resultou na vacuolizacdo celular. Junto com o consumo de proteina, os gréos de
amido apareceram nas células do parénquima da regido distal (haustorial), na
regido cortical e na capa da raiz primaria em formacdo. Aos 60 dias, o
desenvolvimento foi caracterizado pelo crescimento mais significativo do
haustorio, com consumo gradual de endosperma e clara delimitacdo do peciolo
cotiledonar.

No haustério, a mobilizacdo das proteinas armazenadas ocorre durante a
embebicdo e, no endosperma, € iniciada imediatamente apds a germinacao
(MAZZOTTINI-DOS-SANTOS et al., 2017). A mobilizacao de lipidios é tardia em
comparacdo com outros tipos de reservas. Este processo € complexo porque
envolve a coordenacdo de varias vias bioquimicas com a acdo de enzimas em
diferentes niveis subcelulares para converter triacilgliceréis em acucares
sollveis e gerar energia (BEWLEY et al., 2013). As principais reacdes ocorrem
no glioxissoma e na mitocondria, sendo necessarios estudos ultraestruturais
para identificar se € necessario mais tempo para a proliferacdo dessas
organelas. No endosperma e no haustério de A. aculeata, os lipidios séo
hidrolisados por lipases, inicialmente presentes nos corpos protéicos e, em
estagios posteriores, no citoplasma, que atuam nos corpos lipidicos, sugerindo
que ha transferéncia de lipases dos corpos protéicos para o citoplasma. O
haustorio desempenha um papel importante no controle da mobilizacdo das
reservas de sementes e atua como uma estrutura para armazenamento,
absorcdo, conversdo de compostos e transporte dos produtos da hidrolise
(MAZZOTTINI-DOS-SANTOS et al., 2017).

Em Euterpe oleracea, foi identificado um total de 1965 proteinas, 1538 no
cotilédone/haustério e 960 no endosperma, a maioria dessas proteinas estao
relacionadas ao desmantelamento da parede celular, principalmente aquelas

envolvidas na mobilizagéo de reserva (NASCIMENTO et al., 2020). A principal
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reserva em Arecaceae € 0 manano presente na parede celular, que confere
dureza e protecao ao embrido em formacao. No entando, a resisténcia mecanica
exercida pelo manano resulta em um longo periodo de germinagéo, pois requer
esforcos consideraveis de crescimento por parte do embrido (BUCKERIDGE,
2010; MOURA et al., 2019).

Em Arecaceae, no entanto, ha evidéncias de que enzimas digestivas
(particularmente endo-B-mananase) sao armazenadas em células de
endosperma e que podem ser ativadas por sinais emitidos pelos embrides
(MAZZOTTINI-DOS-SANTOS et al., 2017; DIAS et al., 2018). A atividade da
endo-B-mananase, ocorre em associacdo com a vacuolizagdo, causando a
expansao e separacdo celular, e consequentemente, o enfraquecimento da
parede celular (DIAS et al., 2018).

A enzima endo-B-mananase desempenha papel central no
estabelecimento da zona de digestdo do endosperma, pois esta envolvida na
mobilizagéo de reservas de manano. Essa enzima demonstrou estar envolvida
na mobilizacdo das reservas de endosperma nas palmas Phoenix dactylifera
(DEMASON et al., 1985), Elaeis guineensis (ALANG et al., 1988), Acrocomia
aculeata (MAZZOTTINI-DOS-SANTOS et al., 2017; 2020), Butia capitata (DIAS
et al., 2018) e Euterpe oleracea (NASCIMENTO et al., 2020).

Em E. oleracea a porcentagem manana equivale a 80% dos carboidratos
nas sementes, neste estudo varias enzimas degradantes de manana, incluindo
a endo-B-mananase, foram identificadas no cotilédone/haustério e no
endosperma. Embora mananas sejam a principal reserva de sementes de E.
oleracea, uma variedade de carboidratos estruturais, como glicose, galactose,
xilose e arabinose também estdo presentes. A diversidade de enzimas de
processamento de polissacarideos da parede celular aumenta da mesma forma
gue as mananases (NASCIMENTO et al., 2020).

Aléem das mananases, foram identificadas no cotilédone/haustorio de E.
oleracea, o acido UDP-glucurénico descarboxilase, responsavel pela converséo
irreversivel do 4cido UDP-glucurdnico em UDP-xilose, doador de xilose para a
sintese de xilano e xiloglucano; o UDP-Xil-4-epimerase responsaveis pela
conversdo de UDP-xilose em UDP-arabinose, usada na biossintese de pectina;

além de xilosidadeses, poligalacturonases, pectinesterases e pectina
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acetilesterases. A identificacdo dessas enzimas no cotilédone/haustorio pode ser
casualmente relacionada a remodelacdo da parede celular necessaria para o
crescimento, absorcdo e funcdo secretora do cotilédone/haustoério
(NASCIMENTO et al., 2020).

Ja no endosperma de E. oleracea foi identificado, além das proteinas
globulina 11S, globulinas 7S, globulina 63 kDa, a proteina oleosina, um dos
principais componentes das goticulas lipidicas conhecidas como corpos oleosos,
indicando que os lipidios sdo uma importante reserva de nutrientes no
endosperma. Além disso, algumas lipases envolvidas na liberacdo de acidos
graxos de corpos oleosos foram identificadas no cotilédone/haustério, indicando
que os corpos lipidicos armazenados no endosperma sdo provavelmente
mobilizados na zona de digestdo. E tanto para o cotilédone/haustoério quanto
para o endosperma, foram identificadas as enzimas envolvidas na (-oxidacéo
(tiolase, acil-CoA oxidase e acil-CoA sintetase) e no ciclo de glioxilato (isocitrato
liase, malato sintase), indicando que ambos os tecidos sdo ativos no catabolismo
lipidico adicional a liberacdo de acidos graxos de corpos oleosos (NASCIMENTO
et al., 2020).

3.3 DESENVOLVIMENTO E MATURACAO DE SEMENTES

O desenvolvimento dos frutos/sementes de E. edulis é classificado em
trés fases, de acordo com a consisténcia do endosperma: aquoso, gelatinoso e
sélido (SILVA; REIS, 2018). Segundo estes autores, o endosperma aquoso
inicia-se aos 37 dias apés a antese (DAA), com tamanho de fruto pequeno (5
mm) e, duracdo de 63 dias; o endosperma gelatinoso, com média de 8 mm de
didametro, com duracédo de 40 dias; e o endosperma sélido, a partir de 12 mm de
diametro, porém, ainda imaturos (coloracdo verde e embrido em
desenvolvimento). Apds, aproximadamente 204 DAA, os frutos amadurecem e
permanecem na planta mae por mais 47 dias, quando séo dispersos totalmente,

o tempo de cada fase pode variar 2-6 dias.

No entanto, o periodo gasto para a maturacao dos frutos de cada planta
de E. edulis pode ser variavel em cada periodo de frutificagcdo. O tempo gasto
para a maturacdo de sementes produzidas pela espécie, foi observado por
Mantovani e Morellato (2000) — 226 dias, e Silva e Reis (2018) — 224 dias.
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Em outras espécies de Arecaceae, como Elaeis guineensis, a fase com o
endosperma aquoso inicia-se com 35 DAA, indo até os 70 DAA, quando passa
para a fase gelatinosa, até a forma sélida madura com 112 DAA (KOK et al.,
2013). Em Acrocomia aculeata também ha trés fases distintas de
desenvolvimento. A fase | abrange o periodo entre a antese até cerca de 90
DAA, os tecidos do pericarpo crescem e se diferenciam, e o contetdo de agua
permanece alto. Na fase Il, a &gua é substituida por substancias estruturais e
reservas em todas as estruturas dos frutos, indo até a maturidade fisiolégica da
semente, a partir do qual ndo ha um aumento na massa seca, com cerca de 300
DAA. Na fase lll, 0 mesocarpo amadurece, associado a deposi¢cdo continua de
reservas metabdlicas, processo que progride até a abscisdo, com 360 DAA
(MAZZOTTINI-DOS-SANTOS et al., 2015).

O ciclo de maturagdo dos frutos/sementes envolve uma sequéncia de
mudancas bioquimicas, fisiolégicas e estruturais, como alteracées nos niveis
hormonais, na atividade respiratoria, na atividade enzimatica e na organizacao
celular (AWAD, 1993; CHITARRA; CHITARRA, 2005). Tais alteracdes
influenciardo na mudanca da cor dos frutos, visto que ocorre destruicdo dos
cloroplastos e quebra da clorofila, formando pigmentos como os carotenoides e
antocianinas; no sabor caracteristico, resultante da transformacéo do amido em
acucares soluveis; na textura, com a solubilizacdo da lamela média e da parede
celular; sintese de substancias volateis, responsaveis pelo aroma; mudancas
quimicas nos carboidratos, acidos organicos, proteinas, fendélicos e pectinas
(AWAD, 1993; CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Alguns estudos de maturagdo de sementes em Arecaceae usaram, COmo
critério de fases a cor do fruto. E as maiores porcentagens de emergéncia foram
obtidas de sementes extraidas de frutos de coloracdo escura (marrom e preto
arroxeada) por se encontrarem no final do processo de maturagdo, como em
Phoenix roebelenii (IOSSI et al., 2007), Phoenix canariensis (PIMENTA et al.,
2010), e Copernicia prunifera (PEREIRA et al., 2014).

O inicio do ciclo de uma planta a partir da germinacao de suas sementes,
dependera dos tipos e quantidades de metabdlitos primarios transferidos da
planta mae as sementes, durante a maturacdo (DONOHUE, 2009; BASKIN;
BASKIN, 2014b; LI et al.,, 2017). Geralmente, os carboidratos, proteinas e
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lipideos sdo em maior quantidade e mais utilizados no processo de germinacéo
(ALENCAR et al., 2012; ZHAO et al., 2018) influenciando na sua porcentagem e
velocidade (SORIANO et al., 2014).

Em um estudo com quatro fases de maturacédo de sementes de E. edulis
(198, 240, 267 e 280 dias apOs a abertura da espata), a maxima qualidade
fisiologica das sementes sem polpa foi atingida aos 267 dias ap0s abertura da
espata, periodo em que apresentaram maximo acumulo de massa da matéria
seca, maior indice de velocidade de germinacdo e poder germinativo (GARCIA,
2015). No entanto, ndo h& analises quanto a mobilizacdo das reservas ao longo
da maturagéo.

Em Elaeis guineensis, o conteudo de lipidios e carboidratos totais
aumentou significativamente aos 70 DAA, e o conteudo de proteina acumulou-
se gradualmente e permaneceu relativamente constante até o estadio final de
desenvolvimento das sementes (KOK et al., 2013). J& em Acrocomia aculeata,
0Ss compostos de reserva ndo sdo armazenados nas fases iniciais do
desenvolvimento do fruto, mas, proximo aos 200 DAA, os grdos de amido
comecam a se depositar, acompanhados de aumentos na massa da matéria
seca do fruto e redugBes no seu conteudo de agua. O acumulo de lipidios
também se inicia nesta mesma fase, até aproximadamente 260 DAA
(MAZZOTTINI-DOS-SANTOS et al., 2015).

Nas palmeiras, a mobilizacdo de reservas é especialmente complexa,
tanto na maturacao, quanto no processo de germinacdo das sementes. E ainda,
sdo escassos estudos que detalham todo o processo fisioldgico e bioquimico,
principalmente para E. edulis. Os poucos trabalhos com a espécie referem-se a

mobilizacdo de reservas de frutos maduros durante a germinacao.

3.4 EMBRIOGENESE SOMATICA

A embriogénese somatica é 0 processo em que as células se
desdiferenciam para formar embrides, e depois reorganiza a sua configuracao
epigenética e bioquimica para reiniciar o ciclo celular e formar tecidos em etapas
morfoldgicas semelhantes & embriogénese zigética (FEHER et al., 2002), ou
seja, € um processo de diferenciacdo celular pelo qual uma célula somatica

altera seu programa genético e se desenvolve em uma célula embrionaria
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(AGUILAR-HERNANDEZ; LOYOLA-VARGAS, 2018). Essa técnica oferece
muitas vantagens, como a producdo de unidades encapsulaveis ou sementes
sintética; e producéo ilimitada de clones elite (MUJIB; SAMA, 2006; ASLAM et
al., 2011).

A inducdo de embriogénese somatica nas plantas s6 é possivel se as
células sométicas recuperarem sua totipoténcia e adquirirem a competéncia
necessaria para responder aos sinais embriogénicos (PASTERNAK et al., 2002),
ou seja, a inducdo de competéncia embriogénica em células que ndo séo
naturalmente embriogénicas. Essas transformacdes envolvem alteracbes
celulares, bioquimicas, genéticas e epigenéticas coordenadas, produzidas por
reguladores de crescimento exégenos ou estresse, que desencadeiam uma
expressdo macica de genes em varias ondas de expressdo (AGUILAR-
HERNANDEZ; LOYOLA-VARGAS, 2018). A primeira onda de genes de
expressdo compreende fatores de transcricdo, como AGL15, LEC2, LEC1, BBM,
MAD-box e WUS, seguida de uma segunda onda de transcricdo envolvendo
genes que codificam enzimas envolvidas na homeostase de auxinas e
citocininas, bem como outros reguladores de crescimento exdgenos (AYIL-
GUTIERREZ et al, 2013; MARQUEZ-LOPEZ et al., 2018; AGUILAR-
HERNANDEZ; LOYOLA-VARGAS, 2018).

A embriogénese somatica in vitro apresenta dois padrées basicos de
desenvolvimento de embrides: a direta, na qual os embrides somaticos originam-
se diretamente de tecidos de matrizes sem a formacdo de estadios
intermediarios de calos; e a indireta, na qual os embrides somaticos se formam
a partir de calos, que apresentam células em diferentes estadios de
diferenciacéo (SHARP et al., 1980). Em ambos os padrdes, o embrido somético
segue a mesma sequéncia de desenvolvimento do zigético, ou seja, em
Liliopsida, a passagem pelos estadios globular, escutelar e coledptilo (GARCIA
et al., 2019).

O progresso no desenvolvimento de sistemas in vitro permitiu a indugéo
da embriogénese em muitas plantas economicamente importantes (SANTOS et
al., 1997; ZELENA, 2000; AOSHIMA, 2005). Um exemplo € a propagacéo
vegetativa do dendé (Elaeis guineenses Jacq.), que permitiu a producdo de

material uniforme para programas de plantio no campo e no melhoramento
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genético (LOW et al., 2008; KONAN et al., 2010; BEULE et al., 2011).

Este método de propagacédo é o mais apropriado para serem usadas em
palmeiras, pois, normalmente as sementes sdo seu Unico meio de propagacéao
natural, com germinacao de suas sementes, lenta e irregular (PADILHA, 2013;
SILVA et al., 2014), e possui dificuldade de propagar por meio de outras técnicas
(LEDO et al., 2002; SANE et al., 2006; STEINMACHER et al., 2007).

A embriogénese somética foi descrita pela primeira vez em palmeiras por
Staritsky (1970) e depois por Rabechault et al. (1970) com Elaeis guineenses.
Ja foi relatado em 18 espécies de palmeiras e varias cultivares (REE; GUERRA,
2015), como por exemplo: Chamaedorea costaricana Oerst. (REYNOLDS;
MURASHIGE, 1979); Bactris gasipaes Kunth (VALVERDE et al., 1987); Euterpe
edulis (GUERRA; HANDRO, 1988); Euterpe oleracea (LEDO et al., 2002);
Acrocomia aculeata Jacq. (MOURA et al., 2009).

A inducéo e o desenvolvimento de embrides soméaticos vao depender de
alguns fatores como a composicéo do meio de cultura, tipo de explante, gendtipo,
tipo de hormdnio e da sua concentragdo, proteinas presentes no meio e dos
fatores de estresse (ROSE et al.,, 2010). Assim, cada tipo de explantes com
células diferenciadas ou indiferenciadas tornam-se embriogénicas quando
submetidas as condicdes de estresse, que podem ser ocasionadas de forma
artificial pela adicdo de reguladores de crescimento no meio de cultura
(THOMPSON, 2007; VINAS; JIMENEZ, 2011).

Os embrides zigoticos tém sido o explante mais usados nos estudos de
embriogénese somatica na maioria das espécies de palmeiras, pois sdo
altamente responsivos e mais rapidos, por possuirem células menos
diferenciadas e tém alto grau de uniformidade fisiol6gica (SILVA et al., 2012).
Além disso, possuem muitos genes expressos durante a embriogénese zigotica,
gue ainda estdo ativos (ISAH, 2016), especialmente quando imaturos; séo
abundantes em muitas espécies, causam pouca ou nenhuma destruicdo da
planta matriz, e geralmente séo livres de endofitos e patégenos (REE; GUERRA,
2015). O grau de maturidade dos tecidos utilizados influencia nas respostas
embriogénicas de forma que, o potencial de inducdo e obtencdo de um namero
significativo de embrides somaticos € inversamente proporcional ao grau de

maturidade do explante utilizado, principalmente em Liliopsida (FREITAS et al.,
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2016; ISAH, 2016).

3.5 EMBRIOGENESE SOMATICA EM Euterpe

Das 28 espécies do género Euterpe, apenas trés vem sendo estudadas
quanto ao desenvolvimento de protocolos de embriogénese somética, Euterpe
oleracea, Euterpe precatoria e Euterpe edulis. No primeiro estudo com E.
oleracea foi possivel verificar a expressdao de um modelo de embriogénese
somatica direto, repetitivo e assincrénico em embrides zigéticos maduros
cultivados em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com
339,36 uM de 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), e transferidos para meio MS na
presenca de 0,537 uyM de acido 1-naftalenoacético (ANA) e 12,30 uM de 2-
isopenteniladenina (2-iP). A conversdo de embrides somaticos em plantulas foi
alcancada aos 210 dias transferéncia das culturas para um terceiro meio com a
concentracdo de sais e sacarose reduzida pela metade e auséncia de

reguladores de crescimento (LEDO et al., 2002).

Calos embriogénicos foram obtidos a partir de embrides zigéticos
imaturos de E. oleracea, cultivados em meio MS modificado com 2,4-D e
picloram (acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico) (SCHERWINSKI-PEREIRA et
al., 2012). A concentracéo ideal de picloram para a inducéo de alta frequéncia
de calos embriogénicos (72%) foi de 225 uM. Os calos embriogénicos foram
subcultivados em um meio de diferenciacdo e maturacao composto por meio MS
modificado com 2-iP e ANA com subculturas em intervalos de quatro semanas.
Os embrides somaticos foram convertidos em plantas em meio MS/2. Os
embribes sométicos foram assincrénicos e estudos ontogenéticos confirmaram
que as divisdes celulares iniciais ocorrem nas regifes epidérmica e
subepidérmica dos embrides zigéticos (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012).

A inducdo embriogénica de E. oleracea mediada por picloram (450 uM)
produziu mais calos embriogénicos (84,7%) (FREITAS et al., 2016). No estadio
de diferenciacao e maturacao, 100% dos explantes que apresentaram formacéo
de calos embriogénicos resultaram em embrides somaticos. A maior taxa de
conversdo em plantulas (58,7%) foi observada a partir de embrides zigoticos
imaturos (80-100 dias, pds-antese) se comparada aos maduros (160-180 dias,

pés-antese) no tratamento com um meio de indugdo contendo picloram (450
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HM).

J& E. precatoria, o primeiro e Unico trabalho foi realizado por Ferreira et
al. (2022) em que utilizaram como explantes embrides zigéticos maduros em
meio MS ou Eeuwens (Y3) suplementado com 2,4-D ou Picloram (0, 6,79, 13,57,
20,36, 27,15 puM). Como meio de multiplicacdo, utilizaram 4,14 uM de 2,4-D ou
Picloram, associado a 2,46 uM 2-iP. E na histodiferenciagcdo e maturacao dos
embrides somaticos foi em meio Y3 com meia for¢ca ou adicionado 0,54 uM de
ANA e 12,3 uM de 2-iP. Os melhores resultados foram obtidos com o meio de
cultura Y3 suplementado com 13,57 e 20,36 pM de Picloram, e foram
identificados diferentes tipos de calos embriogénicos, embrides somaticos com
estruturas tipo suspensor, indicando origem unicelular, bem como embriogénese

secundaria.

Ja para a espécie E. edulis o primeiro protocolo de embriogénese
somatica foi desenvolvido por Guerra e Handro (1988), de forma direta, na qual
verificaram a expressédo com altas concentragées de 2,4-D (50-100 mg L?). A
transferéncia dos tecidos com aglomerados de embrides foi para 0 meio com 2-
iP (5 mg L) e ANA (0,5 mg L?), ou sem reguladores de crescimento, ambos

induziram o desenvolvimento embrionario em plantulas.

Em outro trabalho, Guerra e Handro (1998) utilizaram como explantes
embrides zigoticos, inflorescéncias jovens e folhas jovens, no mesmo meio de
inducao do trabalho anterior, mudando a concentracédo do meio de maturacao
para 2-iP (2,5 mg LY) e ANA (0,1 mg L?), e para converter embrides a plantulas,
as culturas foram transferidas para um terceiro meio cuja sacarose e sais foram
reduzidos a metade da forca do meio basal, sem reguladores de crescimento. O
estudo histoldgico das culturas embriogénicas revelou que, no caso de embrides
zigobticos, os embribes somaticos surgem diretamente da superficie do noé
cotiledonar ou de tecidos subepidérmico. Nas inflorescéncias, um tecido pro-
embriogénico é formado na regido do primérdio floral, e nas folhas, o primeiro

evento morfogénico é a proliferacdo celular no parénquima vascular.

A inducdo embriogénica em embrides zigoticos de E. edulis foi também
investigada por meio de menores concentracdes de 2,4-D (0, 30, 35, 40 mg L?)
e 2-iP (3 mg L1), além disso, cultivaram bainhas das folhas com picloram (72,3
mg L) ou 2,4-D (66,3 mg L), e 2-iP (3 mg L), variando concentracées de L-
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glutamina (0; 0,29; 0,58; 1,17 g L') (SALDANHA et al., 2006). Diferente dos
demais autores, Saldanha et al. (2006) obtiveram embrifes somaticos indiretos,
induzidos a partir de embrides zigoticos em meio de cultura com 2,4-D (40 mg L
1). A maior porcentagem de formacéo de calos nas bainhas foliares ocorreu com
2,4-D (66,3 mg L) e L-glutamina (1,17 g LY).

Em um outro trabalho, Saldanha et al. (2012) também testaram a indugéo
de embriogénese somatica com diferentes concentracdes de cloreto de célcio e
a germinacao dos embrides somaticos em meio MS ou MS/2, porém, em ambos
os trabalhos, ndo houve diferencas significativas. O aumento da concentracao
de Ca*2 no meio de cultura resultou em uma diminuicdo no nimero médio de
embribes sométicos cultivada a partir de plantulas de palmeira com 150 dias de
idade. Ja a germinacdo de embrides somaticos e conversdao em plantulas, no

meio MS, a taxa de conversao foi 50% e 40% em MS/2.

Recentemente, Oliveira et al. (2022) develvolveram um protocolo de
embriogébese somética de E. edulis, utilizaram com embrides zigoticos como
explantes, e testaram os indutores 2,4-D e Picloram em diversas concentragoes
(25; 50; 75; 100; 125; 150; 175; 200; 225; 250; 275; 300 uM L), Na maturacéo,
utilizaram 2-iP (12,3 uM L), ANA (0,6 uM L1), polivinilpirrolidona (PVP) (1 g L™?)
e/ou carvao ativo (CA) (3 g LY). E na germinacdo, GAs (0,5 uM L1), BAP (1 uM
L-1), com e sem pulso de ANA ou acido indol-3-butirico (AIB) (2000 mg L1). Na
fase de inducédo o numero total de embrides somaticos foi de 44,33 com 2,4-D
(175 uyM L) e 76,33 com PIC (300 uM L1). Os autores, sugeriram a utilizacéo
de picloram (300 uM L1) na inducédo embriogénica; 2-iP e ANA associado a CA,
na maturacao; e BAP e GAs sem pulso de auxina na germinagédo de embrides
somaticos de E. edulis.

Os resultados obtidos por esses autores, mostram o potencial do uso da
embriogénese somatica para estabelecer programas de conservacao e
melhoramento, pois é possivel a conversao completa em plantulas. No entanto,

faz-se necessario o desenvolvimento de protocolos mais concisos e eficientes.

3.6 MEIO DE CULTURA

Um dos fatores do meio de cultura, que influencia diretamente na resposta

do tecido vegetal, € a sua consisténcia. O agar € um dos agentes gelificantes
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mais utilizados nos diferentes meios de cultura, pois ndo sao digeridos por
enzimas vegetais e ndo reage fortemente com o0s constituintes do meio
(GEORGE et al., 2008).

Geralmente, os pesquisadores usam agar em concentracdes entre 5 e 10
g LT A concentracdo ideal de agar deve ser determinada para cada meio de
cultura e tipo de explante. Uma concentragdo muito alta pode levar ao estresse
hidrico no tecido, e por outro lado, submergir o explante em um meio liquido
estacionario resultara em trocas gasosas reduzidas e, logo, em crescimento
deficiente, e até a morte do tecido (BONGA; ADERKAS, 1992). Portanto, a
concentracdo do agente gelificante podera alterar a disponibilidade de

nutrientes, oxigénio, agua e o potencial osmotico do meio (COSTA et al., 2012).

Os requisitos nutricionais podem ser supridos por meio liquido, mas o
crescimento em meio liquido pode ser afetado pela privacdo de oxigénio e
hiperidratacdo. A concentracdo de oxigénio do meio liquido geralmente é
insuficiente para atender as necessidades respiratorias das células e tecidos
submersos. Porém, essa concentracao pode ser aumentada no meio, colocando
células ou tecidos em contato direto com o ar, ou colocando 0 meio em constante
agitacdo (GEORGE et al., 2008).

Um outro problema pode ser o potencial hidrico do meio, que se for maior
gue o de uma célula, a agua flui para o seu interior e o vacuolo se distende. Esse
estado fisiol6gico pode ser chamado de hiperidricidade, em que as células e
tecidos apresentam um acumulo anormal de 4gua no seu interior, resultando em
um aspecto translicido. Calos hiperidricos tém aspecto vitreo e aquoso e, em
geral, ndo possuem capacidade regenerativa. Esses calos sdo constituidos de

células do parénguima sem elementos do xilema (KEVERS et al., 2004).

O potencial hidrico € determinado pelo potencial osmotico dos solutos no
meio e, no caso de um meio gelificado, pelo potencial matricial do gel. Redugbes
na hiperidricidade podem ser obtidas aumentando as concentra¢des dos solutos
e de agar; ou pela evaporacéo da agua dos tecidos se eles forem colocados em
contato com o ar (GEORGE et al., 2008).

O potencial osmético de um meio pode influenciar na embriogénese

somatica regulando o desenvolvimento adequado dos embriées. Um baixo

potencial osmético € geralmente favoravel, mas dependerd da espécie. A
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colocacao de tecidos em solucdes com alto potencial osmotico fard com que as
células se plasmolisem, levando a quebra de interconexdes citoplasmaticas
entre células adjacentes (plasmodesmata), quando células e grupos celulares
sao isolados por esse processo, eles se tornam capazes de se desenvolver
independentemente e expressar sua totipoténcia (WETHERELL,1984). Portanto,
€ necessario ajustar as concentracdes do agente gelificante do meio para elevar

0 potencial embriogénico dos tecidos vegetais, sem causar problemas.

3.7 INDUTORES EMBRIOGENICOS

Os reguladores de crescimento s&do substancias sintéticas que
apresentam acédo similar aos hormonios vegetais e atuam em varios mecanismos
de desenvolvimento das plantas em baixas concentracdes, dentre o0s
reguladores existentes o0s principais sdo as auxinas e as citocininas (TAIZ;
ZEIGER, 2004). As auxinas sao importantes na embriogénese somatica em
inUmeras espécies, pois estdo envolvidas na regulacdo do ciclo e diferenciacao
celular (JIMENEZ, 2005). Dentre as auxinas que ja sdo usadas na embriogénese
somatica tem-se o picloram (acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico).

O picloram é um produto quimico organico sintético que pertence ao grupo
de herbicida acidos piridinocarboxilicos (MARCO-BROWN et al., 2014),
conhecidos como mimetizadores de auxinas. O picloram aparece como uma
alternativa de indutor de embriogénese somatica pela sua eficacia na absorcao
e mobilizacdo, bem como a sua rapida metabolizacdo em locais especificos da
planta (KARUN et al., 2004), proporcionando bons resultados em palmeiras,
como: Bactris gasipaes (VALVERDE et al., 1987; STEINMACHER et al., 2007),
Calamus merrillii Becc. e C. subinermis Wendl. ex Becc. (GOH et al., 1999, 2001)
e Euterpe oleracea (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012).

Além do picloram, existem outros herbicidas mimetizadores de auxinas do
grupo &cidos piridinocarboxilicos: o fluroxypyr (acido 4-amino-3,5-dicloro-6-
fluoro-2-piridiloxiacético), o triclopyr (acido 3,5,6-tricloro-2-piridiniloxiacético), o
clopyralid (acido 3,6-dicloro-piridina-2-carboxilico) e o aminopyralid (acido 4-
amino-3,6-dicloropiridina-2-carboxilico). No entanto, sdo inexistentes pesquisas

com essas moléculas na embriogénese somatica.

Pouco se sabe do modo de acdo como reguladores de crescimentos
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desses compostos. O fluroxypyr induz respostas do tipo auxina, interrompe o
processo metabdlico chave e pode resultar em sintoma letal na planta (MA,
2002), o triclopyr € rapidamente translocado em todas as plantas (GORRELL et
al., 1988; LEWER; OWEN, 1990), principalmente pela via simpléstica, e se
acumula no tecido meristematico (RADOSEVICH; BAYER 1979). O composto
clopyralid €é facilmente translocado e induz respostas do tipo auxina
caracteristicas em tecidos em crescimento, afetando a respiracdo e o
crescimento das células vegetais (ZHAO et al., 2011). E o aminopyralid é o que
possui composicdo quimica mais semelhante ao picloram (Figura 1). Portanto,

sdo moléculas em potencial para a inducdo embriogénica.

Acidos piridinocarboxilicos

F Cl

—N N
c—’  H»—0—CH,—COOH g 7\  O— CH,— COOH
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Cl
Cl H,N Cl
7\ 7\
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Figura 1. Estrutura quimica de cada molécula pertencente ao grupo acido piridinocarboxilicos:
fluroxypyr (acido 4-amino-3,5-dicloro-6-fluoro-2-piridiloxiacético), o triclopyr (acido 3,5,6-tricloro-
2-piridiniloxiacético), o clopyralid (acido 3,6-dicloro-piridina-2-carboxilico), aminopyralid (acido 4-

amino-3,6-dicloropiridina-2-carboxilico), e picloram (acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico).
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CAPITULO |

Selecao de gendtipos superiores e qualidade fisica e fisiol6gica de
sementes de Euterpe edulis Martius

Resumo: A exploracdo predatdria da palmeira jucara (Euterpe edulis Martius)
para a extracdo do palmito inseriu a mesma a lista de espécies ameacadas de
extincdo, o que diminui o banco de sementes da espécie com prejuizos
ecologicos incalculaveis. Objetivou-se com este trabalho analisar gendtipos de
E. edulis de dois locais em diferentes altitudes, e selecionar os melhores
individuos quanto a qualidade de polpa, e qualidade fisica e fisiol6gica de
sementes na formacao de plantulas. O delineamento experimental utilizado, na
avaliacao dos locais foi o inteiramente casualizado, na qual os tratamentos foram
10 gendtipos em Lagoa Seca, Alegre-ES e 10 gendtipos em Pedra Menina,
Dores do Rio Preto-ES/ Espera Feliz-MG, com quatro repeticdes de 25 sementes
cada. As plantas matrizes foram georeferenciadas e analisadas quanto a:
morfologia, producdo, andlises fisicas e quimicas dos frutos, qualidade
fisiologica das sementes, e qualidade das plantulas. Os genétipos localizados na
regido de Lagoa Seca estavam em uma altitude variando de 704,3-742,7 m, e
0s genotipos de Pedra Menina estavam em uma altitude variando de 916-1210
m. Quanto ao rendimento de polpa houve maior aproveitamento para os frutos
de Lagoa Seca, comparado aos de Pedra Menina, no entanto, as matrizes de
Pedra Menina apresentaram uma diferenca de 146% nos teores antocianicos em
relacdo aos de Lagoa Seca. O G7 de Pedra Menina obteve média de emergéncia
(96,0%) também superior a média maxima encontrada entre os gendtipos de
Lagoa Seca (94%). O mesmo ocorreu para IVE e TME, em que Pedra Menina
destacou-se sobre Lagoa Seca, alcancando IVE maximo de 0,3991 e TME
minimo de 54,5 dias no G10. Os gendétipos avaliados de Pedra Menina foram
consideravelmente superiores aos de Lagoa Seca para parametros relevantes

ao consumo dos frutos e vigor de sementes de E. edulis.

Palavras-chave: jugara, diversidade, antioxidante, flavonoides, antocianinas,

rendimento de polpa, vigor de sementes.
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Abstract: The predatory exploitation of the jucara palm (Euterpe edulis Martius)
for the extraction of palm hearts has placed it on the list of endangered species,
which reduces the seed bank of the species with incalculable ecological damage.
The objective of this work was to analyze different genotypes of E. edulis from
two locations in the state of Espirito Santo/Minas Gerais at different altitudes, and
to select the best individuals regarding pulp quality, physical and physiological of
seeds for seedling formation. The experimental design used in the evaluation of
the sites was completely randomized, in which the treatments were 10 genotypes
in Lagora Seca, Alegre-ES and 10 genotypes in Pedra Menina, Dores do Rio
Preto-ES/Espera Feliz-MG, with four replications of 25 seeds each. The mother
plants were georeferenced and analyzed in terms of: morphology, production,
physical and chemical analysis of the fruits, physiological quality of the seeds,
and quality of the seedlings. The genotypes located in the Lagoa Seca region
were at an altitude ranging from 704.3-742.7 m, and the Pedra Menina genotypes
were at an altitude ranging from 916-1210 m. As for the pulp yield, there was
greater use for the fruits of Lagoa Seca, compared to those of Pedra Menina,
however, the matrices from Pedra Menina showed a difference of 146% in
anthocyanin levels in relation to those from Lagoa Seca. The G7 of Pedra Menina
obtained a mean of emergence (96.0%) also higher than the maximum mean
found among the genotypes of Lagoa Seca (94%). The same occurred for ESI
and AET, in which Pedra Menina stood out over Lagoa Seca, reaching maximum
ESI of 0.3991 and minimum AET of 54.5 days in G10. The evaluated genotypes
of Pedra Menina were considerably superior to those of Lagoa Seca for

parameters relevant to fruit consumption and seed vigor of E. edulis.

Keywords: jucara, diversity, antioxidant, flavonoids, anthocyanins, pulp yield,

seed vigor.
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1 INTRODUCAO

A palmeira jucara (Euterpe edulis Martius) € uma espécie nativa da
Floresta Atlantica, que apesar de enfrentar riscos elevados de extingdo na
natureza (MMA, 2017), continua sendo muito utilizada para a extracao do palmito
e na producdo do acai. Trata-se de uma palmeira de estirpe Unica, reta e fina,
podendo chegar até 20 ou 25 m de altura.

A espécie encontra-se na categoria vulneravel na Lista Brasileira de
Espécies Ameacadas de Extingdo (BRASIL, 2008, 2014). No entanto, estudos
apontam que E. edulis € muito mais vulneravel a extincdo do que atualmente é
classificado (SOUZA; PREVEDELLO, 2020; LEAL et al., 2021). A perda continua
de Floresta Atlantica € a principal forca motriz dos padrées de ocorréncia e
declinio da abundancia de E. edulis, além da superexploracéo de adultos para
obtencédo do palmito nesses fragmentos florestais, principalmente quando néo
protegidos (LEAL et al., 2021).

O processo de extracao do palmito acarreta a morte da planta, devido ao
nao perfilhamento, limitando a propagacdo da espécie a ocorrer Unica e
exclusivamente por meio de sementes, com a necessidade de outros individuos
para que ocorra a fecundacao cruzada (DORNELES et al., 2013). Além disso,
as mudancas anuais na producédo de sementes, a baixa emergéncia de novos
individuos e a alta mortalidade das mudas nos primeiros anos de vida, interfere
diretamente na densidade populacional e na viabilidade dessas populacdes
(FANTINI; GURIES, 2007; LEAL et al., 2021).

A espécie produz frutos com cores vivas e intensas com grande
importédncia ecolégica e econdbmica, desempenhando papel em varios
mecanismos reprodutores das plantas, tais como a polinizacao e a disperséo de
sementes; e como alimento para a fauna (LOPES et al., 2007). E, a polpa dos
frutos de jucara é utilizada para formulagéo do acai, e considerado como “super
alimento” devido a atividade antioxidante excepcionalmente alta, com elevada
concentragdo de compostos bioativos (fenolicos e flavonoides), principalmente
antocianinas, sendo as mais abundantes a cianidina-3-glicosideo e a cianidina-
3-rutinosideo (TEIXEIRA et al., 2008; LIMA et al., 2012; SCHULZ et al., 2016;
2021a).

O potencial antioxidante de E. edulis é demonstrado em modelos
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celulares e, na maioria dos estudos in vivo, observou uma diminuicdo nos
marcadores de peroxidacao lipidica e atividade antioxidante enzimatica, com a
ingestdo da polpa do fruto (SCHULZ et al.,, 2021a). Estudos realizados para
avaliar a capacidade antioxidante das antocianinas encontraram efeitos positivos
e significantes para promover a vasodilatacdo, na prevencao da hiperglicemia,
estimular a secrecao de insulina, diminuir o risco de doencas cardiovasculares
(PATRAS et al., 2010), melhorar a adaptagdo da visdo noturna e prevenir a
fadiga visual (LIMA et al., 2006). Além de efeitos promissores na inibicdo da
proliferacéo de células humanas cancerigenas, originadas em diferentes partes
do corpo, como estdbmago, colon, mama, pulmdo e sistema nervoso central
(PATRAS et al., 2010), e efeito anti-inframatoério (SILVA et al., 2021).

No entanto, ha uma grande variacdo da concentracdo desses
antioxidantes na polpa dos frutos, a hipotese é que essa variagdo pode depender
de fatores como o gendtipo e ambiental da sua localizagdo. Portanto, ha a
necessidade de estudos quanto a selecdo de individuos vigorosos, altamente
produtivos, com qualidades fisica do fruto e quimica da polpa superiores, para
alimentacdo humana, e quanto a composicdo e qualidade fisiolégicas na
maturacdo das sementes e formacao de plantulas, j& que o método seminifero,
€ a Unica forma de propagar a espécie. Assim, objetivou-se com este trabalho
analisar gendtipos de E. edulis de dois locais em diferentes altitudes, e selecionar
os melhores individuos quanto a qualidade de polpa, e qualidade fisica e
fisiologica de sementes na formacédo de plantulas.

2 MATERIAL E METODOS
2.1.Areas

Os genotipos de Euterpe edulis foram selecionados em duas areas
diferentes, uma localizada no distrito de Lagoa Seca, municipio de Alegre-ES e
a outra no distrito de Pedra Menina, nos municipios de Dores do Rio Preto-ES,
e Espera Feliz-MG, préximo ao Parque Nacional do Caparaé. Em cada area
foram analisados 10 genotipos quanto ao: diametro a altura do peito (DAP = 1,3
m); altura de plantas matrizes (m); e peso do cacho (kg).
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2.2.Analises fisicas e quimicas de frutos

Os frutos de E. edulis foram analisados quanto ao: diametro longitudinal
e transversal do fruto (mm); massa de 200 sementes (g), rendimento de polpa
(%); determinacdo do brilho (L*), relacdo vermelho/verde (a*), relacéo
amarelo/azul (b*), cromaticidade (C*), e angulo e tonalidade (H*), com auxilio de
um colorimetro; soélidos solaveis (°Brix, SS); acidez titulavel (% &acido citrico, AT);
RATIO (SS/AT); antocianina (mg 100 g); flavonoides (mg 100 g1); e fendis (mg
100 g).

Os sélidos soluveis (SS) foram determinados por meio de leituras em um
refratbmetro analégico manual com resultados expressos em °Brix, seguindo o
método n° 932.12 da AOAC (HORWITZ, 2005). O valor do °Brix foi obtido
assumindo-se a  seguinte  equacdo: %SS = [(M(amostra) @+
M(agua))/M(amostra)]*Li, em que M (amostra) = massa de amostra utilizada (g);
M (Adgua) = massa de agua utilizada na diluicdo (g); e Li = valor encontrado na

leitura do refratdmetro (%).

A acidez titulavel foi calculada e expressa em % acido citrico, seguindo o
método n° 942.15 da AOAC (HORWITZ, 2005), através da seguinte equacao:
AT (% &cido citrico) = [ J*V*f*6.4/M (amostra), em que: [ ] = concentracdo molar
de NaOH; V = volume de NaOH usado na titulometria (mL); f = fator de correcéo

obtido para padronizacdo do NaOH; e M (amostra) = massa de amostra utilizada

(9).

Para a determinacdo de antocianinas e flavonoides, utilizou-se a
metodologia proposta por Lees e Francis (1972) e Francis (1982), pesando-se
0,150 g de amostra em tubos de ensaio, seguido pela adicdo de 4 mL da solucao
extratora etanol 96% em HCI 1,5 mol L' (85:15). As amostras foram
homogeneizadas e deixadas em repouso por 24 horas em uma camara escura,
com posterior filtragem, e as amostras foram analisadas em espectrofotbmetro
no comprimento de onda 535 nm para antocianina, e 374 nm para flavonoides.
Para a quantificagdo da antocianina, utilizou-se a equacdo ANT (mg 100 g?) =
absorbancia x fator de diluicdo/98,2. E para a quantificacdo do teor de
flavonoides, utilizou-se a equacgdo FLAV (mg 100 g*!) = absorbancia x fator de

diluicao/76,6.

Para a determinacdo do teor de fendis totais foi adaptado o método
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espectrofotometro de Folin Ciocalteau (SINGLETON et al., 1999), pesando-se
0,25 g de cada amostra em tubos de ensaio, seguindo pela adicdo de 5 mL de
solucao extratora de acido cloridrico (HCI) 2 N. As amostras foram entéo, levadas
para banho Maria a 95 °C 30 mint. Apés o resfriamento, as amostras foram
filtradas em filtro e deste filtrado foi pipetado em tubos de ensaio 50 uL do extrato
e adicionado 2,5 mL de Folin-Ciocalteu 1:10 (v v!). Apés 5 min adicionou-se 2
mL de carbonato de sédio (Na2CQOz) 4% (m vt), mantendo as solucdes em
repouso no escuro por 2 horas. O contetdo de fendis totais foi quantificado no
comprimento de onda 760 nm, em triplicata, e a curva de calibracéo utilizada foi
Y =0,0419+0,7697X (R= 0,99), sendo o contelido expresso em mg 100 g

2.3.Qualidade fisiol6gica das sementes

As sementes dos gendtipos das duas areas foram analisadas a umidade
(%), emergéncia (%), indice de velocidade de emergéncia (IVE), tempo médio
de emergéncia (TME - dias), altura de plantulas (cm), comprimento de raiz (cm),

massas seca de parte aérea e raiz das plantulas (MSPA e MSR - g).

O teor de agua das sementes (umidade), foi determinado pelo método de
estufa (Adamo®) regulada a 105 + 3 °C, por 24 horas, com quatro repeticées de
25 sementes, de acordo com as Regras para Analise de Sementes (BRASIL,
2009).

Para a andlise de emergéncia (BRASIL, 2009), IVE (MAGUIRE, 1962) e
TME (LABOURIAU, 1983), as sementes foram colocadas para germinar em
substrato vermiculita e umedecida com agua destilada. E mantidas em
incubadora de demanda bioquimica de oxigénio (BOD) regulada na temperatura
de 20-30 °C. Aos 150 dias foram analisados a altura de plantulas, comprimento
da raiz, MSPA e MSR.

2.4.Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia e teste F (p<0,05), e
as médias dos genotipos agrupados pelo teste de Scott-Knott (p<0,05), com o
auxilio do software Genes (CRUZ, 2016). Empregou-se a distancia generalizada

de Mahalanobis como medida de dissimilaridade; a contribuicdo relativa dos
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caracteres fisico-quimicos para a divergéncia genética pelo método de Singh

(1981); e a correlacéo fenotipica dessas caracteristicas.

3 RESULTADOS

Os gendtipos localizados na regido de Lagoa Seca (Figura 1a) estavam
em uma altitude variando de 704,3-742,7 m, com DAP de 8,8-17,7 cm e altura
de plantas (HP) de 7,0-12,6 m (Figura 1b). Os GENs 8, 10, 9 e 6 destacaram-se
dos demais quanto ao maior peso de cacho (PC) de 7,526; 6,724, 5,415; e 5,291

kg, respectivamente (Figura 1b).
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Figura 1. Coordenadas (a) e caracteristicas dos genétipos (GENSs) (b) de E. edulis localizados
em Lagoa Seca. DAP. diametro a altura do peito (1,30 m), HP. altura da planta, e PC. peso do
cacho.

Ja os gendtipos localizados na regido de Pedra Menina (Figura 2a)
estavam em uma altitude variando de 916-1210 m, com DAP de 13,4-26,0 cm e
altura de plantas (HP) de 5,5-11,56 m (Figura 2b). O G8 destacou-se dos demais
gendtipos quanto ao maior peso de cacho (PC) de 9,695 kg (Figura 2b)
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Figura 2. Coordenadas (a) e caracteristicas dos genétipos (GENSs) (b) de E. edulis localizados
em Pedra Menina. DAP. didmetro a altura do peito (1,30 m), HP. altura da planta, e PC. peso do

cacho.

Para os genotipos de Lagoa Seca, as maiores médias de diametro
longitudinal dos frutos foram nos G2 (14,07 mm) e G7 (13,94 mm), 0s quais néo
diferiram estatisticamente entre si (Figura 3a). JA& o didmetro transversal e a
massa de 200 sementes, 0 G2 possui média superior aos demais genotipos
(14,86 mm e 111,47 g, respectivamente) (Figuras 3b, c¢). Enquanto o rendimento
de polpa obteve médias maiores para o G5 e G9 (32,49 e 32,25%,
respectivamente) (Figura 3d).

Na colorimetria dos frutos de Lagoa Seca, as maiores médias de brilho
(L*) foram encontrados nos GENs 1, 5, 7, 2, 6, 3 e 9 (27,14, 26,83; 26,72; 26,62;
26,50; 26,28 e 26,23, respectivamente), os quais nao diferiram estatisticamente
entre si. Para a relacdo vermelho/verde (a*) as maiores médias foram
encontrados para os GENs 6, 5, 9 e 3 (4,48; 4,05; 3,74 e 3,53, respectivamente),
e para a relacdo amarelo/azul (b*) foram obtidos no G9 (3,85) e G7 (3,70). J4 a
cromaticidade (C*), as maiores médias foram obtidos nos GENs 6, 9,5, 7 e 3
(5,64, 5,55, 4,97, 4,80 e 4,51, respectivamente), e o angulo de tonalidade (H*)
no G7 (58,03) (Figuras 3e-i).

Nos gendtipos de Pedra Menina, a maior média de diametro longitudinal
dos frutos foi no G7 (14,52 mm), e para o diametro transversal no G4 (14,52
mm), 7 (14,46 mm), G3 (14,45 mm) e G2 (14,33 mm) (Figuras 3a, b). J4 a massa

de 200 sementes, o G3 apresentou média superior aos demais genotipos
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(107,48 g), e 0 G2 o maior rendimento de polpa (26,41 %) (Figuras 3c, d). Para
0s parametros de colorimetria, as maiores medias obtidas para L* foram
encontrados nos G4 (27,29) e G5 (27,18), para o parametro a*, no G8 (4,37) e 4
(4,13), para b* no G2 (2,67), G5 (2,62) e G4 (2,49), para C* no G4 (4,94), G8

(4,54) e G7 (4,24), e para H* no G10 (162,61) e G2 (56,48) (Figuras 3e-i).
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Figura 3. Didmetro longitudinal - mm (a), didmetro transversal - mm (b), massa de 200 sementes
- g (c), rendimento de polpa - % (d), L* (e), a* (f), b* (g), C* (h), H* (i) de sementes de gendtipos
de E. edulis. tMédias nao seguidas da mesma letra (mailscula - Lagoa Seca, minUscula - Pedra

Menina) diferem entre si, pelo teste de agrupamento de médias Scott-Knott (p<0,05).

Nas analises quimicas dos frutos de Lagoa Seca, as maiores médias
encontradas de sélidos soltuveis foram no G1 (10,24 °Brix), de acidez titulavel no
G10 (0,845% acido citrico), da relacdo RATIO no G1 (23,51 SST/ATT), de
antocianina no G8 (0,403 mg 100 g1), flavonoide no G8 (0,598 mg 100 g?), G10
(0,596 mg 100 g1), e G6 (0,555 mg 100 g?), e fendis no G6 (83,60 mg 100 g?)
e G10 (74,00 mg 100 g*) (Figuras 4a-f).

Nos frutos de Pedra Menina as maiores médias encontradas de SS foram
no G6 (23,36 °Brix), de AT no G7 (1,37% acido citrico), para relacdo RATIO no
G6 (24,78 SST/ATT), antocianina no G1, G5, G9 com 0,461 mg 100 g%, G7 com
0,459 mg 100 g*, e G10 com 0,455 mg 100 g, flavonoides no G5 (1,449 mg
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100 g*) e G1 (1,298 mg 100 g1), e fendis no G1 (168,04 mg 100 g*) (Figuras
4a-f).
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Figura 4. Sélidos solaveis - °Brix (a), acidez titulavel - % acido citrico (b), RATIO - SS/AT (c),
antocianina - mg 100 g (d), flavonoides - mg 100 g (e), e fendis - mg 100 g (f) de sementes
de gendtipos de E. edulis. tMédias ndo seguidas da mesma letra (mailscula - Lagoa Seca,
mindscula - Pedra Menina) diferem entre si, pelo teste de agrupamento de médias Scott-Knott
(p<0,05).

Quanto a andlise fisiologica das sementes de Lagoa Seca, a média de
umidade das sementes variou de 47,72-40,93%, sendo a maior no G9 e a menor
no G7 (Figura 5a). A maior média de emergéncia ocorreu nos GENs 5, 1, 2, 6,
3, 10 e 9 (94, 93, 89, 85, 82, 81, 74%, respectivamente), entre 0S quais nao
houve diferenca significativa estatisticamente (Figura 5b). O maior IVE foram nos
GENs 6, 1, 5 e 3 (0,2681; 0,2623; 0,2524; e 0,2518) e os menores TME no G3
(84,4 dias) e G6 (81,5 dias) (Figuras 5c, d). As maiores médias de altura de
plantulas foram no G6, G5 e G3 (9,09, 8,48 e 8,06 cm, respectivamente), de
comprimento de raiz no G5 e G6 (13,93 e 12,78 cm, respectivamente), MSPA no
G6 e G5 (3,27 e 2,87 g, respectivamente), e de MSR no G5 e G6 (1,480 e 1,357
g, respectivamente) (Figuras 5e-h).

Nas sementes de Pedra Menina, a umidade variou de 48,77-40,65% (G10
e G2) (Figura 5a). A maior média de emergéncia ocorreu no G7 (96,0 %), G8 e
G9 (90,0%), G4 (88,0 %), G1 (85,0 %), G2 e G10 (84,0 %) e G6 (79,0 %), entre
0s quais nao houve diferenca significativa estatisticamente (Figura 5b). O maior
IVE (0,3991) e o0 menor TME (54,50 dias) ocorreu no G10 (Figuras 5c, d). As
maiores medias de altura de plantulas foram no G1 e G2 (10,08 e 9,52 cm,
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respectivamente), de comprimento de raiz no G10 (18,50 cm), MSPA nos GENs
10,8,7,1,2e9 (3,64, 3,52, 3,35, 3,15, 2,85, 2,51, respectivamente), e MSR no
G10e G7 (1,80 e 1,63 g, respectivamente) (Figuras 5e-h).
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Figura 5. Umidade - % (a), emergéncia - % (b), indice de velocidade de emergéncia - IVE (c),
tempo médio de emergéncia - TME, dias (d), altura de plantulas - cm (e), comprimento de raiz -
cm (f), massa seca de parte aérea - MSPA, g (g), e massa seca de raiz — MSR, g (h) de sementes
de gendtipos de E. edulis. 'Médias ndo seguidas da mesma letra (mailscula - Lagoa Seca,
mindscula - Pedra Menina) diferem entre si, pelo teste de agrupamento de médias Scott-Knott
(p<0,05).

As variaveis canbnicas explicam cerca de 77% da variabilidade dos
gendtipos de Lagoa Seca e 72% de Pedra Menina (Figura 6a, c). Para os
gendtipos de Lagoa Seca foi gerado trés grupos: i) GENs 2, 3 e 5; ii) G1; e iii)
GENs 7,9, 4, 6, 8 e 10 (Figura 6b); com uma estimativa de correlagcéo cofenética
de 0,59. O agrupamento gerado para os genoétipos de Pedra Menina dividiu-se
em 2 grupos: i) G2 e G4; e ii) GENs 6, 8, 10, 3,7, 1, 5, e 9 (Figura 6d); com uma
estimativa de correlacdo cofenética de 0,78.
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Figura 6. Varidveis candnicas e dendrograma dos genotipos de E. edulis de Lagoa Seca (a, b)
e Pedra Menina (c, d) (p<0,001).

4 DISCUSSAO

A médias encontradas para os didmetros longitudinais e transversal
influenciaram diretamente no resultado do parametro massa de 200 sementes,
em que um dos gendtipos com maiores didmetros também apresentou maior
massa de sementes (G2 - Lagoa Seca, e G3 - Pedra Menina), enquanto o
gendtipo com menores diametros (G1 - Lagoa Seca, e G9 - Pedra Menina)

resultou na menor massa de sementes.

Quanto ao rendimento de polpa houve maior aproveitamento para os
frutos de Lagoa Seca, pois 0s genotipos com maior rendimento para a localidade
alcancaram os valores de 32,49 e 32,25% (G5 e G9, respectivamente), enquanto
0 gendtipo com maior rendimento para Pedra Menina chegou a apenas 26,41%
(G2). O rendimento maximo de polpa dos frutos de Lagoa Seca assemelha-se

aos valores encontrados por Borges (2013), os quais variaram de 25,67 a
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36,69%.

Os resultados encontrados para os parametros de colorimetria (L*, a*, b*,
C* e H*) dos frutos de Lagoa Seca indicaram que todos os genétipos estavam
em estagio de maturacao, sendo o G8 um dos mais escuros. Nos frutos de Pedra
Menina os parametros indicaram o grau de maturacdo em todos 0s genotipos,
no entanto, em estagio de maturacdo mais avancado em relagdo aos genotipos

de Lagoa Seca.

A maior média de SS (10,24° Brix) para o0 Gl de Lagoa Seca
provavelmente associa-se ao grau de maturacdo do mesmo, pois durante a fase
de maturacdo dos frutos ocorre aumento no teor de acucares, apresentando
menor valor de AT (0,44% &cido citrico), gerando uma relacdo SS/AT (RATIO)
de 23,51. As médias de SS, AT também foram superiores para os genotipos de
Pedra Menina em relacdo a Lagoa Seca, alcancando valor maximo de 23,36
°Brix (G6) e 1,37% acido citrico (G7). Durante o amadurecimento dos frutos
ocorrem diversas reacfes metabodlicas que resultam, principalmente, em
alteracdes na composicdo quimica e nas propriedades sensoriais. Geralmente
os frutos sdo mais doces e menos &cidos ao final do processo de
amadurecimento, no entanto, em frutos de E. edulis ocorre o aumento da acidez
nos estadios de maturacdo mais tardios, enquanto o teor de acucares diminui
(SCHULZ et al., 2021b).

As matrizes de Pedra Menina apresentaram teores antocianicos mais
elevados que em Lagoa Seca, diferenca de 146%. Frutos de E. edulis
apresentam alta capacidade antioxidante e que pode variar em cada genoétipo,
como exemplo, Barroso et al. (2018) encontraram dois genétipos (J2, J5) que
apresentaram maiores teores de antocianinas. A antocianina dominante em
polpa de frutos de E. edulis é a cianidina-3-O-rutinosideo, representando cerca
de 73% do teor total de compostos fendlicos, além de cianidina-3-glucosideo e
perlagonidina-3-glucosideo (VIEIRA et al.,, 2017). Ja Barroso et al. (2018)
identificaram na polpa de frutos de E. edulis, além da cianidina-3-rutinosideo, a

antocianina malvidina-glicosideo.

No presente trabalho, em 80% dos gendtipos verificou-se superioridade
no conteudo fendlico da polpa dos frutos de Pedra Menina em relagcéo a de

Lagoa Seca. Estes resultados podem estar relacionados aos materiais genéticos
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e a condicdes edafoclimatica, a considerar que, os superiores (GENs 1; 5; 9; 7;
e 10) pertenceram ao mesmo grupo genético (Figuras 4 e 6), e a altitude que
Pedra Menina esta (916-1210 m), diferencia-se em média de 268 m de Lagoa
Seca (704-743 m). Barroso et al. (2018) identificaram altos teores de polifendis
nos frutos dos genétipos J1 e J4. E Schulz et al. (2016) informaram que a polpa

de E. edulis apresenta praticamente o dobro de fendis que a de E. oleraceae.

Quanto a umidade da semente, o0 G9 apresenta maior porcentagem entre
0S genotipos de Lagoa Seca (47,72%), e o G10 entre os de Pedra Menina
(48,77%). Tais médias, superiores ao encontrado por Negreiros e Perez (2004),
que constataram que sementes viaveis de E. edulis recém-coletadas possuiam
37% de umidade.

O G7 de Pedra Menina obteve média de emergéncia (96,0%) também
superior a média maxima encontrada entre 0s genaotipos de Lagoa Seca (94%).
O mesmo ocorreu para IVE e TME, em que Pedra Menina destacou-se sobre
Lagoa Seca, alcancando IVE maximo de 0,3991 e TME minimo de 54,5 dias no
G10. Juntos, estas trés variaveis indicam um vigor consideravelmente maior para

0S genotipos de Pedra Menina.

As variaveis altura de plantulas e comprimento de raiz relacionaram-se
diretamente com massas secas de ambas as partes, visto que, 0s gendtipos com
maiores partes aéreas e raizes (G6 e G5 - Lagoa Seca, G1 e G2 - Pedra Menina)

também apresentaram maior massa seca.

5 CONCLUSOES

Os gendtipos avaliados de Pedra Menina foram consideravelmente
superiores aos de Lagoa Seca para parametros relevantes ao consumo dos
frutos de E. edulis, sendo possivel a partir destes alcancar o consumo desejavel

de antioxidantes.

Os genatipos avaliados em Pedra Menina também indicam um vigor de
sementes consideravelmente maior, comparado aos de Lagoa Seca, com
destaque o G7 e G10.
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CAPITULO I

Reserve mobilization and in vitro germination of Euterpe edulis (Martius)
seeds at different maturation stages?

Abstract: Euterpe edulis (Arecaceae) is a typical palm of the Atlantic Forest with
great ecological and economic value. Its seeds are characterized by hard coats,
as well as recalcitrant, slow, and uneven germination, which hinder efficient
seedling production. Given its risk of extinction, the objective of this study was to
investigate reserve mobilization and how this impacted on the quality of maturing
E. edulis seeds. Seven maturation stages separated by 20-day intervals, were
assessed from 108 to 228 d after anthesis. The morphological characteristics,
germination, vigor, and biochemical properties of in vitro germinated seeds, as
well as the quality of the seedlings from each maturation stage were assessed.
Four replications with ten seeds were evaluated at each stage. Over the
experimental period, total relative growth rate of the fruits was 0.0037 mm day,
while moisture content decreased from 79.49 to 46.59%. The concentrations of
phenols, soluble sugar, proteins, and starch decrease significantly during
maturation, while there is an increase in lipids and fibers. Most variables
displayed a positive correlation, except moisture, phenols, soluble sugar,
proteins, and starch. E. edulis seeds possessed sufficient reserves to allow for
normally developed embryos 148 days after anthesis, their 100% germination,

and formation of 100% normal seedlings.

Keywords: Arecaceae, biochemical characterization, jucara, palm tree,
propagation.

Publicado na Trees, v. 36, p. 415-426, 2022. https://doi.org/10.1007/s00468-
021-02216-6
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Resumo: Euterpe edulis (Arecaceae) é uma palmeira tipica da Mata Atlantica
com grande valor ecoldgico e econdmico. Suas sementes Sao caracterizadas por
tegumento duro, germinagdo recalcitrante, lenta e desigual, o que dificulta a
producéo eficiente de mudas. Dado o risco de extingéo, o objetivo deste estudo
foi investigar a mobilizacdo de reservas e como isso impacta na qualidade das
sementes de E. edulis em maturacdo. Sete estagios de maturacdo separados
por intervalos de 20 dias, foram avaliados de 108 a 228 dias apds a antese.
Foram avaliadas as caracteristicas morfoldgicas, germinacdo, vigor e
propriedades bioquimicas das sementes germinadas in vitro, bem como a
qualidade das plantulas de cada estadio de maturacdo. Foram avaliadas quatro
repeticbes com dez sementes em cada estagio. Ao longo do periodo
experimental, a taxa de crescimento relativo total dos frutos foi de 0,0037 mm
dial, enquanto o teor de umidade diminuiu de 79,49 para 46,59%. As
concentracbes de fendis, acucar soluvel, proteinas e amido diminuem
significativamente durante a maturagdo, enquanto ha aumento de lipidios e
fibras. A maioria das varidveis apresentou correlacao positiva, exceto umidade,
fendis, acucar solavel, proteinas e amido. As sementes de E. edulis possuiam
reservas suficientes para permitir a formacdo de embribes normalmente
desenvolvidos 148 dias apds a antese, sua germinacdo de 100% e a formacéao
de plantulas 100% normais.

Palavras-chave: Arecaceae, caracterizacdo bioquimica, jucara, palmeira,

propagacao.
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1 INTRODUCTION

Euterpe edulis (Martius), known as jugara, is a native species from the
Atlantic Forest, found mainly in the south and southeast regions of Brazil along
the Atlantic coast and down to Argentina (SCHULZ et al., 2016). The main
product obtained from this species is the heart of palm, whose widespread
consumption adds to the economic importance of this palm tree. Unlike other
palms of the same genus, E. edulis is renowned for its quality and flavor
(BORGES et al., 2013). However, overexploitation, lack of regrowth, and slow
growth have led to the inclusion of E. edulis in the Brazilian List of Endangered
Species (BRASIL 2008; 2014). lllegal extraction of this species is still common
throughout the Atlantic Forest, in addition, populations outside protected areas
can decrease to extinction 2.4 times faster, compared to populations within
protected areas (SOUZA; PREVEDELLO, 2020).

Another by product of this species is its fruit, which weighs about 1 g and
acquires a dark purple hue when ripe, resembling those of Euterpe oleracea Mart.
and Euterpe precatoria Mart. used in the production of acai (SCHULZ et al. 2017).
The bioactive composition of jucara fruits has revealed elevated antioxidant
content in the pulp (RIBEIRO et al. 2018).

Harvesting and processing of E. edulis fruits for the production of pulp has
revolutionized the socioeconomic and ecological role of this palm (TREVISAN et
al., 2015). As a unique case, this forest species suddenly went from almost
extinction to a position of strong potential for sustainable management in forest
environments and agroforestry systems, with lasting profits for farmers, in which,
the harvesting of fruits maximizes both conservation and financial results
(TREVISAN et al., 2015; CHAGAS et al., 2021). Indeed, jucara is now at the heart
of one of the most important non-timber forest production chains in the Brazilian
and international markets. However, the absence of natural propagation by
tillering, whereby shoots are emitted from the base of the plant, in favor of seed-

only propagation has limited the generation of seedlings.

A single palm tree is estimated to produce 800 seeds per kilogram of fruits,
each fruit has a single seed (CARPINE et al., 2019). The seeds consist of a hard
almond, with a small embryo and abundant endosperm (PANZA et al., 2004).

Despite their large number, the seeds suffer from a rapid reduction in moisture,
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with consequent loss of viability, as well as slow and uneven germination and/or
emergence (BOVI; CARDOSO, 1975). As a result, germination can take from 60
to 90 days (CURSI; CICERO, 2014).

The growth cycle of a plant begins with the germination of its seeds
(DONOHUE et al., 2010; NONOGAKI et al., 2010; LAI et al., 2015). Thus, the
type and quantity of primary metabolites transferred from the mother plant have
a direct bearing on germination (DONOHUE, 2009; BASKIN; BASKIN, 2014a; LI
et al., 2017). Soluble sugar, proteins, and lipids are the most abundant
components and also the most critical for development (ALENCAR et al., 2012;
ZHAO et al., 2018); hence, their amount strongly influences the speed and
success of germination (SORIANO et al., 2014), as well as the quality of

seedlings.

Few studies have analyzed the main nutritional reserves of seeds in the
genus Euterpe, and existing reports are limited to mature seeds of E. edulis
(PANZA et al., 2004), E. oleracea (NASCIMENTO et al., 2020), and E. precatoria
(FERREIRA et al., 2020). Despite the relevance of the species, little is known
about jucara fruits, the only studies were on its pulp (INADA et al. 2015; SCHULZ
et al.,, 2015; 2021). This is the first study to characterize the mobilization of
reserves during seed maturation and link it to the physiological quality of seeds
and seedlings of E. edulis.

The present study is the basis for other works regarding the degree of
maturation of E. edulis seeds, and even for other palm species, with enzymatic
investigations (eg, late embryogenesis accumulated (LEA)), reactive oxygen
species (ROS)), hormones, reserve polysaccharides (glucose, mannose,
galactose and galactomannans) and others such as malondialdehyde (MDA), in
addition to ultrastructural analyses, with the natural aging of seeds. In addition,
the in vitro germination of seeds at different stages of maturation in this study,
allows further work in plant tissue culture, with the use of zygotic embryos and
seedlings, tissues that are more responsive to somatic embryogenesis and which
will give direction to future work with adult explants of selected superior

genotypes, contributing to the improvement of the species.
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2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Plant material

One thousand fruits/seeds of E. edulis from ten wild matrix plants were
harvested for each stage of maturation (200 seeds per matrix plants), located in
the district of Pedra Menina, in the municipality of Dores do Rio Preto, Espirito
Santo, Brazil, around the Caparad National Park (Table 1). The maximum
temperature during the study period was 24 °C in January and the minimum was
15.8 °C in June, with a maximum precipitation of 105 mm in February and a
maximum relative humidity of 83% in April and May (Fig. 1).

Table 1. Coordinates and characteristics of the matrix plants

Matrix Latitude (S) Longitude (W) Altitude (m) DBH"(cm) High (m)
1 20°31'32.3" 41°48'30.0" 1164.0 154 11.56
2 20°33'10.5" 41°49'34.8" 928.0 18.1 7.11
3 20°32'45.8" 41°49'36.6" 957.0 18.2 9.14
4 20°32'45.7" 41°49'30.8" 954.0 17.8 8.29
5 20°32'46.7" 41°49'30.5" 954.0 14.8 6.71
6 20°32'46.9" 41°49'29.7" 954.0 19.6 8.24
7 20°32'45.4" 41°49'35.7" 951.0 134 6.70
8 20°32'45.4" 41°49'36.6" 951.0 16.8 8.39
9 20°33'36.8" 41°48'24.0" 1210.0 26.0 11.43
10 20°33'10.6" 41°49'39.8" 916.0 24.9 5.50
“DBH. diameter at breast height of 1.30 m.
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Fig. 1 Environmental parameters in the region where the Euterpe edulis matrix used in this study
was located. (a) Maximum (Max.T), average (Avg.T), and minimum (Min.T) temperature. (b)
Maximum (Max.RH) and minimum (Min.RH) relative humidity, and precipitation. Values were
recorded in 2019 from flowering to the end of the fruit harvest period. Data were provided by

INMET (National Institute of Meteorology).

Fruits were harvested manually at 108, 128, 148, 168, 188, 208, and 228
days after anthesis (DAA), with the aid of pruning shears to avoid mechanical
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damage. Immediately after harvesting, the samples of the fruits of the ten
matrixes were mixed and packed in thermal boxes and sent for processing and

analysis (Fig. 2).
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Fig. 2 Overview of the Euterpe edulis palm and seeds, together with a schematic representation
of the procedures applied in the present study. (a) lllustration of the E. edulis palm with the seed-
dispersing jacu (Penelope obscura Humboldt). After feeding on jugara fruits, the jacu may move
to feed on coffee beans, producing specialty coffee. (b) Bunch with immature fruits, showing the
basal and apical regions. (c) Immature fruit. (d) Morphological evaluation of the fruit, showing the
longitudinal and transversal regions. (e) In vitro germination showing the seed without tegument
and (f) the zygotic embryo (ze). (g) Protrusion of the primary root and (h) germinated seed (cp,
cotyledonar petiole; s, sprouting; r, radicle). (i) Biochemical analysis, represented by an ELISA

plate. Bar: 1.0 cm (c, d, e, g, h), 2 mm (f).

2.2 Morphological analysis
The longitudinal, transversal and average diameters of the fruits (mm), as

well as fresh and dry seed mass (g) were measured manually. The relative growth
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rate (RGR), by period and total, were obtained by the formula: RGR=(In(average
diameterfina)-In(average diameterinitiar))/(DAAfina-DAAinita)  (Mm  day?). The
volume (cm?) was measured by the displacement of water in a 100 mL beaker;
whereas moisture (%) was assessed in an oven at 105 °C (BRASIL, 2009).

2.3 In vitro germination

After cleaning the fruits, the tegument was removed, and the fruits were

immersed in a 2% ascorbic acid solution to prevent the oxidation of phenols.

Using a laminar flow chamber, seeds were immersed in 70% ethyl alcohol
for 60 s, 2.5% sodium hypochlorite (Candura®) for 10 min, and amoxicillin solution
(Germed®) at 3 g L for 10 min. A triple wash in distilled, autoclaved water was
performed after each step. Following disinfection, the seeds were placed in test
tubes (25 x 150 mm) containing 10-mL aliquots of MS culture medium (Murashige
and Skoog 1962) (Sigma®) supplemented with 1 g L polyvinylpyrrolidone
(Synth), 30 g L sucrose (Dinamica®), 0.1 g Lt myo-inositol (Sigma®), and 6 g
L1 agar (Kasvi®). The pH of the medium was adjusted to 5.7 + 0.1 with 1.0 N
KOH (Alphatec®) and/or HCl (Vetec®). The tubes were capped with rigid
polypropylene lids (Sigma®). The medium was autoclaved at 120 °C and 108 kPa
for 20 min.

Cultures were maintained in a growth room at 27 + 2 °C and a 16-h light
photoperiod, under irradiance of 30 pmol m=2 s provided by two fluorescent
lamps (Empalux®) until seedlings were obtained. During this period, germination
(%) (BRASIL, 2009), relative frequency of germination (RFG), germination speed
index (GSI) (MAGUIRE, 1962), and mean germination time (MGT, days)
(LABORIAU, 1983) were recorded. After 150 days, normal and abnormal
seedlings (%), seedling height (cm), stem diameter (mm), root length (cm),
number of roots, dry mass of shoots, roots, and total seedlings (DMS, DMR, and
DMT, g), as well as the Dickson quality index (DQI) (DICKSON et al., 1960) were

calculated.

2.4 Biochemical analyses

Compounds were extracted from E. edulis seeds using the modified
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methodology of Bligh and Dyer (1959). Freshly harvested seeds without
tegument were dehydrated in an oven at 40 °C until constant mass was achieved.
They were then crushed in a knife mill (Wyllie Micro—TE 650, Tecnal) and sieved
via 60-mesh granulometry. Four aliquots of 250 mg were subjected to extraction

in decreasing ethanolic series (98, 80, and 50%).

After the plant material was homogenized with each of the ethanolic
solutions (2000 L), the tubes were incubated for 20 min at 80 °C, centrifuged at
10 000 rpm for 10 min, and the supernatant was collected. The pellet was
resuspended in 1500 pL of chloroform. Distilled water (2000 pL) was added to
induce separation into a hydrophilic upper phase and a hydrophobic lower phase.

Total lipids were obtained using the gravimetric method of Bligh and Dyer
(1959), whereby the hydrophobic phase was transferred to microtubes and
evaporated in a forced-circulation oven at 60 °C for 48 h. Total lipids were then

determined on an analytical scale (0.000 1 g) using three replicates.

Total soluble phenols were quantified with the Folin-Ciocalteu method
(SWAIN; HILLS, 1959) based on a standard curve of tannic acid. Briefly, 11 uL
of the hydrophilic phase extract was added to a microtube together with 189 uL
of 80% ethanol, 800 pL of 4% sodium carbonate, and 1000 pL of Folin-Ciocalteu
reagent. After 30 min in the dark, the samples were read on a spectrophotometer

at 760 nm using four replicates.

Total soluble sugar were determined using the anthrone method (YEMM;
WILLIS, 1954) based on a standard glucose curve. Briefly, 10 pL of hydrophilic
phase extract was added to a microtube together with 490 uL of 80% ethanol and
1000 pL of 0.2% anthrone. The mixture was incubated at 90 °C for 10 min, after
which absorbance of three replicates was read on a spectrophotometer at 620
nm. The concentrations were determined based on a standard curve made with

glucose.

Total protein content was determined using the Bradford method
(BRADFORD, 1976) based on a standard bovine serum albumin curve. The pellet
resulting from the extraction of soluble compounds was mixed with 4000 pL of
0.2 M KOH, incubated at 80 °C for 1.5 h, and centrifuged at 4000 rpm for 20 min.
Finally, 20 uL of the extract, 180 uL of 0.2 M KOH, and 1000 pL of Bradford

reagent were mixed in a microtube, incubated for 10 min, and absorbance was
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read on a spectrophotometer at 595 nm.

After extracting the total protein, the dry pellet was placed in a test tube,
resuspended in 2000 pL of 3% HCI, incubated at 80 °C for 3 h, and centrifuged
at 4000 rpm for 20 min. The supernatant was collected for starch determination
using a standard curve of soluble starch. Aliquots of 2 pL were transferred to test
microtubes, mixed with 298 uL of 3% HCI and 1000 pL of 0.2% anthrone reagent,
incubated in a water bath at 97 °C for 15 min, and absorbance was read on a

spectrophotometer at 620 nm using four replicates.

For fiber analysis, the pellet obtained after starch extraction was dried in a
forced-circulation oven at 60 °C until constant weight was achieved. Ashes were
made using 2-g samples, packed in crucibles, and placed in a muffle for 2 h at
600 °C (CABRERA-BOSQUET et al., 2009) using four replicates.

2.5 Experimental design

The design was completely randomized, consisting of seven treatments
(maturation phases) and four replications with 10 seeds each, for morphological,
biochemical, and in vitro germination analyses. Data were submitted to analysis
of variance, regression, and Pearson's correlation using R software (R Core
Team 2020).

3 RESULTS

The matrices produced an average of four clusters with 172 rachis per
bunch, consisting of an average of 58.42 fruits per cluster in the basal portion and
33.25 in the apical portion (Fig. 2b). This amounted to a total of, on average,
7883.62 fruits per bunch.

The endosperm of the seeds remained aqueous until 108 DAA, when it
changed to a gelatinous consistency and the zygotic embryo became visible. At
approximately 148 DAA, the endosperm became solid (Figs. 3a, b). The point of
physiological maturity occurred at approximately 228 DAA, when the seeds
presented 46.71% moisture, and reached maximum germination plus
accumulation of fresh and dry mass. After this point, the fruits came off the bunch

naturally. Fungal contamination (Penicillium spp.) was observed in 31% (108
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DAA) and 10% (128 DAA) of the seeds (Figs. 3c, d); after that, incidence of this
microorganism was not verified. Seed reserves showed a different degree of
mobilization during maturation (Fig. 3e); whereas seedlings exhibited different

size in accordance with the seed maturation phase (Fig. 3f).
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Fig. 3 Qualitative summary of the morphological and biochemical changes occurring during
Euterpe edulis maturation and seedling production. (a) External and internal morphological
changes of E. edulis fruits during ripening. (b) Internal seed details, seed with 168 DAA (ze,
zygotic embryo; en, endosperm; sc, tegument). (c) Penicillium spp. present during in vitro
germination. (d) Spores of the fungus Penicillium spp. (e) Mobilization of seed reserves during
maturation. (f) Seedling quality with 150 days of each E. edulis seed maturation stage. DAA —
days after anthesis. Bar: 1.0 cm (a, b); 2.0 cm (c, f); 0.5 nm (d).

The longitudinal diameter showed a quadratic growth, with a maximum
value of 12.46 mm at 200 DAA (Fig. 4a). In comparison, the transversal and
average diameters, and fresh and dry weight of the fruits displayed linear
ascendancy, reaching 15.08 mm, 15.06 mm, 2.06 g, and 1.10 g at 228 DAA,
respectively (Figs. 4b, c, e, f). The relative growth rate per period displayed linear
decreasing (Fig. 4d), with an average total rate of 0.0037 mm day-1. And the
volume followed a cubic model, with maximal values at the beginning and at the

end of maturation (Fig. 4Q).
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Between 108 and 228 DAA, moisture content decreased from 79.49 to
46.59% (Fig. 5a). Germination was maximal from 148 DAA, with the highest RFG
(0.08) at 162.55 DAA (Figs. 5b, ¢). The maximum GSI (0.92) and minimum MGT
(9.96 days) occurred at approximately 170 DAA (Fig. 5d). Only seeds germinated
108 DAA (17.5%) and 128 DAA (72.5%) developed abnormal seedlings (average
of 15% for both); after that, maximum germination and formation of normal

seedlings were observed.
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Fig. 5 Moisture content and germination parameters of Euterpe edulis seeds during maturation
(days after anthesis — DAA). (a) Moisture, (b) germination, (c) relative frequency of germination
(RFG), (d) germination speed index (GSI) and mean germination time (MGT); ***p < 0.0001, **p
< 0.001, and *p < 0.01. MxV, maximum value; MnV, minimum value. Bar: standard deviation of

the mean.

The height and diameter of seedlings obtained from the germination of
seeds 108 and 228 DAA, and following another 150 days of in vitro cultivation,
were 12.26 cm (0.72-12.98 cm) and 3.47 mm (1.32-4.79 mm), respectively (Figs.
6a, b). Root length showed quadratic growth, with a maximum value of 13.72 cm
at 213.27 DAA (Fig. 6¢); whereas the number of roots increased until 228 DAA,
with an average of 2.93 roots per seedling (Fig. 6d).

Other seedling parameters, including DMS, DMR, DMT, and DQI,
increased linearly throughout seed maturation, reaching maximum values of
0.185 g, 0.099 g, 0.285 g, and 0.0625 at 228 DAA, respectively (Figs. 6e—h).
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Fig. 6 Physical parameters of Euterpe edulis seedlings obtained after different seed maturation
periods (days after anthesis — DAA). (a) Seedling height, (b) collar diameter, (c) root length, (d)
number of roots, (e) dry mass of shoots (DMS), (f) dry mass of roots (DMR), (g) dry mass of total
seedlings (DMT), (h) Dickson quality index (DQI); ***p < 0.0001, **p < 0.001, and *p < 0.01. MxV,

maximum value. Bar: standard deviation of the mean.

The percentage of lipids in the seeds increased linearly from 0.48 to 1.20%
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(108 to 228 DAA), whereas soluble phenols decreased from 33.65 to 3.69 mg g
L over the same period (Figs. 7a, b). Soluble sugar, instead, followed a quadratic
model, decreasing during seed maturation and then rebounding towards the end,
marking an overall change from 18.73 to 8.76 mg g (Fig. 7c).

Proteins and starch showed a behavior similar to that of soluble phenols,
decreasing from 2.74 to 1.04 mg g* and from 15.21 to 7.25 mg g (108 to 228
DAA), respectively (Figs. 7d, e). Fiber content increased from 66.17 to 83.16%
(Fig. 7f). The minimum percentage of ash was 1.51% at approximately 183 DAA

(Fig. 79).
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Fig. 7 Biochemical composition of Euterpe edulis seeds during maturation (days after anthesis —
DAA). (a) Lipids, (b) soluble phenols, (c) soluble sugar, (d) proteins, (e) starch, (f) fibers, (g) ashes;
***p < 0.0001 **p < 0.001, and *p < 0.01. MnV, minimum value. Bar: standard deviation of the

mean.

Most studied variables displayed a positive correlation; only relative growth
rate period-1 (RGR P-1), moisture, phenols, soluble sugar, proteins, and starch
exhibited a negative correlation. Finally, correlations were not significant between
RFG, GSI, and MGT with respect to other variables (Fig. 8).
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Fig. 8 Pearson's correlation of different variables from Euterpe edulis seeds during maturation.
Mean diameter (AD), relative growth rate period! (RGR P-1), moisture content (M), fresh mass
seed?! (FM S1), dry mass seed? (DM S1), volume (V), germination (G), relative frequency of
germination (RFG), germination speed index (GSI), mean germination time (MGT), plants height
(PH), collar diameter (CD), root length (RR), root number (RN), dry mass of shoots (DMS), dry
mass of roots (DMR), dry mass of total seedlings (DMT), Dickson quality index (DQI), lipids,

phenols, soluble sugar, proteins, starch, fibers, and ashes; p < 0.05.

4 DISCUSSION

The time required for fruit ripening, as well as the number of bunches and
seeds produced by each E. edulis plant, can vary greatly. Mantovani and
Morellato (2000) reported a period of 226 days for maturation, and 2728 fruits per
bunch. Dorneles et al. (2013) observed 2.3 clusters, with 103 rachis, totaling 2100
fruits. Finally, Silva and Reis (2018) calculated a maturation period of 224 days,

with an average of one cluster per palm and 2175 fruits.

Climatic factors during the flowering period can influence parameters
related to subsequent fruit production. For example, high rainfall and relative
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humidity can decrease the incidence of pollinators and cause mechanical
damage to the flowers, preventing pollen grains from forming and diluting the
concentration of sugars in the nectar (DORNELES et al., 2013). Conversely, low
rainfall can reduce the availability of pollen grains by increasing their sterility,
decreasing their germination and pollen tube growth, reducing the fertility of
megagametophytes, inhibiting the differentiation of microspores, decreasing the
number of dehiscent anthers, and eventually leading to fewer seeds (ALQUDAH
et al., 2011).

Development of immature fruits of E. edulis is classified into three phases
based on the consistency of the endosperm: aqueous, gelatinous, and solid
(SILVA; REIS, 2018). In the present study, it took 108 days from anthesis to the
end of the aqueous phase, which is eight days more than reported by Silva and
Reis (2018). The gelatinous phase lasted 40 days, but was characterized by
larger fruits (9.61-11.18 mm). The consistency of the endosperm during this
phase explains the occurrence of fungal contamination (Penicillium spp.) on
seeds placed to germinate in vitro 108 and 128 DAA. The phase comprising solid

endosperm lasted 60 days and fruits were ripe over a period of 40 days.

In the study by Silva and Reis (2018), the aqgueous endosperm began at
37 DAA, with small fruit size (5 mm) and duration of 63 days; the gelatinous
endosperm, averaging 8 mm in diameter, lasted 40 days; and the solid
endosperm, from 12 mm in diameter, took until 204 DAA to become mature. The
fruits ripened and remained in the mother plant for another 47 days, when they
were finally completely dispersed. Generally, the duration of each phase can vary
by 2-6 days.

The morphological variables (longitudinal, transversal, and average
diameters of the fruits, fresh and dry mass per seed, and volume) increased
during maturation up to 228 DAA. The accumulation of fibers exhibited a high
positive correlation with time (>0.92). The plant cell wall consists of three main
fibers: cellulose, hemicellulose, and lignin. Hemicelluloses, which are constituted
mainly of mannans, are present in seed endosperm as thick cell walls (PANZA et
al., 2004); they are formed during maturation concomitantly with the increase in

collar diameter, fresh and dry mass, and seed volume.

Seed mass is an important qualitative variable. Here, the accumulation of
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dry mass seed (0.2-1.1 g) exhibited a positive correlation (>0.87) with seedling
height, stem diameter, length and number of roots, DMS, DMR, DMT, and DQI
(Fig. 8), indicating that larger seeds tend to produce more vigorous seedlings
(ALABARCE; DILLENBURG, 2017).

Dry mass of mature seeds (0.09 g) was higher than that reported
previously by Andrade (2001). This discrepancy can be explained by differences
in environmental conditions during the seed maturation process. The availability
of light, water, and nutrients has been shown to influence seed mass and quality,
as it affects photosynthesis in the mother plant and, consequently, the provision
of resources for the seeds (ALABARCE; DILLENBURG, 2017).

Fruit ripening was accompanied by a decrease in moisture content, soluble
sugars, proteins, and starch. E. edulis seeds present a subcellular structure
associated with extremely recalcitrant behavior, characterized by highly
vacuolated tissues, virtually no storage reserves, abundant endomembranes,
and ergastic substances (PANZA et al., 2004). The observed results corroborate
previous studies of mature E. edulis seeds, in which moisture content of 43-47%
and average of 48.5% have been associated with a decline in seed viability to
below 35-30%, and total loss of germination at 24-18% moisture (MARTINS et
al., 2000; ANDRADE, 2001; PANZA et al., 2004).

According to Queiroz (1986), the germination of mature seeds (last stage
of maturation) in E. edulis occurs in two distinct stages: (1) protrusion of the
cotyledonary petiole; and (2) root growth (emergence) and budding of the
cotyledonary petiole, which is completed 42 days after the first stage. However,
removal of an immature seed coat at 168 DAA caused the first stage to begin on

the second day and the second stage to end after 11 days (Fig. 2h).

In this study, the immature embryo exhibited 100% germination capacity
at 148 DAA (Fig. 5b), maximum germination speed (0.92) at 170 DAA, minimum
MGT (9.96 days) at approximately 166 DAA (Fig. 5d), and 100% normal
seedlings in all these cases (BRASIL, 2009). The germination rate of E. edulis
seeds is likely related to the deposition of small branched galactomannans (called
pure mannans), which provide the endosperm the necessary hardness during
maturation. This may protect the embryo from mechanical damage and
alterations in water availability because the higher is the degree of branching, the



92

more soluble is the polysaccharide (BUCKERIDGE et al., 2000). Baskin and
Baskin (2014b) suggested that underdeveloped palm embryos indicated
morphophysiological dormancy of the mature seeds. As well as, Alabarce and
Dillenburg (2017) associated the slow and uneven germination of E. edulis (three
to six months — ex vitro) with the embryo being underdeveloped and needing an
additional amount of time to reach a normal size, after dispersion and before

germination (protrusion of the primary root).

Each genotype may have a different germination rate, as suggested by
Soler-Guilhen et al. (2020), whose study of various E. edulis genotypes revealed
germination rates ex vitro varying between 30 and 90% (mature fruits),
augmenting at 20-30 days, before decreasing and remaining constant thereafter.
However, with the use of seeds from an early maturation stage (148 DAA), in the
present work, produced a total gain of 101 days, in comparison with the use of
ripe fruits (228 DAA). The seeds obtained 108 and 128 DAA are not
recommended for use due to a lower germination percentage and higher
proportion of abnormal seedlings likely caused by underdeveloped embryos and

insufficient reserves.

The two reserve tissues in palm seeds are cotyledons and endosperm.
The cotyledon contains limited reserves of lipid bodies and closed globoid protein
crystals. In the endosperm, the main reserves are proteins, lipids, and
hemicelluloses. Most proteins are present in the seeds’ outermost cells (PANZA
et al., 2004). In E. precatoria, histochemical analyses revealed the presence of
differently sized and shaped protein deposits along the haustorial region, mainly
on the periphery of the procambial slopes, and close to the embryonic axis. Small
and sparse grains of starch have been identified in and around the plumule and
at the distal end (FERREIRA et al., 2020).

The negative correlation (-0.96) between lipids and starch (Fig. 8) is
associated with a reduction in the latter and an increase in the former during seed
maturation. It can be explained by the requirement for lipids in maintaining
membrane integrity (SCHWEMBER; BRADFORD, 2010) and as an energy
reserve for germination (GUERIN et al., 2020). The latter is proven with the
positive correlation (> 0.84) of the lipids variable with the morphological variables

of the seedlings, produced during the maturation of the seeds. This finding
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corroborates the observations made in Acrocomia aculeata (Lacq.) Lodd. ex
Mart., whereby starch was converted into intermediate trioses, which were readily
used in the synthesis of fatty acids (MONTOYA et al., 2016).

The high positive correlation (0.93) between soluble sugar and moisture
(Fig. 8) is attributed to the concomitant maximum carbohydrate and water content
in seeds. Soluble sugars are consumed during seed maturation and act as strong
osmoregulators, facilitating the ingestion and expansion of water (MONTOYA et
al., 2016).

The observed reduction in phenol content with advancing maturation can
be attributed to the seeds getting ready for germination. Phenols can interfere
with germination by sequestering the oxygen necessary for the respiratory
process (PINOL; PALAZON, 1993).

Besides germination and morphological variables, the chemical
composition, content of bioactive compounds, fatty acids profiles, and antioxidant
activity of E. edulis fruits can vary according to the environmental conditions and
region of growth (BORGES et al., 2011). Long-term availability of endospheric
resources in the seeds favors the establishment of seedlings and their adaptation
to different environments (MAZZOTTINI-DOS-SANTOS et al., 2017).

The present study is the first work that elucidates the maturation of E.
edulis seeds and highlights that it is possible to use these seeds in the immature
stage (148 DAA = condition that provides maximum germination and vigor) for
the production of seedlings. It should be considered that mature seeds have
tegumentary and endosperm hardness, which causes mechanical resistance to
embryo germination, and consequently, a greater time and variation in the
germination process. In addition, immature seeds provide time savings, not
needing to reach the physiological maturity point. Another advantage of using
immature seeds is obtaining in vitro aseptic seedlings, which can be used in plant

tissue culture, accelerating production and genetic improvement processes.

5 CONCLUSION

E. edulis seeds have sufficient reserves to allow embryo development at
148 DAA with 100% normal seedlings in vitro.
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The concentrations of lipids and fibers have a high positive correlation with
the morphophysiological variables during seed maturation and seedling
production, while phenols, soluble sugars, proteins, and starch have a high

negative correlation.

The in vitro seedling production of E. edulis showed a gain of 101 days
when using seeds of 148 DAA (immature seeds - seeds with green shell color)
compared to seeds of 228 DAA (mature seeds - seeds with black shell color).

Therefore, such results can contribute to a reduction in seedling production time.
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CAPITULO III

Fisico-quimica da maturacdo de sementes de Euterpe edulis Martius: uma

espécie de palmeira ameacada da Mata Atlantica

Resumo: Euterpe edulis Martius (Arecaceae) € uma espécie de palmeira nativa
da Mata Atlantica, monocaule, e que se propaga unicamente por sementes que
sdo recalcitrantes, e ameacada de extincdo por sua ampla exploracdo. O
principal constituinte de reserva das sementes em Arecaceae € a manana
presente na parede celular, que confere dureza e protecdo ao embrido em
formacao. Porém, pouco se sabe da constituicdo fisico-quimica das sementes
em diferentes estadgios de maturacdo. Portanto, objetivou-se analisar a
germinacao in vitro e o vigor das sementes, niveis de acucares e, o papel na
estrutura e cristalinidade do endosperma das sementes de E. edulis ao longo da
maturacdo. Para isso, foram colhidas sementes desde 108 até 262 dias apos a
antese (DAA) e analisadas caracteristicas morfologicas, germinacao, vigor e
normalidade de plantulas in vitro. Bem ainda, as caracteristicas fisico-quimicas:
lignina soluvel, insoltvel, cinzas, carboidratos estruturais, e a cristalinidade ao
longo da maturagdo. As sementes cresceram linearmente até atingir a maxima
massa seca aos 255 DAA, enquanto a umidade. A maxima germinacao, vigor e
plantulas normais ocorreu aos 164 DAA. Observou-se uma diminuicdo nos
teores de lignina soluvel e insolavel, cinzas, glicanos e galactanos com o avango
do estadio de maturacéo. E ocorreu o aumento de mananas, sendo o principal
carboidrato estrutural presente no endosperma, com o aumento também da sua
cristalinidade, apresentando um padrao de difracéo tipico da manana |. Portanto,
os melhores resultados fisiolégicos das sementes aos164 DAA, gera um ganho
de 98 dias em relagdo ao uso de sementes no ultimo estadio (262 DAA). E as
analises fisico-quimicas demonstram que nos primeiros estadios de maturacéo
formam compostos com estruturas de baixo ordenamento estrutural, e com a
evolugdo da maturacdo ocorre aumento no teor de mananas e a formacéo da

estrutura cristalina da manana |.

Palavras-chave: acucares, glicanos, galactanos, mananas, lignina,

cristalinidade, jucara.
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Abstract: Euterpe edulis Martius (Arecaceae) is a native species of the Atlantic
Forest, which propagates solely by seeds that are recalcitrant, possessing non-
tilered stems, and high harvesting rates of heart palms, leading to as an
endangered status. The understanding of developmental phases of seeds
represents an important achievement. The main constituent of seed reserve in
Arecaceae is mannan present in the cell wall, which gives hardness and
protection to the developing embryo. However, little is known about the physical-
chemical constitution of seeds at different stages of maturation. Therefore, the
objective was to analyze in vitro germination and seed vigor, sugar levels and the
role in the structure and crystallinity of the endosperm of E. edulis seeds
throughout maturation. For this, seeds were collected from 108 to 262 days after
anthesis (DAA) and morphological characteristics, germination, vigor and
normality of seedlings were analyzed in vitro. And the physicochemical
characteristics: soluble and insoluble lignin, ash, structural carbohydrates, and
crystallinity during maturation. Seeds grew linearly until reaching the maximum
dry mass at 255 DAA, while moisture decreased during maturation. Maximum
germination, vigor and normal seedlings occurred at 164 DAA. A decrease was
observed in the contents of soluble and insoluble lignin, ash, glycans and
galactans with the advancement of the maturation stage. And there was an
increase in mannans, being the main structural carbohydrate present in the
endosperm, with an increase in its crystallinity, presenting a diffraction pattern
typical of mannan I. Therefore, the best physiological results of the seeds at 164
DAA, generates a gain of 98 days in relation to the use of seeds in the last stage
(262 DAA). And the physical-chemical analyzes show that in the first stages of
maturation they form compounds with structures of low structural order, and with
the evolution of maturation there is an increase in the mannan content and the

formation of the crystalline structure of mannan I.

Keywords: sugars, glycans, galactans, mannans, lignin, crystallinity, jucara.
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1 INTRODUCAO

Euterpe edulis Martius € uma espécie nativa da Mata Atlantica, conhecida
como jucara, € encontrada nas regides Nordeste, Sudeste e Sul. Esta palmeira
monocaule pode atingir até 15 m de altura, e devido ao néo perfilhamento, a
extragdo do seu palmito implica no corte da planta e consequentemente sua
morte, o que faz com que a espécie tenha sido incluida na lista de espécies
ameacadas de extincdo (RIBEIRO et al., 2018).

Seus frutos sdo semelhantes aos produzidos pelo Euterpe oleracea
Martius e Euterpe precatoria Martius, que produzem o acai (GARCIA et al.,
2019). No entanto, a polpa produzida pelo E. edulis possui uma composicao
bioativa superior, com um alto potencial antioxidante e rica composi¢cao
nutricional (BORGES et al., 2011; 2013; SCHULZ et al., 2016; RIBEIRO et al.,
2018).

O consumo de sua polpa tem grande importancia na nutricdo humana,
pelo seu rico conteddo em nutrientes essenciais que incluem acidos graxos,
proteinas, minerais, vitaminas e fibra alimentar, e com grande variedade de
compostos fendlicos (GARCIA et al., 2019). Assim, seus frutos ganharam mais
atencdo e se tornaram alternativa econdmica e sustentavel, contribuindo para a

conservacao da biodiversidade.

Os frutos séo pequenos com um diametro de 1 a 1,5 cm e a semente
constitui 85% do fruto (BICUDO et al., 2014), com um embrido pequeno,
compreendendo apenas 0,54% do peso fresco das sementes, e o endosperma
maci¢co compreende cerca de 99% (PANZA et al., 2004). A germinacédo €
considerada lenta e desuniforme, podendo levar de 60 a 90 dias (CURSI;
CICERO, 2014), e a mortalidade das mudas é grande durante os primeiros anos
(FANTINI; GURIES, 2007).

Muitos fatores podem influenciar nos resultados da germinacdo de
sementes e o0 crescimento das plantulas, como os tipos e quantidades de
metabdlitos primarios transferidos da planta mée e que serdo utilizados como
reserva para o crescimento do embrido (BASKIN; BASKIN, 2014; Ll et al., 2017).
A principal reserva em Arecaceae € a manana presente na parede celular, que
confere dureza e protecdo ao embrido em formacdo. No entanto, a resisténcia

mecanica exercida pelo manana resulta em um longo periodo de germinacéo,
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pois requer esforcos consideraveis de crescimento por parte do embrido
(BUCKERIDGE, 2010; MOURA et al., 2019).

Os acgucares e acidos organicos sao 0s principais constituintes soluveis
dos frutos e estdo envolvidos na rota biossintética de compostos como
aminoacidos, vitaminas e compostos volateis (BATISTA-SILVA et al., 2018). A
hipotese é que, o teor desses aclcares, principalmente mananas, aumente no
decorrer da maturacao dos frutos/sementes. Apesar da relevancia dos acucares,
poucos estudos avaliaram o teor desses compostos em polpas de frutos de
jucara (INADA et al., 2015; SCHULZ et al., 2015; 2021). Todavia, nenhum deles
avaliou tais caracteristicas nas sementes em diferentes estadios de maturacao
associado a propagacao, justificando a importancia desse estudo. Nesse
contexto, objetivou-se analisar a germinacao in vitro e o vigor das sementes,
niveis de agucares e, o papel na estrutura e cristalinidade do endosperma das
sementes de E. edulis ao longo da maturagéo.

2 MATERIAL E METODOS

Os frutos de E. edulis foram colhidos de plantas matrizes, localizada no
distrito de Pedra Menina, no municipio de Dores do Rio Preto, Espirito Santo,
Brasil proximo ao Parque Nacional do Caparad (Tabela 1). A temperatura
maxima durante o periodo estudado foi de 28 °C em setembro e minima de 14,9
°C em junho, com precipitacdo maxima de 514,4 mm em janeiro, e umidade

relativa maxima de 92% em maio e junho (Figura 1).
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Tabela 1. Coordenadas e caracteristicas das plantas matrizes

Matrizes Latitude (S) Longitude (W) Altitude (m) DAP* (cm) Altura (m)

1 20°31'32,3" 41°48'30,0" 1164,0 154 11,56

2 20°33'10,5" 41°49'34,8" 928,0 18,1 7,11

3 20°32'45,8" 41°49'36,6" 957,0 18,2 9,14

4 20°32'45,7" 41°49'30,8" 954,0 17,8 8,29

5 20°32'46,7" 41°49'30,5" 954,0 14,8 6,71

6 20°32'46,9" 41°49'29,7" 954,0 19,6 8,24

7 20°32'45,4" 41°49'35,7" 951,0 13,4 6,70

8 20°32'45,4" 41°49'36,6" 951,0 16,8 8,39

9 20°33'36,8" 41°48'24,0" 1210,0 26,0 11,43

10 20°33'10,6" 41°49'39,8" 916,0 24,9 5,50

* DAP. Diametro na altura do peito (1.30 m).
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Figura 1. Temperaturas maxima (Max. T), média (Méd. T) e minima (Min. T) (a), umidade relativa
méaxima (Max. RH), minima (Min. RH) e precipitacéo (b) do inicio da floragdo ao final da colheita
dos frutos na regido onde esta localizada a matrizes de E. edulis, em 2020. Dados fornecidos
pelo INMET (Instituto Nacional de Meteorologia), Brasil.

A colheita dos frutos foi iniciada aos 108 e estenderam-se até os 262 dias
apos a antese (DAA), em intervalos de sete dias, totalizando 23 estadios. Os
frutos foram colhidos manualmente, e encaminhados ao Laboratorio de
Sementes Florestais e Cultura de Tecidos Vegetais do Centro de Ciéncias
Agrarias e Engenharia, da Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE-
UFES), para avaliacdes de umidade (%), em estufa a 105+3 °C (BRASIL, 2009);
massa seca semente (g), germinagéo (%), vigor, e secagem das sementes a

40 °C, para as analises fisico-quimicas.

2.1. Germinagéo in vitro

No Laborat6rio de Cultura de Tecidos Vegetais, ap0s a limpeza dos frutos,
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foi retirado o tegumento, e em seguida, 0s mesmos foram imersos em solugéo

de acido ascorbico a 2%, para impedir a oxidacao fendlica dos tecidos vegetais.

Na camara de fluxo laminar, as sementes de E. edulis foram imersas em
alcool etilico a 70% por um minuto, hipoclorito de sédio (Candura®) a 2,5% por
10 minutos e em solucdo de amoxicilina (Germed®) a 3 g L por 10 minutos,
realizando-se a triplice lavagem em &gua destilada e autoclavada apés cada
etapa. Apos desinfestacdo, as sementes foram dispostas em tubos de ensaio
(25 x 150 mm) contendo 10 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) (Sigma®), suplementado com 1 g L't PVP (polivinilpirrolidona) (Synth®), 30
g L de sacarose (Dinamica®), 0,1 g L'* de mioinositol (Sigma®), e 6 g L'* de &gar
(Kasvi®). O pH do meio foi ajustado para 5,7+0,1 com hidréxido de potéassio
(KOH) (Alphatec®) e/ou &cido cloridrico (HCI) (Vetec®) a 1,0 N, antes da

autoclavagem.

Os explantes foram mantidos em sala de crescimento com temperatura
de 2712 °C, fotoperiodo de 8/16 horas luz/escuro, intensidade luminosa de 30
umol m2 st até a obtencdo de plantulas. Durante esse periodo, foram obtidos
os dados de porcentagem de germinacdo (%) (BRASIL, 2009), indice de
velocidade de germinacdo (MAGUIRE, 1962), e tempo médio de germinacéo
(dias) (LABOURIAU, 1983). E ap6s 150 dias, plantulas normais, anormais, e
sementes ndo geminadas (%), altura das plantulas (cm), comprimento de raizes
(cm), didmetro do coleto (mm), massa seca da parte aérea, raizes e total de

plantulas (g).

2.2. Preparo das amostras

Apos colheita de cada estadio, foram retirados o pericarpo dos frutos e as
sementes, sem tegumento, foram secas até massa constante a 40 °C em estufa,
e armazenadas em freezer, até a obtencédo de todos os estadios. E entédo, as
sementes foram trituradas em moinho de facas (Wyllie Micro—TE 650, Tecnal) e
peneiradas na granulometria de 20 mesh para cinzas, e 60 mesh para as demais

analises.
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2.3. Extrativos

Os extratos foram obtidos em aparelho Soxhlet e uma sequéncia de
solventes (hexano, agua e etanol), determinada de acordo com o procedimento
analitico recomendado pelo NREL/TP-510-42619 (SLUITER et al.,, 2008), e
adaptada para o género Euterpe (LIMA et al., 2019; BURATTO et al., 2021).

Um cadinho de extracdo de porosidade 2 foi colocado em Soxhlet, com
4,0 g amostra, e adicionado 150 mL de hexano (Neon®), permanecendo em
refluxo por 6 horas, 4 ciclos/h. O hexano foi evaporado em equipamento de
evaporacao a vacuo e o cadinho foi colocado em uma estufa a 50 °C até atingir

a massa constante.

Em seguida, o cadinho com a amostra foi colocado novamente em Soxhlet
com 150 mL de agua destilada, permanecendo em refluxo por 12 h, 4 ciclos/h.
O procedimento foi repetido com etanol (Neon®). Ambos os extratos foram secos
em evaporador a vacuo, e o cadinho foi colocado em uma estufa a 50 °C até

atingir a massa constante.

2.4. Lignina soluvel, insolavel e carboidratos estruturais

Para caracterizar a lignina sollvel, insolavel e carboidratos estruturais de
acordo com o procedimento analitico recomendado pelo NREL/TP-510-42618
(SLUITER et al., 2011), foi adicionado em um tubo de vidro resistente, 300 mg
de amostra sem extrativos (conforme descrito na secao 2.3) com 3 mL de &cido
sulfarico (72% m/m) (Neon®), e incubados por 60 min/30 °C, agitado a cada 5
min. Apos o tempo de incubacéo, as amostras foram diluidas com 84 mL de agua

tipo |, e autoclavadas a 121 °C/1h.

O contetado autoclavado foi filtrado a vacuo em cadinho de vidro
sinterizado, previamente preparado com uma camada de aproximadamente 3
mm de espessura de fibra de oxido de aluminio (Al203), e secos em estufa a
105£2 °C e massa conhecida. Apos a filtracdo, os cadinhos foram novamente
secos em estufa a 105+2 °C até massa constante, e registrada a sua massa com

o residuo, a qual foi usada para calcular a porcentagem de lignina insoltvel.

O filtrado foi recuperado para determinagdo dos teores de lignina soluvel
(LS) e -carboidratos estruturais. A lignina solavel foi medida por
espectrofotdbmetro UV-vis (UV-2550, Shimadzu®) a 215 e 280 nm, diluida na
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proporcao 1:5 (extrato:agua destilada) (Equacéo 1).

(4,53 x [215]) — (]280] x 100) Equacéo 1
300 x 0,3

%LS =

Para determinar os carboidratos estruturais, 20 mL do filtrado foram
tratados com carbonato de calcio para correcdo do pH entre 5 e 6 e, em seguida,
filtradas em filtro de seringa e transferidas para vials de 2 mL. Posteriormente,

os vials analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

A andlise por CLAE foi realizada em um sistema Shimadzu Prominence
equipado com detector de indice de refracdo (RID-20A). Os carboidratos foram
separados em uma coluna Rezex RPM Monossacarideo Pb*? (8%) (100 mm x
7,8 mm, tamanho de particula de 8 um, Phenomenex, Torrance, CA, EUA). Uma
coluna guarda de mesmo material foi usada antes da coluna cromatografica.
Agua tipo | foi usada como a fase moével com uma taxa de fluxo de 0,8 ml mint
e a temperatura do forno da coluna foi mantida em 80 °C. O volume de injecdo

da amostra foi de 10 pL.

As concentracfes obtidas por CLAE sdo medidas na forma de
mondmeros, porém, os carboidratos que constituem a amostra encontram-se
ligados na forma de polissacarideos. Portanto, os valores precisam ser relatados
na forma polimérica. A unido entre dois mondémeros de forma a obter um
polimero, ocorre com a perda de um préton e uma hidroxila, totalizando 18 g mol-
! de massa perdida, ou seja, uma molécula de H20. O fator de correcédo anidro
para as hexoses é de 0,90 (162/180), ja para as pentoses o valor é de 0,88
(132/150) (ROCHA et al., 2015).

As concentracdes dos carboidratos nas amostras foram calculadas
utilizando as Equacdes 2 e 3, conforme o procedimento NREL (SLUITER et al.,
2008).

Cx.corrigido=Ccrag X Correcdoanidro Equacéo 2

19 Equacéo 3
100mg % 100

Cx.corrigido X Vf X

%Carboidratos = —

em que m € a massa da amostra em gramas sem extrativos, base massa seca,
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Vf é o volume do filtrado em mL e o subindice x representa os diferentes

carboidratos analisados.

2.5. Cinzas

Para a determinagéo das cinzas, foram utilizadas amostras de 1 g, em
triplicatas, acondicionadas em cadinhos de porcelana, e colocadas em mufla por
duas horas a 600 °C (CABRERA-BOSQUET et al., 2009).

2.6. Difracao de raio-X

Experimentos de difracdo de raios-X (DRX) foram realizados em um
equipamento da Shimadzu XRD-6000 com radiag&o Cu — Ka(4 = 1,54184), com
angulo de difragdo 26 variando de 10 a 50°, passo de 0,02° e velocidade de
varredura de 1° min*t. Todos os difratogramas foram tratados usando um filtro
de transformada de Fourier com uma janela de 10 pontos, a fim de reduzir o

ruido.

2.7. Ressonéancia magnética nuclear (RMN)

As andlises de ressonancia magnética nuclear, foram realizadas em
temperatura ambiente, em um espectrometro Varian-Agilent 400 MHz, operando
em um campo magnético de 9,4 T, o que equivale a uma frequéncia de
ressonancia de 100,52 MHz para nucleos de 3C. Foi utilizada uma sonda de
tripla ressonancia, apropriada para experimentos de alta resolucdo em sdlidos,
com rotores de zirconia de 4 mm de didmetro. Os espectros foram obtidos apos
a transformada de Fourier do decaimento livre de inducgéo (FID, do inglés Free
Induction Decay), obtido por meio de experimentos de polarizacéo cruzada (CP,
do inglés Cross Polarization) com rotagdo em torno do angulo magico (MAS, do
inglés Magic Angle Spinning). Foi utilizada uma frequéncia de MAS de 10 kHz.
Apd6s um tempo de repeticdo de 5 s, foi aplicado um pulso /2 (*H) de 3,6 us,
seguido por um tempo de contato de 1 ms. O tempo de aquisi¢ao do FID foi de
40,96 ms, em uma janela espectral de 50 kHz, com acumulagdo de 700

transientes. Durante a aquisigao, foi utilizado desacoplamento SPINAL.
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2.8. Delineamento experimental

O delineamento foi inteiramente casualizado com 23 tratamentos
(estadios de maturacdo), quatro repeticdes com 10 sementes, para as analises
biométrica, germinacéo in vitro e vigor, e triplicatas para as analises fisico-
quimicas. Os dados foram submetidos a analise de variancia, teste de
agrupamento de média Scott-Knott (p<0,05), com auxilio do software R (R CORE
TEAM, 2020).

3 RESULTADOS

O crescimento das sementes de E. edulis ocorreu linearmente até atingir
a maxima massa seca (0,83 g semente!) aos 255 DAA, enquanto a umidade
decresce ao longo da maturagdo com maximo de 76,3 e 75,5% (108 e 115 DAA),
e médias variando de 48,7-47,8% a partir de 234 DAA (Figuras 2a, b).

As sementes comegam a germinar a partir de 115 DAA, e germinaram
100% a partir 150 DAA, néo diferindo estatisticamente de 150 a 206, 220, 234 e
283 DAA, no entanto apos 206 DAA a germinacdo comeca a oscilar decaindo
nos estadios finais (Figura 2c). As sementes obtiveram o maximo vigor aos 164
DAA (IVG =1,42; TMG =7 dias), com 100% de germinacgé&o e plantulas normais
(Figura 2c-f). Nos estadios em que as sementes ndo germinaram 100%,
ocorreram as maiores médias de plantulas anormais e sementes néo

germinadas (Figuras 2g, h).
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Figura 2. Massa seca de sementes - g (a), umidade - % (b), germinacdo - % (c), indice de

velocidade de germinacgdo - IVG (d), tempo médio de germinacdo - TMG, dias (e), plantulas

normais - % (f), plantulas anormais - % (g), sementes ndo germinadas - % (h), de sementes e

plantulas de E. edulis no decorrer da maturacdo das sementes (DAA. Dias apds a antese).

IMédias néo seguidas da mesma letra diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). Barra

de escala do fruto: 1 cm.

Em todas as variaveis analisadas nas plantulas, aguelas de sementes

com 227 DAA obtiveram as maiores médias (Figura 3), diferindo-se das demais,

a excecado da altura de plantulas que néo diferiu das plantulas originadas de

sementes com 220 DAA (Figura 3a).



111
o) . w0 (B)

Altura de plantulas (cm)
Comprimento de raiz (cm)

3
a d ©
¢ d
e a
f . e e
9 9
g g
g . 9 9 B . E oo g . g
40 o ; i
K
i 40 k Kok K ,
20
20
P m
On() W(d)
a
b
b
< ° c
a ° c
g B M
R e
. e e . e e 8 ] P
e 06
M e e
20 8 [
04
9
0 < . -
1
02 o n h
hooh n "
. i il [
OO()

o ()

Diametro de coleto (mm)
Massa seca de parte 4rea ()

k-] © c

§03 <

0.2 © e t f f f

01 0 1 f ! . [ h h i h < h
aalilallal: ” |||I walaiall I'I” ”

NEN TR R NN ENE Y NINTEERNEEEE N |

OOOOOOOOOOO?OOOO"OO’”‘\ POPPDBPDIPPPPPPPDIPPIDD

108 115 122 129 136 143 150 157 164 171 178 185 192 199 206 213 220 227 234 241 248 255 262 108 115 122 129 136 143 150 157 164 171 178 185 192 199 206 213 220 227 234 241 248 255 262
DAA

DAA

Figura 3. Altura de plantulas - cm (a), comprimento de raiz - cm (b), didmetro do coleto - mm (c),
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IMédias néo seguidas da mesma letra diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). Barra
de escala do fruto: 1 cm.

Os carboidratos xilose e arabinose nao foram detectados em nenhuma
das amostras. Observou-se uma diminui¢cao nos teores de lignina solavel, lignina
insoluvel, glicanos e galactanos com o avanc¢o do estadio de maturacéao (Figuras
4a-e). Por outro lado, o teor de mananas aumenta com o aumento do estadio de
maturagéo, passando de 47% com 108 DAA para 90% com 262 DAA (Figura 4f).
O teor de cinzas diminuiu de 3,15% no primeiro estadio (108 DAA) para 1,63%
no quinto estadio (136 DAA). A partir do sexto estadio (142 DAA), os valores

apresentaram variagcao na faixa entre 1,40-1,57%.

O teor de mananas é superior aos demais carboidratos em todos os
estadios de maturacdo. O teor de galactanos é superior ao teor de glicanos até
o terceiro estadio (136 DAA). A partir de 142 DAA o teor de galactanos
permanece quase constante até aos 162 DAA, com variacdo na faixa de 1,63-
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3,32%. O teor de glicanos teve pouca variacdo entre os estadios, apresentando
valores na faixa entre 9,35-3,07%, sendo que os estadios mais avancados

apresentaram os valores mais baixos.
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Figura 4. Lignina soluvel - % (a), lignina insolavel - % (b), cinzas - % (c), glicanos - % (d),
galactanos - % (e), mananas - % (f) do endosperma de sementes de E. edulis no decorrer da
maturagdo das sementes (DAA. Dias ap0s a antese). *Médias ndo seguidas da mesma letra

diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). Barra de escala do fruto: 1 cm.

Houve evolucao da cristalinidade das sementes de E. edulis no decorrer
de sua maturacdo (Figura 5). E possivel observar que aos 108 DAA a
cristalinidade é amorfa, ou seja, ndo possui picos estreitos que sédo
caracteristicos de amostras cristalinas ou semicristalinas. Contudo, conforme
avanca o processo de maturagdo da semente, a cristalinidade também aumenta,
0 crescimento de picos mais estreitos comeca a ser observado aos 115 DAA,
ficando mais evidentes a partir de 143 DAA. Analisando, qualitativamente, os
difratogramas nota-se que a cristalinidade praticamente ndo se altera entre 185

a 262 DAA, pois a relacdo entre os picos e a largura dos mesmos nao se
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modificam, apresentando um padrdo de difracéo tipico da manana | com cinco
picos 20 proeminentes em 15°, 18°, 20°, 23° e 25°, associados aos planos de
difracdo 110, 111, 200, 210 e 211, respectivamente.

-1
t-1

26(") 26(°)

Figura 5. Difratogramas de raios-X registrados para as amostras do endosperma de sementes
de E. edulis no decorrer da maturacao das sementes, a partir de 108 até 262 DAA, em intervalos

de sete dias, totalizando 23 estadios.

Por meio dos experimentos de RMN também foi possivel observar
modificacdes espectrais, na posi¢cdo dos picos e na forma de linha dos sinais,
qgue indicam maior grau de cristalinidade das amostras para maiores valores de
DAA. Na Figura 6, podem ser observados os espectros de RMN de 13C CP/MAS
de 108 e 262 DAA. No espectro da amostra com 108 DAA é possivel observar a
presenca de sinais aromaticos entre 10 e 160 ppm que podem ser associados a
presenca de lignina nesta amostra, e sinais entre 60 e 110 ppm que sao
decorrentes dos carboidratos presentes. Para a amostra com 262 DAA, nao sao
mais observados sinais aromaticos relativos a lignina e os sinais relativos aos
carboidratos apresentam-se mais estreitos (o que indica maior cristalinidade) e
com caracteristicas (nUmero de picos, posicdo e forma de linhas) relativas a

estrutura da manana do tipo I, formada por cadeias lineares de B(1—4)-D-
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manose.
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5 (ppm)
Figura 6. Espectros de RMN de 13C CP/MAS das amostras do endosperma de sementes de E.
edulis com 108 e 262 DAA, em (a) e (b), respectivamente. Os indices C1 a C6 indicam os sinais
caracteristicos dos seis atomos de carbono, quimicamente distintos, presentes na estrutura da
manana (c). Adaptada de Freitas (2010).

Na Figura 7, sdo comparados os espectros de RMN de 3C CP/MAS
obtidos para todos os estadios de maturacdo das sementes, e pode-se observar
de forma analoga aos resultados de DRX, que a partir da amostra de 115 DAA
h& um crescimento de sinais mais estreitos que se tornam cada vez mais

evidentes com o processo de maturacédo das sementes.
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Figura 7. Espectros de RMN de *C CP/MAS das amostras do endosperma de sementes de E.
edulis no decorrer da maturagdo das sementes, a partir de 108 até 262 dias apos a antese (DAA),
em intervalos de sete dias, totalizando 23 estadios.

Com o intuito de se avaliar o grau de cristalinidade das amostras
estudadas, os espectros de RMN de *C CP/MAS foram deconvoluidos, a fim de
se separar a contribuicdo dos sinais mais estreitos associados a estruturas com
maior ordenamento estrutural. Para a deconvolucéo do espectro de RMN de 13C
CP/MAS da amostra com 108 DAA, foi utilizado um modelo com seis linhas com
largura a meia altura de 288 a 631 Hz, como apresentado na Figura 8a. Com a
observacdo do surgimento de sinais mais estreitos, foram inseridos nos
espectros de RMN 3C CP/MAS das demais amostras, outras seis linhas mais
estreitas que as observadas na amostra com 108 DAA, relativas a contribuicdo
da estrutura cristalina da manana. Na Figura 8b, é apresentado o espectro de
RMN de 3C CP/MAS das amostras com 262 DAA, em que se pode observar a

presenca de seis picos mais estreitos, com largura a meia altura de 56 a 106 Hz.
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Figura 8. Deconvolugdo dos espectros de RMN de 3C CP/MAS das amostras do endosperma
de sementes de E. edulis com 108 (a) e 262 dias ap6s a antese - DAA (b). A linha laranja é a
soma dos sinais em roxo (mais largos) e verde (mais estreitos). A linha vermelha indica a

diferenca entre a linha laranja e o espectro experimental em preto.

A partir do modelo utilizado para deconvolucéo dos espectros de RMN, foi
possivel calcular o indice de cristalinidade (ICrwn) das amostras obtidas em
diferentes fases de maturacéo, por meio da razdo entre a soma das areas dos
sinais mais estreitos e a area total do espectro. Como pode ser visto na Figura
9, ha um aumento rapido do ICrvn durante as primeiras semanas de maturacéo,

principalmente entre 129 e 143 DAA, enquanto a partir de 185 DAA o
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crescimento no ICrmn fica bem mais lento.
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Figura 9. indice de cristalinidade obtido por RMN, das amostras do endosperma de sementes
de E. edulis no decorrer da maturacdo das sementes, a partir de 108 até 262 dias apos a antese
- DAA.

4 DISCUSSAO

Em sementes, a maturidade fisiolégica corresponde aos maximos no teor
de massa seca, na germinagao e no vigor. Assim, 0 maximo conteido de massa
seca das sementes de E. edulis ocorreu aos 255 DAA (8,5 meses). Entretanto,
considerando a germinacdo in vitro dessa espécie, verificou-se a maxima
germinacao, vigor e formacdo de plantulas normais aos 164 DAA (5,4 meses).
Portanto, recomenda-se nesta data, a colheita das sementes e imediata
semeadura in vitro. Baptista (2022) verificou que sementes imaturas in vitro
proporcionam plantulas mais vigorosas em relacdo as oriundas do embrido
zigotico isolado; isso porque as reservas presentes no cotilédone/haustoério sédo
minimas, e 0 armazenamento das reservas de E. edulis é predominante no
endosperma. E que, apenas o uso do agar € uma alternativa para a germinacéo
de sementes de E. edulis in vitro, menos onerosa, com menor contaminacao,
alta sobrevivéncia ex vitro e maior crescimento de parte aérea e sistema

radicular.
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A composicao de acucares do presente trabalho foi consistente com os
resultados apresentados por De Lima et al. (2021), que encontraram 76% de
manose, 6% de glicose, 2% de galactose, 0,6% de arabinose e 0,8% de xilose
para sementes de Euterpe oleracea. Porém, estes autores utilizaram a semente
inteira para a analise dos carboidratos e utilizaram somente frutos maduros, e
comparado somente ao Ultimo estadio de maturacdo (264 DAA), os valores de
mananas encontrados em E. edulis neste trabalho (90%), s&o superiores ao
encontrado em E. oleracea por De Lima et al. (2021).

Os resultados encontrados neste trabalho também corroboram com a
hipotese de Menezes Neto et al. (2010), que utilizaram microscopia eletrbnica de
transmissao e varredura para investigar a anatomia das sementes de E. oleracea
Mart. durante o processo de germinacéo, e concluiram que a parede celular do

endosperma € provavelmente composta por mananas.

Esse alto teor de manose nas sementes de E. edulis e E. oleracea é
sustentado pelo fato de que as paredes secundérias das células do endosperma
das sementes contém pouca celulose, sendo constituido principalmente por
polissacarideos n&o celulésicos de armazenamento, como mananas,
galactomananas, glucomananas, xiloglucanas e galactanas, e sdo digeridos
durante a germinacdo (MONTEIRO et al., 2019).

Os resultados de DRX confirmam os dados obtidos para a composi¢cao
quimica dessas sementes, observado na diminuicdo nos teores de lignina
soluvel, lignina insoluvel (Figuras 4a-e) com o avanco do estadio de maturacéo
e aumento no teor de mananas. A lignina, € uma molécula amorfa (ROSA et al.,
2010), e esta presente na fase inicial do processo de maturacédo (a Figura 6
mostra que o primeiro DRX é amorfo). Enquanto a manana é uma molécula
semicristalina (YUl et al., 1997) e corresponde a 90% dos carboidratos presentes
nas amostras obtidas com 262 DAA (Figura 4f).

Os espectros de RMN obtidos para as amostras em diferentes fases de
maturacdo corroboram os resultados obtidos tanto para a composicdo dos
agucares, quanto para a evolucdo da cristalinidade observada por DRX.
Espectros de RMN de 13C CP/MAS semelhantes ao apresentado na Figura 6a,
foram previamente reportados para amostras contendo uma relacéo

galactose:manose de 21:79 (GIDLEY et al., 1979). No presente trabalho,
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também foi observada a presenca consideravel de galactanos e glicanos nas
primeiras fases de maturacdo das sementes, indicando que as formas de linha
mais largas observadas tanto por DRX, quanto por RMN, s&o decorrentes de
uma estrutura com baixo ordenamento estrutural devido a presenga de lignina e

ao alto teor de galactanos ligados as cadeias de manana (MELTON et al., 2009).

Varios trabalhos tém reportado a presenca majoritaria de manana no
endosperma de diferentes sementes (SILVA et al., 2014; DIAS et al., 2020),
sendo possivel observar a presenca de dois tipos cristalograficos distintos, dos
quais a manana | tem sido mais frequentemente observada e apresenta maior
cristalinidade do que a manana Il (HEUX et al., 2005; PETKOWICZ et al., 2007).
Com o decorrer do processo de maturacdo, observou-se que 0s espectros de
RMN de 13C CP/MAS do endosperma das sementes de E. edulis assumem uma
forma semelhante ao reportado na literatura para espectros do endosperma de
outras sementes, majoritariamente constituidos de cadeias lineares de (1—4) -
B-D-mananas do tipo | (JARVIS, 1989; MARCHESSAULT et al., 1990; DAUD et
al., 1992).

Espectros de RMN de 3C medidos com diferentes valores de T1
(constante de tempo de relaxacdo transversal) possibilita observar
separadamente a ocorréncia de linhas mais estreitas relacionadas a estrutura
cristalina da manana | e a ocorréncia de linhas mais largas associadas a manana
e outros aclcares em uma estrutura menos cristalina (MARCHESSAULT et al.,
1990). Por meio da deconvolucdo dos espectros, também foi possivel no
presente trabalho, separar a contribuicdo das estruturas em maior e menor grau
de ordenamento estrutural e assim acompanhar o crescimento do indice de
cristalinidade com a maturacao das sementes. O crescimento rapido do ICrun
nas primeiras semanas de maturacado pode ser relacionado com as quedas nos
teores de lignina, glicanos e galactanos, que ocorrem aproximadamente no
mesmo periodo. Ja o crescimento mais lento do ICrun para maiores valores de
DAA pode ser relacionado ao gradativo crescimento no grau de ordenamento

estrutural da manose I.
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5 CONCLUSOES

A méxima germinacdo, vigor e formacdo de plantulas normais aos 164
DAA, gera um ganho de 98 dias em relacdo ao uso de sementes no ultimo
estadio (262 DAA), portanto, recomenda-se nesta data, a colheita das sementes

e imediata semeadura in vitro.

As andlises de lignina, carboidratos, DRX e RMN indicam que nos
primeiros estadios de maturagédo, o endosperma das sementes de E. edulis é
composto por lignina, glicanos, galactanos e mananas que formam uma
estrutura com baixo ordenamento estrutural. Com a evolucdo da maturacéo das
sementes, observou-se reducao nos teores de lignina, glicanos e galactanos, e
aumento no teor de mananas, o que permitiu a formacao da estrutura cristalina
da manana |. Dessa forma, o presente estudo preenche uma lacuna cientifica,
expandindo o a fronteira do conhecimento em relacdo a formacao das sementes
de E. edulis.
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CAPITULO IV

Sistema de defesa antioxidativo na maturacdo e qualidade fisiolégica de

sementes in vitro de Euterpe edulis Martius

Resumo: A palmeira Euterpe edulis Martius, € nativa da Mata Atlantica e produz
um fruto com composicao nutricional e potencial antioxidante superior a Euterpe
oleracea e Euterpe precatoria. No entanto, ndo h& estudos quanto ao sistema de
defesa antioxidante das sementes. Assim, o proposito desse estudo foi analisar
o sistema de defesa antioxidativo na maturacdo de sementes associado a
germinacao in vitro e a qualidade de plantulas geradas de E. edulis. Para isso,
foram colhidas sementes em 29 estadios de maturacdo (94-290 dias apos a
antese - DAA), e analisados quanto a geminacao, vigor, formacédo de plantulas
e 0 sistema de defesa antioxidativo das sementes (superoxido dismutase,
catalase, ascorbato peroxidase, peroxido de oxigénio, peroxidacao lipidica, e
antocianinas), em delineamento inteiramente casualizado. A massa seca do fruto
e seu volume nédo diferem a partir de 241 DAA, enquanto a massa seca da
semente, obteve média maxima aos 255 DAA, diminuindo apés esse periodo, e
umidade das sementes decresceu ao longo da maturacdo. Em todas as variaveis
analisadas nas plantulas, as geradas de sementes com 227 DAA obtiveram as
maiores médias. Com os resultados foi possivel compreender tanto quanto a
formacdo das sementes, quanto a do seu sistema de defesa antioxidativo, e
determinar o melhor estadio para a germinacao in vitro e a producédo de mudas.
As sementes obtiveram o maximo de germinacao, vigor e plantulas normais aos
164 DAA, fruto ainda imaturo. E o sistema de defesa antioxidativo tem maiores
atividades a partir de 269 DAA.

Palavras-chave: jucara, germinagdo, espécies reativas ao Oxigénio,

antioxidantes, enzimas.
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Abstract: The Euterpe edulis Martius palm is native to the Atlantic Forest and
produces a fruit with a nutritional composition and antioxidant potential superior
to Euterpe oleracea and Euterpe precatoria. However, there are no studies on
the antioxidant defense system of seeds. Thus, the purpose of this study was to
analyze the antioxidant defense system in seed maturation associated with in
vitro germination and the quality of seedlings generated from E. edulis. For this,
seeds were harvested at 29 maturation stages (94-290 days after anthesis -
DAA), and analyzed for twinning, vigor, seedling formation, and the antioxidative
defense system of the seeds (superoxide dismutase, catalase, ascorbate
peroxidase, oxygen peroxide, lipid peroxidation, and anthocyanins), in a
completely randomized design. The dry mass of the fruit and its volume did not
differ from 241 DAA, while the dry mass of the seed had a maximum average at
255 DAA, decreasing after this period, and seed moisture decreased during
maturation. In all the variables analyzed in the seedlings, those generated from
seeds with 227 DAA obtained the highest averages. With the results, it was
possible to understand both the formation of seeds and their antioxidant defense
system and to determine the best stage for in vitro germination and seedling
production. The seeds obtained maximum germination, vigor, and normal
seedlings at 164 DAA, with fruit, were still immature. And the antioxidant defense
system has greater activities from 269 DAA.

Keywords: jucara, germination, reactive oxygen species, antioxidants, enzymes.
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1 INTRODUCAO

A palmeira Euterpe edulis Martius (Arecaceae) é nativa da Mata Atlantica.
Essa palmeira produz um fruto esférico roxo, com caracteristicas comparaveis
agueles de E. oleracea Martius e E. precatoria Martius, mas com melhor
composicao nutricional e potencial antioxidante (SCHULZ et al., 2016). No
entanto, a extracdo excessiva do palmito quase a extinguiu e, apesar de
encontrar-se na categoria de vulneravel, ainda esta passando por um processo
de superexploracdo, principalmente fora das areas de reserva e,
consequentemente alterando a dinadmica de regeneracdo da Mata Atlantica
(BRANCALION et al., 2012; MULER et al., 2014; SOUZA; PREVEDELLO, 2020).

O fruto vem ganhando destaque na alimenta¢do humana, e € um enfoque
importante para contornar a exploracao ilegal do palmito. A polpa do fruto contém
muitos micronutrientes essenciais para a homeostase do organismo humano,
como potassio (K), ferro (Fe), zinco (Zn), fésforo (P), cobre (Cu), calcio (Ca) e
magnésio (Mg). E macronutrientes, carboidratos, proteinas e lipidios, com alto
teor de acidos graxos poliinsaturados, acido oleico e menor teor de lipidios
saturados (PUPIN et al., 2018; PEREIRA et al., 2022). Além de possuir um alto
potencial antioxidante associado a compostos fendlicos, principalmente

antocianinas e &cidos fendlicos (SCHULZ et al., 2016).

Durante o processo de maturacgao dos frutos ocorrem diversas alteracdes
bioguimicas e metabdlicas de compostos primarios e secundarios (BATISTA-
SILVA et al., 2018). Nos estadios mais juvenis das sementes, o metabolismo é
intenso, com elevada atividade respiratéria e producao de espécies reativas de

oxigénio (EROSs), ou seja, alta reducdo de oxigénio que da origem ao anion
superoxido (02-), peréxido de hidrogénio (H202) e ao radical hidroxila (OH") (EL-
MAAROUF-BOUTEAU; BAILLY, 2008).

Ja no final da fase de maturagéo, quando ocorre reducdo dos teores de
agua e do metabolismo das sementes, também pode ocorrer 0 aumento da
producdo das EROs, em consequéncia do inicio do processo de dessecacao. E
assim, a atividade antioxidante enzimatica tende a reduzir-se, e outros
mecanismos de prote¢do passam a ser mais importantes, como o0s antioxidantes
nao-enzimaticos (EL-MAAROUF-BOUTEAU; BAILLY, 2008), a exemplo, as

antocianinas.
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As EROs promovem a germinacao de varias sementes, tanto dormentes
quanto quiescentes, ocorrendo dentro de um intervalo oxidativo.
Consequentemente, se os niveis de EROs estiverem acima desse intervalo, as
sementes sofrem danos oxidativos, levando a deterioracdo e perda de
germinacdo, e se abaixo, ndo ocorre a germinacdo (MITTLER, 2017,
CEMBROWSKA-LECH, 2020). Esse equilibrio € regulado por enzimas
removedoras de EROs presentes nas células, destacam-se a superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidases (POX). Portanto, a hipotese é
que a producdo dessas enzimas aumente no decorrer da maturacdo das
sementes, pois atuam no mecanismo de defesa das células e favorecem a
qualidade fisiologica das sementes, alinhado ao seu alto vigor e formacédo de
plantulas normais. Logo, o proposito do estudo foi analisar o sistema de defesa
antioxidativo na maturacdo de sementes associado a germinacdo in vitro e a

qualidade de plantulas geradas de Euterpe edulis.

2 MATERIAL E METODOS

Os frutos de E. edulis foram colhidos de 10 plantas matrizes localizada no
distrito de Pedra Menina, nos municipios de Dores do Rio Preto - ES, e Espera
Feliz — MG (Figura 1a). A temperatura maxima durante o periodo estudado foi
de 28,0 °C em setembro e minima de 14,9 °C em junho, com precipitacdo
méaxima de 514,4 mm em janeiro, e umidade relativa maxima de 92% em maio e

junho (Figura 1b-a).
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Matrizes de Euterpe edulis Martius

1 Altitude (m): 1164; DAP (cm): 15,4; Altura (m): 11,56
2 Altitude (m): 928; DAP (cm): 18,1; Altura (m): 7,11

3 Altitude (m): 957; DAP (cm): 18,2; Altura (m): 9,14
4 Altitude (m): 954; DAP (cm): 17,8; Altura (m): 8,29
5 Altitude (m): 954; DAP (cm): 14,8; Altura (m): 6,71
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Figura 1. Coordenadas e caracteristicas das plantas matrizes (a), temperaturas maxima (Max.T),
média (Avg.T) e minima (Min.T) (b), umidade relativa maxima (Max.RH), minima (Min.RH) e
precipitagéo (c) do inicio da florag&o ao final da colheita dos frutos na regi@o onde esta localizada
a matriz de E. edulis, em 2020. Dados fornecidos pelo INMET (Instituto Nacional de
Meteorologia), Brazil. DAP. Diametro a altura do peito (1,30 m).

A colheita dos frutos foi iniciada aos 94 dias e estenderam-se até os 290
dias apos a antese (DAA), em intervalos de sete dias, totalizando 29 estadios.
Os frutos foram colhidos manualmente, e encaminhados ao Laborat6rio de
Sementes Florestais e Cultura de Tecidos Vegetais do Centro de Ciéncias
Agrarias e Engenharia, da Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE-
UFES), para avaliagbes referentes a umidade, germinagdo das sementes e

crescimento inicial das plantulas.
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2.1 Teor de dgua das sementes

Determinado utilizando-se quatro amostras com subamostras de cinco
sementes para cada tratamento, pelo método de estufa (Adamo®) regulada a
105 + 3 °C por 24 h, de acordo com as Regras para Andlise de Sementes

(BRASIL, 2009). Os resultados foram expressos em porcentagem.

2.2 Germinacdao e vigor das sementes in vitro

No Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais, apds a limpeza dos frutos,
foi retirado o tegumento, e em seguida, 0s mesmos foram imersos em solugao
de &cido ascoérbico (Dinamica®) a 2%, para impedir a oxidacédo fendlica dos
tecidos vegetais.

Na camara de fluxo laminar, as sementes de E. edulis foram imersas em
alcool etilico a 70% por um minuto, hipoclorito de sédio (Candura®) a 2,5% por
10 minutos e em solucdo de amoxicilina (Germed®) a 3 g L por 10 minutos,
realizando-se a triplice lavagem em agua destilada e autoclavada apés o uso de
cada agente desinfestante. Apos desinfestacdo, as sementes foram dispostas
em tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo 10 mL de meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) (Sigma®), suplementado com 1 g L1 PVP
(polivinilpirrolidona) (Synth®), 30 g L de sacarose (Dinamica®), 0,1 g L de
mioinositol (Sigma®), e 6 g L't de &gar (Kasvi®). O pH do meio foi ajustado para
5,7 +0,1 com hidréxido de potassio (KOH) (Alphatec®) e/ou &cido cloridrico (HCI)

(Vetec®) a 1,0 N, antes da autoclavagem.

Os explantes foram mantidos em sala de crescimento com temperatura
de 27 £ 2 °C, fotoperiodo de 8/16 horas luz/escuro, intensidade luminosa de 30
umol m2 s até a obtencdo de plantulas. Durante esse periodo, foram obtidos
os dados de porcentagem de germinacao (%) (BRASIL, 2009), frequéncia de
germinacao, indice de velocidade de germinacdo (IVG) (MAGUIRE, 1962), e
tempo médio de germinacdo (TMG, d) (LABOURIAU, 1983). E ap6s 150 dias,
plantulas normais e anormais (%), altura das plantulas (cm), diametro do coleto
(mm), comprimento de raizes (cm), numero de raizes, massa seca da parte
aérea, raizes e total de plantulas (g), e indice de qualidade de Dickson
(DICKSON et al., 1960).
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2.3 Analises bioquimicas

As sementes para as andlises bioquimicas foram armazenadas em um

ultrafreezer (Thermo Scientific®) com temperatura de -80 °C.

2.3.1 Peroxido de hidrogénio e peroxidacao lipidica nas sementes

Para a extracdo, 200 mg de sementes foram trituradas (IKA®, modelo
A11BS32) com nitrogénio liquido, homogeneizados em 1500 pyL de acido
tricloroacético (TCA) 0,1% (m v1) (Sigma®), e centrifugados a 10.000 rpm 15 min-
l,a4c°C.

Para a quantificacdo do perédxido de hidrogénio (H202), aliquotas de 45 uL
do sobrenadante foram adicionadas ao meio de reacdo composto por 40 uL
tampéo fosfato de potassio 10 mM (pH 7,0) e 90 uL iodeto de potassio 1 M
(Vetec®). A concentracdo de H20: foi determinada pela absorbancia das
amostras a 390 nm, com base na curva-padrédo (VELIKOVA; YORDANOV;
EDREVA, 2000).

Ja a quantificacdo da peroxidacao lipidica foi por meio da determinacao
de espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), conforme descrito por
Buege e Aust (1978). Em um tubo (150 x 10 mm), foram adicionados 200 pL do
extrato e 550 pL do meio de reacdo 0,5% (p v') de acido tiobarbitirico (TBA) e
10% (p v!) de TCA, incubando-se, em seguida, a 95 °C, por 30 min. A reagao
foi paralisada por resfriamento rapido em gelo e as leituras determinadas em

espectrofotdmetro de Elisa, a 535 nm e 600 nm.

2.3.2 Enzimas do sistema antioxidante nas sementes

Para a extracdo das enzimas, 200 mg de sementes foram trituradas (IKA®,
modelo A11BS32) com nitrogénio liquido e homogeneizadas em 1500 pL tampé&o
de extragdo: 375 L de fosfato de potassio 100 mM (Vetec®), pH 7,8, 15 pL acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,1 mM (Calbiochem®), 75 uL &cido
ascorbico 10 mM (Sigma®), e 1035 pL de agua destilada. Em seguida, foram
centrifugados a 13000 rpm, por 10 min, a 4 °C (Vision®, modelo VS-15000CFNII),
coletando-se os sobrenadantes para as analises enzimaticas da superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) (BIEMELT et
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al., 1998).

A atividade da SOD foi analisada conforme proposto por Giannopolitis e
Ries (1977), com modificacdes. Foram adicionados 5 puL de agua destilada
(branco) nos dois primeiros pocos da microplaca de leitura e nos demais 5 L do
extrato enzimético em duplicata. Foi adicionado 190 pL da solucédo de tampéao,
composta por: 100 pL fosfato de potassio 100 mM (pH 7,8) (Vetec®), 43 pL
metionina 14 mM + EDTA 0,1 uM (Calbiochem®), 15 uL de azul de nitrotetrazélio
(NBT) 75 uM (Sigma®), 2 pL riboflavina 2 uM (Sigma®) e 30 pL de agua destilada.
O meio de reag&do mais a amostra foram iluminados com lampada fluorescente
de 15 W por 7 minutos. As leituras de absorbancia foram realizadas a 560 nm

em espectrofotometro Elisa (BIOTEK-Eon®).

A atividade da CAT foi obtida segundo Havir e McHale (1987). Aliquotas
de 8 pL do extrato enzimatico dos estadios de 1-25, e 5 yL dos estadios 26-29,
foram adicionados a 180 yL do meio de reacéo, contendo 91 (1-25) e 94 uL (26-
29) de fosfato de potassio 200 mM (pH 7,0) (Vetec®), 9 uL de perdxido de
hidrogénio 12,5 mM (Exddo Cientifica®) e 72 puL de agua destilada. A atividade
dessa enzima foi determinada em espectrofotémetro Elisa, a 240 nm, a cada 15

S, por 3 min.

A atividade da APX foi obtida de acordo com Nakano e Asada (1981). Foi
utilizado 5 pL de extrato adicionado de 180 pL de tampao de incubacéo,
composto por 94 uL de tampéo fosfato de potassio 200 mM (pH 7,0), 9 pL de
acido ascérbico 10 mM, 9 uL de peréxido de hidrogénio 2 mM e 63 pL de agua
destilada. A atividade dessa enzima foi determinada pelo acompanhamento da
oxidacdo do ascorbato, a cada 15 s, durante 3 min, a 290 nm em

espectrofotdmetro Elisa.

2.3.3 Antocianinas

A extracdo das antocianinas das sementes, seguiu 0 método descrito por
Francis (1982), em que foram pesadas 1,0 g de semente triturada e adicionou-
se 30 mL da solugéo extratora etanol 95% - HCI 1.5 N na proporgéo 85:15,
homogeneizando por 2 min. Em seguida, completou-se para 50 mL com a
solucéo extratora e, a mistura foi armazenada na auséncia de luz, a 4 °C, por 16

horas. ApoOs filtragem, as leituras foram feitas a 535 nm, e os resultados
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expressos em mg 100 g calculados por meio da equacéo: absorbancia x fator
de diluicdo/98,2.

2.4 Delineamento experimental

O delineamento foi inteiramente casualizado com 29 tratamentos
(estadios de maturacdo), quatro repeticdes com 10 sementes, para as analises
biométricas e germinacdo in vitro, e trés repeticbes em duplicatas para as
andlises bioquimicas. Os dados foram submetidos a analise de variancia, teste
de agrupamento de médias de Scott-Knott (p<0,05), correlacdo de Pearson, e
analise dos componentes principais. Todas as analises estatisticas foram
realizadas por meio de rotinas computacionais no software R, versao 4.1.2 (R
CORE TEAM, 2020). A producédo de gréficos e figuras foi com o auxilio dos
seguintes pacotes: readxl, factoextra, factoMineR, tidyverse, ggcorrplot, psych,

ExpDes.pt.

3 RESULTADOS

Os frutos de E. edulis levaram 290 DAA até desprender-se da planta
matriz, amadurecendo sua polpa a partir de 241 DAA. As caracteristicas
morfologicas do fruto foram crescentes na maioria das variaveis até os 290 DAA,
diferindo-se estatisticamente (Figura 2). A massa seca do fruto e seu volume néo
diferiram estatisticamente a partir de 241 DAA (estadios do fruto maduro),
compondo 0 mesmo grupo estatistico (Figuras 2b, d). Enquanto a massa seca
da semente, obteve média maxima aos 255 DAA (0,83 g), diminuindo apos esse

periodo (Figura 2c).
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Figura 2. Massa fresca do fruto - g (a), massa seca do fruto - g (b), massa seca da semente - g
(c), volume - cm? (d) de sementes de E. edulis dias apos a antese (DAA). 'Médias nao seguidas
da mesma letra diferem entre si, pelo teste de agrupamento de médias Scott-Knott (p<0,05).
Barra de escala do fruto: 1 cm.

A umidade das sementes decresceu ao longo da maturacéo de 77 a 45%
(94-290 DAA) (Figura 3a). As sementes ndo germinam até 108 DAA, e
germinaram 100% a partir 150 DAA, nédo diferindo estatisticamente de 150 a 206,
e 220, 234 e 283 DAA, no entanto apés 206 DAA a germinacdo comeca a oscilar
(Figura 3b). As sementes obtiveram o maximo vigor aos 164 DAA (IVG = 1,42;
TMG = 7 dias e FrG = 0,25), com 100% de germinacdo e plantulas normais
(Figuras 3b-f). Geralmente, sementes nos estagios iniciais de maturacdo ou
finais, que germinam, originam maiores médias de plantulas anormais e
sementes ndo germinadas (Figuras 3g, h).
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Figura 3. Umidade - % (a), germinagdo - % (b), indice de velocidade de germinagéo - IVG (c),
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edulis dias apds a antese (DAA). Médias ndo seguidas da mesma letra diferem entre si, pelo

teste de agrupamento de médias Scott-Knott (p<0,05). Barra de escala do fruto: 1 cm.

Nos estagios iniciais até 108 DAA nao ha a formacao de plantulas, pois
ndo ha germinacdo. Em todas as variaveis analisadas nas plantulas, as geradas
de sementes com 227 DAA obtiveram as maiores médias (Figura 4), diferindo-
se das demais, a excec¢do da altura de plantulas e do nimero de raizes que nao
diferiu das plantulas originadas de sementes com 220 DAA (Figuras 4a, d).

Analisando todas as variaveis conjuntamente no IQD verifica-se uma maior
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extensdo no tempo para atingir o maior indice que foi aos 227 DAA (Figura 4h).
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diferem entre si, pelo teste de agrupamento de médias Scott-Knott (p<0,05). Barra de escala do

fruto: 1 cm.

Os valores para cada analise fisiolégica foram crescentes de acordo com
0 grau de maturacdo das sementes (Figura 5). Apenas para a SOD ndo houve

atividade durante a maturacao.

A atividade das enzimas CAT e APX, e H202 e peroxidagdo lipidica
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tiveram comportamento semelhante, uma vez que, as maiores atividades
iniciam-se a partir de 269 DDA devido ao processo de maturacao que promove

0 aumento de espécies reativas de oxigénio.

A producéo de antocianinas pelas sementes de E. edulis se mantém baixo

até 241 DDA, e apOs esse periodo o teor deste pigmento aumenta

gradativamente devido ao processo de maturacgéao.
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A maioria das variaveis estudadas possuem correlagdo positiva, a
exce¢do da umidade (U) e sementes ndo germinadas (SNS) (Figura 6). E
possivel distinguir grupos fortemente correlacionados positivamente, como entre

as variaveis morfolégicas do fruto (MFF, MSF, MSS, V), morfolégicas das
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plantulas (H, CR, DC, NR, MSPA, MSR, MST, IQD), e entre as variaveis
fisiologicas relacionadas ao sistema oxidativo das sementes (A, APX, CAT, LPO,
H202).
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Figura 6. Correlacao de Pearson das variaveis massa fresca de fruto (MFF), massa seca de fruto
(MSF), massa seca de semente (MSS), volume de semente (V), umidade (U), germinacéo (G),
indice de velocidade de germinacdo (IVG), tempo médio de germinacdo (TMG), frequéncia
relativa de germinagéo (FrG), plantulas normais (PN), plantulas anormais (PA), sementes ndo
germinadas (SNG), altura de plantulas (H), comprimento de raiz (CR), didmetro do coleto (DC),
numero de raizes (RN), massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca de raizes (MSR),
massa seca total (MST), indice de qualidade de Dickson (IQD), antocianina (A), ascorbato
peroxidase (APX), catalase (CAT), peroxidacao lipidica (LPO), e perdxido de hidrogénio (H202)
de sementes de E. edulis no decorrer da maturacéo. Significancia: p<0,05, para valores -0,21<r
=0,21.

Analisando as variaveis estudadas pelos componentes principais, é
possivel observar que os dois primeiros componentes (CP1 e CP2) explicam
74% da variancia. Como o CP1 (55,6%) e o CP2 (18,4%) explicam cerca de 74%
da variancia observada, os demais componentes foram excluidos (Figura 7a).

As variaveis mais relevantes e que mais contribuem para os componentes
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CP1 e CP2, dentre as 25 variaveis estudas, foram: DC, MFF, MSS, NR, MSF, U,
G, CAT, SNG, PN, H202, H, APX e V, com contribuicdo acima do valor minimo
de 4% (Figura 7b). Uma visualizacdo grafica dos dados para os dois primeiros

componentes principais (74% da variancia explicada) € mostrada na Figura 7c.
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germinacdo (TMG), frequéncia relativa de germinacéo (FrG), plantulas normais (PN), plantulas
anormais (PA), sementes ndo germinadas (SNG), altura de plantulas (H), comprimento de raiz
(CR), diametro do coleto (DC), niumero de raizes (RN), massa seca de parte aérea (MSPA),
massa seca de raizes (MSR), massa seca total (MST), indice de qualidade de Dickson (IQD),
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peroxido de hidrogénio (H203), peroxidacéo lipidica (LPO), catalase (CAT), ascorbato peroxidase
(APX), e antocianina (A).

4 DISCUSSAO

O processo de maturacdo de sementes é caracterizado pela ocorréncia
de alteracbes morfoldgicas, fisioloégicas e bioquimicas. O teor de agua das
sementes reduziu 30% ao atingir 269 DAA onde os valores de umidade foram os
menores (Figura 3a), o que ndo é um teor de &gua critico, mas reflete
consideravelmente na qualidade fisiolégica de sementes recalcitrantes como as
de E. edulis.

O méaximo conteudo de massa seca, maxima germinagcao e maximo vigor
das sementes é indicativo do atingimento do ponto de maturidade fisiolégica.
Entretanto, a avaliagcdo da germinacéo e vigor na condicdo in vitro surpreende
os padrdes indicativos normais fazendo com que sementes imaturas apresentem
méaxima germinacao aos 150 DAA (Figura 3b), vigor e plantulas normais aos 164
DAA, precocemente (Figuras 3c, d, f, respectivamente). Durante este processo,
a atividade metabdlica ocorre de forma mais intensa devido a alta atividade

respiratéria e consequente aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio - EROs (radical superoxido (02-), peroxido de hidrogénio (H202) e

radical hidroxila (*OH)) além de danos naturalmente causados na membrana
ocasionando a perda de sua semi-permeabilidade, podendo este dano ser

quantificado por meio da peroxidacao lipidica (ARAUJO et al., 2018).

O aumento da atividade do metabolismo e dos processos respiratorios
intensificam a producgéo de EROs, dessa forma, o sistema antioxidante é ativado
a fim de manter a homeostase. O acimulo de EROs e 0s danos que causam sao
determinados por meio da eficiéncia do sistema antioxidante que preserva a
conformacao das proteinas, lipidios, DNA e outros componentes celulares para
gue possam ser utilizados nos processos metabdlicos (MELO et al., 2021). As
principais organelas responsaveis pela producdo de EROs intracelulares s&o as

mitocondrias e peroxissomos. A cadeia de transporte de elétrons mitocondrial
gera O2- e, 0s glioxissomos sdo transformados em peroxissomos, na qual o

FADH: transfere os elétrons diretamente para o Oz produzindo H202 por B3-

oxidacdo conduzindo a degradacao de proteinas (KIJOWSKA-OBERC et al.,
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2021).

No final da fase de maturacéo, quando h& reducéo dos teores de agua e
do metabolismo das sementes, mesmo ocorrendo producdo das EROs, a
atividade das enzimas antioxidantes (superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), peroxidase (POD) e ascorbato peroxidase (APX)) tende a estabilizar e
outros mecanismos de protecdo passam a entrar em atividade como o0s
antioxidantes ndo enzimaticos (ARAUJO et al., 2018), assim como foi observado
para as sementes de E. edulis, as quais a atividade enzimatica com 269 DAA se
manteve constante ou apresentou pequenas reduc¢des e aumentou o contetdo

de antocianinas (Figura 5).

A baixa atividade enzimética das sementes de E. edulis até 262 DAA esté
associada ao menor estresse oxidativo dessas sementes e também em funcéo
da reducdo do metabolismo (ARAUJO et al., 2018). No citoplasma e na
cromatina do endosperma e embrido de sementes maduras recalcitrantes de E.
edulis foram imunolocalizadas as proteinas do tipo desidrina (DHN) (PANZA et
al., 2007). Entretanto, segundo os autores, nesta espécie, as DHN nao séo
suficientes para conferir tolerancia a dessecacao, o que ndo quer dizer que sao
indispensaveis. Em A. angustifolia a presenca de DHN nos nucleos indica
protecdo da maquinaria transcricional (FARIAS-SOARES et al., 2012).

A baixa atividade da enzima SOD sugere uma menor producédo de O2- e

consequentemente menores taxas de desnaturalizacdo de membrana por
oxidacao, evitando a remobilizacdo e quebra de moléculas de reserva. A
conservacao das moléculas de reserva favorece a germinacgéo e o vigor devido
a preservacdo do embrido das sementes recalcitrantes de E. edulis que séo
naturalmente mais sensiveis a dessecacéo, ou seja, com uma inabilidade de
preservar a estrutura do sistema de membranas, pela menor atividade de
proteinas LEAs e agucares da série rafingsica (rafinose e estaquiose). Segundo
Obroucheva et al. (2016) a sacarose localizada no eixo embrionario de
sementes, importada precocemente de cotilédones representa uma fonte
osmatica potencial, sendo uma reserva muito mais eficiente para o inicio do
crescimento do que oligossacarideos e amido. Berjak e Pammenter (2013)
relatam que os fatores que faciltam a tolerdncia a dessecacdo séo

“desligamento” metabdlico e desdiferenciagao intracelular, mecanismos estes
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nao verificado em sementes recalcitrantes, contribuindo significativamente para

sua sensibilidade a dessecacéo.

A CAT é eficaz quando a semente apresenta altas concentracdes de
H202, na qual esta enzima indispensavel aumenta sua atividade para a
desintoxicacdo contra esta ERO intra e extracelular mantendo-as em niveis
controlados (MELO et al., 2021). Em sementes de Araucaria angustifolia (Bertol.)
Kuntze verificou-se que a expressédo do gene APX e SMP (PROTEINA DE
MATURACAO DE SEMENTES), diminuiu nos cotilédones; abundancia
aumentada da expressdo do gene CAT nos eixos embrionérios; enquanto os
genes GPX (GLUTATIONA PEROXIDASE) e SOD nao mostraram diferengas
significativas apdés a desidratacdo (GASPARIN et al.,, 2021). Segundo estes
autores, os perfis de expressdo génica de sementes recalcitrantes de A.
angustifolia, sugeriram que a perda de viabilidade apés a desidratacdo esta
relacionada a diminuicdo dos niveis de transcricdo de alguns genes associados

a tolerancia a dessecacéo.

A APX desempenha um papel fundamental no ciclo ascorbato-glutationa
e na eliminagédo de H202 das células vegetais. Essa enzima desempenha um
papel importante na biossintese da parede celular, bem como no crescimento,
diferenciacéo e desenvolvimento celular, além de estar envolvida nas respostas
ao estresse (MELO et al., 2021). A enzima APX reduz o H202 a H20 pela
oxidacao do acido ascorbico e desidroascorbato (OBROUCHEVA et al., 2016).

A antocianina € um marcador bioquimico, identificado pelos altos niveis
antocianicos que refletiu no aumento da producéo de EROs, peroxidacéo lipidica
e, consequentemente da atividade de enzimas do estresse oxidativo (APX e
CAT) (Figura 6). As antocianinas sdo reguladas de forma coordenada em
multiplos niveis através da sinalizacdo ambiental e de desenvolvimento da
semente. Alto conteddo de antocianinas esta ligado ao final da fase de
maturacdo das sementes devido a expressao dos genes ligados a este estadio
de desenvolvimento, além disso, pesquisas recentes sugerem que a sintese
deste pigmento é regulada através da sinalizacéo de rotas metabdlicas as quais
utilizam melatonina como precursora (LI et al., 2020).
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5 CONCLUSOES

As sementes in vitro obtiveram o maximo de germinacéo, vigor e plantulas
normais aos 164 DAA (fruto imaturo), com um ganho de 126 dias comparado ao

uso de sementes do ultimo estadio de maturacéao (290 DAA).

A atividade das enzimas CAT e APX, e H202 e peroxidacao lipidica
tiveram maiores atividades a partir de 269 DDA devido ao processo de

maturagdo que promove o aumento de espécies reativas de oxigénio.

A producdo de antocianinas pelas sementes de E. edulis chega ao

maximo no ultimo estadio de maturacao.
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CAPITULO V

Imaginologia e densitometria de raio-X na maturagédo e qualidade de
sementes de Euterpe edulis Martius

7

Resumo: Euterpe edulis Martius é uma espécie de palmeira ameacada de
extincdo presente na Floresta Atlantica e no Cerrado da América do Sul. A
utilizacao dos frutos é uma das principais estratégias sustentaveis adotadas para
a manutencdo da espécie, sendo necessaria a utilizagdo de métodos rapidos
para selecdo de sementes de melhor qualidade para a producdo de mudas.
Portanto, objetivou-se estudar o processo de maturacao de sementes de Euterpe
edulis por meio de analises de imagens e densitometria de raio-X. Foram
colhidos frutos de dez matrizes em diferentes estadios de maturacgéao, iniciando-
se aos 94 dias ap6s a antese (DAA) e estenderam-se até os 290 DAA. E em
cada estadio foi analisado: massa seca de semente, teor de agua, germinacao,
vigor, densidade e andalises de imagens com auxilio de groundEye®, radiografia,
microscopia eletronica de varredura, e detector de energia dispersiva. As
sementes obtiveram o0 maior acumulo de massa seca aos 255 DAA (0,83 g), e 0
inicio da germinacao in vitro ocorreu apés 115 DAA, germinando 100% a partir
de 150 DAA, e o maximo vigor aos 164 DAA, com 100% de plantulas normais.
Com as imagens de raio-X foi possivel visualizar sementes desidratadas e
pequenos danos mecanicos, como o trincamento do pericarpo. No mesocarpo e
endocarpo foram observadas as principais mudancas entre os estadios de
maturacao, principalmente com o acumulo de potéassio e silicio. A utilizacdo de
sementes de E. edulis com 164 DAA (epicarpo verde), que possuem maxima
germinacao in vitro, vigor, plantulas normais e qualidade fisico-quimica, garante
uma diferenca de 126 dias (4,2 meses) se comparado com frutos colhidos aos
290 DAA (epicarpo preto), normalmente utilizado na germinagédo ex vitro de

sementes.

Palavras-chave: groundEye®, radiografia, microscopia eletrénica de varredura,

detector de energia dispersiva, densidade, jucara.



148

Abstract: Euterpe edulis Martius is an endangered palm species present in the
Atlantic Forest and Cerrado of South America. The use of the fruits is one of the
main sustainable strategies adopted for the maintenance of the species, being
necessary the use of fast methods for selection of species. better quality seeds
for seedling production. Therefore, the objective was to study the maturation
process of Euterpe edulis seeds through image analysis and X-ray densitometry.
Fruits were harvested from ten matrices at different stages of maturation, starting
at 94 days after anthesis (DAA) and extending to 290 DAA. At each stage, the
following were analyzed: seed dry mass, water content, germination, vigor,
density and image analysis with the aid of groundEye®, radiography, scanning
electron microscopy, and dispersive energy detector. The seeds obtained the
highest dry mass accumulation at 255 DAA (0.83 g), and the beginning of
germination in vitro occurred after 115 DAA, germinating 100% from 150 DAA,
and maximum vigor at 164 DAA, with 100% of normal seedlings. With the X-ray
images, it was possible to visualize dehydrated seeds and small mechanical
damage, such as the cracking of the pericarp. In the mesocarp and endocarp,
the main changes were observed between the maturation stages, mainly with the
accumulation of potassium and silicon. The use of E. edulis seeds with 164 DAA
(green epicarp), which have maximum germination in vitro, vigor, normal
seedlings and physicochemical quality, guarantees a difference of 126 days (4.2
months) compared to fruits harvested at 290 DAA (black epicarp), normally used

in ex vitro germination of seeds.

Keywords: groundEye®, radiography, scanning electron microscopy, dispersive
energy detector, density, jucara.
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1 INTRODUCAO

Euterpe edulis Martius é uma espécie de palmeira dominante no sub-
bosque da Floresta Atlantica e no Cerrado da América do Sul, e vem sofrendo
ciclos repetidos de exploracdo, por possuir um palmito considerado iguaria na
gastronomia e com qualidade e sabor superior aos demais pertencentes ao
género Euterpe (BORGES et al., 2011; ROTHER; RODRIGUES; PIZO, 2016;
BARROSO et al., 2019; LUGON et al., 2021). Em consequéncia, populacdes
naturais podem sofrer declinios acentuados e extin¢gdes locais, sendo uma
espécie pilar na estrutura e dindmica da vegetacdo da Floresta Atlantica,
tornando-a prioritaria nos planos de manejo florestal e esfor¢cos de conservacao
(ROTHER; RODRIGUES; PI1ZO, 2016; SOUZA; PREVEDELLO, 2020).

A utilizacdo dos frutos é uma das principais estratégias sustentaveis
adotadas para a manutencao da espécie (FARINAZZO et al., 2020). O fruto é
composto de uma Unica semente coberta por uma polpa fina de cor roxa escura
a preta, colhida anualmente (INADA et al., 2015). Essa cor tipica se deve a alta
concentracdo de antocianinas, principalmente, cianidina-3-rutindsido (449 g mol-
1) e cianidina-3-glucosideo (595 g mol?) (VIEIRA et al., 2018), com propriedades
superiores ao E. oleracea Martius e E. precatoria Martius (BORGES et al., 2013).
Assim, a colheita dos frutos de E. edulis torna-se uma atividade sustentavel

potencialmente mais lucrativa do que a extracéo de seu palmito.

Além do valor econémico dos frutos de E. edulis, esses possuem grande
importédncia na cadeia reprodutiva da espécie, sendo seu Unico meio de
propagacéo natural (SCHULZ et al., 2016). No entanto, sdo escassos 0s estudos

guanto a sua formacéo e relacdo com o seu potencial e vigor germinativo.

A qualidade de sementes € analisada principalmente por métodos
destrutivos, trabalhosos e demorados, assim novas e refinadas tecnologias
baseadas em procedimentos informatizados permitem a obtencédo de
diagnosticos detalhados sobre as caracteristicas externas e internas da
integridade estrutural das sementes (ARKHIPOV et al., 2019). Além disso, criam
a oportunidade de automatizar as analises laboratoriais, auxiliando em tomadas
de decisdes rapidas, menos subjetivas e ndo invasivas para a industria de
sementes (BIANCHINI et al., 2021).

O uso de imagens com o auxilio de hardwares e softwares analiticos
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personalizados na analise de qualidade de sementes, permite classificar os
varios aspectos das sementes, como sua morfologia externa e interna, danos
mecanicos ou causados por insetos, e estabelecimento de relacbes entre
integridade, morfologia e determinacdo do potencial fisiolégico (COLMER et al.,
2020). Portanto, objetivou-se estudar o processo de maturagdo de sementes de

Euterpe edulis por meio de analises de imagens e densitometria de raio-X.

2 MATERIAL E METODOS

Os frutos de E. edulis foram colhidos de plantas matrizes, localizada no
distrito de Pedra Menina, no municipio de Dores do Rio Preto e Espera Feliz,
Espirito Santo/Minas Gerais, Brasil, proximo ao Parque Nacional do Capara6
(Figuras 1a, b). A temperatura maxima durante o periodo estudado foi de 28,0
°C em setembro e minima de 14,9 °C em junho, com precipitacdo maxima de
514,4 mm em janeiro, e umidade relativa méxima de 92% em maio e junho

(Figuras 1c, d).
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Figura 1. Coordenadas (a) e caracteristicas das plantas matrizes (b), temperaturas maxima

(Max.T), média (Avg.T) e minima (Min.T) (c), umidade relativa maxima (Max.RH), minima

(Min.RH) e precipitacdo (d) do inicio da floracdo ao final da colheita dos frutos na regido onde

esta localizada a matriz de E. edulis, em 2020. Dados fornecidos pelo INMET (Instituto Nacional

de Meteorologia), Brazil. *DAP. Didmetro a altura do peito (1,30 m).

A colheita dos frutos foi iniciada aos 94 e estenderam-se até os 290 dias

apos a antese (DAA), em intervalos de sete dias, totalizando 29 estadios. Os

frutos foram colhidos manualmente, e encaminhados ao Laboratério de

Sementes Florestais e Cultura de Tecidos Vegetais do Centro de Ciéncias

Agrarias e Engenharia, da Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE-
UFES), para avaliacdes de umidade (%), em estufa a 105+3 °C (BRASIL, 2009);

massa fresca do fruto (g), germinacgao e vigor.

2.1 Germinagéo in vitro

No Laborat6rio de Cultura de Tecidos Vegetais, apos a limpeza dos frutos,
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foi retirado o tegumento, e em seguida, 0s mesmos foram imersos em solucao

de acido ascorbico a 2%, para impedir a oxidacao fendlica dos tecidos vegetais.

Na camara de fluxo laminar, as sementes de E. edulis foram imersas em
alcool etilico a 70% por um minuto, hipoclorito de sédio (Candura®) a 2,5% por
10 minutos e em solucdo de amoxicilina (Germed®) a 3 g L por 10 minutos,
realizando-se a triplice lavagem em &gua destilada e autoclavada apo6s cada
etapa. Apos a desinfestacdo, as sementes foram dispostas em tubos de ensaio
(25 x 150 mm) contendo 10 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) (Sigma®), suplementado com 1 g L't PVP (polivinilpirrolidona) (Synth®), 30
g L de sacarose (Dinamica®), 0,1 g L'* de mioinositol (Sigma®), e 6 g L'* de &gar
(Kasvi®). O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 0,1 com hidréxido de potassio
(KOH) (Alphatec®) e/ou &cido cloridrico (HCI) (Vetec®) a 1,0 N, antes da

autoclavagem.

Os explantes foram mantidos em sala de crescimento com temperatura
de 2712 °C, fotoperiodo de 8/16 horas luz/escuro, intensidade luminosa de 30
umol m2 s até a obtencdo de plantulas. Durante esse periodo, foram obtidos
os dados de porcentagem de germinacdo (%) (BRASIL, 2009), indice de
velocidade de germinacdo (IVG) (MAGUIRE, 1962), e tempo meédio de
germinacao (TMG, dias) (LABOURIAU, 1983). E apds 150 dias, plantulas

normais (%), altura das plantulas (cm), e comprimento de raizes (cm).

2.2 GroundEye® e raio-X

A andlise de imagem das sementes foi realizada empregando o sistema
GroundEye®, versdo S800, constituido de uma camera profissional de alta
resolucao que capturou as informacdes e aliado ao software forneceu resultados
de porcentagem de cores presente em cada estadio de maturacdo. As imagens
radiograficas foram geradas usando uma unidade de raios-X Faxitron (MX 20)

com uma intensidade de 24 kV por 20 s.

2.3 Densidade

Foi determinado o perfil de densidade por densitometria de raios-X. As

sementes foram dispostas entre duas amostras de madeira nas dimensodes 5 x
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5x 0,5 cm, e colocados em porta-amostras com capacidade para seis amostras,
no compartimento interno do microdensitometro de raios-X (GreCon®, DAX
6000); os valores de densidade foram determinados a cada 20 uym. O
densitbmetro de raios X utilizado possui tensdo de 33 kV, corrente entre 0 e 1
mA, angulo de radiacdo de 11 ° e colimacéo inicial e final de feixes de 100 e 50
pum, respectivamente. Ao final, foi determinado a densidade média, densidade

maxima, densidade minima e densidade gravimétrica.

2.4 Microscopia eletronica de varredura e detector de energia dispersiva
de raios-X (MEV/EDS)

Foram selecionados cinco estadios de maturacao (94, 115, 164, 241, e
290 DAA) de sementes de E. edulis, desidratadas em série etilica até alcool
absoluto e realizada a secagem em ponto critico com CO2 (Autosamdri 815,
Tousimis®). Foram seccionadas amostras da superficie externa (epicarpo) e da
interna (mesocarpo e endocarpo) das sementes (Figura 2), e dispostas em
“stubs” submetidas a deposicdo metalica com ouro, pelo processo de

pulverizacdo catddica (Desk V, Denton Vacuum®).
(@) (b)

I Epicarpo

I \iesocarpo } Pericarpo

mmm— Endocarpo

m— Tegumento
Endospermi} Semente

Embriao

Figura 2. llustracédo do fruto de E. edulis, com destaque para as camadas do pericarpo (epicarpo,
mesocarpo, endocarpo), e corte do fruto imaturo (b). Barra: 500 uM (b).

As andlises e fotodocumentacdo foram obtidas com um microscopio
eletrénico de varredura (JSM - 6610LV, Jeol®) em combinagdo com

espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS, Bruker, XFlash® Detector
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6/10). As analises foram realizadas no Laboratorio de Ultraestrutura Celular
Carlos Alberto Redins, Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Vitoria -
ES.

2.5 Delineamento experimental

O delineamento foi inteiramente casualizado com 29 tratamentos
(estadios de maturacdo), quatro repeticdes com 10 sementes, para as analises
biométricas, germinacéo in vitro e vigor; e quatro repeticbes com uma semente,
para as analises fisico-quimicas. Os dados foram submetidos teste de
agrupamento de médias Scott-Knott, com auxilio do software R (R CORE TEAM,
2020).

3 RESULTADOS

As sementes de E. edulis obtiveram a maior massa seca (0,83 g) aos 255
DAA, e aos 290 DAA os frutos se desprenderam da planta matriz (Figura 3a). A
umidade das sementes decresceu ao longo da maturacao de 77 a 45% (94-290
DAA, respectivamente) (Figura 3b). As sementes iniciaram a germinacado apos
115 DAA, e germinaram 100% a partir 150 DAA, ndo diferindo estatisticamente
de 150 a 206, 220, 234 e 283 DAA, no entanto, apés 206 DAA a germinacgao
comeca a oscilar (Figura 3c). As sementes obtiveram o maximo vigor aos 164
DAA (IVG = 1,42; TMG =7 dias), com 100% de germinacéao e plantulas normais
(Figuras 3d-f). A maior média de altura de plantulas foi obtida de sementes com
220 e 227 DAA, e a maior média de comprimento de raizes com 227 DAA
(Figuras 3g, h).
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Figura 3. Massa seca de semente - g (a), umidade - % (b), germinacdo - % (c), indice de
velocidade de germinacéo - IVG (d), tempo médio de germinagdo - TMG, dias (e), plantulas
normais - % (f), altura de plantulas - cm (g), comprimento de raiz - cm (h), de sementes e plantulas
de E. edulis no decorrer da maturacao das sementes (DAA. Dias ap6s a antese). *Médias néo
seguidas da mesma letra diferem entre si, pelo teste de agrupamento de médias Scott-Knott
(p<0,05). Barra de escala do fruto: 1 cm.

Os estéadios iniciais de maturacédo de sementes de E. edulis, até 227 DAA,
predomina a coloracédo verde nos frutos (96,7-88,0%) (Figuras 4 e 5a). Aos 234
DAA, o fruto comeca a amadurecer e modificar a cor, com 53,8% verde e 42,9%
preto, apls esse estadio a coloracao verde nos frutos diminuem drasticamente,
engquanto a preta aumenta, atingindo a menor porcentagem de verde (2,5%) e
maior de preto (97,5%) aos 290 DAA (Figuras 4 e 5a).
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Figura 4. Média da porcentagem de cores do pericarpo em cada estadio de maturacdo de

sementes de E. edulis. (DAA. Dias apos a antese).

Com as imagens de raio-X € possivel visualizar sementes desidratadas e
pequenos danos mecanicos, como o trincamento do pericarpo (Figura 5b).
Também € possivel observar o efeito da diminuicdo natural da umidade nas
sementes ao longo da maturacdo, com o inicio da visualizacao da distin¢cao entre
pericarpo e semente aos 248 DAA, ficando mais nitido com o decorrer dos

préximos estadios, diferenciando-se claramente aos 283 e 290 DAA (Figura 5b).
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O método de densitometria de raio-X utilizado foi eficiente na analise de
densidade das sementes de E. edulis (Figuras 6a-c). A densidade média
aumenta linearmente com a maturagdo das sementes, no entanto, apos 185 DAA

a densidade aumenta consideravelmente (Figuras 6c, d).
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estatisticamente significativo a "0,1% pelo teste t. Barra: 1 cm (a, d), 0,5 cm (b).

Com a microandlise de elementos quimicos presentes no epicarpo das
sementes foi possivel observar a presenca de carbono (C), oxigénio (O),
potéassio (K) e silicio (Si) (Figuras 7a-e). O C é o elemento quimico mais presente,
aumentando linearmente com a maturacdo das sementes (72,42-76,60%),
enquanto o O diminui de 27,23-23,09% (Figuras 7f, g). Ja o K ajustou-se a um
modelo quadréatico, com maximo valor de 0,24% aos 210 DAA (Figura 7h).

Embora o Si apareca no espectro, as porcentagens nao foram detectaveis, por
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Na MEV do epicarpo foi possivel observar o intumescimento da polpa do
fruto ao longo do amadurecimento (108 para 241 DAA), e sua desidratacdo no
altimo estagio (290 DAA) (Figura 8). No mapa de elementos quimicos do
epicarpo destaca os pontos na superficie onde estd presente cada elemento,
sobressaindo a coloragcédo vermelha representante do C, e seu aumento com a

maturacéo (Figuras 8c, f, i, |, 0).
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Figura 8. Micrografia MEV/EDS com mapa de elementos quimicos presentes no epicarpo das
sementes de E. edulis nos estadios 94 (a-c), 115 (d-f), 164 (g-i), 241 (j-), 290 (m-0) DAA. Em

destaque, pontos de desidratacéo da polpa - setas rosas (n).

No mesocarpo e endocarpo das sementes também foi possivel observar
a presenca de C, O, K e Si, como os principais elementos quimicos (Figuras 9a-
e). No entanto, diferentemente do epicarpo, no mesocarpo a porcentagem de C
diminui linearmente com a maturacao das sementes (70,24-59,79%), enquanto
o O, K e Si aumentam de 29,43-39,29%, 0,15-0,37% e 0,18-0,57%,
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respectivamente (Figuras 9f-i).
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Figura 9. Microanalise de elementos quimicos presentes no mesocarpo e endocarpo (asterisco
vermelho) das sementes de E. edulis no estadio 94 (a), 115 (b), 164 (c), 241 (d), 290 (e) dias
apos a antese (DAA). E médias da porcentagem de cada elemento quimico presente no
mesocarpo e endocarpo das sementes ao longo da maturacgao, carbono (f), oxigénio (g), potassio
(h), e silicio (i). Coeficiente estatisticamente significativo a "1 e "5% pelo teste t. Au. Banho de
ouro da amostra.

No mesocarpo e endocarpo foram observadas as principais mudancas
entre os estadios de maturacao (Figura 10). Aos 94 DAA havia poucas laminas
do mesocarpo deixando mais visiveis as fibras oriundas no endocarpo (Figuras
10a, b), e uma menor deposicdo de Si (Figuras 10c, d). Com o passar dos
estadios, pode-se observar a formacédo de laminas do mesocarpo cobrindo as
fibras oriundas do endocarpo, e principalmente a maior deposicao de Si (Figuras
10e-t).
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Figura 10. Micrografia MEV/EDS com mapa de elementos quimicos presentes no mesocarpo e
endocarpo das sementes de E. edulis nos estadios 94 (a-d), 115 (e-h), 164 (i-), 241 (m-p), 290

(g-t) DAA. Em destaque, fibras oriundas do endocarpo (setas azuis) (b, e), laminas do mesocarpo
(setas verdes) (f, j, n, r), deposicéo de silicio (circulo rosa) (b, f, j, n, r), e mapa da deposi¢éo de
silicio (pontos cinzas) (d, h, |, p, t).

4 DISCUSSAO

A massa seca das sementes aumentou gradativamente ao longo da
maturagéo até atingir seu maximo aos 255 DAA, diminuindo apds esse estadio,
enquanto a umidade diminui até 45% (283 e 290 DAA). O acumulo de matéria
seca a medida que a semente se desenvolve é devido a rapida divisdo e
expansao celular, necessitando de alto teor de agua durante o desenvolvimento
inicial da semente para a atividade metabdlica e a manutencdo do crescimento
da semente (KOK et al., 2013). Com o acumulo progressivo de reservas de

armazenamento, principalmente o acumulo de lipidios e fibras que aumentam
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linearmente com a maturacao das sementes de E. edulis (MELLO et al., 2021),

a agua é deslocada das células.

A maturacdo compreende uma série de transformacdes morfoldgicas e
fisiologicas no ovulo fertilizado, produzindo subsequentemente sementes que
atingem o maximo acumulo de massa seca, germinacao e vigor, condi¢cao esta
denominada ponto de maturidade fisioldgica. In vitro as sementes de E. edulis
atingiram maxima germinacao, vigor e plantulas normais aos 164 DAA. Na
germinacao ex vitro os frutos sdo colhidos aproximadamente aos 290 DAA,
diferenca esta de 126 dias (4,2 meses). Portanto, verifica-se in vitro que frutos
imaturos (predominéncia de cor verde do pericarpo de frutos) podem ser
empregados na producdo de plantulas de qualidade; conservagao, ou seja,
manutencdo de bancos de germoplasma in vitro; uso de explantes juvenis na

embriogénese somatica, auxiliando programas de melhoramento desta espécie.

Sementes de E. edulis, recalcitrantes, necessitam de acompanhamento
quanto as modificagbes que ocorrem durante o processo de maturacdo, a
exemplo, do teor de 4gua. No presente trabalho, o estudo com raio-X possibilitou
observar fissuras no pericarpo dos frutos e reducédo da umidade com o avanco
da maturacéo. As fissuras sao locais provaveis de infec¢cao por microrganismos
0 que é extremamente indesejavel na cultura de tecidos vegetais e perda de
agua, que deve ser monitorada devido a intolerancia do embrido a dessecacao.

Inimeros sdo os estudos de diagnostico de imagens, como o de Jatropha
curcas L., em que descritores da integridade tecidual (ex.: densidade integrada
(cinza mm pixel?) - IntDen) tendem apresentar maiores médias de niveis de
cinza do raio-X associadas as sementes da classe 1 (germinadas) e as menores
meédias as sementes da classe 2 (ndo germinadas), com essa tendéncia mantida
nas classificacdes baseadas no vigor de plantulas (MEDEIROS et al., 2020a). A
ferrementa 1JCropSeed (imagens de raio-X interpretadas no ImageJ®), utilizou-
se de inumeros descritores da integridade tecidual de Crambe abyssinica
Hochst. ex R.E.Fr., como o IntDen, em que sementes de alta qualidade
apresentam maior densidade tecidual, refletindo em maiores valores de cinza
nas radiografias, o que ao final gera plantulas normais (MEDEIROS et al.,
2020b). Em sementes de Capsicum chinenses Jacg. foram encontradas

correlacdes positivas e significativas entre os parametros de densidade tecidual,
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avaliados por andlise de imagens de raio-X interpretadas no ImageJ®, com a
porcentagem e velocidade de germinacéao e viabilidade das sementes, enquanto
correlagdes negativas foram observadas com a dorméncia (MEDEIROS et al.,
2019). Em sementes de Lecythis pisonis Cambess. as densidades derivadas das
imagens de raio-X e interpretadas no ArcGIS® diferiram em apenas 4% daquelas
obtidas em laboratério, o que valida o uso dessa metodologia (ROSA et al.,
2020). Portanto, verifica-se que esses métodos ndo destrutivos sdo amplamente
utilizados na avaliacao interna dos tecidos, identificando nas sementes: auséncia
de estruturas internas (endosperma e embrido), danos mecanicos, predacao,
deterioracdo, ferramenta esta que passa a ser indispensavel quando se trata
principalmente de grandes lotes de sementes em uma demanda cada vez mais

crescente.

Associado, avaliou-se a densidade das sementes com a técnica de
densitometria de raio-X, verificando que a densidade média aumenta com a
maturacdo. A densitometria de raios-X é muito utilizada na analise quantitativa
das propriedades da madeira de diferentes espécies florestais e produtos de
madeira, no entanto, a técnica é pouco explorada na andlise de semente,
podendo ser uma técnica ndo-destrutiva promissora para quantificar a
densidade, vantajoso para avaliar a morfologia interna da semente. Além disso,
€ um método vantajoso para avaliar a morfologia interna da semente, podendo
identificar sementes vazias, parcialmente vazias e com defeitos no endosperma
(GOMES-JUNIOR et al., 2012).

Em pericarpo, mesocarpo e endocarpo de sementes de E. edulis foram
detectados elementos quimicos com diferentes fungdes, a exemplo, do Si e K
(MEV/EDS). O Si apresenta a sua maior concentragcdo no mesocarpo e
endocarpo de sementes de 290 DAA (0,63%), atuando na estrutura fisica ou
mecanica da semente, promovendo resisténcia a penetragdo de agua e outros
compostos. Lima et al. (2021) em amostras de fibra de semente de E. oleraceae,
veficaram cerca de 2% (p/p) de Si. Diferenca de concentracao de Si entre essas
duas espécies de 1,63%, ou seja, uma resisténcia mecanica 3,17 vezes inferior
a E. oleracea, o que pode influenciar consideravelmente no processo de

embebicdo das sementes.

O aumento de biomassa dos frutos € acompanhado pelo acumulo de K,
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um macronutriente muito presente em sementes cuja funcao € a rustificacao da
muda com beneficios na aclimatizacdo, para o subsequente plantio a campo.
Além disso, é importante na formac¢do dos frutos atuando no transporte de
assimilados do floema, e na ativagdo de enzimas que S&0 essenciais para a
sintese de compostos organicos, incluindo acucares soluveis sintetizados

durante a maturacdo dos frutos (LIMA et al., 2014).

5 CONCLUSOES

A méxima germinacgéo, vigor e plantulas normais de E. edulis foram
obtidas in vitro a partir de frutos colhidos aos 164 DAA (epicarpo verde),
diferenca de 126 dias (4,2 meses) se comparado com frutos colhidos aos 290
DAA (epicarpo preto), normalmente utilizado na germinacdo ex vitro de

sementes.

A densitometria de raios-X é uma técnica inédita em sementes. E uma
andlise ndo-destrutiva, que possibilita identificar fissuras no pericarpo dos frutos
e reducdo da umidade e sementes mais densas com a evolucdo do processo de
maturacdo em E. edulis, permitindo a deteccéo e a separacdo de sementes com

danos.

Concentracbes de silicio e potassio aumentam no mesocarpo e

endocarpo de frutos de E. edulis com o avan¢o da maturacéo.
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CAPITULO VI

Indutores auxinicos e analogos ao picloram na embriogénese somética de
Euterpe edulis Martius

Resumo: Euterpe edulis Martius é uma espécie nativa da Mata Atlantica,
ameacada de extincdo, com frutos de alto potencial antioxidante, e propagacéo
Unica e exclusivamente por sementes, ndo sendo possivel a propagacao por
perfilhamento. Portanto, o proposito do estudo foi analisar a embriogénese
somatica como técnica de propagacao, com diferentes indutores auxinicos e
analogos ao picloram. Foram colhidas sementes imaturas e extraidos seus
embrides zigoticos, os quais foram utilizados em dois experimentos. O primeiro
foi conduzido em meio de cultura MS liquido, suplementado com 2,4-D (&cido
diclorofenoxiacético) ou picloram (acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico), 150,
300, 450 e 600 uM. Ja o segundo foi em meio MS semisolido suplementado com
picloram e seus analogos triclopyr (acido 3,5,6-tricloro-2-piridiniloxiacético), e
clopyralid (acido 3,6-dicloro-piridina-2-carboxilico), a 100, 125, 150 e 175 uM. Na
maturacdo e germinacao, os calos do segundo experimento de picloram e
embrides somaticos isolados de triclopyr (100 uM) foram transferidos para meio
de pré-maturacdo (MS basal), e apés 30 dias para meio MS basal ou
suplementado com 5 pM de é&cido abscisico (ABA); ou 0,53 uM de &cido 1-
naftalenoacético (ANA) e 12,3 uM de 2-isopenteniladenina (2-iP). Os embrides
somaticos com protrusdo radicular foram transferidos para meio de cultura MS
até a obtencao de plantulas, que foram transferidas para meio MS sem sacarose
por 30 dias, e foram transferidas para o ambiente ex vitro, acondicionadas em
copos plasticos contendo substrato. Ao fim de cada etapa, os experimentos
foram analisados quantitativa e qualitativamente, por meio de microscopia
eletrdnica de varredura, transmissdo e de forca atdmica. Os resultados de
indugdo embriogénica usando picloram foram superiores ao de 2,4-D, e no
segundo experimento, os de triclopyr foram superiores ao de picloram, que foram
superiores aos de clopyralid. Embribes sométicos em pré-maturacao,
provenientes de calos induzidos com triclopyr (100 uM), multiplicaram cinco
vezes mais. A maturacao e germinacao dos embrides somaticos foi maxima em

meio com ABA (5 uM). Portanto, recomenda-se o uso de triclopyr (100 uM), de
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microscopia de forca atbmica para a identificacdo do tipo de calo, de tratamento
pré-maturacéo e ABA (5 uM) na maturacao e germinacao de embrides somaticos

de E. edulis.

Palavras-chave: indutores embriogénicos, 2,4-D, &cido piridinocarboxilicos,

triclopyr, clopyralid, ABA, jucara.
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Abstract: Euterpe edulis Martius is a species native to the Atlantic Forest with
fruits of high antioxidant potential. Its propagation is solely and exclusively by
seeds and due the non-tillering nature and historical overharvesting it is threatned
to extinction. Therefore, the purpose of the study was to analyze somatic
embryogenesis as a propagation technique, with different auxin inducers and
picloram analogues. Immature seeds were collected and their zygotic embryos
extractedand used in two experiments. The first was carried out in liquid MS
culture medium, supplemented with 2,4-D (dichlorophenoxyacetic acid) and
picloram (4-amino-3,5,6-trichloropicolinic acid), 150, 300, 450 and 600 uM. The
second was in solid MS medium supplemented with picloram and its analogues
triclopyr (3,5,6-trichloro-2-pyridinyloxyacetic acid), and clopyralid (3,6-dichloro-
pyridine-2-carboxylic acid), 100, 125, 150 and 175 pM. At maturation and
germination, calli from the second picloram experiment and somatic embryos
isolated from triclopyr (100 uM) were transferred to pre-maturation medium (basal
MS), and after 30 days to basal MS medium or supplemented with 5 uM of acid
abscisic (ABA); or 0.53 uM 1-naphthaleneacetic acid (NAA) and 12.3 pM 2-
isopentenyladenine (2-iP). Somatic embryos with root protrusion were transferred
to MS culture medium until seedlings were obtained, which were transferred to
MS medium without sucrose for 30 days, and transferred to the ex vitro
environment, placed in plastic cups containing substrate. At the end of each
stage, the experiments were analyzed quantitatively and qualitatively, using
scanning, transmission and atomic force electron microscopy. The embryogenic
induction results of picloram were superior to those of 2,4-D, and in the second
experiment, those of triclopyr were superior to those of picloram, which were
superior to those of clopyralid. Pre-maturation somatic embryos from callus
induced with triclopyr (100 uM) multiplied five times more. The maturation and
germination of somatic embryos was maximal in medium with ABA (5 uM).
Therefore, it is recommended to use triclopyr (100 uM), atomic force microscopy
to identify callus type, pre-maturation treatment and ABA (5 uM) in the maturation

and germination of E. edulis somatic embryos.

Keywords: embryogenic inducers, 2,4-D, pyridinecarboxylic acid, triclopyr,
clopyralid, ABA, jugara.
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1 INTRODUCAO

Euterpe edulis Martius € uma espécie nativa da Mata Atlantica, com frutos
de rica composicdo em compostos bioativos e nutrientes, com alto potencial
antioxidante associado a compostos fendlicos, principalmente antocianinas e
acidos fenolicos. No entanto, sua regeneracdo natural e conservacao foram
seriamente prejudicadas pelo desmatamento e intensa extracao ilegal de palmito
(SCHULZ et al., 2016).

A propagacdo da espécie E. edulis se da unica e exclusivamente por
sementes, ndo sendo possivel a propagacao por perfilhamento, pois a espécie
nao emite brotacdes na base da planta (SCHULZ et al., 2016). As sementes séo
recalcitrantes e sua germinacgao e lenta e desuniforme, podendo levar de 60 a
90 dias (CURSI; CICERO, 2014).

A embriogénese somatica € uma técnica de propagacao promissora em
palmeiras, permitindo o progresso no desenvolvimento de sistemas de
propagacao in vitro em muitas plantas economicamente importantes. O dendé
(Elaeis guineenses Jacq.), a exemplo, que permitiu a producdo de material
uniforme para programas de plantio no campo e no melhoramento genético
(BEULE et al., 2011).

A inducéo e o desenvolvimento de embrides somaticos vao depender de
alguns fatores como a composi¢cdo do meio de cultura, explantes, genotipos,
indutores e suas concentracdes (ROSE et al., 2010). O picloram (acido 4-amino-
3,5,6-tricloropiridina-2-carboxilico), € um produto quimico organico sintético que
pertence ao grupo de herbicida acidos piridinocarboxilicos (MARCO-BROWN et
al., 2014), conhecidos como mimetizadores de auxinas.

O picloram ja vem sendo utilizado na embriogénese somatica pela sua
eficacia na absorcdo e mobilizacdo, bem como a sua rapida metabolizacdo em
locais especificos da planta (KARUN et al.,, 2004), proporcionando bons
resultados em palmeiras, como: Bactris gasipaes (VALVERDE et al., 1987
STEINMACHER et al., 2007), Calamus merrillii Becc. e C. subinermis Wendl. ex
Becc. (GOH et al., 1999, 2001) e Euterpe oleracea (SCHERWINSKI-PEREIRA
et al., 2012; FREITAS et al., 2016). Além do picloram, existem outros analogos
que ndo existem registros de sua utilizacdo na embriogénese somatica, a

exemplo, o fluroxypyr (acido 4-amino-3,5-dicloro-6-fluoro-2-piridiloxiacético), o
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triclopyr (acido 3,5,6-tricloro-2-piridiniloxiacético), o clopyralid (acido 3,6-dicloro-
piridina-2-carboxilico) e o aminopyralid (acido 4-amino-3,6-dicloropiridina-2-
carboxilico). A hipétese é que os &cidos piridinocarboxilicos sdo compostos
promissores na embriogénese somatica em palmeiras, visto os bons resultados
ja encontrados com o picloram. Portanto, o propdsito do estudo foi analisar a
embriogénese somatica como técnica de propagacdo de E. edulis, com
diferentes indutores auxinicos e analogos ao picloram, e validar a analise da

embriogénese somatica por microscopia de forga atdmica.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta e desinfestacéao

Os frutos de E. edulis foram colhidos de uma planta matriz de 6,7 m de
altura e 13,4 cm de DAP (altura na altura do peito — 1,30 m), localizada no distrito
de Pedra Menina, no municipio de Dores do Rio Preto, Espirito Santo, Brasil
proximo ao Parque Nacional do Caparad, nas coordenadas 20°32'45.4” S,
41°49'35.7” W, e na altitude 951 m, selecionada pelo seu alto nivel de
antocianina da polpa do fruto (Capitulo 1). A colheita dos frutos ocorreu com
aproximadamente 168 dias apdés a antese, e foram encaminhados para
Laboratdrio de Sementes Florestais e Cultura de Tecidos Vegetais do Centro de
Ciéncias Agrarias e Engenharia, da Universidade Federal do Espirito Santo
(CCAE-UFES).

Apos a limpeza dos frutos com agua e detergente neutro, foi retirado o
tegumento, e em seguida, os mesmos foram imersos em solu¢do de acido
ascorbico a 2%, para impedir a oxidacdo fendlica dos tecidos vegetais. Na
camara de fluxo laminar, as sementes de E. edulis foram imersas em &lcool
etilico a 70% por um minuto, hipoclorito de sédio (NaOCI) (Candura®) a 2.5% por
10 minutos e em solucdo de amoxicilina (Germed®) a 3 g L por 10 minutos,
realizando-se a triplice lavagem em agua destilada e autoclavada ap6s cada

etapa.

2.2 Inducéao

Os embrides zigoticos foram extraidos das sementes imaturas e utilizados
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nos experimentos | e Il. No experimento |, os embrides foram dispostos em
placas de Petri de vidro (90 x 15 mm) imersos em 6 mL de meio de cultura liquido
MS estacionario (MURASHIGE; SKOOG, 1962) (Sigma®), 0,1 g L'* mio-inositol
(Sigma®), 30 g L* sacarose (Dinamica®), e 1 g L' PVP (polivinilpirrolidona)
(Synth®), e o pH foi ajustado para 5,7 + 0,1, suplementado com 2,4- D (4cido
diclorofenoxiacético — Sigma®), picloram (acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico —
Sigma®) nas concentragées 150, 300, 450 e 600 uM. No segundo experimento,
foi acrescentado 5,5 g L 4gar-agar (Dinamica®), e suplementado com picloram
e seus analogos triclopyr (acido 3,5,6-tricloro-2-piridiniloxiacético — Sigma®), e
clopyralid (acido 3,6-dicloro-piridina-2-carboxilico — Sigma®), nas concentracdes
100, 125, 150 e 175 pM, todos os indutores foram filtroesterelizados e

adicionados ao meio de cultura apds autoclavagem.

Os experimentos foram mantidos em sala de crescimento a 27 £ 2 °C no
escuro, por 170 dias. Foi analisado no experimento |: calogénese (%), calo
embriogénico (%), oxidacao (%), area total de calos (mm?2), area embriogénica
(mm2), e porcentagem embriogénica. Nos demais experimentos: calogénese
(%), taxa de inducdo (%), massa calogénica (g), area total de calos (mm2) e
oxidacgao (%).

2.2.1. Microscopia eletronica de varredura - MEV

As amostras de calos e embrifes da inducéo foram fixadas em solucéo
Karnovsky, desidratadas em série etilica até alcool absoluto e realizada a
secagem em ponto critico com CO2 (Autosamdri 815, Tousimis®), dispostas em
“stubs” e submetidas a deposigdo metélica com ouro, pelo processo de

pulverizacdo catddica (Desk V, Denton Vacuum®).

As analises e fotodocumentacéo foram obtidas com um microscopio
eletrénico de varredura (JSM - 6610LV, Jeol®) e todas as imagens foram
digitalmente processadas. As analises foram realizadas no Laboratério de
Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins, Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES) — Vitoria - ES.
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2.2.2. Analise por microscopia eletronica de transmisséo - MET

Para microscopia eletronica de transmissdao (MET), amostras dos
diferentes grupos experimentais foram coletadas e fixadas em solucdo de
Karnovsky contendo 2,5% de glutaraldeido, 2% de paraformaldeido e 0,1 M de
tampé&o cacodilato. Posteriormente, os tecidos foram pds-fixados em tetroxido de
O0smio, desidratados em etanol (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) e incluidos em
resina epoxi (EMbed 812, Eletron Microscopy Sciences). Cortes ultrafinos (60-
80 nm de espessura) foram obtidos em um ultramicrétomo (UCT, Leica
Microsystems) antes das etapas de coloragdo em acetato de uranila e citrato de
chumbo. Micrografias eletrbnicas representativas dos diferentes grupos foram
obtidas em um microscopio eletronico de transmissao (JEOL JEM-1400, Japao)
a 120 kV e ampliacdo de 12000 x. As analises foram realizadas no Laboratorio
de Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins, Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES) — Vitoria - ES.

2.2.3. Analise por microscopia de forca atémica - AFM

As amostras de aproximadamente 0,5 cm?, de calos da inducédo foram
desidratadas em série etilica até alcool absoluto, em seguida realizada a
secagem em ponto critico com CO2 (Autosamdri 815, Tousimis®), e
posteriormente dispostas sobre laminas de vidro, utilizando o esmalte como meio

de adeséao.

As imagens do AFM foram coletadas usando um microscépio confocal
alpha300 R (WITEc, Wissenschaftliche Instrument und Technologie GmbH®,
Ulm, Alemanha) operado em modo ndo contato (nas regides selecionadas,
usando um microscopio de luz, LM — acoplado ao equipamento), um cantilever
SisN4, uma constante nominal de 42 N m*, frequéncia de ressonancia de
aproximadamente 285 kHz, varredura taxas de 0,3-1,0 Hz e scan de 2500-10000
nm.

Além de imagens topograficas, imagens de fase e microscopia de luz
foram coletados simultaneamente. As imagens de fase foram usadas para
estimar as propriedades fisicas dos calos, como dureza, adesdo e

viscoelasticidade.

A assimetria de superficie (SSK) foi obtida a partir da equacéo 1, e a altura
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de pico a pico, dada pela diferenca entre as alturas de pico mais alto e mais
baixo, foram usados para avaliar a rugosidade da superficie.
1 1o 5
SSK = — _Z 73 Equacéo 1
RQ n i
Onde Zi é a altura na posicéo i, Ro € a quadratica média do desvio de

altura, e n é o numero de pontos dentro da grade da imagem.

Em geral, um SSK zero sugere uma distribuicdo de dados simétrica ou
uma distribuicdo de dados uniforme em torno do plano médio, enquanto um SSK
diferente de zero sugere uma distribuicdo assimétrica, onde uma superficie plana

com pequenos picos (SSK>0) ou pequenos vales (SSK<0) sédo observados.

Kurtosis (SKU) é determinado pela Equacao 2, do software de avaliacédo
de dados WITec e indica se os dados estdo arranjados horizontalmente ou

perpendicularmente sobre a média.

N M
sv=—1 S'S e, r(r,) - 21
< MN > SQ* Lj L2

j=1i=1

Equacéo 2

Onde M e N é o numero de pontos de dados em X e Y, SQ é o desvio
médio quadrético, Z é a altura da superficie em relacdo ao plano médio. O
SKU>3,00 indica a presenca de picos excessivamente altos ou vales profundos,
por outro lado SKU<3,00 indica superficies com textura protuberante. Se as

alturas da superficie estéo distribuidas normalmente, SKU=3,00.

As analises foram realizadas no Laboratério de Laboratério de Pesquisa
e Desenvolvimento de Metodologias para Andlise de Petréleo, Departamento de
Quimica, Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Vitoria - ES.

2.2.4. Delineamento experimental

Os experimentos foram dispostos em delineamento inteiramente
casualizado, sendo o exp. | em fatorial 2x4 (indutores I: 2,4-D e picloram x
concentracgdes: 150, 300, 450 e 600 uM), e o exp. Il em fatorial 3x4 (indutores Il:
picloram, triclopyr e clopyralid x concentragdes: 100, 125, 150 e 175 pM). Ambos
com quatro repeticdes de cinco embrides zigoticos. Os dados foram submetidos

a analise de variancia, teste de F entre os indutores |, teste de média entre os



177

indutores I, Tukey (p<0,05), e andlise de regresséo, com auxilio do software R
(R CORE TEAM, 2020).

2.3 Maturacao e germinacao

Todos os calos embriogénicos da indug&o, do experimento I, foram
transferidos para pré-maturacdo em meio de cultura MS, 0,1 g L** mio-inositol,
30 g L't sacarose, sem adicéo de reguladores. O pH foi ajustado para 5,7 + 0,1,
antes da adicdo do agar-agar (5,5 g L?). E foram mantidos em sala de
crescimento a 27 £ 2 °C, no escuro, por 30 dias, e contabilizado o nimero de

embrides somaticos.

Apbs esse periodo, os calos embriogénicos dos tratamentos com picloram
foram transferidos para meio de cultura MS, com 0,1 g L** mio-inositol, 30 g L™
sacarose. O pH foi ajustado para 5,7 + 0,1, antes da adicéo do agar-agar (5,59
L), e apds autoclavagem foi suplementado com 5 uM de &cido abscisico (ABA);
ou 0,53 uM de &cido 1-naftalenoacético (ANA) e 12,3 uM de 2-isopenteniladenina
(2-iP) (GUERRA; HANDRO, 1998). J& os calos embriogénicos do triclopyr (100
pM) estavam com os embribes somaticos ja se desprendendo, porém
assincronos, portanto, foram individualizados e dispostos nos mesmos meios de
cultura acima. E foram mantidos em sala de crescimento a 27 + 2 °C, no escuro

até protusdo radicular, sendo avaliado a porcentagem de germinagéo.

2.4 Crescimento e aclimatizacdo de plantulas somaticas

Os embriBes somaticos com protuséo radicular originados do tratamento
com triclopyr (100 uM) foram transferidos para meio de cultura MS, com 0,1 g L-
! mio-inositol, 30 g L sacarose, e 1 g L't PVP. O pH foi ajustado para 5,7 + 0,1,
antes da adicdo do agar-agar (4 g L). E foram mantidos em sala de crescimento
a 27 = 2 °C, fotoperiodo de 8/16 horas luz/escuro, intensidade luminosa de 30
umol m2 st até a obtencdo de plantulas com aproximadamente 5 cm, duas

folhas expandidas e no minimo duas raizes.
As plantulas foram transferidas para meio de cultura MS, com 0,1 g L*
mio-inositol, 1 g Lt PVP, e 4 g L &gar-agar. Apds 30 dias, os tubos com as

plantulas foram colocados sob temperatura ambiente, e apos sete dias foram
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transferidas para o ambiente ex vitro, acondicionadas em copos plasticos (590
mL) contendo substrato (TerraNutri®) autoclavado e umedecido com &agua
destilada e autoclavada. O copo foi coberto com outro copo (300 mL) para
manter a umidade nos primeiros sete dias, apds esse periodo, a cada dois dias
foram realizados dois furos (© = 0,5 cm) no copo superior, por mais dez dias,

quando foi retirado.

3 RESULTADOS
3.1 Inducéao
3.1.1 Experimento |

Os embrides zigoticos retirados das sementes de E. edulis (Figura 1) que
foram tratados com 2,4-D, a maioria oxidou antes mesmo de calejar (Figura 1e),
principalmente nas concentracdes de 450 e 600 uM (100%) (Figura 2c). Ja os
embrides zigG6ticos tratados com picloram calejaram 100% (Figura 2a, b),
formando regibes embriogénicas e pré-embrides somaticos, em destaque a

concentracdo de 150 uM (Figura 1f-i).

Figura 1. llustracéo botanica da palmeira E. edulis em frutificacdo (a), fruto imaturo (b), semente
imatura (ze. embrido zigético) (c), embrido zigdtico destacado da semente (d), embrido zigético

oxidado (e), calo embriogénico tratado com picloram 150 puM (f), &rea embriogénica (g), MEV da
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area embriogénica (h, i). Barra: 1,0 cm (a); 5000 um (f), 2000 um (d, €, g),1000 pm (h), 200 pm
).

N&o houve ajuste do modelo de regressao para as variaveis. No entanto,
houve interacao significativa entre todas as variaveis para os dois fatores, indutor
embriogénico e concentracdo (Figura 2 a-f). Houve uma grande diferenca entre
2,4-D e picloram para todas as variaveis, destacando-se o picloram com as
maiores médias de porcentagem de calos (PC), porcentagem de calos
embriogénicos (PEC) area total de calos (TA), area embriogénica (EA), e
porcentagem embriogénica (PE); e menores médias de porcentagem de
oxidacao (PO).
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Figura 2. Indugdo de embriogénese somética em embrides zigbticos imaturos de E. edulis apds
tratamentos com 2,4-D e picloram, (a) porcentagem de calos - PC, (b) porcentagem de calos
embriogénicos - PEC, (c) porcentagem de oxidacao - PO, (d) area total de calos - TA (mm3), (e)
area embriogénica (mm2), e (f) porcentagem de area embriogénica - PE. *Médias seguidas da
mesma letra mailscula (2,4-D) e minascula (picloram), entre as concentracdes e indutores
embriogénicos, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *Significativo (p<0,05) e "Shdo

significativo pelo teste F, entre os dois indutores embriogénicos.

3.1.2 Experimento I

Os embrides zigoticos tratados com as concentracdes de picloram e
triclopyr originaram calos de diferentes naturezas, n&o-embriogénicos e

embriogénicos (Figura 3a-e). Para ambos os indutores, os calos embriogénicos
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possuem regides embriogénicas (Figura 3c, e), no entanto, essas regides dos
calos tratados com triclopyr, apds 170 dias, ja possuiam embrides somaticos
(Figura 3e). Enquanto a maioria dos embries zigoticos tratados com clopyralid,
formaram estruturas ndo-embriogénicas e plantulas anormais (Figura 3f, g).

">

(b)l (d)l (f) l

S Mo Y/ N\ 7" Ncoon

0—CH,—COOH L

— N
4" Picloram —\,  [Iriclopyr ¢ Clopyralid

Figura 3. Embrido zig6tico de E. edulis usado como explante para indugcdo embriogénica (a);
molécula de picloram e respectivos calos ndo-embriogénico (b) e embriogénico (c), destacado a
area embriogénica (tracejado vermelho); molécula de triclopyr e respectivos calos néo-
embriogénico (d) e embriogénico (e), em destaque area embriogénica com embrides somaticos
(tracejado vermelho); e molécula de clopyralid respectivos estruturas ndo-embriogénicas
(plantulas anormais) (f), plantula anormal com haustoério (tracejado azul), raizes (setas verdes) e

cauliculo (tracejado rosa) (g). Barra: 2000 uM (a-g).

Houve interacdo significativa entre os fatores indutor e concentracdes
para as variaveis proembrido (PE), massa calogénica (MC) e area de calos (AC).
Na taxa de inducdo (TI) houve diferenca significativa entre indutores e entre
concentracbes, enquanto a taxa de calogénese (TC) e oxidacdo (O) foi

significativo somente entre os indutores (Tabela 1).
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Tabela 1. Significancia de cada variavel dentro de cada fator (p<0.05)

Fatores PE (N°) TC (%) TI (%) MC (mg) AC (mm?) 0O (%)
Indutores (I) ns * * * * *
Concentracéo (C) * ns * * * ns
IXxC * ns ns * * ns

*Significativo; ns. ndo significativo. PE. proembrido; TC. taxa de calogénese; Tl. taxa de inducéo;

MC. massa calogénica; AC. area de calos; O. oxidacao.

O indutor triclopyr (100 pM) se destacou dos demais indutores na
formacdo de proembrides (12) (Figura 4a), diminuindo com o aumento das
concentracfes (Figura 5a). No entanto, obteve as menores médias de massa
calogénica e area de calo comparado aos outros indutores (picloram e clopyralid)
e concentracdes (100, 125, 150 e 175 pM) (Figura 4b, c). Apesar do clopyralid
possuir as maiores médias de massa calogénica e area de calo, as estruturas
eram nao-embriogénicas formadas por plantulas anormais, em todas as

concentracoes.
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Figura 4. Numero de proembrides somaticos (a), massa calogénica (mg) (b) e &rea de calo (mmg2)
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(c) de E. edulis apés 170 dias submetidos a meio de cultura com trés indutores embriogénicos
(clopyralid — Clop, picloram — Pic, triclopyr — Tri) em diferentes concentracdes (100, 125, 150 e
175 uM). *Médias ndo seguidas de mesma letra na comparagéo entre os indutores diferem entre
si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os indutores apresentam resultados completamente distintos entre si, nas
concentracbes testadas (Figura 5). O numero de proembrides e a massa
calogénica entre as concentracdes de picloram n&o diferiram, apresentando uma
meédia de 5,07 proembrides e 0,2137 g (Figura 5a, b). Ja o triclopyr diminui seu
namero de proembribes, e massa e area calogénica com o aumento das
concentracOes testadas, enquanto o clopyralid apresentou uma formacao de

massa e area calogénica quadratica (Figura 5b, c).
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Figura 5. Numero de proembrides somaticos (a), massa calogénica (g) (b) e area de calo (mm?2)
(c) de E. edulis apés 170 dias submetidos a meio de cultura com trés indutores embriogénicos
(clopyralid, triclopyr e picloram) em diferentes concentracfes (100, 125, 150 e 175 uM).
*Coeficiente estatisticamente significativo a 5% pelo teste t). MxV. Valor maximo; MnV. Valor
minimo.

O clopyralid e picloram apresentaram as maiores médias de taxa
calogénica e de inducdo, diferindo-se do triclopyr que devido a maior
porcentagem de oxidacdo do explante, obteve menores médias de taxa

calogénica e de inducéo (Figura 6).
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Figura 6. Calogénese (%) (a), taxa de inducéo (%) (b) e oxidacao (%) (c) de E. edulis apds 170
dias submetidos a meio de cultura com trés indutores embriogénicos (clopyralid, picloram e
triclopyr) em diferentes concentracdes (100, 125, 150 e 175 puM). Médias ndo seguidas de

mesma letra na comparacao entre os indutores diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A taxa de inducgéo diminui linearmente com o aumento das concentragdes
dos indutores, enquanto a calogénese e oxidagdo ndo diferem entre as

concentracdes dos indutores, com média de 82,22% e 18,5%, respectivamente
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Figura 7. Taxa de inducéo (%), calogénese (%) (a), (b) e oxidacéo (%) (c) de E. edulis ap6s 170
dias submetidos a meio de cultura com trés reguladores de crescimento (clopyralid, picloram e

triclopyr) em diferentes concentracées (100, 125, 150 e 175 uM). "Coeficiente estatisticamente
significativo a 5% pelo teste t.

Os calos embriogénicos tratados com triclopyr (100 uM) possuem células

com caracteristicas embriogénicas, com citoplasma denso, nucleos e nucléolos
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evidentes, grandes e elétron-densos, nucleos com formato irregular, maior
relacdo nucleo/citoplasma, com vacuome fragmentado (Figuras 8 a, b); menor
teor de heterocromatina X eucromatina, numerosas mitocondrias, e reticulo
endoplasmatico visivel (Figuras 8c, d, e); e componentes celulares intimamente

ligados a parede celular, com paredes celulares espessas e espaco intercelular

visivel (Figura 8f).

Figura 8. Tecido embriogénico de calos tratados com triclopyr (100 uM) (a), célula (tracejado em
vermelho) e nucleos (N) (b), nucléolo (NU), heterocromatina (HE), eucromatina (E) e vacuolos
(V) (c), mitocobndria (M) (d), ndcleo com destague da membrana nuclear (seta azul), reticulo

endoplasmatico (RE) e mitocdndrias (e), parede celular (PC), espaco intercelular (El) (f).

O picloram induziu a formacéo de diferentes tipos de calos, calos ndo-
embriogénicos, como calos rugosos brancos opacos, rugosos brancos
esponjosos, lisos brancos, e lisos amarelos (Figuras 9a-h); e calos
embriogénicos, rugosos amarelos (Figuras 9i, j).
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Figura 9. Calos oriundos de indu¢éo embriogénica de E. edulis com picloram (150 pM) néo-

embriogénicos: calo rugoso branco opaco (a, b), calo rugoso branco esponjoso (c, d), calo liso
branco (e, f), calo liso amarelo (g, h); e calo embriogénico, calo rugoso amarelo (i, j), com
embrides somaticos (setas azuis). Barra de escala: 2000 uM (a, c, €, g), 1000 uM (b, d), 500 pM
(f, h, i), 200 pM (j).

Com a andlise ultraestrutural AFM, foi possivel observar a diferenca de
topografia, perfil e elasticidade de cada tipo de calo, podendo identificar um
padréao de rugosidade (Figura 10). O calo rugoso branco opaco, possui 0 menor
pico a pico (586,933 nm), comparado aos demais calos (Figura 10). Os calos
rugoso branco esponjoso e liso branco possuem caracteristicas semelhantes,
com pico a pico de 1269,52 e 1084,00 nm (respectivamente), com predominancia
e vales (SSK<0), e simetria semelhante (SKU). Ja o calo liso amarelo foi o0 mais
simétrico (SKU=3), com maior equilibrio entre picos e vales (Figura 100). Apesar
das diferencas entre os calos ndo-embriogénicos, ha um padréo de rugosidade
e simetria, diferenciando do calo embriogénico (rugoso amarelo), com o maior
pico a pico (4252,07 nm), com predominancia de picos, e a maior assimetria
(SKU=7,2885) (Figuras 2g-t).
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Figura 10. Imagem da superficie do calo por AFM. Topografia (a-q), cross section (b-r), grafico
(c-s) e histograma da imagem de topografia de calo ndo-embriogénico (d-t): rugoso branco opaco
(a-d), rugoso branco esponjoso (e-h), liso branco (i-l), liso amarelo (m-p); e calo embriogénico,

calo rugoso amarelo (g-t).

Com o gréfico de fase foi possivel observar a variacao de elasticidade de
cada calo (Figura 11). Entre os calos ndo-embriogénicos, a maior variagcao de
fases ocorreu no calo rugoso branco opaco, enquanto o calo embriogénico néao

houve muitas alteracdes (Figura 11j).
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Figura 11. Imagem da superficie do calo por AFM. Topografia e fase de calo ndo-embriogénico:
rugoso branco opaco (a, b), rugoso branco esponjoso (c, d), liso branco (e, f), liso amarelo (g, h);

e calo embriogénico, calo rugoso amarelo (i, j).

3.2 Maturacao e germinacao

Os calos embriogénicos oriundos do tratamento com picloram né&o houve
modificacdes visiveis ao longo da maturacdo. No entanto em nivel celular, as
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células apresentaram plasmolizadas e com caracteristicas de morte celular,
como organelas escassas, com raras mitocondrias, lisossomos, amiloplastos, e

reticulo endoplasmético, e a degeneracao do citoplasma (Figura 12).

Figura 12. Célula (tracejado em vermelho) de calos embriogénicos na maturagéo, oriundos da

inducdo de picloram (150 uM), parede celular, membrana plasmética (setas azuis) e
plasmodesmos (setas rosas) (a). Parede celular (PC), espaco intercelular (El), membrana
plasmética (MP) e plasmodesmo (seta rosa) (b), organelas préximas a membrana plasmatica (c),
plastideo (d), mitocdndria (M) e lisossomo (L) (e), amiloplastos (A) e amidos (setas azuis) (f, g),
corpo proteico (CP) (g), nucleo (N), heterocromatina (HE), eucromatina (E) (h), plastideo (i),
reticulo endoplasmético (RE), membrana nuclear - seta azul (j), degeneracéo do citoplasma (k),

vacuolo (V) (I).

Apbs 30 dias dos calos oriundos do triclopyr (100 uM) em pré-maturacao
(meio basal), os embrides somaticos multiplicaram 153,44% em relacdo ao
namero de embrides somaticos em meio de indugéo (Figuras 13a, b, 14a). No
entanto, os embrides somaticos permaneceram com 0 crescimento assincrono,
podendo observar embribes nos diferentes estadios (globular, escutelar e

coleoptilar) e diferentes tamanhos (Figura 13c).
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INDUCAO —» MATURAGCAO —# GERMINACAO

170 dias 30 dias
o @

10 dias

20 dias
Figura 13. Calo embriogénico tratado com triclopyr (100 uM) na indugdo, com surgimento de
embrides somaticos (a); calo embriogénico na maturacéo, apds 30 dias em meio de cultura basal

(b) com embrides sométicos assincronos (c), embrido somatico na germinagéo apos 10 e 20 dias
(d). Barra: 2000 pm (a, b), 500 um (c, d).

Os embrides somaticos comecaram a germinar apés 10 dias nos meios
de cultura suplementado com ABA, ANA+2-iP e em basal, e apés 20 dias foi
possivel observar a formagédo de uma plantula somética normal (parte aérea e
sistema radicular bem desenvolvidos) (Figura 13d). Os embrides somaticos no
meio de cultura suplementado com ABA destacaram-se dos demais tratamentos

com a maior média de germinacao (100%) (Figura 14b).
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Figura 14. Nimero de embrides sométicos oriundos da indugdo de triclopyr de E. edulis em
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diferentes concentracfes (100, 125, 150 e 175 uM), na inducdo e apds 30 dias em meio de
cultura basal (a). Germinacdo de embriées somaticos oriundos do tratamento com triclopyr (100
MM) nos diferentes tratamentos de maturacdo (ABA, ANA+2-iP e meio de cultura basal).
“Coeficiente estatisticamente significativo a 5% pelo teste t. tMédias ndo seguidas de mesma

letra diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.3 Crescimento e aclimatizacéo de plantulas somaticas

ApoOs a transferéncia das plantulas somaticas recém germinadas para o
meio basal em tubos de ensaio para 0 seu crescimento, a maior sobrevivéncia
ocorreu nas plantulas sométicas oriundas do meio de cultura suplementado com
ABA e ANA+2-iP (67,58 e 60,32%, respectivamente), consequentemente, a

maior mortalidade ocorreu no meio basal (69,84%) (Figura 15a).
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Figura 15. Porcentagem de mortalidade e sobrevivéncia de embries somaticos germinados (a)
e plantulas somaticas anormais e normais (b), oriundos do tratamento com triclopyr (100 uM) nos
diferentes tratamentos de maturacéo (ABA, ANA+2-iP e meio de cultura basal). 'Médias néo

seguidas de mesma letra diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

As plantulas somaticas oriundas do meio de cultura com ABA também se
destacaram com a maior média de plantulas sométicas normais (65,48%) (Figura
15b). No entanto, a maior média de plantulas somaticas anormais ocorreu no
meio de cultura com ANA+2-iP (70%) (Figura 15b), com a formacao de plantulas
somaticas com coleto espesso e/ou a auséncia da formacgao da parte aérea ou
de raiz. As plantulas somaticas permaneceram verdes durante todo o processo

de aclimatizacéao (Figura 16).



192

(b)

Figura 16. Aclimatizacéo de plantulas oriundas da indugdo com triclopyr (100 uM) nos diferentes
tratamentos de maturacéo (ABA, ANA+2-iP e meio de cultura basal) (a-e). Barra: 1 cm (b-d), 2

cm (a, e).

4 DISCUSSAO

Anormalidades em embrides somaticos (SE) podem ser geradas por
alteracdes genéticas ou epigenéticas no DNA. Essas alteracfes no DNA podem
ser influenciadas por fatores externos como o uso de reguladores de crescimento
de plantas (RCP) e substancias mutagénicas ou fatores de estresse aplicados
ao tecido vegetal como altas e baixas temperaturas, seca, salinidade e metais
pesados (GARCIA et al., 2019). Segundo esses autores, 0 2,4-D € uma auxina
potente que permanece no tecido por um longo periodo (residual alto), de dificil

remocao.

No presente trabalho, com o uso dos indutores auxinicos 2,4-D e picloram
(PIC), verificou-se baixissima eficiéncia do 2,4-D e alta do PIC (150 uM) na
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embriogénese somatica de E. edulis. Uma das explicacdes da baixa efetividade
do 2,4-D é a alta taxa de oxidacdo principalmente nas concentracfes mais
elevadas, também observado por Ferreira et al. (2022) em embrides zigoticos de
E. precatoria, onde a eficiéncia do PIC foi 3,7 vezes maior do que o 2,4-D.

O 2,4-D presente em baixa concentracdo durante a fase de inducdo é
necessario para a formacdo de calo embriogénico na linhagem M9-10a
de Medicago truncatula Gaertn. e consequentemente para o desenvolvimento
embrionario (Orlowska; Kepczynska, 2020). Entretanto, 2,4-D em maior
concentracdo causa aumento no acumulo de Oz~ que perturba a formacéo de
calos e embrides, acompanhado por um aumento na expressao dos genes CLF,
MSI1, FIE e VRN2, codificam proteinas do complexo PRC2, que pode ser a
causa de distarbios no calo e desenvolvimento embrionario em M. truncatula.
Oliveira et al. (2022), verificaram resultados superiores com o uso do PIC (300
MM, 76,33 embrides) em relacdo ao 2,4-D (159,42 uM, 44,33 embrides), na
embriogénese somatica de E. edulis.

Quimicamente, o 2,4-D € um &cido fenoxiacético, obtido do composto
fenol e classificado como fenoxialcanoatos dentro da classe das auxinas
sintéticas. J4 os picloram, triclopyr e clopyralid pertencem a classe dos
piridinacarboxilatos, tendo em comum o anel piridinio e o grupo carboxilico
(DUKE; DAYAN, 2011), diferenciando-os, quimicamente, do 2,4-D. A presenca
do grupo carboxilico pode ter grande importancia na sua atuacao mais efetiva na
embriogénese somatica em E. edulis, e o nitrogénio presente no referido anel,

pode ser importante no mecanismo de a¢ao do picloram e de seus analogos.

O picloram e o triclopyr também apresentam em comum a presenca de
trés atomos de cloro, jA 0 2,4-D e o clopyralid, apesar de serem de classes
diferentes, possuem em comum dois atomos de cloro. O triclopyr apresentou a
melhor atividade na embriogénese somatica em E. edulis, devido as
especificidades do meio biolégico, a sua estrutura contém os ligantes que
contribuem para sua atuagdo como auxina sintética mais efetiva nesse caso. Em
Carica papaya L. verificou-se uma responsividade embriogénica muito superior
com o uso do 4-CPA (4-clorofenoxiacético) se comparado ao 2,4-D, indicando
que ha diferenca entre as duas moléculas é o numero de &tomos de cloro
(CIPRIANO et al., 2018).
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O triclopyr é rapidamente translocado na planta, principalmente pela via
simplastica, o que permite uma absorcéo seletiva dos solutos, e se acumula no
tecido meristematico (CESSNA; GROVER; WAITE, 2002), onde se encontra a
maior quantidade de tecidos pouco diferenciados e/ou nédo diferenciados, com
células com nucleos grandes e citoplasma denso (como visualizado nas células
tratadas com triclopyr (100 uM) (Figura 8), em processo de divisdo celular
(GOMES; BARTOS, SCHERWINSKI-PEREIRA, 2017; MEIRA et al., 2020). Ja o
clopyralid, também induz respostas do tipo auxina, no entanto, seus efeitos sobre
a sintese de RNA e proteinas assemelha-se ao 2,4-D (TURNBULL;
STEPHENSON, 1985). Portanto, o triclopyr, utilizado principalmente como
herbicida, torna-se um promissor indutor embriogénico e inédito, sobretudo para

espécies responsivas ao picloram.

A resposta da inducdo embriogénica indireta inicialmente € investigada
em calos utilizando de analises diversas, dentre estas utilizou-se da microscopia
eletrdnica de forca atbmica (AFM) que € inédita na cultura de tecidos vegetais e
diferente da microscopia eletrbnica de varredura (MEV), por exemplo, € uma
metodologia que ndo exige preparacdes onerosas de amostras. Os calos
seguem diretamente da cultura de tecidos para a andlise no AFM, ou apenas
necessitam que sejam desidratados e secos, o que facilita, além de ser um
procedimento ndo oneroso. Com a AFM foram identificadas diferencas
qualitativas e quantitativas entre os tipos de calos, como topografia, perfil,
elasticidade, rugosidade e simetria. Mediante este conjunto de dados, € eficiente
para diferenciar calos embriogénicos dos nao-embriogénicos. Confirmando,
portanto, a validacao desta metodologia, para investigar diferentes tipos de calos

na embriogénese somatica de E. edulis.

O meio de pré-maturacdo (sem reguladores) foi essencial para o
crescimento e desenvolvimento dos embrides somaticos, podendo ser
observados embrides com aspecto leitoso em todos os estadios de maturagédo
em 30 dias. E auxiliou para que ocorresse a germinacdo dos embrides em
estagios mais avancados, no meio de maturacédo apos 10 dias, e obtencao de
plantulas apds 20 dias. Em um estudo com E. oleracea, apds 30 dias de cultivo

em meio de diferenciacdo e maturacéo, detectou-se apenas o desenvolvimento
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de embrides globulares brancos e compactos, e embribes somaticos com
aspecto translucido e em estadio de torpedo, e somente apos 80 dias, estes
apresentaram aspecto leitoso (FREITAS et al., 2016). Ja em E. precatoria, apos
60 dias em meio de diferenciacdo e maturacdo, a maioria dos embrides
somaticos apresentou forma alongada, coloracédo esbranquicada e tom opaco,

semelhante ao estagio de desenvolvimento de torpedo (FERREIRA et al., 2022).

Na maturacéo e germinacao dos embrides somaticos no presente estudo,
100% dos embrides isolados em meio suplementado com ABA (5 uM)
germinaram, com 67,48% de sobrevivéncia e 65,48% de normalidade, sendo
superior ao uso de ANA+2-iP (0,53+12,3 uM, respectivamente) e a0 meio sem
reguladores. As pesquisas com E. edulis comecaram com Guerra e Handro
(1988) em que, para o desenvolvimento dos embrides em plantulas somaticas,
foi utilizado a suplementacao do meio de cultura com ANA (2,68 uM) e 2-iP (24,6
HMM), e posteriormente, 0s mesmos autores (1998) utilizaram ANA (0,53 uM) e 2-
iP (12,3 uM), seguido de Oliveira et al. (2022), e Scherwinski-Pereira et al. (2012)

e Freitas et al. (2016) com E. oleracea, e Ferreira et al. (2022) em E. precatoria.

A maioria dos estudos de embriogénese somatica com Euterpe spp., a
fase de germinacao nao € analisada quantitativamente, e sim apenas descrito
que os embrides formaram plantulas sométicas normais (GUERRA; HANDRO,
1988; 1998; SALDANHA et al., 2006; 2012; FERREIRA et al., 2022). Somente
Ledo et al. (2002) e Scherwinski-Pereira et al. (2012) quantificaram 14,2 e 20,2
embribes somaticos germinados por calo (respectivamente); e Freitas et al.

(2016) obtiveram 58,7% de conversédo de embrides somaticos em plantas.

5 CONCLUSOES

N&o se recomenda o uso do 2,4-D na embriogénese somatica de E.
edulis. E sim, picloram (150 puM) e, principalmente, seu analogo triclopyr (100
uM).

Validac&o metodoldgica da microscopia de for¢a atémica é inédita para a

identificacdo de calos embriogénicos e ndo-embriogénicos na espécie E. edulis.

Embrides sométicos de E. edulis em pré-maturagdo (meio basal),
provenientes de calos induzidos com triclopyr (100 uM), multiplicaram cinco

vezes mais.
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A maturacdo e germinacao dos embrides somaticos de E. edulis foi

maxima em meio com ABA (5 uM).
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CAPITULO VII

Picloram na polaridade de segmentos de cauliculo de plantulas em
diferentes meios de cultura na embriogénese somatica direta de Euterpe
edulis Martius

Resumo: Euterpe edulis Martius, mais conhecido como palmito jucara, &
considerado uma iguaria e possui alto valor econémico, além de seu fruto ser
considerando uma “super-fruta”, devido aos altos indices de antioxidantes. E
uma espécie ameacada de extingcdo, em que, seu Unico meio de propagacao €
via seminifera. Portanto, objetivou-se nessa pesquisa, analisar a responsividade
de explantes de plantulas de E. edulis em relacéo a sua polaridade e, ao tipo e
concentracdo de indutores embriogénicos. Foram colhidas sementes imaturas
de uma matriz selecionada em Pedra Menina - ES/MG, Brasil, e colocadas para
germinar in vitro. As plantulas com seis meses, foram segmentas em quatro
explantes, identificado de acordo com sua polaridade e dispostas em meio de
cultura suplementado com picloram (PIC - 50, 100, 150, 200, 250, 300, 450 e
600 pM). E apds a inducdo, os explantes foram transferidos para meio de
maturacdo suplementado com 0,53 uM de &cido 1-naftalenoacético e 12,3 uM
de 2-isopenteniladenina, avaliando dois tempos na maturagéao (30 e 60 dias).
Apos 60 dias na inducao, ocorreu o surgimento de proembrides diretamente dos
segmentos cauliculares, de forma assincrénica. Apés a transferéncia para a
maturacdo verificou-se, nos dois tempos, uma maior quantidade de embrides
somaticos e massa. A polaridade do explante néo influenciou a sua inducao
embriogénica, podendo serem utilizados quatro segmentos de cauliculo por
plantula. A inducdo da embriogénese somatica ocorreu via direta por meio do
regulador de crescimento auxinico PIC (150 uM). Em que, posteriormente na
maturacdo, gerou uma maior quantidade de embrides somaticos. E

recomentando a retirada dos explantes do meio de maturacéo apoés 30 dias.

Palavras-chave: jucara, indutores embriogénicos, picloram, ANA, 2-iP, cultura

de tecidos vegetais.
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Abstract: Euterpe edulis Martius, better known as jucara palm heart, is
considered a delicacy and has high economic value, in addition to its fruit being
considered a "super-fruit", due to the high levels of antioxidants. It is an
endangered species, in which its only means of propagation is via seminiferous.
Therefore, the objective of this research was to analyze the responsiveness of
explants from E. edulis seedlings in relation to their polarity and to the type and
concentration of embryogenic inducers. Immature seeds were collected from a
selected matrix in Pedra Menina - ES/MG, Brazil, and placed to germinate in vitro.
The six-month-old seedlings were segmented into four explants, identified
according to their polarity and placed in a culture medium supplemented with
picloram (PIC - 50, 100, 150, 200, 250, 300, 450 and 600 uM). And after
induction, the explants were transferred to maturation medium supplemented
with 0.53 uM of 1-naphthaleneacetic acid and 12.3 uM of 2-isopentenyladenine,
evaluating two maturation times (30 and 60 days). After 60 days of induction,
proembryos appeared directly from the stem segments, asynchronously. After
the transfer for maturation, there was, at both times, a greater number of somatic
embryos and mass. The polarity of the explant did not influence its embryogenic
induction, and four stem segments per seedling could be used. The induction of
somatic embryogenesis occurred directly through the auxinic growth regulator
PIC (150 uM). In which, later in the maturation, it generated a greater number of
somatic embryos. It is recommended to remove the explants from the maturation

medium after 30 days.

Keywords: jugara, embryogenic inducers, picloram, NAA, 2-iP, plant tissue

culture.
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1 INTRODUCAO

Euterpe edulis Martius, mais conhecido como palmito jucara, é
considerado uma iguaria e possui alto valor econémico, sendo o segundo
produto ndo madeireiro mais exportado da Floresta Atlantica (BARROSO et al.,
2019). Sua intensa exploracéo desde o final da década de 60, contribuiu para a
degradacdo do meio ambiente e a ser uma espécie ameacada de extingdo
(SCHULZ et al., 2016). Além do palmito, a fruta também tem chamado a atencao
por apresentar semelhancas com E. oleracea Matrtius (acai), sendo considerado
uma “super-fruta”, por apresentar propriedades nutricionais superiores ao acai,
com a presenca de compostos como a antocianinas, caracterizando-a como
alimento funcional (SCHULZ et al., 2015).

O uso do fruto tem sido implementado como uma possibilidade
sustentavel de amenizar a exploracdo do palmito, uma vez que a colheita do
fruto aumenta a renda econbmica e 0 uso racional contribuindo para a
conscientizacdo ambiental e consequentemente a sua preservacao (BIAZOTTO
et al., 2019; SCHULZ et al., 2021), a considerar que € uma espécie que nao
perfilha diferentemente do acai (propagacéo natural). A sua propagacéao ainda €
limitada somente ao uso de sementes, pois a espécie ndo emite brotacdes
laterais (SCHULZ et al., 2016). Portanto, necessitando de desenvolvimento de
protocolos de propagacédo que forneca mudas de qualidade, uniformes, e em

larga escala.

A embriogénese somética, € um meio de produzir milhares de plantas
idénticas a partir de um unico explante (REE et al., 2020), podendo ser qualquer
parte da planta. Essa técnica tem sido desafiadora para muitas espécies,
principalmente E. edulis. Os Unicos protocolos de embriogénese somatica, para
a espécie, foi desenvolvido por Guerra e Handro (1988; 1998), seguido por
Saldanha et al. (2006; 2012), que utilizaram como explantes embrifes zigoticos,
inflorescéncias jovens, folhas jovens e parte aérea de plantas com 150 dias, e
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) como principal indutor. No entanto, nenhum
protocolo foi satisfatorio, exigindo novos estudos quanto a explantes mais

responsivos e, tipo e concentracdo de indutores embriogénicos.

A concentracao do indutor responsivo, normalmente, ira depender do tipo

de explante, em virtude do gradiente hormonal local. O principal fluxo polar € o
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da auxina e citocinina, a auxina pode ser rastreada a partir de tecidos apicais em
direcéo a base da planta e posteriormente a ponta da raiz (SUN et al., 2013), o

inverso para a citocinina.

Em explantes de segmentos do cauliculo de plantulas de E. edulis,
espera-se que sejam mais responsivos na base, proximo do coleto. Portanto,
objetivou-se nessa pesquisa, analisar a responsividade de cauliculo de plantulas
de E. edulis em relacdo a sua polaridade e, ao tipo e concentracdo de indutores

embriogénicos.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta, desinfestacédo e estabelecimento

Os frutos de E. edulis foram colhidos de uma planta matriz de 6,7 m de
altura e 13,4 cm de DAP (diametro na altura do peito - 1,30 m), localizada no
distrito de Pedra Menina, no municipio de Dores do Rio Preto, Espirito Santo,
Brasil préximo ao Parque Nacional do Caparad, nas coordenadas 20°32’45,4” S,
41°49'35,7” W, e na altitude 951 m. A matriz foi selecionada devido ao maiores
valores de diametro de fruto (14,52 e 14,46 mm), porcentagem de emergéncia
(96%), massa seca de parte aérea (3,35 g) e raiz (1,63 g), acidez titulavel (1,37%
acido citrico) antocianinas (0,459 mg de cianidina 3-glicosideo 100g* de massa
fresca) (os dados completos sdo apresentados no Capitulo I). A colheita dos
frutos ocorreu com aproximadamente 164 dias apés a antese, e encaminhados
para Laboratorio de Sementes Florestais e Cultura de Tecidos Vegetais do
Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharia, da Universidade Federal do Espirito
Santo (CCAE-UFES).

Apos a limpeza dos frutos com &gua e detergente neutro, foi retirado o
tegumento, e em seguida, os mesmos foram imersos em solucdo de acido
ascorbico (Dinamica®) 2%. Na camara de fluxo laminar, as sementes de E. edulis
foram imersas em alcool etilico 70% por um minuto, hipoclorito de sodio (NaOCI)
(Candura®) 2,5% por 10 minutos e em solucdo de amoxicilina (Germed®) a 3 g
Lt por 10 minutos, realizando-se a triplice lavagem em &agua destilada e

autoclavada apos cada agente desinfestante.

As sementes foram dispostas em tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo
10 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) (Sigma®),
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suplementado com 1 g Lt PVP (polivinilpirrolidona) (Synth®), 30 g L de
sacarose (Dinamica®), 0,1 g L* de mioinositol (Sigma®), e 6 g L de agar
(Kasvi®). O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 0,1 com hidréxido de potassio
(KOH) (Alphatec®) e/ou &cido cloridrico (HCI) (Vetec®) a 1,0 N, antes da
autoclavagem (Luferco®). Os explantes foram mantidos em sala de crescimento
com temperatura de 27+2 °C, fotoperiodo de 8/16 horas luz/escuro, intensidade

luminosa de 30 pmol m=2 st até a obtencédo de plantulas (seis meses) (Figuras 1
a-g).

2.2 Inducao

A partir de sementes imaturas germinadas in vitro (MELLO et al., 2021),
obteve-se as plantulas com seis meses de idade, que foram segmentas em
quatro explantes, identificado de acordo com sua polaridade (1-4), descartando
0 apice e a base. Os segmentos foram dispostos na horizontal em placas de

polietileno 90 x 15 mm (Global Trade Technology, Brasil®) com 20 mL de meio

de cultura (Figuras 1g-i).

Figura 1. Resumo metodoldgico de inducdo embriogénica de segmentos de bainha de plantulas
de Euterpe edulis. llustracdo botanica da palmeira, em destaque o cacho de frutos imaturos (a)

e fruto imaturo com =180 DAA (b). Germinacao in vitro evidenciando a semente sem tegumento
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(ze. Embrido zigoético na semente) (c) e o embrido zigético destacado da semente (d), protrusao
da raiz primaria (e) e semente germinada (cp. Peciolo cotiledonar; s. Brotacao; r. Raiz primaria)
(). Plantulas com seis meses (g) e excisdo dos segmentos do cauliculo, conforme sua polaridade
(1-4) (h), seguido da transferéncia dos explantes para placa de Petri, com meio de cultura (i).
Bar: 1,0 cm (b, c, e, f, g, h), 2,0 mm (d).

O meio de cultura foi o MS, com 0,1 g L™t mio-inositol, 1 g L'* PVP, e 30 g
L-* sacarose. O pH foi ajustado para 5,7 + 0,1, antes da adicéo do agar-agar (5,5
g L'1). Apds autoclavagem, o meio foi suplementado com &cido 4-amino-3,5,6-
tricloro-2-piridinocarboxilico  (picloram - PIC) (Sigma®) filtrado, nas
concentragdes: 50, 100, 150, 200, 250, 300, 450 ou 600 puM.

O experimento foi mantido em sala de crescimento a 27 £ 2 °C no escuro,
por 60 dias. Analisou-se, a oxidacao (%), centro embriogénico, em explantes

com crescimento longitudinal (%), nimero de pré-embrides e massa do explante

(9).

2.2.1 Andlises histologicas e estruturais

Para os estudos anatdomicos, as amostras foram desidratadas em série
etilica e embebidas em metacrilato (Historesin®, Leica). Os cortes transversais e
longitudinais (espessura de 5 ym) foram obtidos com um micrétomo de rotacéo
automatica (RM2155, Leica), equipado com navalha de vidro descartavel, e
corados com azul de toluidina em pH 4,0 (O'BRIEN; McCULLY, 1981), por 15
minutos. As laminas foram montadas em resina sintética (Permount®). A andlise
e fotodocumentacédo foram realizadas em microscépio de luz (Olympus-AX 70)
acoplado a um sistema de fotomicrografia (Olympus U-Photo) do Laboratério de
Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal, da Universidade
Federal de Vigosa (UFV).

2.2.2 Delineamento experimental

O delineamento foi inteiramente casualizado, conduzido em esquema
fatorial 4x8 (polaridades x concentracdes de PIC), com quatro repeticoes de
quatro explantes. Os dados foram submetidos a analise de variancia e teste de
de média, Tukey (p<0,05), com auxilio do software R (R CORE TEAM, 2020).
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2.3 Maturacao

Os explantes da inducao do exp. | foram transferidos para meio de cultura
MS, com 0,1 g Lt mio-inositol, 1 g Lt PVP, e 30 g L' sacarose. O pH do meio foi
ajustado para 5,7 + 0,1, antes da adicdo do agar-agar (5,5 g L't). O meio foi
suplementado com 0,53 uM de &cido 1-naftalenoacético (ANA) (Sigma®) e 12,3
UM de 2-isopenteniladenina (2-iP) (Sigma®) (GUERRA; HANDRO, 1998).

O experimento foi mantido em sala de crescimento a 27 = 2 °C no escuro,
por 60 dias. Analisou-se aos 30 e 60 dias o numero de embribes e massa do

explante (g).

2.3.1 Delineamento experimental

O delineamento foi inteiramente casualizado, em fatorial 8x2
(concentragcdes de PIC (inducéo) x tempo de avaliagédo), com quatro repeticdes
de quatro explantes. Os dados foram submetidos a analise de variancia e teste
de média, Tukey (p<0,05), quando ndo houve ajuste de modelo, com auxilio do
software R (R CORE TEAM, 2020).

3 RESULTADOS
3.1 Inducéao

Os segmentos das plantulas (Figuras 2a, b) ap0s sete dias de transferidos
para o meio de indugédo comecaram a crescer longitudinalmente (59,37%) com
uma oxidacdo média de 40% (Figuras 2c, d), ambas variaveis ndo diferiram
estatisticamente. Apds 60 dias, ocorreu 0 surgimento de estruturas
embriogénicas (proembrides) diretamente dos segmentos cauliculares que
cresceram e ndo oxidaram, de forma assincronica (Figuras 2e, f). Em que pode
observar embrides somaticos em diferentes estadios, como os globulares
emergindo do explante, escutelares preso ao explante pelo suspensor ou se
desprendendo facilmente e o coleoptilar com protoderme e meristema

fundamental diferenciado (Figuras 2g, h, i, j).
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Figura 2. Inducdo embriogénica de E. edulis apds 60 dias. Origem dos explantes (a) e sua
segmentacao (b). Explantes oxidados ap0s crescimento longitudinal (setas pretas) (c) e regiao
interna (d). Surgimento direto de proembrides somaticos (setas pretas) na regido de crescimento
longitudinal do explante (e). Embri6es somaticos assincrénicos (f), globular (g), escutelar preso
ao explante (h), escutelar sem conexdo com o explante (i), e coleoptilar (j). Ex. Explante; ES.
Embrido somético; S. suspensor; Pt. Protoderme; MF. Meristema fundamental; setas pretas

(composto fendlico). Bar: 1 cm (a, b), 5 mm (c, d), 2 mm (e, f, g, h, i, j).

N&o houve interacao significativa entre a polaridade e as concentracdes
de PIC, e ndo houve diferenca significativa entre as polaridades. Para o fator
concentracdo, houve diferenca significativa para as variaveis centro
embriogénico no crescimento logitudinal (%), nimero de proembriées, e massa

dos explantes (Figuras 3 a-c).
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Figura 3. Inducao de embriogénese somatica de explantes juvenis de E. edulis apds tratamentos
com PIC, (a) porcentagem de explantes com centro embriogénico no crescimento logitudinal
(CEQ), (b) numero de proembrides (NPE), e (c) massa dos explantes (g). *Médias ndo seguidas

da mesma letra mindscula, entre as concentracdes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

As concentracdes de 150; 200 e 450 uM de PIC resultou em maior
formacdo de centros embriogénicos em cauliculos de plantulas de E. edulis
(Figura 3a), onde a concentracdo de 150 pM estimulou a maior formagao de

proembrides (Figura 3b).

3.2 Maturacao

Os explantes foram transferidos para o meio de maturacédo apos 60 dias
no meio de inducdo, com a formacdo de embribes globulares de diferentes
tamanhos (Figura 4). Ap6s 30 dias no meio de maturacdo, os embrides
somaticos cresceram significativamente (Figura 4), aumentando em massa e em

namero. No entanto, o crescimento permaneceu assincrénico.
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Inducéo Maturacao

Figura 4. Embrides somaticos derivados de segmentos de cauliculo de plantulas de E. edulis
apo6s 30 dias em meio de maturacéo (ANA (0,53 uM) + 2iP (12,3 uM)), com explantes oriundos
de meio de indu¢do com PIC 100 puM (a), 150 puM (b) e 450 uM (c). Bar: 2.0 mm.

Segmentos de cauliculo de plantulas de E. edulis nas diferentes
concentracbes de PIC foram transferidos para o meio de maturagédo
suplementado com ANA (0,53 pM) + 2-iP (12,3 uM), onde foram avaliados aos
30 e 60 dias. Verificou-se, nestes dois tempos uma maior quantidade de
embrides somaticos (=19) (Figura 5a) originados diretamente de segmentos de
cauliculos em meio de maturacao suplementado com ANA (0,53 uM) + 2-iP (12,3
KUM), cuja indugéo foi em meio com PIC (150 uM) (Figura 5a).

Houve interagdo significativa, entre os fatores concentracdes de PIC da
inducéo e tempo de maturacdo, apenas para o numero de embrides somaticos
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(NES) (Figura 5a). Para a massa dos explantes (g) ndo houve interacdo, no
entanto, os fatores foram significativos quando analisados individualmente
(Figuras 5b, c), apesar da maior massa obtidas aos 60 dias, os embribes

apresentavam caracteristicas oxidativas.
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Figura 5. Maturagdo dos embries sométicos de E. edulis provenientes da indugdo com PIC,
aos 30 e 60 dias na maturagéo. (a) nimero de embrides somaticos (NES), (b) massa dos
explantes para as concentracdes de PIC (g), e (c) massa dos explantes durante o tempo de
maturacgéo (g). Médias seguidas da mesma letra mailscula (30 dias) e mindscula (60 dias), entre
as concentracdes e tempo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0.05). *Significativo

(p<0,05) e "nao significativo pelo teste F, entre os dois tempos de maturacao.

4 DISCUSSAO

Observou-se exclusivamente a ocorréncia de embriogénese somatica
direta (ESD), com menor grau de reprogramacao que a via indireta, a partir de
células competentes de segmentos de cauliculos de plantulas de E. edulis
(Arecaceae), induzidas com PIC (Figura 2). A atividade morfogenética, via

induc&o embriogénica direta estimulou células alvo do cauliculo de plantulas de
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E. edulis, por meio do regulador de crescimento auxinico PIC mais

eficientemente na concentracéo de 150 uM (Figura 3).

Tipos e concentracdes de reguladores de crescimento de plantas (PGRs)
como as auxinas 2,4-D, 4-CPA, dicamba e PIC dentre outros fatores, influenciam
0 estado da transicdo de células somaticas induzidas a formar células
embriogénicas totipotentes (Figura 2e; PHILLIPS; GARDA, 2019). A aquisi¢ao
de competéncia embriogénica depende amplamente da desdiferenciacdo, um
processo pelo qual os perfis de transcricdo e traducao existentes sdo apagados,
silenciados ou alterados para permitir que as células estabelecam um novo
programa de desenvolvimento (FEHER et al., 2003). Cada espécie ira responder
melhor a algum PGRs auxinicos, no caso da E. edulis, no presente trabalho,
foram testados 2,4-D e 4-CPA (25-600 uM), dicamba (100-600 pM) (dados néo
amostrados) e somente no PIC (50-600 uM) foi responsivo, até a concentracao
450 pM.

O histérico da embriogénese somatica em E. edulis, iniciou-se em 1988
com a indugdo de embrides zigdticos de frutos imaturos, com 2,4-D (>50 mg L
1), com embrides surgindo de forma direta da superficie dos tecidos (GUERRA;
HANDRO, 1988). Dez anos apés, a embriogénese em E. edulis foi induzida
semelhantemente com 2,4-D (50-100 mg L), em que embrides somaticos
surgem diretamente da superficie do né cotiledonar ou de tecidos
subepidérmicos, mas também em inflorescéncias, em que um tecido
proembriogénico € formado na regido do primordio floral e, nas folhas a
proliferacdo celular iniciou-se a partir do parénquima vascular (GUERRA,;
HANDRO, 1998). Oito anos depois embribes somaticos indiretos foram
induzidos a partir de embrides zig6ticos em meio de cultura com 2,4-D (40 mg L
1) (SALDANHA et al., 2006). Atualmente Oliveira et al. (2022) e no presente
trabalho, iniciaram um novo ciclo, em que a embriogénese somatica indireta
(ESI) foi induzida em embrides zigoticos de frutos imaturos de E. edulis, com PIC
(300 e 125-175 pM, respectivamente). Continuamente, no presente trabalho,
verificou-se a ocorréncia da ESD a partir de plantulas de E. edulis.

Diferentemente de E. edulis, na espécie E. oleracea iniciou-se estudos

com embrides zigoticos imaturos com a indugao por meio do PIC (225 pM)
(SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012) e PIC (450 uM) (FREITAS et al., 2016),
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com 44,9 e 84,7% de calos embriogénicos, respectivamente.

Quanto a maturagéo, o meio de cultura empregado nesta pesquisa para
E. edulis foi 0 MS suplementado com ANA (0,53 uM) + 2-iP (12,3 uM) (GUERRA,;
HANDRO, 1998; SHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012; FREITAS et al., 2016).
Guerra e Handro (1988) ja haviam utilizado os PGRs (ANA (2,6 uM) e 2iP (24,6
UM)) na maturagcdo de embrides somaticos de E. edulis, s6 que em
concentracbes 4,9 e 2 vezes superiores de ANA e 2iP, respectivamente.
Portanto, a razdo auxina:citocinina empregada no presente trabalho € menor
2,44 vezes (produzindo em média 19 embribes somaticos diretamente por cada
segmento de cauliculo de plantula oriundo de meio de inducdo com PIC, 150
puM) em relacdo a utilizada inicialmente por Guerra e Handro (1988), sendo
suficiente para a maturacédo dos embrides somaticos. Como o total de segmentos
de cauliculo por plantula utilizado foram quatro, € possivel produzir em média 76

embrides.

Folhas jovens de mudas de C. canephora pré-condicionadas in vitro com
ANA (0,54 pM) e cinetina (CIN) (2,32 pM) por duas semanas apresentaram
aumento importante tanto no acido indol-3-acético (AlA) livre quanto no
conjugado, bem como no &cido indol-3-butirico (AIB). Portanto, é dependente
deste pré-condicionamento a indugao de SE em meio liquido com BA (5 uM) com
0 aparecimento das primeiras estruturas embriogénicas globulares apos 21 dias
(AYIL-GUTIERREZ et al., 2013). Calabuig-Serna et al. (2021) verificaram uma
menor taxa de embrides derivados de micrésporos (MDE) de Solanum
melongena L. com uso continuo de ANA (2,68 uM) + BAP (2,21 yM), entretanto,
houve elevacao drastica na razao auxina:citocinina endégena dos micrésporos.
Segundo estes autores, isto afeta negativamente a progressdo embriogénica,
sendo estes embribes globulares transformados em calos indiferenciados, ao
invés de transitarem para a fase cordiforme. Entretanto, uma reducgéo de 20% de
ANA e BAP diminuiu o nimero de embrides, mas produziu estruturas mais

anatomicamente semelhantes aos embrides.

5 CONCLUSOES

A polaridade do explante n&o influenciou a sua indugdo embriogénica,

podendo ser utilizado quatro segmentos de cauliculo por plantula. Portanto, com


https://link.springer.com/article/10.1007/s10725-021-00780-y#auth-Antonio-Calabuig_Serna
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apenas um embrido zigotico que gerou uma plantula, € possivel produzir em

média 76 embrides somaticos.

A inducao da embriogénica somatica ocorreu via direta em cauliculos de
plantulas de E. edulis, por meio do regulador de crescimento auxinico PIC, e
dentre as concentragOes testadas, a mais eficientemente foi 150 uM. Em que,
posteriormente na maturacdo suplementado com ANA (0,53 uM) + 2-iP (12,3

KUM), gerou uma maior quantidade de embrides somaticos (=19 por explante).

Apesar da maior massa dos explantes obtidas aos 60 dias de maturagao,
os embriBes apresentavam caracteristicas oxidativas. Portanto, é recomentando

a retirada dos explantes do meio de maturacéao apos 30 dias.
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CAPITULO VIII

Resposta embriogénica direta de explantes de Euterpe edulis Martius
mediante lesdo e orientacdo do explante no meio de cultura, cultura em

suspenséo, e 0 uso de aminoacidos

Resumo: O extrativismo ilegal ao longo dos anos do palmito da palmeira Euterpe
edulis Martius, levou a espécie a ser ameacada de extin¢do, tendo como Unico
meio de propagacdo, suas sementes. Portanto, objetivou-se com este estudo
analisar a inducdo embriogénica em segmentos de plantulas de E. edulis,
mediante lesdes e orientacao do explante no meio de cultura, seguido de culturas
de suspensao de células, e diferentes fontes de aminoacidos. Foram colhidos
sementes imaturas e postas para germinar in vitro, em que, apos seis meses, as
plantulas foram excisadas a parte mediana do cauliculo, e transversalmente em
dois explantes, deixando-os com ferimento transversal (TW), e longitudinalmente
com a superficie ferida voltada para baixo (LWD), para cima (LWU), ou de lado
(LWS) na superficie do meio de cultura. Os calos friaveis formados a partir dos
explantes LWU foram transferidos 0,2 g para cultura de suspensdo, com
diferentes concentracdes de picloram (15, 25, 35 e 45 uM). E em um terceiro
experimento, explantes LWU foram dispostos em meio de cultura com L-
glutamina ou caseina hidrolisada (0,0, 0,5 ou 1,0 g L'1). A maturacgéo das culturas
foi em cultura de suspenséao, suplementado com acido abscisico (ABA) (1, 5, 10,
e 20 pM). Na inducdo, cauliculos com ferimentos longitudinais, posicionados
para cima e, ou para o lado no meio MS+picloram (150 puM) proporcionou
maiores taxas de inducéo. Os calos friaveis em meio liquido apresentaram maior
crescimento em meio MS+picloram (15 puM). Nao ha necessidade do uso dos
aminoacidos L-glutamina e caseina hidrolisada. Na maturacéo, o uso de 1 uM
de ABA proporcionou a maior taxa de crescimento. Portanto, recomenda-se a
utilizacdo de segmentos de cauliculos de E. edulis LWU, com picloram (150 puM)

e na cultura de suspensao (15 uM).

Palavras-chave: ferimento, L-glutamina, caseina hidrolisada, picloram, jucara,

in vitro, cultura de tecidos vegetais.
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Abstract: The illegal extraction over the years of the palm heart of the Euterpe
edulis Martius palm, led the species to be threatened with extinction, with its
seeds as the only means of propagation. Therefore, the objective of this study
was to analyze embryogenic induction in segments of E. edulis seedlings,
through lesions and explant orientation in the culture medium, followed by cell
suspension cultures, and different source of amino acids. Immature seeds were
collected and set to germinate in vitro, in which, after six months, the seedlings
were excised from the median part of the stem, and transversally in two explants,
leaving them with a transverse wound (TW), and longitudinally with the wound
surface. facing down (LWD), up (LWU), or sideways (LWS) on the surface of the
culture medium. Friable callus formed from LWU explants were transferred 0.2 g
to suspension culture with different concentrations of picloram (15, 25, 35 and 45
puM). And in a third experiment, LWU explants were placed in culture medium with
L-glutamine or hydrolyzed casein (0.0, 0.5 or 1.0 g L1). Cultures were matured in
suspension culture, supplemented with abscisic acid (ABA) (1, 5, 10, and 20 yuM).
At induction, stems with longitudinal wounds, positioned up and/or to the side in
MS+picloram (150 uM) medium, provided higher induction rates. Friable callus in
liquid medium showed greater growth in MS+picloram medium (15 puM). There is
no need to use the amino acids L-glutamine and hydrolyzed casein. At
maturation, the use of 1 uM of ABA provided the highest growth rate. Therefore,
it is recommended to use stem segments of E. edulis LWU, with picloram (150

puM) and in suspension culture (15 uM).

Keywords: wound, L-glutamine, hydrolyzed casein, picloram, jucara, in vitro,

plant tissue culture.
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1 INTRODUCAO

Euterpe edulis Martius € uma palmeira nativa da Floresta Atlantica, muito
conhecida pela producéo de palmito doce, um alimento gourmet e de alto valor
monetario. No entanto, o palmito inclui o meristema apical, e sua colheita leva a
morte da planta, que o levou a entrar na lista de espécies ameacadas de extincdo
(WENDT et al., 2011; SCHULZ et al., 2016). Além do palmito, seu fruto possui
caracteristicas sensoriais comparaveis as do acai (E. oleracea Martius), mas
com composicao nutricional superior, destacando-se pelos seus efeitos
antioxidantes, antiinflamatérios e cardioprotetores (SCHULZ et al., 2016;
CARDOSO et al., 2018), o que diminui a pressao antropica sobre o palmito e, de

forma sustentavel incentiva a cadeia produtiva do acai.

Por ser uma palmeira que nao perfilha, sua propagacao natural se da
Unica e exclusivamente por sementes, classificadas como recalcitrante, perdem
seu vigor rapidamente apds colheita, além de possuir uma germinacao lenta e
desuniforme (CURSI; CICERO, 2014; SCHULZ et al.,, 2016). Uma via de
propagacdo viavel seria a técnica de embriogénese somatica, que além de
perpetuar a espécie sem a destruir, poderia ser utilizada para obtencdo de

progénies superiores para plantios comerciais.

A inducdo de estruturas complexas como um embrido somatico, em
explantes ap6s um ferimento, requer o Iinicio de um programa de
desenvolvimento geneticamente codificado para cicatrizagdo das lesdes,
desdiferenciacao celular, proliferacéo celular e formacéo de novos 6rgaos (LUP
et al., 2016). Quando segmentos caulinares sdo cortados pela metade, a auxina
transportada do apice caulinar se acumula na extremidade superior do local da
ferida e é esgotada na extremidade inferior, induzindo uma expressao génica e
ativando o local da proliferacdo celular para curar a lacuna no local da ferida
(IKEUCHI et al., 2013). Os genes da familia DESDIFERENCIACAO INDUZIDA
POR FERIDA (WIND1, WIND2, WIND3 e WIND4) sao os reguladores centrais
desta resposta, pois a lesdao promove alteragbes na metilagdo do genoma na
regido do ferimento (IKEUCHI et al., 2013; IWASE et al., 2017; FARIA et al.,
2019). A ativagao sequencial do gene WIND1 e um regulador embrionéario, como
o LEAFY COTYLEDON2 (LEC2), ird induzir a embriogénese somatica em locais
excisados ou ndo (IWASE et al., 2015).
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O ferimento e a orientacdo do explante no meio de cultura podem
aumentar a responsividade, necessaria para a plasticidade de desenvolvimento
e morfogénese de novos orgaos (FARIA et al., 2019). Além disso, esses novos
orgaos podem ser utilizados no estabelecimento de culturas de suspenséo de
células embriogénicas altamente produtivas, e serem a base para novas
pesquisas. Portanto, 0 objetivou-se com este estudo analisar a resposta
embriogénica em segmentos de plantulas de E. edulis, mediante lesdes e
orientacdo do explante no meio de cultura, seguido de culturas de suspensao de

células, e fontes de aminoacidos.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta, desinfestacédo e estabelecimento

Os frutos de E. edulis foram colhidos de uma planta matriz de 6,7 m de
altura e 13,4 cm de DAP (altura na altura do peito — 1,30 m), localizada no distrito
de Pedra Menina, no municipio de Dores do Rio Preto, Espirito Santo, Brasil
proximo ao Parque Nacional do Caparad, nas coordenadas 20°32’45.4” S,
41°49'35. 7" W, e na altitude 951 m. A colheita dos frutos ocorreu com
aproximadamente 168 dias apds a antese, e encaminhados para Laboratorio de
Sementes Florestais e Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do Centro de
Ciéncias Agrarias e Engenharia, da Universidade Federal do Espirito Santo
(CCAE-UFES).

Apos a limpeza dos frutos, foi retirado o tegumento, e em seguida, imersos
em solucdo de acido ascérbico a 2%, para impedir a oxidacdo fendlica. Na
camara de fluxo laminar, as sementes de E. edulis foram imersas em &lcool
etilico a 70% por um minuto, hipoclorito de sédio-NaOCI (Candura®) a 2,5% por
10 minutos e em solucdo de amoxicilina (Germed®) a 3 g L por 10 minutos,
realizando-se a triplice lavagem em agua destilada e autoclavada apos cada

etapa.

As sementes foram dispostas em tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo
10 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) (Sigma®),
suplementado com 1 g Lt PVP (polivinilpirrolidona) (Synth®), 30 g L de
sacarose (Dinamica®), 0,1 g L de mioinositol (Sigma®), e 6 g L' de &gar
(Kasvi®). O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 0,1 com hidréxido de potassio
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(KOH) (Alphatec®) e/ou &cido cloridrico (HCI) (Vetec®) a 1,0 N, antes da
autoclavagem. Os explantes foram mantidos em sala de crescimento com
temperatura de 27+2 °C, fotoperiodo de 8/16 horas luz/escuro, intensidade

luminosa de 30 umol m2s! até a obtencéo de plantulas (6 meses).

2.2 Inducéao

Em camara de fluxo, as plantulas foram excisadas no coleto e apice,
deixando a parte mediana com aproximadamente 20 mm (Figura 1). Este foi
seccionado transversalmente em dois explantes de 10 mm, deixando-0os com
ferimento transversal (TW), ou seccionando longitudinalmente com a superficie
ferida voltada para baixo (LWD), para cima (LWU), ou de lado (LWS) na

superficie do meio de cultura (experimento 1) (Figura 1h).

'K_ﬂ Auséncia de fonte
\\ de aminodacidos o , e
// \\ " » Caseina L-glutamina
@y @&y hidrolisada

Figura 1. llustracéo botanica da palmeira E. edulis em frutificacdo (a), fruto imaturo (b), semente

imatura (ze. embrido zigético) (c), destaque do embrido zigético (d), germinagao in vitro (e),
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semente germinada (cp. peciolo cotiledonar; s. brotacao; r. raiz primaria) (f), plantula normal (g).
Experimento | (Exp. 1): plantula seccionada em dois explantes (h), explante de 10 mm, com
ferimento transversal - TW (i), organizacdo dos explantes na placa de Petri (j), plantula
seccionada em quatro explantes (k), explante com 10 mm, com ferimento longitudinal (I),
ferimento longitudinal voltado para baixo - LWD (m), voltado para cima - LWU (n) e, de lado -
LWS (o) no meio de cultura. Exp. II: calos friaveis originados do explante LWU (p) transferidos
para cultura de suspensao (q). Exp. lll: explante LWU (r), no meio de cultura com auséncia e
presenca de fonte de aminoacidos (caseina hidrolisada e L-glutamina) (s). Barra: 10 mm (b, c, €,
f, g, h, k), 5mm (i, ), 2 mm (d).

Os explantes foram colocados em placas de Petri (90 x 15 mm), com MS
basal (Sigma®), suplementado com 1 g Lt PVP (polivinilpirrolidona) (Synth®), 30
g L de sacarose (Dinamica®), 0,1 g L* de mioinositol (Sigma®). O pH do meio
foi ajustado para 5,7 + 0,1 KOH (Alphatec®) e/ou HCI (Vetec® a 1,0 N,
solidificado com 6 g L' de agar (Kasvi®). Apds autoclavagem o meio foi
suplementado com 150 uM de PIC-picloram (Sigma®), adicionado ao meio em
processo de resfriamento, sob fluxo laminar. O experimento foi mantido em sala

de crescimento com temperatura de 27+2 °C, e no escuro por 60 dias.

Apés 60 dias, os explantes foram transferidos para MS basal, onde
permaneceram por 30 dias. ApGs esse periodo, os calos friaveis formados a
partir dos explantes LWU foram transferidos 0,2 g para Erlenmeyers (250 mL)
contendo 50 mL de MS basal, liquido, suplementado com PIC (15, 25, 35 e 45
puM) filtrado (Exp. II). O experimento foi mantido em camara incubadora com
agitacdo orbital (shaker) (Solab®), com rotacédo de 100 rpm, temperatura de 27
°C, no escuro (Figuras 1p, q), por 12 semanas, com subcultura e andlise de
massa (g) a cada 14 dias. Ao final, foi analisado a massa final (g), o indice de
crescimento ((massa final (g)-massa inicial (g))/massa inicial (g)), e a taxa de
crescimento (%) (indice de crescimentox100).

No terceiro experimento (Exp. lll) (Figuras 1r, s), os explantes LWU foram
colocados em placas de Petri (90 x 15 mm), com MS basal, solidificado com 6 g
L1 de &gar autoclavado, e suplementado com 150 uM de PIC filtro-estéril, apds
autoclavagem, e com L-glutamina ou caseina hidrolisada apds autoclavagem
nas concentragées 0,0, 0,5 ou 1,0 g L1. O experimento foi mantido em sala de

crescimento com temperatura de 27 + 2 °C, e no escuro por 60 dias.
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2.2.1. Diversidade genética por meio de marcadores ISSR
Extracdo do DNA gendmico

O DNA foi extraido das raizes de cada plantula utilizada na inducéo
embriogénica, sendo estas maceradas em nitrogénio liquido seguindo a
metodologia de Doyle e Doyle (1990). Foram transferidos 50 mg do tecido
vegetal macerado para microtubos, e adicionado 700 pL de solucdo tampéao de
extracdo Tris-HCI pH 7.5 na concentragdo de 200 mM, cloreto de sédio (NaCl) a
288 mM, brometo de cetiltrimetilamonio (EDTA) a 25 mM, dodecilsulfato de sédio
(SDS) a 0,5%, beta-mercaptoetanol 0,2% e polivinilpirrolidona (PVP) a 1%.

Em seguida as amostras foram levadas para banho seco a 65 °C 30 min-
1, homogeneizando a cada 10 min. Foi entdo adicionado 650 pL de Cia
(cloroférmio:alcool isoamilico) 24:1 (v:v), homogeneizando durante 5 min e
centrifugando a 12000 rpm 10 min?t. O processo de transferéncia do
sobrenadante e a adicao de Cia + centrifugacé&o foi repetido por duas vezes.

O DNA foi entéo precipitado com isopropanol gelado + 230 pL de acetato
de amonio, e centrifugado a 12000 rpm 10 min-t. O precipitado de DNA foi lavado
com 250 uL de alcool 70°, centrifugado a 12000 rpm 3 mint, repetindo este
processo por duas vezes. Em seguida, as amostras secaram em banho seco,
ressuspendidas em 40 uL de tampdo TE com RNase (40 ug mL?) e deixando
em banho seco a 37 °C 30 min.

Utilizou-se o equipamento Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo
Scientific®) para analisar a qualidade e quantidade de DNA. Ja a integridade do
DNA foi analisada por meio do fotodocumentador Biorad Gel Doc™ XR, com gel

de agarose a 1,2%.

Reacgé&o de amplificacdo do DNA e eletroforese

Apbs a extracdo do DNA gendmico, utilizaram-se 11 primers ISSR (Inter
Simple Sequence Repeats) com suas respectivas temperaturas de anelamento
para a analise da variabilidade genética das plantulas, sendo eles UBC 826 (56
°C), UBC 841 (50 °C), UBC 852 (50 °C), UBC 853 (50 °C), UBC 868 (50 °C),
UBC 873 (50 °C), UBC 880 (50 °C), UBC 812 (50 °C), UBC 818 (50 °C), UBC
808 (56 °C) e UBC 811 (58 ou 56 °C).
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As condi¢des de amplificacédo foram: tampéao 1x; taq DNA polimerase 1U
em 0.2 yL; primer 0,8 uM, dNTPs 0,8 mM (dATP, dCTP, dGTP e dTTP); 2 mM
de MgClz2; DNA genémico 7 ng yL* e 7,8 uL de H20 para um volume final de 15
pL. Para a amplificacéo utilizou-se o termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems®) com a seguinte programacédo: 4 min de desnaturagdo a
94 °C, seguidos de 40 ciclos de 1 min a 94 °C de desnaturacdo, 1 mina T °C de
anelamento especifica de cada primer, 1 min a 72 °C para a extensédo e 5 min a
72 °C de extenséo final.

Os produtos da amplificacéo foram separados em gel de agarose a 1,2%
submetido a 80 volts 2 h'! e os padrdes de bandas foram corados pelo corante
GelRed®. Foi utlizado o fotodocumentador Biorad Gel Doc™ XR para

fotodocumentacao do gel.

2.2.2. Delineamento experimental

O delineamento foi inteiramente casualizado, no primeiro experimento
foram quatro tratamentos (TW, LWU, LWD e LWS), 10 repeticdbes com quatro
explantes. No segundo, quatro tratamentos (PIC: 15, 25, 35 e 45 uM), com quatro
repeticbes. E no terceiro, em fatorial 2x3 (fonte de aminoé&cido: caseina
hidrolisada ou L-glutamina x concentracdes: 0,0, 0,5 ou 1,0 g L), com 10
repeticbes com quatro explantes. Os dados foram submetidos a andlise de
variancia, teste de Tukey (p<0,05) (R CORE TEAM, 2020).

2.3 Maturacéao

Calos friaveis (0,2 g) dos melhores tratamentos do exp. Il (LWD e LWU)
foram transferidos para Erlenmeyers (250 mL) contendo 50 mL de meio basal de
maturacdo liquido, suplementado com &cido abscisico (ABA) (1, 5, 10, e 20 uM)
(Sigma®) filtrado. O experimento foi mantido em camara incubadora com
agitacdo orbital (shaker) (Solab®), com rotacédo de 100 rpm, temperatura de 27
°C, no escuro, por 8 semanas, com subcultura e analise de massa (g) a cada
duas semanas. Ao final, foi analisado a massa final (g), indice e taxa de

crescimento (%).
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3 RESULTADOS

3.1 Inducdo embriogénica: ferimentos em cauliculo de plantulas de E.

edulis em meio s6lido com PIC

Os segmentos das plantulas apés sete dias de transferidos para o meio
de inducéo (150 uM de PIC) comecaram a crescer longitudinalmente, e apos 60
dias surgiram proembrides somaticos. Apos 60 dias, ocorreu 0 surgimento de
proembrides diretamente dos segmentos cauliculares que cresceram e nao
oxidaram. No entanto, apenas nos explantes com ferimento transversalmente
(TW) surgiram proembrides somente no segmento que cresceu (Figura 2a), ja
os explantes com ferimento longitudinal (LW), surgiram proembriées em toda sua

extensdo (Figuras 2b-d). Apés 30 dias em meio basal, os explantes com

proembrides cresceram e multiplicaram (Figuras 2e, f).
(@) (©) (e)

Figura 2. Segmentos de cauliculos de plantulas de E. edulis na indugdo embriogénica (150 pM

de PIC) ap6s 60 dias, com ferimento transversal - TW (a), longitudinal voltado para cima - LWU

(b), voltado para baixo - LWD (c), e de lado - LWS no meio de cultura (d). Formag&o de embrides

sométicos com 60 dias (e) e apos 30 dias em meio basal (f). Barra: 2 mm (a-d, f), 1 mm (e).

Apbés os 60 dias em meio de inducdo embriogénica, os explantes
obtiveram médias maximas de proembrides (NPE=14) e taxa de inducao (T1=48
e 44%) com os explantes LWU e LWS, respectivamente (Figuras 3a, b),
corroborando com as menores médias de taxa de oxidagdo (TO=52 e 56%)
(Figura 3c).
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Figura 3. Indugdo de embriogénese somatica (150 UM de PIC) de explantes juvenis de E.

edulis com ferimento transversal - TW (i), longitudinal voltado para baixo - LWD, voltado para
cima - LWU e de lado - LWS no meio de cultura; nimero de proembrides - NPE (a), taxa de
inducéo - Tl (b), massa - M (c), e taxa de oxidacdo - TO (d). IMédias seguidas da mesma letra
mindscula ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0.05).

Por meio da analise do dendograma, baseado no método ward.D, foi
possivel detectar dois grupos (Figura 4). O grupo 1 ficou a planta matriz e as
plantulas que foram responsivas na indugdo embriogénica R2 e R3, e a néo-
responsiva NR2. No grupo 2 ficaram as plantulas que foram responsivas na
inducdo embriogénica R1 e R4, e a ndo-responsiva NR1, NR3 e NR4.

Cluster dendrogram

Height

o ™ o o P —
= Y 04 1 14 4 14
= = = pzd

matriz

hclust (*, "ward.D")

Figura 4. Dendograma obtido pelo método ward.D da planta matriz (MP) e as plantulas que
foram responsivas na inducdo embriogénica (R1, R2, R3 e R4) e ndo-responsivas (NR1, NR2,
NR3 e NR4).
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3.2 Inducao embriogénica: calos friaveis de LWU em meio liquido sob
agitacao com PIC

Os calos fridveis na cultura de suspensdo comecaram a crescer logo na
segunda semana, e ap0s a quarta semana era visivel sua multiplicacdo com o
surgimento de novas estruturas globulares com tons rosaceos (Figura 5a). Apos
12 semanas, as estruturas globulares da concentracéo mais elevada de PIC (45
pUM) comecaram a mudar de cor (escurecer) e apresentar caracteristica de
oxidacao (Figura 5b). A maior média de massa, indice e taxa de crescimento
(0,6716 g, 2,358 e 235,8%, respectivamente) foi obtida com PIC (15 pM),

decrescendo nas demais concentragdes (Figuras 5c-e).
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Figura 5. Crescimento da cultura de suspencéo de E. edulis ao longo de 12 semanas (a), e calos
ao final do periodo (barra: 2 cm) (b), massa final (c), indice de crescimento (d), e taxa de

crescimento (e) na inducdo com PIC (15, 25, 35 e 45 pM). Coeficiente estatisticamente

Fokk

significativo a *0,1 e 5% pelo teste t.

3.3 Inducéo embriogénica: LWU em meio sdlido com aminoéacidos

Houve interacéo entre os fatores concentracdes de L-glutamina e caseina
hidrolisada. A resposta de cada variavel depende da combinacdo de
concentracbes de L-glutamina e caseina hidrolisada. A maiores médias de
namero de proembrides (NPE) foram obtidas na auséncia dos aminoacidos
(14,92), 1,0 g L caseina hidrolisada (16,25) e 0,5 g L L-glutaminae 1,0 g L*
caseina hidrolisada (16,33), ndo diferindo estatisticamente (Figura 6).
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Figura 6. Inducdo de embriogénese somatica com explantes de E. edulis apés tratamentos com
PIC e fontes de aminoacidos (L-glutamina e caseina hidrolisada). NiUmero de proembrides - NPE
(a), taxa de inducéo - Tl, % (b), massa dos explantes - M, g (c), e taxa de oxidagéo - TO, % (d).
IMédias seguidas da mesma letra mindscula (concentragbes de L-glutamina) e mailscula

(concentrag8es de caseina hidrolisada), ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0.05).

Entre a auséncia e a concentracdo de 0,5 g L L-glutamina ndo ha
diferenca estatistica para a variavel NPE, o que pode ser observado pela
semelhanca a nivel morfolégico e celular entre os dois tratamentos, distinguindo
de 1,0 g L L-glutamina (Figuras 7 e 8). Tanto na auséncia quanto na presenca
de L-glutamina (0,5 g L) ha formacdo de embriGes somaticos globulares
diretamente do tecido do explante, e embriogénese secundéria direta (Figuras 7
a-h). Enquanto na concentracéo 1,0 g L L-glutamina ha formacéo de calo com
regides com o surgimento de embriées globulares e regides ndo-embriogénicas

(Figuras 7 i-1).
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Figura 7. Segmentos de cauliculos de plantulas de E. edulis na indu¢do embriogénica apés 60
dias, sem adi¢c&o de fonte de aminoé&cidos (a), em destaque a formagao de embribes somaéticos
globulares (tracejado em vermelho) (b), sequéncia de embrides sométicos globulares surgindo
diretamente do tecido do explante (seta - tracejado em verde) (c), e embrido somético escutelar
(tracejado em azul) (d). Segmentos de cauliculos de plantulas induzido com 0,5 g L* de L-

glutamina (e), em destaque a formacdo de embrides somaticos globulares (tracejado em
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vermelho) (f), embriogénese secundaria (tracejado em verde) (g), e embrido soméatico escutelar
(tracejado em azul) (h). Segmentos de cauliculos de plantulas induzido com 1,0 g L de L-
glutamina (i), em destaque a formacdo de embrides somaticos globulares (tracejado em
vermelho) (j), embrides somaticos globulares adjacente ao tecido ndo-embriogénico (tracejado
em verde) (k), e tecido ndo-embriogénico (tracejado em azul) (I). Barra: 2 mm (a, e, i), 500 pum
(b-d, f-h, j-I).

Os explantes induzidos com L-glutamina possuem células com
caracteristicas semelhantes na auséncia ou na concentracdo de 0,5 g L*
(Figuras 8a-f, g-l), com citoplasma denso, nucleos e nucléolos evidentes,
grandes e elétron-densos, nucleos com formato irregular, vacuolo grande, menor
teor de heterocromatina x eucromatina (Figuras 8a, b, g, h), numerosas
mitocondrias, reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e amiloplastos com
granulos de amido visiveis (Figuras 8c-f, i-k); e componentes celulares
intimamente ligados a parede celular, com paredes celulares espessas e espaco
intercelular visivel (Figuras 8f, ). J& na concentragdo de 1,0 g L'! L-glutamina, a
célula possui caracteristicas de calo embriogénico, diferenciando das células na
auséncia desse aminoacido e na concentracdo de 0,5 g L pela fragmentacéo
de vacuolos (Figuras 8m, n).
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Figura 8. Segmentos de cauliculos de plantulas induzido sem adicéo de fonte de aminoacidos
de E. edulis, em destaque amostra utilizada para o MET (tracejado em azul), e célula (tracejado
em vermelho) do tecido embriogénico (a), nucleo (N), heterocromatina (HE), eucromatina (E), e
vacuolo (V) (b), reticulo endoplasmatico (RE), amiloplastos (A) e amidos (asteriscos vermelhos)
(c), reticulo endoplasmatico e lisossomo (L) (d), reticulo endoplasmatico, lisossomo, mitocondria
(M), complexo de Golgi (CG) (e), reticulo endoplasmético com destaque da membrana nuclear
(seta azul), mitocéndrias, parede celular (PC) e espaco intercelular (El). Segmentos de cauliculos
de plantulas induzido com 0,5 g L! de L-glutamina, em destaque amostra utilizada para o MET
(tracejado em azul), e célula (tracejado em vermelho) do tecido embriogénico (g), nucleo,
heterocromatina, eucromatina (h), nucleo com destaque da membrana nuclear (seta azul),
mitocdndrias, reticulo endoplasmatico (i), nicleo com destaque da membrana nuclear (seta azul),
mitocOndrias, (j), amiloplastos e amidos (asteriscos vermelhos) (k), parede celular (I). Segmentos
de cauliculos de plantulas induzido com 1,0 g L** de L-glutamina, em destaque amostra utilizada
para o MET (tracejado em azul), e célula (tracejado em vermelho) do tecido embriogénico (m),
ndcleo, nucléolo, heterocromatina, eucromatina e vacuolo (n), mitocondrias, amiloplastos e
amidos (asteriscos vermelhos), complexo de Golgi (0), nicleo com destague da membrana
nuclear (seta azul), reticulo endoplasmatico, mitocéndrias, vacuolo (p), lisossomo (q), parede

celular (r).

3.4 Maturacao

Os embries somaticos na cultura de suspensdo comecaram a crescer
logo na segunda semana, e apds a quarta semana, os embrides na concentracao
1 uM de ABA comecaram a multiplicar-se, com o surgimento de novas estruturas
globulares, se destacando das demais concentracdes (Figura 9a). Apés oito
semanas, a concentracdo de 1 uM de ABA apresentou as maiores medias de
massa final, indice e taxa de crescimento (0,35; 0,73 e 73,11%,
respectivamente), decrescendo linearmente a medida que aumenta a
concentracdo de ABA. Os embrides somaticos globulares nas concentracdes 10
e 20 uM de ABA comecaram a apresentar caracteristicas de oxidagéo a partir da
sétima semana, o que influenciou as menores médias de massa final, indice e

taxa de crescimento (Figuras 9b-d).
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Figura 9. Crescimento da cultura de suspenséao de E. edulis ao longo de 12 semanas (a), massa
final (b), indice de crescimento (b), e taxa de crescimento (d) na maturagdo com ABA (1,5, 10 e

20 uM). Coeficiente estatisticamente significativo a *"0,01 e "1% pelo teste t.

4 DISCUSSAO

Cauliculos de E. edulis cortados longitudinalmente e dispostos para cima
e/ou de lado no meio MS suplementado com PIC (150 pM), foi a condigéo mais
adequada para induzir a embriogénese somatica, sendo o uso do explante
dispostos para cima mais pratico. Em Medicago truncatula Gaertn., a resposta
ao estresse induzida por ferimento e a reacdo de defesa durante a primeira
semana de crescimento do calo envolvem primeiro um aumento na atividade de
SOD e CAT, depois APX (ORLOWSKA; KEPCZYNSKA, 2020). Em Arabidopsis
o fator de transcricdo AP2/ERF, WOUND INDUCED DEDIFERENTIATION 1
(WIND1) e seus homologos proximos (WIND2-4), séo rapidamente induzido no
local da ferida, promovendo a desdiferenciacdo e subsequente proliferacao
celular para formar uma massa de células pluripotentes denominada calo
(IWASE et al., 2011a,b). E segundo estes autores, a superexpressao ectopica
de WIND1 é suficiente para estabelecer e manter o status indiferenciado de
células soméaticas sem auxina e citocinina exdégenas, dois hormonios vegetais
que sdo normalmente necessarios para a desdiferenciacdo celular. De acordo
com lwase et al. (2015), a ativacdo sequencial de WIND1 e um regulador
embrionario LEAF COTYLEDON2 (LEC2), induz a embriogénese somatica em
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locais cortados e ndo cortados, enquanto a ativacdo unica de LEC2 permite a

embriogénese apenas em locais cortados.

Os segmentos de cauliculo de plantulas de E. edulis seccionados
longitudinalmente (espessura de = 0,2 mm) com o corte disposto para cima e/ou
de lado no meio MS obtiveram resultados superiores ao explante seccionado
apenas transversalmente (Figuras 2, 3). Pois, um outro fator importante na
resposta in vitro € o tamanho do explante utilizado, o uso de camada de células
finas (thin cell layer - TCL), consiste em explantes de pequenos tamanhos de 1
mm x 0,5 ou 10 mm, que incluem apenas um tipo de tecido, como uma
monocamada de células epidérmicas; ou 0,2/0,5 mm com vérias (3-6) camadas
de células de diferentes tipos de tecidos (VAN; GENDY, 1996). O uso dessa
técnica mostrou-se eficiente quando utilizada em explantes de Bactris gasipaes,
em que foi observada baixa inducdo de calos quando utilizado explantes com 1
cm de espessura, e quando utilizados TCL a inducéo de calos primérios foi de
83-97% (STEINMACHER et al., 2007).

Explantes maiores mantém interacdes teciduais normais, que podem inibir
a divisdo celular por meio da manutencdo de dominios simplastos. J& em
explantes menores ocorre maior contato superficial com o meio de cultura, maior
nivel de estresse, aumentando consequentemente o metabolismo celular. Além
disso, ocorre a sintese de novos componentes da parede celular, como
oligossacarideos, atuando como sinais para a ceélula entrar em ciclo mit6tico
(STEINMACHER et al., 2007).

Além dos fatores externos que influenciam a inducdo embriogénica, os
fatores genéticos também sao muito importantes. No presente trabalho, o
genodtipo do pai (doador de pélen) pode ter sido primordial para a resposta
embriogénica, visto que, a analise de dissimilaridade das plantulas filhas
responsivas e nao-responsivas em relacdo a planta mée foi dividida em dois
grupos, e em ambos conteve plantulas que foram responsivas e néo-

responsivas.

A cultura de calos em meio de suspenséo (MS liquido) suplementado com
15 uM de PIC foi superior as concentragdes maiores testadas, justamente aquela
10 vezes menor a utilizada no meio solido. A agitagdo do meio liquido permitiu

uma multiplicacdo mais rapida de calos previamente obtidos em meio sélido,
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permitindo a embriogénese somatica secundaria, manifestada pela neoformacao
de novos pequenos nodulos embriogénicos isolados e o desenvolvimento de

proembrides.

A cultura em suspensao de células é considerada superior a cultura de
calo, pois possui maior contato do meio com o tecido, transferéncia rapida e
uniforme de nutrientes, acesso mais facil ao regulador de crescimento, reducdo
do efeito de de toxinas que sdo comumente liberadas pelos tecidos, com a troca
constante do meio liquido, promovendo assim, uma rapida taxa de multiplicacdo
do tecido (KONG et al., 2020).

A cultura em suspenséo celular tem sido utilizada em varias espécies de
palmeiras para propagacao via embriogénese somatica e posterior regeneracao
de plantulas. No entanto, a pesquisa tem se concentrado nas espécies Elaeis
guineensis Jacq, Phoenix dactylifera L., Cocos nucifera L. e Bactris gasipaes
Kunth (KONG et al.,, 2020). Esta € a primeira pesquisa com cultura em

suspensao com o género Euterpe.

A L-glutamina e a caseina hidrolisada também vem sendo utilizadas em
meio de cultura em muitas espécies da familia Arecaceae (LEDO et al., 2002;
STEINMACHER et al., 2007; ZOUINE; EL HADRAMI, 2007; MOURA et al., 2009;
KONAN et al., 2010; SALDANHA; MARTINS-CORDER, 2012; SCHERWINSKI-
PEREIRA et al., 2012; FREITAS et al., 2016; FERREIRA et al., 2022), como uma
alternativa de adicionar nitrogénio organico, para aumentar o metabolismo
celular, sintese das proteinas de reserva e acUcares, diferenciacdo e
crescimento celular nos tecidos vegetais (ZOUINE; EL HADRAMI, 2007;
PARAST et al., 2011). No presente estudo, apesar da diferenca estatitica, essa
€ baixa, tanto que a nivel celular sdo semelhantes entre as concentracdes e
auséncia de L-glutamina (Figura 8). Portanto, economicamente é mais viavel ndo
utilizar L-glutamina e a caseina hidrolisada no meio de cultura para inducdo

embriogénica de segmentos caulinares de plantulas de E. edulis.

Em estudos de maturacdo de embrides somaticos de Phoenix dactylifera
L. em cultura de suspenséo a adicdo de ABA ao meio de cultura aumentou a
producdo e a maturidade embrides somaticos e aumentou o acumulo de
proteinas, lipidios e amido nos embrides somaticos (ALWAEL; NAIK; AL-
KHAYRI, 2017). Além disso, o uso de ABA suprime a formacédo de estruturas
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embrionarias anormais e impede que o embrido em maturacdo germine
precocemente (ZOUINE et al., 2005, RAI et al., 2011).

5 CONCLUSOES

Cauliculos com ferimentos longitudinais, posicionados para cima e no
meio MS+picloram (150 pM) proporcionou maiores taxas de inducdo
embriogénica.

Calos friaveis em meio liquido sob agitacdo € inédito para a espécie E.
edulis, em que apresentaram maior crescimento em meio MS+picloram (15 puM).

N&o h& necessidade do uso dos aminoacidos L-glutamina e caseina

hidrolisada na inducdo embriogénica de cauliculos de E. edulis.

Na maturacdo 1 uM de ABA proporcionou a maior massa final, indice e

taxa de crescimento.
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CAPITULO IX

Idade cronolégica a favor da embriogénese somatica direta de Euterpe
edulis Martius

Resumo: A espécie Euterpe edulis Martius € uma palmeira nativa da Floresta
Atlantica ameacada de extingédo, pois ndo perfilha e produz um tipo nobre de
palmito fortemente explorado, levando a morte da planta, e sua Unica forma de
propagacdo € via sementes. Portanto, objetivou-se nesse estudo, analisar a
resposta embriogénica de E. edulis em virtude do grau de maturidade do
explante associado a concentracdo do indutor embriogénico. Para isso, foram
colhidos frutos imaturos e postos para germinar in vitro. Apés 2, 4, 6, e 8 meses,
as plantulas geradas foram excisadas a parte aérea, sendo utilizados segmentos
de cauliculo para inducdo embriogénica. Na inducdo, o meio de cultura MS foi
suplementado com picloram nas concentracdes 100, 125, 150, 175 e 200 uM,
seguido para a maturacao suplementado com 5 pM de acido abscisico (ABA).
Apos a inducgéo, foram analisados o niumero de proembrides, taxa de inducéo,
massa do explante, oxidacdo, metilacdo global de DNA, acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), prolina, poliaminas, e analise qualitativa
das células por meio de microscopia eletrbnica de transmissao. Explantes de
plantulas de seis meses obtiveram as maiores médias de nimero de proembriéo
e taxa de inducdo embriogénica na maioria das concentracdes de picloram
testadas. Explantes com embrides somaticos possuem menor metilacdo global
de DNA comparado a calos ndo-embriogénicos. Segmentos de cauliculo de
plantulas mais jovens (dois meses) possuem maior incremento de prolina, que
diminui com o aumento da idade. A embriogénese com plantulas de 6 meses foi
a que obteve a maior concentracdo de ACC e o menor incremento de espermina
e putrescina (33 e 173%). E, a maturacdo ocorreu de forma assincrona, porém
eficiente com o uso de ABA (5 uM). Portanto, € recomendado o uso de plantulas
com seis meses de E. edulis, sendo a mais responsiva na indu¢cado embriogénica

com picloram (200 uM).

Palavras-chave: maturidade do explante, picloram, metilagdo global de DNA,

poliaminas, in vitro, jucara.
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Abstract: The species Euterpe edulis Martius is a palm tree native to the Atlantic
Forest threatened with extinction, as it does not sprout and produces a noble type
of palm heart that is heavily exploited, leading to the death of the plant, and its
only form of propagation is via seeds. Therefore, the objective of this study was
to analyze the embryogenic response of E. edulis due to the degree of maturity
of the explant associated with the concentration of the embryogenic inducer. For
this, immature fruits were harvested and placed to germinate in vitro. After 2, 4,
6, and 8 months, the generated seedlings were excised from the shoot, using
stem segments for embryogenic induction. At induction, the MS culture medium
was supplemented with picloram at concentrations of 100, 125, 150, 175 and 200
pM, followed by maturation supplemented with 5 uM of abscisic acid (ABA). After
induction, we analyzed the number of proembryos, induction rate, explant mass,
oxidation, global DNA methylation, 1l-aminocyclopropane-1-carboxylic acid
(ACC), proline, polyamines, and qualitative analysis of cells by means of
Transmission electronic microscopy. Six-month-old seedling explants had the
highest means of proembryo number and embryogenic induction rate at most
tested picloram concentrations. Explants with somatic embryos have lower
overall DNA methylation compared to non-embryogenic callus. Stem segments
of younger seedlings (two months) have a greater increase in proline, which
decreases with increasing age. Embryogenesis with 6-month-old seedlings had
the highest concentration of ACC and the lowest increment of spermine and
putrescine (33 and 173%). The maturation occurred asynchronously, but
efficiently with the use of ABA (5 uM). Therefore, it is recommended to use
seedlings with six months of E. edulis, being the most responsive in embryogenic
induction with picloram (200 pM).

Keywords: explant maturity, picloram, global DNA methylation, polyamines, in

vitro, jucara.
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1 INTRODUCAO

A espécie Euterpe edulis Martius € uma palmeira nativa da Floresta
Atlantica ameacada de extin¢cédo, pois nao perfilha e produz um tipo nobre de
palmito fortemente explorado desde o final da década de 60, levando a morte da
planta (SCHULZ et al., 2016). Seus frutos sdo muito apreciados pelos
consumidores de acai, pelo sabor mais doce que o acai produzido pelo E.
oleracea Martius e E. precatoria Martius, além da qualidade nutricional superior
(BORGES et al.,, 2013). Portanto, uma espécie extremamente relevante na

preservacao da Floresta Atlantica e na economia (GARCIA et al., 2019).

Sua propagacdo se da unicamente por sementes, normalmente
produzidas anualmente, sua coleta é dificultada pela altura da palmeira (5-12 m)
e pela alta dispersado pela fauna (SCHULZ et al., 2016). Além disso, a falta de
perfilhamento, causa limitacdes para a reproducéo assexuada, impondo barreira

a propagacao em larga escala.

A técnica de embriogénese somatica é considerada a ferramenta de
biotecnologia mais eficiente para propagacdo de plantas selecionadas
(CORREDOIRA et al., 2019). Para tornar células somaticas em embriogénicas,
sdo0 necessarios estimulos para que adquiram competéncia, o que muitas vezes
depende da desdiferenciacdo, requerendo a ativacdo da divisdo celular para a

manutenc¢do de um novo destino, de inducdo de embrides (ISAH, 2016).

A capacidade das células somaticas de um explante converter-se a
embriogénicas varia com a condicdo das plantas parentais, normalmente,
diminuindo a medida que as plantas envelhecem, possivelmente devido a uma
resposta reduzida aos reguladores de crescimento (IKEUCHI et al., 2016). Logo,
o grau de maturidade dos tecidos utilizados pode influenciar nas respostas
embriogénicas, no nivel fisiolégico, pelo estadio do ciclo celular das células dos
explantes, sua disponibilidade para transportar reguladores de crescimento para
ligar-se aos genes de inducédo e a capacidade metabdlica das células (ISAH,
2016). Assim, a hipotese é que quanto mais juvenil o explante, maior sera sua
responsividade.

A escolha do explante para a inducéo de tecido embriogénico requer um

estudo minucioso da resposta a condicdo de cultura pelo material de partida

maduro ou juvenil selecionado. Portanto, objetivou-se nesse estudo, analisar a
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resposta embriogénica de E. edulis em virtude do grau de maturidade do

explante assoado a concentracao do indutor embriogénico picloram.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta, desinfestacéo e estabelecimento

Os frutos de E. edulis foram colhidos de uma planta matriz de 6,7 m de
altura e 13,4 cm de DAP (diametro na altura do peito - 1,30 m), localizada no
distrito de Pedra Menina, no municipio de Dores do Rio Preto, Espirito Santo,
Brasil proximo ao Parque Nacional do Caparad, nas coordenadas 20°32’45,4” S,
41°49'35,7 W, e na altitude 951 m. A colheita dos frutos ocorreu com
aproximadamente 168 dias apds a antese, e encaminhados para o Laboratorio
de Sementes Florestais e Cultura de Tecidos Vegetais do Centro de Ciéncias
Agrarias e Engenharia, da Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE-
UFES). Onde foram obtidos os dados de massa fresca e seca do fruto (MFF e

MSF, g), umidade (U, %), didametro médio do fruto (DM, mm) e volume (V, cm3).

Apos a limpeza dos frutos, foi retirado o tegumento, e em seguida, 0s
mesmos foram imersos em solugdo de acido ascorbico a 2%, para impedir a
oxidagéo fenolica dos tecidos vegetais. Na camara de fluxo laminar, as sementes
de E. edulis foram imersas em alcool etilico a 70% por um minuto, hipoclorito de
s6dio (Candura®) a 2,5% por 10 minutos e em solugdo de amoxicilina (Germed®)
a 3 g L por 10 minutos, realizando-se a triplice lavagem em agua destilada e

autoclavada apés cada etapa.

As sementes foram dispostas em tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo
10 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) (Sigma®),
suplementado com 1 g L' PVP (polivinilpirrolidona) (Synth®), 30 g L* de
sacarose (Dinamica®), 0,1 g L* de mioinositol (Sigma®), e 5,5 g L! de agar
(Kasvi®). O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 0,1 com hidréxido de potassio
(KOH) (Alphatec®) e/ou &cido cloridrico (HCI) (Vetec®) a 1,0 N, antes da

autoclavagem.

Os explantes foram mantidos em sala de crescimento com temperatura
de 27 + 2 °C, e no escuro, até a obtencao das plantulas com 2, 4, 6 e 8 meses.
Durante esse periodo, foram obtidos os dados de porcentagem de germinacao
(%) (BRASIL, 2009), frequéncia relativa de germinacdo (FrG), indice de



243

velocidade de germinacdo (IVG) (MAGUIRE, 1962), e tempo meédio de
germinacao (TMG, d) (LABOURIAU, 1983). Em cada idade, foram avaliados a
altura das plantulas (cm), diametro do coleto (mm), e massa fresca e seca da
parte aérea (MFPA e MSPA, g).

2.2 Inducéao

As plantulas de cada idade foram excisadas no coleto e apice, deixando
a parte mediana com aproximadamente 20 mm. Este foi seccionado
transversalmente em dois explantes de 10 mm, e em seguida, longitudinalmente.
Os explantes foram dispostos com a superficie ferida voltada para cima em meio
de cultura MS, com 0,1 g LY mio-inositol, 1 g L PVP e 30 g L' sacarose. O pH
foi ajustado para 5,7 + 0,1, antes da adicdo do agar-agar (5,5 g L1). Apo6s
autoclavagem, o meio foi suplementado com acido 4-amino-3,5,6-tricloro-2-
piridinocarboxilico (PIC-picloram) nas concentragdes 100, 125, 150, 175 e 200
uM, filtrado.

Os experimentos foram mantidos em sala de crescimento a 27 £ 2 °C no
escuro, por 60 dias. E analisados, o numero de proembrides, taxa de inducéo

(%), massa do explante (g), e oxidacéo (%).

2.2.1. Metilagao global de DNA
2.2.3.1. Extracdo de DNA gendmico

Foram utilizados 200 mg de amostras embriogénicas e nao-
embriogénicas de E. edulis cultivados in vitro, que inicialmente foram macerados
com auxilio de nitrogénio liquido e submetidos ao tampao de extracao (Tris-HCI
100 mM pH 8,0, brometo de cetil trimetil amonio - CTAB 2% (p/v), NaCl 1,4 M,
EDTA 20 mM pH 8,0, B-mercapto 0,2% (p/v) e proteinase K 0,1 mg mL?), as
amostras foram incubadas por 30 minutos a 65 °C. Em seguida foi adicionado
650 pL da solucao CIA (96% (v/v) de cloroformio e 4% (v/v) de alcool isoamilico),
as amostras foram homogeneizadas e centrifugadas a 12000 rpm 10 min?t. A
fase aquosa poOs centrifugacdo foi transferida para microtubos limpos,
novamente foi adicionado 650 pL da solucdo CIA e as amostras centrifugadas
(12000 rpm 10 min't).
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A precipitacdo do DNA ocorreu por meio da adicdo de um volume de
isopropanol a 4°C, as aliquotas foram centrifugaras por 12.000 rpm 15 mint. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado duas vezes com etanol 70%,
a secagem do pellet ocorreu no Concentrator plus/ Vacufuge® Plus, durante 10
minutos. No final da extracdo as amostras foram ressuspendidas em 40 pL em
solucdo TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM pH 8,0, RNAase 40 ug mL?),

e incubadas durande 30 minutos a 37 °C, para degradagéo do RNA.

2.2.3.2. Determinacéao do teor global de metilag&o

Foram utilizados 30 pg de DNA por amostra de material biologico em
solucéo contendo 100 pL de agua ultrapura e 50 puL de &cido perclérico 70%
(v/v), que foi aquecido por 60 min a 100 °C. Posteriormente, o pH foi ajustado
entre 3 e 5 pela adicdo de solucdo de hidréxido de potassio (1,0 mol L), as
amostras foram centrifugadas a 10000 rpm 5 min?. O sobrenadante foi
transferido para um novo microtubo, e no microtubo contendo o precipitado foi
adicionado 200 L de agua ultrapura, para realizacédo de duas eluicdes do DNA
qgue restou no precipitado. Novamente, os microtubos foram centrifugados a
10000 rpm 5 min't e o sobrenadante transferido para o tubo novo, as amostras

foram secas no Concentrator Plus/Vacufuge® Plus, no vacuo durante 5 h.

2.2.3.3. Analise na cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE

As amostras foram ressuspensas em 100 pL de agua ultrapura e
centrifugadas a 10000 rpm 5 min-i, transferidas para vials contendo inserts, e
analisadas no aparelho de CLAE com coluna de ago inox Zorbax Eclipse XDB-
C18 (4,6 x 250 mm, e 5 um de tamanho de particula; Agilent), no comprimento

de onda monitorado é de 270 nm e fluxo 0,5 mL min.

Para determinacdo da quantidade de citosina metilada encontrada nas
amostras, foi realizado o célculo em percentagem de 5-metilcitosina no DNA,
segundo a equacédo: %(5mC) =(Asmc/Asmct+Ac) x100. Em que Asmc € 0 valor da
area do pico que se refere a 5-metilcitosina e Ac € o valor da area do pico que

se refere a citosina.
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2.2.2. Analise de microscopia eletrbnica de transmissao

Para microscopia eletronica de transmissédo (MET), amostras dos
diferentes grupos experimentais foram coletadas e fixadas em solucdo de
Karnovsky contendo 2,5% de glutaraldeido, 2% de paraformaldeido e 0,1 M de
tampé&o cacodilato. Posteriormente, os tecidos foram pds-fixados em tetroxido de
o0smio, desidratados em etanol (30, 50, 70, 90 e 100%) e incluidos em resina
epoxi (EMbed 812, Eletron Microscopy Sciences). Cortes ultrafinos (60-80 nm de
espessura) foram obtidos em ultramicrotomo (UCT, Leica Microsystems) antes
das etapas de coloragéo em acetato de uranila e citrato de chumbo. Micrografias
eletrdnicas representativas dos diferentes grupos foram obtidas em microscopio
eletrbnico de transmissdo (JEOL JEM-1400, Japéo) a 120 kV e ampliacdo de
12000 x. As analises foram realizadas no Laboratério de Ultraestrutura Celular
Carlos Alberto Redins, Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Vitéria-
ES.

2.2.3. Acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico, prolina e poliaminas

A extracdo do precursor do etileno acido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC), prolina (Pro) e das poliaminas (PA) foram realizadas na parte
aérea das plantulas (2, 4, 6 e 8 meses) e nos seus respectivos calos
embriogénicos (150 pM). A metodologia utilizada foi conforme a de Forcat et al.
(2008), para avaliacdo do ACC, Pro e das poliaminas espermina (Spm),
espermidina (Spd), e putrescina (Put).

As amostras de cada tratamento foram maceradas em cadinho com
nitrogénio liquido, pesando-se 0,110 g por amostra em eppendorfs de 2 mL. Em
seguida adicionou-se 400 pL do extrator metanol:isopropanol:acido acético
(20:79:1), agitando em vortex por 20 s, repetindo-se quatro vezes para cada

amostra e em seguida foram sonicadas por 10 min.

As amostras permaneceram em repouso durante 30 min em gelo,
seguindo por sonicacéo por 10 min e levadas para centrifuga a 13000 rpm por
10 min/4 °C, coletando-se o0s sobrenadantes. Em seguida, adiciona-se
novamente a solugdo extratora (400 pL) e repete-se todas as etapas.
Posteriormente as amostras foram filtradas em filtros de seringa PVDF 13 mm e
0,22 pm.
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Para a realizacdo da leitura, as amostras foram injetadas no equipamento
UHPLC-triploquadrupolo (QQQ), através de um vial contendo 300 pL do extrato.
Os resultados foram analisados no Software Skyline para a obtencéo das areas
de cada pico e a massa do ACC, que foi calculada por meio da equacdo Y=
289,81X+7,5177, R?=0,9995, sendo o resultado final convertido em ng g=*. A
prolina e as poliaminas foram analisadas por abundancia relativa (AR), por meio

da formula AR(%)=(area do tratamento calo/area do tratamento plantula)x100.

2.2.4. Delineamento experimental

O delineamento foi inteiramente casualizado (DIC) em fatorial 4x5 (idades:
2,4,6 e8meses x PIC: 100, 125, 150, 175 e 200 uM), 10 repeticdes com quatro
explantes, e triplicata para ACC, Pro e poliaminas. Os dados foram submetidos
a analise de variancia, teste de Tukey (p<0,05) (R CORE TEAM, 2020).

2.3 Maturacgéo

Os explantes com embrides somaticos da inducéo foram transferidos para
meio de cultura MS, com 0,1 g Lt mio-inositol, 1 g L*PVP, e 30 g L' sacarose.
O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 0,1, antes da adi¢do do agar-agar (5,59 L
1). O meio foi suplementado com 5 uM de &cido abscisico (ABA) (Sigma®). O
experimento foi mantido em sala de crescimento a 27 + 2 °C no escuro, por 60

dias.

3 RESULTADOS
3.1 Inducéao

As sementes imaturas (~180 DAA) possuiam em média 1,69 g de massa
fresca, com umidade de 67,36%, germinaram 100% in vitro, com IVG médio de
2,20 e TMG de 11,71 dias (Figura 1a). Apds germinadas, as plantulas cresceram

linearmente (Figura 1b).
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Figura 1. Caracterizacdo das sementes (a) e plantulas de E edulis, com 2, 4, 6 e 8 meses de
idade (b). MFF. Massa fresca do fruto (g); MSF. Massa seca do fruto (g); U. Umidade (%); DM.
Diametro médio (mm); V. Volume do fruto (cm3); G. germinagéo (%); IVG. indice de velocidade
de germinagdo; TMG. Tempo médio de germinacdo (dias); FrG. Frequéncia relativa de
germinacdo; MFPA. Massa fresca parte aérea (g); e MSPA. Massa seca parte aérea (g).

*Coeficiente estatisticamente significativo a 5% pelo teste t.

As plantulas de seis meses obtiveram as maiores meédias de niumero de
proembrido e taxa de indu¢cdo embriogénica na maioria das concentracdes de
PIC testadas (100, 125, 150, e 200 uM) (Figuras 2a, b), com destaque para 200
UM, que também possui a maior média de massa fresca (Figura 2c). A inducao
dos segmentos das plantulas com idades de dois e quatro meses foram
influenciados negativamente pela maior oxidacdo dos tecidos, nas
concentracfes de PIC (Figura 2d). Apds seis meses de idade, os resultados de

inducdo embriogénica com as plantulas de E. edulis comecgaram a diminuir.
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Figura 2. Inducéo de embriogénese somatica com explantes de E. edulis de diferentes idades e
concentracdes de PIC. Nimero de proembrides (a), taxa de inducao - % (b), massa dos explantes
- g (c), e oxidacéao - % (d). *Médias ndo seguidas da mesma letra mindscula (entre concentragdes
na mesma idade) e mailscula (entre idades na mesma concentracéo), diferem entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05). Barra: 1 cm.

A formacéo de embribes somaticos ocorreu de forma direta e assincrona
apos 60 dias na inducdo, podendo-se observar embrides em diferentes formas,
cor e tamanhos (Figura 3), e visivelmente em maior quantidade nos explantes

oriundos de plantulas de seis meses de idade (Figura 3c).

Figura 3. Inducdo de embriogénese somatica com segmentos de cauliculos de plantulas em
diferentes idades de E. edulis, apés tratamentos com PIC (150 uM): dois (a), quatro (b), seis (c),

e oito meses (d). Barra: plantulas 1 cm, explantes 1 mm.

Na indugdo embriogénica ocorreu a formagdo de diferentes estruturas,
embriogénicas, com a presenca de embrides somaticos, e ndo-embriogénicas
(Figuras 4a-f). Com a analise de metilacdo global de DNA foi possivel observar

uma menor porcentagem em amostras embriogénicas com embrides somaticos
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(31 e 45%), e uma alta porcentagem em amostras nao-embriogénicas (74-99%)
(Figura 4q).
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Figura 4. Diferentes estruturas produzidas na indu¢do de segmentos de cauliculos de plantulas
(seis meses) de E. edulis, embriogénicas com embrifes soméaticos brancos (a), amarelos (b);
embriogénica e ndo-embriogénica, com estruturas alongadas (c); e ndo-embriogénicas, calo
compacto amarelo (d), estruturas folhosas (e), e calos brancos (f). Porcentagem da metilacdo
global de DNA (%5mC) de cada tipo de calo (g). Barra: 2000 uM (a-g).

A diferenca entre as idades também fica nitida ao analisar a nivel celular
o tecido embriogénico (Figura 5). Os explantes induzidos de plantulas de dois
meses possuiam vacuolos mais fragmentados e amiloplastos mais evidentes,
com granulos de amido em destaque, quando comparado com o tecido de
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explantes induzidos de plantulas de oito meses (Figuras 5a, d, g, j). Em ambos,
possuiam células com caracteristicas embriogénicas com citoplasma denso,
ndcleos e nucléolos evidentes, grandes e elétron-densos, nucleos com formato
irregular, menor teor de heterocromatina x eucromatina (Figuras 5a, b, g, h),
numerosas mitocondrias, reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi (Figuras
5c, e, J, k); e componentes celulares intimamente ligados a parede celular, com

paredes celulares espessas (Figuras 5f, ).



Figura 5. Célula (tracejado em vermelho) de tecido embriogénico oriundos da indugdo de

segmentos de cauliculos de plantulas de dois meses de E. edulis, apos tratamento com PIC (150
UM) (a), nucleo (N), heterocromatina (HE), eucromatina (E), reticulo endoplasmaético (RE) (b),
nacleo com destaque da membrana nuclear (seta azul), mitocéndrias (M), e vacuolo (V) (c),
amiloplastos (A) e amidos (asteriscos vermelhos), lisossomo (L) (d), nucléolo (NU) e nuicleo com
reticulo endoplasmatico, mitocondrias e complexo de Golgi (CG) ao seu redor (e), parede celular
(PC) (f). Célula (tracejado em vermelho) de tecido embriogénico oriundos da inducédo de

segmentos de cauliculos de plantulas de oito meses de E. edulis, apés tratamento com PIC (150
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MM) (g), nacleo, nucléolo, heterocromatina, eucromatina, reticulo endoplasmatico (h), ndcleo com
destaque da membrana nuclear (seta azul), e vacuolo (i), mitocéndrias, amiloplastos e amidos
(asteriscos vermelhos), e lisossomo (j), mitocdndrias e complexo de Golgi ao seu redor (k),
parede celular (PC) (l).

A concentracdo de ACC aumentou apés a inducdo para a maioria das
idades, exceto na idade de dois meses, que diminuiu (42,5 para 12,5 ng g1). A
parte aérea das plantulas de seis meses conteve a menor concentracédo de ACC
(34,1 ng g1) entre as idades de plantulas, e a maior concentracédo entre os calos
(94,5 ng g?) (Figura 6a).

A embriogénese com plantulas de dois meses foi a que obteve o maior
incremento em prolina (75%) (Figura 6b). Para espermina e espermidina o maior
incremento ocorreu para a idade de quatro meses (507 e 197%, repectivamente)
(Figuras 6c¢, d). A embriogénese com plantulas de seis meses foi a que obteve o
menor incremento de espermina e putrescina (33 e 173%), no entanto o
incremento em espermina nao diferenciou estatisticamente da idade de oito

meses (48%) (Figuras 6c¢, e).
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Figura 6. Concentracdo de acido 1l-aminociclopropano-1-carboxilico — ACC — ng g%, na parte
aérea das plantulas e nos seus respectivos calos (a), e abundancia relativa de prolina - % (b),
espermina - % (c), espermidina - % (d), e putrescina - % (e) de calos em relagdo as diferentes
idades de plantulas na embriogénese somatica de E. edulis. 'Médias seguidas da mesma letra

nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.2 Maturacao

Os explantes apds 60 dias na maturacao permaneceram com crescimento
assincrono, podendo observar embrides somaticos em diferentes fases de
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desenvolvimento, globulares com suspensor, embrides em transicdo entre

estadios, e embrides escutelar e coleoptilar (Figuras 6a-e).

Figura 6. Maturacdo de embrides somaticos a partir de segmentos de cauliculos de plantulas
com seis meses de E. edulis, com ABA (5 uM) (a), embrides sométicos globulares, em destaque
0 suspensor (setas) (b), embrides somaticos em transi¢do para escutelar (¢), embrido somético

escutelar (seta) (d), e embrido somético coleoptilar (e). Barra: 1 mm (a), 200 um (b-e).

4 DISCUSSAO

Plantulas de E. edulis com seis meses de idade apresenta crescimento
vertical, radial e normalidade adequada, portanto, sendo indicada para a
extracdo de cauliculos para indu¢éo embriogénica em PIC (200 uM).

As alteracOes induzidas por cultura de tecidos incluem as moleculares e
fenotipicas, devido as condi¢des de estresse e subcultura continua no ambiente
in vitro. Variagdes epigenéticas como padréo de metilacdo do DNA alterado sé&o
induzidas devido aos fatores mencionados acima (GHOSH et al., 2021). No
presente trabalho, verificou-se padroes de metilacdo de DNA mais elevados em
calos nao-embriogénicos (>74 a 99%), contrario aos calos embriogénicos com
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menores valores de %5mC global (31%) (Figura 5). Verifica-se, portanto, que,
mesmo em calos embriogénicos ja com embrides somaticos ha um padréo de
metilacdo, s6é que em menores concentragdes de 5-metilcitosina no DNA (Figura
4b).

Em um estudo com Coffea canephora Pierre ex Froehner, as etapas de
aquisicao de competéncia, determinacao e diferenciagéo celular foram marcadas
por aumentos nos valores médios de %5mC (38,4%), acido abscisico (ABA) e
acido indol-3-acético (AlA), e diminuicdes de acido l-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC) e de espermidina (Spd), evidenciando que essas alteragcfes
sdo os gatilhos para regeneracdo e maturacdo de embribes soméaticos
(AMARAL-SILVA et al., 2021).

O conteudo global de metilacdo no DNA varia amplamente entre espécies,
orgaos e estadios de desenvolvimento. Reducdes da metilacdo em uma massa
celular ou érgéo especifico, chamada desmetilacédo, esta sempre presente antes
do inicio de qualquer programa de diferenciacdo, como a embriogénese
somatica. E o aumento da metilagdo do DNA, pode ocorrer durante o
envelhecimento do tecido, juntamente com a perda de competéncia morfogénica
(VALLEDOR et al., 2007).

Alguns estudos em espécies lenhosas comprovam que baixos niveis de
metilacdo do DNA estdo associados a capacidades morfogénicas e
embriogénicas, exibindo um padrdo de diminuicdo da metilacdo global do DNA
em massas embriogénicas e embrides iniciais em compara¢do com células nao-
embriogénicas (CHAKRABARTY; YUK; PAEK, 2003; VALLEDOR et al., 2007;
RODRIGUEZ-SANZ et al., 2014; CORREDOIRA et al., 2017).

A diminuicdo na metilaggo do DNA correlaciona-se com a
descondensacédo da cromatina nos estagios iniciais da embriogénese, portanto
0s nucleos de células embriogénicas exibem um padrdo de distribuicdo de
%5mC compativel com um menor teor de heterocromatina x eucromatina (como
observado no presente trabalho, Figuras 5b, h), enquanto, que nucleos de
células ndo-embriogénicas apresentaram um padrdo maior. Essa compactacao
da cromatina impede que a maquinaria de transcricdo acesse o DNA, afetando
assim a regulacao do gene e silenciando os genes em regides heterocromaticas
(RODRIGUEZ-SANZ et al., 2014).
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Portanto, a maior resposta embriogénica dos explantes oriundos de
plantulas de maiores idades (seis e oito meses) em relacdo as menores (dois e
guatro meses), pode relacionar-se ao menor teor heterocromatina x eucromatina
encontrado no nudcleo celular (Figuras 5b, h) de células embriogénicas com

embrides somaticos com a menor %5mC (Figura 4g9).

A abundéncia de organelas observada em células embriogénicas,
principalmente mitocondrias e reticulo endoplasmatico, indicam intensa sintese
de RNA e alta atividade metabdlica (STEIN et al., 2010). A presenca de muitas
mitocondrias € associada a sistemas embriogénicos, relacionada a alta atividade
metabdlica devido as altas taxas respiratérias. E a presenca de reticulo
endoplasmatico com camadas concéntricas também foi observada em outros
sistemas embriogénicos (ROCHA et al., 2016), indicando a alta sintese proteica

e seu transporte para as outras partes da célula, como fonte de energia.

Compostos de reserva Sao necessarios para a reorganizacao e
diferenciacao celular, a mobilizagdo de amido ocorre em tecidos mitoticamente
ativos, fornecem energia para o inicio das divisbes celulares e a formacédo
sucessiva de células embriogénicas e proembrides (ROCHA et al., 2016). O teor
de amido diminui juntamente com a diferenciacdo das areas embriogénicas,
diminuindo assim, os graos de amido nos proembrifes e embrides somaticos
(SILVA-CARDOSO et al., 2019).

A S-adenosil-1-metionina é convertida em ACC por 1-aminociclopropano-
1-carboxilato sintases (ACS) e depois convertida em etileno pela ACC oxidase
(YANG; HOFFMAN, 1984). Portanto, como um precursor direto de etileno, altas
concentracfes de ACC endogeno esta correlacionadas com alta producédo de
etileno. E, tanto o ACC quanto o etileno, possuem envolvimento na regulacéo da
embriogénese in vivo e in vitro (KEPCZYNSKA; RUDUS; KEPCZYNSKI, 2009).

O etileno é conhecido por regular o embriogénese somatica em varias
espécies liliopsida e magnoliopsida, e um alto nivel de ACC podem ser um pré-
requisito para a diferenciacdo precoce durante a inducdo da embriogénese
(HUANG et al, 2008; KEPCZYNSKA; RUDUS; KEPCZYNSKI, 2009).
Kepczynska, Rudus e Kepczynski (2009) relatam que explantes de peciolos de
Medicago sativa mantidos em meio de inducao produziram maiores quantidades

de etileno do que aqueles incubados em meio de diferenciacéo, e foi observado
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um aumento de cerca de 10 vezes na taxa de producdo de etileno no
crescimento de calos por 14 dias em meio de inducao. Isso pode ser explicado
pelo fato do pool interno de ACC ser suficientemente grande para a indugao do
calo, devido a atividade de ACC sintase ser estimulada por auxina exdégena,

presente no meio de cultura (HUANG et al., 2008).

Os aminoécidos representam uma importante forma de armazenamento
e transporte de nitrogénio organico, essenciais para a sintese de proteinas e
precursores de metabdlitos primarios e secundarios (HILDEBRANDT et al.,
2015). A prolina atua como um osmdlito e uma chaperona quimica e, portanto, €
acumulada pelas plantas sob varias condi¢cfes de estresse (HILDEBRANDT et
al., 2015). Portanto, os explantes das plantulas mais jovens (dois meses) sao 0s
gue mais sao influenciados pelo estresse causado pela inducdo embriogénica,

diminuindo com o aumento da idade.

As PA também desempenham um papel modulador crucial no
crescimento e desenvolvimento e na resposta a estresses bidticos e abioticos, o
aumento do nivel de PA na célula vegetal é considerado como parte do
mecanismo de reversdo do estresse (NANDY et al.,, 2022). As enzimas
antioxidantes SOD, CAT, POD, monodesidroascorbato redutase (MDHAR),
dehidroascorbato redutase (DHAR), glutationa reductase (GR), glutathione-S-
transferase (GST) e glutationa peroxidase (GPX) foram todas aumentadas com
o fornecimento de Spm (HASSAN et al., 2021). No estagio inicial de alta divisdo
celular, a Put desempenha o papel fundamental, ja durante a fase de
alongamento celular rapido no final do crescimento do embrido, é importante o
papel sincronizado de Spm e Spd. Portanto, a Put é responsavel pela geracao
de embri6es somaticos e Spd assim como Spm promove a maturagao regulando
diferentes cascatas de desenvolvimento (NANDY et al., 2022; POLESI et al.,
2022).

Para a espécie E. edulis utilizam na maturacdo os reguladores de
crescimento 4cido 1-naftalenoacético (ANA, 0,53 uM) e 2-isopenteniladenina (2-
iP, 12,3 uM) (GUERRA; HANDRO, 1998; OLIVEIRA et al., 2022). No presente
trabalho, o uso apenas do ABA (5 uM), foi muito eficiente na maturacdo. O ABA
aumenta o teor de poliamina enddégena (Spm) (TOUMI et al., 2010), estimula o

armazenamento de substancias de reservas (GUTMANN et al., 1996) e induz o
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desenvolvimento final do embrido por meio do acumulo de proteinas LEA (Leat
Embryogenesis Abundant) (DODEMAN et al., 1997). Sendo, o desenvolvimento
dos embrides somaticos assincronos na maturagdo € um comportamento
comum durante a embriogénese somatica em palmeiras do género Euterpe
(GUERRA; HANDRO, 1988; 1998; LEDO et al. 2002; SCHERWINSKI-PEREIRA
et al., 2012; FREITAS et al., 2016; FERREIRA et al., 2022).

5 CONCLUSOES

A idade de seis meses de plantulas de E. edulis é a mais indicada para
utilizacdo dos segmentos de cauliculos, dentre as idades estudas, e é a mais

responsiva na inducdo embriogénica com picloram (200 puM).

Os explantes induzidos de plantulas de menor idade (dois meses)
possuem maiores concentracdes de amido em suas células, quando comparado

com o tecido de explantes induzidos de plantulas de maior idade (oito meses).

Segmentos de cauliculo de plantulas mais jovens (dois meses) sdo os que
mais sao influenciados pelo estresse causado pela inducdo embriogénica,
comprovado pelo maior incremento de prolina e sua diminuigdo com o aumento
da idade. E a embriogénese com plantulas de seis meses foi a que obteve a
maior concentracdo de ACC e o menor incremento de espermina e putrescina
(33 e 173%).

Explantes com embrides somaticos possui menor metilacdo global de
DNA comparado a calos ndo-embriogénicos. E o uso apenas do ABA (5 uM)

mostrou-se eficiente na maturacdo de embribes somaticos de E. edulis.
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CONCLUSOES GERAIS

O tempo necessario para que ocorra a maturacdo das sementes de E.
edulis pode depender da regido e das condicbes ambientais de cada ano,
podendo variar de 228-290 dias apés a antese (DAA). E a qualidade dos frutos
também pode variar em cada regido, gendtipos avaliados em Pedra Menina
foram consideravelmente superiores aos de Lagoa Seca para parametros
relevantes ao consumo dos frutos, sendo possivel a partir destes alcancar o

consumo desejavel de antioxidantes.

As sementes de E. edulis possuem reservas suficientes para permitir o
desenvolvimento do embrido aos 148 DAA com 100% de plantulas normais in
vitro, quando a maturagéo total ocorre com 228 DAA. As concentragdes de
lipidios e fibras tém alta correlacdo positiva com as varidveis morfofisiologicas
ao longo da maturacdo das sementes, enquanto os fendis, carboidratos,

proteinas e amido possuem alta correlacdo negativa.

Quando a maturacédo das sementes ocorre com 262-290 DAA, a maxima
germinacao, vigor e formacdo de plantulas normais ocorre aos 164 DAA,
gerando um ganho de 98-126 dias em relagdo ao uso de sementes no ultimo
estadio de maturacdo. Portanto, recomenda-se nesta data, a colheita das

sementes e imediata semeadura in vitro.

As andlises de lignina, carboidratos, DRX e RMN indicam que nos
primeiros estadios de maturacdo, o endosperma das sementes de E. edulis é
composto por lignina, glicanos, galactanos e mananas que formam uma
estrutura com baixo ordenamento estrutural. Com a evolucdo da maturacao das
sementes, observou-se reducao nos teores de lignina, glicanos e galactanos, e
aumento no teor de mananas, o que permitiu a formacao da estrutura cristalina

da manana l.

A atividade das enzimas CAT e APX, e H202 e peroxidacao lipidica
tiveram maiores atividades a partir de 269 DAA em sementes que levaram 290
DAA para finalizar a maturacéo, devido a esse processo promover o aumento de
espécies reativas de oxigénio. A producao de antocianinas pelas sementes de
E. edulis chega ao maximo no ultimo estadio de maturacao. E concentracdes de
silicio e potassio aumentam no mesocarpo e endocarpo de frutos de E. edulis

com o0 avancgo da maturacgao.
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Na embriogénese somatica de E. edulis, ndo se recomenda o uso do 2,4-
D. E sim, picloram (150 uM) e, principalmente, seu analogo triclopyr (100 uM),
quando utilizado como explantes embrides zigoéticos. Os embrides somaticos em
pré-maturacdo (meio basal), provenientes de calos induzidos com triclopyr (100
KUM), multiplicaram cinco vezes mais. E sua maturacao e germinacgao foi maxima
em meio MS com ABA (5 uM).

A validacdo metodologica da microscopia de forca atbmica € inédita e
eficiente para a identificacdo de calos embriogénicos e ndo-embriogénicos na

espécie modelo E. edulis.

Quando o explante utilizado na inducdo embriogénica é segmentos de
cauliculo de plantulas de E. edulis, a polaridade do explante ndo influenciou a
sua inducdo embriogénica. Cauliculos com ferimentos longitudinais,
posicionados para cima no meio de cultura proporcionou as maiores taxas de
inducdo embriogénica. E a idade de seis meses de plantulas € a mais indicada
para a utilizacdo dos segmentos de cauliculos, dentre as idades estudas, e é a
mais responsiva na indugéo embriogénica com picloram (200 uM).

Segmentos de cauliculo de plantulas mais jovens (dois meses) séo os que
mais sao influenciados pelo estresse causado pela inducdo embriogénica,
comprovado pelo maior incremento de prolina e sua diminuicdo com o aumento
da idade. E a embriogénese com plantulas de seis meses foi a que obteve a
maior concentracdo de ACC e o menor incremento de espermina e putrescina
(33 e 173%). Além disso, explantes induzidos de plantulas de menor idade (dois
meses) possuem maiores concentracfes de amido em suas células, quando
comparado com o tecido de explantes induzidos de plantulas de maior idade (oito

meses).

Na maturacdo de embribes somaticos oriundos de segmentos de
cauliculo de plantulas de E. edulis, é recomentando o uso de meio de cultura MS
suplementando com ABA (5 uM), e a retirada dos explantes do meio apos 30
dias.

Na cultura de suspensao, calos friaveis apresentaram maior crescimento
em meio MS+picloram (15 pM). Na maturagédo 1 pM de ABA proporcionou a

maior taxa de crescimento.



