UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS E ENGENHARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM GENETICA E MELHORAMENTO

BIANCA GOMES BATISTA MUNOZ

MELHORAMENTO GENETICO DE PALMEIRAS: VALIDAGAO
METODOLOGICA DE TECNICAS DE DESCONTAMINAGAO EM CULTURAS
DE EMBRIOES ZIGOTICOS E SUA INFLUENCIA NA ATIVIDADE
MORFOGENETICA SOB EFEITO DE INDUTORES AUXINICOS

ALEGRE - ES
2023



BIANCA GOMES BATISTA MUNOZ

MELHORAMENTO GENETICO DE PALMEIRAS: VALIDAGAO
METODOLOGICA DE TECNICAS DE DESCONTAMINAGAO EM CULTURAS
DE EMBRIOES ZIGOTICOS E SUA INFLUENCIA NA ATIVIDADE
MORFOGENETICA SOB EFEITO DE INDUTORES AUXINICOS

Dissertacao de Mestrado apresentada
ao Programa de Pds-Graduagdao em
Genética e Melhoramento do Centro de
Ciéncias Agrarias e Engenharias da
Universidade Federal do Espirito Santo,
como parte das exigéncias do Programa de
Pd6s-Graduacgao em Genética e
Melhoramento.

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Sobreira Alexandre
Coorientadores: Prof. Dr. José Carlos Lopes

Dra. Tamyris de Mello

ALEGRE - ES
2023



Ficha catal ogréfica disponibilizada pelo Sistema Integrado de
Bibliotecas - SIBI/UFES e elaborada pelo autor

Gomes Batista Muinoz, Bianca, 1994-
G633 MELHORAMENTO GENETICO DE PALMEIRAS:
m VALIDACAO METODOLOGICA DE TECNICAS DE
DESCONTAMINACAO EM CULTURAS DE EMBRIOES
ZIGOTICOSE SUA INFLUENCIA NA ATIVIDADE
MORFOGENETICA SOB EFEITO DE INDUTORES
AUXINICOS/ Bianca Gomes Batista Mufioz. - 2023.
54 1. :il.

Orientador: Rodrigo Ssobreira Alexandre.

Coorientadores. José Carlos Lopes, Tamyris de Méllo.

Dissertacdo (Mestrado em Genética e Melhoramentos) -
Universidade Federal do Espirito Santo, Centro de Ciéncias
Agrérias e Engenharias.

1. Melhoramento genético. 2. Tecidos vegetais - Culturae
meio de cultura. 3. Esterilizacdo. 4. Plantas - Propagacéo. 5.
Embriogénese. |. Ssobreira Alexandre, Rodrigo. I1. Carlos
Lopes, José. I11. de Mello, Tamyris. 1V. Universidade Federal
do Espirito Santo. Centro de Ciéncias Agrérias e Engenharias.
V. Titulo.

CDU: 631.523




MELHORAMENTO GENETICO DE PALMEIRAS: VALIDAGAO
METODOLOGICA DE TECNICAS DE DESCONTAMINAGAO EM CULTURAS
DE EMBRIOES ZIGOTICOS E SUA INFLUENCIA NA ATIVIDADE
MORFOGENETICA SOB EFEITO DE INDUTORES AUXINICOS

BIANCA GOMES BATISTA MUNOZ

Dissertacao de Mestrado apresentada
ao Programa de Pds-Graduagdo em
Genética e Melhoramento do Centro de
Ciéncias Agrarias e Engenharias da
Universidade Federal do Espirito Santo,
como parte das exigéncias do Programa de
Pds-Graduacgao em Genética e
Melhoramento.

Aprovada em 28 de Julho de 2023

COMISSAO EXAMINADORA

Documento assinado digitalmente

b RODRIGO SOBREIRA ALEXANDRE
g ! Data: 31/08/2023 09:12:06-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. Rodrigo Sobreira Alexandre (Orientador)
Universidade Federal do Espirito Santo

Documento assinado digitalmente

b ADESIO FERREIRA
g ol Data: 04/09/2023 07:45:58-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. Adésio Ferreira (Examinador interno)
Universidade Federal do Espirito Santo

Documento assinado digitalmente

b LUCIANO BESTETE OLIVEIRA
g ! Data: 04/09/2023 09:14:32-0300
Verifique em https://fvalidar.iti.gov.br

Dr. Luciano Bestete Oliveira (Examinador externo)
Instituto Federal do Espirito Santo



Dedico este trabalho a Deus,
fonte de amor e sabedoria
divina; e ao meu esposo Carlos
Alejandro meu companheiro de
Jornada.



AGRADECIMENTO

Agradeco primeiro a Deus pela vida e oportunidade de trilhar esse longo
caminho que foi repleto de desafios, nessa jornada, Deus foi fonte de amor e
sabedoria divina, agradego por guiar meus passos € iluminar meu caminho
com sua presenga constante.

Ao meu esposo Carlos Alejandro, meu companheiro de jornada, dedico
esse trabalho e todo o meu amor e gratidao por ser o meu porto seguro e a
razao de tantas alegrias em minha vida. Te amo infinitamente.

Aos meus familiares e amigos por terem me dado suporte nos
momentos de adversidades, nos desafios que surgiram, pude contar com o
ombro amigo de cada um, com palavras de conforto, gestos de solidariedade
que aqueceram meu coragdo. Vocés foram luz em meio a escuridao,
verdadeiros pilares que me sustentaram e fortaleceram minha fé na superacgao.

Ao meu querido orientador, Prof. Dr Rodrigo Sobreira Alexandre,
agradeco por ter sido um farol em minha jornada académica, sempre presente
com seu apoio, compreensdo e humanidade. Sua dedicacao e persisténcia em
me ajudar a superar desafios foram fundamentais para o meu crescimento e
aprendizado. Vocé nao apenas me ensinou conhecimentos profissionais, mas
também mostrou um exemplo de bondade e empatia. Mesmo diante das
dificuldades, vocé nunca desistiu de mim, acreditou em meu potencial e me
incentivou a seguir em frente.

A minha querida coorientadora Dra. Tamyris de Mello, sou
profundamente grata por sua generosidade em compartilhar seu tempo e
conhecimento comigo. Seu compromisso com 0 meu desenvolvimento como
pesquisadora é um verdadeiro exemplo de dedicacéo e profissionalismo.

As talentosas Calorine Palacio, Débora Pellanda, Ingridh Medeiros,
Joana Silva e Mariana Ribeiro, quero expressar minha profunda gratiddo por
terem sido pecas fundamentais no desenvolvimento deste projeto. Sem o
comprometimento, dedicagcdo e talento de vocés, essa conquista nao seria
possivel. Através de desafios e momentos de superagao, nossa equipe se
fortaleceu e aprendemos juntos a enfrentar obstaculos com coragem e
determinacdo. O trabalho em conjunto foi uma experiéncia enriquecedora e
inspiradora.

A Universidade Federal do Espirito Santo — UFES e ao programa de
Pd6s-graduacdo em Genética e Melhoramento pela oportunidade de realizar o
mestrado.

A FAPES e CNPq pelo financiamento do trabalho e a CAPES pela
concessao de bolsa.

GRATIDAO!



Sumario

RESUMO.........ooiee ettt ettt b st b et et e st ebesbesbeereens 7
ABSTRACT ...ttt b ettt b et b ettt n e eae s 9
1. INTRODUGAO..........oooiiiiiceeieee et s ettt 11
2. REVISAODE LITERATURA . ..........oocoooeceeeeeeteete et 12
2.1 Métodos de descontaminaGao..............coceeveiiriniininieiec e 12
2.2 Descontaminacgao por radiagao UV.............cccccoviiiiiiiiicin e 13
2.3 Descontaminagao de materiais reutilizados................cccccoovviiivviei i, 14
2.4 Meio de CUIUIA.........c.ooiii e e s 15
2.5 Palmeiras do g€nero EULEIPE...........ccoeeiiiiiiiiiieieieiesiee et 16
2.5.1 Euterpe @AUIIS MAITiUS............c.ccoueveeeieiiece ettt ete et tae e e areseaaeeennree s 16
2.5.2 Euterpe edulis Martius ecotipo Santa Marta...............ccoeeveveivecieeiieecceeeeceeeenne, 17
2.5.3 Euterpe 0leracea MartiUS.............cooeeeeeeieceeee ettt neees 19
2.6 Embriogénese somatica N0 género Euterpe.............cccouveeceeienenineneesiesenenen 20
3. OBUETIVO.......o ottt 23
3.1 0DbjJetiVO GEIal..........ccoooiiiicece e et 23
3.2 Objetivos @SPECIFICOS.........ccceoiiiiiiiieeeee e 23
4., MATERIAL E METODOS.........oooomoieieeeeeeeeeeeeee e, 24
5. RESULTADOS E DISCUSSAQ............ccocosiiiieeeeeeeeeeteetesees s 27
8. CONCLUSAO..........ooiiiiieieee ettt sttt 45
7. REVISAO BIBLIOGRAFICA...........ocoooieiceeeeeeeeeeee et 46



RESUMO
MUNOZ, Bianca Gomes Batista. Melhoramento genético de palmeiras:
Validagcao metodologica de técnicas de descontaminagao em culturas de
embrides zigoticos e sua Influéncia na atividade morfogenética sob efeito
de indutores auxinicos, 2023. Dissertacdo (Genética e Melhoramento).
Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES. Orientador: Rodrigo
Sobreira Alexandre. Coorientadores: José Carlos Lopes e Tamyris de Mello.

As condigbes assépticas sao necessarias para evitar as contaminagdes que
ocorrem in vitro, sejam estas nas instrumentacdes, recipientes e meios de
culturas puras, para isso sao utilizados agentes desinfetantes quimicos e
fisicos na eliminagao dos microrganismos. As placas de Petri de polietileno sao
descartaveis que geram residuos solidos e, consequentemente, lixo. Portanto,
€ necessario criar protocolos eficazes para descontaminagdo desse material,
visando a reutilizagdo e diminuicdo de residuos. Os meios de -cultura
normalmente sao esterilizados com o uso de autoclavagens, entretanto,
determinados reguladores de crescimento (RC), do grupo das auxinas,
degradam na presencga de altas temperaturas, o que gera uma duvida sobre a
estabilidade quimica dos demais RC pertencente a este grupo. Objetivou-se
com esse trabalho criar métodos de esterilizacdo de placas de Petri de
polietileno e meio de cultura com diferentes indutores auxinicos, tendo como
plantas teste embrides zigoticos das palmeiras Euterpe edulis, Euterpe edulis
ecotipo Santa Marta e Euterpe oleracea. O experimento 1, foi conduzido em um
fatorial 4x4 (Hipoclorito de sddio (NaOCI): 0; 6; 12; 24h x Luz ultravioleta (UV):
0,5; 1,0; 1,5; 2,0 h), com quatro repeticdes de 10 placas cada. O experimento
2, foi conduzido com trés tratamentos de luz UV (4; 6; 10 h), com quatro
repeticoes de oito placas cada. O experimento 3, foi conduzido em um fatorial
2x5 (Dicloroisosianurato de sédio (NaDCC): 0; 24 h x UV: 6; 12; 18; 24; 36 h),
com quatro repeticdes de oito placas cada. O experimento 4, foi conduzido em
um fatorial 2x3 (MS: sem autoclavar; autoclavado x Distancia da luz UV: 10; 30;
50 cm), com quatro repeticdes de cinco placas cada. O experimento 5, foi
conduzido com cinco tratamentos de luz UV (1; 2; 3; 4; 5 h), com quatro

repeticdes de oito placas cada. O experimento 6, foi conduzido em um fatorial
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3x4 (palmeiras: Euterpe edulis; Euterpe edulis ecotipo Santa Marta; Euterpe
oleracea x picloram filtrado; triclopir filtrado; picloram autoclavado; triclopir
autoclavado). A combinagdo de NaDCC (24 horas) e UV (3 horas) de
exposi¢cao sdo ideais para alcangar uma eficaz eliminacdo de microrganismos
em placas de Petri descartaveis. O uso de placas de Petri desinfestadas com
NaDCC (1%) por 24 horas, contendo meio autoclavado e n&o autoclavado
mostraram que a distancia de 50 cm resultou em auséncia ou baixa taxa de
contaminagdes. O protocolo de esterilizagcdo do meio de cultura e das placas
de Petri usando NaDCC e luz UV resultou em auséncia ou baixa incidéncia de
contaminagdes. As espécies demonstraram comportamentos distintos sob
influéncia das mesmas concentragdes de reguladores de crescimento, o estudo
revelou que o E. edulis e E. edulis ecétipo Santa Marta apresentou uma maior
responsividade a indugdo de embriogénese somatica em comparagdo com a

espécie E. oleracea.



ABSTRACT
MUNOZ, Bianca Gomes Batista. Genetic Improvement of palm trees:
Methodological validation of decontamination techniques in cultures of
zygotic embryos and their influence on morphogenetic activity under the
effect of auxin inducers, 2023. Dissertation (Genetics and Breeding). Federal
University of Espirito Santo, Alegre, ES, Brazil. Advisor: Rodrigo Sobreira
Alexandre. Co-advisors: José Carlos Lopes and Tamyris de Mello.

Aseptic conditions are necessary to prevent contaminations that occur in vitro,
whether in instruments, containers, or pure culture media. For this purpose,
chemical and physical disinfectant agents are used to eliminate
microorganisms. Polyethylene Petri dishes are disposable, generating solid
waste and, consequently, trash. Therefore, it is necessary to create effective
protocols for decontaminating this material, aiming at reuse and waste
reduction. Culture media are typically sterilized using autoclaving. However,
certain growth regulators (GR) from the auxin group degrade in the presence of
high temperatures, raising doubts about the chemical stability of other GR
belonging to this group. The objective of this work was to create sterilization
methods for polyethylene Petri dishes and culture media with different auxin
inducers, using zygotic embryos from the palm trees Euterpe edulis, Euterpe
edulis Santa Marta ecotype, and Euterpe oleracea as test plants. Experimento 1
was conducted in a 4x4 factorial design (Sodium hypochlorite (NaOCI): 0, 6, 12,
24 hours x Ultraviolet light (UV): 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 hours), with four replicates of
10 Petri dishes each. Experiment 2 was carried out with three UV light
treatments (4, 6, 10 hours), with four replicates of eight Petri dishes each.
Experiment 3 was conducted in a 2x5 factorial design (Sodium
dichloroisocyanurate (NaDCC): 0, 24 hours x UV: 6, 12, 18, 24, 36 hours), with
four replicates of eight Petri dishes each. Experiment 4 was conducted in a 2x3
factorial design (MS: non-autoclaved, autoclaved x UV light distance: 10, 30, 50
cm), with four replicates of five Petri dishes each. Experiment 5 was carried out
with five UV light treatments (1, 2, 3, 4, 5 hours), with four replicates of eight
Petri dishes each. Experiment 6 was conducted in a 3x4 factorial design
(Palms: Euterpe edulis; Euterpe edulis Santa Marta ecotype; Euterpe oleracea
x filtered picloram; filtered triclopyr; autoclaved picloram; autoclaved triclopyr).
The combination of NaDCC (24 hours) and UV (3 hours) exposure is ideal for

achieving effective elimination of microorganisms in disposable Petri dishes.
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The combination of NaDCC (24 hours) and UV (3 hours) exposure is ideal for
achieving effective elimination of microorganisms in disposable Petri dishes.
The use of Petri dishes disinfected with NaDCC (1%) for 24 hours, containing
both autoclaved and non-autoclaved medium, showed that a distance of 50 cm
resulted in absence or low rates of contaminations. The sterilization protocol for
culture media and Petri dishes using NaDCC and UV light resulted in the
absence or low incidence of contaminations. The species exhibited different
behaviors under the influence of the same concentrations of growth regulators;
the study revealed that E. edulis and E. edulis Santa Marta ecotype showed a
higher responsiveness to somatic embryogenesis induction compared to the

species E. oleracea.
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1. INTRODUGAO

As condigdes assépticas sdo necessarias para evitar a contaminagao de
objetos esterilizados e de culturas in vitro, para isso sao utilizados agentes
quimicos e fisicos desinfestantes para eliminar os microrganismos.

A contaminagao esta presente no ar, superficies e em quaisquer objetos
nao esterilizados, dessa forma, para obter-se um meio de cultivo asséptico
existem inumeros processos que sao utilizadas para prevenir a contaminagao.
As placas de Petri de polietileno s&o descartaveis, que geram residuos solidos e
contribuem na geragao de lixo. Portanto, € necessario criar protocolos eficazes
para descontaminagdo desse material, visando a reutilizagdo e diminuigao
desses residuos.

A descontaminagéo para eliminagdo de microrganismos pode ser obtida
através de reagentes quimicos (alcool, hipocloritos, fungicidas, bactericidas,
peréxido de hidrogénio, cloreto de mercurio etc.) ou fisicos (calor, pressao, luz
ultravioleta etc.) (MURACA,1987). A camara de fluxo laminar € um equipamento
utilizado na prevencédo de contaminagdo. Feita de material ndo poroso, com
superficie de metal e vidros nas laterais, e até mesmo inclinada para frente. Na
parte interna pode ser instalada lampadas de luz ultravioleta (UV), utilizadas
para minimizar a contaminagao.

A esterilizagdo visa a eliminagcdo total de microrganismos, quando
realizada utilizando radiagéo, tem o principio do aproveitamento da energia
emitida na forma de radiacdo eletromagnética (EISBERG; RESNICK, 1979).
Utiliza-se lampadas padronizadas em equipamentos de desinfestacdo por
radiagdo com comprimentos de ondas de 254 nm. Tais comprimentos, age de
forma eficiente por emitir ondas eletromagnéticas que coincidem com os
comprimentos de onda de maxima absorbéancia do DNA, esse método de
esterilizacdo é denominado de irradiagdo germicida ultravioleta — UVGI
(CHATTERLEY; LINDEN, 2010).

Leveduras foram submetidas a agao de radiacdo nao-ionizante, luz UV
por 15 minutos, de modo que isolados de Cryptococcus gattii e cepa de
Candida albicans tiveram seu crescimento inibido, contudo, quando
Rhodotorula sp. foi exposta a radiacao UV nao houve inibigdo total, mostrando
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assim que € necessario mais estudo para outros microrganismos (SILVA et al.,
2017).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Métodos de descontaminagao

A eliminacdo de microrganismos pode ser obtida através de meios
quimicos (alcool, hipoclorito de sédio) ou fisicos (calor, luz ultravioleta). O
etanol (70-95%) e o hipoclorito de sddio (10%), séo utilizados na desinfestacao
de vidrarias e instrumentos. Os instrumentos sdo mergulhados no alcool 70% e
flambados no fogo com lamparina.

O alcool é muito utilizado nos processos de descontaminagao, em que o
etanol (alcool etilico) é utilizado com maior frequéncia. A concentragao de 70%
€ a mais recomendada para eliminar 0os microrganismos, por ser mais
hidratado, o que confere uma maior absor¢ao do produto.

O efeito do etanol para desnaturacdo e rompimento da membrana
plasmatica requer agua (etanol misturado com agua), por esse motivo o etanol
puro ndo é tao eficaz na descontaminagdo (ANDRADE et al., 2007; TORTORA
et al., 2017; ARAUJO et al.,, 2019). O A&lcool reage quebrando a tenséo
superficial da célula para que o hipoclorito penetre na célula e a agdo germicida
seja eficiente. Zito et al. (1995) verificaram que, na esterilizagao superficial de
sementes de soja a solugao alcoodlica seguida da lavagem em agua mostrou-se
eficaz, isso pode ser devido ao fato que o efeito desse tratamento tenha
reagido na retirada de esporos ou micélios que estavam aderidos ao tegumento
da semente.

O cloro em sua forma mais efetiva germicida conhecida é o acido
hipocloroso (HOCI) que se dissocia em OCI" e H*, isso ocorre devido o valor do
pH ser menor ou igual a 5,0. Quanto menor o pH da solugdo, maior efeito
desinfetante do cloro. O efeito bactericida do cloro é resultado da reacao
quimica que ocorre entre o acido hipocloroso (HOCI) e a estrutura celular da
bactéria, o que leva a inativagdo dos processos essenciais a vida. O cloro
reage nos microorganismos em suas enzimas e inativa-as (ZITO et al., 1995).

O dicloroisocianurato de soédio, também conhecido como dicloro-s-

triazinatriona de soédio ou NaDCC (do inglés, sodium dichloroisocyanurate), &
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um composto quimico amplamente utilizado como desinfetante de agua, e
agente de saneamento. E eficaz contra uma ampla gama de microrganismos,
incluindo bactérias, virus e fungos, tornando-o uma opgédo popular em
aplicagcdes de limpeza e desinfeccdo. Em estudo realizado utilizando
dicloroisocianurato de sédio, mostrou que esse sanitizante foi o mais eficaz,
recomendado a uma concentragdo de 25 mg L' para uso na agua de
resfriamento e lavagem de macgas, com o objetivo de destruir esporos de P.
expansum € reduzir o risco de producdo de patulina no produto final
(SALOMAO,2011).

A luz ultravioleta (UV) é utilizada de forma ampla na descontaminacao
de materiais em laboratorio, por possuir agdo germicida. A radiagdo promove
alteragdes fotobioquimicas que acarretam a morte dos microrganismos
(SERRA et al., 2017). A luz ultravioleta é considerada um processo fisico de
esterilizagcdo (PIGATTO, 2008). O Comité Internacional de lluminagao
(“Commission Internacional de I’Eclairage”), classifica os tipos de irradiagao por
incidéncia ultravioleta em UV-A (400-320 nm), UV-B (320-280 nm) e UV-C
9280-200 nm) (GUERRERO-BELTRAN; BARBOSA-CANOVAS, 2004). A
irradiagéo ultravioleta reage com radicais hidroxilas induzindo a geracao de
elétrons na superficie dos fotocatalisadores (ZHAO; YANG, 2003).

2.2 Descontaminagao por radiagao UV

Quando expostas a radiacao UV as purinas e pirimidinas, constituintes
dos nucleotideos, podem sofrer alteracbes espontdneas estruturais nas
ligacbes covalente, essas alteragbes podem apresentar velocidade reduzida,
no entanto sao fisiologicamente significantes, pois séo pouco tolerantes para
alteracdes no DNA. Quando o DNA sofre alguma alteragéo estrutural, isso
pode acarretar alteragdes permanentes na informacado genética codificada, o
que pode ser transferidas aos descendentes, essas alteragbes sao
denominadas mutacées (NELSON; COX, 2002; BATISTA, 2008).

Quando utilizada com intensidade e periodo de exposigcdo suficiente,
quando aplicada para esterilizar superficies e equipamentos, a luz ultravioleta
possui acao microbiocida. Os comprimentos de ondas eficiente estdo na faixa

de 210 a 330 nm por serem capazes de ser absorvidas por proteinas e acidos
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nucléicos, o que promove o rompimento de cromossomos, mutagdes genéticas
e a inativacdo de enzimas, acarretando a morte celular (BATISTA, 2009;
SILVA, 2018). A luz ultravioleta € uma forma rapida, efetiva e econémica na
esterilizacdo de equipamentos e superficies. Além disso, a utilizagdo da luz
ultravioleta combinado com desinfetantes quimicos se apresenta como efeito

sinérgico no combate de microrganismos (ABREU; FARIA, 2004).

2.3 Descontaminagao de materiais reutilizados

O Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais, exige que o ambiente e
materiais utilizados sejam livres de contaminagao por microrganismos, dessa
forma as Vvidrarias, instrumentacbes e superficie estejam livres de
contaminagao, afim de que as culturas microbiologicas ndo se estabelecam e
crie o risco de contaminar as culturas vegetais estabelecidas.

As placas de Petri de polietileno sao estéreis logo apds sua fabricacao,
sdo consideradas descartaveis, pois sdo facilmente recontaminadas apods a
utilizacdo, isso ocorre pela deposicdo de particulas e microrganismos
presentes no ar. O descarte dessas placas de polietileno gera residuos sélidos,
o0 que contribui com a geragao de lixo, tendo em vista, € necessario criar
protocolos eficazes para descontaminacdo desse material visando a
reutilizagao e diminuicdo desses residuos.

Existem diversas formas comprovadas para esterilizacdo do ambiente e
de superficies, dentre essas tem-se a utilizacdo de agente quimicos e fisicos
ou a combinagao de ambos (SEQUINEL et al., 2020). Pesquisas realizadas por
Abreu e Faria (2004) comprovaram que o indice de esterilizagdo obtido vai
depender do nivel de contaminagdo, area da embalagem e da eficiéncia no
processo de descontaminagao.

A utilizagdo da radiagao ultravioleta tem sido cada vez mais frequente no
tratamento e controle de microrganismos em hospitais e Laboratérios de
Culturas de Tecidos Vegetais, especialmente em resposta a pandemia da
COVID-19 (LONGHINI et al., 2022). No entanto, é importante ressaltar que o
efeito microbicida proporcionado pela luz ultravioleta sé se mostra eficaz

quando aplicado corretamente, ou seja, seguindo as recomendacdes
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adequadas de duragdo e distdncia de aplicagdo (ALEXANDE; FARIA;
CARDOSO, 2008).

2.4 Meio de Cultura

O meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) é uma formulagdo de meio
de cultura amplamente utilizada em pesquisas e experimentos de cultura de
células e tecidos vegetais in vitro. Foi desenvolvido por Murashige e Skoog em
1962 e se tornou uma das formulagbes padrdo mais populares para o
crescimento de plantas em laboratdrio.

O meio MS é composto por macro e micronutrientes, vitaminas, fontes
de carbono e podem ser acrescidos de reguladores de crescimento, como
auxinas e citocininas, que sao essenciais para o0 crescimento e
desenvolvimento de tecidos vegetais. Tem sido usado para micropropagac¢ao
de mais espécies do que qualquer outro meio, ele é frequentemente utilizado
para a germinagao de sementes, o cultivo de plantulas, a proliferacdo de
explantes e a indugdo de calos e raizes em cultura de tecidos vegetais
(GEORGE et al., 2008; ADELBERG et al., 2010).

Quando se trata de meio MS autoclavado e ndo autoclavado, a principal
diferenca esta na esterilizacdo. O meio MS autoclavado é submetido a um
processo de autoclavagem a alta temperatura e presséo para eliminar qualquer
contaminagao microbiana e garantir que o meio esteja estéril antes do uso. Por
outro lado, o meio MS ndo autoclavado ndo passa por esse processo de
esterilizacdo e pode conter microrganismos que estavam originalmente
presentes nos componentes do meio.

Dependendo do tempo de exposicdo a luz UV, é possivel reduzir
significativamente a contaminacdo microbiana presente no meio nao
autoclavado, tornando-o mais adequado para uso em culturas de tecidos
vegetais, onde a contaminagao pode prejudicar os resultados e comprometer a
integridade das amostras.

No entanto, € importante realizar estudos e experimentos controlados
para determinar o tempo de exposi¢ao ideal e garantir que a luz UV nao afete
negativamente os componentes essenciais do meio MS, como nutrientes e

reguladores de crescimento. Além disso, é crucial seguir boas praticas de
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esterilizacdo e assegurar que os procedimentos sejam conduzidos em
condicdes assépticas para evitar a contaminacao durante o manuseio do meio.

Em resumo, o meio MS é uma formulagdo essencial para cultivo de
tecidos vegetais. A exposigcdo a luz UV pode ser uma abordagem para
descontaminar o meio ndo autoclavado, mas deve ser cuidadosamente
avaliada para garantir que ndo afete negativamente sua eficacia e que as
condicbes de esterilizagdo sejam rigorosamente seguidas para evitar a

contaminagao cruzada.

2.5 Palmeiras do género Euterpe
2.5.1 Euterpe edulis Martius

Euterpe edulis Martius € uma espécie de palmeira pertencente a familia
Arecaceae, popularmente conhecida como jugara, encontrada na Floresta
Atlantica (GUERGOLETTO et al., 2016), abrangendo regides dos estados da
Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul (LORENZI, 2006; GUIMARAES et al., 2017).

A jucara € uma palmeira de médio porte, que pode atingir cerca de 10 a
15 metros de altura. Suas folhas s&o longas e arqueadas, formando uma coroa
densa na parte superior do tronco. Os frutos da jucara sao pequenos,
arredondados e de cor negro-arroxeado quando maduros. Eles s&o agrupados
em cachos que podem conter dezenas de frutos (FISCH et al., 2000; BICUDO
et al., 2014).

Essa espécie € muito importante na Floresta Atlantica como uma planta
chave, desempenhando um papel ecoldgico significativo na manutencdo da
biodiversidade. Os frutos da jucara sao fonte de alimento para varias espécies
de animais (SILVA, 2011).

Essa espécie possui muito valor econdémico, pois o palmito que é
extraido dele, € um dos alimentos consumidos, sendo um dos produtos mais
exportado da Floresta Atlantica (BARROSO et al., 2019).

Além disso, a jucara possui frutos que sao utilizados na culinaria
brasileira, na producdo de geleias, sucos, licores e até mesmo sorvetes. A
polpa dos frutos é rica em antioxidantes e nutrientes, como vitamina A, vitamina
C e ferro (SANTOS, 2012).
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No entanto, a jucara enfrenta ameacas significativas devido a exploragao
descontrolada de suas palmeiras para a extragdo do palmito, uma iguaria
culinaria muito apreciada. A extragao ilegal de palmito tem causado a
diminuigao da populacao de jucaras, levando a espécie ao risco de extingdo em
algumas areas (BRASIL, 2008, BRASIL, 2014; SCHULZ et al., 2016).

Para a conservacado da espécie, diversas acdes vém sendo realizadas,
incluindo a criagcéo de areas protegidas, o cultivo sustentavel de jugaras em
sistemas agroflorestais e a conscientizacdo sobre a importancia da
preservagao da Floresta Atlantica. Esses esfor¢os s&o essenciais para garantir
a sobrevivéncia dessa palmeira e a manutengcao do ecossistema em que ela
esta inserida (GUIMARAES; SOUZA, 2017; CONAB, 2020).

Outra acao que recompbs a vulnerabilidade da jugara é o uso do fruto
para fins comerciais, durante o pico de safra, que ocorre entre setembro e
outubro, os precgos ultrapassaram a marca de R$ 3,00 por quilo, sendo um dos
valores mais elevados ja registrados.segundo dados da Companhia Nacional
de Abastecimento (CONAB) (CONAB, 2022).

2.5.2 Euterpe edulis Martius ecotipo Santa Marta

O surgimento de um ecotipo de Euterpe edulis Martius, também
conhecida como palmito-jugara ou palmito-doce, pode ser resultado de um
processo de adaptagédo genética e ambiental que ocorre naturalmente ao longo
do tempo. Ecoétipos s&o subpopulagdes de uma mesma espécie que se
diferenciam em caracteristicas morfologicas, fisiolégicas e/ou genéticas em
resposta a condigdes ambientais especificas em diferentes regides
geograficas.

No caso da Euterpe edulis, esse fenbmeno pode acontecer devido a sua
ampla distribuicdo geografica em diferentes ecossistemas, como a Floresta
Atlantica (PEREIRA, 2018; PEREIRA, 2019). A medida que individuos dessa
espécie se dispersam e colonizam novas areas, eles podem se deparar com
variagdes climaticas, disponibilidade de recursos e pressdes seletivas unicas.
Esses fatores podem acarretar mudangas genéticas, resultando na adaptacao

de certos grupos de individuos a condi¢des especificas de habitat.
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Essa adaptagdo pode se manifestar de varias formas, como diferengas
na altura das palmeiras, no tamanho das folhas, na resisténcia a pragas ou
doengas, ou na capacidade de tolerar diferentes niveis de luz, umidade e
temperatura. Essas caracteristicas adaptativas sdo passadas para as geracoes
seguintes por meio da reproducédo e hereditariedade.

Os ecotipos consistem em agrupamentos de taxons (ou unidades
taxondmicas) onde as relagdes evolutivas sao investigadas no contexto da
diversidade genética, sdo importantes para a conservagao da biodiversidade,
pois representam a capacidade intrinseca das espécies de se adaptarem a
ambientes variados. Em certos casos, essas subpopulacdes adaptadas podem
ser cruciais para a sobrevivéncia da espécie em face das mudangas ambientais
e das pressdes humanas (CRUZ, 2011).

No entanto, € essencial monitorar e preservar a diversidade genética dos
ecotipos, especialmente em espécies ameagadas, como a Euterpe edulis, que
€ considerada vulneravel devido a degradacdo do seu habitat natural e a
exploracao descontrolada do palmito. Através do estudo e preservagao dessas
variagbes adaptativas, podemos melhor compreender a ecologia da espécie e
contribuir para sua conservacao a longo prazo. Trabalho realizado por Senra,
(2017) demonstrou que as marcantes disparidades observadas resultam da
presenca de variabilidade genética nas populagdes da palmeira jucara.

Estudos elaborados por Carvalho (2015) realizaram analises de
variancia molecular (AMOVA) para avaliar a diferenciagcdo das populagdes em
dois e trés niveis hierarquicos, considerando 20 populag¢des. Além disso, foram
calculadas AMOVAs adicionais, considerando as sub-regides Sul e Caparad
como grupos distintos. A AMOVA indicou que tanto a sub-regido Caparao
quanto a Sul apresentaram alta variagdo dentro das populagdes (82,16% e
74,93%, respectivamente). Porém, a maior variacdo entre as populagdes foi
observada na sub-regido Sul (25,0%), que possui seis populagdes, enquanto a
sub-regido Caparad, com 14 populagdes, apresentou 17,84% da variagao
interpopulacional.

Pela primeira vez na literatura é relatado a descoberta do novo ecoétipo
denominado "Euterpe edulis Martius ecétipo Santa Marta". Esta revelagdo € um
marco histérico na pesquisa botanica, pois é a primeira vez que tal variante da

espécie € identificada e documentada.
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A Euterpe edulis Martius ecotipo Santa Marta se destaca por suas
caracteristicas unicas, que o distinguem de outros ecétipos conhecidos da
espécie. Suas folhas, frutos ou flores podem apresentar padrées, tamanhos ou
cores especificas, ainda nao descritas na literatura cientifica. Além disso, suas
adaptagdes ao ambiente local podem revelar segredos sobre como as plantas

respondem as condi¢gdes unicas encontradas na regido de Santa Marta.

2.5.3 Euterpe oleracea Martius

A Euterpe oleracea Martius, conhecida popularmente como agai, trata-se
de uma palmeira que pode alcancar até 25 metros de altura, com um tronco
fino e reto, o agai produz frutos arredondados de cor roxa ou preta, de
aproximadamente 1 cm de diametro (FURLANETO et al., 2020).

A polpa do acai € macia e suculenta, apresentando um sabor
caracteristico que é descrito como uma mistura de frutas vermelhas com notas
de chocolate. A fruta é rica em compostos bioativos, como antocianinas,
flavonoides e acidos graxos Omega-3, conferindo-lhe propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias (SANTOS et al., 2012).

As polpas de acai sdo amplamente consumidas pela populacao
brasileira, principalmente nas regides Norte e Nordeste do pais. Recentemente,
a demanda por essa fruta aumentou significativamente tanto no mercado
nacional quanto internacional, despertando o interesse de investidores e
pesquisadores (YAMAGUCHI et al.,, 2015). Essa tendéncia se deve
principalmente a elevada capacidade antioxidante do acai, resultante de seu
teor elevado de antocianinas e tocoferois (BICHARA; ROGEZ, 2011).

No acai, os polifendis sado os principais constituintes quimicos,
destacando-se especialmente as antocianinas e os flavonoides (PACHECO-
PALENCIA et al., 2009). A presenca desses polifendis no agai justifica sua
classificagdo como um alimento funcional, conhecido por auxiliar na prevengao
de diversas doencas degenerativas (PACHECO-PALENCIA; TALCOTT, 2010;
YUYAMA et al., 2011).

O consumo da polpa do acai era uma parte significativa da dieta dos
povos da Amazbénia (OLIVEIRA; SCHWARTZ, 2018). No entanto,

recentemente, a palmeira do agai tem atraido interesse econémico e cientifico
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devido a presenca de diversos compostos bioativos no pericarpo do fruto. As
sementes do acai sdo o principal subproduto apds a extragdo da polpa e
demonstram potencial para uso na produgao de etanol (PEREIRA et al., 2021).

Em 2021, a producdo brasileira de acai ultrapassou 1 milhdo de
toneladas (BRASIL, 2021). O agai amazbnico é obtido de uma palmeira nativa
da regido, com 92,1% de sua extragdo concentrada nos estados da Regido
Norte. Em 2019, a produgédo atingiu a marca de 1,6 milhdes de toneladas
(CONAB, 2019).

Esse aumento da demanda esta sendo suprido por novas plantagdes
comerciais e produtores familiares independentes ao longo do estuario do rio
Amazonas. Acredita-se que essa fruta se torne uma significativa fonte de renda

para pequenos e grandes produtores.

2.6 Embriogénese somatica no género Euterpe

Ao longo das ultimas décadas, a embriogénese somatica (ES) foi
aprimorada com o objetivo de permitir a rapida multiplicagcdo de diversas
espécies vegetais. Essa técnica ndo se limitou apenas a pesquisa, mas
também ganhou relevancia no &ambito industrial. Nesse contexto, a ES
desponta como uma das técnicas mais promissoras na cultura de tecidos
vegetais, consistindo em um conjunto de etapas nas quais células somaticas se
diferenciam em embrides (PINTO et al., 2011).

A ES é aplicada de varias maneiras, atuando como modelo em estudos
de desenvolvimento embriogénico, contribuindo na formacdo de bancos de
germoplasma por meio da criopreservagao, permitindo a propagacao clonal em
larga escala e desempenhando um papel significativo na transformagao
genética (VON ARNOLD et al., 2002).

A utilizagdo da ES é altamente apropriada para a investigacdo do
mecanismo de diferenciacdo em plantas e a expressdo da totipoténcia das
células vegetais. Ele abrange abordagens diferenciais que analisam a
competéncia celular, ou seja, a capacidade de reprogramacgao de uma célula
em resposta a sinais especificos, por meio de processos de desdiferenciagéo e

rediferenciacao (Féher et al., 2003).
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A familia das palmeiras (Arecaceae), € uma das maiores no mundo,
reconhecida por sua forma e aparéncia, € uma das marcas distintivas da flora
tropical. As palmeiras sédo divididas em seis subfamilias, compreendendo 200
géneros e cerca de 1500 espécies. O género Euterpe é composto por
aproximadamente 28 espécies, sendo que as trés mais frequentes sao E.
oleraceae, E. edulis e E. precatoria, somente trés estdo sob investigagdo para
o desenvolvimento de protocolos de embriogénese somatica (GALOTTA,;
BOAVENTURA, 2005).

No estudo inicial envolvendo E. oleracea, foi constatada a expressao de
um modelo de embriogénese somatica direto, repetitivo e assincrénico em
embrides zigoéticos maduros cultivados em meio MS, os embrides somaticos
foram suplementados com 339,36 yM de 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e
transferidos para meio MS contendo 0,537 uM de acido 1-naftalenoacético
(ANA) e 12,30 pM de 2-isopenteniladenina (2-iP). Apds 210 dias da
transferéncia das culturas para um terceiro meio, ocorreu a conversdo desses
embrides em plantulas. (LEDO et al., 2002).

Em estudos realizados foram obtidos calos embriogénicos a partir de
embrides zigbticos imaturos de E. oleracea. Esses embrides de E. oleracea
foram cultivados em meio MS modificado, contendo 2,4-D e picloram (acido 4-
amino-3,5,6-tricloropicolinico) (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012). A
concentragdo o6tima de picloram para induzir uma alta frequéncia de calos
embriogénicos (72%) foi de 225 pM. Os calos embriogénicos foram
subcultivados em um meio de diferenciacdo e maturacdo que consistia em
meio MS modificado com 2-iP e ANA, realizando subculturas a cada quatro
semanas. Posteriormente, os embrides somaticos foram transformados em
plantas utilizando meio MS/2. Os embrides somaticos apresentaram
assincronia, e estudos ontogenéticos confirmaram que as primeiras divisdes
celulares ocorrem nas regides epidérmicas e subepidérmicas dos embrides
zigoticos (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012).

Em E. precatoria, foram utilizados embrides zigéticos maduros como
fonte de explantes, cultivados em meio MS ou Eeuwens (Y3) suplementado
com 2,4-D ou picloram em diferentes concentracdes (0, 6,79, 13,57, 20,36,
27,15 uM) (FERREIRA et al., 2022). Segundo estes autores, para a fase de

multiplicagao, foram utilizados 4,14 uM de 2,4-D ou picloram, combinados com
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2,46 uM de 2-iP. Na histodiferenciacdo e maturacido dos embrides somaticos,
utilizou-se meio Y3 com meia forca, ou acrescido de 0,54 yM de ANA e 12,3
MM de 2-iP. Os resultados mais significativos foram alcangados utilizando o
meio de cultura Y3 com a adigdo de 13,57 e 20,36 uyM de picloram. Foram
encontrados varios tipos de calos embriogénicos, bem como embrides
somaticos com estruturas semelhantes ao suspensor, sugerindo uma origem
unicelular, além de embriogénese secundaria identificada.

A espécie E. edulis teve seu primeiro protocolo de embriogénese
somatica estabelecido por Guerra e Handro (1988), utilizando um método direto
que envolveu altas concentragdes de 2,4-D (50-100 mg L") para observar a
expressao. Os tecidos com aglomerados de embrides foram transferidos para
meios contendo 2-iP (5 mg L") e ANA (0,5 mg L") ou sem reguladores de
crescimento, resultando em desenvolvimento embrionario em plantulas.

Em um estudo recente, Oliveira et al. (2022) estabeleceram um novo
protocolo de embriogénese somatica para E. edulis, onde empregaram
embrides zigdticos como explantes e avaliaram os efeitos de diferentes
concentragbes dos indutores 2,4-D e picloram (25; 50; 75; 100; 125; 150; 175;
200; 225; 250; 275; 300 uM). Durante a etapa de maturagdo, foram utilizados
2-iP (12,3 uM), ANA (0,6 puM), polivinilpirrolidona (PVP) (1 g L™) e/ou carvao
ativo (3 g L™).

Estes resultados evidenciam o potencial da embriogénese somatica para
estabelecer programas de conservagcdo e melhoramento, uma vez que
alcangcaram a conversdao completa em plantulas. No entanto, € importante

desenvolver protocolos mais concisos e eficientes.
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Objetivou-se com esse trabalho criar métodos de esterilizagdo de placas de
Petri de polietileno e meio de cultura com diferentes indutores auxinicos, tendo
como objetivo melhoramento de palmeiras utilizando embrides zigoticos

Euterpe edulis, Euterpe edulis ecotipo Santa Marta e Euterpe oleracea.

3.2 Objetivos especificos

i) Investigar diferentes concentragbes de hipoclorito de sédio e
dicloroisocianurato de sodio e tempo de exposi¢cao, na descontaminagédo de

placas de polietileno;

i) Analisar diferentes tempos de exposicdo de placas de polietileno a luz

ultravioleta;

iii) Analisar a embriogénese somatica das palmeiras Euterpe edulis, Euterpe
edulis ecotipo Santa Marta e Euterpe oleracea em indutores auxinicos

autocalvados e filtrados.
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4, MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais LCTV, do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharia, da Universidade
Federal do Espirito Santo (CCAE-UFES). Foram utilizadas placas de Petri de
polietileno 90 x 15 mm (Global Trade Technology, Brasil®) descartadas de

experimentos anteriores.

Experimento 1 e 2: Diferentes tempos de exposi¢cdo a hipoclorito de sodio e luz

ultravioleta na descontaminagéo de placas de Petri de polietileno.

As placas de Petri descartaveis foram lavadas com agua corrente e
detergente neutro, e imersas em hipoclorito de sodio 2,5% (NaOCl) (Qboa®) por
diferentes tempos (0; 6; 12; 24 h), seguidos de triplice lavagem em agua
destilada (Figura 1). As placas de Petri descartaveis foram transferidas para a
camara de fluxo laminar com duas lampadas de irradiag&o ultravioleta 30W em

diferentes tempos de exposigao (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 h).

(a)NaOCl (9) Experimento |
ou (c) UV NaOClI (h)  x uv (hy
C,CI,N,NaO 0 0,5
6 1,0
— = 12 1,5
= 24 2,0
(d) Experimento Il
K, NaOCI(h) x UV (hy
T b4 24 4,0
6,0
10,0
T = | = Experimento I
( l C.CL,N,NaO, (h) x UV (h)”
=== (f) 0 6,0
| 5 = / Contaminag&o\ 24 12’0
=== ; 18,0
= _ 24,0
Agua \ / 36,0
destilada
3x

Figura 1. llustragcdo do desenvolvimento metodoldgico para a desinfestacao de

placas de Petri e meio de cultivo em diferentes tempos de exposicdo a
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hipoclorito de sédio 2,5% (NaOCI), dicloroisocianurato de sédio 0,42%
(CsClI:NsNaOs) e luz ultravioleta (UV). Legenda: ‘Duas lampadas UV e NaOCl e
“Quatro lampadas UV e C;CI:N;NaOs.

Apés o primeiro experimento, as placas de Petri descartaveis
desprovidas de contaminagao foram lavadas com agua corrente e detergente
neutro, e imersas em hipoclorito de sddio 2,5% (NaOCI) (Qboa®) por 24 h,
seguidos de triplice lavagem em agua destilada e autoclavada. As placas de
Petri descartaveis foram transferidas para a camara de fluxo laminar com duas
lampadas de irradiagao ultravioleta 30W em diferentes tempos de exposigao (4,
6, 10 h).

Experimento 3: Diferentes tempos de exposi¢do dicloroisocianurato de soédio

aliado a luz ultravioleta na descontaminagéo de placas de Petri descartaveis.

As placas de Petri foram lavadas com agua corrente e detergente
neutro, e imersas em dicloroisocianurato de sodio 0,42% (Hidroazul®) em
tempos de 0 e 24 h, seguidos de triplice lavagem em agua destilada e
autoclavada. As placas de Petri descartaveis foram transferidas para a camara
de fluxo laminar com quatro lampadas de irradiagao ultravioleta 30W em
diferentes tempos de exposigao (6, 12, 18, 24, 36 h).

Em todos os experimentos, nas placas de Petri descartaveis apos
tratamento de esterilizagdo foram vertidos 20 mL de meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) (Sigma®), suplementado com 1 g L™
polivinilpirrolidona (Synth®), 30 g L' de sacarose (Dindmica®), 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 hidroxido de potassio (KOH) (Alphatec®) e/ou acido cloridrico
(HCI) (Vetec®) a 1,0 N, antes da autoclavagem (Luferco®). As placas de Petri
descartaveis foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 27 *
2 °C, fotoperiodo de 8/16 horas, 30 pmol m? s™, por 21 dias.

Apos 21 dias, determinou-se os melhores tratamentos de cada
experimento analisando a porcentagem de contaminacgao e, em seguida foram
introduzidos os embrides zigdticos para avaliagdo da viabilidade do meio de

cultura nas placas de Petri descartaveis esterilizadas.
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Experimento 4: Placas de Petri com meio autoclavado e néo autoclavado

expostas a luz UV em diferentes alturas.

As placas de Petri de polietileno descartaveis foram reutilizadas, na qual
foram lavadas com agua corrente e detergente neutro, e na sequéncia imersas
em dicloroisocianurato de sodio 1% (Hidroazul®) por 24 h, seguidos de triplice
lavagem em agua destilada e autoclavada. Uma determinada quantidade de
placas de Petri foram transferidas para a camara de fluxo laminar, contendo
meio de cultura sem autoclavar que foram expostas a quatro lampadas de
irradiacao ultravioleta 30W, em diferentes alturas (10, 30 e 50 cm), por 6h. Este
procedimento, repetiu-se, em outra quantidade de placas de Petri, entretanto,
com a exposicao das placas de Petri a luz UV vazias e depois receberam meio

de cultura autoclavado.

Experimento 5: Diferentes tempos de exposicdo a exposicdo a luz ultravioleta

na descontaminacédo de placas de Petri descartaveis e meio de cultura.

As placas de Petri foram lavadas com agua corrente e detergente
neutro, e imersas em dicloroisocianurato de sodio 1% (Hidroazul®) por 24 h,
seguidos de ftriplice lavagem em agua destilada e autoclavada. As placas de
Petri descartaveis foram transferidas para a camara de fluxo laminar com
quatro lampadas de irradiagao ultravioleta 30W em diferentes tempos de
exposi¢cao a radiagao UV (0, 1, 2, 3, 4, 5 h), com meio de cultura MS sem

autoclavagem.

Experimento 6: Embriogénese somatica das palmeiras agai, jugara e Santa
Marta em meio de cultura suplementado com picloram e triclopir filtrado e

autoclavado.

Para a validacdo metodologica de descontaminagdo com o uso de
agentes desinfestantes liquidos e fisicos, foi selecionado o melhor tratamento
do experimento 5. Portanto, as placas de Petri foram lavadas com &gua
corrente e detergente neutro, e imersas em dicloroisocianurato de sédio 1%
(Hidroazul®) por 24 h, seguidos de triplice lavagem em agua destilada e
autoclavada. As placas de Petri descartaveis foram transferidas para a camara
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de fluxo laminar com quatro lampadas de irradiacdo ultravioleta 30W em
diferentes tempos de exposi¢ao a radiacdo UV por 3 h, com meio de cultura
que consiste em sais MS suplementados com 0,1 g L™ de mio-inositol, 1 g L™
de PVP e 30 g L de sacarose. O pH foi ajustado para 5,7+0,1 antes da adig&o
de agar (5,5 g L™"). No meio foi suplementado com picloram (4-amino-3,5,6-
tricloro-2-piridinacarboxilico - Sigma®) fitrado ou autoclavado, em
concentracbes de 150 uyM (MELLO et al.,, 2023). E meio MS sais MS
suplementados com 0,1 g L' de mio-inositol, 1 g L™ de PVP e 30 g L' de
sacarose com o pH ajustado para 5,7+0,1 antes da adigédo de agar (5,5 g L™),
contendo triclopir filtrados ou autoclavados utilizando triclopir (acido 3,5,6-
tricloro-2-piridiniloxiacético — Sigma®) na concentragdo de 100 uM (MELLO,
2022).

Os embrides zigdticos foram extraidos das sementes imaturas de E.
edulis, E. edulis ecotipo Santa Marta e E. oleracea e dispostos sobre o meio de
cultura. O experimento foi mantido em sala de crescimento a 27 + 2 °C no
escuro, por 90 dias. E analisados: oxidagao (%), calejamento (%), numero de

calo embriogénico, numero de clusters, numero de embrides.

Potencialidade celular

Porcdes de 50 mg de calo fresco de cada tratamento foram macerados
com auxilio de bastdo de vidro e adicionado trés gotas de corante Azul de
Evans 0,1%, o qual permaneceu em reagao por cinco minutos. Apos esse
periodo, foi retirado o excesso de corante e adicionado trés gotas de corante
Carmim-acético 2%, o qual permaneceu em reacado pelo mesmo tempo do
anterior. Por fim, o excesso de corante foi retirado, e foi adicionado cinco gotas
de glicerina e homogeneizado. A amostra foi distribuida sob a superficie da

ldmina e analisada em microscopia de luz (DURZAN, 1988).

Analises
Foram feitas analises e as variaveis analisadas foram numero de
clusters, numero de embrides, numero de calos embriogénicos, porcentagem

de calos embriogénicos. O delineamento utilizado foi o inteiramente
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casualizado, os dados foram submetidos ao ANOVA e submetidos ao teste de
média.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1 e 2: Diferentes tempos de exposi¢cédo a hipoclorito de sédio e luz
ultravioleta na descontaminacgéo de placas de Petri de polietileno.

A interacdo entre os fatores tempo de exposi¢cdo ao NaOCI (h) e UV (h)
foram significativos para a variavel contaminagao (%), obtendo-se uma relagéo
positiva, pois a medida que aumenta os tempos de exposi¢ao de NaOCl e UV,
diminui a porcentagem de contaminagdao. O ponto minimo observado de

contaminagao foi de 27,5% no tratamento com 24 h de NaOCI, seguido de 1,5
h de UV (Figura 2).

Quanto a eficacia do NaOCI| nessa pesquisa os resultados sé&o

semelhantes aos obtidos por Freire et al. (2017), onde a eficacia do NaOCI a
2,5% na descontaminagdo de cones de guta-percha (sdo materiais utilizados
na odontologia endoddntica, especificamente em tratamentos de canal),
contaminados com Enterococcus faecalis foi comprovada em apenas 15
segundos de exposicdo. Em contraste, os outros compostos utilizados na

pesquisa mostraram eficacia em tempos maiores de exposi¢gao ou nao foram
eficazes.

Z=101.88-0.98X+0.045X%-36.54 Y+1438'Y>-1 29°XY 22

Contaminagio (%)

12 14 16
NaClO (h)

Figura 2. Superficie de resposta da porcentagem de contaminagcédo de meio de

cultura MS, em placas de Petri de polietileno reutilizada apds tratamentos com
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a combinacgao entre NaOCI (0; 6; 12; 24 h) e UV (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 h). *p < 0.01.

Pontos em azul: dados observados.

As placas imersas em hipoclorito de sédio 2,5% (NaOCI) (Qboa®) por 24
h e que receberam irradiagéo ultravioleta 30W em tempos de exposic¢ao (4, 6,
10 h) apresentaram diferencas estatisticas. Sob irradiacdo de duas lampadas
UV o tempo de exposicao de 6h e 10h foram os que apresentaram as menores
contaminagdes (Figura 3). Portanto, recomenda-se o uso de luz UV (6 h), pela

economicidade de energia.

Resultados semelhantes foram obtidos por Mori et al. (2007), onde foi
demonstrado que a descontaminagdo utilizando luz UV é eficaz. Eles
constataram que a irradiagdo com um UVA-LED 365 nm por aproximadamente
30 minutos € capaz de esterilizar quase completamente, tanto bactérias
patogénicas quanto ndo patogénicas. E dificil esterilizar instantaneamente com
ldmpadas UV. Um esterilizador UVA-LED conseguiu eliminar totalmente as
bactérias apds certo periodo de exposicdo. Esse sistema de esterilizagédo
utilizando UVA-LED mostrou-se capaz de inativar diversas bactérias, incluindo
Escherichia coli DH5a, Enteropathogenic E. coli, Vibrio parahaemolyticus,
Staphylococcus aureus e Salmonella enterica serovar Enteritidis.

O resultado da exposigcéo de placas de polietileno a 2,5% de NaOCI,
seguida da exposigao a luz UV, apresentou uma eficacia significativa na
descontaminacdo das placas. O tratamento inicial com NaOCI, que € uma
solugdo de hipoclorito de sédio, € amplamente conhecido por suas
propriedades desinfetantes e ¢é frequentemente utilizado para eliminar
bactérias, virus e outros patdogenos. A concentracdo de 2,5% de NaOCI
utilizada foi eficaz na inativagdo dos microrganismos presentes na superficie
das placas de polietileno. O tempo de exposicdo recomendado de 24 horas
garantiu que houvesse descontaminagao por microrganismos.

Em seguida, a exposigdo a luz UV foi realizada para complementar o
processo de descontaminacdo. A luz ultravioleta, especialmente na faixa de
comprimento de onda germicida 254 nm, tem a capacidade de danificar o

material genético dos microrganismos, tornando-os incapazes de se reproduzir.
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A exposicdo de 6 horas a luz UV apds o tratamento com NaOCI
demonstrou ser um periodo adequado para garantir a inativagdo adicional dos
microrganismos remanescentes. Essa combinacdo de tratamentos ofereceu
uma abordagem abrangente para descontaminar efetivamente as placas de
polietileno, reduzindo significativamente o risco de contaminagdo cruzada e
assegurando um ambiente seguro para o0 manuseio e utilizagdo posterior das
placas.

Portanto, a exposicao das placas de polietileno a 2,5% de NaOCI,
seguida pela luz UV com o tempo recomendado de 24 horas de exposigdo ao
NaOCI e 6 horas de exposicado a luz ultravioleta, resultou em um processo de
desinfecgao eficaz e confiavel (Figura 3).
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Figura 3. Porcentagem de contaminagé&o de meio de cultura MS, em placas de
Petri de polietileno reutilizadas e desinfestadas com o uso de NaOCI (24 h),

expostas a diferentes tempos de luz UV (4, 6, 10 h).

Experimento 3: Diferentes tempos de exposi¢do dicloroisocianurato de sodio
(NaDCC) aliado a luz ultravioleta na descontaminagdo de placas de Petri

descartaveis.

As menores contaminagdes foram observadas com o uso do
dicloroisocianurato de sédio (NaDCC, 1%) por 24 h, independente das horas de
exposicao das placas de Petri de polietileno a luz ultravioleta (UV) (Figura 4).

Estudo realizado por Proto et al. (2016), investigou a viabilidade de

utilizar pastilhas sélidas de NaDCC para avaliar sua eficacia na fase gasosa,
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acompanhando a liberacao de cloro por hidrdlise. Os resultados evidenciam de
forma clara que, na presenc¢a do NaDCC, ocorreu uma completa inativacdo de
bactérias e fungos ao longo de quatro semanas. Durante esse periodo de
observagao, a concentragao de cloro manteve-se constante em 2,0 g dm™, o
que indica que essa abordagem pode ser considerada uma solugao eficaz e de
longa duragao para a inativagdo de microrganismos. A atividade antimicrobiana
do NaDCC hidrolisado foi avaliada contra bactérias e fungos, resultando na
inibicao da proliferagdo desses microrganismos por até quatro semanas.

Foi desenvolvida também uma pesquisa por Urtiga et al. (2019)
envolvendo uma otimizacdo para um método de esterilizacdo de meio MS que
pode substituir a autoclavagem, utilizando baixas concentragdes de
isocianurato de soédio (ISO) como esterilizador. O isocianurato de sodio foi
empregado na forma de dicloro (dicloroisocianurato de sédio) com
concentragdes variando de 0,04 a 0,005 g L' no meio de cultura. As taxas de
contaminagéo para as concentragdes de 0,04 g L, 0,02 g L" e 0,01 g L™
permaneceram abaixo de 5%. Em resumo, a esterilizacdo de meio utilizando
baixas concentragdes de ISO se mostrou uma alternativa viavel e vantajosa em
relagdo a autoclavagem tradicional, proporcionando resultados satisfatorios na
esterilizacdo eficiente de meios de cultura para o cultivo de Dianthus
caryophyllus e, potencialmente, para outras espécies vegetais.

Os resultados demonstraram que a esterilizacdo com ISO superou a
autoclavagem em diversos aspectos, tais como o tempo necessario para o
processo, os recursos utilizados e a capacidade de esterilizagao alcangada. A
utilizacao de baixas concentragdes de ISO mostrou-se eficaz para eliminar a
contaminagao microbiana, tornando o meio de cultura estéril e adequado para
o cultivo de Dianthus caryophyllus.

Essa otimizagdo oferece vantagens significativas, tornando o processo
de esterilizagdo mais eficiente, econdmico e acessivel em comparagao com a
autoclavagem convencional. Além disso, a utilizagdo de 1SO como esterilizador
de meio pode ser aplicada em diferentes tipos de meios de cultura, abrindo
possibilidades para a esterilizacdo de meios especificos para outras espécies

vegetais.
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Figura 4. Contaminacao (%) apos tratamentos com dicloroisocianurato de
sodio (DS: 0; 24 h) e luz ultravioleta (UV: 6, 12, 18, 24, 36 h).

'Médias seguidas pela mesma letra nas barras dentro de cada variavel, entre os diferentes

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

Na comparagao entre a presenga e auséncia do dicloroisocianurato de
sédio, verifica-se a necessidade do uso deste produto e, na sequéncia a
exposic¢ao a luz UV no menor tempo (6 h), ja foi suficiente na descontaminacgao
das placas de Petri (Tabela 1).

O resultado obtido com essa abordagem mostrou-se promissor,
demonstrando que a combinagcdo de DS e luz ultravioleta é efetiva na
eliminagdo microrganismos. O NaDCC atua como um agente desinfetante,
liberando cloro quando dissolvido em agua e inativando os microrganismos
presentes.

No estudo conduzido por Salomao et al. (2011), foi avaliada a eficacia do
sanitizante clorado organico NaDCC em relacdo a esporos de Penicillium
expansum, Byssochlamys fulva e Alicyclobacillus acidoterrestris, tanto na
superficie de magas como em solucdo aquosa. Os resultados demonstraram
que os tratamentos com NaDCC foram eficazes na reducéo dos esporos de P.
expansum presentes na superficie das macas, em relagcdo aos microrganismos
testados.

O NaDCC mostrou-se como uma alternativa promissora ao hipoclorito,

pois foi capaz de reduzir de forma efetiva as populagbes de P. expansum. No
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entanto, nenhum dos sanitizantes testados nos estudos foi eficaz contra os
esporos de A. acidoterrestris e B. fulva.

Esses resultados sugerem que € necessario utilizar outras formas de
descontaminagdo, como a luz UV, para complementar o processo de
sanitizagédo e garantir a eliminagdo desses esporos resistentes aos sanitizantes
utilizados no estudo. Dessa forma, o uso combinado de NaDCC e luz UV
mostrou ser uma abordagem mais abrangente para a desinfestacao,
abordando diferentes tipos de microrganismos de forma mais completa.

Quando expostos a luz ultravioleta, os microrganismos foram
submetidos a danos no DNA, o que impediu sua replicagdo e tornou-os
incapazes de causar infecgbes ou contaminagdes. A combinagao desses dois
meétodos de esterilizagdo tem a vantagem de ser mais abrangente na
eliminacao de diferentes tipos de microrganismos e pode ser especialmente util
para alvos resistentes a outros métodos de desinfestacao.

Os resultados de estudos mostram que a esterilizagdo com NaDCC e luz
ultravioleta pode ser aplicada em placas de polietileno. Em concluséo, os
resultados obtidos com a esterilizacao utilizando NaDCC e luz ultravioleta séo
encorajadores, demonstrando ser uma abordagem promissora para a
desinfestacdo eficaz de ambientes e superficies. A combinagdo desses
métodos oferece uma opgao versatil e segura para eliminar uma variedade de
microrganismos patogénicos, tornando-se uma alternativa valiosa para
aplicacdes de esterilizacdo em diversas areas tanto da pesquisa como da

saude e industria.

Tabela 1. Contaminagdo (%) apds tratamentos com dicloroisocianurato de
sodio (NaDCC: 0; 24 h) e luz ultravioleta (UV: 6, 12, 18, 24, 36 h)

UV (h)
NaDCC (h) 6 12 18 24 36
0 68,75 18,75 18,75 12,50° 18,75
24 3,125 3,125 6,25 6,25 0,00

"Significativo (p<0,05)

Experimento 4: Placas de Petri com meio autoclavado e n&o autoclavado

expostas a luz UV em diferentes alturas.
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Placas de Petri de polietileno reutilizaveis desinfestadas em
dicloroisocianurato de sodio (1%) por 24 h e, a exposigdo destas placas com
meio MS autoclavado e ndo autoclavado a altura de 10 cm da luz UV por 6 h,
resultou em auséncia de contaminacgdes (Figura 5). Entretanto, a praticidade de
apoiar as placas de Petri na base do fluxo laminar (50 cm), sem necessitar da
elevacgao das placas de Petri mais proximo da luz UV (10 cm) e, pela baixa taxa
de contaminacao (5%), recomenda-se a altura de 50 cm (Figura 5). Portanto, é
validado este protocolo de esterilizacdo do meio de cultura e placas de Petri, ja
gue as contaminagdes foram nulas ou muito baixas.

Ao expor as placas de Petri e 0 meio de cultura ndo autoclavado a luz
UV em diferentes alturas, foi possivel avaliar o efeito da radiagao ultravioleta na
esterilizacdo e na viabilidade do meio MS e das placas de Petri. A luz UV é
conhecida por sua capacidade de inativar microrganismos, e com a exposigao
foi possivel ser usada como uma forma de descontaminagdo do meio e das
placas nao autoclavado.

O resultado deste estudo revelou que a porcentagem de esterilizagao é
a principal diferenga entre o meio MS autoclavado e ndo autoclavado. O meio
MS autoclavado passou por um processo de autoclavagem a alta temperatura
e pressao, o que resultou na completa eliminagdo de qualquer contaminagao
microbiana, assegurando que o meio estivesse estéril antes de ser utilizado.
Em contraste, o meio MS n&o autoclavado ndo foi submetido a esse processo
de esterilizacao, contudo, foi esterilizado com irradiacédo UV e mostrou ser uma
abordagem alternativa para a esterilizacao desse meio de cultura utilizado em
pesquisas de cultura de tecidos vegetais e células vegetais. Em vez de utilizar
o tradicional processo de autoclavagem, que envolve alta temperatura e
pressao para eliminar a contaminacdo microbiana, a irradiacdo UV ¢é
empregada para alcancgar a esterilizagao.

Ao utilizar a irradiacdo UV como método de esterilizagdo, € possivel
evitar os riscos associados ao calor e pressao elevados do processo de
autoclavagem, que podem danificar substancias termosensiveis presentes no
meio. Além disso, a irradiagdo UV pode ser uma opgao preferivel quando a
autoclavagem nao é viavel ou nado € recomendada para determinadas

formulagdes de meio MS ou aplicacdes especificas.
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Figura 5. Contaminacédo (%) apds exposigdo de placas de Petri com meio

autoclavado e nao autoclavado a luz UV em diferentes alturas.

Experimento 5: Diferentes tempos de exposi¢cao a exposicdo a luz ultravioleta

na descontaminagéo de placas de Pelri descartaveis e meio de cultura.

Os tempos de UV nédo foram significativos, entretanto, em valores
médios o tempo de 3 h na luz UV nao possibilitou contaminagao das placas de
Petri e meio de cultura MS (Figura 6).
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Figura 6. Contaminacao (%) de placas de Petri e meio de cultura MS apods

diferentes tempos de exposicéo a luz UV.

Um indicio de que a contaminagao dos experimentos de esterilizacao de

placas de Petri de polietileno foi de microrganismos presentes na placa, e nao
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do meio de cultura, € o surgimento da contaminagdo na borda da placa (Figura
7a). Os principais fungos identificados nas contaminagdes foram Aspergillus
spp. e Penicillium spp. (Figura 7b, c).

Utilizando um dispositivo que emite radiagdo UV-C, foram coletadas
culturas de bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 6538),
uma bactéria Gram-negativa (Escherichia coli ATCC 8739) e um fungo
leveduriforme (Candida albicans ATCC 10231). Os in6culos iniciais dos micro-
organismos foram obtidos e cultivados em placas de Petri, em seguida,
transferidos para tubos de ensaio estéreis contendo 10 mL de solug&o salina a
0,95% (ROCHA, 2021). Apés a inoculagéo, todas as placas foram abertas e
expostas a radiacdo UV-C gerada pelo dispositivo, sendo avaliados em
diferentes tempos de exposicdo. O dispositivo desenvolvido neste estudo
demonstrou eficacia na redugdo das populagdes microbianas de todos os
micro-organismos testados (C. albicans, E. coli e S. aureus). O tempo
necessario para a desinfecgéao de todo meio utilizando o dispositivo foi inferior a
20 minutos, quando posicionado a uma distancia de 1 metro e com incidéncia
perpendicular dos raios.

No presente trabalho, os resultados obtidos a partir dos experimentos de
esterilizacado utilizando luz ultravioleta (UV) apresentaram achados relevantes.
Os diferentes tempos de exposicdo a luz UV nao mostraram significancia
estatistica em relacdo a contaminacao, observou-se que, em valores médios, o
tempo de trés horas de exposicao a luz UV foi suficiente para evitar a
contaminagao das placas de Petri e do meio de cultura MS (Figura 6).

Uma observacao importante nos resultados foi o surgimento de
contaminagao na borda das placas de Petri de polietileno (Figura 7a), indicando
que a origem dessa contaminagdo provavelmente foi de microrganismos
presentes na proépria superficie das placas e ndao do meio de cultura utilizado.
Esse indicio sugere que a utilizacdo do meio de cultura MS nao foi a fonte de
contaminagdo nos experimentos, mas sim a presenca de microrganismos na
superficie das placas de Petri de polietileno.

Os principais fungos identificados nas contaminag¢des foram Aspergillus
spp. e Penicillium spp. (Figura 7b, c), 0 que é relevante para a compreensao

dos tipos de microrganismos que podem ser encontrados em experimentos
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envolvendo placas de Petri de polietileno e como esses fungos podem interferir
nos resultados.

Esses resultados sugerem que, para evitar contaminagdes em
experimentos com placas de Petri de polietileno e meio de cultura MS, é crucial
garantir a limpeza e a desinfestacdo adequada das placas antes do uso, como
realizados nos experimentos 1, 2 e 3. Além disso, a utilizacdo de medidas
preventivas, como a manutencédo de condi¢cdes assépticas durante o manuseio
das placas e a utilizagdo de técnicas adequadas de esterilizacdo, pode ser
essencial para minimizar o risco de contaminagbes por microrganismos
presentes na superficie das placas.

Em conclusao, os resultados dos experimentos de esterilizagdo com luz
ultravioleta e a identificagdo dos principais fungos presentes nas
contaminagdes proporcionaram informagdes valiosas para a melhoria dos
procedimentos de esterilizacdo e prevencdo de contaminacdes em
experimentos utilizando placas de Petri de polietiieno e meio de cultura MS.
Esses achados contribuem para aprimorar a qualidade e confiabilidade dos
resultados em pesquisas que envolvem o cultivo de microrganismos em

laboratorios.
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Figura 7. Contaminagdo por fungos e bactérias dos experimentos de

esterilizacdo de placas de Petri de polietileno, com destaque de onde surgiu a
contaminagdo (asterisco vermelho) (a). Fungos identificados nas
contaminagdes: Aspergillus spp. (b) e Penicillium spp. (c). Barra: 1 cm.

Experimento 6: Embriogénese somatica das palmeiras agai, jugara e Santa
Marta em meio de cultura suplementado com picloram e triclopir filtrado e
autoclavado.

A embriogénese somatica no ecétipo Santa Marta (E. edulis) € a
primeira vez que € estudada (Tabela 2). A variavel numero de calos
embriogénicos foi a Unica que apresentou diferenca significativa entre todos os
tratamentos (Tabela 2). A maior quantidade de embrides por calo foi observada
nas palmeiras jucara e Santa Marta (4,3 e 5 embrides, respectivamente),
pertencentes a espécie E. edulis, quando em meio suplementado com picloram

filtrado (Tabela 2). As auxinas filtradas ndo estdo sujeitas a perda de

38



estabilidade quimica, a exemplo, do processo de autoclavagem devido a altas
temperaturas. Oliveira et al. (2022) também obtiveram sucesso na
embriogénese somatica com a palmeira jugara, em meio de indugdo com
picloram (300 uM) autoclavado. Assim como Mello (2022), no entando, usando
o picloram filtrado e em uma concentracdo menor (150 pM). Isto
provavelmente, sugere, que o picloram autoclavado degrade com a
autoclavagem e necessite de uma concentragdo maior para obter resposta,
comparado com a concentragado necessaria quando filtrado.

No E. oleracea a maior porcentagem de calejamento ocorreu com PIC
filtrado 96,66%, enquanto a menor porcentagem de calejamento ocorreu com
PIC autoclavado 88,33%. Ja no E. edulis a maior porcentagem de calejamento
ocorreu com PIC filtrado e autoclavado 100,00%, enquanto a menor
porcentagem de calejamento ocorreu com Triclopi autoclavado 91,66%. E.
edulis ecotipo Santa Marta obteve a maior porcentagem de calejamento
ocorreu com PIC filtrado 88,33%, enquanto a menor porcentagem de
calejamento ocorreu com Triclopi autoclavado 13,33%. (Tabela 2).

O calejamento, ou formacédo de calos, € um processo importante no
cultivo de tecidos vegetais in vitro, sendo um estagio inicial fundamental para a
regeneragao de plantas a partir de explantes. De acordo com as informagdes
obtidas por meio desse estudo, a porcentagem de calejamento foi maior em
meio contendo picloram e triclopir filtrado do que em meio contendo picloram e
triclopir autoclavado.

E importante destacar que a influéncia da irradiagcdo UV na composicdo
quimica do meio MS nao pode ser determinada com toda certeza. No entanto,
quando esse meétodo é aplicado com cuidado e de acordo com as praticas
recomendadas, ndo foram observados danos significativos nos componentes
essenciais do meio, como nutrientes e reguladores de crescimento.

Outro ponto importante, que é valido ressaltar, € que a possibilidade de
degradacédo do composto durante o processo de preparagcdo e armazenamento
do meio de cultura contendo picloram. Portanto, é fundamental garantir a
integridade e a estabilidade do picloram antes de seu uso na cultura de tecidos

vegetais.
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Tabela 2. Porcentagem de oxidagdo, calejamento e numero de calos
embriogénicos, clusters e embrides, na indugcdo da embriogénese somatica das
palmeiras acai, jugara e Santa Marta em meio com as auxinas picloram e

triclopir filtrado e autoclavado

Oxidacao (%)

Picloram Triclopir
Gendtipos Filtrado Autoclavado Filtrado Autoclavado
Acai 13,33 c' NS 11,66 c B 70,00a A 38,33bB
Jucara 8,33 ns NS 6,66 ns B 13,33 ns B 8,33nsC
Santa Marta 16,66 b NS 6500a A 18,33b B 81,66a A
Gendtipos Calejamento (%)
Acai 98,33 ns NS 88,33 ns A 96,66 nsNS  94,99ns A
Jucara 100,00 ns NS 100,00 ns A 96,66 nsNS 91,66 ns A
Santa Marta 88,33a NS 28,33b B 8666a NS 13,33b B
Gendtipos Numero de calos embriogénicos
Acai 0,384aC 0,450 a B 0,034b B 0,034 b B
Jucara 0,967 a A 0,749b A 0,668 b A 0,483 b A
Santa Marta 0,666 a B 0,000b C 0,517 aA 0,000 b B
Gendtipos Numero de clusters
Acai 0,067 nsNS  0,000ns NS 0,000ns NS 0,000 ns NS
Jucara 0,667 nsNS 0,134 nsNS 0,017ns NS 0,000 ns NS
SantaMarta 0,817nsNS 0,000nsNS 0,100 ns NS 0,000 ns NS
Gendtipos Numero de embrides
Acai 2,517nsNS 0,000ns NS 0,000 ns NS 0,000 ns NS
Jucara 4,350ns NS 0,850ns NS 0,067 ns NS 0,000 ns NS
SantaMarta 5,000nsNS 0,000nsNS 0,337 ns NS 0,000 ns NS

'Médias seguidas pela mesma letra mintscula na linha e mailuscula na coluna dentro de cada
variavel, entre os diferentes tratamentos, ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento de
médias de Scott-Knott e Tukey, respectivamente (p<0,05). "“Nao significativo pelo teste Tukey
(p<0,05).

No E. oleracea a menor porcentagem de oxidagdo ocorreu com PIC
autoclavado 13,33% enquanto a maior porcentagem de oxidagdo ocorreu com
Triclopi filtrado 70,00%. Ja no E. edulis a maior porcentagem de oxidagao
ocorreu com meio contendo Triclopir filtrado 13,33%, enquanto a menor
porcentagem de oxidacao ocorreu com PIC autoclavado. E. edulis ecétipo
Santa Marta obteve a maior porcentagem de oxidagdo com Triclopir
autoclavado 81,66% enquanto a menor porcentagem de oxidagéo ocorreu com
PIC filtrado (Tabela 2).

E importante ressaltar que a oxidagéo celular € um fenémeno complexo

e pode ser influenciada por diversos fatores, incluindo a composigdo do meio
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de cultura, as condi¢des de cultivo, a sensibilidade das células e a presenca de
agentes indutores de estresse oxidativo. Portanto, mais estudos seriam
necessarios para entender completamente os mecanismos pelos quais 0 meio
fitrado e o meio autoclavado podem influenciar o niumero de oxidacdo em
embrides zigoticos e como isso pode afetar o desenvolvimento e a qualidade
dos mesmos durante o cultivo in vitro.

O comportamento das espécies E. edulis, E. edulis ecétipo Santa Marta
e E. oleracea sob a aplicacdo das mesmas concentragdes e indutores de
crescimento pode revelar informagdes importantes sobre a influéncia da
genética nesse processo.

Quando submetidas as mesmas concentragées e mesmos indutores de
crescimento, essas espécies apresentaram respostas diferentes em relacéo a
indugdo embriogénica e formacédo de embrides somaticos. A resposta genética
de cada espécie e ecotipo é determinante nesse comportamento, pois
influencia a expressao de genes relacionados ao desenvolvimento embrionario
e a regeneracao de tecidos.

Esse estudo demonstrou que E. edulis ou o ecoétipo Santa Marta de
Euterpe eduis foram mais eficientes na indugdo de embriogénica do que E.
oleracea. Isso pode estar associado a variagbes genéticas entre as plantas,
que influenciam a expressdao de genes importantes para o processo de

diferenciagao celular e formagéao de embrides.

Estudo realizado por Freitas et al. (2016), para E. oleracea a
concentracao de 450 uM de picloram resultou em uma média de 84,7% na
formagdo de calos embriogénicos, enquanto em estudos realizados por
Scherwinski-Pereira et al. (2012) a concentragédo 6tima de picloram foi de 225
MM, com 72% dos explantes em cultivo apresentando formagao de calos
embriogénicos.

Nos estudos realizados por Mello et al. (2023) em E. edulis, foi
observado que a aplicacdo de 150 yM de picloram resultaram em mais centros
embriogénicos (95%), enquanto que, Oliveira et al. (2022) obtiveram maior
eficiéncia na produgédo de embrides com picloram (300 uM), na qual todos os

calos formados a partir de embrides zigoéticos apresentaram caracteristicas
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embriogénicas, com uma regiao central compacta e uma regiao periférica com
células isoladas.

Mello (2022) também testou os efeitos do triclopir (100 uM) o que
resultou no maior numero de embrides se comparado ao picloram. Observando
esses resultados podemos considerar a plasticidade fenotipica de cada
espécie, que também pode ter influenciado o comportamento sob a aplicacéo
dos mesmos indutores de crescimento. A plasticidade fenotipica é a
capacidade de uma planta responder a estimulos ambientais por meio de
mudangas na expressao génica, o que pode levar a respostas distintas mesmo
sob condi¢cdes semelhantes.

As variaveis canénicas explicam cerca de 90% da variabilidade dos
tratamentos (Figura 8). Verifica-se que quando aumenta a oxidagao diminui o
calejamento em funcéo da orientagdo oposta das setas das variaveis formando
praticamente um angulo de 180 ° (Figura 8). As variaveis numero de clusters e
numero de embrides contribuem mais fortemente para explicar a variagéo entre
os tratamentos e, que essas variaveis se correlacionam altamente (Figura 8). E
que ainda, Jugara e Santa Marta apresentam maior numero de embrides e

Santa Marta o maior numero de clusters (Figura 8).
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Figura 8. Andlise de componentes principais das palmeiras (agai, jucara e
Santa Marta) dentro dos tratamentos com auxinas (picloram e triclopir) filtradas

e autoclavadas.

A analise de potencialidade celular possibilitou observar quais espécie e
tratamentos possuiam maiores potenciais embriogénicos. O agai apresentou
menor potencial embriogénico comparado a Jugara e Santa Marta, com areas
maiores de coloracdo azul, e poucas areas avermelhadas em todos os
tratamentos (Figura 9e-h). Enquanto a jucara, foi possivel observar areas
completamente avermelhadas nos tratamentos com auxinas filtradas (Figura
9m, n), com destaque ao tratamento com picloram filtrado, em que o calo ja
possuia embrides somaticos (Figura 9i); e pequenas areas azuis nos
tratamentos com auxinas autoclavadas (Figura 9o, p).

Ja o Santa Marta, foi possivel visualizar a potencialidade celular
somente nos tratamentos com auxinas filtradas, ja que, nos tratamentos com
auxinas autoclavadas nao houve a formacao de calos embriogénicos. No
entanto, nos tratamentos com auxinas filtradas, o tecido possuia intensas areas
com coloragédo avermelhada (Figura 9s, t), comprovando a presenga de tecido
embriogénico, também comprovado pela presenca de embrides somaticos

(Figura 9q, r).

A analise de potencialidade celular € uma ferramenta poderosa para
avaliar a capacidade de diferentes espécies vegetais e tratamentos de
desenvolver embrides somaticos. Nesse contexto, ao analisar os resultados, foi
possivel observar que os tratamentos que utilizaram o picloram filtrado e
submetidos a autoclavagem, apresentaram o0s maiores potenciais
embriogénicos.

A filtragem do picloram pareceu ser um fator relevante na indugao da
embriogénese somatica, possivelmente preservando componentes importantes
do regulador de crescimento, que poderiam ser afetados pela autoclavagem. A
manutencgao da eficacia embriogénica apods a filtragem sugere que o composto
manteve sua integridade bioquimica e capacidade de sinalizagcdo celular
necessaria para a formacao de embrides somaticos. O que explica Oliveira et

al. (2022) ter usado uma concentragcdo mais elevada de picloram (300 uyM -
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autoclavado), sendo esse autoclavado, do que Mello (2022) (150 uM - filtrado)
na inducao de embriogénica em embrides zigoticos de E. edulis.

Por outro lado, os tratamentos que foram submetidos a autoclavagem
podem ter sofrido alguma degradagao do picloram, resultando em uma reducgéao
do potencial embriogénico. A autoclavagem, como processo de esterilizagéo,
envolve altas temperaturas e pressao, o que pode afetar a estabilidade e a

atividade de compostos biologicos, como reguladores de crescimento.
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Figura 9. Calos de E. oleracea induzidos com picloram e triclopir filtrados e

autoclavados (a-d, respectivamente), e suas respectivas potencialidades
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celulares (e-h, respectivamente). Calos de E. edulis induzidos com picloram e
triclopir filtrados e autoclavados (i-l, respectivamente), e suas respectivas
potencialidades celulares (m-p, respectivamente). E calos de E. edulis ecétipo
Santa Marta induzidos com picloram e triclopir filtrados (q, r, respectivamente),
e suas respectivas potencialidades celulares (s, t, respectivamente). Seta

vermelha: embrides somaticos. Barra: 1000 um.

6. CONCLUSAO

Os diferentes comportamentos das espécies podem ter sido devido a
plasticidade fenotipica das espécies, ou seja, a capacidade de um genaétipo ou
semelhantes expressarem diferentes fenotipos em resposta as condicdes
ambientais, e também devido a utilizagdo de protocolos com meio e
reguladores de crescimento autoclavado ou filtrado, dessa forma faz-se
necessario utilizar protocolos diferentes para cada uma das espécies.

E. edulis ou E. edulis ecotipo Santa Marta apresentam maior
responsividade a indugdo de embriogénese somatica em comparagao com E.
oleracea.

A combinagcdo de dicloroisocianurato de soédio (24 horas) e luz
ultravioleta (3 horas) de exposicdo sao ideais para alcangar uma eficaz
eliminagao de microrganismos em placas de Petri descartaveis.

As placas de Petri desinfestadas em dicloroisocianurato de sédio (1%)
por 24 horas, contendo meio autoclavado e ndo autoclavado, onde o meio néo
autoclavado foram expostos a luz UV a uma altura de 10 cm ou 50 cm,
resultaram em auséncia ou baixa taxa de contaminag¢des, sendo indicado,
portanto a distancia de 50 cm, pela baixa contaminagao obtida.

A auséncia da autoclavagem no picloram filtrado parece ter preservado
componentes ou atividades bioquimicas cruciais para a indugcdo de
embriogénese somatica de E. edulis e E. edulis ecétipo Santa Marta.

Com base nesses resultados, o protocolo de esterilizacdo do meio de
cultura e das placas de Petri usando dicloroisocianurato de sodio e luz UV é
validado como eficiente, uma vez que resultou em auséncia ou baixa incidéncia

de contaminagbes. Esse método pode ser adotado em pesquisas e trabalhos
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que envolvam a cultura de microrganismos, garantindo a integridade e a pureza

dos experimentos.
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