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RESUMO

COSTA, Joana Silva. Degradacdo de reservas bioguimicas e hormonais
durante a germinacdo in vitro de sementes imaturas e poliaminas
associadas ou ndo ao picloram naembriogénese somatica de Euterpe edulis
Martius. 2023. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Florestais) — Universidade
Federal do Espirito Santo, Jerdnimo Monteiro, ES. Orientador: Rodrigo Sobreira
Alexandre. Coorientadores: José Carlos Lopes e Tamyris de Mello.

Euterpe edulis Martius conhecida popularmente como jucara, pertence a familia
Arecaceae, é nativa da Floresta Atlantica, e, esté inserida na Lista Brasileira de
Espécies Ameacadas de Extincdo. Essa espécie € monocaule, possui
propagacdo exclusiva por sementes, sementes recalcitrantes e germinacéo
lenta, fatores que conduzem ao risco de extincdo pelas caracteristicas da fonte
de propégulo e colheita do palmito, e, justificam a busca por métodos alternativos
de propagacao. Portanto, o conhecimento sobre as modificacées morfolégicas,
fisioldgicas e bioquimicas que essa espécie sofre ao longo do seu processo de
germinacao € muito importante, bem como a embriogénese somatica que surge
nesse cenario como uma opcao viavel, possibilitando a geracao de inUmeras
plantas a partir de apenas um explante. O capitulo 1 retrata a degradacéo de
reservas de sementes de jucara ao longo da germinacéao (0, 10, 20, 30, 40, 60,
120, 180 dias, apés a germinacdo), em que, foram submetidas andlises
morfofisioldgicas e bioquimicas. Observou-se nesse experimento que, enquanto
a massa seca das sementes reduzia, houve acréscimo nas variaveis
morfolégicas das plantulas. Todas as reservas foram degradadas ao longo do
periodo em andlise, entretanto, as proteinas foram metabolizadas e consumidas
antes dos carboidratos, amidos e lipidios, indicando a importancia da primeira
reserva citada na germinacao e das subsequentes no crescimento das plantulas.
Outras reservas como fibras e lignina estdo intimamente relacionadas a
aquisicao de resisténcia mecanica pelas estruturas das plantulas. Ainda durante
0 periodo poés-germinacdo foram detectados os hormdnios zeatina, acido
indolacético, e, acido abscisico, que estdo relacionados com o start da
germinacao, e, com efeitos inibitérios, a exemplo da zeatina sobre o acido

abscisico na regulagdo da dorméncia. Observou-se também o percursor
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hormonal acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico igualmente relacionado com
a germinacao, as poliaminas (espermina, espermidina e putrescina), que estao
ligadas com o desenvolvimento do embrido, e o amino&cido prolina que funciona
como inibidor da germinagdo. Em sintese, o aumento dos valores médios da
eficiéncia de uso de reservas que ocorre juntamente com o decréscimo na massa
seca das sementes, afirmam que as reservas endospérmicas sao translocados
para o eixo vegetativo, e promovem a germinacgao e o crescimento das plantulas
de E. edulis. Além disso, a atrofia do haustério sinaliza o fim do periodo de
degradacdo dessas reservas que € marcado pelo aumento significativo da
umidade e reducdo da massa seca de sementes. O capitulo 2, retrata a inducéo
e a maturacdo da embriogénese somatica de segmentos de cauliculo de E.
edulis, cujos tratamentos foram as diferentes concentracdes de espermina ou
espermidina (0, 50, 100 e 150 yM) combinadas ou ndo com picloram (150 yM),
sendo as poliaminas subdividas em dois experimentos. A espermidina (150 uM)
demonstrou o maior nimero de embrides somaticos, uma maior zona de
formacao de embrides, além de intensa formacdo procambial e meristematica,
evidenciando a exigéncia dessa poliamina durante a histodiferenciacdo dos
embrides somaticos de E. edulis. Por fim, tem-se que os embrides somaticos
globulares (emblings) formados apresentaram desenvolvimento assincrono, e,
presenca ou auséncia de células basais do corpo globoso, assemelhando-se ao
suspensor de embrides zigodtico, 0 que remete a sua origem variavel (uni ou

multicelular).

Palavras-chave: jucara, endosperma, plantulas, segmentos de cauliculo,

histodiferenciagao.
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ABSTRACT

COSTA, Joana Silva. Degradation of biochemical and hormonal reserves
during in vitro germination of immature seeds and polyamines associated
or not with picloram in the somatic embryogenesis of Euterpe edulis Martius.
2023. Dissertation (Master in Forest Sciences) - Federal University of Espirito
Santo, Jeronimo Monteiro, ES. Advisor: Rodrigo Sobreira Alexandre. Co-

advisors: José Carlos Lopes and Tamyris de Mello.

Euterpe edulis Martius, popularly known as jucara, belongs to the Arecaceae
family, is native to the Atlantic Forest, and is included in the Brazilian List of
Endangered Species. This species is single-stemmed, has propagation
exclusively by seeds, recalcitrant seeds and slow germination, factors that lead
to the risk of extinction due to the characteristics of the source of propagule and
palm heart harvest, and justify the search for alternative methods of propagation.
Therefore, knowledge about the morphological, physiological and biochemical
changes that this species undergoes throughout its germination process is very
important, as well as somatic embryogenesis that appears in this scenario as a
viable option, enabling the generation of numerous plants from just an explant.
Chapter 1 portrays the degradation of jucara seed reserves during germination
(0, 10, 20, 30, 40, 60, 120, 180 days after germination), in which
morphophysiological and biochemical analyzes were submitted. It was observed
in this experiment that, while the dry mass of the seeds was reduced, there was
an increase in the morphological variables of the seedlings. All reserves were
degraded over the period under analysis, however, proteins were metabolized
and consumed before carbohydrates, starches and lipids, indicating the
importance of the first reserve cited in germination and subsequent ones in
seedling growth. Other reserves such as fibers and lignin are closely related to
the acquisition of mechanical strength by seedling structures. Even during the
post-germination period, the hormones zeatin, indoleacetic acid, and abscisic
acid were detected, which are related to the start of germination, and with
inhibitory effects, such as zeatin on abscisic acid in the regulation of dormancy.
It was also observed the hormonal precursor 1-aminocyclopropane-1-carboxylic

acid, which is also related to germination, the polyamines (spermine, spermidine
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and putrescine), which are linked to the development of the embryo, and the
amino acid proline, which works as an inhibitor of germination. In summary, the
increase in the average values of the efficiency of use of reserves that occurs
together with the decrease in the dry mass of the seeds, affirm that the
endospermic reserves are translocated to the vegetative axis, and promote the
germination and the growth of the seedlings of E. edulis. In addition, haustorial
atrophy signals the end of the degradation period of these reserves, which is
marked by a significant increase in moisture and a reduction in seed dry mass.
Chapter 2 depicts the induction and maturation of somatic embryogenesis of stem
segments of E. edulis, whose treatments were different concentrations of
spermine or spermidine (0, 50, 100 and 150 yM) combined or not with picloram
(150 uM), and the polyamines were subdivided into two experiments. Spermidine
(150 yM) showed the highest number of somatic embryos, a larger zone of
embryo formation, in addition to intense procambial and meristematic formation,
evidencing the requirement of this polyamine during the histodifferentiation of
somatic embryos of E. edulis. Finally, the somatic globular embryos (emblings)
formed presented asynchronous development, and the presence or absence of
basal cells of the globose body, resembling the zygotic embryo suspensor, which

refers to its variable origin (uni or multicellular).

Keywords: jucara, endosperm, seedlings, stem segments, histodifferentiation.
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1 INTRODUCAO GERAL

Euterpe edulis Martius conhecida popularmente como jucara pertence a
familia Arecaceae. Essa espécie ocorre naturalmente em toda extensdo da
Floresta Atlantica, além, da Savana Brasileira, possui grande importancia
ecologica e valoracdo econdmica. A importancia ecoldgica da espécie E. edulis
esta relacionada com seus frutos, fonte de alimento para diversos frugivoros,
aves e mamiferos. Ja a valoracao econémica € reflexo da qualidade acentuada
do palmito proveniente dessa espécie, 0o que reverbera na intensa exploracao
desse produto nos locais de ocorréncia natural (LEAL et al., 2021).

Os frutos da espécie E. edulis possuem caracteristicas semelhantes aos
de Euterpe oleracea Mart. (acai), sendo que esse Ultimo é um produto
amplamente utilizado como fonte de nutricdo humana, e, representa 20% dos
produtos florestais ndo madeireiros comercializados no Brasil. Porém, apesar da
proximidade entre esses frutos, os de jucara, vem se destacando como alimento,
por demonstrarem beneficios antioxidantes ampliados. O destaque desses frutos
no mercado consumidor pode auxiliar na redugéo da exploracao do palmito, pois,
agregando valor econémico ao fruto o desbaste da palmeira pode ser diminuido
(BARROSO et al., 2018).

No entanto, a exploracdo demasiada do palmito jucara jA acarretou a
classificacdo dessa espécie como vulneravel no grupo das ameacadas de
extincdo (BRASIL, 2022). Isso, porque essa palmeira, diferentemente, por
exemplo, do Euterpe oleracea Mart. possui estipe Unica (monocaule) e a
extracdo de seu palmito resulta na morte da planta (BRANCALION et al., 2012).

O risco de extincdo atingido por algumas espécies pode ser atenuado
utilizando técnicas de propagacao vegetativa. Tais como estaquia, enxertia e o
cultivo in vitro, essas buscam acelerar a producdo de plantas, produzir
plantacbes homogéneas que reduzam a exploracao ilegal, e ainda conservar a
base genética de espécies com grande importancia ecologica e econdmica
(SILVA et al., 2021).

As técnicas de propagacdo vegetativa sdo utilizadas também para
espécies que apresentam germinacgédo lenta, assim como ocorre com a maioria
dos representantes das palmeiras. Isso, porque, esses individuos apresentam

mesocarpo composto por duas camadas (oleaginosa e fibrosa), e, embrido
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imaturo, exigindo um maior periodo para que suas células se diferenciem durante
a germinacao (MULLETT; BEARDSELL,; KING, 1981).

Além do risco de extingdo e do processo germinativo vagaroso identificado
para a E. edulis, outros fatores também justificam a busca por métodos
alternativos de propagacéo para essa espécie. Um deles esta relacionado com
a propagacao exclusiva dessa espécie por sementes, sendo essas normalmente
produzidas anualmente. Outro fator € representado pela dificultada colheita de
sementes dessa espécie, assim como em outros individuos florestais, devido a
altura dessa palmeira (até 20 m) (SCHULZ et al., 2016). Tem-se também a
recalcitrancia dessas sementes (GATTI et al.,, 2008) e a alta mortalidade de
mudas durante os primeiros anos de produgéo (FANTINI; GURIES, 2007) como
fatores influenciadores nessa procura por solugdes de propagagéo.

O cultivo in vitro surge nesse cenario como método alternativo para a
propagacdo de espécies que apresentem algumas ou todas as caracteristicas
dispostas anteriormente. De forma especifica o cultivo in vitro remete a diferentes
técnicas de propagacdo vegetativa, como organogénese e embriogénese
somatica (ADIL; JEONG, 2018). O crescente uso desses métodos esta ligado
com a capacidade dessas técnicas de gerarem inUmeras plantas a partir de
apenas um explante e ainda reduzirem os indices de contaminacdo nas
populacdes (MASMOUDI-ALLOUCHE; KRIAA; DRIRA, 2019).

A embriogénese somatica € uma técnica do cultivo in vitro que induz o
desenvolvimento de embriGes a partir de células vegetativas, as quais sao
formadas sem a fusdo gamética. Esse procedimento € considerado o tema mais
explorado quando o assunto é regeneracdo de plantas (FEHER, 2015). A
efetividade dessa técnica sO € possivel devido a totipotencialidade das células
vegetais. No entanto, o sucesso da embriogénese somética resulta também da
combinacgao adequada de alguns fatores principais: tipos de explantes, meio de
cultura, genotipo e adequada aplicacdo de reguladores de crescimento (RC)
(FREITAS et al., 2016).

Os RC desempenham fun¢des essenciais para a embriogénese somética,
induzem a formagé&o de calos e embrides e a maturacdo de embribes, iSso,
porque cada espécie requer uma constituicao quimica endoégena e exogena para
ser conduzida e regenerada in vitro (DAR et al., 2021). Com isso, subtende-se

gue distintos s@o os reagentes utilizados na embriogénese somatica, as classes
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mais comercializadas sdo os horménios, a exemplo das poliaminas, e, o0s
polimeros (REIS et al., 2016).

O picloram (4cido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico) (PIC) € um regulador
de crescimento com acgdo similar a auxina, que € um horménio vegetal de
extrema importancia para a embriogénese somatica de diferentes espécies do
género Euterpe (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012; FREITAS et al., 2016;
FERREIRA et al., 2022; MELLO, 2022; OLIVEIRA et al., 2022), pois, possui acédo
regulatéria no ciclo e na diferenciacao celular. Essa molécula interage com o
conteudo endogeno da célula promovendo alteracbes metabdlicas, como por
exemplo, modificacBes na plasticidade e proliferacdo celular (OLIVEIRA et al.,
2022).

As poliaminas, um outro grupo de hormoénios vegetais, possuem como
representantes mais comuns espermina, espermidina e putrescina. Essas
moléculas sdo compostas por grupos amino e estao relacionadas com diversos
processos fisioldgicos das células, como germinagédo e maturacdo embriogénica.
Isso porque as poliaminas também interagem com o contetdo endégeno da
célula (acidos nucléicos, fosfolipidios, além de outros horménios vegetais),
estimulando os processos embriogénicos (DOMINGUEZ et al., 2022).

Compreender a dindmica da embriogénese somética de E. edulis é muito
importante, para possibilitar a multiplicagédo em larga escala, num curto espaco
de tempo, e, assim acelerar programas de melhoramento genético. Entretanto,
informar-se sobre o padrédo de germinacéo dessa espécie no decorrer do tempo
€ 0 passo inicial para entender qualquer método de propagacéo, pois, ao longo
desse processo ocorrem modificacdes morfologicas, fisioldgicas e bioquimicas
gue podem afetar a formacéo e o crescimento de plantulas (MELLO et al., 2021),
as quais podem ser utilizadas como fonte de explantes para a propagacao.

As alteragcbes morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas ocorridas nas
sementes e plantulas estédo relacionadas com o processo de degradacao de
reservas iniciado nas palmeiras, principalmente, pelas enzimas. Depois da
inducdo enzimatica as ceélulas vivas das sementes continuam 0 processo de
metabolizacdo das diferentes reservas, lipidios, proteinas, carboidratos, fendis e
outros. Apdés a degradacdo dessas moléculas os subprodutos podem ser
translocados para o eixo vegetativo a partir do haustério (DIAS et al., 2020).

Sementes de palmeiras possuem endosperma constituido por proteinas,
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acucares, fibras, acido graxos poli-insaturados, acido oleico, lipidios insaturados,
e, compostos fendlicos (antocianinas), moléculas que conferem grande valor
nutricional, e, possivelmente, importancia econdémica ao fruto (SCHULZ et al.,
2016).

Diante da importancia ecologica e da possivel valoracdo econémica da E.
edulis, da ameaca de extincdo e da dificuldade de propagacao dessa espécie,
justifica-se o aprofundamento em pesquisas sobre a degradacéo de reservas
apos a germinacéo, e, a busca por uma metodologia adequada de aplicacdo da

técnica de embriogénese somatica para os representantes dessa espécie.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Analisar o processo germinativo e a formacgédo de plantulas da espécie

Euterpe edulis para assim compreender seu padréo de degradacéo de reservas

pos-germinacao, e, alinhado a isso buscar protocolos de embriogénese somatica

eficientes para propagacédo dessa palmeira.

2.2 ESPECIFICOS

Caracterizar a degradacéao de reservas durante o periodo p6s-germinacao
das sementes de E. edulis e verificar seus efeitos morfofisiolégicos na
germinacao e formacéo de plantulas dessa espécie.

Analisar a formagéo dos perfis hormonais, no decorrer do periodo poés-
germinacao das sementes de E. edulis.

Detalhar o processo de degradacédo de reservas apos a germinacao de
sementes de E. edulis, por meio de imagens microscoépicas.

Averiguar a responsividade dos tecidos a poliaminas e definir as
concentracdes adequadas a histodiferenciacao de embribes somaticos de
E. edulis aliado ou ndo ao picloram.

Analisar a qualidade histolégica dos embrides soméaticos originados a
partir das diferentes concentragdes das poliaminas.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 JUCARA

A familia Arecaceae compreende cerca de 2600 espécies e 240 géneros
e é representada pelos individuos conhecidos popularmente como palmeiras. O
género Euterpe pertence a essa familia e possui 28 espécies, distribuidas
principalmente em regides de florestas tropicais. No Brasil foram encontrados os
seguintes representantes de Euterpe: E. edulis Martius, E. oleracea Martius, E.
precatoria Martius, E. catinga Wallace, E. longibracteata Barbosa Rodrigues, e,
E. espiritosantensis Fernandes, porém, os trés primeiros sdo encontrados mais
frequentemente (SCHULZ et al., 2016).

E. edulis denominada na linguagem coloquial de jucara, € nativa da
Floresta Atlantica, e mais comumente encontrada nas regides sul e sudeste do
Brasil (GARCIA et al., 2019). Essa espécie ocorre a nivel do mar até uma altitude
de 1000 m, adaptando-se a diferentes condi¢des climaticas. Tem-se ainda que
a jucara possui altura de até 20 m e diametro de 10-15 cm (SCHULZ et al., 2016).

Essa espécie possui ciclo anual de floragédo e frutificacdo, sendo que a
primeira fase citada ocorre no inicio do periodo chuvoso, e, a segunda
permanece por periodos mais extensos de até seis meses (LEAL et al., 2021),
normalmente de marco a junho (SCHULZ et al., 2016). Essa espécie produz de
uma a cinco inflorescéncias, sendo essas do tipo panicula, cada uma pode
conter até 3000 frutos, os quais sao carnosos do tipo drupa, e, apresentam ampla
variacdo diametral (LEAL et al., 2021).

Ainda sobre os frutos de jucara tem-se que eles contém apenas uma
semente e quando maduros apresentam coloracdo escura de tom roxo,
semelhante, aos frutos de E. oleracea e E. precatoria. Essas estruturas estao
sendo amplamente estudadas, pois, apresentam caracteristicas superiores as
encontradas para 0s outros precursores do sorvete de acai, como seu conhecido
valor nutricional, poder antioxidativo, e paladar mais adocicado (GARCIA et al.,
2019).

Sobre as sementes de E. edulis tem-se que essas sdo compostas por um
pequeno embrido e um endosperma abundante (MELLO et al., 2021), e, séo
recalcitrantes (GATTI et al., 2008), ndo suportam a dessecacdo do embrido a

baixos conteludos de agua e exposicao a baixas temperaturas. Além disso, essas
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sementes apresentam baixa taxa de germinacdo e crescimento de plantulas
(BOVI; CARDOSO, 1975).

A palmeira em estudo possui iminente potencial econdmico se propagada
vegetativamente de forma eficiente. O potencial econdmico esta relacionado
com a docura de seu palmito e a qualidade de seus frutos. Esse palmito € o
segundo produto ndo madeireiro que foi mais exportado da Floresta Atlantica, o
que evidencia a intensa exploragéo sofrida por essa espécie, considerando que
a extracdo desse palmito acarreta a morte da planta. Logo, essa exploracéo
reflete na degradacéo do meio ambiente (BARROSO et al., 2018).

Os frutos de jucara, por sua vez, estdo sendo mais utilizados na producéo
de polpas desejaveis pelo mercado consumidor. Essa outra finalidade atribuida
aos representantes de E. edulis vem sendo utilizada para aliviar a exploragéo
dessa espécie (BARROSO et al., 2018). Isso, porgue os frutos apresentam uma
fonte de manejo sustentavel que pode gerar lucros duradouros para 0s
produtores (MELLO et al., 2021).

A aceitacao dos frutos de jucara no mercado consumidor esté relacionada
com sua composicao e seus efeitos benéficos para saude humana. Em relagéo
a composicao tem-se que esses frutos sdo repletos de compostos fendlicos,
principalmente, de antocianinas. Além disso, eles apresentam elevada
proporcdo de fibras, e, acidos graxos mono e poli-insaturados (SILVA et al.,
2021).

A presenca de compostos fendlicos, fibras e acidos graxos no fruto de E.
edulis reflete nos beneficios gerados por esse alimento na saiude humana. Os
compostos fendlicos possuem capacidade antioxidante que auxiliam no
tratamento de doencas neurologicas e cancerianas, e, ainda podem atuar na
busca incansavel pelo antienvelhecimento (JIANG et al., 2021). As fibras, por
sua vez, influenciam, por exemplo, na sensacao de saciedade e na reducéo do
acucar no sangue (SABOO et al., 2022). E os acidos graxos estao principalmente
relacionados com a regulacéo do sistema imunolégico humano (ROOPASHREE;
SHETTY; KUMARI, 2021).

A composicao dos frutos descrita anteriormente esté sujeita a alteracdes
devido as constantes modificacbes bioquimicas ocorridas nessa estrutura
durante seu processo de amadurecimento (SCHULZ et al., 2021). Essas

variacdes também podem acontecer com as sementes, isso, porque apos a
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maturidade, a atividade metabdlica das sementes € maximizada e acarreta a
degradacédo de suas reservas (EBONE; CAVERZAN; CHAVARRIA, 2019), que

possivelmente serdo destinadas ao eixo vegetativo para formagéo das plantulas.

3.2 DEGRADACAO DE RESERVAS NAS SEMENTES

Para discorrer sobre degradacéao, inicialmente, é necessario exemplificar
a mobilizacdo de reservas. Com isso, torna-se imprescindivel destacar alguns
pontos, um deles € que o armazenamento de reservas nas sementes possuli
extrema importancia na manutencao da sobrevivéncia dessas estruturas, apds o
processo de maturacdo. E o outro esta relacionado com o fato da viabilidade
econdmica das sementes, estar intimamente ligado com as substancias
armazenadas nelas (DIAS et al., 2020).

De forma geral, tem-se que carboidratos, lipidios e proteinas sdo as
principais reservas das sementes, sabe-se também que a mobilizacdo dessas
reservas ocorre até que as sementes se tornem autétrofas (SIDDIQUI; SAMI,
HAYAT, 2020). Em sementes de palmeiras tem-se dois tecidos de reserva 0s
cotilédones e o endosperma. Nos cotilédones sdo armazenadas substancias
limitadas como corpos lipidicos e cristais globoides fechados. Ja no endosperma
existe uma gama superior de reservas, entretanto, o destaque é disposto sobre
as proteinas, os lipidios, e, as hemiceluloses (MELLO et al., 2021).

As hemiceluloses nas palmeiras sdo representadas pelo oligossacaridio
galactomanano, mais especificamente as mananas. Essas sdo responsaveis por
conferir dureza aos tecidos vegetais, devido a insolubilidade dos
galactomananos, quando a razdo manose:galactose € acima de 4, denominados
mananos puros (pouco ramificados), a exemplo de espécies da familia Palmae
e Rubiaceae (BUCKERIDGE et al., 2004), e, servir de reserva para o embriao
durante seu desenvolvimento. E importante salientar que esses compostos Sd0
degradados lentamente, no decorrer do desenvolvimento embrionario, o que
esta intimamente relacionado com o longo periodo de germinacao requerido por
palmeiras (BUCKERIDGE, 2010).

Sementes de palmeiras sdo excelentes para exemplificar o processo de
mobilizacdo e degradacdo dessas reservas, iSSO porque essas possuem
endosperma abundante, uma variedade de compostos armazenados e

desenvolvem um haustério altamente especializado. Entretanto, reduzidos séo
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os estudos que abordam a mobilizacdo e a degradacdo de reservas das
sementes recalcitrantes (DIAS et al., 2018), como € o caso da Euterpe edulis.

A mobilizacdo de reservas em sementes ortodoxas e intermediarias é
induzida por espécies reativas de oxigénio (EROs). E importante evidenciar que
0 processo de degradacdo de reservas também se inicia ap0s essa inducéo
provocada pelas EROs. Tem-se que a principal fonte de reserva que comeca ser
degradada sé&o os lipidios. Porém, esse processo pode diferir-se para sementes
recalcitrantes, por diversos fatores, sendo talvez o principal as estratégias
adaptativas desenvolvidas por essas espécies para colonizarem ambientes
umidos (DIAS et al., 2020).

Sobre o processo de mobilizacdo de reservas em E. edulis, Mello et al.
(2021) descreveram que com o aumento das variaveis morfolégicas apos a
maturacdo das sementes, se encontra ampliado também as concentracdes de
lipidios e fibras, enquanto fendis, acucares solUveis, proteinas e amido
apresentam-se com baixa expressao.

Em Mauritia flexuosa L. f. (Arecaceae), espécie que possui semente
recalcitrante, o processo de degradacdo de reservas, inicia-se apdés a
germinacao e resulta na formacdo da zona de digestdo, sendo que todo o
processo é controlado pelas células do endosperma (DIAS et al., 2020). Esses
autores salientaram também que o processo de degradacdo nessa espécie é
compreendido dentro de trés fases, sendo estas: 1) mobilizacdo do contetdo
vacuolar por fluxo simplastico; 2) aumento do vacuolo, pressao de turgescéncia,
direcionando o conteudo do citoplasma para a parede celular; e 3) degradacéo
das paredes celulares.

De maneira geral, € conhecido que a degradacdo de reservas em
espécies da familia Arecaceae, é realizada principalmente por enzimas. A
principal enzima envolvida nesse processo é a endo-B-mananase. Sendo
importante salientar que a ativagdo dessas enzimas € induzida por sinais
emitidos pelo proprio embrido (DIAS et al., 2018).

Diante disso, tem-se que o processo de degradacdo de reservas da
espécie E. edulis € complementar ao seu processo de mobilizagdo de reservas.
Além disso, sabe-se que compreender esse processo é de suma importancia
para deter pleno conhecimento sobre os aspectos fisioloégicos da formacédo de
plantulas (DIAS et al., 2020).
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3.3 METABOLISMO DAS PRINCIPAIS RESERVAS BIOQUIMICAS DAS
SEMENTES
3.3.1 Carboidratos

Os carboidratos sdo biomoléculas formadas por carbono, hidrogénio e
oxigénio, classificadas em mono, di ou polissacarideos, de acordo com o nimero
de atomos de carbono que apresentam em sua constituicdo. Como exemplo dos
monossacarideos cita-se glicose, frutose e galactose, j& dentro dos
dissacarideos 0os mais comuns sdo sacarose, maltose e lactose, e, entre os
polissacarideos, presentes nos vegetais, salienta-se o amido e a celulose
(ANJUM et al., 2023). Essas biomoléculas séo a principal fonte de energia para
as células vegetais (AGUIRRE et al., 2018).

O transporte de carboidratos nos vegetais das regifes autétrofas para as
heterotrofas é realizado, principalmente, pela sacarose, pois, esse dissacarideo
€ a forma mais movel dos carboidratos nas plantas. Essa biomolécula esta
relacionado com diferentes vias metabdlicas, que possuem como produtos finais
a geracao de energia ou a formacdo de polimeros de reserva como o amido
(SALMERON-SANTIAGO et al., 2022).

Para a geracdo de energia a sacarose é clivada em moléculas menores
(glicose e frutose) com auxilio da sacarose sintase (SALMERON-SANTIAGO et
al., 2022). Nesse processo esse dissacarideo € moldado para entrar na via
glicolitica. Em tal via, além da liberacdo de energia, ocorre a formacédo de
piruvato que é convertido, posteriormente, em Acetil-CoA, com intuito de iniciar
o ciclo do acido citrico e gerar mais energia para as células. Em sementes
oleaginosas as etapas de descarboxilacdo do ciclo do &cido citrico sé&o
contornadas para favorecer a sintese dos carboidratos, esse desvio € realizado
pelo ciclo do glioxilato (AUGER et al., 2021).

A principal forma de estocar carboidratos nas plantas séo os amidos. E o
processo de degradacdo desse polissacarideo necessita da acidificacdo do
endosperma. Para acidificar o sistema endospérmico sdo necessarios acidos
organicos formados durante processos metabdlicos oxidativos como o ciclo do
acido citrico e o glioxilato (MA et al., 2016).

Por fim, em geral os carboidratos sdo a segunda reserva a ser
remobilizada e quebrada durante a germinacao das sementes. Sendo importante

evidenciar que cada espécie possui predominancia de alguma classe de
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carboidratos, nas sementes de Elaeis guineensis Jacq., por exemplo, o0s
carboidratos de reserva sdo, principalmente, representados pelos mananos
insoltveis (CUl; LAMADE; TCHERKEZ, 2020).

3.3.2 Lipidios

Os lipidios s&o moléculas organicas formadas a partir da associacao entre
acidos graxos e glicerol. Essas moléculas podem ser classificadas em cadeia
curta, média, longa e muito longa, de acordo com o comprimento da cadeia de
acidos graxos. Tais moléculas estao presentes em diferentes teores dentro das
mesmas estruturas de espécies distintas (RESZCZYNSKA; HANAKA, 2020).

Considerando espécies oleaginosas, tem-se que os lipidios armazenados
em suas sementes ndao podem ser utilizados diretamente para fornecer energia
para as células (WU et al., 2020), sendo necessario, primeiramente, converter
essa reserva numa forma mais moével de carbono (sacarose). Essa converséo é
realizada com auxilio do ciclo do glioxilato, ciclo do acido citrico e da glicogénese
(FARAONI et al., 2019).

Para efetivar essa conversao, inicialmente, os acidos graxos sao beta-
oxidados e produzem um pool de Acetil-CoA, o qual é convertido em succinato
pelo ciclo do glioxilato. O succinato como intermediario do ciclo do acido citrico
gera malato, que é convertido em oxaloacetato, e, posteriormente, em
fosfoenolpiruvato, o qual funciona como substrato para a glicogénese, onde
efetivamente sera gerada a sacarose. Duas das principais enzimas do ciclo do
glioxilato séo isocitrato liase e malato sintase (FARAONI et al., 2019).

Sendo assim, compreende-se que as sementes oleaginosas mobilizam
lipidios de armazenamento como fonte de carboidratos (FEUSSNER; KUHN;
WASTERNACK, 2001). O que explica o fato dessa molécula ser a ultima a ser
degradada dentro das trés principais reservas encontradas nas sementes,
proteinas, carboidratos e lipidios (CUI; LAMADE; TCHERKEZ, 2020). Diante
disso, nota-se que é possivel ocorrer um aumento no teor de lipidios durante o
periodo pds-germinacdo das sementes oleaginosas, antes do seu expressivo
decaimento ser perceptivel.
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3.3.3 Proteinas

As proteinas sao formadas por determinada sequéncia de aminoacidos,
sendo esses unidos por ligacdo peptidica. Essas macromoléculas
desempenham func¢des distintas, tal como enzimaticas, estruturais e de
armazenamento. Como exemplo, de proteinas enzimaticas tem-se a amilase, ja
para estruturais pode-se citar a queratina, e, de armazenamento dispde-se da
albumina (RASHEED et al., 2020). Entretanto, nas sementes estdo presentes
quatro classes de proteinas de armazenamento: albuminas, globulinas,
prolaminas e glutelinas (GHANGHAS et al., 2022).

E importante salientar que as proteinas em geral sdo remobilizadas nas
sementes antes dos carboidratos e lipidios. Isso pode estar relacionado com o
fato dessa macromolécula exigir menos processos para ser clivada,
diferentemente, dos carboidratos e lipidios, que exigem, por exemplo, o
funcionamento correto de dois ciclos metabolicos, ciclo do acido citrico e do
glioxilato (CUI; LAMADE; TCHERKEZ, 2020).

A degradacdo das proteinas € facilitada, pois, o proprio endosperma
produz proteases, as quais sdo utilizadas para catalisar a hidrolise proteica. E
importante mencionar que o desencadeamento desse processo € reflexo de um
sinal emitido pelo haustério da semente, e, que 0os aminoacidos gerados sdo
translocados diretamente para as plantulas, por essa mesma estrutura, sem
entraves (CUl; LAMADE; TCHERKEZ, 2020).

Confirmando o exposto, tem-se que em sementes de E. guineensis, por
exemplo, as proteinas sdo quebradas anteriormente, aos carboidratos e lipidios,
gue seguem, por sua vez essa respectiva ordem de degradacao, além disso,
nessa espeécie as principais proteinas encontradas sao albuminas e globulinas
(CUI; LAMADE; TCHERKEZ, 2020).

Diante disso, acredita-se que outras sementes de palmeiras possam
apresentar esse mesmo padrdo de degradacdo de reservas bioquimicas
relatado no decorrer do exposto. Além disso, espera-se que 0 conhecimento
desse modelo de degradacgéo seja utilizado para assistir o amadurecimento de
novas técnicas de propagacao, considerando, a espécie E. edulis.
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3.4 EMBRIOGENESE SOMATICA

A embriogénese somatica € uma técnica do cultivo in vitro que consiste
na transicéo de células somaticas indiferenciadas em células embriogénicas, e,
posteriormente em plantulas normais (KONG et al., 2020), mecanismo esse que
se assemelha a embriogénese zigotica, originando embriées completos (ZENG
et al., 2007). Essa técnica expde-se de forma indireta ou direta, apresentando ou
nao a formacéo de calos, respectivamente (FREITAS et al., 2016).

As células somaticas, mencionadas anteriormente, sao representadas por
diferentes explantes, que possuem capacidade de regenerar-se em novas
plantas, como, por exemplo, folhas inteiras, segmentos de caule e pontas de
broto (HANH et al., 2022). Na familia Arecaceae os tipos de explantes mais
utilizados séo: embrides zigoticos, inflorescéncias, apices caulinares e bainhas
foliares (OLIVEIRA et al., 2022).

A capacidade de regeneracéo, retratada anteriormente, esta presente nas
células vegetais e relaciona-se com o conceito de totipoténcia. Células sométicas
vegetais sdo totipotentes, possuem aptiddo para diferenciar-se e regenerar
novos, tecidos, 6rgdos ou até um sistema completo. Além disso, essas mesmas
células podem desdiferenciar-se e recuperar a capacidade de totipotencialidade
que é perdida com aquisicdo de competéncia pelo tecido (FEHER, 2015).

A totipotencialidade torna possivel a aplicacdo da técnica de
embriogénese somatica (ZENG et al., 2007). A qual vem sendo muito utilizada,
pois, é capaz de acelerar programas de melhoramento (KONG et al., 2020),
além, de promover hibridizacdo somatica e variacdo somaclonal no campo
genético (ZENG et al.,, 2007). N&o obstante a isso essa técnica demonstra
eficacia também em multiplicar genotipos de interesse (FREITAS et al., 2016),
e, em produzir muitos embrides em um reduzido espaco de tempo (OLIVEIRA et
al., 2022).

Tendo em vista seus inUmeros beneficios a técnica da embriogénese
somatica vem sendo mais reconhecida atualmente. Vastos séo os estudos que
trabalham com essa tematica, por exemplo, Hanh et al. (2022) demonstraram
em seus estudos com Actinidia chinensis Planch. que a técnica de embriogénese
somatica € eficaz para essa espécie considerando explantes de nervura principal
e de peciolo. Zdravkovi¢-Korac¢ et al. (2019) também evidenciariam a eficacia da

embriogénese somatica, dessa vez para a propagacao clonal e a recuperacao
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de plantas transgénicas de Aesculus flava Sol. utilizando como fonte de explante
filamentos de estames.

N&o obstante aos beneficios, para o discorrer da técnica de embriogénese
somatica € necessario disponibilizar condigdes e combinacdes adequadas para
gue esse modelo de propagacao seja desenvolvido com éxito. Essas condicdes
e combinacdes estdo atreladas as seguintes variaveis, tipo de explante, meio de
cultura, genotipo (FREITAS et al, 2016), reguladores de crescimento,
fotoperiodo e luminosidade (HANH et al., 2022).

Ainda sobre a embriogénese somatica € importante evidenciar as fases
nas quais essa técnica transita antes de alcancar o objetivo final. Inicialmente,
induz-se a proliferacdo de células embriogénicas. Apds essa fase o objetivo é a
maturacdo de embrides somaticos, onde esses embrides histodiferenciam de
acordo com sua classificacdo em mono ou eudicotiledéneas. Depois da
histodiferenciacéo o proposito final é a regeneracéo das plantas. Sobre os calos
gerados na etapa de inducao, tem-se que € preferivel que eles sejam fridveis.
Isso, porque nesse caso € mais descomplicado atingir a separacdo celular
requerida para a mudanca de fase (KONG et al., 2020).

Com base no exposto, nota-se que a embriogénese somética pode ser
utilizada na propagacao de diferentes espécies, desde que realizado de maneira
adequada. Entretanto, ela é recomendada para espécies que apresentam baixa
porcentagem de germinacao, além de desuniformidade e lentiddo no processo
(MULLETT; BEARDSELL; KING, 1981). Além disso, essa técnica ¢é
recomendada também para espécies em que a propagacao seja exclusiva por
sementes e a colheita seja dificultada (SCHULZ et al., 2016).

Com isso, afirma-se a utilizacdo da embriogénese somatica como técnica
de propagacdo para os representantes da familia Arecaceae. Pois, além de
apresentarem algumas das caracteristicas mencionadas acima como porte alto
e desuniformidade de germinagcdo (SCHULZ et al., 2016), os representantes
dessa espécie ndo possuem cambio vascular o que impede a selecdo de
genotipos elite por meio de clonagem, tornando-a a embriogénese somatica uma

alternativa viavel para esse propdsito (OLIVEIRA et al., 2022).
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3.5 EMBRIOGENESE SOMATICA EM Euterpe

O género Euterpe pertencente a familia Arecaceae, possui 28 espécies,
sendo que apenas trés de seus representantes estdo sendo cotados em
pesquisas quando a temética € embriogénese somética. Esses sdo: Euterpe
oleracea, Euterpe precatoria e Euterpe edulis. Scherwinski-Pereira et al. (2012)
foram os primeiros a retratarem a propagacdo de E. oleracea por meio da
embriogénese somatica, considerando como fonte de explante embribes
zigbticos imaturos. Na fase de inducdo, formou-se calos embriogénicos,
utilizando meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) e picloram (acido 4-amino-3,5,6-tricloro-2-
piridinocarboxilico). E importante evidenciar que a concentracdo e o tipo de
auxina influenciaram na frequéncia embriogénica e que a melhor concentracéo
de picloram foi 225 uM, a qual refletiu numa frequéncia de 72% em calos
embriogénicos. A maturacdo dos embrides somaticos nessa pesquisa foi
realizada em meio MS modificado com 12,30 uM de 2-isopenteniladenina (2iP)
e 0,537 uM de acido naftalenoacético (ANA) e ocorreu de forma assincrona. E a
formacdo de plantulas foi efetivada em meio MS meia forca suplementado com
macro e micronutrientes, 20 g L de sacarose e 2,5 g L de carvéo ativado, e,
gelificado com 2,5 g L de fitagel.

Ja em 2016, a eficacia da embriogénese somatica para a espécie E.
oleracea foi novamente testada considerando dessa vez embrides maduros e
imaturos como explantes. Nessa pesquisa utilizaram como meio de inducao de
calos embriogénicos MS suplementado com 30 g L sacarose, 2,5 g L fitagel,
2,5 g Lt carvéo ativado, 0,5 g L L-glutamina, acrescidos de picloram, sendo a
concentracdo mais eficiente a de 450 uM (84,7%). O meio de maturacao utilizado
nesse estudo foi composto por 12,3 uM de 2iP, 0,6 uM de ANA e 300 mg L de
carvao ativado, e, 100% dos calos resultaram em embrides somaticos. Na fase
de regeneracdo de plantulas utilizou-se 1,0 pM N8-benzilaminopurina (BAP) e
0,5 uM acido giberélico (GAs), e, a maior porcentagem de regeneracao (58,7%)
foi obtida para embrides soméaticos provindos de embrides imaturos e induzidos
com 450 pM de picloram (FREITAS et al., 2016).

Esse modelo de propagacéo € eficaz para E. oleracea quando se utiliza
como fonte de explantes embrides zigoticos maduros, obtidos em meio de cultura

primario MS, suplementado com 2,4-D (339,36 uM), e, submete-se esses
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embrides a um meio de cultura secundario MS na presenca de ANA (0,537 uM)
e 2iP (12,30 uM). Além de obter-se embrides somaticos de E. oleracea a partir
dessa metodologia, alcancou-se também a formacao de plantulas apds 210 dias
em meio contendo metade da concentracdo normal de sais e sacaroses e sem
adicao de reguladores de crescimento (LEDO et al., 2002).

Em E. precatoria, a embriogénese somatica € eficaz, considerando
embrides zigbticos maduros como explantes. A fase de indugdo nessa pesquisa
foi realizada em meio MS ou Y3 (EEUWENS, 1976) suplementado com 2,4-D ou
picloram, sendo que o tipo de meio e a concentracdo de picloram influenciaram
na formacao dos calos embriogénicos, as concentracdes superiores foram 13,57
e 20,36 pM. Nesse experimento utilizou-se também uma fase de multiplicagéo,
em meio com baixa concentracdo (4,14 pM) de auxinas (2,4-D ou PIC),
associado a 2,46 uM de 2iP. A maturacdo dos embrides foi realizada em meio
Y3 ¥ forca suplementado com 0,54 uM de ANA e 12,3 uM de PIC. A regeneracao
de plantas no final do processo validou a metodologia demonstrando
sobrevivéncia de 92,3% na etapa de aclimatizagdo (FERREIRA et al., 2022).

J& para E. edulis, o primeiro estudo encontrado foi desenvolvido por
Guerra e Handro (1988), onde a embriogénese somética ocorre de forma direta
em meio basal composto por sais MS e vitaminas Morel e Wetmore (1951),
acrescido de carvéo ativado e 2,4-D em concentragdes superiores a 50 mg L.
A formacéo dos embrides soméaticos ocorre de 45-180 dias apds o inicio das
culturas. Os embribes somaticos originados formam plantulas quando
submetidos as seguintes concentracdes de reguladores 5 mg L de 2iP e 0,5 mg
L-tde ANA, ou até mesmo na auséncia desses hormonios.

Na continuidade dos estudos de embriogénese somatica com E. edulis,
Guerra e Handro (1991), utilizando embrides imaturos e maduros, submetidos a
diferentes combinacdes de sais, fontes de nitrogénio e reguladores de
crescimento concluiram que embrides imaturos apresentam maior potencial
embriogénico que os maduros, evidenciaram também a necessidade de inserir
carvao ativo (CA) no meio, e, cultivar em ambiente escuro para evitar oxidagao
do explante. Além disso, nessa pesquisa descreveu-se o uso de 2,4-D (50 mg L
1) como sendo a melhor condicdo para o desenvolvimento de culturas

embriogénicas dessa espécie, e, que a transferéncia dos embrides somaticos
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gerados para meios sem adicdo de reguladores de crescimento resulta na
formacao de plantulas.

A embriogénese somética da espécie E. edulis foi testada também
utilizando como explantes embrides zigoticos, inflorescéncias e folhas jovens.
Nessa pesquisa 0s autores reafirmam a necessidade de utilizar-se antioxidantes
Nno meio como o carvao ativo para o estabelecimento de culturas viaveis. A fase
de inducgéo nesse estudo, ocorreu de forma direta, e, foi realizada em meio MS
ou sais de Euwens suplementados com 2,4-D (50-100 mg L!). A maturagéo dos
embrides somaticos foi realizada em meio acrescido de 2-iP (2,5 mg L!) e ANA
(0,1 mg LY. E a formacéo das plantulas foi realizada em meio % forca e agucares
e sem a presenca de reguladores de crescimento. E importante salientar que os
resultados obtidos foram semelhantes para os diferentes explantes utilizados
(GUERRA; HANDRO, 1998).

Outros estudiosos deram continuidade a pesquisa com a embriogénese
somatica em representantes da espécie E. edulis, em que utilizaram como fonte
de explantes embrides zigbticos e bainhas de folhas. Tal pesquisa demonstrou
resultados diferentes das anteriores para a mesma espécie, pois, sua inducéo
foi classificada como indireta, demonstrando assim a formacdo de calos. Na
presenca de embrides zigoticos como explantes o melhor tratamento foi obtido
em meio suplementado com 40 mg L de 2,4-D e 30 g L de sacarose. Ja para
as bainhas de folhas a maior porcentagem de calos foi obtida em meio MS
suplementado com 1,17 g L* de glutamina e 66,3 mg L de 2,4-D (SALDANHA
et al., 2006).

Considerando ainda a espécie E. edulis fica evidente em outro estudo que
embrides zigobticos imaturos formam embrides somaticos em meio MS completo
ou meia for¢a (MS ou MS/2) combinado com sacarose (20, 30 e 40 g L1). O tipo
de meio e as concentracdes de sacarose ndo afetam a formacgédo de embrides
somaticos, apenas interferem na altura e na massa fresca das plantulas
formadas. Tem-se ainda que nesse estudo foram testadas diferentes
concentracbes de cloreto de célcio (0, 2, 4, 8 e 12 mM) na inducdo da
embriogénese somatica, e, notou-se que tal etapa nao foi afetada por essa
substancia, porém, o numero de embrides somaticos produzido foi alterado
(SALDANHA; MARTINS-CORDER, 2012).
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Recentemente, outros autores, evidenciaram em seu estudo com E. edulis
gue a embriogénese somatica nessa espécie é eficaz quando utiliza-se embrides
zigbticos como fonte de explante, e, 2,4-D (159,42 yM) e PIC (300 uM) na
inducdo, sendo que esses reguladores auxiliaram na formacdo de 44,33 e
76,33% de embrides, respectivamente. A maturacdo € ampliada nessa pesquisa
quando é acrescido ao meio 2iP (12,3 uM), ANA (0,6 uM) e CA (0,3 g L?1). Ea
regeneracao de plantas é favorecida em meio suplementado com BAP (1 uM) e
GAs (0,5 uM), pois, nesse cenario ocorre a protrusdo da raiz primaria e a
emergéncia da parte aérea (OLIVEIRA et al., 2022).

Ainda considerando a embriogénese somatica de E. edulis, Mello (2022)
concluiu que o uso de 2,4-D n&o é recomendado considerando como fonte de
explante embribes zigoéticos. Entretanto, outras moléculas auxinicas como o
picloram (150 uM), e, o triclopyr (100 uM), séo eficazes para essa espécie. Os
embrides somaticos provenientes da inducdo com triclopyr multiplicam cinco
vezes mais em meio de pré-maturacdo (meio basal). A maturacdo e a
germinacao destes embrides somaticos foi maxima quando se utilizou 5 uM de
acido abscisico (ABA). Neste mesmo estudo utilizando cauliculos como fonte de
explante, verificou-se a ocorréncia de embriogénese somatica direta em E. edulis
utilizando PIC (150 pyM). E que a combinacdo entre ANA (0,53 uM) + 2iP (12,3
MM) durante a maturacgéo resulta em maior nimero de embrifes somaticos (=19
por explante).

Dado o exposto, tem-se que os produtos mais utilizados para estimular a
inducéo de embrides somaticos em individuos do género Euterpe sdo 2,4-D e
PIC, sendo que o PIC demonstra maior eficiéncia (MELLO, 2022; OLIVEIRA et
al., 2022). Ja para a fase de maturacdo os RC mais utilizados sdo ANA e 2iP. E
para formacéo de plantulas os pesquisadores vem utilizando BAP, GAsz e até
mesmo meio sem suplementacao de RC.

Diante dos resultados apresentados é possivel observar a viabilidade de
aplicar-se a técnica da embriogénese somatica em individuos do género
Euterpe, para estabelecer programas de conservagdo e melhoramento, ja que
foi possivel a conversdo dos embrides sométicos em plantulas normais.
Entretanto, ainda sdo necessarios estudos mais aprofundados para que sejam

desenvolvidos protocolos eficientes e concisos, principalmente, para a fase de
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maturacdo da embriogénese somatica, que ainda se encontra com maior

escassez de referéncias.

3.6 MATURACAO DE EMBRIOES SOMATICOS

A maturacéo é uma fase da embriogénese somatica de suma importancia
para garantir a eficacia da técnica. Nessa etapa sédo realizados alguns processos
essenciais como expansdo celular, diferenciacdo e acumulo de reservas,
substancias essas que facilitam a germinacdo e a regeneragao dos embrides
somaticos (VALE et al., 2018). A formacao dos embrides somaticos diferencia-
se de acordo com a classificacdo da espécie em mono ou eudicotiledéneas
(ALMEIDA et al., 2019).

Eudicotiledbneas, durante a embriogénese somatica, apresentam todos
os estadios de desenvolvimento de um embrido zigético caracteristico, sendo
elas: globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar (BOTINI et al., 2021). Entretanto,
as monocotiledéneas apresentam apenas as fases globular, escutelar e
coleoptilar (GARCIA et al., 2019).

Durante a fase de maturacdo da embriogénese somatica diversas sao as
moléculas testadas. Tais substancias sdo categorizadas como RC e polimeros
(REIS et al., 2016). Os RC mais utilizados atualmente sdo 2iP, ANA (GUERRA;
HANDRO, 1998; LEDO et al.,, 2002; SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012;
FREITAS et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2022), ABA que também esta sendo
aplicado de forma eficiente nessa etapa (MELLO, 2022), e, as poliaminas sendo
gue as mais usuais sao espermina, espermidina e putrescina (REIS et al., 2016),
ja o polimero empregado com maior intensidade é o polietilenoglicol (PEG) (RAI;
JAISWAL; JAISWAL, 2009).

E importante evidenciar que cada uma dessas substancias atua de
determinada forma para estimular a mudanca de fase requerida na formagéo do
embrido somatico. Substancias como o PEG induzem o déficit hidrico
estimulando respostas ao estresse como, por exemplo, o desenvolvimento do
embrido (VALE et al., 2018). Os RCs, por sua vez, promovem alteracbes nos
niveis hormonais enddgenos da célula somatica, induzindo a histodiferenciacéo
(REIS et al., 2016; KHAI et al., 2021).

O uso de PEG na maturacéao de embrides somaticos de Castanea dentata

(Marshall) Borkh. influencia apenas na relagéo peso seco/fresco e no teor de
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amido dos tecidos (ROBICHAUD; LESSARD; MERKLE, 2004). Oliveira et al.
(2022), por sua vez, utilizando 2iP + ANA na maturacdo de embrides somaticos
de E. edulis, obtidos pela inducdo de embrides zigbticos, concluiram que as
concentracbes mais eficazes para estimular a mudanca de fases do embrido
foram, respectivamente, (12,3 uM) e (0,6 uM). Ja Mello et al. (2022) utilizando a
mesma fonte de explante citada, anteriormente, evidenciou que a maturacéo de
embrides somaticos de E. edulis foi méxima utilizando ABA (5 uM).

Enfatizando ainda o uso de RC na maturacdo de embrides sométicos,
tem-se que Hassan et al. (2021), relataram que o picloram (0,1 mg L)
combinado com ABA (0,1 mg L) auxilia a formacéo de embrides, e, que a unido
de picloram (0,1 mg L?) e 2iP (0,1 mg L) favorece a multiplicagdo dessas
estruturas, isso considerando como explante inflorescéncias imaturas de
Phoenix dactylifera L.

Ja o uso de poliaminas na maturacéao foi retratado em Elaeis guineensis
Jacqg. (dendezeiro) por Rajesh et al. (2003), sendo comprovado que essas
moléculas estimulam a embriogénese somética secundaria nessa espécie. Além
disso, esses autores concluiram que os meios suplementados com 2,4-D com
adicdo de 1 mM de putrescina apresentaram melhores resultados em relacdo a
formacdo de embribes sométicos do que aqueles suplementados com
thidiazuron (TDZ) e espermina.

Diante do exposto, é possivel denotar que ndo existe uma molécula
especifica para utilizar na maturacdo de embrides somaticos. Entretanto, julga-
se valido utilizar o picloram, ja que essa molécula provoca modificagcdes no
metabolismo celular, podendo auxiliar o processo de inicializacdo da maturacao
(OLIVEIRA et al., 2022), e, as poliaminas, pois, o desenvolvimento embrionario
em geral € demarcado por mudancas significativas nos niveis endégenos dessas
moléculas, as quais podem estar intimamente ligadas com a histodiferenciacéo
do embrido (MINOCHA; MINHOCHA; LONG, 2004).

3.7 REGULADOES DE CRESCIMENTO UTILIZADOS NA EMBRIOGENESE
SOMATICA
3.7.1 Picloram

O picloram é um herbicida clorado sintético, com acado similar as auxinas
vegetais naturais como o acido indolacético (AIA) (OLIVEIRA JUNIOR, 2011).
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Essa molécula é relativamente solivel em agua (MACIEL et al., 2013), e, €
agrupada no grupo dos acidos piridinocarboxilicos assim como outros herbicidas
como fluroxipir, e, o triclopyr, que possuem esse mesmo acido como seu
principal grupo quimico (JUAN et al. 2021).

As auxinas sdo RC e sdo altamente utilizadas durante a ES, para inducao
de calos e diferenciacdo dos tecidos vegetais. Sabe-se que o PIC como outros
herbicidas auxinicos promovem resultados superiores, dentro de uma mesma
fungéo, quando comparados com as auxinas naturais. Salienta-se ainda que o
PIC ndo promove danos cromossdmicos, porém, se utilizado em altas doses
pode inibir a divisao celular (OZEL et al., 2022).

Apesar de ainda pouco utilizado durante o desenvolvimento de embrides
o picloram pode demonstrar resultados satisfatorios nessa fase (OZEL et al.,
2022). Devi, Sharma e Ahuja (2014) em sua pesquisa com Crocus sativus L.,
uma monocotiledénea, conhecida como acafrdo, evidenciou que a maturacao de
embrides foi favorecida em meio MS suplementado com TDZ (2,5 uM) e PIC (1,0
MM), isso, utilizando como explantes folhas jovens verdadeiras.

A combinacéao entre ANA (0,54 uM) e PIC (12,3 uM) em meio Y3 ¥ forca
€ eficaz para maturacdo de embrides somaticos considerando a espécie E.
precatoria, e, embrides zigoticos maduros como explantes (FERREIRA et al.,
2022). Diante do exposto e da efetividade do PIC na maturagdo de embrides
somaticos de uma espécie pertencente ao género Euterpe, julga-se valido testar
a combinacéo de PIC com outras moléculas, como as poliaminas, durante a fase

de maturacéo da embriogénese somatica de E. edulis.

3.7.2 Poliaminas

As poliaminas sdo moléculas essenciais de natureza alifatica e
policatidnica, formadas por grupos amino que interagem com as macromoléculas
(acidos nucléicos, fosfolipidios, células componentes de paredes, proteinas e
outros) de forma eletrostatica ou covalente. As principais moléculas desse grupo
presentes nas plantas sao: espermina (SPM), espermidina (SPD) e putrescina
(PUT). Tem-se ainda que essas poliaminas vem sendo relacionadas com 0s
seguintes processos vegetais: organogénese, embriogénese, desenvolvimento

floral, senescéncia e maturacéo (REIS et al., 2016).
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A espermina esta ligada ao metabolismo celular, e, pode ser encontrada
em todas as células eucaritticas (LIU et al., 2022). Os precursores da sintese da
SPM sé&o os aminodcidos ornitina e arginina (BAUZA; KELLY; BLAISE, 2007). A
formula quimica dessa poliamina é C10H26N4, @ massa molar é 202,346 g molt e
sua aparéncia séo de cristais incolores.

Em suma, todas as poliaminas citadas sdo derivadas dos aminoacidos
ornitina e arginina. Porém, de forma mais especifica tem-se que a SPD é
derivada da PUT, e, a SPM é derivada da SPD (BAUZA; KELLY; BLAISE, 2007).
A PUT possui a seguinte férmula molecular C4H12N2, sua massa molar € de 88,15
g mol?, e, naturalmente, apresenta-se sélida. A espermidina é liguida nas
condi¢cdes ambientes, sua formula molecular é C7Hi9N3, e, sua massa molar
145,25 g mol2.

A combinacdo entre PUT (100 mg L), glutamina (300 mg L) e SPD (100
mg L) demonstrou os melhores resultados perante a maturacdo de embrides
somaticos da espécie Phoenix dactylifera, jA a combinacdo entre glutamina e
PUT resultou no maior nimero de embrides somaticos (32,33), e, a combinacéo
das trés moléculas refletiu no maior peso seco do calo embrionario (5,49 g) (EL-
DAWAYATI; GHAZZAWY; MUNIR, 2018). Dado o exposto, nota-se o potencial

das poliaminas para uso na maturacédo de embrides soméaticos de palmeiras.
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CAPITULO |

Degradacdo de reservas bioguimicas e hormonais em diferentes estadios

da germinagéo in vitro de sementes imaturas de Euterpe edulis Martius

Resumo: Euterpe edulis Martius conhecida popularmente como jucara € natural
da Floresta Atlantica. Os frutos dessa espécie possuem apenas uma semente,
com endosperma abundante e uma gama de compostos armazenados, 0 que
torna essas estruturas excepcionais para explicar os processos de mobilizacdo
e degradacao de reservas, modificacdes bioquimicas e hormonais que ocorrem
durante a germinacao, e, a formacao de plantulas. Diante disso, objetivou-se
com essa pesquisa caracterizar a degradacao de reservas durante o periodo
pos-germinacao in vitro das sementes imaturas de E. edulis e associar esse
processo a qualidade fisiol6gica da germinacao dessa espécie, e, a formacao de
plantulas. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
cujos tratamentos foram os dias apés a germinacéo de 0, 10, 20, 30, 40, 60, 120,
180 dias. Com o passar do periodo pds-germinacdo, a massa seca da semente
reduziu enquanto a massa seca da parte aérea e raiz aumentaram em E. edulis.
Dentre as principais reservas dessa espécie as proteinas sdo as primeiras a
serem metabolizadas, possuindo maior relacdo com a germinagao das
sementes; carboidratos, amidos e lipidios, inicialmente, sdo acumulados para,
posteriormente, serem consumidos, estando mais relacionados com o
crescimento das plantulas, por sua vez, fibras e ligninas, também estéo ligadas
com as plantulas, pois, conferem resisténcia mecanica a diferentes estruturas
morfologicas. Detectou-se a presenca de zeatina, acido indolacético e acido
abscisico, estando esses horménios relacionados com o start da germinagéo e
com interag@es inibitorias anulando o efeito de um sobre o outro, a exemplo, da
zeatina sobre o acido abscisico na regulacdo da dorméncia. Além do precursor
do etileno acido l-aminociclopropano-1-carboxilico que possui relagdo com a
germinacgao, as poliaminas espermina, espermidina e putrescina, importantes no
desenvolvimento dos embrifes e o aminoacido prolina, que além de estar ligado
com a germinacao, possui relagcdo com a absorcao de nutrientes e tolerancia ao
estresse. Por fim, tem-se que o0 acréscimo nos valores médios da eficiéncia de

uso de reservas que ocorre juntamente com a reducdo na massa seca das
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sementes, validam a afirmacé&o de que o produto da degradacéo de reservas das
sementes € destinado para a germinacdo e crescimento das plantulas. Além
disso, evidencia-se nesse estudo que a senescéncia do haustorio sinaliza o final

do periodo de degradacdo das reservas endospérmicas de E. edulis.

Palavras-chave: jucara, qualidade fisiologica, endosperma, morfofisiologia,

plantulas.
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Abstract: Euterpe edulis Martius popularly known as jucara is native to the
Atlantic Forest. The fruits of this species have only one seed, with abundant
endosperm and a range of stored compounds, which makes these structures
exceptional to explain the processes of mobilization and degradation of reserves,
biochemical and hormonal changes that occur during germination, and, the
formation of seedlings. Therefore, the objective of this research was to
characterize the degradation of reserves during the in vitro post-germination
period of immature seeds of E. edulis and to associate this process with the
physiological quality of germination of this species, and the formation of
seedlings. The experimental design used was completely randomized, whose
treatments were the days after germination of 0, 10, 20, 30, 40, 60, 120, 180
days. As the post-germination period passed, seed dry mass decreased while
shoot and root dry mass increased in E. edulis. Among the main reserves of this
species, proteins are the first to be metabolized, having a greater relationship
with seed germination; carbohydrates, starches and lipids, initially, are
accumulated to be consumed later, being more related to the growth of seedlings,
in turn, fibers and lignins, are also linked with the seedlings, as they confer
mechanical resistance to different morphological structures. The presence of
zeatin, indoleacetic acid and abscisic acid was detected, and these hormones
are related to the start of germination and with inhibitory interactions annulling the
effect of one over the other, for example, zeatin on abscisic acid in the regulation
of dormancy. In addition to the ethylene precursor 1l-aminocyclopropane-1-
carboxylic acid, which is related to germination, the polyamines spermine,
spermidine and putrescine, which are important in embryo development, and the
amino acid proline, which, in addition to being linked to germination, is related to
nutrient absorption and stress tolerance. Finally, the increase in the average
values of the efficiency of use of reserves that occurs together with the reduction
in the dry mass of the seeds, validates the statement that the product of the
degradation of the reserves of the seeds is destined for the germination and
growth of the seedlings. Furthermore, this study shows that the senescence of
the haustorium signals the end of the period of degradation of the endosperm

reserves of E. edulis.
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1 INTRODUCAO

Euterpe edulis Mart. € uma palmeira popularmente conhecida como
jucara, nativa do bioma Floresta Atlantica, e ocorre, principalmente, em Estados
das regides sul e sudeste do Brasil (SCHULZ et al., 2016). Essa palmeira
encontra-se classificada como vulneravel na Lista Brasileira de Espécies
Ameacadas de Extincado (BRASIL, 2022), isso, porque essa espécie sofreu com
a intensa exploracdo de seu palmito, o que acarreta a morte da planta, a qual é
monocaule, sendo incapaz de produzir perfilhos e rebrota (BRANCALION et al.,
2012).

Como alternativa para diminuir a exploracdo do palmito da E. edulis,
atualmente, vem se disseminando o uso e a valoracao dos frutos dessa espécie
(SCHULZ et al., 2016). Estes sédo bagas globosas que pesam cerca de 1 g e
possuem coloracdo verde e roxo escuro, essa diferenca de tonalidade é
perceptivel durante o processo de amadurecimento (SCHULZ et al., 2021).
Esses frutos podem ser valorizados economicamente, pois, Seu consumo produz
inimeros beneficios ao funcionamento do corpo humano, o que pode assegurar
a estabilidade desse produto no mercado consumidor (JIANG et al., 2021). Tais
beneficios estdo relacionados com a constituicdo desses frutos que € rica em
acidos graxos, proteinas, fibras alimentares, minerais e fendis, sendo que o
altimo composto listado esta intimamente ligado com o potencial antioxidante,
acao neuroprotetora e anti-inflamatéria (SCHULZ et al., 2021).

Cada fruto de E. edulis possui uma Unica semente, entretanto, acredita-
se que apenas uma palmeira produza 800 sementes por quilo de fruto (CARPINE
et al., 2019). E importante evidenciar que essas sementes sdo recalcitrantes
(GATTI et al., 2008), logo, ndo podem ser armazenadas em baixas temperaturas
e ndo suportam dessecacdo a baixos conteudos de umidade. Quando
submetidas a tais condi¢cdes, podem sofrer perda de viabilidade e,
consequentemente, reducdo da capacidade de germinacdo ou emergéncia
(BOVI; CARDOSO, 1975).

A germinagdo das sementes e o desenvolvimento das plantulas é
facilitada na presenca dos seus constituintes de reserva, 0S quais Sao
responsaveis também por manter a sobrevivéncia dessas estruturas apos a
etapa de maturacdo dos frutos (DIAS et al., 2020). Sementes de palmeiras

possuem endosperma abundante e uma gama de compostos armazenados
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(DIAS et al.,, 2018), como, por exemplo, corpos lipidicos, cristais globoides
fechados, proteinas, lipidios e hemiceluloses (MELLO et al.,, 2021). Sendo,
portanto, excelentes para exemplificar 0s processos de mobilizacdo e
degradacéao de reservas (DIAS et al., 2018).

Torna-se importante salientar que a principal hemicelulose encontrada
nas palmeiras sdo as mananas (BUCKERIDGE, 2010), e que 0s processos de
mobilizacdo e degradacao de reservas sdao complementares. Sendo que, nas
espécies da familia Arecaceae esses processos sdo controlados,
majoritariamente, pela acdo das enzimas, com énfase para a endo-B-mananase
gue € ativada por sinais emitidos pelo proprio embrido (DIAS et al., 2018).

Compreender a degradacdo de reservas de sementes € extremamente
importante para avangcar o conhecimento sobre os aspectos fisiologicos da
formacdo de plantulas e para auxiliar o aperfeicoamento de novas técnicas de
propagacéao da espécie E. edulis (DIAS et al., 2020). Em funcao disto, a hipétese
para essa pesquisa remonta a seguinte situacao: com o decorrer dos dias apds
a germinacdo o0s constituintes da semente apresentam-se em quantidade
reduzida, pois, sdo translocados ao eixo vegetativo, para promover a germinacao
e a formacéao de plantulas.

Diante disso, objetiva-se com este estudo caracterizar a degradacao de
reservas durante o periodo pés-germinacgao in vitro das sementes imaturas de
E. edulis e associar esse processo a qualidade fisioldégica da germinacao dessa

espécie, e a formacao de plantulas.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal

Os frutos de E. edulis foram colhidos em estadio imaturo (~180 dias apos
antese) em uma matriz silvestre localizada em Pedra Menina, situado na divisa
dos estados de Minas Gerais e Espirito Santo, nos municipios de Espera Feliz -
MG e Dores do Rio Preto - ES, proximo ao Parque Nacional do Capara0, Brasil,
nas coordenadas 20° 31’ 32,3” S e 41° 48’ 34,8” W, e em uma altitude de 1.164
m. Essa, possui uma altura de 11,56 m e DAP (diametro na altura do peito
medido a 1,30 m do nivel do solo) de 15,4 cm.

A colheita dos frutos foi realizada manualmente com auxilio de tesoura de
poda, para evitar danos mecanicos. Imediatamente apds a colheita, os frutos
foram acondicionados em caixas térmicas e encaminhados para o Laborat6rio
de Sementes Florestais e Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais, do
Departamento de Ciéncias Florestais e da Madeira (DCFM), Centro de Ciéncias
Agrérias e Engenharia (CCAE), da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES), onde foi realizada a montagem, o acompanhamento, 0 processamento

e analise dos dados gerados no experimento.

2.2 Germinagéo in vitro

Com o intuito de iniciar o processo de germinacao in vitro das sementes
de E. edulis, os frutos foram inicialmente higienizados com agua corrente,
detergente neutro e hipoclorito de sédio 2,5% (NaOCI) (QBoa®) por 10 min, apés
essa etapa retirou-se o tegumento e imergiu as sementes em acido ascorbico
2% (Dinamica®), procedimento realizado a fim de evitar a oxidacéo fendlica dos
tecidos vegetais. Apos a retirada do tegumento, desinfestou-se as sementes em
camara de fluxo laminar, com auxilio de alcool etilico 70% por 1 min, hipoclorito
de soédio 2,5% (NaOCIl) (QBoa®) por 10 min com agitacdo, e, solucdo de
amoxicilina (Germed®) 3 g L por 10 min, também com agitagdo. Ap6s cada
etapa de desinfestacdo foi realizada triplice lavagem com agua destilada e
autoclavada.

Depois de desinfestadas as sementes foram acondicionadas em tubos de
ensaio (25 x 150 mm) contendo aliquotas de 8 mL de meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) (Sigma®), suplementado com 30 g L' de
sacarose (Dinamica®), 1 g L* de polivinilpirrolidona (PVP) (Synth®), 0,1 g L* de
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mioinositol (Sigma®) e 5,5 g L'! de agar (Kasvi®). O pH do meio foi ajustado para
5,7+0,1 com KOH (Alphatec®) e/ou HCI (Vetec®) a 1,0 N, antes da deposicéo do
agar no meio. Os tubos, contendo apenas o meio, foram fechados com tampas
rigidas de polipropileno, e, autoclavados a 120 °C por 20 min.

Apoés a insercdo nos tubos, as sementes foram mantidas em sala de
crescimento por 10, 20, 30, 40, 60, 120 e 180 dias ap6s a germinacao (DAG),
sob temperatura de 27+2 °C, fotoperiodo de 16 horas, e irradiancia de 30 pmol
m2 st fornecida por duas lampadas LED tubulares brancas de 1,20 m
(Empalux®). No tempo 0 dias foram avaliadas as seguintes variaveis: germinacéo
(%) (BRASIL, 2009), indice de velocidade de germinacdo (IVG) (MAGUIRE,
1962), e, tempo médio de germinacao (TMG, dias) (LABOURIAU, 1983). J& no
decorrer do experimento avaliou-se: massa seca de sementes (g), e, teor de
agua nas sementes (umidade) (%) de acordo com o método de estufa (Adamo®)
regulada a 105+3 °C, por 24 horas, com quatro repeticdes de 25 sementes, em
conformidade com as Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). A partir
do tempo 40 dias, avaliou-se também altura da plantula (cm), diametro do coleto
(mm), comprimento da maior raiz (cm), nUmero de raizes, massa seca da
plantula (g), massa seca da raiz (g), reducéo de reservas da semente (mg seed"
1) (Equacédo 1), eficiéncia de uso de reservas (mg mg?) (Equacéo 2), taxa de
reducdo de reservas da semente (%) (Equacao 3), e, taxa de mobilizacdo de
reservas (%) (Equacdo 4). As variaveis de mobilizacdo de reserva foram
calculadas de acordo com o proposto por Soltani, Gholipoor e Zeinali (2006). E

ao final do experimento avaliou-se plantulas normais e anormais (%).

RRS = MSS — MSRE Equacéo 1

EUR = MSP/RRS Equacéo 2

TRRS = (@) * 100 Equacéo 3
MSS

MSP
MSS

TMR = (12) * 100 Equacdo 4
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em que RRS é reducéo de reservas da semente em mg seed!, MSS massa seca
da semente em gramas, MSRE massa seca restante do endosperma em
gramas, EUR eficiéncia de uso de reservas em mg mg=, e, MSP massa seca da

plantula em gramas.

2.3 Anédlises bioquimicas

Com o intuito de extrair e analisar 0s compostos bioquimicos persistentes
nas sementes apds decorrido cada tempo em estudo utilizou-se a metodologia
modificada de Bligh e Dyer (1959). Sementes acondicionadas por diferentes
periodos em sala de crescimento, apos sua germinacao, foram desidratadas,
sem tegumento, em estufa (Adamo®) a 60 °C até atingir massa constante. Em
seguida, foram trituradas em um moinho de facas (Wyllie Micro - TE 650,
Tecnal®) e peneiradas por granulometria de 60 mesh. O p6 obtido nesse
processo foi distribuido em trés porcdes de 250 mg, por tratamento, e submetido
a extracao em série etandlica decrescente (98, 80 e 50%).

Apbs adicionar cada solucao etandlica (2.000 pL) ao microtubo contendo
a amostra, esse foi encubado por 20 min a 80 °C, e centrifugado a 10.000 rpm/10
min, posteriormente, a essa etapa o sobrenadante foi recolhido. Seguido da série
etandlica, adicionou-se cloroférmio concentrado (1.500 uL) ao pellet, e apds
encubacdo nas mesmas condigcdes descritas acima, a solucdo gerada foi
adicionada ao sobrenadante recolhido anteriormente, juntamente com 2.000 uL
de agua destilada, o que promoveu a separacao de fases, sendo que, a fase
superior demonstrou natureza hidrofilica e a inferior hidrofobica.

Para quantificar os lipidios totais presentes nas amostras, foi utilizado o
meétodo gravimétrico de Bligh e Dyer (1959). No qual a fase hidrofébica, obtida
no procedimento anterior, foi transferida para microtubos e evaporada em estufa
(Adamo®) de circulacéo forcada a 60 °C, até a obtencédo de massa constante. Os
lipidios totais foram entédo determinados em uma balanca analitica (Bel®) (0,0001
g) utilizando triplicatas.

Os fendis soluveis, por sua vez, foram quantificados de acordo com o
método de Folin-Ciocalteu (SWAIN; HILLS, 1959), modificado. No qual foi
administrado em um microtubo 11 pL da fase hidrofilica, juntamente com 189 uL
de etanol 80% (Neon®), 800 uL de carbonato de sédio 4% (Neon®) e, 1.000 pL
do reagente Folin-Ciocalteu (Exodo Cientifica®). Essa solucéo foi acondicionada
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por 30 min no escuro e, posteriormente, submetida a leitura em
espectrofotdometro  (Kasuaki®) a 760 nm, utilizando trés réplicas. As
concentracdes foram determinadas pela confeccao da curva padréo, utilizando
acido tanico (Neon®).

As concentracdes de carboidratos sollUveis presentes nas amostras foram
determinadas pela confeccdo da curva padréo, utilizando glicose (Neon®), de
acordo com o método da antrona (YEMM; WILLIS, 1954), modificado. Para isso
adicionou-se em um microtubo 2 pL de extrato da fase hidrofilica, 498 pL de
etanol 80% (Neon®), e, 1.000 pL de antrona 0,2% (Exodo Cientifica®). Essa
solucéo foi encubada a 90 °C/10 min e submetida a leitura em triplicada no
espectrofotometro (Kasuaki®) a 620 nm.

A determinagé&o de proteinas totais foi realizada de acordo com o método
de Bradford (1976) modificado, sendo que as concentracdes foram determinadas
pela confeccdo da curva padrdo, utilizando albumina bovina (Sigma®). Nesse
intuito adicionou-se 4.000 pL de hidréxido de potassio (KOH) 0,2 M (Dinamica®)
ao pellet resultante da extracdo dos compostos sollveis. A solucdo gerada foi
encubada a 80 °C por uma hora e meia, e, posteriormente, centrifugada a 4.000
rom/20 min. Apés essa etapa 20 pL do extrato de proteinas gerado foi
administrado, juntamente, com 180 pL de KOH 0,2 M (Dinamica®), e, 1.000 pL
do reagente Bradford (Sigma®) em um microtubo. Essas amostras foram lidas
em triplicata no espectrofotometro (Kasuaki®) a 595 nm, apés, 10 min de
encubacéao.

Para leitura do amido foi adicionado 2.000 pL de acido cloridrico (HCI) 3%
(Dinamica®) ao pellet resultante da extracdo das proteinas. Encubou-se essa
solucdo durante trés horas, e, centrifugou-se a 4.000 rpm/20 min, o
sobrenadante foi coletado e distribuido em microtubos, sendo que em cada
microtubo administrou-se 2 pL desse extrato, 298 uL de HCI 3% (Dinamica®) e
1.000 puL do reagente antrona 0,2% (Exodo Cientifica®). Essa mistura de
componentes foi encubada a 100 °C/15 min, e, submetida a leitura em
espectrofotdometro (Kasuaki®) a 620 nm, utilizando trés réplicas. Sendo
importante salientar que, as concentragdes foram determinadas pela confeccéo
da curva padréo, utilizando amido solavel (Exodo Cientifica®).

A quantificacdo das fibras presentes nas amostras foi realizada em

triplicatas utilizando o pellet resultante da extracdo do amido seco em estufa
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(Adamo®) de circulacdo forcada a 60 °C até atingir peso constante. Ja a
concentracdo das cinzas foi determinada utilizando amostras de 1 g em triplicata
acondicionadas em cadinhos e colocadas em mufla (Quimis®) por 2 h a 600 °C
(CABRERA-BOSQUET; SANCHEZ; ARAUS, 2009).

2.4 Extrativos

Os extrativos que persistiram na semente de acordo com 0s tempos em
andlise foram extraidos com base no procedimento analitico recomendado pelo
NREL/TP-510-42619 (SLUITER et al., 2008), e adaptado para o género Euterpe
(LIMA et al., 2019; BURATTO; COCERO; MARTIN, 2021; MELLO, 2022). Tal
extracdo € necessaria para quantificar lignina soltvel, insoltvel e carboidratos
estruturais.

Inicialmente, foram inseridos em um papel filtro (Qualy®) de porosidade
25 um, 4 g de amostra peneiradas na granulometria de 60 mesh (referente a
cada tempo de andlise) e 150 mL de hexano (Neon®). Essa composigdo foi
submetida a refluxo no Soxhlet por 6 horas, sendo realizados 4 ciclos/h. O
hexano presente na amostra foi evaporado em equipamento de evaporacdo a
vacuo, e, o pellet resultante desse processo foi acondicionado em estufa
(Adamo®) a 50 °C até que a amostra atingisse massa constante. Todo o
procedimento descrito anteriormente foi repetido utilizando, separadamente e
respectivamente, agua destilada e etanol (Neon®), para finalizar a extracéo,

modificando o refluxo para 12 h.

2.5 Lignina soluvel, insolavel e carboidratos estruturais

Para quantificar lignina soltvel, insolavel e carboidratos estruturais foi
utilizado o procedimento analitico recomendado pelo NREL/TP-510-42618
(SLUITER et al.,, 2011). Inicialmente, adicionou-se em um tubo de vidro
resistente, 300 mg de amostra livre de extrativos (representante de cada
tratamento em triplicata), juntamente com 3 mL de acido sulfdrico (72% m/m)
(Neon®). As solucées geradas foram encubadas por 60 min a 30 °C agitando a
cada 5 min. Posteriormente, diluiu-se as solugdes com 84 mL de agua tipo | e
autoclavou-as a 121 °C/1 h.

O conteudo autoclavado foi filtrado com o auxilio de bomba de vacuo em

cadinho de vidro sinterizado. Esse recipiente foi previamente preparado com
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uma camada de aproximadamente 3 mm de espessura de fibra de Oxido de
aluminio (Al203), e, seco em estufa (Adamo®) a 105+2 °C e massa conhecida.
Posteriormente, os cadinhos contendo o conteddo autoclavado e filtrado foram
secos em estufa (Adamo®) a 105+2 °C até atingir a massa constante.

A porcentagem de lignina insoltvel foi calculada em triplicata a partir da
massa com residuo registrada apos a secagem dos cadinhos preenchidos com
as amostras. Ja os teores de lignina soluvel (LS) foram determinados utilizando
a recuperacao do liquido produzido na filtragdo. Esse liquido foi diluido na
proporcao 1:5 (extrato - 4gua destilada), e, posteriormente medido com auxilio

de espectrofotometro (Kasuaki®) a 215 e 280 nm em triplicata (Equacéo 5).

(4,53x|215])—(]280|x 100)
300x0,3

%LS = Equacgéo 5

O liquido produzido na filtracdo do conteudo autoclavado também foi
utilizado para quantificar os carboidratos estruturais. Para isso, 20 mL desse
liquido foi tratada com carbonato de célcio (Neon®) até a neutralizagcdo em pH 5-
6, utilizando filtro de nylon 0,2 um (Unifil®) essas amostras foram transferidas
para vials de 2 mL. Esses vials foram analisados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE).

Para realizar a analise por CLAE foi utilizado um sistema Shimadzu
Prominence equipado com detector de indice de refracdo (RID-20A). Foi
necessario separar os carboidratos em uma coluna Rezex RPM Monossacarideo
Pb*? (8%) (100 mm x 7,8 mm, tamanho de particula de 8 um, Phenomenex,
Torrance, CA, EUA), utilizar uma coluna guarda de mesmo material antes da
coluna cromatografica, sendo importante salientar que a fase moével desse
procedimento foi realizada utilizando agua tipo | com uma taxa de fluxo de 0,8
mL min?, e, que a temperatura do forno da coluna foi mantida em 80 °C. O
volume de inje¢cdo da amostra foi de 10 pL.

As concentragdes obtidas por CLAE apresentam perdas de carboidratos,
devido ao processo de hidrolise ocorrido durante a unido de dois monémeros
para se obter um polimero. Esse procedimento € necessario, pois, 0 CLAE emite
concentracfes medidas na forma de mondmeros, entretanto, os carboidratos

gue constituem a amostra encontram-se ligados na forma de polissacarideos.
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Diante disso, € sabido que os valores precisam ser relatados na forma
polimérica. Portanto, os fatores de correcédo anidro para as hexoses € de 0,90
(162/180), e, para as pentoses o valor € de 0,88 (132/150) (ROCHA et al., 2015).

Finalmente, tem-se que as concentragdes dos carboidratos nas amostras
foram determinadas em triplicata utilizando as Equacdes 6 e 7, conforme o
procedimento NREL (SLUITER et al., 2008).

Cx.corrigido = CCLAE x Correcaoanidro Equacéo 6

Cx.corrigido xVf x 19

%Carboidratos = 1279 x 100 Equacéo 7

m

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

carboidratos analisados.

2.6 Hormoénios

Os hormdnios foram extraidos e quantificados segundo a metodologia de
Forcat et al. (2008), modificada. Essa extracédo foi realizada em sementes frescas
retiradas em quatro estadios de germinacao (0, 10, 60 e 180 dias). O primeiro
passo para esse procedimento foi macerar as sementes em cadinho (0,220 g)
juntamente com o extrator metanol:isopropanol:acido acético (20:79:1),
mantendo-as dentro de microtubos de 1.500 uL, imersos em gelo.

Posteriormente, foi necessario adicionar 400 pL da solucdo de extracao
nos microtubos, agita-los em vortex por 20 s, repetir esse processo quatro vezes
para cada amostra e sonicar por 10 min (passo 2). Em seguida as amostras
foram mantidas em repouso durante 30 min sob gelo, e depois sonicadas por 10
min e centrifugadas a 13.000 rpm por 10 min a 4 °C, ao final desse processo 0s
sobrenadantes foram coletados (passo 3).

Os passos 2 e 3 foram repetidos, e as amostras filtradas em filtros de
seringa PVDF 13 mm e 0,22 um (Kasvi®). Para a realizacdo da leitura dos
hormoOnios, as amostras foram injetadas no equipamento UHPLC-

triploquadrupolo (QQQ) (Agilent®), através de um vial contendo 300 pL do
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extrato. Os resultados foram analisados em triplicata no Software Skyline para a

obtencdo das areas de cada pico e as massas calculadas em ng g*.

2.7 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
composto por oito tratamentos (dias apds a germinacéo: 0, 10, 20, 30, 40, 60,
120 e 180 DAG) e quatro repeticdes com 10 sementes cada, para as andlises
morfolégicas (massa seca semente (g), altura da plantula (cm), didametro do
coleto (mm), comprimento da maior raiz (cm), nUmero de raizes, massa seca da
raiz (g), massa seca da parte aérea (g), plantulas normais e anormais (%)), e,
triplicatas para as analises fisiol6gicas (germinacéo (%), indice de velocidade de
germinacao, tempo médio de germinacdo (dias), umidade (%), hormdnios) e
bioquimicas (lipidios (%), carboidratos (mg g*), amido (mg g1), fibras (%), fendis
(mg g?), proteinas (mg g?), cinzas (%), lignina soltvel e insoltvel (%), manose
(%), glicose (%), galactose (%)). Os dados foram submetidos a andlise de
variancia, teste F (p<0,05), e, teste Tukey (p<0,05), sendo ambos processados
no Software Genes (CRUZ, 2016).
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3 RESULTADOS

As sementes imaturas (~180 dias ap0s a antese) possuiam no tempo 0
dias em média 17,32 g de massa fresca, com umidade de 63,73%, germinaram
in vitro 100%, com IVG médio de 1,86, TMG de 21 dias, sendo importante
acrescentar que aos 180 DAG foi observado 100% de plantulas normais.

Nas sementes imaturas, 0 embrido zigotico (ez) da E. edulis é subdivido
em duas regifes, eixo embrionario (ee) e haustorio (h) (Figura la), apés a
germinacdo apenas o haustério permanece embutido no endosperma (en)
(Figura 1b), com 20 dias de pds-germinacao € possivel observar as seguintes
regides: raiz primaria (rp), ligula (li) e peciolo cotiledonar (pc) (Figura 1c), aos 40
dias nota-se também a presenca do catafilo (ct) (Figura 1d), e, aos 60 dias o
eofilo (e) ja esta formado (Figura 1e).

Com o decorrer do tempo poés-germinacdo, observou-se sementes
germinadas e ndo germinadas, e, plantulas com variacdo de tamanho e de
estruturas morfolégicas (Figura 1f). Dentro desse mesmo periodo o haustério
desenvolveu e o endosperma foi ligeiramente consumido, e, a partir dos 120 dias

a semente comecou a apresentar sinais de deterioracao (Figura 19).
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Figura 1. Sintese qualitativa das modifica¢gdes morfofisioldgicas que acometem as sementes de
E. edulis durante a formacdo de mudas e degradacéo de reservas a 0, 10, 20, 30, 40, 60, 120 e
180 dias apds germinacdo - DAG. (a) Detalhes internos nas sementes de E. edulis ndo
germinadas (ez, embrido zigético; ee, eixo embrionario; h, haustério). (b) Particularidades
intrinsecas vistas nas sementes antes e apos a germinacédo (en, endosperma; h, haustério). (c)
Estruturas morfolégicas presentes nas sementes germinadas apds 20 dias (rp, raiz primaria; i,
ligula; pc, peciolo cotiledonar). (d) Especificidade externa acrescida nas sementes 40 dias apds
a germinacao (ct, catafilo). (e) Caracteristica externa formada nas sementes germinadas depois
de 60 dias (e, edfilo). (f) Modificagdes morfologicas externas ocorridas na semente no periodo
poés-germinacao. (g) Diferencas encontradas no endosperma e no haustoério durante o periodo
em andlise. Barras de escala: 1000 uM (f - tempo 0, 10, 20, 30 dias, e g); 5 mm (f - tempo 40
dias); 1 cm (f - tempo 60, 120 e 180 dias).

Fonte: a autora.

A umidade das sementes de E. edulis s6 diferiu estatisticamente aos 180
DAG onde apresentou sua maior média (88,33%) (Figura 2a). O que ocorreu
também para a massa seca de sementes™, porém, essa variavel apresentou

nesse mesmo periodo sua menor media (5,90 g) (Figura 2b).
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Figura 2. Umidade (%) (a) e massa seca de sementes(g) (b) de E. edulis analisados durante a
formacao das plantulas e degradacgéo de reservas a 0, 10, 20, 30, 40, 60, 120 e 180 dias apos a
germinacdo - DAG. Médias ndo seguidas de mesma letra na comparagdo entre os tempos
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Barra de escala: 0,2 cm.

Fonte: a autora.

Por sua vez, as variaveis de mobilizacao de reserva EUR (Figura 3a) e
TMR (Figura 3b) apresentaram suas maiores médias aos 180 DAG, as quais
diferem-se das demais, e, possuem, respectivamente, 0os seguintes valores 0,33
mg mg? e 35,51%. A RRS (Figura 3c) e TRRS (Figura 3d) também demonstram
médias diferentes das demais aos 180 DAG, com 0s menores valores médios

3,82 mg seed e 64,48%, respectivamente.
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Figura 3. Taxa de mobilizacdo de reservas analisada nas sementes de E. edulis durante a
formacao das plantulas a 40, 60, 120 e 180 dias ap6s a germinacao - DAG. (a) Eficiéncia de uso
de reservas (EUR - mg g7). (b) Taxa de mobilizacdo de reservas (TMR - %). (c) Reducédo de
reservas da semente (RRS - mg seed?). (d) Taxa de reducéo de reservas da semente (TRRS -
%). IMédias ndo seguidas de mesma letra na comparacgao entre os tempos diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05). Barra de escala: 0,2 cm.

Fonte: a autora.
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As plantulas de E. edulis demonstraram aumento até 180 DAG para as
variaveis altura da plantula de 8,30 cm (Figura 4a), comprimento da maior raiz
de 13,47 cm (Figura 4c), massa seca da parte aérea de 1,40 g (Figura 4d),
massa seca da raiz* de 0,84 g (Figura 4e), e, niUmero de raizes de 2,88 (Figura
4f). Apenas a variavel DC apresentou reducao de suas médias a partir de 120
DAG, com menor média (2,01 mm) diferente das demais aos 180 DAG (Figura

4b).
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Figura 4. Varidveis morfoldgicas das plantulas de E. edulis avaliadas durante a degradac¢éo de
reservas a 40, 60, 120 e 180 dias ap0s a germinacédo - DAG. (a) Altura da plantula (cm). (b)
Diametro do coleto (DC - mm). (¢) Comprimento da maior raiz (cm). (d) Massa seca da parte
aéreal(g). (e) Massa seca da raiz1 (g). (f) Numero de raizes. !Médias ndo seguidas de mesma
letra na comparacédo entre os tempos diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Barra de
escala: 0,2 cm.

Fonte: a autora.

Em relacéo as reservas das sementes de E. edulis observou-se que os
carboidratos, amido e lipidios apresentaram acumulo em seus teores para
posterior degradacdo. Para carboidratos detectou-se a maior média aos 40 DAG
(Figura 5a). O amido apresentou maiores médias entre 30-120 DAG, o que néo
diferiu estatisticamente de 10-20 DAG (Figura 5b). J& para os lipidios, a maior
meédia foi obtida aos 120 DAG (Figura 5c). As proteinas apresentaram meédias
superiores de 0-120 DAG (Figura 5d). Por sua vez, o teor de fendis foi maior aos
0 DAG, o que nao diferiu para os 10 DAG, e a partir deste tempo houve reducéo
acentuada para essa variavel (Figura 5e). A lignina soluvel, insolavel e as cinzas
foram maiores ao 0 DAG, sendo degradadas ao logo de todo periodo pés-

germinacao (Figuras 5f, g, i). As fibras apresentaram maior média aos 0 DAG,
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nao diferindo aos 10-30 DAG, com degradacdes a partir deste periodo, e reducéo
drastica aos 180 DAG (Figura 5h).
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Figura 5. Variaveis bioquimicas analisadas nas sementes de E. edulis durante a formacéo das
plantulas e degradacéo de reservas a 0, 10, 20, 30, 40, 60, 120 e 180 dias ap6s a germinacao -
DAG. (a) Carboidratos (mg g?). (b) Amido (mg g). (c) Lipidios (%). (d) Proteina (mg g?). (e)
Fenois (mg g). (f) Lignina solavel (%). (g) Lignina insolavel (%). (h) Fibras (%). (i) Cinzas (%).
IMédias nédo seguidas de mesma letra na comparac¢éo entre os tempos diferem entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05). Barra de escala: 0,2 cm.

Fonte: a autora.

Nos carboidratos, tem-se que a manose e glicose apresentam maiores
teores entre 0-30 DAG, com reducdo ao longo do periodo pds-germinagéo,
entretanto, observou-se que a manose demonstra um menor declinio em seus
teores passando de 118,19 a 59,58% (Figura 6a), enquanto a glicose reduz de
181,52 a 34,67% (Figura 6b). Por sua vez, observa-se que a galactose aos 10-
20 DAG apresentou maiores médias, e que aos 30 DAG essa reserva foi
totalmente consumida, sendo que seus teores sdo em geral muito inferiores aos
outros dois carboidratos estruturais detectados durante o periodo em analise

(Figura 6¢).
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Figura 6. Carboidratos estruturais avaliados nas sementes de E. edulis durante a formacédo das
plantulas e degradacéo de reservas a 0, 10, 20, 30, 40, 60, 120 e 180 dias ap6s a germinagao -
DAG. (a) Manose (%). (b) Glicose (%). (c) Galactose (%). Médias ndo seguidas de mesma letra
na comparagdo entre os tempos diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Barra de escala:
0,2 cm.

Fonte: a autora.

O &cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) apresentou a menor
média (0,71 ng g?') aos 180 DAG (Figura 7a). A espermina (SPM) e a
espermidina (SPD) demonstraram o mesmo padréo de degradacdo com valores
estatisticamente iguais, para cada variavel isolada, aos 60 e 180 DAG (Figura
7b, c, respectivamente). A putrescina (PUT) e a prolina (PRO) foram consumidas
gradativamente, apresentando médias estatisticamente diferentes em todos os
tempos de analise, com médias minimas de 26,34% (Figura 7d) e 55,99%
(Figura 7e), respectivamente, aos 180 DAG. As médias dos hormonios zeatina,
acido indolacético (AlA) e acido abscisico (ABA) também séo estatisticamente
diferentes, com menores médias aos 10 DAG, com reducbes da zeatina de
364,12 a 21,15 ng g* (Figura 7f), do AIA de 20,91 a 8,19 ng g* (Figura 7g), e, do
ABA de 3,30 a 2,10 ng g* (Figura 7h).
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Figura 7. Precursor hormonal, hormbénios e aminoacido analisados nas sementes de E. edulis
durante a formacgdo das plantulas e degradacdo de reservas a 10, 60, e 180 dias apés a
germinacéo - DAG (a-e), e, a0 e 10 DAG (f-h). (a) Acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC
- ng g). (b) Espermina (SPM - %). (c) Espermidina (SPD - %). (d) Putrescina (PUT - %). (e)
Prolina (PRO - %). (f) Zeatina (ng g1). (g) Acido Indolacético (AIA - ng g1). (h) Acido abscisico
(ABA - ng g1). IMédias nao seguidas de mesma letra na comparagéo entre os tempos diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *Significativo (p<0,05) e "Snhdo significativo pelo teste F,
entre os dois periodos pos-germinacao. Barra de escala: 0,2 cm.

Fonte: a autora.
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4 DISCUSSAO

As distintas estruturas morfologicas presentes nas sementes de E. edulis
no decorrer do periodo pés-germinacao também foram observadas para Euterpe
precatoria Martius. Entre 10 e 15 dias apds a semeadura (DAS) dessa espécie a
parte proximal do embrido (eixo embrionario) emergiu. Depois dessa ocorréncia
0 eixo embrionario intumesceu e formou o botdo germinativo de onde surgiu a
ligula e a raiz primaria, aos 20 DAS. Decorridos 30 dias desse evento ja se
observava a presenca do catafilo, e aos 80 dias, o edfilo encontrava-se bem
formado e esverdeado (FERREIRA et al., 2020).

Assim como para E. precatoria a emergéncia do eixo embrionério de E.
edulis faz com que apenas o haustoério permaneca imerso no endosperma. Essa
estrutura funciona como 6rgdo de absorgdo, tornando-se responséavel pela
mobilizacdo dos componentes de reserva durante a formacdo das plantulas.
Logo, com o passar dos dias pos-germinacao o haustorio intumesce e consome
as reservas do endosperma que, consequentemente, tem seu volume reduzido
(FERREIRA et al., 2020). Depois de consumir os nutrientes endospérmicos o
haustério apresenta reducédo de seu tamanho, 0 que ocorreu nesse estudo por
volta dos 180 DAG, isso indica a senescéncia dessa estrutura, fato que foi
observado também em sementes de Mauritia flexuosa L. f. (DIAS et al., 2020).

No decorrer do processo de consumo das reservas e formacdo das
plantulas, as sementes comecam a evidenciar sua deterioracdo. A qual pode
estar relacionada com o estresse sofrido pelas sementes cultivadas in vitro, que
sdo expostas, no decorrer do tempo, a alta umidade relativa, baixa taxa de
ventilagdo, e, reduzida disponibilidade de luz (US-CAMAS et al., 2014). O
estresse, normalmente, induz o acumulo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e a peroxidacdo lipidica, que refletem na oxidacdo dos tecidos e sdo
consideradas como as principais causas de deterioragcdo nas sementes
(BARRETO; GARCIA, 2017).

Unido ao processo de degradacdo de reservas e deterioracdo das
sementes, tem-se 0 aumento da umidade nessas estruturas, isso, porque apos
a mobilizagcéo e digestao do contetdo enddgeno celular, o potencial de presséo
interno da semente diminui e facilita a entrada de agua nas células (DIAS et al.,
2020). Por volta dos 120 DAG nota-se o escurecimento do tecido endospérmico,

e aos 180 DAG observa-se o aumento da umidade, e, a redu¢gdo na massa seca
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das sementes, eventos que podem estar intimamente relacionados com a
entrada excessiva de agua nas células.

A umidade e a massa seca de sementes s@o caracteristicas inversamente
proporcionais que também se comportaram assim no processo de maturagéo
das sementes de E. edulis. Entretanto durante essa fase, a umidade apresentou
reducado de suas médias e a massa seca acréscimo (MELLO, 2022). O aumento
no teor de massa seca esta relacionado com a intensa divisdo celular ocorrida
nas células durante o acumulo das substancias de reservas, logo, durante a
degradacédo de reservas, processo complementar, porém, contrario, julga-se que
essa variavel apresente reducéo de seus valores (KOK et al., 2013).

Os parametros de mobilizacdo de reservas da semente revelaram que a
reducdo da massa seca das sementes (MSS) esté intimamente relacionada com
a eficiéncia de conversdo de reserva mobilizada em tecido de plantula (EUR),
isso porque, aos 180 DAG, a MSS apresenta reducdo significativa em suas
médias, a EUR demonstra acréscimo, e, a reducdo de reservas da semente
(RRS) apresenta teores estatisticamente diferente dos demais. Diferentemente,
do encontrado no presente trabalho, Soltani, Gholipoor e Zeinali (2006) utilizando
esses parametros comprovaram gue o0 acréscimo na massa seca de plantulas
de trigo esta ligado apenas com a reducdo de reservas mobilizadas nas
sementes e ndo com sua eficiéncia de conversao.

Os dados morfologicos encontrados nesse estudo com E. edulis
evidenciam a translocacdo das reservas endospérmicas para promover a
germinacao, e, o crescimento do eixo vegetativo. O que € corroborado por Dias
et al. (2020) em sua pesquisa com M. flexuosa, onde foi detectado
desenvolvimento da parte aérea e raiz, além de aumento de massa seca da parte
aérea, eventos esses que ocorreram concomitantemente com a reducdo de
massa seca da semente.

O endosperma das sementes de E. edulis é constituido, principalmente,
por lipidios, carboidratos, amido e proteinas. Sendo que a ultima reserva citada
€ a primeira desse grupo a ser metabolizada, pois, seu teor ndo apresenta
aumento significativo durante o periodo pods-germinacao, diferentemente, das
outras reservas mencionadas. 1sso ocorre também durante o desenvolvimento
de plantulas de Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. Mart., evidenciando a

importancia dessa reserva para o start da germinagcdo dessas espécies, ambas
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pertencentes a familia Arecaceae (MAZZOTTINI-DOS-SANTOS; RIBEIRO;
OLIVEIRA, 2017).

Em relacdo ao crescimento do eixo vegetativo, lipidios e carboidratos séo
as principais reservas utilizadas, pois, sdo fonte de carbono e energia
(BARRETO et al., 2016). Essas reservas podem ser estocadas na forma de
amido nas plantas, e, todas as trés possuem metabolismo relacionado pelo ciclo
do glioxilato, o qual garante a acidificacdo do ambiente para a degradacdo do
amido, e a sintese de carboidratos e lipidios (MA et al., 2016). O envolvimento
do metabolismo dessas reservas dentro do mesmo ciclo explica o mesmo padréo
de degradacao encontrado para esses nutrientes na presente pesquisa com E.
edulis. E assim como para A. aculeata a metabolizac¢éo dos lipidios nesse estudo
é considerada tardia levando em conta carboidratos e amidos como reservas
contrastantes (MAZZOTTINI-DOS-SANTOS; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2017).

Alguns compostos derivados da sintese de carbono ocorrida no ciclo
glioxilato séo convertidos em aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e
triptofano) pela rota do &cido chiquimico. Isso ocorre, principalmente, quando as
plantulas estdo sujeitas a um ambiente estressante, pois, uma das funcbes
dessas reservas € proteger as estruturas celulares das reac6es em cadeia dos
radicais livres que sao encadeadas por rea¢fes quimicas (MARCHIOSI et al.,
2020). Isso, esclarece a diminuig¢éo no teor de fendis com o passar do tempo de
cultivo in vitro das sementes de E. edulis.

Por sua vez, a diminuicdo no teor de lignina soltvel e insolivel com o
passar do periodo pés-germinacao da espécie E. edulis, também é explicada
pela rota do acido chiquimico. Isso, porque essas moléculas sdo compostas por
acidos fenolicos simples que sao translocados para as plantulas para conferir
resisténcia mecanica a parede celular, além de possibilitar o transporte de agua
e nutrientes por capilaridade das raizes para as folhas (MARCHIOSI et al., 2020).

Ainda sobre as reservas bioquimicas tem-se que as fibras, encontradas
em E. edulis tiveram evidente decaimento a partir dos 30 DAG. O que pode ser
explicado pela formacao dos catafilos que se iniciam nesse estudo aos 40 DAG.
Os quais apresentam em sua constituicdo fibras associadas a feixes vasculares
gue conferem resisténcia mecanica, e, auxiliam a saida dessa estrutura pela
fenda cotiledonar. Em E. precatoria esse evento ocorre da mesma maneira,

nesse caso para frutos maduros, porém aos 30 dias ap0s a semeadura da
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espécie em gerbox contendo vermiculita de granulacéo superfina (FERREIRA et
al., 2020).

O teor de cinzas, também esta enquadrado dentro das caracteristicas
bioguimicas, e, normalmente possui valor reduzido em espécies da familia
Arecaceae, nesse estudo as sementes de E. edulis continham de 1,60 a 0,17%.
Tem-se, por exemplo, que sementes de Phoenix canariensis Hort. Ex Chabaud
possuem em média 1,18% de cinzas (NEHDI et al., 2010). Essa reserva €&
constituida por minerais que sao requeridos de forma distinta durante o
desenvolvimento das plantulas, para Elaeis guineensis Jacq., 0os elementos
minerais manganés (Mn) e ferro (Fe) comportaram-se de forma inversamente
proporcional, com o desenvolvimento da semente o teor de Mn reduziu e o de
Fe aumentou (KOK et al., 2013).

Os carboidratos estruturais glicose, galactose, manose, xilose, e,
arabinose, podem ser detectados nas sementes de E. edulis. Salienta-se que
80% dos carboidratos observados na espécie E. oleracea, em sementes
maduras, sdo representados pelas manoses (NASCIMENTO et al., 2020). Ja
neste estudo com sementes imaturas de E. edulis notou-se que as manoses
foram superiores ao teor de glicose apenas a partir dos 40 DAG, e, que a
galactose chegou a néo ser detectada nos tempos 30, 40, 60, 120, e 180 DAG.
O baixo teor de galactanos encontrado nesse estudo é corroborado por Mello
(2022) que evidéncia em sua pesquisa com a maturacdo de E. edulis que
aproximadamente aos 185 dias apds a antese essa reserva apresenta média de
apenas 3%, podendo facilmente ser degrada a teor nulo durante a formacao de
plantulas.

Considerando as reservas hormonais das sementes de E. edulis tem-se
que o ACC apresentou reducdo significativa com 180 DAG. O que esta
relacionado com a intensificacdo da conversao desse acido em etileno durante
esse periodo, ja que com o crescimento da plantula o ambiente in vitro torna-se
mais estressante e estimula a formagédo desse horménio (LI et al.,, 2022). A
zeatina, AIA e ABA também demonstraram reducgdo significativa em suas
médias, porém, no caso desses hormonios a diferenca foi detectada entre 0 e 10
DAG. Tais hormonios sdo respectivamente, citocininas, auxinas, e acido
abscisico, e estao relacionados com o start da germinacdo das sementes, por

isso reduzem nesse periodo. O primeiro hormdnio auxilia na emissdo do broto
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germinativo (WYBOUW; RYBEL, 2019), o segundo na protrusao da raiz primaria
(XIAO; ZHANG, 2020) e o terceiro inibe a germinacao (LIU et al., 2019).

Como visto anteriormente, o ABA funciona como inibidor da germinacao,
esse efeito pode ser anulado pela citocina, que nesse estudo esta representada
pela zeatina (SUBBIAH; REDDY, 2010). O que explica o fato desse ultimo
horménio ter sido mais requerido durante a germinacado das sementes de E.
edulis, decrescendo em seu teor 342,97 ng g de 0-10 DAG. Essa inibicéo é
retratada também por Subbiah e Reddy (2010), em sua pesquisa com
Arabidopsis thaliana do ecétipo Columbia e suas cepas, nesse caso 0s efeitos
do ABA foram inibidos no tipo selvagem e na cepa CS3071 (ein2-1) durante a
germinacdo de sementes dessa espécie, adicionando a citocinina 6-
benzilaminopurina (BAP).

A prolina assim como o ABA inibe a germinacdo de sementes, sendo
importante salientar que esse hormonio é o percursor desse aminoacido. Logo
seus valores sao diretamente proporcionais, o que justifica a redugéo no teor de
prolina com o decorrer do periodo pos-germinacao (THAKUR; SHARMA, 2005).
Por fim, a diminuicdo observada nas poliaminas pode estar relacionada a
regulacdo de processos fisiolégicos como quebra de dorméncia, germinacdo e
alongamento celular (MUSTAFAVI et al., 2018).
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5 CONCLUSOES

O produto da degradacédo de reservas endospérmicas de E. edulis é
destinado para germinacdo das sementes e crescimento das plantulas, o
acréscimo dos valores médios da eficiéncia de uso de reservas, juntamente, com
a reducdo da massa seca das sementes validam essa afirmacéo. O decréscimo
da massa seca de sementes implica também no acréscimo das seguintes
variaveis: altura, diametro do coleto e massa seca de plantulas, comprimento da
maior raiz, e, massa seca de raizes.

As proteinas estdo intimamente relacionadas com a germinacdo dessas
sementes, ja, os carboidratos, amidos e lipidios possuem maior relacdo com o
crescimento das plantulas. Por sua vez, fibras, lignina soluvel e insolivel estdo
ligadas a formacéo estrutural das mudas.

Dentre os carboidratos estruturais, manose e glicose estdo presentes no
endosperma das sementes de E. edulis em maior porcentagem. Nao obstante a
ISS0, tem-se que apenas 0s hormonios zeatina, AlA e ABA sao encontrados nas
sementes de E. edulis poés-germinacdo. A zeatina requerida em maior
guantidade na germinacdo e a consequente reducdo nos niveis de ABA, pode
estar relacionada com o efeito de nulidade desta citocinina sobre este hormonio
da dorméncia. E, os teores de poliaminas, prolina e ACC reduzem com o passar
do tempo de cultivo in vitro, devido suas respectivas relacbes com o
desenvolvimento do embrido e germinacdo das sementes.

O endosperma apresenta sinais de deterioracdo aos 120 DAG, o que
implica no aumento significativo da umidade e diminuicdo da massa seca das
sementes aos 180 DAG, nesse mesmo periodo o haustério comeca apresentar
senescéncia sinalizando o final da degradacdo de reservas para espécie E.

edulis.



69

6 REFERENCIAS

BARRETO, L. C. et al. Dynamic of reserve compounds of mesocarp and seeds
of macaw palm (Acrocomia aculeata) submitted to different storage conditions.
Trees, v. 30, p. 1945-1952, 2016.

BARRETO, L. C.; GARCIA, Q. S. Accelerated ageing and subsequent
imbibition affect seed viability and the efficiency of antioxidant system in macaw
palm seeds. Acta Physiologiae Plantarum, v. 39, p. 1-8, 2017.

BLIGH, E. G.; DYER, W. J. A rapid method for total lipid extraction and
purification. Canadian Journal of Biochemistry and Physiology, v. 37, p.
911-917, 1959.

BOVI, M. L. A.; CARDOSO, M. Germinacao de sementes de palmiteiro
(Euterpe edulis Mart.). Bragantia, v. 34, p. 23-29, 1975.

BRADFORD, M. A. Rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding.
Analytical Biochemistry, v. 72, p. 248-254, 1976.

BRANCALION, P. H. S et al. Soil-mediated effects on potential Euterpe edulis
(Arecaceae) fruit and palm heart sustainable management in the Brazilian
Atlantic Forest. Forest Ecology and Management, v. 284, p. 78-85, 2012.

BRASIL. Instrugdo normativa n® 148, de 07 de dezembro de 2022. Lista
Nacional de Espécies Ameacadas de Extin¢ao. Diario Oficial [da] Republica
Federativa do Brasil, Poder Executivo, Brasilia, DF, 07 dez. 2022. Secéo 1, p.
282.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Regras para
analise de sementes. MAPA/DAS/ACS. 395p. 2009.

BUCKERIDGE, M. S. Seed cell wall storage polysaccharides: models to
understand cell wall biosynthesis and degradation. Plant Physiology, v. 154, p.
1017-1023, 2010.

BURATTO, R. T.; COCERO, M. J.; MARTIN, A. Characterization of industrial
acai pulp residues and valorization by microwave-assisted extraction. Chemical
Engineering and Processing — Process Intensification, v. 160, p. 108-269,
2021.

CABRERA-BOSQUET, L.; SANCHEZ, C.; ARAUS, J. L. How yield relates to
ash content, D13C and D180 in maize grown under different water regimes.
Annals of Botany, v. 104, p. 1207-1216, 2009.

CARPINE, D. et al. Valorization of Euterpe edulis Mart. agroindustrial residues
(pomace and seeds) as sources of unconventional starch and bioactive
compounds. Journal of Food Science, v. 85, p. 96-104, 20109.



70

CRUZ, C.D. Genes Software—Extended and Integrated with the R, Matlab and
Selegen. Acta Scientiarum Agronomy, v. 38, p. 547-552, 2016.

DIAS, D. S. et al. Haustorium—endosperm relationships and the integration
between developmental pathways during reserve mobilization in Butia capitata
(Arecaceae) seeds. Annals of Botany, v. 122, p. 267-277, 2018.

DIAS, G. P. et al. Reserve mobilization dynamics and degradation pattern of
mannan-rich cell walls in the recalcitrant seed of Mauritia flexuosa (Arecaceae).
Plant Physiology and Biochemistry, v. 156, p. 445-460, 2020.

FERREIRA, C. D. et al. Morphostructural and histochemical dynamics of
Euterpe precatoria (Arecaceae) germination. Journal of Plant Research, v.
133, p. 693-713, 2020.

FORCAT, S. et al. A rapid and robust method for simultaneously measuring
changes in the phytohormones ABA, JA and SA in plants following biotic and
abiotic stress. Plant Methods, v.4, p. 16, 2008.

GATTI, M. G. et al. Frost resistance in the tropical palm Euterpe edulis and its
pattern of distribution in the Atlantic Forest of Argentina. Forest Ecology and
Management, v. 256, p. 633-640, 2008.

JIANG, Y. et al. Phenolic compounds in Lycium berry: Composition, health
benefits and industrial applications. Journal of Functional Foods, v. 77, p. 1-
22, 2021.

KOK, S. Y. et al. Biochemical characterisation during seed development of oll
palm (Elaeis guineensis). Journal of Plant Research, v. 126, p. 539-547,
2013.

LABOURIAU, L. G. A germinagao das sementes. Washington: Secretaria
Geral da Organizacao dos Estados Americanos, 1983. 174p.

LI, D. et al. Something old, something new: Conservation of the ethylene
precursor 1-amino-cyclopropane-1-carboxylic acid as a signaling molecule.
Current Opinion in Plant Biology, v. 65, p. 102116, 2022.

LIMA, A. C. P. et al. Physicochemical characterization of residual biomass
(seed and fiber) from acai (Euterpe oleracea) processing and assessment of
the potential for energy production and bioproducts. Biomass Conversion and
Biorefinery, v. 11, p. 925-935, 2019.

LIU, J. et al. High temperature and drought stress cause abscisic acid and
reactive oxygen species accumulation and suppress seed germination growth in
rice. Protoplasma, v. 256, p. 1217-1227, 2019.

MA, Z. et al. Glyoxylate cycle and metabolism of organic acids in the scutellum
of barley seeds during germination. Plant Science, v. 248, p. 37-44, 2016.



71

MAGUIRE, J. D. Speeds of germination-aid selection and evaluation for
seedling emergence and vigor. Crop Science, v. 2, p. 176-177, 1962.

MARCHIOSI, R. et al. Biosynthesis and metabolic actions of simple phenolic
acids in plants. Phytochemistry Reviews, v. 19, p. 865-906, 2020.

MAZZOTTINI-DOS-SANTOS, H. C.; RIBEIRO, L. M.; OLIVEIRA, D. M. T. Roles
of the haustorium and endosperm during the development of seedlings of
Acrocomia aculeata (Arecaceae): dynamics of reserve mobilization and
accumulation. Protoplasma, v. 254, p. 1563-1578, 2017.

MELLO, T. de. et al. Reserve mobilization and in vitro germination of Euterpe
edulis (Martius) seeds at different maturation stages. Trees, v. 36, p. 415-426,
2021.

MELLO, T. de. Desenvolvimento, maturacéo e germinacao in vitro de
sementes, e embriogénese somatica de Euterpe edulis Mart. 2022. 266 f.
Tese — (Doutorado em Ciéncias Florestais) - Universidade Federal do Espirito
Santo, Jer6bnimo Monteiro, 2022.

MURASHIGE, T. M.; SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and
bioassays with tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum, v. 15, p. 473-
497, 1962.

MUSTAFAVI, S. H. et al. Polyamines and their possible mechanisms involved in
plant physiological processes and elicitation of secondary metabolites. Acta
Physiologiae Plantarum, v. 40, p. 1-19, 2018.

NASCIMENTO, J. R. S. et al. Proteome dynamics of the cotyledonary
haustorium and endosperm in the course of germination of Euterpe oleracea
seeds. Plant Science, v. 298, p. 110569, 2020.

NEHDI, I. et al. Characteristics and chemical composition of date palm (Phoenix
canariensis) seeds and seed oil. Industrial Crops and Products, v. 32, p. 360-
365, 2010.

ROCHA, G. J. M. et al. Influence of mixed sugarcane bagasse samples
evaluated by elemental and physical-chemical composition. Industrial Crops
and Products, v. 64, p. 52-58, 2015.

SCHULZ, M. et al. Aliphatic organic acids and sugars in seven edible ripening
stages of jucara fruit (Euterpe edulis Martius). Journal of Food Composition
and Analysis, v. 95, p. 1-7, 2021.

SCHULZ, M. et al. Jucara fruit (Euterpe edulis Mart.): Sustainable exploitation
of a source of bioactive compounds. Food Research International, v. 89, p.
14-26, 2016.

SLUITER, A. et al. Determination of extractives in biomass. NREL/TP-510-
42619, 2008.



72

SLUITER, A. et al. Determination of structural carbohydrates and lignin in
biomass. NREL/TP-510-42618, 2011.

SOLTANI, A.; GHOLIPOOR, M.; ZEINALLI, E. Seed reserve utilization and
seedling growth of wheat as affected by drought and salinity. Environmental
and Experimental Botany, v. 55, p. 195-200, 2006.

SUBBIAH, V.; REDDY, K. J. Interactions between ethylene, abscisic acid and
cytokinin during germination and seedling establishment in Arabidopsis.
Journal of Biosciences, v. 35, p. 451-458, 2010.

SWAIN, T.; HILLS, W. E. The phenolic constituents of Prunnus domestica. |
guantitative analysis of phenolics constituents. Journal of the Science of Food
and Agriculture, v. 19, p. 63-68, 1959.

THAKUR, M.; SHARMA, A. D. Salt-stress-induced proline accumulation in
germinating embryos: Evidence suggesting a role of proline in seed
germination. Journal of Arid Environments, v. 62, p. 517-523, 2005.

US-CAMAS, R. et al. In vitro culture: an epigenetic challenge for plants. Plant
Cell, Tissue and Organ Culture, v. 118, p. 187-201, 2014.

WYBOUW, B.; RYBEL, B. de. Cytokinin—a developing story. Trends in Plant
Science, v. 24, p. 177-185, 2019.

XIAO, G.; ZHANG, Y. Adaptive growth: Shaping auxin-mediated root system
architecture. Trends in Plant Science, v. 25, p. 121-123, 2020.

YEMM, E. W.; WILLIS, A. J. The estimation of carbohydrates in plant extracts
by anthrone. Biochemical Journal, v. 57, p. 508-514, 1954.



73

CAPITULO Il

Histodiferenciacdo em embrifes somaticos de Euterpe edulis Martius com

0 uso de poliaminas associadas ou nao ao picloram

Resumo: Euterpe edulis Martius pertencente a familia Arecaceae, sendo uma
palmeira que possui germinacao lenta, porte alto e sementes recalcitrantes, o
que, juntamente com a ameaca de extingcdo, causada pela exploracédo de seu
palmito doce, justificam a busca por métodos alternativos de propagacdo. A
embriogénese somatica surge nesse cenario como uma opcao viavel, pois,
permite a producao de inimeras plantulas a partir de apenas um explante, dentro
dessa técnica uma das etapas é a inducao e maturacdo de embribes somaticos.
Durante essa fase algumas moléculas vem sendo testadas como os reguladores
de crescimento, a exemplo, das poliaminas, as quais interagem com o conteudo
enddégeno da célula estimulando processos embriogénicos. Diante disso,
objetivou-se averiguar a responsividade das poliaminas, espermina e
espermidina, e, definir as concentracbes adequadas para uso destas moléculas
na histodiferenciacdo de embrides soméaticos de E. edulis aliado ou ndo ao
picloram. Nos experimentos 1 e 2, o delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, cujos tratamentos foram as diferentes concentracdes
de espermina ou espermidina (0, 50, 100 e 150 yM) combinadas ou ndo com
picloram (150 uM). A espermidina isolada (150 uM) apresentou o0 maior nimero
de embrides somaticos, uma maior presenca das zonas de formacédo desses
embrides, diferentes estadios e formas dessa estrutura, além da intensa
formacdo de procambio, meristema apical, e, protoderme bem definida, esses
fatores evidenciam a maior influéncia dessa poliamina na histodiferenciacdo de
embribes somaticos da espécie E. edulis. Acrescenta-se que os embrides
somaticos formados podem apresentar origem uni ou multicelular, de acordo
com a presenca ou auséncia de células basais de corpo globoso,

respectivamente, e, seu desenvolvimento é assincrono.

Palavras-chave: jucara, cultura in vitro, embriogénese somatica, segmentos de

cauliculo, reguladores de crescimento.
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Abstract: Euterpe edulis Martius belonging to the Arecaceae family, being a
palm that has slow germination, tall size and recalcitrant seeds, which, together
with the threat of extinction caused by the exploitation of its sweet palm heart,
justify the search for alternative propagation methods. Somatic embryogenesis
appears in this scenario as a viable option, as it allows the production of
numerous seedlings from just one explant, within this technique one of the steps
is the induction and maturation of somatic embryos. During this phase, some
molecules have been tested as growth regulators, such as polyamines, which
interact with the endogenous content of the cell, stimulating embryogenic
processes. In view of this, the objective was to verify the responsiveness of the
polyamines, spermine and spermidine, and to define the appropriate
concentrations for use of these molecules in the histodifferentiation of somatic
embryos of E. edulis combined or not with picloram. In experiments 1 and 2, the
experimental design was completely randomized, whose treatments were
different concentrations of spermine or spermidine (0, 50, 100 and 150 pyM)
combined or not with picloram (150 yM). The isolated spermidine (150 uM)
showed the highest number of somatic embryos, a greater presence of the
formation zones of these embryos, different stages and forms of this structure, in
addition to the intense formation of procambium, apical meristem, and well-
defined protoderm, these factors show the greater influence of this polyamine on
the histodifferentiation of somatic embryos of the E. edulis species. It is added
that the formed somatic embryos can present unicellular or multicellular origin,
according to the presence or absence of basal cells of the corpora globose,

respectively, and, their development is asynchronous.

Keywords: jugara, in vitro culture, somatic embryogenesis, stem segments,

growth regulators.
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1 INTRODUCAO

Euterpe edulis Martius, popularmente conhecida como jucara, pertence a
familia Arecaceae, e, é nativa da Floresta Atlantica (LEAL et al., 2021), sendo
encontrada principalmente nas regides sul e sudeste do Brasil (GARCIA et al.,
2019). Essa espécie esta classificada como vulneravel na Lista Brasileira de
Espécies Ameacadas de Extingdo (BRASIL, 2022), isso, devido a intensa
exploracdo de seu palmito ocorrida desde o final da década de 60 (SCHULZ et
al., 2016).

A exploracdo do palmito da espécie E. edulis acarreta a morte da planta,
pois, essa ndo produz perfilhos e ndo possui capacidade de rebrota, sendo
classificada como monocaule (BRANCALION et al., 2012). A incapacidade de
rebrota da E. edulis reflete no fato dessa espécie ser propagada exclusivamente
por meio de sementes. Esse fator, juntamente, com outros como a dificuldade
de colheita, germinacdo lenta (SCHULZ et al.,, 2016), recalcitrancia das
sementes (GATTI et al.,, 2008) e a alta mortalidade de mudas durante os
primeiros anos de producdo (FANTINI; GURIES, 2007), justificam a busca por
métodos alternativos de propagacéao.

A embriogénese somética (ES) é um método alternativo de propagacao,
enquadrado dentro das técnicas de cultivo in vitro. Nessa metodologia de
propagacdo, células vegetativas indiferenciadas sdo induzidas a formar
embribes somaticos, e, posterirormente plantulas normais (KONG et al., 2020).
A ES é o tema mais explorado quando se refere a regeneracdo de plantas
(FEHER, 2015), sendo importante salientar que a efetividade dessa técnica s
ocorre devido a totipotencialidade das células vegetais, além disso, essa eficacia
€ dependente da combinacdo adequada de alguns fatores, por exemplo, tipos
de explantes, meio de cultura, indutores e suas concentracdes (FREITAS et al.,
2016).

Ainda sobre a ES é importante salientar as etapas que essa técnica
compreende, tendo como finalidade produzir plantulas normais a partir de
embrides somaticos. Inicialmente, induz-se a proliferacdo de células
embriogénicas, as quais séo representadas pelos calos. Depois dessa etapa o
objetivo € induzir e maturar embrides somaticos, possibilitando que essas

estruturas histodiferenciem de acordo com sua classificacdo em mono ou
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eudicotiledéneas. Posteriormente, a histodiferenciacdo dos embrides o propdésito
€ regenerar plantas (KONG et al., 2020).

A maturacéo dos embrides somaticos € imprescindivel para a eficacia da
técnica de embriogénese somatica. Nessa fase ocorrem alguns procedimentos
como expansao celular, diferenciacdo e acumulo de reservas, 0s quais S&o
indispensaveis para a regeneracdo de embrides somaticos (VALE et al., 2018).
Diversas sdo as moléculas utilizadas para estimular a maturagéo, os grupos de
substancias mais usuais sdo: reguladores de crescimento (RC) e polimeros
(REIS et al., 2016).

Dentro do grupo dos reguladores de crescimento tem-se o acido 4-amino-
3,5,6-tricloropicolinico (picloram) (PIC), molécula conhecida como auxina
sintética e herbicida auxinico, que interage com o conteddo enddgeno das
células, promovendo alteraces no metabolismo dos acidos nucléicos, e, na
plasticidade e proliferacédo celular. O PIC vem sendo altamente utilizado com
éxito na embriogénese somética de palmeiras (MELLO, 2022; OLIVEIRA et al.,
2022), e em casos mais especificos na histodiferenciacdo dos embribes
(HASSAN et al., 2021; FERREIRA et al., 2022).

JA em relacdo as poliaminas sabe-se que as mais utilizadas séo
espermina (SPM) e espermidina (SPD), e que essas moléculas sao formadas
por grupos amino que estao presentes em plantas e animais. E que, interagem
com o conteudo enddgeno da célula (acidos nucléicos, fosfolipidios, células
componentes de paredes, proteinas e outros) a fim de estimular diversos
processos embriogénicos, como a histodiferenciacdo de embrides. As principais
moléculas desse grupo presentes nas plantas séo: espermina, espermidina e
putrescina (PUT) (REIS et al., 2016).

A hipétese dessa pesquisa refere-se a seguinte situagédo: as poliaminas
podem ser promissoras para a fase de maturagdo da embriogénese somatica de
E. edulis, pois, essas moléculas podem estar intimamente relacionadas com a
histodiferenciagdo do embrido (MINOCHA; MINOCHA; LONG, 2004). E a
interacdo dessa molécula com o picloram pode refletir na maximizagcdo do
namero de embrides, isso, porque o PIC é facilmente absorvido, mobilizado e
metabolizado em locais especificos da planta (KARUN et al., 2004). Diante disso,
objetivou-se com este estudo averiguar a responsividade das poliaminas,

espermina e espermidina, e, definir as concentragdes adequadas para uso desta
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molécula, aliada ou ndo ao picloram, na histodiferenciacdo de embrides

somaticos de E. edulis.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal

Frutos imaturos (~180 dias apds antese) de E. edulis foram colhidos em
uma matriz silvestre localizada no distrito de Pedra Menina, o qual fica localizado
na divisa dos municipios de Espera Feliz - MG e Dores do Rio Preto - ES,
préximo ao Parque Nacional do Caparad — Brasil, nas coordenadas 20° 31’ 32,3”
S e 41° 48’ 34,8” W, e em uma altitude de 1.164 m. Essa matriz possui uma
altura de 11,56 m e DAP (diametro na altura do peito medido a 1,30 m do nivel
do solo) de 15,4 cm. A colheita foi realizada com auxilio de tesoura de poda. E
os frutos foram acondicionados imediatamente em caixas térmicas, para
transporte ao Laboratorio de Sementes Florestais e Laboratério de Cultura de
Tecidos Vegetais, do Departamento de Ciéncias Florestais e da Madeira
(DCFM), Centro de Ciéncias Agréarias e Engenharia (CCAE), da Universidade

Federal do Espirito Santo (UFES), onde realizou-se o experimento.

2.2 Germinagéo in vitro

Inicialmente, os frutos foram higienizados com agua corrente, detergente
neutro e hipoclorito de sédio 2,5% (NaOCI) (QBoa®) por 10 min e submetidos a
descascamento manual. Depois da retirada do tegumento as sementes foram
submersas em solugdo de acido ascorbico 2% (Dinamica®), com intuito de
impedir a oxidacdo fendlica dos tecidos. Ja em céamara de fluxo laminar
desinfestou-se as sementes utilizando imersédo em alcool etilico 70% por 1 min,
hipoclorito de sddio 2,5% (NaOCl) (QBoa®) por 10 min, e, em solucdo de
amoxicilina 3 g L (Germed®) por 10 min. Apés cada uma dessas etapas
realizou-se triplice lavagem com agua destilada e autoclava.

Posteriormente, a desinfestacéo, as sementes foram acondicionadas em
tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo 10 mL de meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) (Sigma®), suplemento com 30 g L* de sacarose
(Dinamica®), 1 g L' de PVP (polivinilpirrolidona) (Synth®), 0,1 g L mioinositol
(Sigma®), e, 5,5 g L't de agar (Kasvi®) (meio basal). Antes de acrescentar o agar
o pH do meio foi ajustado para 5,7+0,1 com KOH (Alphatec®) e/ou HCI (Vetec®)
a 1,0 N. Os tubos, contendo apenas o meio, foram fechados com tampas rigidas
de polipropileno, e, autoclavados a 120 °C/20 min. Depois de acondicionadas em

tubos de ensaio autoclavados, as sementes foram mantidas em sala de
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crescimento por seis meses sob temperatura de 27+2 °C, no escuro, para evitar

a oxidacao dos tecidos.

2.3 Inducéo de calos

A inducdo de calos embriogénicos, ocorreu a partir de explantes
seccionados de plantulas com seis meses de idade, originadas a partir das
sementes imaturas germinadas in vitro. Essas plantulas foram segmentas em
quatro explantes (segmentos de cauliculo), sempre desconsiderando o apice e
a base. Tais segmentos foram dispostos na horizontal em placas de polietileno
(90 x 15 mm) (Global Trade Technology, Brasil®) contendo 20 mL de meio MS
basal (Sigma®) suplementado, apés autoclavagem, com 150 pM de picloram
(Sigma®) filtrado (MELLO, 2022). Depois de dispostos em placas os explantes
foram mantidos em sala de crescimento a 27+2 °C no escuro, por 120 dias, sem

subcultivos.

2.4 Inducéo e maturacdo de embries somaticos

Os calos embriogénicos obtidos na inducdo foram transferidos para um
novo meio de cultura MS basal suplementado com diferentes concentraces de
espermina (Sigma®) (0, 50, 100 e 150 uM) ou espermidina (Sigma®) (0, 50, 100
e 150 uM), combinadas ou ndo com picloram (Sigma®) (150 uM). Durante a fase
de inducdo e maturacao os explantes foram mantidos em sala de crescimento a
27+2 °C no escuro, por 90 dias. E analisou-se as seguintes caracteristicas no
tempo 0 e 90 dias de maturacao: area do calo (AC) (mm?); numero de embrides
(NE); massa do calo (mg) (MC), e, taxa de crescimento (TC) ((area do calo com
90 dias de maturacéo - area do calo com 0 dias de maturacdo)/100)(%)).

Amostras das diferentes concentracdes estudadas da poliamina (50, 100
e 150 pM) aos 90 dias, sem adicdo de picloram, que demonstrou os melhores

resultados foram encaminhadas para analise histoldgica.

2.5 Andlises histoldgicas

Para realizacdo dos estudos anatomicos as amostras foram desidratadas
em série etilica, embebidas em metacrilato (Historesin®, Leica), e seccionadas
de forma transversal e longitudinal numa espessura de 5 ym, com auxilio de um

micrétomo de rotacdo automatica (RM2155, Leica), equipado com navalha de
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vidro descartavel. As amostras também foram coradas quando expostas ao azul
de toluidina, por 15 min, em pH 4,0 (O’'BRIEN; MCCULLY, 1981). As laminas
para andlise foram confeccionadas em resina sintética (Permount®), e, a analise
e a fotodocumentacéo foram realizadas em microscépio de luz (Olympus-AX 70)
acoplado a um sistema de fotomicrografia (Olympus U-Photo), disposto no
Laboratério de Anatomia Vegetal, do Departamento de Biologia Vegetal, da
Universidade Federal de Vigosa (UFV).

2.6 Delineamento experimental

O delineamento utilizado nesse experimento foi o inteiramente
casualizado, sendo divido em dois experimentos para cada poliamina estudada,
cujos tratamentos foram as diferentes concentragcbes de espermina ou
espermidina (0, 50, 100 e 150 yM) combinadas ou ndo com picloram (150 yM).
Ambos o0s experimentos possuiam cinco repeticbes de quatro segmentos de
cauliculo cada. Os dados foram submetidos a andlise de variancia, teste de F
(p<0,05), e, andlise de Scott-Knott (p<0,05) com auxilio do software R (R CORE
TEAM, 2022).
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3 RESULTADOS
3.1 Espermina

Os calos embriogénicos que foram transferidos para maturacdo em meio
MS acrescido com espermina (0, 50, 100 e 150 yM), combinada ou n&o com
picloram (150 upM), apresentaram aos 90 dias taxa de crescimento,
estatisticamente diferente das demais, para o tratamento controle (0,27%)
(Figura la). Nesse mesmo periodo para MC (g) e NE ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos (Figura 1b, d). Ja para AC (mm?2) os valores
superiores, estatisticamente diferente dos demais, foram observados nos
tratamentos controle (61,69 mm?), SPM (50 yM) (60,90 mm?2), SPM (50 uM) +
PIC (51,62 mm?), e, SPM (100 uM) + PIC (53,17 mm?) (Figura 1c).
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Figura 1. Inducdo de embrides sométicos de E. edulis, decorridos 90 dias de estabelecimento,
em meio MS acrescido com espermina (SPM) (0, 50, 100 e 150 yuM) combinada ou ndo com PIC
(150 uM). (a) Taxa de crescimento (TC - %). (b) Massa do calo (MC - mg). (c) Area do calo (AC
- mm?). (d) Ndmero de embrides (NE). tMédias ndo seguidas da mesma letra diferem entre si,
pelo teste de agrupamento de médias Scott-Knott (p<0,05). *Significativo (p<0,05) e "SN&o
significativo pelo teste F. Barra de escala: 0,2 cm.

Fonte: a autora.
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Enfatizando a variavel NE tem-se que os calos embriogénicos transferidos
para meio de maturacdo acrescido com PIC (150 yM) (Figura 2a, b, c), SPM (50
MM) (Figura 2d, e, f), SPM (100 uM) (Figura 2g, h, i), SPM (50 uM) + PIC (Figura
2j, k, ), e SPM (100 uyM) + PIC (Figura 2m, n, 0) apresentaram embrides
somaticos histodiferenciados. Com destaque para o tratamento SPM (100 uM) +
PIC, que apresentou embrides em fases distintas, globular, escutelar e

coleoptilar, no mesmo calo embriogénico (Figura 20), o que delimita o

crescimento assincrono.
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Figura 2. Embribes somaticos originados a partir de calos embriogénicos de E. edulis. (a) Calo
embriogénico recém transferido para meio acrescido com PIC (150 yM). (b) Evolucao do calo
embriogénico em meio suplementado com PIC (150 uM) passados 90 dias de maturagdo. (c) Em
destaque, cluster de embrides soméaticos originados no tratamento PIC (150 yM). (d) Calo
embriogénico recém estabelecido em meio acrescido com SPM (50 uM). (e) Desenvolvimento
do calo embriogénico em meio suplementado com SPM (50 uM), 90 dias ap6s o estabelecimento.
(f) Em destaque, embrido globular originado no tratamento SPM (50 uM). (g) Calo embriogénico
recém inserido em meio acrescido com SPM (100 uM). (h) Evolugédo do calo embriogénico no
tratamento SPM (100 uM) com 90 dias de maturacao. (i) Em destaque, cluster de embrides
somaticos originados no tratamento SPM (100 pM). (j) Calo embriogénico inserido,
recentemente, em meio acrescido com SPM (50 uM) + PIC. (k) Desenvolvimento do calo
embriogénico 90 dias depois do estabelecimento em meio contendo SPM (50 uM) + PIC. (I) Em
destaque, cluster de embrides somaticos originados no tratamento SPM (50 uM) + PIC. (m) Calo
embriogénico com 0 dias de estabelecimento em meio suplementado com SPM (100 uM) + PIC.
(n) Evolucado do calo embriogénico decorridos 90 dias de maturagdo em meio acrescido com
SPM (100 uM) + PIC. (0) Em destaque, cluster de embriées somaticos originados no tratamento
SPM (100 yM) + PIC, com diferentes estagios de desenvolvimento (seta vermelha) globular,
escutelar e, coleoptilar, respectivamente. Barras de escala: 1000 uym (a, b, e, g, h, j, k, m, n); 200
pum (c, f, 1); 500 pm (d, 0); 20 um (i).

Fonte: a autora.

3.2 Espermidina

Os calos embriogénicos que foram transferidos para maturacdo em meio
MS acrescido com espermidina (0, 50, 100 e 150 uM), combinada ou nao com
picloram (150 yM), também apresentaram aos 90 dias taxa de crescimento,
estatisticamente diferente das demais, para o tratamento sem adicdo de
reguladores de crescimento (0,27%) (Figura 3a). MC (mg) (Figura 3b), AC (mm?2)
(Figura 3c) e NE (Figura 3d) ndo demonstraram diferenca estatistica entre os
tratamentos. Sendo importante considerar que nesse experimento apenas o
tratamento controle ndo originou embrides somaticos e, que o uso de SPD (150

MM) apresentou maior valor médio do numero de embrides (Figura 3d).
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Figura 3. Inducdo de embrides sométicos de E. edulis, decorridos 90 dias de estabelecimento,
em meio MS acrescido com espermidina (SPD) (0, 50, 100 e 150 yM) combinada ou ndo com
PIC (150 uM). (a) Taxa de crescimento (TC - %). (b) Massa do calo (MC - mg). (c) Area do calo
(AC - mm3). (d) Numero de embrifes (NE). tMédias ndo seguidas da mesma letra diferem entre
si, pelo teste de agrupamento de médias Scott-Knott (p<0,05). *Significativo (p<0,05) e "SNao
significativo pelo teste F. Barra de escala: 0,2 cm.

Fonte: a autora.

A formacéo de embrides somaticos, apos 90 dias de inducgéo, ocorreu de
forma assincrona na concentracdo de espermidina (150 pM), sendo possivel
observar embrides em diferentes fases de desenvolvimento em um mesmo calo
embriogénico (Figura 4a), globulares (Figura 4b), escutelares (Figura 4d) e

coleoptilares (Figura 4e), e, em transicao entre estadios (Figura 4c).
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Figura 4. Maturacédo de embribes somaticos de E. edulis, decorridos 90 dias de estabelecimento,
em meio MS acrescido com espermidina (150 uM). (a) Calo embriogénico. (b) Embrides
sométicos globulares (asterisco). (c) Embrido somatico em transicao para escutelar (seta). (d)
Embrides sométicos escutelares. (e) Embrido somético coleoptilar. Barras de escala: 1000 pm
(a); 20 um (b-d); 50 um (e).

Fonte: a autora.

A concentragcao de espermidina (50 uM) apresentou cluster de embrides
somaticos (Figura 5a, b), calos embriogénicos com células em intensa diviséo,
e, zonas parenquimatosa e meristematica bem definidas (Figura 5c). Nessa
concentracéo, observou-se embrides globulares com presenca de células basais
de corpo globoso, meristema fundamental, protoderme bem delimitada, e, inicio
da formacdo do procambio e do meristema apical da parte aérea (Figura 5d).
Além de embrido somatico escutelar com presenca de protoderme, meristema
apical da raiz, e da parte aérea com intensa divisdo celular e formacdo dos

primérdios foliares (Figura 5e, f).
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Figura 5. Histodiferenciacdo de embrides soméaticos de E. edulis, oriundos de calos de

segmentos de cauliculos maturados durante 90 dias em meio de cultura suplementado com
espermidina (50 uM). (a) Calo embriogénico. (b) Em destaque, cluster de embriées somaticos.
(c) Histologia do calo embriogénico, com células em divisdo (setas). (d) Embrido somatico em
estadio globular, com presenca de células basais de corpo globoso. (e) Embrido escutelar. (f)
Aproximacdo do meristema apical da parte aérea do embrido escutelar, processo de divisdo
celular (setas pretas) e formacdo dos primérdios foliares (pf, seta vermelha). zp zona
parenquimatosa, zm zona meristematica, mapa meristema apical da parte aérea, mf meristema
fundamental, pc procambio, pt protoderme, s célula basal de corpo globoso, mar meristema
apical da raiz, pf primérdio foliar. Barras de escala: 1000 um (a); 500 um (b); 100 um (c, d, e); 50

pum (f).
Fonte: a autora.

Por sua vez, na concentracéo de espermidina (100 uM) observou-se calos
embriogénicos nodulares e alongados (Figura 6a), e, embrides somaticos com
presenca de células basais de corpo globoso (Figura 6b). Com a andlise
histologica foi possivel observar a formagéo de calos nodulares rompendo a zona
parenquimatosa (Figura 6c), com zonas e centros meristematicos bem
delimitados (Figura 6d). Sendo importante salientar que, quando desconectados
do tecido inicial os calos nodulares demonstraram intensificacado de sua diviséo
celular (Figura 6e).

Os calos alongados possuiam meristema fundamental, procambio,

elementos de vaso, zonas parenquimatosas e meristematicas (Figura 6f). Foi
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possivel observar também nesses calos embriogénicos, a formacdo de
proembrides, e embrides globulares com formacao da protoderme e rompimento

da zona parenquimatosa do calo (Figura 6g, h). Em todas as partes dos tecidos

embriogénicos foram observados compostos fenoldgicos (Figura 6e, f, i).

Figura 6. Histodiferenciacdo de embrides somaticos de E. edulis, oriundos de calos de
segmentos de cauliculos maturados durante 90 dias em meio de cultura suplementado com
espermidina (100 pM). (a) Calos embriogénicos nodulares e alongados, com destaque, cluster
embriogénico (tracejado vermelho). (b) Embrides somaticos com presenca de células basais de
corpo globoso (seta). (c) Histologia da formagdo de calos nodulares, rompendo zona
parenquimatosa (seta). (d) Calo nodular conectado ao calo inicial. (e) Calo nodular
desconectado, com centros meristematicos com intensa divisao celular. (f) Calo alongado. (g)
Formacdo de proembribes e embrido somatico globular (*) com inicio da formacdo da
protoderme. (h) Calo embriogénico com embrides somaticos globulares. (i) Embries soméaticos
globulares rompendo a zona parenquimatosa (seta). ca calo alongado, cn calo nodular, zp zona
parenquimatosa, mf meristema fundamental, ¢ calo, zm zona meristematica, cm centro
meristematico, cf composto fendlico, pc procambio, ve elemento de vasos, pt protoderme, pe
proembrido, es embrido somético. Barras de escala: 1000 um (a); 200 um (b); 100 pm (c-i).
Fonte: a autora.
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Ja na concentracdo espermidina (150 uyM) observa-se um maior nimero
de embribes somaticos dispostos no calo embriogénico (Figura 7a, b). Nos cortes
histologicos é possivel observar uma maior presenca das zonas de formacéo de
embrides somaticos e da protoderme (Figura 7c, d, e). Detecta-se também, o
desprendimento do embrido somatico globular do calo (Figura 7f).

Além disso € possivel observar embrides soméaticos em diferentes
estadios e formas (histodiferenciados), com presenca e auséncia de células
basais de corpo globoso, protoderme bem definida, formacdo do procambio e
meristemas apicais (Figura 7g-i). Esses fatores, juntamente, com a presenca dos
embribes somaticos em aglomerados (Figura 7h, i) evidenciam a superioridade

desse tratamento.
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Figura 7. Histodiferenciacdo de embrides somaticos de E. edulis, oriundos de calos de
segmentos de cauliculos maturados durante 90 dias em meio de cultura suplementado com
espermidina (150 pM). (a) Calo embriogénico. (b) Em destaque, embrides somaticos. (c, d)
Histologia do calo com a formacao de embrido somatico (*). (e) Destaque da formacédo da
protoderme ao redor do embrido. (f) Embrido somético globular se desprendendo do calo. (g)
Embrido somético globular com presenca de células basais de corpo globoso e formacédo de
procambio. (h, i) Aglomerados de embrides somaticos de diferentes formas e estadios. ¢ calo, mf
meristema fundamental, pt protoderme, es embrido somatico, zp zona parenquimatosa, pc
procambio, s célula basal de corpo globoso, cc cavidade cotiledonar, ma meristema apical, mapa
meristema apical da parte aérea. Barras: 1000 um (a, b); 50 um (e); 100 pm (c, d, f-i).

Fonte: a autora.
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4 DISCUSSAO

Os calos embriogénicos de E. edulis dispostos em placas de Petri
contendo meio MS sem suplementacdo apresentaram aos 90 dias de cultivo
maior taxa de crescimento, entretanto, nesse mesmo periodo tornaram-se néo
embriogénicos com evidente escurecimento dos tecidos. O estimulo a expansao
dos calos € proporcionado normalmente sem fitohorménio, o que valida seu
crescimento nessas condi¢cdes, porém, a persisténcia desse cenario pode
acarretar o declinio da capacidade embriogénica dos calos (VON ARNOLD et
al., 2002). Isso é corroborado por Stefenon et al. (2020) que ao revisarem a
embriogénese somatica em Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze evidenciaram
que a auséncia de RC no periodo de expansao acarretou a oxidacao dos tecidos,
e, consequentemente, reduziu o potencial embriogénico dos calos dessa
espécie.

O uso de espermina (150 uM) isolada e combinada com PIC (150 yM) néo
promoveu o surgimento de embries somaticos para a espécie E. edulis, e as
outras concentragfes analisadas (50 e 100 yM) n&o diferiram estatisticamente
do tratamento controle, ndo sendo, portanto, essa poliamina considerada
eficiente para inducéo dos embrides somaticos em jucara. Segundo Jayashree
et al. (2003), na regeneracdo de Hevea brasiliensis Muell. Arg. também
observaram que maiores concentracées de espermina promoveram reducéo na
porcentagem de embrides somaticos, esses autores testaram as seguintes
concentracbes de SPM (1, 2, 3, 4 e 5 mg L), em que 2 mg L foi superior, com
58% de embrides somaticos.

Por sua vez, todas as concentracdes de espermidina (50, 100 e 150 uM)
combinadas ou ndo com PIC (150 uM) originaram embrides somaticos de E.
edulis, o que demonstra a eficacia dessa poliamina na inducdo destes embrides.
Isso pode ser explicado com base no estudo de Liu et al. (2005) com Citrus
sinensis Osbeck, que evidenciaram a maior expressao dessa poliamina durante
a fase de maturacdo da embriogénese somatica, com pico durante o estagio
embrionério globular, sugerindo entdo a influéncia positiva dessa molécula na
histodiferenciacdo dos embrides somaticos. Nao obstante a isso, tem-se que o
maior NE originado nos calos embriogénicos de E. edulis foi encontrado para
SPD (150 uM), o que torna essa concentracdo superior as demais no processo

de histodiferenciacdo de embrides somaticos de jucara. Esse resultado ndo pode
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ser considerado para outras espécies, ja que para Cocus nucifera L. as menores
concentracdes das poliaminas PUT (até 7,5 mM), SPD (até 0,05 uM) e SPM (até
0,01 uM) demonstravam-se superiores para a formacédo dos embrides soméaticos
dessa espécie (ADKINS et al., 2005).

A SPD apresenta-se em maior teor nas sementes de E. edulis, durante a
degradacéao de reservas de sementes zigoticas e formacéao de plantulas, quando
comparada a SPM e PUT, a 10, 60, e 180 dias apds a germinacao (COSTA,
2023). Isso pode justificar o fato dessa molécula ser requerida também em maior
concentracdo durante a inducao e a histodiferenciacdo dos embrides somaticos
de E. edulis, pois, essa substancia pode ser um fator limitante no controle de
eventos morfogenéticos como formacao de plantulas e de embrides soméaticos.
Durante o cultivo in vitro de Curcuma longa L. a PUT € encontrada em altos
teores, diferentemente, de SPM e SPD, 0 que insere nesse caso a primeira
poliamina citada como fator limitante para a formacao de calos e raizes nessa
espécie (VIU et al., 2009).

Os embrides originados nos dois experimentos possuem desenvolvimento
assincrono sendo esse fato considerado comum para as 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; MELLO,
2022; OLIVEIRA et al., 2022).

Os calos embriogénicos de E. edulis dispostos em meio suplementado
com SPD (50 uM) apresentaram divisdo celular caracterizada por grupos
isolados de duas células, que representam a formacédo dos proembrides, 0s
quais irdo formar, posteriormente, os embrides somaticos de origem unicelular
(CORREDOIRA; VALADARES, VIEITEZ, 2006). Além disso, o0 crescimento
desses calos estd relacionado com a presenca das zonas meristematicas
(SCHWENDIMAN; PANNETIER, MICHAUX-FERRIERE, 1988).

Acrescenta-se que na concentracdo de SPD (50 uM) detectou-se
embrides somaticos globulares com inicio da formagdo procambial, tal
associacdo entre essas estruturas e as células citadas vem sendo realizada
também por outros autores em pesquisas com diferentes espécies como Daucus
carota L. (GUZZO et al., 1994) e Bactris gasipaes Kunth (ALMEIDA et al., 2012).
Os embrides citados anteriormente possuem células basais de corpo globoso,

por isso considera-se sua origem como unicelular (SHARMA; MILLAM, 2004),
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essas estruturas foram observadas também em Euterpe oleracea Mart.
(SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012; FREITAS et al., 2016).

Ainda na concentracao de SPD (50 uM) tem-se a formagédo do embrido
escutelar de E. edulis com meristema apical da parte aérea e raiz bem definidos,
0 que facilita a emissédo futura dessas estruturas, impedindo a germinacéo
precoce, caracterizada pela emissdo de apenas um meristema, e, reflexo da
histodiferenciacao ineficiente dos embries somaticos (FERREIRA et al., 2022).
Esses embries apresentavam também primoérdios foliares assim como os
embrides zigoticos de Elaeis guineensis (Jacq.) (SCHERWINSKI-PEREIRA et
al., 2010).

Por sua vez, na concentracdo de SPD (100 pM) observou-se calos
embriogénicos nodulares e alongados de E. edulis, o que foi percebido também
para Elaeis guineensis, var. Pisifera (ALMEIDA et al., 2020). Nessa
concentracdo, assim como para SPD (50 uM), embrides somaticos com células
basais de corpo globoso foram formados, evidenciando a origem unicelular
dessas estruturas (SHARMA; MILLAM, 2004), entretanto, ndo se pode descartar
a ascendéncia multicelular, pois, pequenos centros meristematicos séo
observados embutidos nos calos iniciais de E. edulis, o que possibilita a
ocorréncia de fusdes, sendo esse fato observado também para Euterpe
precatoria Mart (FERREIRA et al., 2022).

Os elementos de vaso presentes nos calos alongados de E. edulis na
concentracdo de SPD (100 uM) sinalizam a diferenciacéo do procambio, sendo
esse processo semelhante para E. precatoria. Por ultimo, tem-se que compostos
fendlicos foram observados em todas as regibes embriogénicas dos tecidos de
E. edulis 0 que pode estar relacionado com o processo oxidativo (FERREIRA et
al., 2022) iniciado nos calos embriogénicos dessa espécie apos 90 dias de
estabelecimento em meio de maturacao.

Por fim, na concentracdo de SPD (150 uM) é possivel observar um maior
namero de células embriogénicas, e, embrides somaticos, em diferentes
estadios de desenvolvimento, o que indica que essa poliamina produz efeitos
superiores na histodiferenciacdo de embrides somaticos de E. edulis. Além
disso, nota-se também nessa concentracdo o desprendimento do embrido
globular do calo, a presenca ou auséncia de células basais de corpo globoso, e

um aglomerado dessas estruturas. A dissociacdo do embrido do calo inicial



93

indica a facilidade em separar essas estruturas (FERREIRA et al., 2022), que é
requerida para dar continuidade ao respectivo processo de propagacao. A
presenca de células basais de corpo globoso esta relacionada com a origem
unicelular (SHARMA; MILLAM, 2004), e, a inexisténcia com a ancestralidade
multicelular (FERREIRA et al., 2022), o que indica uma origem variavel para os

embrides somaticos de E. edulis.
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5 CONCLUSOES

A espermina (50 e 100 yM) combinada ou ndo com picloram (150 uM)
apesar de ter originado embrifes somaticos nao foi considerada estatisticamente
diferente dos demais tratamentos, ndo sendo, portanto, recomendada para
induzir essas estruturas em E. edulis.

Entretanto, a espermidina isolada (150 puM) demonstrou numero de
embrides estaticamente superior aos demais tratamentos (50 e 100 yM) durante
a inducdo e maturacéo de E. edulis. Nessa concentracao foi possivel detectar a
maior presenca de zonas de formacdo de embrides somaéticos,
histodiferenciados, além da intensa presenca de procambio, meristemas, e,
aglomerados de embrides, o que reafirma a superioridade desse tratamento.

Tem-se ainda que os embribes sométicos de E. edulis gerados na
presenca de qualguer uma das poliaminas demonstraram desenvolvimento

assincrono.
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CONCLUSOES GERAIS

A massa seca das sementes imaturas de E. edulis reduziu ao longo do
periodo poés-germinacdo, enquanto as varidveis morfologicas apresentaram
acréscimo em seus valores médios. As reservas endospérmicas das sementes
de E. edulis sdo degradadas e translocadas para o eixo vegetativo, o acréscimo
dos valores médios da eficiéncia de uso de reservas, juntamente, com a reducéo
na massa seca das sementes, comprovam essa afirmac¢ao. Dentre as principais
reservas das sementes, tem-se que as proteinas estdo intimamente relacionadas
com 0 processo germinativo, ja, os carboidratos, amidos e lipidios interferem
principalmente na formacéao das plantulas.

Os carboidratos estruturais manose e glicose estdo presentes no
endosperma das sementes de E. edulis em maior porcentagem. E os hormonios
encontrados no pés-germinacdo dessas sementes, sdo zeatina, AIA e ABA.
Sendo que a zeatina possui efeito inibitério sobre a dorméncia provocada pelo
ABA. O endosperma das sementes comeca a apresentar sinais de deterioracao
aos 120 DAG, na sequéncia aos 180 DAG a massa seca das sementes
apresenta reducéo significativa, e, a umidade acréscimo. Também aos 180 DAG
0 haustorio comeca a apresentar sinais de senescéncia, demarcando o final do
periodo de degradacéo de reservas da espécie E. edulis.

A espermidina (150 pM) apresentou 0 maior nimero de embrides
somaticos durante a inducdo e maturacdo da espécie E. edulis. Nessa
concentracdo observou-se aglomerados de zonas de formacéo de embrides, em
diferentes estadios de desenvolvimento, além da intensa formacéao de procambio
e meristemas, o0 que afirma a influéncia positiva dessa poliamina durante a
inducéo e histodiferenciagdo dos embrides somaticos de E. edulis. Os embrides
formados possuiam ou nédo células basais de corpo globoso, o que indica uma
origem variavel (uni ou multicelular) para essas estruturas. Por fim, tem-se que

o0 desenvolvimento desses embrides foi classificado como assincrono.



