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O palmiteiro (Euterpe edulis Mart.), uma espécie caracteristica da Mata
Atlantica, foi drasticamente reduzido, devido a acao antropica em diversas
populagdes. A exploragdo indiscriminada resultou em erosdo genética nas
populagdes, ndo permitindo mais a manutengédo da estrutura demografica, através
da regeneracdo natural. A unica forma de propagac¢ao do palmiteiro € através de
produgcdo de sementes, as quais nao toleraram armazenamento por longos
periodos. Desta maneira, o desenvolvimento de estratégias para a conservagao de
germoplasma tornou-se necessario. Como o palmiteiro ndo apresenta um sistema de
propagacao vegetativa natural, a técnica de cultura de tecidos mostrou-se adequada
tanto para a conservagcdo, quanto para a multiplicagdo em larga escala de
germoplasma. A informacdo da distribuicdo geografica dos recursos genéticos tem
sido fundamental na formulagédo de estratégias de conservagao in situ, bem como no
auxilio para a coleta de material vegetal e estabelecimento de bancos de
germoplasma ex situ. O objetivo geral do presente estudo foi elucidar alguns
aspectos da embriogénese somatica, e analisar a germinagao in vitro de embrides
zigoticos imaturos de palmiteiro, visando a conservagao ex situ de germoplasma de
palmiteiro. No primeiro estudo, embrides zigoticos e bainhas foliares serviram como
fonte de explantes. Embrides zigoéticos foram inoculados em meio MS (MURASHIGE
e SKOOG, 1962), suplementado com as vitaminas de Morel (MOREL e WETMORE,
1951), 2,4-D (0, 30, 35, 40 mg.L™"), 3 mg.L™" de 2iP, 0,5 g.L™' de glutamina, 0,5 g.L™
de carvao ativado, 30 g.L™" de glicose ou sacarose e, geleificado com 5 g.L™" de agar.

O delineamento experimental foi em Blocos ao acaso, em que os tratamentos



constaram de quatro concentragbes de 2,4-D, combinados com duas fontes de
carboidrato em esquema fatorial (4x2), em 6 repeticdes. Cada parcela foi constituida
por dois tubos de ensaio, com um embrido cada. Bainhas foliares, extraidas de
plantulas germinadas in vitro, foram inoculadas em meio MS, suplementado com
Picloram (72,3 mg.L™") ou 2,4-D (66,3 mg.L™"), 3 mg.L™" de 2iP, glutamina (0; 0,29;
0,58; 1,17 g.L™"), 1,5 g.L”" de carvdo ativado, sendo geleificado com 2,5 g.L"' de
Phytagel. O delineamento foi em Blocos ao acaso, com 8 tratamentos, em 3
repeticoes. Cada parcela foi constituida por trés placas de Petri, com 10 seccdes
transversais das bainhas foliares. Embrides somaticos indiretos foram induzidos a
partir de embrides zigéticos, em meio suplementado com 40 mg.L" de 2,4-D e
30 g.L" de sacarose. Verificou-se elevada formacéo de calos em bainhas foliares,
utilizando o meio MS suplementado com 1,17 g.L™" de glutamina e 66,3 mg.L™" de
2,4-D. No segundo estudo, o objetivo foi elucidar a influéncia da concentragao salina
e da sacarose no meio de cultura, durante a germinagdo de embrides zigoticos, e
estudar a influéncia da adigao de diferentes concentragées de Cloreto de calcio ao
meio de cultura MS, na indugdo de embriogénese somatica, em embrides zigbticos
imaturos de E. edulis. A avaliagédo da germinagéo in vitro de embrides zigoticos de
E. edulis ocorreu através da inoculacdo, em meio de cultura adicionado das
vitaminas de Morel, 7 g.L”" de &gar e 1,5 g.L" de carvdo ativado. Os tratamentos
foram diferentes concentragbes do meio MS (MS e MS/2), combinados com
diferentes concentracdes de sacarose (20, 30 e 40 g.L"). Foi utilizado o
delineamento em Blocos ao acaso, em 6 repeti¢cdes, cada repeticdo foi constituida
por cinco tubos de ensaio, contendo um embrido cada. Para a inducdo de
embriogénese somatica, embrides zigoticos imaturos foram extraidos e inoculados
em meio de cultura MS, suplementado com as vitaminas de Morel, 7 g.L™" de agar,
0,5 g.L" de glutamina, 3 mg.L™" de 2iP, 100 mg.L™" de 2,4-D e 1,5 g.L”' de carvao
ativado, além de diferentes concentragbes de Cloreto de calcio (0, 2, 4, 8, 12 mM).
Utilizou-se o delineamento estatistico em Blocos ao acaso, em 6 repeticdes. Cada
parcela foi constituida por um frasco, contendo quatro embrides zigéticos imaturos.
Para a conversao dos embrides somaticos em plantulas, foram empregados o meio
de cultura MS completo, e o com a metade da concentragdo salina original (MS/2).
Verificou-se que a germinacdo de embrides zigbticos de palmiteiro ndo foi afetada
pela concentracdo salina do meio de cultura e de sacarose. Entretanto, o

crescimento em altura e a produgao de massa fresca das plantulas foram afetados



pelos tratamentos. O aumento da concentracdo de sacarose, de 20 para 40 g.L", no
meio de cultura, resultou em acréscimo na massa fresca das plantulas. A
composi¢cdo dos diferentes meios de cultura n&o influenciou o numero médio de
raizes por plantula de palmiteiro. A indugdo de embriogénese somatica em embrides
zigoticos imaturos de E. edulis ndo foi influenciada significativamente pela adi¢cao de
diferentes concentragcdes de Cloreto de calcio ao meio de cultura, aos 60 dias.
Entretanto, foram observadas diferengas significativas entre as diversas
concentracdes de Cloreto de calcio, quanto ao numero de embrides somaticos
formados, aos 150 dias. O aumento na concentracao de Cloreto de calcio, no meio
de cultura, resultou em decréscimo no nimero médio de embrides somaticos de
palmiteiro produzidos. Os meios de cultura MS e MS/2 n&o diferiram
significativamente, quanto a capacidade de germinagao dos embrides somaticos. O
processo de indugao de embriogénese somatica, em embrides zigoticos imaturos de
E. edulis, ocorreu diretamente a partir do né cotiledonar. O presente estudo
evidenciou que a suplementagédo do meio de cultura (MS ou MS/2) com sacarose (30
ou 40 g.L ™) foi necessaria para o desenvolvimento das plantulas de palmiteiro,
oriundas de embrides zigoticos imaturos. Resultados confirmaram a possibilidade de
propagar a palmeira E. edulis através da embriogénese somatica direta, pois foram
produzidas plantulas completas, além de demonstrarem a importdncia da
suplementacdo do meio de cultura com uma fonte de nitrogénio organico, na

morfogénese in vitro de bainhas foliares de palmiteiro.

Palavras-chave: palmiteiro, micropropagacgao, cultura de embrides, conservagao de
germoplasma.
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Heart of palm (Euterpe edulis Martius) is a characteristic species of Atlantic
Forest. Presently, natural populations are being drastically reduced due to human
action. This system of exploitation resulted in substantial genetic erosion in the
populations and did not permitted the maintenance of the demographic structure
through natural regeneration. The only way of heart of palm propagation was through
seeds that do not tolerate storage for a long time. Then, the development of
strategies for germplasm conservation has become necessary. Heart of palm does
not present a natural system of vegetative propagation, then the technique of culture
of tissues showed to be adequated for the conservation and multiplication of
germplasm in large scale. The information of geographic distribution of genetic
resources is fundamental in the formulation of strategies of in situ conservation and
also to help in the collection of vegetal material and to establish ex situ germplasm
banks. The main goal of this study was to elucidate some aspects of somatic
embryogenesis and analyze the in vitro germination of immature zygotic embryos of
heart of palm, aiming the ex situ conservation of germplasm of this species. In the
first study, zygotic embryos and leaf sheaths were the explant sources. Zygotic
embryos were inoculated in MS culture medium (MURASHIGE and SKOOG, 1962)
supplemented with Morel vitamins (MOREL and WETMORE, 1951) 2,4-D (0, 30, 35,
40 mg.L™"), 3 mg.L" of 2iP, 0.5 g.L" of glutamine, 0.5 g.L™" of activated charcoal, 30
g.L" of glucose and 5 mg.L™". The delineate used in this study was in Random
Blocks, in that the treatments consisted of four concentrations of 2,4-D, combined
with two sources of carbohydrate in factorial scheme (4x2), in six repetitions. Each

parcel was constituted by two test tubes, each one with one embryo. Leaf sheaths



extracted of in vitro germinated plants were inoculated in MS medium supplemented
with Picloram (72.3 mg.L™") or 2,4-D (66.3 mg.L™"), 3 mg.L™" of 2iP, glutamine (0; 0.29;
0.58; 1.17 g.L"), 1.5 gL de activated charcoal and 2.5 g.L"' of Phytagel. The
delineate was in Random Blocks with eight treatments and three repetitions. Each
parcel was constituted by three Petri plates in ten transversal sections of leaf
sheaths. Indirect somatic embryos were induced from zygotic embryos in a medium
supplemented with 40 mg.L™" of 2,4-D and 30 g.L™ of sucrose. It was verified a high
formation of leaf sheaths by using MS medium supplemented with 1.17 g.L™" of
glutamine and 66.3 mg.L" of 2,4-D. In the second study, the objective was to
elucidate the influence of saline concentration and of sucrose in the culture medium
during the germination of zygotic embryos and to study the influence of the addition
of different concentration of Calcium chloride to the MS medium of culture in the
induction of somatic embryogenesis from immature zygotic embryos of E. edulis. The
evaluation of germination in vitro of zygotic embryos of E. edulis occurred through the
inoculation in medium of culture added by Morel vitamins, 7 g.L'1 of agar and
1.5 g.L™" of activated charcoal. The treatments were different concentrations of the
mediums MS (MS and MS/2) combined with different concentrations of sucrose (20,
30 and 40 g.L™"). It was used the Random Blocks Delineate, with six repetitions, each
one constituted by five test tubes with one embryo per tube. For the induction of
somatic embryogenesis, immature zygotic embryos were extracted and inoculated in
a culture medium MS supplemented with Morel Vitamins, 7 g.L™" of agar, 0.5 g.L™ of
glutamine, 3 mg.L™" of 2iP, 100 mg.L™" of 2,4-D and 1.5 g.L™' of activated charcoal
and different concentrations of calcium chloride (0, 2, 4, 8, 12 mM). It was used the
statistical delineate in Random Blocks with six repetitions. Each parcel was
constituted by one flask containing four immature zygotic embryos. For the
conversion of the somatic embryos in seedlings it was used the complete medium of
culture MS and the medium with the half of original saline concentration (MS/2). It
was verified that the concentration was not affected by the saline concentration of the
medium culture and of sucrose. But the growing in height and the production of fresh
mass of the seedlings were affected by the treatments. The increasing of
concentration of sucrose of 20 to 40 g.L™' in the medium culture resulted in an
increasing in the fresh mass of the seedlings. The composition of the different
mediums of culture did not influence the mean number of roots per seedling of heart

of palm. The induction of somatic embryogenesis in immature zygotic embryos was



not significantly influenced by the addition of different concentrations of calcium
chloride to the medium, after 60 days. But, they were observed significant differences
among the concentrations of Calcium chloride for the number of somatic embryos
formed, after 150 days. The increasing on the concentration of Calcium chloride in
the medium of culture resulted in a decrease in the mean number of somatic
embryos produced per experimental unit. Both medium MS and MS/2 did not differ
significantly in the capacity of germination of the somatic embryos. The process of
induction of somatic embryogenesis in the immature zygotic embryos of E. edulis
occurred directly from the cotyledonary node of the embryo. The present study
evidenced that the supplementation of the medium of culture (MS or MS/2) with
sucrose (30 or 40 g.L™") was necessary for the growing of the seedlings of heart of
palm originated from immature zygotic embryos. The results confirmed the possibility
to propagate the palm E. edulis through direct somatic embryogenesis, because they
were produced complete seedlings, and the importance of supplementation of the
medium of culture with a source of organic nitrogen in the in vitro morphogenesis of

leaf sheaths of heart of palm.

Key-words: heart of palm, micropropagation, culture of embryos, germplasm
conservation.
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1 INTRODUCAO GERAL

A fragmentagdo de biomas e ecossistemas ocasionou a transformacao de
uma grande extensao de habitats, em numerosas manchas isoladas, as quais
representam um sério problema, pois um grande numero de espécies foram
perdidas ou ameacgadas de extingdo (FAHRIG, 2003). As mudangas ambientais
causadas pelas agbdes antropicas tem representado graves ameacgas para a
sobrevivéncia das espécies arboreas, desfavorecendo as interagdes entre fauna e
flora. Diminuindo tais interacdes, reduz-se, consequentemente, a variagao genética
das populagdes e dificultando a producédo sustentavel, portanto, de forma que
representa uma importante implicagdo social e econémica (LIPOW et al., 2004),
fazendo com que a conservagao fosse considerada um ponto critico, para garantir a
sua continua disponibilidade (AMARAL et al., 2004).

O palmiteiro (Euterpe edulis Martius) foi intensamente explorado, acarretando
uma drastica reducdo nas areas de ocorréncia natural. A exploracao irracional de
populacdes naturais fez com que a espécie fosse encontrada apenas em areas
restritas da Mata Atlantica (REIS et al., 2000a).

A extracao indiscriminada do palmito, em palmeiras adultas de E. edulis, teve
consequéncias para a dinamica populacional. A maioria das sementes necessarias
para a continua reposi¢ao da populagcdo, depende de plantas adultas que devido a
sua morte resulta no empobrecimento do banco de sementes. Além da baixa
producdo de sementes por essas populagbes, as sementes do palmiteiro séo
recalcitrantes, apresentando baixa longevidade e sensibilidade a desidratagao
(MARTINS et al., 2004). Desta maneira, a exploragdo indiscriminada representa uma
ameaca para a sustentabilidade das populagbes naturais de palmiteiro (REIS e
KAGEYAMA, 2000). Portanto, tornou-se necessario o desenvolvimento de
estratégias para a conservagao da espécie.

A conservagao in situ e a ex situ tem sido as estratégias basicas empregadas
na conservagao da biodiversidade (ENGELMANN e ENGELS, 2002). A conservagao
in situ foi definida como a conservacao de ecossistemas e habitat naturais, e a
manutencao e recuperacao de espécies em populagdes viaveis, servindo como uma

fonte continua de germoplasma para a conservagao ex situ (SAXENA et al., 2003). A
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conservagao ex situ se refere quando o germoplasma € mantido fora de seu habitat
natural, que, geralmente, pode ser realizada em jardins botanicos, em jardins
particulares, em estagdes de pesquisa, no campo, no armazenamento de sementes
(ortodoxas) ou através do armazenamento in vitro de tecidos de plantas (OLORODE,
2004). A conservagao ex situ consiste de trés estagios: a coleta do material
(sementes ou partes vegetativas), o armazenamento e manutengcédo em um banco de
germoplasma, e a regeneragao para assegurar a continua viabilidade (LAWRENCE,
2002).

As técnicas de conservacado in vitro apresentam potencial para coleta,
multiplicagdo, intercambio e conservagao de recursos genéticos de espécies com
sementes recalcitrantes, espécies que se propagam exclusivamente por vias
vegetativas e espécies ameacadas de extincdo (ENGELMANN, 1997). Alguns
estudos relataram a propagacao in vitro de palmiteiro através da técnica de
embriogénese somatica (GUERRA e HANDRO, 1991a; GUERRA e HANDRO,
1991b; GUERRA e HANDRO, 1998; GUERRA et al., 2000). Devido a dificuldade das
palmeiras responderem a cultura de tecidos, necessitou-se de estudos
complementares sobre a morfogénese in vitro.

Frequentemente, o palmiteiro ndo respondeu aos métodos convencionais de
propagacao vegetativa (GUERRA et al., 2000). Dessa maneira, o uso de técnicas
para conservagao e multiplicacdo de germoplasma de palmiteiro foi uma alternativa.
Dentre essas técnicas, destaca-se a embriogénese somatica in vitro. A regeneragao
através da embriogénese somatica tem sido uma ferramenta fundamental para a
cultura de tecidos de plantas, apresentando ampla escala de propagagao, também
auxiliando programas de conservacdao de germoplasma. Adicionalmente, esta
técnica foi considerada um sistema adequado para a producdo de sementes
sintéticas (KIM et al., 2005), e no fornecimento de embrides somaticos para serem
criopreservados (RAO, 2004).

Como ferramenta auxiliar aos programas de conservagdo de germoplasma
vegetal, a informagao da distribuicdo geografica dos recursos genéticos colaborou
na formulagao de estratégias de conservacéo in situ, bem como auxiliou na coleta de
material vegetal e no estabelecimento de bancos de germoplasma ex situ
(RAVIKANTH et al., 2002).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo desenvolver a técnica de embriogénese
somatica e, comparativamente, estudar a germinacéao in vitro de embrides zigoticos
imaturos de palmiteiro (E. edulis), visando a utilizacdo na conservagéo ex situ de

germoplasma de palmiteiro.

2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar a morfogénese in vitro durante a indugdo de embriogénese

somatica, induzida a partir de diferentes tecidos de palmiteiro.

e Analisar a germinagéao in vitro de embrides zigdticos imaturos de palmiteiro, em

diferentes concentracbes do meio de cultura, para a obtencdo de explantes

assépticos.

e Verificar o efeito da adicdo de calcio na indugdo de embriogénese somatica, em

embrides zigoticos imaturos de palmiteiro.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Descricdo da espécie

A familia Palmae ou Arecaceae foi descrita como um dos mais interessantes e
importantes grupos de plantas tropicais, as quais pertencem a ordem Arecales,
constituida por cerca de 2.800 espécies, distribuidas em 5 subfamilias (Figura 1). No
geral, foram atribuidos as palmeiras um alto valor etnoboténico e econédmico, por
serem simbdlicas em algumas culturas, e pelo grande numero de produtos que séo
extraidos das mesmas (TOMLINSON, 1979).

Fonte: Angiosperm Phylogeny Group, 2007.

Figura 1 - Distribuigdo mundial da Familia Arecaceae (em vermelho). A) Arecoideae; B) Calamoidae;
C) Coryphoideae; D) Ceroxyloideae e Phytelephantoideae; E) Nypoideae.

A palmeira E. edulis Martius pertence a familia Palmae (Arecaceae), possui o
estipe simples, cresce até 20 m de altura, e € popularmente conhecida como:
palmiteiro, jugara, jicara, ripa, entre outros (LORENZI e MELLO FILHO, 2001,
CARVALHO, 2003). Foi reportado que a espécie é caracteristica da Mata Atlantica,
sendo encontrada no litoral brasileiro, do sul da Bahia até o Rio Grande do Sul
(Figura 2), ocorrendo também em florestas do interior dos Estados de Goias, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Distrito Federal e Rio Grande do Sul (CARVALHO,

2003). A espécie ocorre predominantemente nos estratos médios das florestas
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(REIS et al., 2000a). Foi descrito que inicialmente o palmiteiro € uma espécie de

sombra (escidfila). Em florestas tropicais, o palmiteiro ocorre entre cinco e 1.200 m
de altitude (CARVALHO, 2003).
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Fonte: Carvalho (2003).
Figura 2 - Distribuicdo geografica das populagdes de palmiteiro (Euterpe edulis Mart.) no territério
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A inflorescéncia do palmiteiro € composta por uma raque central, da qual
partem ramificacbes (chamada de raquila), as quais sustentam as flores
(MANTOVANI e MORELLATO, 2000). Em cada raquila da inflorescéncia, estao
dispostas flores unissexuadas, formando um conjunto chamado de triade, em que se
encontra uma flor feminina no meio de duas flores masculinas (Figura 3)
(HENDERSON, 2000).

Fonte: Laboratério de Biotecnologia Florestal, UFSM. 2006.

Figura 3 - Aspectos morfologicos do palmiteiro (Euterpe edulis Mart.). A) Aspecto geral do palmiteiro
na floresta Estacional Decidual, em Santa Cruz do Sul (RS). B) Individuo de palmiteiro
com frutos maduros. C) Detalhe da inflorescéncia mondica, masculina (seta estreita) e
feminina (seta larga). D) Frutos verdes. E) Frutos maduros.
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O palmiteiro apresenta frutos drupaceos, esféricos, de cor arroxeada a preta,
quando maduros, com mesocarpo carnoso muito fino. O embrido lateral é envolvido
pelo endosperma carnoso e branco (REITZ et al., 1988). Foi relatado que a
frutificacdo do palmiteiro em fase adulta é abundante, podendo produzir de 6 a 8 kg
de frutos por ano (KALIL FILHO et al., 2002). O fruto serve para a alimentagdo da
fauna. Os principais animais dispersores de sementes sdo: os aracaris (Baillonius
bailoni), a gralha azul (Cyanocorax caeruleos), os tucanos (Ramphastos dicolorus),
0s morcegos (Artibeus lituratus e Platyrrhinus lineatus), os jacus (Penelope obscura),
as antas (Tapirus terrestris), o veado do mato (Ozotocercus bezoarticus), 0s porcos
do mato (Tayassu pecari) (REIS e KAGEYAMA, 2000; CARVALHO, 2003). Existe
uma enorme gama de espeécies de insetos que visitam as inflorescéncias de
E. edulis a procura de néctar e pdlen: Diptera (moscas), Hymnoptera (Vespidae,
Apidae, Anthophoridae e Halictidae), Coleoptera e Lepidoptera (MANTOVANI e
MORELLATO, 2000). Os niveis de interacdo (polinizacao, dispersao de sementes)
da fauna com o palmiteiro sdo descritos como um processo fundamental, para a
sobrevivéncia e a manutencdo da dindmica das populagdes naturais da espécie
(REIS e KAGEYAMA, 2000).

O palmiteiro propaga-se exclusivamente por sementes, que perdem o poder
germinativo com grande facilidade. A germinagao natural das sementes ocorre de
maneira lenta, iniciando a emergir no substrato entre 30 e 170 dias apos a
semeadura (CARVALHO, 2003). A demora na germinagdo € devido a barreira
mecanica exercida pelo endocarpo, dificultando a absor¢cdo de agua, pois, embora
seja bastante rudimentar, o embrido da semente do palmiteiro esta totalmente
formado e apto para germinar, na época de maturagdo dos frutos (BOVI e
CARDOSO, 1976).

Atualmente, a Mata Atlantica encontra-se restrita a aproximadamente
98.000 Km? de remanescentes, representando 7,6% da extensao original. Os Ultimos
remanescentes de floresta encontram-se sob intensa pressao antropica
(MORELLATO e HADDAD, 2000). A exploragdo indiscriminada do palmiteiro
resultou em uma substancial erosdao genética nas populagdes, dificultando a
manutencao da estrutura demografica, através da regeneragdo natural, sendo que,
em casos extremos, a espécie pode até ser eliminada localmente (REIS et al.,
2000b).
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O palmito, oriundo de folhas jovens, meristema apical e tecido sub-apical, é
considerado um produto com alto valor econémico e com boa aceitacdo no mercado
nacional e internacional. O palmito alcanga, em média, de 50 a 60 cm de
comprimento por 6 cm de diametro (ANDRADE e PEREIRA, 1997).

O palmiteiro pode fornecer diversos produtos e utilizagbes. Os frutos do
palmiteiro sdo empregados na industria alimenticia como fonte de suco, pois, a polpa
possui caracteristicas nutricionais semelhantes ao fruto de E. oleracea (SILVA et al.,
2004). Também possui potencial apicola, paisagistico, artesanal, além de poder ser
utilizado na produgao de ragéo para animais (CARVALHO, 2003). O estipe pode ser
usado em construgdes rurais (KALIL-FILHO et al., 2002).

Devido ao ciclo relativamente curto do palmiteiro, em relacdo a espécies
arboreas nativas, essa palmeira possui grande potencial para ser manejada em
regime de rendimento sustentado, sendo uma importante fonte de renda ao
agricultor, e mantendo o seu papel ecoldégico no ecossistema ao qual pertence
(PEREIRA, 2000). A exploragao sustentada de populagdes naturais de E. edulis tem
sido a melhor forma de preservar essa espécie e 0 ecossistema em que se encontra
(CHEDIACK e BAQUEIRO, 2005).

A exploracdo do palmiteiro no passado foi uma atividade de grande
importancia social nas regides Sul e Sudeste do Brasil, constituindo uma fonte de
renda para um grande numero de comunidades, que vivem em areas da Mata
Atlantica (FANTINI et al., 1997). Esses mesmos autores ressaltaram que, devido a
auséncia do emprego de técnicas de manejo, essa atividade foi considerada como
predatdria, tendo forte impacto econémico e social. Do ponto de vista ecoldgico, os
efeitos da exploracao indiscriminada foram danosos, pois o palmiteiro apresentou a
interagdo interrompida com um amplo numero de espécies da fauna (REIS e
KAGEYAMA, 2000). O palmiteiro apresenta amplo potencial para tornar produtivas
florestas secundarias, sendo uma fonte econémica complementar para o agricultor.
Devido a producao de frutos durante seis meses do ano, e ao fato de estes serem
fonte alimenticia para a fauna, a espécie representa um fator positivo para o

aumento da biodiversidade em florestas secundarias (NODARI et al., 2000).
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3.2 Técnica de Embriogénese somatica

A cultura de tecidos compreende diversas técnicas. Dentre essas, destaca-se
a micropropagagao, que tem como objetivo a regeneragdo de plantas in vitro.
Conforme o tipo de explante utilizado, a micropropagacao é conduzida através da
multiplicagdo de gemas axilares ou adventicias, ou via embriogénese somatica. Em
comparagdo aos diferentes sistemas de micropropagacdo, a técnica de
embriogénese somatica apresenta vantagens, devido ao elevado potencial de
multiplicacdo, a possibilidade de automacdo do processo, e a diminuicdo de
ocorréncia de variagao somaclonal (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1999; GUERRA
et al., 1999). A cultura de tecidos permite a propagagdo de material vegetal, com
elevadas taxas de multiplicagdo em ambiente asséptico. A miniaturizagdo dos
explantes permite a redugao de espaco e, consequentemente a redugcédo dos custos
para a manutencgao de colegdes de germoplasma (ENGELMANN, 1997).

A morfogénese in vitro ocorre através de dois padrdoes distintos: a
organogénese e a embriogénese somatica. Na organogénese, ocorre a formacao de
gemas que evoluem para eixos caulinares, os quais sdo posteriormente induzidos
para iniciagdo e crescimento radicular (GUERRA et al., 2000). A embriogénese
somatica foi descrita como o crescimento de estruturas bipolares em um eixo
radical-apical (embrides somaticos), a partir de células hapléides ou dipldides, sem a
fusdo de gametas. A embriogénese somatica inicia com a formagao de células com
capacidade embriogénica, seguida pela formagao do embrido somatico, maturacéo,
germinacao e regeneragcdo completa de plantulas (VON ARNOLD et al., 2002). A
embriogénese somatica foi considerada como a opg¢ado mais apropriada para a
regeneragao de espécies florestais (MARTINEZ-RUIZ et al., 2003), incluindo varias
espécies de palmeiras (STEINMACHER et al., 2007a,b,c; SANE et al., 2006; EKE et
al., 2005; LEDO et al., 2002a,b; GUERRA e HANDRO, 1998).

Estudos relacionados aos aspectos bioquimicos, fisiolégicos e morfologicos,
para o desenvolvimento de tecnologias com alta eficiéncia, para a aplicagao pratica,
foram desenvolvidos através do emprego da embriogénese somatica (JIMENEZ,
2001).

Em condig¢des in vitro, os embrides somaticos desenvolvem-se através de

estagios similares aos observados na embriogénese zigdtica, exceto pelo fato de
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que os embrides somaticos nao se tornaram dormentes e nao sao revestidos pelos
integumentos e pelo endosperma (DODEMAN et al., 1997). Os embrides somaticos
nao possuem conexao vascular com os tecidos do explante inicial, ao contrario dos
propagulos resultantes do processo de organogénese (GUERRA et al., 1999).

Dois padrbes basicos de expressao da embriogénese somatica tém sido
observados in vitro, o padrao indireto e o direto (GUERRA et al., 2000). No padrao
direto, os embrides somaticos originaram-se de tecidos matrizes, sem estagio
intermediario de formagéo de calos. No modelo indireto, os embrides somaticos se
formaram a partir de um tecido denominado calo, que apresenta células em diversos
estagios de diferenciagdo e, consequentemente, diferentes graus de determinacéo
(GUERRA et al.,, 1999). Esses mesmos autores relataram que células-mae
embriogénicas apresentam uma série de caracteristicas comuns ao comportamento
de células embrionarias, tais como: tamanho pequeno (100-200 um), conteudo
citoplasmatico denso, nucleos grandes com nucléolos proeminentes, vacuolos
pequenos e presenga de graos de amido.

Em Phoenix dactilyfera, o modelo de embriogénese somatica indireta foi
observado em meio de cultura MS, suplementado com ANA (53,7 uM), 2iP (7,4 uM)
e transferidos para meio MS adicionado de nitrato de prata (AL-KHAYRI e
AL-BAHRANY, 2004). Estudos histolégicos do processo de embriogénese somatica,
induzida a partir de embrides zigoticos de E. edulis, revelaram que os embrides
somaticos formaram-se diretamente na superficie do n6 cotiledonar, ou a partir de
tecidos subepidérmicos, sem a formagao de calo (GUERRA e HANDRO, 1998). Por
outro lado, em Bactris gasipaes, a inducdo de embrides somaticos, empregando
embrides zigéticos maduros como fonte de explante, seguiu o modelo indireto
(STEINMACHER et al., 2007b).

Uma estratégia geral a ser empregada para a indugdo e a modulagéo da
embriogénese somatica foi sugerida por GUERRA et al. (1999) (Figura 4). Foi
relatado que o primeiro passo nessa estratégia consiste em determinar a melhor
fonte de explantes. No primeiro ciclo, com explante juvenil ou embrionario, por
exemplo, um embrido zigético imaturo é excisado e inoculado em meio de cultura
suplementado com a auxina 2,4-D. As culturas sdao normalmente mantidas no
escuro, e geram complexos ou massas celulares pro-embrionarias. Por
embriogénese repetitiva, representada por clivagem ou gemacgéo, os complexos

pré-embrionarios resultam em um ciclo repetitivo de divisdes celulares, formando
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complexos celulares suspensor-embrionarios, no caso de gimnospermas; e de
embrides somaticos globulares, no caso de angiospermas. No segundo ciclo, os
pro-embrides sdo estimulados a prosseguir o desenvolvimento pela retirada das
auxinas do meio, ou pela inclusdo de acido abscisico, de citocininas e de agentes
que promovam estresse osmatico. O ciclo de maturagao forma embrides somaticos
que séo convertidos em plantas, ou que podem ser encapsulados para a obtengao
de sementes sintéticas.

A embriogénese somatica in vitro é controlada por varios fatores, que atuam
de maneira direta ou indireta nas respostas obtidas. Dentre os quais, o gendtipo da
planta doadora de explantes e a fonte de auxina sdo responsaveis pela aquisicao de
competéncia embriogénica do explante (GUERRA et al.,, 2001). Além disso,
AMMIRATO (1983) relatou que o meio de cultura, a fonte de carboidrato, e a
presenca ou auséncia de carvao ativado e condigdes ambientais sao fatores
determinantes na iniciagao de culturas embriogénicas.

As primeiras descricbes da técnica de embriogénese somatica foram
realizadas a partir de culturas de cenoura (Daucus carota), por Steward et al. (1958)
e Reinert (1958) (GUERRA et al., 1999). Até o momento, a embriogénese somatica
foi relatada em mais de 150 espécies florestais (DUNSTAN et al.,, 1995). A
aprimoragao da técnica de embriogénese somatica permitiu o emprego de embrides
somaticos na produgdo de sementes sintéticas e na regeneracdo de plantas
geneticamente modificadas, de plantas polipléides e de hibridos somaticos. Também
existe a possibilidade de uso da embriogénese somatica na criopreservagcao de
células (VICIENT e MARTINEZ, 1998).
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Figura 4 - Processo de dois ciclos para a indugao e modulagao da embriogénese somatica (Adaptado
de GUERRA et al., 1999).

3.2.1 Fatores que afetam a embriogénese somatica

Os meios nutritivos devem fornecer as substancias essenciais para o
crescimento das culturas. Varios meios nutritivos, com diferentes concentragdes de
sais, foram descritos no desenvolvimento da técnica de embriogénese somatica. Os
meios MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), B5 (GAMBORG, 1968), SH (SCHENK e
HILDEBRANT, 1972) apresentam efeitos positivos na embriogénese somatica de
espécies de plantas (GUERRA et al., 1999). O meio de cultura Y3 (EEUWENS,
1976) foi empregado com sucesso na cultura de tecidos de palmeiras (TISSERAT,
1984). Contudo, varios estudos de embriogénese somatica em palmeiras utilizaram
o meio MS (Tabela 1).

Os meios de cultura sdo normalmente compostos por macro e micronutrientes
em diferentes proporgdes, vitaminas, aminoacidos, fontes de carbono e reguladores
de crescimento, além de outras substancias como inositol, sorbitol e agar (SLATER
et al.,, 2003). Esses autores relataram que a composicdo do meio de cultura

baseia-se na demanda nutricional das plantas quanto aos nutrientes minerais, com
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modificagdes para atender as necessidades especificas in vitro. Para complementar
os compostos sintetizados pelas células, outras substancias organicas sao
acrescentadas ao meio de cultura, visando suprir as necessidades metabdlicas,
energéticas e estruturais, tais como, aminoacidos e carboidratos. A demanda
nutricional, para a indugcdo de embriogénese somatica, varia entre espécies
lenhosas, fato que leva as diferengas entre formulagdes salinas dos meios de cultura
(DUNSTAN et al., 1995). Diversos estudos utilizaram formulagdes salinas diferentes
para a propagacao através da embriogénese somatica de espécies lenhosas
(Tabela 2).

Em Cocos nucifera, a iniciagdo da embriogénese somatica foi atribuida a
substancias especificas como o NH;", o Ca*, o Mg®> e a sacarose, pois
apresentaram um alto acumulo por grama de matéria seca, nas células
embriogénicas (DUSSERT et al., 1995). Geralmente, na técnica de embriogénese
somatica, devem ser utilizados pelo menos dois diferentes meios de cultura. O
primeiro meio, tem o objetivo de induzir a embriogénese somatica; e o segundo,
permite o crescimento dos embrides formados. As condicbes de cultura que
favorecem a primeira etapa da embriogénese somatica geralmente inibem a
segunda (GUERRA et al., 1999).

Tabela 1 - Espécies de palmeiras propagadas através da técnica embriogénese somatica, utilizando
0 meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962).

Espécie Referéncia

Areca catechu Karun et al. (2004)

Bactris gasipaes Steinmacher et al. (2007a,b,c)
Cocos nucifera Verdeil et al. (2001)

Elaeis guineensis Rajesh et al. (2003)

Euterpe edulis Guerra et al. (2000)
Hyophorbe lagenicaulis Sarasan et al. (2002)

Phoenix canariensis Huong et al. (1999)

Phoenix dactylifera Sane et al. (2006), Eke et al. (2005), Al-Khayri (2001)
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Tabela 2 - Meios de cultura empregados na propagacao de diferentes espécies lenhosas através da
técnica de embriogénese somatica.

Espécie Meio nutritivo Referéncia
Abies alba x Abies
cephalonica DCR (Gupta e Durzan, 1985) Salaj e Salaj (2004)

IC (Berthouly e Michaux-Ferriere
Coffea Arabica 1996) Maciel et al. ( 2003)
Cryptomeria japonica MSG (Beewar et al., 1988) Igasaki et al. (2003)
Feijoa sellowiana LPm (von Arnold e Eriksson, 1981) Guerra et al. (2001)
Ocotea catharinensis WPM (Lloyd e McCown, 1981) Catarina et al. (2004)
Picea glauca SLM (Litvay et al., 1985) Barrett et al. (1997)
Picea mariana e Picea glauca HLM-1 (Tremblay, 1990) Iragi e Tremblay (2001)

Freqlentemente os tecidos e o6rgaos cultivados in vitro demandam
suprimentos exdgenos de fitoreguladores para alcangarem niveis adequados de
crescimento (DROUAL et al., 1998). Foi reportado que, para a indugdo de
embriogénese somatica, a adicdo de fitoreguladores ao meio de cultura é
necessaria. O tipo e a concentracéo de fitoreguladores utilizados variam de acordo
com a necessidade de cada espécie (AKHTAR et al., 2000). Na inducao de
embriogénese somatica, varios autores descreveram que € essencial a exposi¢céo do
explante a uma auxina sintética, como o 2,4-D (Acido 2,4-diclorofenoxiacético). No
estagio de inducgéao, a presenca de 2,4-D é fundamental na proliferacdo das células
(KRIKORIAN et al., 1987). A embriogénese somatica em C. nucifera foi induzida pela
reducdo gradual da concentragdo de auxina no meio de cultura, e pela adicdo de
acido abscisico (FERNANDO e GAMAGE, 2000).

Foi relatado que a inoculagado de embrides zigdticos maduros de E. oleracea
em meio MS, acrescentado de 2,4-D, e com posterior transferéncia para meio MS,
adicionado de ANA e 2iP, expressou um modelo direto, repetitivo e assincrénico de
embriogénese somatica (LEDO et al., 2002b). Em E. edulis, o balanco e a
concentragdo da auxina (2,4-D) e citocinina 2iP (lsopenteniladenina) afetaram a
indugdo e a expressdao de um modelo de embriogénese somatica (GUERRA e
HANDRO, 1998). Em Ocotea odorifera, culturas embriogénicas foram induzidas a
partir de eixos embrionarios, em meio de cultura MS, contendo 72-144 uM de 2,4-D
(SANTA-CATARINA et al.,, 2001). A utilizagdo de ANA (10uM), combinado com
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BAP (10uM), promoveu a indugdo de embriogénese somatica em explantes foliares,
retirados de brotacdes epicérmicas de Quercus suber (HERNANDEZ et al., 2003).

A inducdo de embriogénese em células somaticas ndo € exclusivamente
dependente do uso de fitoreguladores; fatores como choques térmicos, variagbes de
pH e utilizacdo de outros aditivos quimicos podem também induzir competéncia
embriogenética (GUERRA et al., 1999).

O nitrogénio parece ser um elemento regulador do crescimento em plantas
(CANOVAS et al,, 1998). Os aminoacidos e amidas sdo fontes de nitrogénio
organico que sao utilizados, em meios de cultura para a indugdo de embriogénese
somatica. Esses compostos sao reportados como sendo estimulantes do
crescimento em culturas de células e tecidos vegetais. Em alguns casos, s&o
fundamentais para a formagado de calos e embrides somaticos (KIRBY et al., 1987).
Em C. nucifera e P. dactylifera o crescimento de calos foi estimulado pela adi¢ao de
uma mistura dos aminoacidos: glutamina, arginina e aspargina (EEUWENS apud
KIRBY et al., 1987). Em Pinus strobus, a adicdo de glutamina (7,3 g.L™") ao meio de
cultura aumentou a producdo de embrides somaticos maduros, quando comparada
com a concentracdo de 1,7 g.L"' de glutamina (GARIN et al., 2000). A adi¢do do
aminoacido prolina (2,5 mM) ao meio de cultura foi fundamental para a iniciacdo de
embriogénese somatica em Medicago arborea (HITA et al., 2003). O crescimento de
culturas embriogénicas de Picea glauca foi influenciado pela fonte de nitrogénio,
porém nao incrementou o numero de embrides somaticos maduros produzidos
(BARRETT et al., 1997). Em embrides zigéticos de F. sellowiana, a embriogénese
somatica foi estimulada quando adicionado ao meio de cultura LPM 8 mM de
glutamina (DAL VESCO e GUERRA, 2001).

A continua sintese de proteinas, acidos nucléicos e substancias de reserva,
durante a divisdo celular, sao relacionadas com a adigao de nitrogénio ao meio de
cultura (MERKLE et al.,, 1995). Os aminoacidos tem sido a fonte de nitrogénio
organico mais utilizado em meios de cultura, para a indugdo de embriogénese
somatica. Em alguns casos, sao fundamentais para a formagéo de calos e embrides
somaticos (KIRBY et al., 1987).

As vitaminas sdo relatadas como substancias nitrogenadas, requeridas em
peqguenas concentragcdes no meio de cultura, para exercerem fungdes cataliticas nos

sistemas enzimaticos. Células vegetais crescendo in vitro sdo capazes de sintetizar
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vitaminas essenciais, porém em quantidades insuficientes, consequentemente
necessitando de suplementagao para aumentar o crescimento (AL-KHAYRI, 2001).

A regeneracédo in vitro foi relatada como dependente da fonte de material
vegetal (ZIV, 2000). O estagio do desenvolvimento e as condi¢des fisiolégicas do
explante também desempenham papel fundamental na aquisicdo de competéncia
embriogénica, determinando o requerimento por auxina ou por outro fitoregulador,
para a iniciagdo de embriogénese somatica (VON ARNOLD et al, 2002). A
frequéncia de iniciacdo de tecidos somaticos em Larix leptolepis variou com a época
de coleta de explante (KIM et al., 1999). Em Araucaria angustifolia, a indugao de
culturas embriogénicas foi dependente do estagio de desenvolvimento do explante e
do gendtipo (SANTOS et al., 2002). Em Picea abies foram observadas diferentes
taxas de iniciagdo de embriogénese somatica, em segmentos retirados de diferentes
posicoes de embrides zigoticos (RAMAROSANDRATANA e STADEN, 2003). Em
B. gasipaes, a capacidade de resposta do explante variou, com a localizagdo do
explante na planta matriz, sendo que explantes proximos do meristema
apresentaram melhores respostas embriogénicas (STEINMACHER et al. 2007c).

Geralmente, quase todos os tecidos vegetais sdo usados na indugédo de
embriogénese somatica: inflorescéncias, embrides zigéticos e bainhas foliares de
E. edulis (GUERRA et al.,, 2000) e de B. gasipaes (STEINMACHER et al., 2007
a,b,c), embrides zigdticos imaturos de F. sellowiana (DAL VESCO e GUERRA,
2001), plumulas de embrides zigéticos maturos de C. nucifera (FERNANDO et al.,
2003), radiculas de H. lagenicaulis (SARASAN et al., 2002), ovarios nao fertilizados
de C. nucifera (PERERA et al., 2007), dentre outros. Explantes juvenis mostraram-se
mais responsivos que os originados de tecidos adultos. Este fato ocorre, porque os
tecidos adultos apresentam-se mais diferenciados e possuem maior determinagao
celular (RAEMAKERS et al., 1995).

A concentracdo de wuma substancia especifica, presente em um
compartimento celular que contenha receptores para aquela substancia, pode
determinar a magnitude de alguns processos regulatérios na célula. Os
fitoreguladores podem nao influenciar as respostas da planta exclusivamente através
de mudangas na sua concentragao, porém a regulagao também é exercida atraves
de mudancas na sensitividade das células responsivas. Estes aspectos analisados
em conjunto mostram que determinados explantes podem responder a

embriogénese somatica enquanto que outros nao, e explicam as razdes pelas quais
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os explantes de mesma origem, coletados em diferentes periodos, podem
apresentar respostas diferentes a indugao embriogenética (GUERRA et al., 1999).

Para o estabelecimento de culturas in vitro, torna-se necessario a utilizagcao
de uma fonte de energia metabdlica. A adigdo de uma fonte de carbono ao meio de
cultura se deve ao fato de que os explantes ndo encontram condigcdes adequadas de
iluminagao e concentracdo de CO; e, em alguns casos, ndo apresentam teores de
clorofila suficientes para realizar fotossintese que sustente o crescimento (CALDAS
et al., 1998). A sacarose € o carboidrato mais utilizado nos meios nutritivos para a
embriogénese somatica, embora outros mono e dissacarideos sejam empregados. A
concentracdo de sacarose interfere na iniciacdo e diferenciagcdo dos embrides
somaticos, visto que o metabolismo nas plantas € controlado por um grupo de
genes, cujas respostas sdo moduladas conforme a variagdo da concentracéo
(GUERRA et al., 1999). Além da sacarose, outros carboidratos como a glicose, a
maltose, a galactose e o sorbitol também sao usados (SLATER et al., 2003). Em
cultura de tecidos vegetais normalmente se utiliza agucares adicionados ao meio de
cultura (IRAQI e TREMBLAY, 2001).

De maneira geral, concentragcbes de sacarose de 3% (p/v) apresentam
resultados satisfatorios para a iniciacao e diferenciagdao de embrides somaticos de
espécies arboreas. Varios estudos relataram a indugdo de embriogénese somatica
usando 3% (p/v) de sacarose em diversas espécies, como: B. gasipaes
(STEINMACHER et al., 2007abc); P. dactylifera (AL-KHAYRI e AL-BAHRANY,
2004); Areca catechu (KARUN et al., 2004); Phlox paniculata (JAIN et al., 2002);
E. oleracea (LEDO et al., 2002ab); F. sellowiana (GUERRA et al., 2001); E. edulis
(GUERRA et al., 2000).

A sacarose apresenta rapida hidrolise, de modo a aumentar o conteudo de
hexoses e de substancias de reserva da célula, levando ao crescimento celular. A
maltose apresenta baixo suprimento endoégeno de hexoses. Consequentemente,
isso explicou a rapida proliferacdo celular de culturas embriogénicas de Hevea
brasiliensis, que foram submetidas ao tratamento com sacarose (BLANC et al.,
2002). A hidrolise da sacarose resulta em um aumento de pressdo osmaética no meio
de cultura. Em P. glauca e P. mariana, esse evento ndo promoveu o aumento da
producao de embrides somaticos (IRAQI e TREMBLAY, 2001).

Para aperfeicoar a freqiéncia e a qualidade morfolégica dos embrides

somaticos em plantas, varios tratamentos podem ser aplicados, tais como: a fonte e
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a concentracao de fitoreguladores; a fonte de explante; a composi¢cao do meio de
cultura; o ambiente de cultura e o potencial osmético (PHILLIPS, 2004).

O processo em que as células somaticas adquirem competéncia
embriogénica envolve a reprogramagdo e a mudanca de expressao de genes
(FEHER et al., 2003). Varios genes foram identificados no processo de
embriogénese somatica: LEC2 (Iniciacdo da embriogénese somatica); WUS, SERK,
LEC1 (Envolvidos na transi¢do das células somaticas para o estado embriogénico);
CLV, WUS (Direcionam as células-tronco a uma rota especifica); CLV1, CLV3, STM
(Regulam o desenvolvimento do meristema apical vegetativo) e LEC1, FUS3, ABI3
(Regulam a maturacao do embriao) (PHILLIPS, 2004).

3.2.2 Aplicagbes praticas da embriogénese somatica

No melhoramento tradicional de plantas os ganhos genéticos aditivos sao
rapidamente perdidos, principalmente quando as plantas sao propagadas através de
sementes. A segregacédo resulta em uma alta heterozigose na populagdo, sendo a
propagacao vegetativa uma alternativa para capturar tais ganhos genéticos
(MAXIMOVA et al., 2002). A clonagem de espécies florestais oferece vantagens
significativas para a produtividade florestal devido aos ganhos genéticos, os quais
sdo obtidos através da selegcdo e posterior propagacdo massal dos individuos
geneticamente superiores através da cultura de tecidos (SUTTON, 2002).

A cultura de tecidos oferece muitas oportunidades para a propagagao
vegetativa massal e desenvolvimento de clones superiores de arvores. A principal
vantagem comercial dos sistemas de cultura de tecidos para espécies arbéreas é o
potencial para produzir centenas de copias de gendtipos superiores. As técnicas de
cultura de tecidos podem ser aplicadas para o estabelecimento de plantios de
espécies florestais através de individuos superiores identificados em programas de
melhoramento que sejam propagados vegetativamente (SOBROSA e CORDER,
2003).
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A principal aplicagcdo comercial da embriogénese somatica em espécies
florestais tem sido a multiplicagdo massal de gendtipos superiores (SUTTON, 2002).
Além disso, a técnica tem sido principalmente empregada na producédo de sementes
sintéticas (KIM et al., 2005), na criopreservagdao (RAO, 2004), na regeneragao de
protoplastos (JIMENEZ, 2001) e no desenvolvimento de sistemas de transformacéo
genética (MAXIMOVA et al., 2002).

O emprego da técnica de embriogénese somatica possibilita a produgéo de
embrides in vitro, os quais sédo estruturalmente semelhantes aos embrides zigoéticos,
tornando-se vantajoso combinar a eficiéncia e o baixo custo das sementes sintéticas
como fonte de propagulos com a produgao clonal massal in vitro de embrides a partir
de células somaticas. As técnicas que visam o emprego de embrides somaticos
como sementes funcionais sdo conhecidas como tecnologia de sementes sintéticas
ou artificiais. Esta técnica apresenta varias vantagens como: a produgédo de grande
quantidade de propagulos em curto espaco de tempo, a manutencao da identidade
clonal, a semeadura direta a campo, eliminando estruturas caras de aclimatizagao,
sementeiras e viveiros, aliado ao baixo custo por planta (GUERRA et al., 1999). O
conhecimento dos eventos morfogenéticos e histoldégicos que ocorrem durante a
embriogénese somatica tornam possivel a eficiéncia deste método, sendo
pré-requisito para o sucesso no emprego de métodos biotecnoldgicos na produgao
de sementes sintéticas (KARKONEN, 2000). Através da técnica de sementes
sintéticas os embrides somaticos podem ser encapsulados em Alginato de sdédio,
permitindo assim o armazenamento em baixas temperaturas e o posterior cultivo de
maneira semelhante a semente produzida naturalmente (GUERRA et al., 2001).

Ha varios sistemas de encapsulagdo de embrides somaticos, porém o
Alginato de sédio € usado com maior freqliéncia, pois possui uma viscosidade
moderada, uma baixa toxidade e uma geleificacéo rapida (GONZALEZ e MENDOZA,
1998). Em goiabeira serrana (F. sellowiana), a adi¢do dos sais de MS (MURASHIGE
e SKOOG, 1962) e sacarose ao Alginato de sodio resultou em 88% de
contaminagao das sementes sintéticas, quando comparadas as capsulas isentas
destas substancias. O uso de KNO3 (100 mM) permitiu a despolimerizagdo e a
abertura de 81% das sementes sintéticas em comparagao aos valores de 0% para o
tratamento com agua (GUERRA et al.,, 2001). A encapsulagdo de embrides
somaticos de Robinia pseudoacacia reduziu a conversao dos embrides em plantulas,
aos 45 dias este valor chegou a 45% (HAN e PARK, 1999).
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O uso da tecnologia das sementes sintéticas vem evoluindo no setor florestal,
permitindo a producdo de sementes idénticas geneticamente, ao contrario de
sementes naturais (VICIENT e MARTINEZ, 1998). Embrides somaticos de
Paulownia elongata apresentaram 53% de germinacdo apds 5 semanas envolvidos
por capsulas com 3% de Alginato de sddio preparado nos sais do meio de cultura
MS e submersas por 30 min em 50mM de CaCl, (IPEKCIl e GOZUKIRMIZI, 2003). O
estudo demonstrou que o armazenamento das sementes sintéticas em 4°C foi
viavel, pois, apos dois meses de armazenamento 42% dos embrides somaticos
encapsulados germinaram. De acordo com esses autores, a embriogénese somatica
aliada a tecnologia de sementes sintéticas pode ser empregada com sucesso em
Paulownia elongata.

Em espécies florestais, a produgdo de sementes sintéticas em laboratério
pode ocorrer ao longo do ano e nao depender de perdas por condi¢cdes climaticas
desfavoraveis, ataque de pragas e doencas e anos de baixa produgao, aspectos
estes comumente associados com a produgdo de sementes principalmente em
espécies de interesse florestal (GUERRA et al., 1999).

A integracdo entre a criopreservagcdo e a embriogénese somatica em um
programa de melhoramento genético vem reforcar a ligagdo entre um programa de
melhoramento e a propagagdo massal (HOGBERG et al., 1998). Para a silvicultura
clonal, a criopreservacao facilita a recuperagdo de gendtipos elite que foram
selecionados através de testes a campo, para subsequente estabelecimento de
bancos de clones para aplicagcbes comerciais. Assim, o banco de clones mantido in
vitro através da criopreservacido € efetivamente equivalente a um pomar de
sementes (CYR e KLIMASZEWSKA, 2002).

A criopreservagao de culturas embriogénicas de espécies arboreas tem sido
uma maneira de evitar a perda do potencial embriogénico durante a sub-cultura em
longo prazo, evitando também a variagdo somaclonal causada pela manutengao das
culturas embriogénicas no meio de cultura com reguladores de crescimento
(HAGGMAN et al., 1998). A criopreservacdo de embrides somaticos tem sido uma
alternativa para a conservacédo de germoplasma por periodos prolongados, visto que
os embrides apos o0 armazenamento podem germinar e desenvolver-se em plantulas
com vigor semelhante ao de plantulas zigéticas (TESSEREAU et al., 1994). Culturas
embriogénicas de Quercus robur apds a criopreservagao apresentaram em média

62% de sobrevivéncia, os procedimentos de criopreservagdo consistiram em
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pré-cultura por trés dias em meio com 0,3 M de sacarose, seguida pela aplicagdo da
solugdo de PVS2 por 60-90 minutos e imersao das culturas em nitrogénio liquido
(MARTINEZ et al., 2003). Embrides sométicos de Theobroma cacao conservaram a
viabilidade apds a criopreservagdo quando encapsulados em Alginato de sddio e
pré-cultivados durante sete dias em 1M de sacarose e submetidos a quatros horas
de exposicao a silica gel antes da criopreservacao (FANG et al., 2004).

Para a obtencao de hibridos somaticos tem sido utilizada a técnica de fuséo
de protoplastos. Na maioria dos casos os protoplastos sdo obtidos de mesdfilos
foliares e de suspensdes foliares. A regeneracao dos protoplastos pode ser através
da embriogénese somatica (MROGINSKI et al., 2004).

A adicdo de caracteristicas através da transformacéo genética em espécies
florestais requer um sistema de cultura de tecidos que permita a transformacao de
células individuais e, subsequente regeneracdo. A embriogénese somatica atende
esse critério de regeneragcado a partir de uma célula, apresentado potencial para a
transformacao de culturas embriogénicas ou embrides somaticos competentes para
a embriogénese secundaria (CYR e KLIMASZEWSKA, 2002). O potencial de
aplicagdo na area florestal inclui a produgcdo de biomassa, manipulacdo da
composi¢cao de lignina, resisténcia a insetos, tolerancia a herbicidas, controle do
florescimento e fitoremediagao (HALPIN e BOERJAN, 2003).

Em coniferas os passos geralmente adotados na obtengcdo de embrides
somaticos para o estabelecimento de linhagens embriogénicas de gendtipos
superiores sao: extracdo dos embrides de sementes oriundas de polinizagcbes
controladas e inoculacdo em meio de cultura para induzir a formagao de culturas
embriogénicas. As culturas embriogénicas podem ser armazenadas através da
criopreservagao ou usadas para a producao de embrides somaticos maduros. A
germinagao dos embrides somaticos ocorre in vitro por um periodo de 6-14 semanas
(SUTTON, 2002).

Em um programa de melhoramento genético de P. abies, foram observadas
diferencas significativas quanto ao potencial de proliferagdo e maturacdo de
embrides somaticos entre progenitores masculinos. Diferengcas entre o potencial
embriogénico de linhagens celulares dentro de familias foram consideraveis,
entretanto, diferengas significativas nao foram encontradas entre familias
(HOGBERG et al., 1998). Os mesmos autores reportaram que em um programa de

melhoramento de P. abies ganhos de 3 anos foram obtidos através do uso
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embriogénese somatica ao invés de estaquia. Em coniferas o estabelecimento de
florestas clonais usando a técnica de embriogénese somatica permitiu ganhos
genéticos de 40-60% em volume, através da selecédo dentro de familias (SUTTON,
2002).

Em Trifolium pratense estudos realizados com base em cruzamentos
controlados indicaram que a embriogénese somatica foi controlada por dois locos
génicos complementares. A caracteristica foi altamente herdavel, indicando que
pode ser incorporada em outras fontes de germoplasma de T. pratense que nao
possuem capacidade embriogénica (McLEAN e NOWAK, 1998). Em Gossypium
hirsutum apds trés geragcbes de selecdo de individuos com capacidade
embriogénica, foi possivel selecionar uma linhagem com alta frequéncia
embriogénica (100%) (KUMAR et al., 1998). O desenvolvimento e diferenciagcdo em
plantas sao regulados diretamente ou indiretamente por mudangas na expressao de
genes, especialmente durante a embriogénese (CAIRNEY e PULLMAN, 2007).

3.3 Condic¢bes para a culturain vitro de embrides

A cultura de embrides fora da semente foi reportada pela primeira vez por
Hannig, em 1904. Desde entao, esta técnica tem sido utilizada em diversas espécies
de plantas. Usando técnicas assépticas, Hannig obteve pléantulas através da cultura
de embrides maduros de Raphanus sativus, R. landra, R. caudatus e Cochlearia
danica, em um meio de cultura com sais e suplementacdo com sacarose
(RAGHAVAN, 2003). A primeira aplicacao pratica da técnica de cultura de embrides
foi descrita por KNUDSON (1922), sendo que, nesse estudo, foram determinados os
padrées de germinagao in vitro de embrides de orquideas, além da conversao dos
mesmos em plantulas (RAGHAVAN, 2003).

A cultura de embrides in vitro tem sido aplicada no melhoramento genético de
espécies vegetais, que apresentavam problemas de dorméncia de sementes
(ANDRADE, 2002). Adicionalmente, a cultura de embrides zigéticos in vitro foi
amplamente utilizada, em estudos que elucidaram os fatores relacionados ao
desenvolvimento embrionario de plantas (KANCHANAPOOM et al., 2001). A cultura
in vitro de embrides tem sido um pré-requisito para a aplicacdo e o sucesso de
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diversas técnicas in vitro, como a organogénese e a embriogénese. Um dos
problemas, que tem sido encontrado na cultura in vitro de embrides de plantas, é a
alta taxa de oxidagdo dos mesmos. O uso de carvao ativado no meio de cultura evita
taxas elevadas de oxidacdo (KANCHANAPOOM et al., 2001). O uso de técnicas
para a coleta, a troca e a conservagao in vitro de germoplasma de palmeiras requer
protocolos eficientes para a germinacgao in vitro dos embrides, o desenvolvimento de
plantulas e a aclimatizacdo, a fim de que se obtenham plantas adaptadas as
condigdes de campo (ENGELMANN e BATUGAL, 2002).

O sucesso na producao de plantas, a partir da cultura de embrides, depende
principalmente do estagio de maturagao do embrido, e da composicdo do meio de
cultura (SHARMA et al., 1996). Embrides maduros sdo praticamente autotroficos,
podendo germinar e crescer em meio de cultura inorganico, sem a necessidade de
suplementagdo com uma fonte de energia. Foi relatado que, quanto mais jovem for o
embrido, maior € a exigéncia nutricional para que ocorra o desenvolvimento e o
crescimento. Um importante aspecto da cultura de embrides imaturos € a definicao
de um meio de cultura que promova o crescimento e o desenvolvimento in vitro
(HU e FERREIRA, 1998). Estes meios nutritivos fornecem as substancias essenciais
para o crescimento dos tecidos e controlam, em grande parte, o padrdo de
desenvolvimento in vitro (CALDAS et al., 1998).

Os principais fatores que afetam a cultura de embrides sdo: a desinfestagao
da semente, a excisdo do embrido, a composi¢ao do meio de cultura (formulagdes
salinas, carboidratos, nitrogénio, extratos naturais, balangco hormonal, pH), as
condigbes de incubacdo (luz, temperatura) e a aclimatizagdo (HU e FERREIRA,
1998).

A adicdo de carboidratos (frutose, sacarose, maltose, glicose) ao meio de
cultura tem sido considerada determinante no desenvolvimento in vitro de embrides
zigoticos de plantas, devido a fonte de carbono e a regulagdo osmaotica do meio de
cultura (SLESAK e PRZYWARA, 2003). A sacarose (20 a 40 g.L"') é a fonte de
carbono mais utilizada na cultura de tecidos e érgaos vegetais, devido a rapidez na
absorc¢ao in vitro, quando comparada a outras fontes de carbono (FERREIRA et al.,
2002). O estabelecimento da concentragdo adequada de sacarose e o0 uso de
carvao ativado foram criticos no sucesso da cultura in vitro de embrides zigéticos de

C. nucifera, em meio MS. O sucesso no uso de carvdo ativado (2 g.L™) foi atribuido
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a adsorcao de substancias que dificultavam a germinagcéo do embrido de C. nucifera
(ASSY-BAH e ENGELMANN, 1993).

O desenvolvimento in vitro de embrides zigoticos maduros de E. oleracea foi
realizado com sucesso em meio de cultura MS (modificado pela presenca de
0,17 g.L' de NaH,PO,), em diferentes concentracdes de ANA e BAP. O maior
comprimento da parte aérea foi induzido pela presenca de 2,68 uM de ANA,
combinado com 1,11; 1,55 e 2,22 yM de BAP. As concentracdes de ANA e BAP nao
alteraram a porcentagem da conversao de embrides e do numero de raizes por
plantula de E. oleracea (LEDO et al., 2001).

Em Mauritia flexuosa, embrides zigoéticos foram cultivados com sucesso, para
a avaliagao da viabilidade, em meio de cultura WPM, acrescido de 2% de sacarose,
0,3% de carvao ativado e 0,7% de agar (SPERA et al, 2001). Em
Givotia rottleriformis, o meio de cultura MS suplementado com 30 g.L™" de sacarose
apresentou as melhores condigdes para a germinagao de zigoticos e crescimento
das pléntulas quando comparado com as demais concentragbes (7,5; 15, 30 e
40 g.L") (RAMBABU et al., 2006).

O resgate in vitro de embrides imaturos necessita de um meio de cultura que
proporcione o crescimento e desenvolvimento. O uso de um meio de cultura
inadequado resulta na necrose dos embrides, na formacdo de calos e na
germinacao prematura (GEERTS et al., 1999). Em diversas espécies de palmeiras
foi relatada a cultura in vitro de embrides zigdticos, utilizando diferentes tipos de
meios de culturas (Tabela 3).

O cultivo in vitro de sementes ou embrides, em condi¢gdes controladas, como
quanto a disponibilidade de agua, a temperatura, a luminosidade e a composigéo
atmosférica, pode maximizar o processo de germinagao. Além disso, a presenga de
fitoreguladores e de fontes exdgenas de carboidratos, no meio de cultura, possibilita
contornar fatores que inibem a germinagdo, como a presenga de inibidores quimicos,
a imaturidade de embrides e o baixo acumulo de reservas nutritivas. Por sua vez, o
suprimento externo dessas substancias tem a capacidade de incrementar a
porcentagem de germinacgao ou fazer com que o processo seja mais efetivo, rapido e
uniforme (HU e FERREIRA, 1998). A cultura de embries tem sido utilizada como
uma ferramenta para elucidar aspectos fundamentais da nutricdo, da embriogénese

e do resgate de hibridos (MONNIER, 1995). Além disso, como uma alternativa para
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a quebra de dorméncia, multiplicacéo e a conservagao de germoplasma de espécies
arboreas (RAMBABU et al., 2006).

Tabela 3 - Espécies de palmeiras propagadas in vitro através da cultura de embrides zigoticos.

Espécie Meio de cultura Referéncia

Bactris gasipaes MS, Y3 Steinmacher (2005)

Bactris major MS Tzec-Sima et al. (2006)
Cocos nucifera Y3 Fuentes et al. (2005)

Cocos nucifera MS Lépez-Villalobos et al. (2001)
Desmoncus orthacanthos MS Tzec-Sima et al. (2006)
Elaeis guineensis Y3 Kanchanapoom et al. (2001)
Euterpe oleracea MS modificado Ledo et al. (2001a)
Hyophorbe lagenicaulis MS Sarasan et al. (2002)
Mauritia flexuosa WPM Spera et al. (2001)

Syagrus oleracea MS Melo et al. (2001)

A cultura de embrides zigdéticos, em um meio de cultura com composigao
quimica conhecida, representa uma importante funcdo, para identificar os
requerimentos essenciais para o crescimento continuado, a diferenciacédo e a
morfogénese dos embrides. Usando esta técnica diversas pesquisas foram
conduzidas focando aspectos como a composi¢cao de carboidratos e de nitrogénio
no meio de cultura e o efeito de fitoreguladores na morfogénese dos embrides
(RAGHAVAN, 2003).

3.4 Informagdes geograficas na coleta de germoplasma

A coleta de informagbes acerca da distribuicdo geografica de recursos
minerais, de animais e de plantas sempre foi uma parte importante das atividades
das sociedades organizadas (CAMARA E DAVIS, 2001). Atualmente, a coleta de
informagdes geograficas foi descrita como a atividade que utiliza trés tecnologias
basicas, para o gerenciamento de variaveis geoambientais: o sensoriamento remoto,

o software de SIG (Sistema de Informagdo geografica) e o sistema de
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posicionamento global (GPS) (GREENE et al.,, 1999a). O sensoriamento remoto
facilitou extraordinarios avancos no modelamento, no mapeamento € no
entendimento dos ecossistemas. O uso de GPS, para registrar latitude e longitude
de locais de colegbes de germoplasma, auxilia em coletas posteriores de
germoplasma (GREENE et al., 1999b).

Na década de 90, os sistemas de informagdes geograficas passaram a ser
aplicados em programas de conservagao de recursos genéticos vegetais. Um
sistema de informagdes geograficas foi descrito como um sistema de gerenciamento
de uma base de dados, que pode, simultaneamente, unir dados digitais espaciais
com dados nao espaciais (GEPTS, 2006). O mapeamento acurado da distribuicdo
espacial de germoplasma de Phaseolus vulgaris foi essencial para intervengdes
conservacionistas (JONES et al., 1997).

Com o advento dos procedimentos de analise de informagdes geograficas,
tornaram-se crescentes e sofisticadas as técnicas de localizagdo geografica e de
caracterizacdo de ambientes com maior disponibilidade de recursos genéticos
vegetais (GUARINO et al., 2002). Informagdes geograficas foram usadas no manejo
de recursos genéticos, como: em levantamentos ecogeograficos, em exploragdes de
campo, no manejo e monitoramento de reservas, na avaliagdo de germoplasma e no
uso dos recursos genéticos (GUARINO et al., 2002).

O conhecimento do local de origem do germoplasma (local de coleta) passou
a ser de grande importancia para a caracterizagdo (MELO et al., 2002). A variagao
na distribuicdo geografica das plantas foi associada com as variagdes ecoldgicas,
sendo que, dentre os fatores geograficos, pode-se destacar a latitude, a altitude, a
temperatura e a disponibilidade de umidade do local de ocorréncia das espécies
(RAO e RODGKIN, 2002). Através do SIG, foi possivel elaborar, armazenar e
compor informagcdes de mapas que descrevessem condicdes ambientais
abrangentes, além de identificar condicbes ecogeograficas especificas do local de
coleta do germoplasma (GUARINO et al., 2002).

Atualmente, foram desenvolvidos procedimentos usando SIG para relacionar
a distribuicdo geografica com a diversidade genética de espécies vegetais (JONES
et al., 2002; HIJMANS et al., 2001). Diferentes populagdes de Melia volkensii tiveram
a diversidade genética avaliada através de RAPD (DNA polimérfico amplificado ao
acaso), assistida pela localizagdo geografica das populagdes (GPS), o que permitiu

associar a variagao genética a variagdes ecogeograficas (RUNO et al., 2004).
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Softwares como o DIVA-GIS e o Flora-Map permitiram executar
procedimentos para a analise da ligagdo entre as informacgbdes geograficas e a
distribuicdo de espécies ou a diversidade genética intra-especifica (JONES et al.,
2002; HIJMANS et al., 2001). O Flora-Map foi descrito como um programa SIG,
desenvolvido pelo Laboratério GIS, do Centro Internacional de Agricultura Tropical
(CIAT), principalmente para a predicao de areas de distribuicdo de organismos no
seu habitat natural, quando ha pouco ou nenhum conhecimento da ecologia da
espécie (RODRIGUEZ et al., 2005). Esses SIGs, em geral, permitem identificar
areas potenciais para as coletas de germoplasma, a predicdo e a comparagao de
adaptacgao climatica em outras areas (BERGER et al., 2003).

Em Capsicum flexuosum, o uso do software Flora-Map, para a predicdo de
ocorréncia de populagdes naturais no territério do Paraguai, auxiliou na localizagéo
de novas populagbes para a coleta de germoplasma e a conservagao ex situ
(JARVIS et al., 2005). JARVIS et al. (2003) analisaram, através do SIG Flora-Map, a
origem de 2.175 observacdes georreferenciadas de ocorréncia de Arachis spp.
selvagem na América do Sul. Foram encontrados 48 pontos dentro de parques
nacionais, sendo que a maioria foi localizada ao longo de estradas. Em bancos de
germoplasma de sementes, informagdes geograficas foram usadas para maximizar o
tempo de coleta, estabelecendo a distancia e a localizagdo desses pontos de coleta
(LININGTON et al., 2003).

A combinagdo de técnicas tradicionais de coleta de germoplasma com
informacdes geograficas e técnicas moleculares foi descrita como uma importante
ferramenta para resolver questbes como: se individuos das mesmas espécies
ocupam nichos diferentes, a existéncia de relagdo taxonémica e genética entre
populagdes de diferentes regides geograficas e quais sdo as areas potencias de
ocorréncia das espécies (JONES et al., 1997). Sistemas de informagdes geograficas
foram usados para o modelamento espacial da distribuicdo e da frequéncia das
espécies da vegetacdo nativa de New South Wales, definindo areas prioritarias para
a conservacgao da biodiversidade (PRESSEY et al., 2000).

Os sistemas de informagdes geograficas tém sido considerados como
ferramentas de amplo potencial, para as atividades que envolvem o planejamento, o
monitoramento, e o desenvolvimento de estratégias para a conservagéo de
ecossistemas (XAVIER-da-SILVA et al., 2001). A combinagdo de informagdes

geograficas e biotecnologias tem sido consideradas promissoras, para realgar os
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padrdes de distribuicdo da diversidade genética de individuos ou grupos, e para
explorar simultaneamente relagdes entre caracteristicas gendmicas e propriedades
do ambiente (JOOST e CONSORTIUM, 2005).
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Morfogénese in vitro de embrides zigéticos e bainhas foliares de
Euterpe edulis Mart. (Arecaceae)*

RESUMO - Como o palmiteiro ndo apresenta um sistema de propagacgao vegetativa
natural, a técnica de cultura de tecidos mostrou-se adequada tanto para a
conservagao e multiplicagdo em larga escala de germoplasma, dessa espécie
ameacada de extingdo. O presente estudo visou aprimorar as condi¢cdes de cultivo, e
descrever os principais eventos morfogénicos in vitro em embrides zigdticos e
bainhas foliares de E. edulis, visando desenvolver e adaptar um protocolo de
embriogénese somatica. Embrides zigoticos foram inoculados em meio MS,
suplementado com 2,4-D (0, 30, 35, 40 mg.L"), 3 mg.L" de 2iP, 0,5 gL' de
glutamina, 0,5 g.L™" de carvao ativado; 30 g.L™' de glicose ou sacarose, e geleificado
com 5 g.L" de agar. Bainhas foliares, extraidas de plantulas germinadas in vitro,
foram inoculadas em meio MS, suplementado com Picloram (72,3 mg.L™") ou 2,4-D
(66,3 mg.L"), 3 mg.L”" de 2iP, glutamina (0; 0,29; 0,58; 1,17 g.L™"), 1,5 g.L" de
carvdo ativado, e geleificado com 2,5 gL' de Phytagel. Embrides somaticos
indiretos foram induzidos a partir de embrides zigbticos, em meio suplementado com
40 mg.L™" de 2,4-D e 30 g.L™' de sacarose. A maior porcentagem de formacdo de
calos, em bainhas foliares, ocorreu em meio MS suplementado com 1,17 g.L”" de
glutamina e 66,3 mg.L" de 24-D. O estudo demonstrou a possibilidade de
propagacao do palmiteiro, através da embriogénese somatica, além da importancia
da suplementacdo do meio de cultura com uma fonte de nitrogénio organico, na

morfogénese in vitro de bainhas foliares.

Palavras-chave: palmiteiro, cultura de tecidos, reguladores de crescimento,
embriogénese somatica.

In vitro morphogenesis in zygotic embryos and leaf sheaths of
Euterpe edulis Mart. (Arecaceae)

ABSTRACT - Heart of palm does not present a natural way of vegetative
propagation, so the technique of culture of tissues showed to be adequated for the
conservation and multiplication in large scale of germplasm of this endangered

species. The present study aimed to improve the conditions of culture and describe

! Publicado na Crop Breeding and Applied Biotechnology, v.6, n.3, p.228-235, 2006.
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the principal in vitro morphogenic events in zygotic embryos and leaf sheaths of
E. edulis, with the objective to develop and adapt a protocol for somatic
embryogenesis. Zygotic embryos were inoculated in MS culture medium
supplemented with 2.4-D (0, 30, 35, 40 mg.L™"), 3 mg.L™" 2iP, 0.5 g.L"" glutamine, 0.5
g.L™" activated charcoal; 30 g.L™" glucose or sucrose and gelled with 5 g.L" Agar.
Leaf sheaths extracted from plantlets germinated in vitro were inoculated on MS
culture medium supplemented with Picloram (72.3 mg.L™") or 2.4-D (66.3 mg.L™"), 3
mg.L™" 2iP, glutamine (0; 0.29; 0.58; 1.17 g.L"), 1.5 g.L”" activated charcoal and
gelled with 2.5 g.L™ Phytagel®. Indirect somatic embryos were induced from zygotic
embryos on culture medium with 40 mg.L™" 2.4-D and 30 g.L™" sucrose. The highest
percentage of callus formation on leaf sheaths occurred in MS culture medium
supplemented with 1.17 g.L" glutamine and 66.3 mg.L"' 2.4-D. This study
demonstrated the possibility of propagation of heart of palm through somatic
embryogenesis and the importance of supplementation of the medium of culture with
a source of organic nitrogen in the in vitro morphogenesis of leaf sheaths of heart of

palm.

Keywords: heart of palm, tissue culture, growth regulators, somatic embryogenesis

1 INTRODUCAO

Euterpe edulis Martius pertence a familia Palmae (Arecaceae). Possui o
estipe simples, em média com 5 a 10 m de altura. E popularmente conhecida como
palmiteiro jugara, jicara ou ripa (CARVALHO, 2003). E encontrada do sul da Bahia
até o Rio Grande do Sul, junto ao litoral. Também ocorre nas florestas do interior nos
estados de Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Distrito Federal
(CARVALHO, 2003). Predominantemente, aparece no estrato médio da floresta
(REIS et al., 2000).

O valor econdmico do palmiteiro esta relacionado com a produ¢ao do palmito,
um alimento de alto valor dietético, composto pelo apice caulinar que se encontra

envolvido por um conjunto de folhas adultas, sendo considerado botanicamente
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como a gema apical responsavel pelo desenvolvimento da palmeira. Para obter o
palmito € necessario cortar a palmeira, acarretando na morte da mesma
(CARVALHO, 2003).

As populagdes naturais de palmiteiro foram drasticamente reduzidas, devido a
acao antrépica, sendo que, atualmente, sdo encontradas apenas em areas restritas
da Mata Atlantica. A exploragao extrativista e clandestina foi considerada uma
ameacga para a sustentabilidade das populagbes naturais de palmiteiro (REIS e
KAGEYAMA, 2000). Contudo, a espécie possui grande potencial, para ser manejada
em regime de rendimento sustentado por seu ciclo relativamente curto, oferecendo
uma importante fonte de renda ao agricultor (PEREIRA, 2000). A importancia
ecologica do palmiteiro relacionou-se com os niveis de interagdo dentro das
comunidades florestais, uma vez que o seu fruto foi considerado fonte de alimento
para aves e mamiferos, como roedores, marsupiais, primatas e morcegos (REIS e
KAGEYAMA, 2000).

A propagacgao do palmiteiro € fundamental para a manutengdo e a ampliagéao
das populagdes remanescentes. A regeneracao natural da espécie nao foi suficiente
para recompor estas populagdes (REIS et al., 2000). A propagacado do palmiteiro
ocorre exclusivamente por sementes, as quais perdem o poder germinativo em
poucos meses (CARVALHO, 2003). Por se tratar de sementes recalcitrantes, a
reducdo do teor de umidade em sementes de palmiteiro, abaixo de 28%, ocasiona a
perda de viabilidade e, consequentemente, queda nas taxas de germinagao,
dificultando seu armazenamento por periodos prolongados (REIS et al., 1999).

Como o palmiteiro ndo apresenta um sistema de propagagao vegetativa
natural (rebentos ou afilhos) e ndo responde aos métodos convencionais de
propagacao vegetativa (GUERRA et al., 2000), a técnica de cultura de tecidos
mostrou-se adequada tanto para a sua conservagao, como para a multiplicagédo em
larga escala de germoplasma. A embriogénese somatica € a unica técnica de
propagacao agamica capaz de regenerar o palmiteiro. A embriogénese somatica foi
descrita como a técnica que compreende o desenvolvimento de estruturas bipolares
com um eixo radical-apical (embrides somaticos) a partir de células hapldides ou
diploides, recapitulando os eventos morfogénicos do desenvolvimento de um
embrido zigético (GUERRA et al., 1999).

A técnica de embriogénese somatica tem sido utilizada para a propagagéao

massal de gendtipos superiores. Além disso, tem sido amplamente aplicada em
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estudos basicos relacionados com o controle fisioldgico, genético e bioquimico do
desenvolvimento embrionario (YEUNG, 1995).

O estudo da cultura in vitro de palmeiras geralmente esta relacionado com a
rapida propagacéao, cultura de embrides e estudos fisioldgicos do crescimento e do
desenvolvimento, sendo que a rapida propagacgéo ocorre através da organogénese
ou da embriogénese somatica (TISSERAT, 1984). A cultura in vitro de espécies
florestais tem sido utilizada com bastante sucesso para a propagac¢ao de gendtipos
em espécies com importancia econdmica, entretanto, a cultura in vitro vem
desempenhando papel fundamental no fornecimento de material e na regeneragéo
de plantas na area de transformacao genética (MERKLE e DEAN, 2000).

A regeneracgdo in vitro, através da embriogénese somatica, foi relatada
primeiramente em E. edulis, por GUERRA e HANDRO (1991a,b). Posteriormente, os
estudos de GUERRA e HANDRO (1998) e GUERRA et al. (2000) apontaram a
embriogénese somatica como a rota mais indicada para a regeneracgao in vitro de
palmiteiro.

Deste modo, o presente estudo objetivou aprimorar as condi¢des de cultivo, e
descrever os principais eventos morfogénicos in vitro, em embrides zigodticos e
bainhas foliares de E. edulis, visando desenvolver e adaptar um protocolo de

embriogénese somatica.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de estudo

Este estudo foi conduzido nas dependéncias do Laboratorio de Biotecnologia
Florestal (BIOFLOR/UFSM) da Universidade Federal de Santa Maria (RS).
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2.2 Embrides zigéticos

Os frutos verdes de palmiteiro, com endosperma semi-gelatinoso (Figura 1A),
foram colhidos em uma populacdo plantada de E. edulis, no municipio de Santa
Maria (Rio Grande do Sul). Em camara de fluxo laminar, os frutos foram
desinfestados com a imersdo em solugdo composta por Agrimicina 1,5 g.L'1,
Hipoclorito de sédio 20% (v/v), Captan 4 g.L™", Benlate 0,7 g.L™', durante 15 minutos,
sob agitagao, e, posteriormente, foram enxaguados em agua bidestilada estéril, por
quatro vezes, e secos em placas de Petri, contendo discos estéreis de papel filtro.

Os embrides zigoticos (Figura 1B), que foram retirados dos frutos, foram
inoculados em tubos de ensaio (25x150 mm) contendo 10 mL de meio de cultura MS
[MURASHIGE e SKOOG, 1962 (Anexo |)], suplementado com as vitaminas de Morel
[MOREL e WETMORE, 1951 (Anexo I1)], 5 g.L”" de agar, 0,5 g.L™" de glutamina, 3
mg.L" de 2iP e 0,5 g.L" de carvao ativado, além de diferentes concentragdes de 2,4-
D, conforme recomendacdes de GUERRA et al. (2000). O pH do meio de cultura foi
ajustado para 5,8, antes da adigcdo do geleificante, e, em seguida, submetido a
esterilizacdo em autoclave a 127°C e 2 atmosfera (Anexo lll), durante 15 min.

Para a indugdo de embriogénese somatica foram testadas quatro
concentragdes de 2,4-D (0; 30; 35; 40 mg.L™"), combinadas com glicose ou sacarose
(30 g.L™"). Para a maturacéo dos embrides somaticos, foi utilizado o meio de cultura
MS, adicionado das vitaminas de Morel e 2iP (3 mg.L™"). Para a conversdo dos
embrides somaticos em plantulas, foi utilizado o meio de cultura MS, com 50% da
concentragao salina original (MS/2) e as vitaminas de Morel, sem a adicdo de ANA,
conforme GUERRA et al. (2000). A porcentagem de calos induzidos foi avaliada aos
90 dias ap0os a inoculagao.

O delineamento experimental foi em Blocos ao acaso, em que os tratamentos
constaram de quatro concentragdes de 2,4-D, combinados com duas fontes de
carboidrato em esquema fatorial (4x2), totalizando 8 tratamentos, em 6 repeti¢des.
Cada parcela foi constituida por dois tubos de ensaio, com um embrido cada. Foi
utilizado o delineamento em Blocos ao acaso devido a possibilidade de variagdes

dentro da sala de incubacéo.
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Para a indugcdo da embriogénese somatica (240 dias), da maturagao (30 dias)
e da conversao dos embrides somaticos (30 dias) ndo foram realizados subcultivos.

Na fase de indugao as culturas foram mantidas em sala de crescimento, com
temperatura de 25+£2°C, e auséncia de luz. Durante a maturagdo e germinagéo os
embrides somaticos, as culturas foram mantidas em sala de crescimento com
temperatura igual a 25+2°C e fotoperiodo de 16 horas. Os resultados de

porcentagem de calos formados nos explantes, nos diferentes tratamentos foram

transformados em arco seno \/; e submetidos a analise de variancia, em nivel de

5% de significancia.

2.3 Bainhas foliares

Embrides de palmiteiro foram extraidos de frutos maduros e germinados in
vitro. Para a germinacao in vitro, foi utilizado meio de cultura MS com 50% da
concentracdo salina original (MS/2), suplementado com vitaminas de Morel, 30 g.L™
de sacarose, 1,5 g.L™' de carvdo ativado e 7 g.L” de agar. As culturas foram
mantidas em sala de incubagcdo, com temperatura de 25+2°C, fotoperiodo de 16
horas de luz e intensidade de 50-60 umol.m?.s™”. Bainhas foliares com
aproximadamente 7 cm de altura foram isoladas de plantulas oriundas da
germinacgao in vitro de embrides zigoticos.

Secgdes transversais das bainhas foliares (1+0,5mm) foram inoculadas em
placas de Petri (didametro= 10 cm) contendo 30 mL de meio de cultura MS,
suplementado com as vitaminas de Morel, 30 g.L™" de sacarose, 1,5 g.L™" de carvao
ativado, 2,5 g.L"' de Phytagel, 3 mg.L" de 2iP e diferentes concentracdes de
glutamina (0; 0,29; 0,58; 1,17 g.L”') em combinacdo com Picloram (72,3 mg.L") e
2,4-D (66,3 mg.L"). As culturas foram mantidas em sala de crescimento com
temperatura de 25°C + 2 e na auséncia de luz.

O delineamento experimental foi em Blocos ao acaso, com os tratamentos
compostos por duas fontes de auxina e quatro concentragdes de glutamina, em

esquema fatorial (2x4), totalizando 8 tratamentos, em 3 repetigdes. Cada parcela foi
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constituida por trés placas de Petri, com 10 segmentos transversais de bainhas
foliares.

As avaliagdes foram feitas através da contagem da formac&o, aos 60 dias,
apoés a inoculagdo. Para a analise de variancia, os valores foram transformados. As

porcentagens de calos (nédulos) na base dos explantes, e também a porcentagem

de calos com pigmentagao de antocianina foram transformados em arco seno Jx e,

submetidos a analise de varidancia e ao teste de Tukey, em nivel de 5% de

significancia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Embrides zigoticos

A embriogénese somatica, a partir de embrides zigoticos de E. edulis, seguiu
um modelo indireto, com a formagcdo de calos, seguida pela indugcao de tecidos
embriogénicos. Aos 90 dias, os embrides zigoticos inoculados em meio de cultura,
suplementado com 40 mg.L™" de 2,4-D (com glicose ou sacarose), produziram calos
compactos, com coloragdo amarelada, e intensa pigmentagdo de antocianina na
regido do nd cotiledonar (Figura 1C). Estes resultados coincidiram com aqueles
reportados por GUERRA et al. (2000), no quais se observou que embrides zigéticos
de E. edulis, cultivados em meio de cultura MS, contendo altos niveis de
2,4-D (100 mg.L™"), tiveram a germinacéo inibida, sendo que os tecidos embrionarios
sofreram expansdo. Na testemunha (0 mg.l”' de 2,4-D) observou-se uma
germinagao normal nos embrides zigoticos, a qual correspondeu a emissao de
primordios foliares e radiculares, e ao desenvolvimento do haustério.

Nao houve diferenca significativa entre as fontes de carboidrato, na formagao
de calos [glicose (X =46%), e a sacarose (X=42%)], na indu¢cdo de calos. Os
demais tratamentos apresentaram como respostas morfogénicas apenas uma
intensa formac&o de tecido haustorial (correspondente a lamina cotiledonar), com

coloracgéo branca e aspecto esponjoso (Figura 1D).
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Aos 240 dias, foi observado que as culturas mantidas em meio suplementado
com 0,5 g.L" de carvdo ativado e 40 mg.L™" de 2,4-D apresentaram caracteristicas
embriogénicas, gerando estruturas globulares e translucidas (Figura 1E),
notadamente nas regides do calo em contato com o meio de cultura. A iniciagao
direta de embrides somaticos de E. edulis foi observada sobre os tecidos do peciolo
cotiledonar de embrides zigdticos, inoculados em meio de cultura MS,
complementado com carvdo ativado (1,5 g.L™") e 100 mg.L™" de 2,4-D (GUERRA et
al., 2000). As caracteristicas do modelo embriogenético, observado no presente
estudo, sédo similares aquelas reportadas por GUERRA e HANDRO (1998).

A discordancia entre a concentracdo adequada de 2,4-D para a indugao da
embriogénese somatica de palmiteiro, neste estudo (40 mg.L™") e aquela relatada por
GUERRA et al. (2000) (100 mg.L™"), foi atribuida & diferenca na concentracdo de
carvao ativado suplementado ao meio de cultura, sendo que no presente estudo
usou-se 0,5 g.L™!, e GUERRA et al. (2000) empregaram 1,5 g.L™". O carvéo ativado
pode adsorver diversas substancias presentes no meio de cultura, dentre essas, os
fitoreguladores (EYMAR et al., 2000). Correlagbes foram encontradas entre os niveis
de carvao ativado presentes no meio de cultura e o total de 2,4-D livre e disponivel
(TOERING e PULLMAN, 2005).

Dentre os fatores que afetaram a indugdo e a expressao da embriogénese
somatica do palmiteiro, salientam-se as condi¢des fisiolégicas da planta matriz, o
estadio de desenvolvimento do explante, a composi¢cao do meio de cultura, e o tipo,
balango e concentragao dos fitoreguladores, principalmente as auxinas (GUERRA e
HANDRO, 1998). A intensa formacdo de tecido haustorial em menores
concentragbes de 2,4-D sugeriu que, no presente estudo, a auxina teve papel
fundamental na supressdo da germinagcdo e na aquisicdo da competéncia

embriogenética dos tecidos do explante.
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Figura 1 - Embriogénese somatica in vitro de embrides zigoticos imaturos de palmiteiro (Euterpe
edulis Mart.). A) Frutos verdes. B) Embrides zigoticos recém excisados. C) Cultura de
calos compactos embriogénicos com coloracdo amarelada e intensa pigmentacdo de
antocianina na regido do no cotiledonar. D) Tecido haustorial com coloragdo branca e
aspecto esponjoso. E) Embrides somaticos (seta) desenvolvidos sobre tecido
embriogénico friavel em meio de cultura MS com 3 mg.L'1 de 2iP e 40 mg.L‘1 de 2,4-D,
aos 240 dias apdés a inoculagdo. F) Radicula em embrido somatico comegando a
germinar, aos 280 dias. G) Plantula somatica com eixo radicular e parte aérea, aos 300
dias.

Aos 240 dias apds a inoculagdo, as culturas embriogenéticas contendo
embrides somaticos globulares e tecido embriogenético fridvel foram transferidas
para meios de cultura MS sem carvéo ativado e suplementado com 3 mg.L™" de 2iP,.
Os embrides somaticos globulares progrediram para estagios bipolares, apds a
transferéncia para o meio de cultura, em um periodo de 30 dias. Quando os
embrides somaticos foram transferidos para meio de cultura MS/2 com 1,5 g.L™' de
carvao ativado e livre de fitoreguladores, apds 10 dias, verificou-se que embrides
somaticos maduros emitiram radicula (Figura 1F), seguida pela emissdo da parte
aérea e da formacédo completa da plantula, aos 300 dias apds a inoculacdo (Figura
1G). GUERRA e HANDRO (1998) relataram que, em 180 dias, obtiveram plantulas

completas, oriundas de embrides somaticos, induzidos a partir de embrides zigoticos
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imaturos de E. edulis. Entretanto, os autores relataram que o processo de
embriogénese somatica em embrides maduros de E. edulis foi mais demorado,

comegando 90 dias apds a inoculagao.

3.2 Bainhas foliares

A formacao de calos em bainhas foliares de plantulas jovens de palmiteiro foi
favorecida significativamente pelas fontes de auxina Picloram e 2,4-D (p<0,05),
porém nao ocorreram diferengas significativas entre as diferentes concentragbes de

glutamina (Figura 2).

= Picloram 02.4-D

Calos (%)

0 0.29 0.58 1.17
Glutamina (g.L™")

Figura 2 - Porcentagem de indugao de calos, a partir de explantes de bainhas foliares de palmiteiro
(Euterpe edulis Mart.), em meio de cultura MS suplementado com diferentes
concentragdes de glutamina e diferentes fontes de auxina [Picloram (72,3 mg.L'1) ou 2,4-D
(66,3 mg.L'1)], aos 60 dias. As médias dos tratamentos foram apresentadas com desvio
padrao ().

As analises morfolégicas revelaram que a proliferagéo celular dos tecidos de
bainhas foliares ocorreu a partir de regides adjacentes aos feixes vasculares,
gerando a formagao de ndédulos (Figura 3), apds 30 dias em cultura. Os mesmos

eventos morfogénicos a partir de folhas jovens de palmiteiro foram observados por
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GUERRA e HANDRO (1998). Esse padrao de resposta morfogénica in vitro nao
parece ser exclusivo das monocotiledéneas, uma vez que os tecidos embriogénicos
formaram-se a partir de células parenquimaticas, com alta atividade mitotica em
explantes foliares de Coffea arabica (QUIROZ-FIGUEROA et al., 2002).

No presente estudo, a adicdo de 66,3 mg.L'1 de 2,4-D ao meio de cultura
resultou em uma maior taxa de inducdo de calos em bainhas foliares, em
comparacdo com as taxas observadas no meio suplementado com 72,3 mg.L" de
Picloram (Tabela 1). Esses resultados foram similares aqueles observados por
GUERRA e HANDRO (1998), os quais ressaltaram que o 2,4-D foi essencial para a
indugao de calos em segmentos de bainha foliar de palmiteiro. No entanto, outros
estudos utilizando palmeiras relataram que o Picloram promoveu respostas
morfogénicas similares (KARUN et al., 2004; GOH et al., 2000).

A porcentagem de calos fridveis, mostrando a presencga de antocianina, foi de
11% em resposta ao meio de cultura suplementado com Picloram, e 3,1% em
resposta ao 2,4-D (Tabela 1). Durante a indugdo de embriogénese somatica em
embrides zigodticos de palmiteiro, ocorreu intensa pigmentagdo de antocianina no
peciolo cotiledonar, de onde surgiram os embrides somaticos (GUERRA e HANDRO
1991a). O acumulo de antocianina poderia estar relacionado a outros fatores como a
luz, a fonte de nitrogénio no meio de cultura, o tipo de agucar, o estresse osmoético, a
temperatura e as fontes de fitoregulador (ZHANG et al. apud IKRAM-UL-HAQ e
ZAFAR, 2004). Em culturas embriogénicas de Gossypium hyrsutum, a produgéo de
antocianina foi um forte indicador de estresse fisioldgico, causado pela adicdo de
diferentes fontes de nitrogénio ao meio de cultura (IKRAM-UL-HAQ e ZAFAR, 2004).

A inducdo da embriogénese somatica em palmeiras, a partir de explantes
foliares, foi reportada em varias espécies como: Areca catechu (KARUN et al.,
2004), Phoenix dactylifera (AL-KHAYRI e AL-BAHRANY, 2004), Calamus spp. (GOH
et al., 2000), E. edulis (GUERRA et al, 2000; GUERRA e HANDRO, 1998). Em
bases foliares de E. edulis, inoculadas em meio MS liquido (sem carvéao ativado),
suplementado com 2,4-D ou ANA (10 e 20 mg.L™") e 2iP (3 mg.L™"), houve a
expansao das laminas foliares e o surgimento de estruturas nodulares, aos 30 dias
em cultura (GUERRA et al., 2000). Na palmeira Phoenix dactylifera foram induzidos
calos, quando primoérdios foliares foram inoculados por 12 semanas em meio de
cultura com 2,4-D (100 mg.L™) e 2iP (3 mg.L"), com 1,5 g.L”" de carvdo ativado
(AL-KHAYRI e AL-BAHRANY, 2004).
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Tabela 1 - Efeito de diferentes auxinas na formagao de calos e acumulo de antocianina em explantes
de bainhas foliares de palmiteiro (Euterpe edulis Mart.) cultivados in vitro, 60 dias apos a

inoculagao.
Fonte de auxina Formacéao de calos (%) Calos com antocianina (%)
2,4-D(66,3mg.L™") 28,4a* 3,1b*
Picloram (72,3 mg.L™") 20,3b 10,7a

* Médias seguidas por letras distintas diferem pelo teste de Tukey a 5%. Coeficiente de variagédo para
a formacgao de calos (CV%): 15,7%; e coeficiente de variagdo para calos com acumulo de antocianina
(CV%): 9,5%.

No presente estudo, verificou-se que a presencga de 1,17 g.L'1 de glutamina,
combinada com 66,3 mg.L'1 de 2,4-D proporcionou a maior porcentagem de indugao
de calos em bainhas foliares (Figura 2). O nitrogénio presente no meio de cultura foi
considerado determinante no sucesso da embriogénese somatica de espécies
vegetais (GUERRA et al. 1999). A suplementacédo do meio de cultura com uma fonte
de nitrogénio organico foi um fator preponderante para a indugdo da embriogénese
somatica, em varias espécies florestais (KIRBY et al., 1987). No presente estudo, o
aumento da concentragao de glutamina como fonte de nitrogénio organico no meio
de cultura resultou em incremento na taxa de indugdo de calos em bainhas foliares
de palmiteiro. Em outros sistemas embriogenéticos, como o de Feijoa sellowiana, a
glutamina suplementada ao meio de cultura LPm (VON ARNOLD e ERIKSSON,
1981) aumentou o numero de embrides somaticos a partir de embrides zigoticos
imaturos (DAL VESCO e GUERRA, 2001). Os aminoacidos, como fontes de
nitrogénio organico, foram mais utilizados em meios de cultura para a indugdo de
embriogénese somatica; sendo que, em alguns casos, foram fundamentais para a
formagao de calos e embrides somaticos (KIRBY et al., 1987). A glutamina, além de
ser precursora na sintese de outros aminoacidos, € também um dos primeiros
precursores da cadeia de reacdes para a sintese de poliaminas, intermediada pela
sintese de ornitina (TAIZ e ZEIGER, 2002). As poliaminas exercem varias fungdes
no reino vegetal, e sado frequentemente derivadas da descarboxilagdo de
aminoacidos (BAGNI e BIONDI, 1987). Os mesmos autores relataram que os niveis
de poliamina e as taxas de crescimento dos tecidos vegetais mostraram correlagéo
positiva, sugerindo participagado nos mecanismos de controle da divisdo celular.

Adicionalmente, resultados apontaram para influéncia positiva de poliaminas
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(exdgenas e enddgenas) na morfogénese in vitro. A aplicagdo exdégena de
poliaminas aumentou significativamente a taxa de embriogénese somatica em calos
derivados de embribes zigdticos em Elaeis guineensis (RAJESH et al., 2003). No
presente estudo, a suplementacdo do meio de cultura com glutamina pode, entre
outros, ter resultado no incremento do metabolismo de poliaminas, influenciando a
morfogénese in vitro dos explantes.

Diferentes respostas morfogénicas foram observadas entre bainhas foliares,
retiradas de diversas posicdes na plantula de palmiteiro. Os explantes retirados da
regiao subapical, apresentaram intensa oxidagao e os da regido apical apresentaram
intumescimento, apés 30 dias, em meio de cultura MS, com 2,4-D (66,3 mg.L'1) ou
Picloram (72,3 mg.L™"). Adicionalmente, uma intensa proliferacdo de calos foi
observada na base desses explantes (Figura 3C), aos 60 dias em cultura. Os
explantes sem pigmentacéo de clorofila responderam com a formacgéo de ndédulos.
Quando os explantes foram retirados de tecidos clorofilados e, portanto, mais
diferenciados, foi observada intensa oxidag&do, aos 30 dias apds a inoculagdo. A
regeneragao de plantas in vitro dependeu da fonte de material vegetal, sendo que,
normalmente explantes juvenis de mais de 80 gimnospermas e angiospermas
mostraram-se mais responsivos que os originados de tecidos adultos (RAEMAKERS
et al.,, 1995). No presente estudo, explantes com bainhas foliares de palmiteiro
pouco diferenciadas apresentaram respostas morfogenéticas. Diferentes taxas de

iniciacao de calos foram observadas, em segmentos extraidos de diferentes porgdes

de eixos embrionarios de Cocos nucifera, em resposta a competéncia regenerativa
dos tecidos dos explantes (GOMES et al., 2004).
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Figura 3 - Morfogénese in vitro de bainhas foliares de palmiteiro (Euterpe edulis Mart.). A) Plantula
utilizada para a retirada das bainhas foliares (explantes). B) Eixo caulinar depois de
retirada das folhas mais externas. C) Nodulo com intensa pigmentacdo de antocianina
(seta), aos 60 dias. D) Tecido do meristema com aspecto intumescido (seta estreita), e
nédulo com aspecto amarelado (seta larga), aos 60 dias.
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Os resultados obtidos, no presente estudo, mostraram que a iniciagao de
embrides somaticos, a partir de embrides zigoticos de E. edulis, foi dependente de
elevadas concentragdes 2,4-D no meio de cultura. A concentragao de 2,4-D para a
indugdo de embriogénese somatica em embrides zigoticos de E. edulis foi menor
quando comparada com outros estudos que descrevem esta rota morfogenética na
regeneragao in vitro de palmiteiro. Em bainhas foliares a maior taxa de inducao de
calos foi dependente da fonte de auxina (2,4-D) e da adicdo de elevadas
concentracdes de glutamina (1,17 g.L™") ao meio de cultura.

O desenvolvimento de protocolo de embriogénese somatica para E. edulis
mostrou-se fundamental para o estabelecimento de programas para a conservagao e
o melhoramento genético. Os resultados obtidos apontaram para o potencial de
emprego deste modelo morfogenético para o palmiteiro, visto que foi possivel a
regeneragao completa de plantulas, através da embriogénese somatica. GUERRA e
HANDRO (1998) apontaram esta rota morfogenética como sendo a principal para a
regeneragao in vitro de E. edulis. Os resultados obtidos para a indugdo de
embriogénese somatica em embrides zigoticos estiveram conforme resultados
reportados por GUERRA e HANDRO (1998), pois apenas em altas concentragdes
de 2,4-D foi possivel a indugdo de embrides somaticos. Entretanto, para bainhas
foliares foi demonstrado no presente estudo que a suplementacdo do meio de
cultura com uma fonte de nitrogénio organico possibilitou respostas morfogenéticas

superiores.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AL-KHAYRI, J. M.; AL-BAHRANY, A. M. Genotype-dependent in vitro response of
date palm (Phoenix dactylifera L.) cultivars to silver nitrate. Scientia Horticulturae,
Amsterdam, v.99, n.2, p.153-162, 2004.

BAGNI, N.; BIONDI, S. Polyamines. In: BONGA, J.M.; DURZAN, D.J. (Eds.) Cell and
Tissue Cuture in Forestry. Dordrecht: Canadian Forestry Service and University of
California, v.1, 1987, p.113-124.



73

CARVALHO, P .E. R. Espécies Arboéreas Brasileiras. Embrapa Florestas,
Colombo. 2003. 1039p.

DAL VESCO, L. L.; GUERRA, M. P. The effectiveness of nitrogen sources in Feijoa
somatic embryogenesis. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, Dordrecht, v.64,
n.1, p.19-25, 2001.

EYMAR, E. et al. Effect of activated charcoal and 6-benzyladenine on in vitro
nitrogen uptake by Lagerstroemia indica. Plant Cell, Tissue and Organ Culture,
Dordrecht, v.63, n.1, p.57-65, 2000.

GOH, D. K. S.; MONTEUUIS, O.; BOM, M. C. Somatic embryogenesis in rattan
(Calamus spp.). In: JAIN, S. M.; GUPTA, P. K. ; NEWTON, R. J. (Eds.). Somatic
embryogenesis in woody plants. Kluwer Academic Publishers, 2000. p.569-585.

GOMES, K. K. P. et al. Inducédo de calo a partir de eixo embrionario de coqueiro
(Cocos nucifera L.). Revista Brasileira de Fruticultura, Jaboticabal, v.26, n.1,
p.124-126, 2004.

GUERRA, M. P. et al. Embriogénese somatica e micropropagacao do palmiteiro.
Sellowia, ltajai, v.49-52, p.150-162, 2000.

GUERRA, M. P.; HANDRO, W. Micropropagac¢ao do palmiteiro (Euterpe edulis
Mart.). In: CROCOMO, O. J.; SHARP, W. R.; MELO, M. (Eds.). Biotecnologia para
producéo vegetal. CEBTEC/FEALQ, Piracicaba, 1991a. p.345-354.

GUERRA, M. P.; HANDRO, W. Somatic embryogenesis in tissue cultures of Euterpe
edulis Mart. (Palmae). In: AHUDA, M. R. (Ed.) Woody Plant Biotechnology.
Plenum Press, New York, 1991b. p.189-196.

GUERRA, M. P.; HANDRO, W. Somatic embryogenesis and plant regeneration in
different organs of Euterpe edulis Mart. (Palmae): control and structural features.
Journal of Plant Research, Tokyo, v.111, n.1, p.65-71, 1998.

GUERRA, M. P.; TORRES, A. C.; TEIXEIRA, J. B. Embriogénese somatica e
sementes sintéticas. In: TORRES, A. C.; CALDAS, L. S.; BUSO, J. A. Cultura de
Tecidos e Transformagdo Genética de Plantas. Embrapa-SPI / Embrapa-CNPH,
Brasilia, v.2, 1999. p.533-568.



74

IKRAM-UL-HAQ; ZAFAR, Y. Effect of nitrates on embryo induction efficiency in
cotton (Gossypium hirsutum L.). African Journal of Biotechnology, Nairobi, v.3,
n.6, p.319-323, 2004.

KARUN, A. et al. Somatic embryogenesis and plantlet regeneration from leaf and
inflorescence explants of arecanut (Areca catechu L.). Current Science, Bangalore,
v.86, n.12, 1623-1628, 2004.

KIRBY, E. G.; LEUSTEK, T.; LEE, M. S. Nitrogen Nutrition. In: BONGA, J. M;
DURZAN, D. J. (Eds.) Cell and Tissue Cuture in Forestry. Dordrecht: Canadian
Forestry Service and University of California, v.1, 1987. p.67-88.

MERKLE, S. A.; DEAN, J. F. D. Forest biotechnology. Current Opinion in
Biotechnology, Oxford, v.11, p.298-302, 2000.

MOREL, G. M.; WETMORE, R. H. Fern callus tissue culture. American Journal of
Botany, Saint Louis, v.38, n.2, p.141-143, 1951.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A. A revised medium for rapid growth and bioassay
with tobacco tissue culture. Physiologia Plantarum, Copenhagen, v.15, n.3,
p.473-497, 1962.

PEREIRA, L. B. A economicidade do palmiteiro (Euterpe edulis Martius) sob manejo
em regime de rendimento sustentado. Sellowia, Itajai, v.49-52, p.225-234, 2000.

QUIROZ-FIGUEROA, F. R. et al. Histological studies on the developmental stages
and differentiation of two different somatic embryogenesis systems of Coffea arabica.
Plant Cell Reports, Heidelberg, v.20, n.12, p.1141-1149, 2002.

RAEMAKERS, C. J. J; JACOBSEN, E.; VISSER, R. G. F. Secondary somatic
embryogenesis and applications in plant breeding. Euphytica, Dordrecht, v.81, n.1,
p.93-107, 1995.

RAJESH, M. K. et al. Plant regeneration from embryo-derived callus of oil palm - the
effect of exogenous polyamines. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, Dordrecht,
v.75,n.1, p.41-47, 2003.

REIS, M. S. et al. Distribuigdo geografica e situacédo atual das populagdes na area de
ocorréncia de Euterpe edulis Martius. Sellowia, Itajai, v.49-52, p.324-335, 2000.



75

REIS, A.; KAGEYAMA, P.Y. Dispersdao de sementes de Euterpe edulis Martius
Palmae. Sellowia, Itajai, v.49-52, p.60-92, 2000.

REIS, A. et al. Efeito de diferentes niveis de dessecamento na germinagdo de
sementes de Euterpe edulis Martius Arecaceae. Insula, Florianopolis, v.28, p.31-42,
1999.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Plant physiology. 3°ed. Sunderland: Sinauer Associates.
2002. 690p.

TISSERAT, B. Date palm. In: SHARP, W.R. et al. (Eds.). Handbook of plant cell
culture, New York, v.2, 1984, p.505-545.

TOERING, A.; PULLMAN, G. S. Modeling available 2,4-dichlorophenoxyacetic acid in
a tissue culture medium containing activated carbon. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture, Dordrecht, v.82, n.2, p.179-188, 2005.

YEUNG, E. C. Structural and developmental patterns in somatic embryogenesis. In:
THORPE, T. A. (Ed.) In vitro embryogenesis in plants. Dodrecht, Kluwer Academic
Publishers, 1995. p.205-247.



CAPITULO I

Germinacao in vitro e embriogénese somatica direta em
embrides zigdticos imaturos de Euterpe edulis Mart.
(Arecaceae)
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Germinacdao in vitro e embriogénese somatica direta em embrides
zigoticos imaturos de Euterpe edulis Mart. (Arecaceae)

RESUMO - O palmiteiro (Euterpe edulis) € uma espécie caracteristica da Mata
Atlantica, que se apresenta, atualmente, ameacgada de extingdo. O desenvolvimento
de estratégias para a conservagdo de germoplasma desta espécie torna-se
necessario. Uma das formas de conservacgao in vitro de germoplasma pode ser tanto
através da cultura in vitro de embrides zigoticos ou através da embriogénese
somatica. Os objetivos do presente estudo foram elucidar a influéncia da
concentracdo salina e da sacarose no meio de cultura, durante a germinacéo de
embrides zigoticos e estudar a influéncia da adigdo de diferentes concentracdes de
Cloreto de calcio ao meio de cultura MS na indugdo de embriogénese somatica, em
embrides zigoticos imaturos de E. edulis. Para avaliar a germinagao in vitro de
embrides zigoticos, foram inoculados em meio de cultura MS, adicionado das
vitaminas de Morel, 7 g.L”" de &gar e 1,5 g.L” de carvdo ativado. Os tratamentos
consistiram de diferentes concentragdes do meio MS (MS e MS/2), combinadas com
diferentes concentracdes de sacarose (20, 30 e 40 g.L"). Foi utilizado o
delineamento em Blocos ao acaso, em 6 repeticbes, sendo cada repetigcao
constituida por cinco tubos de ensaio, contendo um embrido cada. Para a indugéo
de embriogénese somatica, embrides zigoticos imaturos foram extraidos e
inoculados em meio de cultura MS, suplementado com as vitaminas de Morel, 7 g.L™
de agar, 0,5 g.L" de glutamina, 3 mg.L™" de 2iP, 100 mg.L" de 2,4-D e 1,5 g.L"' de
carvéo ativado e diferentes concentragdes de Cloreto de calcio (0, 2, 4, 8, 12 mM).
Utilizou-se o delineamento estatistico em Blocos ao acaso, com 6 repeticoes. Cada
parcela foi constituida por um frasco, contendo quatro embrides zigéticos imaturos.
Para a conversdo dos embrides somaticos em plantulas, usou-se duas
concentragdes de sais minerais do meio de cultura MS (50 e 100%). Verificou-se que
a germinagao de embrides zigoticos de palmiteiro ndo foi afetada pela concentragéo
salina do meio de cultura e de sacarose. Entretanto, o crescimento em altura e a
producao de massa fresca das plantulas foram afetados pelos tratamentos. O
aumento da concentragdo de sacarose, de 20 para 40 g.L'1, no meio de cultura
resultou em acréscimo na massa fresca das plantulas. A composicao dos diferentes
meios de cultura ndo influenciou o numero médio de raizes por plantula de

palmiteiro. A indugado de embriogénese somatica em embrides zigoéticos imaturos de
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E. edulis nao foi influenciada pela adicao de diferentes concentracbes de Cloreto de
calcio ao meio de cultura, aos 60 dias. Entretanto, foram observadas diferengas
entre as diversas concentragdes de Cloreto de calcio, quanto ao numero de
embrides somaticos formados, aos 150 dias. O aumento na concentracédo de Cloreto
de calcio, resultou em decréscimo no numero médio de embrides somaticos
produzidos. A concentracdo de sais do meio MS nao afetou a capacidade de
germinagdo dos embrides somaticos. O processo de indugdo de embriogénese
somatica, em embrides zigoticos imaturos de E. edulis, ocorreu diretamente a partir
do no cotiledonar. O presente estudo evidenciou que a suplementacdo do meio de
cultura (MS ou MS/2) com sacarose (30 ou 40 g.L™") foi necessaria, para o
desenvolvimento das pléntulas de palmiteiro oriundas de embrides zigoticos
imaturos. Os resultados confirmaram a possibilidade de propagar a palmeira
E. edulis através da embriogénese somatica direta, pois foram produzidas plantulas

completas.

Palavras-chave: palmiteiro, germinagao in vitro, micropropagacao, Cloreto de calcio.

In vitro germination and direct somatic embryogenesis in immature
zygotic embryos of Euterpe edulis Martius (Arecaceae)

ABSTRACT - Heart of palm (Euterpe edulis) is a characteristic species of Atlantic
Forest that presently is threatened to extinction. Then, the development of strategies
for germplasm conservation of this species becomes necessary. The in vitro
conservation of germplasm could be realized by different ways like by the culture in
vitro of zygotic embryos and by somatic embryogenesis. The aim of this study was to
clear the influence of saline and of sucrose concentration in a culture medium during
the germination and to study the influence of the addition of different concentrations
of calcium chloride to the medium of culture MS in the induction of somatic
embryogenesis in immature zygotic embryos of E. edulis. The evaluation of
germination in vitro of zygotic embryos of E. edulis occurred through the inoculation
in medium of culture MS added by Morel vitamins, 7 g.L™" of agar and 1.5 g.L" of
activated charcoal. The treatments were different concentrations of the mediums MS
(MS and MS/2) combined with different concentrations of sucrose (20, 30 and

40 g.L™). It was used the Random Blocks Delineate, with six repetitions, each one
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constituted by five test tubes with one embryo per tube. For the induction of somatic
embryogenesis, immature zygotic embryos were extracted and inoculated in a culture
medium MS supplemented with Morel Vitamins, 7 g.L™ of agar, 0.5 g.L™" of glutamine,
3 mg.L" of 2iP, 100 mg.L™ of 2,4-D and 1.5 g.L™" of activated charcoal and different
concentrations of calcium chloride (0, 2, 4, 8, 12 mM). It was used the statistical
delineate in Random Blocks with six repetitions. Each parcel was constituted by one
flask containing four immature zygotic embryos. For the conversion of the somatic
embryos in seedlings they were used two saline concentrations of the medium
culture MS (50 and 100%). It was verified that the concentration was not affected by
the saline concentration of the medium culture and of sucrose. But the growing in
height and the production of fresh mass of the seedlings were affected by the
treatments. The increasing of concentration of sucrose of 20 to 40 g.L™' in the
medium culture resulted in the increasing in the fresh mass of the seedlings. The
composition of the different mediums of culture did not influence the mean number of
roots per seedling of heart of palm. The induction of somatic embryogenesis in
immature zygotic embryos was not significantly influenced by the addition of different
concentrations of calcium chloride to the medium, after 60 days. But, they were
observed significant differences among the concentrations of calcium chloride for the
number of somatic embryos formed, after 150 days. The increasing on the
concentration of calcium chloride in the medium of culture resulted in a decrease in
the mean number of somatic embryos produced. The salt concentration of the
medium MS did not affected the germination capacity of the somatic embryos. The
process of induction of somatic embryogenesis in the immature zygotic embryos of
E. edulis occurred directly from the cotyledonal node of the embryo. The present
study evidenced that the supplementation of the medium of culture (MS or MS/2) with
sucrose (30 or 40 g.L") was necessary for the growing of the seedlings of heart of
palm originated from immature zygotic embryos. The results confirmed the possibility
to propagate the palm E. edulis through direct somatic embryogenesis, because they

were produced complete seedlings.

Keywords: heart of palm, in vitro germination, micropropagation, Calcium chloride.
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1 INTRODUCAO

O palmiteiro (Euterpe edulis) tem sido propagado exclusivamente por
sementes, as quais perdem o poder germinativo em poucos meses de
armazenamento, dificultando a conservagao em longo prazo (CARVALHO, 2003).
Atualmente, suas populagdes apresentam alta vulnerabilidade devido a extracdo de
seu principal produto comercial, o palmito (REIS et al., 2000). Desta maneira, o
desenvolvimento de estratégias para a conservagcéo de germoplasma desta espécie
faz-se necessario.

A propagacao in vitro de palmeiras despertou interesse por facilitar a
producdo de mudas de material elite em escala comercial, por produzir plantas livres
de patégenos e por acelerar programas de melhoramento (LEDO et al., 2001).
Dentre as técnicas de propagacao in vitro, podem-se destacar as técnicas de cultura
de embrides e de embriogénese somatica (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1999).

A técnica de cultura de embrides foi amplamente empregada para resgatar
embrides que geralmente seriam abortados e para superar a dorméncia de
sementes recalcitrantes (RAGHAVAN, 2003). Adicionalmente, a cultura in vitro de
embrides zigoticos de palmeiras foi considerada auxiliar ao intercAmbio de
germoplasma (BAH et al., 1991; LEDO et al. 2007). A cultura de embrides em
espécies vegetais foi aplicada com sucesso em programas de melhoramento
genético, principalmente na cultura de embrides imaturos, com o objetivo de produzir
plantulas mais rapidamente, do que no método tradicional de germinagcdo de
sementes (LIU et al., 2004). Varios estudos descreveram a cultura de embrides de
zigéticos em diversas palmeiras: Bactris major (TZEC-SIMA et al., 2006); Cocos
nucifera (LEDO et al., 2007; PECH et al., 2007; FUENTES et al., 2005; LEDO et al.,
2001); Desmoncus orthacanthos (TZEC-SIMA et al., 2006); Elaeis guineensis
(KANCHANAPOOM et al., 2001) e Hyophorbe lagenicaulis (SARASAN et al., 2002).

A embriogénese somatica direta reduz o tempo necessario para a propagagao
in vitro de plantas e o numero de divisdes celulares para a formagcao do embrido
somatico. Tais caracteristicas minimizam possiveis alteragdes genéticas, que
normalmente, ocorreriam durante o cultivo in vitro (NETO et al., 2003).
Adicionalmente, o processo de embriogénese somatica ofereceu a possibilidade de

propagar um grande numero de gendtipos superiores, em um curto periodo de
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tempo. Esta técnica foi utilizada com varias finalidades, como: producdo de
sementes sintéticas, propagagao em grande escala em biorreatores e estudos de
transformacdo genética de plantas (DESAI et al., 2004). Varios estudos
demonstraram a possibilidade da regeneragcdo completa de plantulas de palmeiras,
empregando a técnica de embriogénese somatica, tais como em: B. gasipaes
(STEINMACHER et al., 2007), Phoenix dactylifera (SANE et al., 2006), Elaeis
guineensis (RAJESH et al., 2003), H. lagenicaulis (SARASAN et al., 2002) e E.
edulis (GUERRA et al.,, 2000). A embriogénese somatica tem sido uma técnica
adequada para a propagagcao clonal de espécies lenhosas para a captura de ganhos
genéticos, tem inumeras vantagens como a propagag¢ao em larga escala, potencial
para a automatizagdo, producdo de sementes sintéticas, armazenamento a longo
prazo (criopreservagao) e transformagéo genética (JAIN, 2007).

A inducado e o desenvolvimento de embrides somaticos dependem de varias
condigdes, tais como: composi¢ao do meio de cultura, genétipo, fonte de explantes,
tipo e concentragdo dos fitoreguladores (GUERRA et al.,, 1999). A influéncia de
fatores nutricionais do meio de cultura foi estuda na iniciagdo de cultura
embriogénicas em C. nucifera (DUSSERT et al., 1995). A iniciagdo da embriogénese
somatica de C. nucifera foi associada a substancias especificas como o NH4*, o
Ca**, o Mg® e a sacarose, pois as células embriogénicas apresentaram um alto
acumulo destes nutrientes.

O célcio é considerado mensageiro secundario, em muitos eventos regulados
por hormdnios, exercendo um papel fundamental em varios processos celulares e
fisiologicos em plantas superiores (HARPER, 2001), de modo que pode estimular a
embriogénese somatica de espécies vegetais (TAKEDA et al., 2003; ARRUDA et al.,
2000). Foi reportado que esse ion interfere na determinagdo do crescimento
polarizado, na elongacédo e divisdo celular, e na organizagdo do citoesqueleto da
célula (ARRUDA et al., 2000). O estabelecimento do crescimento polarizado foi
relatado como um importante mecanismo, para a diferenciagao inicial do embrido em
plantas (CUTTER, 1986).

Os objetivos foram estudar a influéncia das concentragbes salina e de
sacarose no meio de cultura durante a germinagcdo e da adigdo de diferentes
concentragdes de calcio ao meio de cultura, na indugdo de embriogénese somatica

em embrides zigoticos imaturos de E. edulis, visando a conservagao in vitro.



82

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

O estudo foi realizado no Laboratério de Biotecnologia Florestal da
Universidade Federal de Santa Maria, Rio Grande do Sul (BIOFLOR/UFSM).

Foram utilizados embrides zigdticos imaturos, extraidos de frutos verdes de
E. edulis, com endosperma gelatinoso, coletados em uma populagao de palmiteiro,
no municipio de Santa Cruz do Sul (RS), com 29°41'1" de latitude sul e 52°26'46" de
longitude oeste.

Apos desinfestacdo superficial com agua corrente e detergente neutro os
frutos foram imersos em solugdo composta por Agrimicina 1,5 g.L™!, Hipoclorito de
sédio 20% (v/v), Captan 4 g.L”', durante 15 min, sob agitacdo constante.
Posteriormente, os frutos foram enxaguados quatro vezes em agua bidestilada e
autoclavada, secos em placas de Petri, contendo discos estéreis de papel filtro. O

procedimento de desinfestacao foi realizado em camara de fluxo laminar.

2.2 Germinacéao in vitro de embrides zigoticos

Embrides zigéticos foram retirados e inoculados em tubos de ensaio
(25x150 mm) contendo aproximadamente 10 mL de meio de cultura MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), suplementado com as vitaminas de Morel (MOREL
e WETMORE, 1951), 7 g.L”" de agar e 1,5 g.L™" de carvdo ativado, em diferentes
concentragdes de sais e sacarose. Antes da adi¢cao de geleificante, o pH do meio de
cultura foi ajustado para 5,8 e, posteriormente, submetido a esterilizacdo em
autoclave a 127°C e 2 atmosfera, durante 15 minutos.

As culturas foram mantidas em sala de incubagdo com temperatura de
25+2°C, e auséncia total de luz, nos primeiros dez dias. Posteriormente, as culturas
foram transferidas para uma sala de incubacdo com temperatura de 25+2°C,

fotoperiodo de 16 horas e intensidade de 45 pmol.m?.s™,
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O delineamento experimental utilizado foi em Blocos ao acaso com 6
repeticdes. Cada repeticao foi constituida por cinco tubos de ensaio, contendo um
embrido cada. Os tratamentos consistiram de duas concentragdes de sais minerais
do meio de cultura MS (50 e 100%), respectivamente designados de MS e MS/2,
combinadas com diferentes concentracdes de sacarose (20; 30 e 40 g.L™"). Nao
foram realizados subcultivos.

A porcentagem de germinagdo dos embrides zigoticos imaturos de palmiteiro
foi avaliada aos 40 dias, apds a inoculacdo. O numero de raizes, altura das plantulas
e massa fresca foram avaliados aos 100 dias apds a inoculacéao.

Os resultados de porcentagem de germinagao foram transformados em arco
seno+/x, o numero de raizes foi transformado em /Xx+0,5, e submetidos a analise

de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey, em nivel de 5% de significancia.

2.3 Inducdo de embriogénese somaética

Os embrides zigoticos foram retirados dos frutos verdes e inoculados em
frascos de vidro (250 mL), contendo aproximadamente 30 mL de meio de cultura MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), suplementado com as vitaminas de Morel (MOREL
e WETMORE, 1951), 30 g.L™' de sacarose, 7 g.L™" de 4gar, 0,5 g.L™" de glutamina, 3
mg.L™ de 2iP, 100 mg.L" de 2,4-D, 1,5 g.L"' de carvao ativado [Recomendado por
GUERRA et al. (2000)] e diferentes concentragdes de calcio [(Na forma de Cloreto
de calcio (CaCly)]. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 antes da adigdo do
agar e posteriormente, foi submetido a esterilizagcdo em autoclave a 127°C e 2
atmosfera, durante 15 minutos.

A influéncia da adigdo de diferentes concentragées de calcio (0, 2, 4, 8 e
12 mM de CaCly) ao meio MS foram testadas, durante a fase de indugdo de
embriogénese somatica. A maturacao dos embrides somaticos foi realizada através
da repicagem das culturas embriogénicas para o meio de cultura MS suplementado
com as vitaminas de Morel, 7 g.L™" de agar, 0,5 g.L™" de glutamina, 3 mg.L™" de 2iP,
50 mg.L" de 2,4-D e 1,5 gL' de carvdo ativado. Para a conversdo dos embrides
somaticos em plantulas foram testados os meios de cultura MS (Com 50 e 100% da

concentrag&o salina original).
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As culturas foram mantidas em sala de incubacdo com temperatura de
25+2° C, e auséncia total de luz, nas fases de indugdo e maturagdo. Durante a
germinacdo, os embrides somaticos foram mantidos em sala de incubag&do, com
temperatura igual a 25+2° C, fotoperiodo igual a 16 horas e intensidade de
45 pmol.m2.s™.

No ensaio de indugdo de embriogénese somatica, o delineamento
experimental foi em Blocos ao acaso, com 5 tratamentos compostos pela adigao de
diferentes concentra¢des de Cloreto de calcio (0, 2, 4, 8, 12 mM) ao meio MS, em 6
repeticoes. Cada parcela foi constituida por um frasco, contendo 4 embrides
zigoticos. No experimento de conversdo dos embrides somaticos, o delineamento foi
em blocos ao acaso, com 2 tratamentos (MS e MS/2) e 10 repeti¢cdes. A parcela foi
constituida por 3 tubos de ensaio, contendo um embrido somatico em cada.

As avaliagcbes foram realizadas aos 60 dias apds a inoculagao, através da
porcentagem de indugcdo de culturas embriogénicas e da contagem de embrides
somaticos induzidos. Aos 150 dias, foi quantificado o numero embrides somaticos
induzidos em cada frasco (parcela). A porcentagem de embrides somaticos
convertidos em plantulas foi avaliada aos 60 dias, apds a inoculagao dos embrides
somaticos em meio de cultura, para a conversao em plantulas (MS e MS/2). Durante
a permanéncia das culturas no meio de cultura, para a indugdo de embriogénese
somatica (150 dias), a maturagao dos embrides somaticos (180 dias) e a converséo
dos embrides somaticos (60 dias), ndo foram realizados sub-cultivos. Plantulas
oriundas de embrides somaticos foram transferidas para substrato esterilizado
(solo:casca de pinus:serragem), decorridos150 dias do inicio da germinagao.

Para a analise de variancia, os valores foram transformados. As porcentagens

de culturas embriogénicas e de conversdao dos embridbes somaticos foram

transformadas em arco seno \/; O numero de embrides somaticos foi transformado

em 4/X+0,5.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Germinacéo in vitro de embrides zigoticos

As diferentes concentracbes de sacarose e de sais do meio de cultura MS
nao apresentaram diferengas significativas para a germinacéo de embrides zigéticos
imaturos de E. edulis (Tabela 1). A média geral de germinagcdo dos embrides foi de
74%. O maior indice de germinagédo (80%) dos embrides zigbticos ocorreu em MS/2
+ 30 g.L" e de sacarose e com MS + 40 g.L”" de sacarose, 40 dias apds a
inoculagdo. Aos 10 dias apds a inoculagdo dos embrides zigdticos, foi possivel
observar sinais da emissdo dos primoérdios radiculares e foliares. Aos 120 dias,
foram observadas plantulas completas (Figura 1). GARCIA et al. (2002) relataram
que a germinacdo de embrides zigoticos de Olea europaea ndao dependeu da
presenca de fonte de carbono no meio de cultura, sugerindo que a energia
necessaria para a germinagao in vitro seria fornecida pelas reservas armazenadas
nos tecidos do embrido.

A producdo de massa fresca de plantulas de palmiteiro apresentou diferencas
significativas entre as concentragdes de sacarose. No tratamento com 40 g.L” de
sacarose ocorreu 0 maior acumulo de massa fresca (0,129 g), porém néao diferindo
significativamente de 30 g.L™ de sacarose. A altura de plantulas diferiu em fungdo da
concentracédo de sais do meio MS, na presenca de 40 g.L'1 de sacarose (Tabela 1),
observando-se plantulas com maior altura média (11,7 mm). O numero de raizes por
plantulas de palmiteiro ndo diferiu significativamente entre os tratamentos, aos 120
dias (Tabela 1). Plantulas de palmiteiro com a maior altura média (12 mm) foram
produzidas em MS+40 g.L'1 de sacarose, enquanto que as plantulas com menor
altura média ocorreram em MS/2+40 g.L™' (7,0 cm) de sacarose. Em meio MS+40
g.L" de sacarose, foram observados os maiores valores de porcentagem de
germinacgao, de massa fresca, de altura e do numero médio de raizes.

A concentracdo de 40 g.L™' de sacarose promoveu o maior acimulo de massa
fresca por plantula, em meio de cultura MS (0,138g) e MS/2 (0,120g), aos 120 dias

(Tabela 1). Os menores valores observados de massa fresca, foram em 20 g.L ™' de
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sacarose, em meio de cultura MS (0,101g) e MS/2 (0,086g). No entanto, as analises

estatisticas ndo apresentaram valores significativos.

Tabela 1 - Efeito de diferentes concentragbes de sais (50 e 100% de sais do meio MS) e
concentragdes de sacarose na germinagao in vitro de embrides zigéticos imaturos (aos
40 dias apo6s a inoculagédo) e massa fresca, altura e nimero de raizes (aos 120 dias
apos a inoculagao) de plantulas de palmiteiro (Euterpe edulis Mart.). Valores do teste F,
obtido para os blocos e diferentes tratamentos.

Concentragdo  Germinagéo Massa fresca Altura das Numero
de sacarose (%) X @ (g/plantula) X plantulas (mm) X deraizes X
(g.Lh MS MS/2 MS MS/2 MS MS/2 MS MS/2
20 70,0 66,7 684 0,101 0,086 0,094B* 81a 109a 95 1,0 1,0 1,0
30 76,7 80,0 784 0,110 0,113 0,112AB 8,5a 102a 94 1,0 09 1,0
40 80,0 70,0 750 0,138 0,120 0,129A 11,7a 7,1b 94 12 12 172
Média 756 72,2 739 0,116 0,106 0,111 9,4 9,4 94 10 10 1,0
. ~ Massa fresca Altura das Numero de
Valor de F Germinagao (%) (g/plantula) plantulas (mm) raizes/plantula
F (meio de cultura) 0,9546 ns 1,1434 ns 0,0015 ns 0,0736 ns
F (Concentragao de 0,6578 ns 4.3830 * 0,0023 ns 1,5378 ns
sacarose)
F (meio de cultura x
Concentragéo de 0,1363 ns 0,4542 ns 49155~ 0,2095 ns
sacarose)
F (Blocos) 0,8599 ns 0,9228 ns 0,1811 ns 0,7103 ns
CV (%)’ 25,25 26,32 32,50 12,40

* Médias nao ligadas pela mesma letra mindscula nas linhas e maiusculas nas colunas diferem pelo
teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade de erro.? Média. ™indica nzo significativo a
5%.coeficiente de variagao.

No presente estudo, o coeficiente de variagéo foi de 25% para a germinagao
in vitro de embrides zigdticos, 26% para a massa fresca das pléntulas, 32% para a
altura das plantulas e 12% para o numero de raizes (Tabela 1). Valor superior (28%)
ao coeficiente de variagdo observado neste estudo para a geminacgao in vitro dos
embrides zigoticos foi encontrado em Syagrus oleracea (MELO et al., 2001). Quando
comparado com o presente estudo, em Euterpe oleracea foram observados valores
inferiores de coeficiente de variagcdo para a para germinagao in vitro de embrides
zigoticos (14%) e altura das pléantulas (18%) e superior para o numero de raizes
(18%) (LEDO et al., 2001).
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Figura 1 - Aspecto morfologico de plantulas oriundas da germinagéo in vitro de embrides zigoticos
imaturos de palmiteiro (Euterpe edulis Mart.) em meio de cultura MS em 40 g.L" de
sacarose, aos 120 dias.?40 g.L™" de sacarose;’40 g.L" de sacarose.

A germinagao in vitro de embrides zigbticos imaturos de Brassica napus foi
dependente do tipo e da concentragao do agucar no meio de cultura (SLESAK e
PRZYWARA, 2003). Resultados similares foram observados, sendo que o aumento
de massa fresca das plantulas de palmiteiro foi relacionado com o aumento da
concentracdo de sacarose no meio de cultura. A interagcdo entre as concentragoes
de sacarose e a concentragdo salina do meio de cultura influenciou
significativamente a altura das plantulas (Tabela 1). O acumulo de massa seca de
plantulas de C. nucifera, com seis meses de idade, foi dependente da concentragao
de sacarose no meio de cultura, de modo que o maior valor de massa seca foi
observado na concentracdo de 90 g.L'1. A diminuicdo na concentracdo de sacarose
no meio de cultura levou a diminuigdo da massa seca das plantulas de C. nucifera.
Entretanto, com 45 g.L'1 de sacarose no meio de cultura, observou-se a maior altura
das plantulas de C. nucifera. (FUENTES et al.,, 2005). Nesse estudo, os autores
observaram que as plantulas de C. nucifera cresceram in vitro sem a adi¢cdo de
exdgena de sacarose, porém, ndo sobreviveram quando transferidas para condi¢des
ex vitro. Aquelas que cresceram com concentragdes intermediarias de sacarose (45
g.L'1) mostraram respostas fotossintéticas, alta sobrevivéncia e rapido crescimento

ex vitro. Baixas concentracdes de sacarose diminuiram a fotossintese das plantulas
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de C. nucifera, mas aumentaram a sobrevivéncia, sugerindo que ambas
contribuissem para o estabelecimento e o crescimento em condi¢gdes de campo
(FUENTES et al., 2005). Em Givotia rottleriformis (espécie arborea) o maior
crescimento (6 cm) in vitro de plantulas oriundas de embrides zigoticos foi observado
em meio de cultura MS contendo 30 g.L™' de sacarose, apés 4 semanas em meio de
cultura (RAMBABU et al., 2006). Os niveis de nutrientes organicos e inorganicos no
cultivo in vitro influenciaram varios processos metabdlicos nas culturas,
apresentando efeito sobre o crescimento e a diferenciagdo dos tecidos vegetais
(MALDANER et al., 2006). Estudos indicaram que os agucares atuam como fonte de
carbono, além de atuarem no controle da expressédo génica e do desenvolvimento
em plantas (ROLLAND et al., 2002).

Uma elevada pressao osmoética no meio de cultura pode afetar o metabolismo
celular, reduzindo o crescimento das plantas (CALDAS et al., 1998). O aumento da
concentragdo de sacarose de 20 g.L”' para 40 gL' associado a 50% da
concentracdo de sais do MS, provavelmente diminuiu 0 metabolismo das plantulas
de palmiteiro, o que resultou em menor altura da plantulas. O baixo conteudo da
proteina Rubisco (Ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase) em plantulas de
C. nucifera, produzidas in vitro foi atribuido a altas concentragcdes de sacarose
(90 g.L"), no meio de cultura (FUENTES et al., 2005). Entretanto, no presente
estudo, o aumento na concentracdo de sacarose, de 20 g.L'1 para 40 g.L'1, no meio
de cultura MS, resultou em aumento em altura das plantulas de palmiteiro.

Neste estudo, a média geral da altura das plantulas de palmiteiro foi 0,94 cm,
no tratamento MS+40 g.L™" de sacarose as plantulas atingiram 1,2 cm, aos 120 dias.
Esses foram comparativamente superiores aos encontrados em plantulas de 15
progénies de E. edulis, desenvolvidas em condigdes ex vitro, as quais apresentaram
a altura média de 1,92 cm, aos 210 dias apds a semeadura, em que a amplitude de
variagao da altura foi de 1,7 a 2,12 cm (MARTINS-CORDER e SALDANHA, 2006).

No presente estudo, o numero médio de raizes das plantulas de palmiteiro
(1,0) ndo foi significativamente influenciado pelos tratamentos. Na germinagao in
vitro de embrides zigoticos de E. oleracea, também nao foram verificadas diferengas
significativas entre os tratamentos (ANA e BAP) para o numero de raizes por
plantula (2,22) (LEDO et al., 2001).

A suplementagdo do meio de cultura (MS ou MS/2) com sacarose foi

necessaria para o desenvolvimento das plantulas de palmiteiro (Figura 1). No
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entanto, a germinagdo dos embrides zigéticos nao apresentou diferengas
significativas entre os diversos meios de cultura. Resultados semelhantes foram
relatados na germinagéo in vitro de embrides zigoticos e no crescimento de plantulas
de Olea europaea, pois a adigdo de sacarose ou de manitol foi necessaria para o
crescimento das plantulas (GARCIA et al., 2002).

O presente estudo contribuiu com resultados sobre o balango nutricional do
meio de cultura para a obtencdo de plantulas assépticas através do emprego de
embrides zigoticos imaturos de palmiteiro. A literatura ndo menciona estudos
relacionados a germinacgao in vitro de embrides zigéticos de palmiteiro. Entretanto,
para outras espécies de palmeiras tém sido realizados estudos referentes a
germinagao in vitro de embrides zigoticos: Cocos nucifera (LEDO et al., 2007;
FUENTES et al., 2005), Bactris major e Desmoncus orthacanthos (TZEC-SIMA et al.,
2006), Hyophorbe lagenicaulis (SARASAN et al., 2002) e Euterpe oleracea (LEDO et
al., 2001).

3.2 Inducédo de embriogénese somatica

A indugdo de embriogénese somatica em embrides zigéticos imaturos de
E. edulis ndo foi influenciada significativamente pela adigcdo de calcio ao meio de
cultura (Tabela 2), aos 60 dias. Entretanto, foram observadas diferengas
significativas entre as concentragdes de calcio (0, 2, 4, 8, 12 mM de CacCl,), para o
numero de embrides somaticos, aos 150 dias (Tabela 2).

Foi observado que o aumento na concentragdo de calcio no meio de cultura
resultou em decréscimo no numero médio de embrides somaticos de palmiteiro
produzidos, aos 150 dias de idade (Figura 2). O meio de cultura basico (MS),
suplementado com os fitoreguladores 2iP (3 mg.L™") e 2,4-D (100 mg.L™), sem a
suplementagdo com calcio promoveu a maior proliferacdo de estruturas
embriogénicas.

No presente estudo, foram observados os seguintes valores de coeficiente de
variacao: 52% para cultura embriogénicas (aos 60 dias), 34% para numero de
embrides somaticos (aos 60 dias), 21% para numero de embrides somaticos (aos

150 dias), e 24% para a germinagdo dos embrides somaticos. Comparativamente
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com o presente estudo, em Euterpe oleracea foi observado um coeficiente de
variagao de 37% para a porcentagem de explantes com embrides somaticos, aos 80
dias de cultura (LEDO et al., 2002). Entretanto, em Bactris gasipaes o coeficiente de
variagdo para a porcentagem de culturas embriogénicas (24%) foi inferior ao
observado no presente estudo (STEINMACHER et al., 2007).

Tabela 2 - Valores do teste F, obtido para os blocos e os tratamentos na indugcdo de embrides
somaticos, a partir de embrides zigoticos imaturos de palmiteiro (Euterpe edulis Mart.),
em meio de cultura MS, suplementado com diferentes concentragcdes de Cloreto de
calcio (CaCl,), e na germinagao in vitro de embrides somaticos de palmiteiro em meio

MS e MS/2.
Culturas Numero de Numero de embrides Eor?nbz{:ﬁ:%z
Valor de F  embriogénicas embriGes somaticos erminados
(%) somaticos (60 dias) (150 dias) 9 )
F(Meio de 0,57 0,11 33,28* 0,29
cultura)
F (blocos) 1,14 0,44" 2,07 1,39"
CV (%)? 51,87 33,57 20,92 24,20

"indica n&o significativo a 5%. *indica significativo a 5%.”Concentrag6es de Cloreto de calcio: 0, 2, 4,
8, 12 mM.%coeficiente de variagao.

50 -
45 .
40 -
35
30
25 -
20 -
15
10

y = 2,3057x? - 23,862x + 64,514
R? = 0,95

Numero de embrides somaticos

0 0,22 0,44 0,88 1,33
CaCl, (g.L")

Figura 2 - Numero de embrides somaticos induzidos a partir de embrides zigoéticos imaturos de
palmiteiro (Euterpe edulis Mart.) em meio de cultura MS suplementado com diferentes
concentragdes de Cloreto de calcio (CaCl,), aos 150 dias apds a inoculagéo.
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Figura 3 - Processo de embriogénese somatica de palmiteiro (Euterpe edulis Mart.). A) Embrides
somaticos apos 140 dias da inoculagdo dos embrides zigoticos imaturos em 100 mg.L'1
de 2,4-D e 3 mg.L" de 2iP. B) Detalhe de um embrido somatico, aos 140 dias. C)
Embrides somaticos em varios estagios de desenvolvimento. D) embrido somatico 10
dias apos a inoculagdao em meio MS/2. E) Primérdio radicular (seta estreita) e plumula
(seta larga), aos 20 dias. F) Aos 40 dias. G) Plantula zigética na esquerda e somatica na
direita com presenca de haustério (seta), aos 60 dias. H) Plantula somatica, aos 120 dias.
I) Plantula zigdtica na esquerda e somatica na direita, apos 150 dias de inoculagdo dos
embrides em meio de cultura MS/2. J) Plantula somatica aclimatizando em substrato
(solo:casca de arroz carbonizada: serragem), aos 60 dias.
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A adicdo de calcio (1,33 g.L" de CaCl,) ao meio de cultura liquido, através de
suspensao celular, para a inducdo de embriogénese somatica de Daucus carota,
aumentou a produgdo de embrides somaticos (68 embri6es.mL'1), quando
comparada ao meio de cultura sem a adigdo de calcio (36 embri6es.mL'1), aos 21
dias (TAKEDA et al., 2003). Entretanto, a adigdo de calcio ao meio de cultura inibiu a
embriogénese somatica em suspensodes celulares, com uma alta concentragao de
células Daucus carota. A suplementacdo do meio de cultura com 6,12 mM e 6,62
mM de caélcio (na forma de CaCl;) estimulou a indugdo de embriogénese somatica de
Eucalyptus urophylla (ARRUDA et al., 2000). Em Hevea brasiliensis, concentragoes
de 12 mM de Cloreto de calcio (CaCl,) no meio de cultura conduziram a producéao de
calos friaveis, porém, a indugdo e o desenvolvimento dos embrides somaticos
dependeu de baixas concentragdes de calcio no meio de cultura (MONTORO et al.,
1995).

Em C. nucifera, a transferéncia da cultura embriogénica para um meio de
cultura, com uma reduzida concentracdo de auxina, aumentou 0 numero de
plantulas regeneradas em 7% (FERNANDO e GAMAGE, 2000). No presente estudo,
foi observado que a redugao na concentracdo de auxina no meio de cultura, para a
maturagdo, manteve o potencial embriogénico das culturas (Figura 3), sendo
observados varios estagios de desenvolvimento dos embrides somaticos, o que
caracterizou um processo de embriogénese assincronica (Figura 3C). Resultados
similares foram observados na embriogénese somatica a partir de embrides
zigéticos de E. edulis, por GUERRA e HANDRO (1998), e de B. gasipaes
(STEINMACHER et al., 2007).

No presente estudo, a germinagdo de embrides somaticos e a conversao em
plantulas em meio MS ou MS/2 nao diferiram estatisticamente (Tabela 2), apesar de
que, no meio MS, o indice de conversao foi de 50%, € no MS/2 de 40%. GUERRA e
HANDRO (1998) utilizaram o meio de cultura MS com a metade da concentragéo
salina para a conversao de embrides somaticos de E. edulis em plantulas. O padrao
morfogenético observado durante a germinagdo dos embrides somaticos, por
GUERRA e HANDRO (1998) foi semelhante ao observado em embrides zigoticos.
As plantulas produzidas, a partir dos embrides somaticos maduros (Figura 3D),
apresentaram morfologia semelhante aquelas germinadas de embrides zigoticos

(Figura 3G, 3l), com desenvolvimento da parte aérea e radicular (Figura 3E, 3F).
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Resultados similares, na morfologia das plantulas oriundas de embrides
somaticos e zigoticos, foram observados no presente estudo (Figura 3G e 3l), de
maneira que plantulas com aproximadamente 5 centimetros foram obtidas 60 dias,
apos o inicio da germinacéo dos embrides somaticos de palmiteiro (Figura 3l). Em
P. dactylifera, a conversao de embrides somaticos em plantulas completas foi de
86%, com o uso do meio de cultura MS com a metade da concentracéo original,
contendo de 0,2 a 0,4 mg.L™ de AIB (AL-KHAYRI, 2003).

Plantulas oriundas de embrides somaticos de P. dactylifera atingiram in vitro
de 8 a 10 cm, em 90 dias apds o inicio da geminagao, tamanho este considerado
ideal para a transferéncia ao solo (AL-KHAYRI, 2003). Em E. edulis plantulas
oriundas de embrides somaticos foram transferidas para o solo, com 10 cm
(GUERRA e HANDRO, 1998). No presente estudo, apoés 150 dias decorridos do
inicio da germinacdo dos embrides somaticos, as plantulas de palmiteiro com
aproximadamente 6 cm de comprimento de parte aérea foram transferidas para
substrato esterilizado composto por casca de arroz carbonizada, solo e serragem
decomposta (1:1:1). As plantulas foram mantidas em temperatura de 25+2°C e
fotoperiodo de 16 horas e, apds 60 dias, foi possivel observar plantulas crescendo
nesse substrato (Figura 3J).

Os resultados obtidos no presente estudo apontaram para a possibilidade de
propagar em larga escala a palmeira E. edulis através da técnica de embriogénese
somatica, assim como se mostrou viavel a aplicacado desta técnica na conservagao
de germoplasma. O processo de indugdo de embriogénese somatica nos embrides
zigoticos imaturos de E. edulis ocorreu diretamente a partir do n6 cotiledonar do
embrido (Figura 3A). Esse mesmo padrdao morfogenético foi observado nesta
espécie em estudos anteriores por GUERRA e HANDRO (1988).

Estudos adicionais relacionados a maturagcédo e a conversao dos embrides
somaticos deverdo ser realizados para a melhoria do protocolo de regeneragao,
através da técnica de embriogénese somatica. Assim como estudos com outras
fontes de explantes (bainhas foliares e inflorescéncia) utilizando a técnica de Thin
cell layer, para a inducdo de embriogénese somatica (VAN e LE, 2000). Em
comparagao aos resultados reportados por GUERRA e HANDRO (1998) e GUERRA
et al. (2000) na embriogénese somatica de E. edulis, as respostas morfogenéticas

observadas no presente estudo foram semelhantes. Entretanto, o efeito da
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suplementagao do meio de cultura com calcio na indugdo de embriogénese somatica

de palmiteiro ndo havia sido relatada para por esses autores.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente estudo apontaram para a possibilidade da
propagacao in vitro de palmiteiro através da técnica de embriogénese somatica.
Usando embrides zigoticos como fonte de explantes foi possivel a regeneragao
completa de plantulas, demonstrando o potencial desta rota morfogenética para a

regeneracgao in vitro de palmiteiro.

A inducdo de nddulos em bainhas foliares de palmiteiro foi dependente da
adicdo de altas concentragdes de nitrogénio organico [glutamina (1,17 g.L™")] ao
meio de cultura, contribuindo para o0 avango no conhecimento basico da
morfogénese in vitro e do metabolismo celular de culturas estabelecidas com

bainhas foliares.

A utilizacao de diferentes fontes de carboidrato (glicose e sacarose) nao
promoveu efeito na indugdo de calos e, indugdo de culturas embriogénicas em

embrides zigoticos de palmiteiro.

Para a germinagao de embrides zigéticos de palmiteiro foi evidenciado que a
germinagao nao foi influenciada pela concentragao salina e de sacarose do meio de
cultura. Porém, o crescimento em altura e a producdo de massa fresca foram

afetados pelas doses de sacarose.

O processo de indugado de embriogénese somatica nos embrides zigoticos
imaturos de E. edulis ocorreu diretamente a partir do n6 cotiledonar do embrido.
Esse mesmo padrdao morfogenético foi observado nesta espécie em estudos
anteriores por GUERRA e HANDRO (1988).

A suplementagdo com calcio do meio de cultura para a indugdo de
embriogénse somatica de palmiteiro ndo maximizou a taxa de embrides somaticos
obtidos no meio de cultura MS suplementado com as vitaminas de Morel, 7 g.L™" de
agar, 0,5 g.L" de glutamina, 3 mg.L" de 2iP, 100 mg.L" de 2,4-D e 1,5 gL de
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carvao ativado. Entretanto, outras condi¢gdes nutricionais podem ser testadas na
tentativa de melhoria das condi¢des de regeneracéo, visto que tem sido reportada a

influéncia nutricional na embriogénese somatica de espécies arboreas.

A conversdo dos embrides somaticos obtidos néo foi dependente do meio de
cultura utilizado para a conversdo. Entretanto, foi obtida uma taxa de 50% de
germinagdo dos embrides somaticos. Estes resultados abrem perspectivas para
estudos comparativos entre a embriogénese somatica e zigética. Estudar os tipos e
niveis de substancias de reserva que se encontram em diferentes estagios de
desenvolvimento do embrido zigético de palmiteiro poderia conduzir ao
entendimento da taxa obtida na conversdo de embrides somaticos. O acumulo de
substancias de reserva € um processo chave no estabelecimento autotréfico do
embrido. Em Olea europaea, GARCIA et al. (2002) relataram que o fato de embrides
zigoticos nao depender da presenca de fonte de carbono no meio de cultura, sugeriu
gue a energia necessaria para a germinagao in vitro foi fornecida pelas reservas

armazenadas nos tecidos do embrido.

A utilizacdo de embrides zigoticos como fonte de explantes, pode ser aplicada
ao melhoramento genético do palmiteiro. Pois a produgdo em larga escala de
plantulas com alta qualidade genética pode ser viabilizada através da embriogénese
somatica em embrides zigéticos oriundos de cruzamentos controlados entre

genotipos superiores.

Os resultados obtidos no presente estudo apontam perspectivas para a
aplicagcao da técnica de embriogénese somatica em palmiteiro para a producao de

sementes sintéticas e criopreservagao de culturas embriogénicas.

O estabelecimento de suspensdes celulares de palmiteiro através de calos
embriogénicos friaveis também apresenta uma alternativa para a propagacéao

massal, abrindo perspectivas para novos estudos relacionados a essa tematica.

Estudos relacionados a maturacédo e a conversao dos embrides somaticos
deverao ser realizados, para a melhoria do protocolo de regeneragdo, através da

técnica de embriogénese somatica. Assim como estudos com outras fontes de
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explantes (bainhas foliares e inflorescéncia) utilizando a técnica de Thin cell layer,
para a inducdo de embriogénese somatica. A propagacao de palmiteiro através da
técnica de embriogénese somatica usando inflorescéncias ndo emitidas como fonte

de explantes pode ser utilizada para a propagagao massal de gendtipos superiores.



ANEXOS



ANEXO | - Composic¢ao das formulagdes minerais MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962)

Componentes Concentracéo (mg.L™)
Macronutrientes _
NH;NO; 1.650
KNO; 1.900
CaCl,.2H,0 440
MgSQO,.7H,0 370
KH,PO, 170
Micronutrientes _
Na,EDTA.2H,0 3,72
FeS0,4.7H,0 27,85
H3BO; 6,20
MnSQO,.7H,0 22,30
KI 0,83
NaMo0O,.2H,0 0,25
CuS0,.5H,0 0,025
ZnS04.4H,0 8,60
CoCl,.6H,0 0,025

ANEXO Il - Composic¢ao das formulagdes de Morel e Wetmore (1951).

Componente Concentracéo (mg.L™)
Mioinositol 100

Acido nicotinico 1

Piridoxina 1
Tiamina.HCI 1

Biotina 0,01

Pantotenato de calcio




104

Anexo Il - Detalhe do monovacudmetro da autoclave horizontal registrando 2 atmosfera de presséo
durante a autoclavagem.
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Anexo IV - Efeito de diferentes fontes de auxinas e concentragdes de glutamina no acumulo de
antocianina em explantes de bainhas foliares de palmiteiro (Euterpe edulis Mart.)
cultivados in vitro, 60 dias apds a inoculagao.

Glutamina Fonte Blocos (%)

(mM) de auxina * 1 2 3
0 2,4-D 3,1 3,4 2,8
0 Picloram 8,3 10 13,3
2 2,4-D 2,1 3 3,5
2 Picloram 11 10 13
4 2,4-D 3,9 2,2 2,8
4 Picloram 9,5 12 10,3
8 2,4-D 2,8 3,5 3,7
8 Picloram 10,4 12 9

Anexo V - Porcentagem de calos formados, a partir de explantes de bainhas foliares de palmiteiro

(Euterpe edulis Mart.),

em meio de cultura MS suplementado com diferentes

concentragbes de glutamina e diferentes fontes de auxina [Picloram (72,3 mg.L'1) ou

2,4-D (66,3 mg.L™")], aos 60 dias.

Bloco Font_e Glutamina (mM
de auxina 0 2 4 8
1 Picloram 8,3 7,4 26,78 21,42
2,4-D 28,5 23,8 28,57 28,57
2 Picloram 18,3 | 28,98 21,42 28,57
2,4-D 19 42,85 23,8 32,14
3 Picloram 13,3 | 20,63 241 24,995
2,4-D 285 | 2143 33,33 30,355

Anexo VI - Porcentagem de culturas embriogénicas, obtido para os blocos e tratamentos, a partir de
embrides zigoticos imaturos de palmiteiro (Euterpe edulis Mart.), em meio de cultura MS,

suplementado com diferentes concentragdes de Cloreto de calcio (CaCl,), aos 60 dias.

Culturas embriogénicas (%)

CacCl, (mM) Blocos
1 2 3 4 5
0 100 100 100 100 100
2 100 100 100 0 100
4 100 100 100 100 0
8 100 100 100 100 0
12 100 100 0 0 100
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Anexo VII - Numero de culturas embriogénicas, obtido para os blocos e tratamentos, a partir de
embrides zigoticos imaturos de palmiteiro (Euterpe edulis Mart.), em meio de cultura
MS, suplementado com diferentes concentragbes de Cloreto de calcio (CaCl,), aos 60

dias.
Numero de embrides somaticos
CacCl, (mM) Blocos

1 2 3 4 5
0 2 3 4 3 2
2 3 5 2 0 10
4 4 3 1 8 0
8 3 5 3 4 o
12 4 6 0 0 5

Anexo VIII - Nimero de embrides somaticos, obtido para os blocos e tratamentos, induzidos a partir
de embrides zigoticos imaturos de palmiteiro (Euterpe edulis Mart.) em meio de cultura
MS suplementado com diferentes concentragdes de Cloreto de célcio (CaCl,), aos 150
dias apés a inoculagéo.

NUumero de embrides somaticos
CaCl, (mM) Blocos

1 2 3 4 5
0 52 35 49 65 59
2 36 24 15 27 27
4 50 5 21 20 19
8 3 5 3 4 4
12 5 5 1 5 4

Anexo IX - Numero de embrides somaticos de palmiteiro (Euterpe edulis Mart.) germinados em meio
de cultura MS e MS/2, aos 60 dias apds a inoculagao.

Numero de embrides somaticos germinados
Tratamentos Blocos
1 2 4 5 6 8 9 10
MS/2 2 2 1 2 1 1 1 1 0 1
MS 2 2 1 1 3 3 0 1
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Anexo X - Efeito de diferentes meios de cultura e concentracbes de sacarose na média de
germinagao in vitro de embrides zigéticos imaturos de palmiteiro (Euterpe edulis Mart.),
aos 40 dias apos a inoculagéo .

Germinacao (%)

Tratamentos
Blocos
Meio de | Sacarose
cultura (g.L™) 1 2 3 4 5 6
MS 20 80 100 60 40 60 80
MS 30 60 40 100 100 60 100
MS 40 80 80 80 80 60 100
MS/2 20 100 60 80 80 40 40
MS/2 30 80 80 80 80 80 80
MS/2 40 60 80 80 60 60 80

Anexo Xl - Efeito de diferentes meios de cultura e concentragdes de sacarose na média de massa
fresca in vitro de plantulas de palmiteiro (Euterpe edulis Mart.).

Tratamentos Massa fresca (g/plantula)
Blocos

Meio de | Sacarose

cultura (g.L™h ! 2 3 4 5 6
MS 20 0,068 0,184 0,105 0,050 0,095 0,105
MS 30 0,110 0,140 0,095 0,124 0,090 0,100
MS 40 0,148 0,135 0,143 0,160 0,124 0,122
MS/2 20 0,132 0,070 0,085 0,030 0,118 0,083
MS/2 30 0,092 0,142 0,122 0,095 0,118 0,105
MS/2 40 0,153 0,097 0,093 0,100 0,127 0,148

Anexo Xll - Efeito de diferentes meios de cultura e concentragdes de sacarose na altura média de
plantulas de palmiteiro (Euterpe edulis Mart.).

Tratamentos Altura (mm)
Blocos
Meio de | Sacarose
cultura (g.L™) 1 2 3 4 5 6
MS 20 9,4 15,4 5,4 7,0 5,0 6,2
MS 30 6,2 10,6 9,0 12,6 3,8 8,8
MS 40 11,6 10,2 16,6 11,4 9,4 10,8
MS/2 20 13,2 5,2 12,6 9,2 14,0 11,0
MS/2 30 10,4 8,4 11,0 8,4 13,8 9,6
MS/2 40 8,8 8,5 5,8 5,0 7,8 7,4
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Anexo Xl - Efeito de diferentes meios de cultura e concentragdes de sacarose o numero médio de
raizes em plantulas de palmiteiro (Euterpe edulis Mart.).

NUmero médio de raizes

Tratamentos
Blocos

Meio de | Sacarose

cultura (g.L™ ! 2 3 4 > 6
MS 20 1,2 1,4 0,6 1,0 0,8 1,0
MS 30 1,0 0,8 1,2 1,4 0,8 1,0
MS 40 1,2 1,2 1,0 1,0 1,0 1,6
MS/2 20 1,2 0,8 1,4 0,8 1,0 1,0
MS/2 30 0,8 1,0 1,0 1,0 1,0 0,8
MS/2 40 1,2 0,8 1,4 0,8 1,0 1,8




