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RESUMO

Euterpe edulis Martius, conhecida como palmeira jugara, € uma espécie nativa da
Mata Atlantica reconhecida pela produgdo do palmito doce e frutos de alto valor
nutricional. Os frutos séo ricos em antocianinas e compostos fendlicos, que possuem
propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e cardioprotetoras. Devido a
exploracao para extragao de palmito, que resulta na morte da planta, a espécie E.
edulis encontra-se vulneravel a extingdo. A embriogénese somatica tem emergido
como uma alternativa eficiente para a propagacdo de palmeiras, embora ainda
pouco explorada comercialmente. Diante do exposto, objetivou-se com o trabalho
analisar a indugdo da embriogénese somatica com o uso de diferentes
concentracdes de triclopir, hipotetizando se o herbicida auxinico é capaz de
promover a formacgéo de calos e embrides somaticos em segmentos de cauliculo de
E. edulis. As sementes foram coletadas em estadio de maturagao incompleta, com
aproximadamente 180 dias apds a antese, no municipio de Pedra Menina - ES, em
seguida, encaminhadas para o laboratério, desinfestadas e estabelecidas in vitro, e
mantidas no escuro por 180 dias. Apds o periodo, pléntulas de jucara foram
divididas em segmentos cilindricos, seccionados longitudinalmente e colocados com
o ferimento para cima em placas de Petri contendo ftriclopir em diferentes
concentragbes (20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, ou 160 uM). O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com oito concentracées de
triclopir, contendo 20 repeticdes, contendo seis explantes em cada placa. Os dados
foram submetidos a anadlise de variancia e teste Tukey (p>0,05). As concentracdes
de 20 e 40 uM de triclopir foram eficazes na inducédo de calos embriogénicos em E.
edulis, alcangcando percentuais de 58% e 54%, respectivamente. Na fase de
pré-maturagcéo, os segmentos de calculo provenientes da indugdo embriogénica com
concentracdo de 20 pM mostraram maior viabilidade, com 87% dos explantes
viaveis e taxa de oxidagao nula. O triclopir apresenta potencial para a propagagao in
vitro, via embriogénese somatica.

Palavras-chave: Jucara. Embriogénese somatica. Cultura de tecidos vegetais.
Herbicida auxinico.
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1. INTRODUCAO

Euterpe edulis Martius, uma palmeira da familia Arecaceae, é nativa da Mata
Atlantica e amplamente conhecida pela produgao de palmito doce, considerado um
alimento gourmet exotico e de grande valor econdmico. A espécie apresenta uma
superfruta com importantes caracteristicas quimicas, incluindo alto teor de
antocianinas (634,26 a 2.929 mg de cianidina-3-glicosideo por 100 g) e compostos
fendlicos totais (415,1 a 9.778,20 mg equivalentes de acido galico por 100 g)
(PEREIRA et al., 2022).

Seu fruto apresenta caracteristicas sensoriais semelhantes as do acai
(Euterpe oleracea Martius), mas com uma composi¢gao nutricional mais elevada,
destacando-se pelos seus efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios e cardioprotetores
(SCHULZ et al., 2016; CARDOSO et al., 2018). Isso reduz a presséo antropica sobre
o palmito e, de maneira sustentavel, incentiva a cadeia produtiva de polpa (SILVA et
al., 2006). O uso desta palmeira para a extracdo do palmito resulta na morte da
planta, pois € monocaule e ndo possui a capacidade de perfilhar, 0 que a coloca na
lista de espécies ameacgadas de extingdo (WENDT et al.,, 2011; SCHULZ et al.,
2016). Nesse contexto, a exploragdo indiscriminada representa uma ameaga a
sustentabilidade das popula¢des naturais de E. edulis (REIS; KAGEYAMA, 2000).

A espécie E. edulis € uma palmeira que se propaga exclusivamente por
sementes, que sao recalcitrantes, perdendo rapidamente seu vigor apos a colheita e
apresentando uma germinacgao lenta e desigual (CURSI; CICERO, 2014; SCHULZ et
al., 2016). Devido a essas caracteristicas, a regeneragao natural da planta, que
ocorre apenas por sementes, € dificultada pela necessidade de fecundagao cruzada,
resultando em alta variabilidade genética da espécie (DORNELES et al., 2013).

O processo de embriogénese somatica tem se tornado uma alternativa
eficiente para a propagacédo de palmeiras (MOURA et al., 2008). Para E. edulis, a
propagacao vegetativa in vitro € uma ferramenta de grande importancia, embora
pouco utilizada em escala comercial. Em ambientes restritos, a embriogénese
somatica tem se mostrado uma técnica promissora e eficaz para varias espécies de
palmeiras (REE; GUERRA, 2015).

A embriogénese somatica de palmeiras, em geral, depende da exposi¢ao de
células ou tecidos de diversos explantes, como embrides zigoticos, inflorescéncias,

apices caulinares e bainhas foliares, sob condi¢des controladas in vitro e
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concentragbes especificas de sais minerais, compostos organicos (FEHER et al.,
2003; ZAVATTIERI et al.,, 2010) e fitorreguladores, como auxinas e citocininas
(JIMENEZ, 2005; ELHITI et al., 2013).

Devido a isso, essa técnica vem se mostrado uma ferramenta promissora
para a conservagao e propagacao de especies, contudo, varios fatores, incluindo
reguladores de crescimento, condigbes gerais de cultura e explantes utilizados,
podem afetar significativamente durante todo o processo de propagacgao in vitro da
especie (CARVALHO, 2013).

A indugcédo da embriogénese somatica de E. edulis € um processo critico de
reprogramacgao de células somaticas em células embrionarias, que influenciam
diretamente no sucesso da regeneragcdo das plantulas in vitro, gerando uma
compreensao aprofundada, que é fundamental para o desenvolvimento de novas
estratégias de propagacao e conservacéo (SIMOES et al., 2012).

Estudos recentes indicam que a utilizacdo de auxinas, como o acido
indol-3-butirico (AIB), e citocininas, como a 6-benzilaminopurina (BAP), sdo cruciais
para a inducao e maturacao de embrides somaticos em palmeiras (PAIVA NETO et
al., 2018). Além disso, o ajuste de fatores fisicos, como a luminosidade e
temperatura, também desempenha um papel vital no sucesso do cultivo in vitro
(SILVEIRA et al., 2013).

Na indug&o da embriogénese somatica, € comum a utilizagdo de reguladores
de crescimento especificos, como os analogos de auxinas. Entre eles, destacam-se
0 acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico (picloram) e seu analogo 4&acido
3,5,6-tricloro-2-piridiniloxiacético  (triclopir), ambos demonstrando resultados
promissores em E. edulis (MELLO et al, 2024a). Além desses, o acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é um outro regulador que apresentou sucesso na
inducdo em E. edulis (GUERRA; HANDRO, 1998), diferente do acido
4-clorofenoxiacético (4-CPA), pertencente ao mesmo grupo do 2,4-D, que possuem
poucos relatos de uso na embriogénese somatica de E. edulis, representando uma
possivel area de investigacao futura (ALMEIDA, 2024).

O triclopir € uma herbicida auxinico capaz de promover a formagao de calos e
embrides somaticos em diferentes explantes de E. edulis (MELLO et al, 2024a).
Estudos anteriores utilizaram o triclopir de forma isolada e associado a outros

fitorreguladores e aminoacidos a fim de analisar seus efeitos em diferentes
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contextos, resultando em embrides zigdticos de E. edulis com alto percentual de
calejamento e taxa de oxidacao nula (CADE, 2023).

A aplicacao do triclopir tem demonstrado uma eficacia significativa na indugao
de respostas morfogenéticas para E. edulis, como a formagéo de calos e embrides
somaticos, destacando-se como uma ferramenta promissora para estudos de
biotecnologia vegetal e melhoramento genético (MELLO et al., 2024b).

Dessa forma, a embriogénese somatica ndo apenas contribui para a
preservagao geneética e o manejo sustentavel de E. edulis, mas também promove a
recuperacao de populacdes naturais e a reducédo da pressao sobre a extracado de
palmito, assegurando a sustentabilidade econémica e ambiental da espécie
(SCHULZ et al., 2016; PAIVA NETO et al., 2018).

Diante do exposto, objetivou-se com o trabalho analisar a indugdo da
embriogénese somatica com o uso de diferentes concentragbes de triclopir,
hipotetizando se o herbicida auxinico é capaz de promover a formacao de calos e

embrides somaticos em segmentos de cauliculo de E. edulis.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Analisar o processo de indugdo na embriogénese somatica de segmentos de

cauliculo de E. edulis com o uso de diferentes concentra¢des de triclopir.

2.2 Objetivos especificos

Identificar a concentragao de triclopir que resulte em maior formagao de calos
e baixa taxa de oxidagdo durante o processo de indugdo embriogénica em

segmentos de cauliculo de E. edulis.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Euterpe edulis Martius

A familia Arecaceae € considerada um dos grupos de plantas tropicais mais
fascinantes e significativas, composta por cerca de 3.000 espécies distribuidas em
cinco subfamilias, predominantemente composta por palmeiras, que de maneira
geral, possuem um alto valor econémico e etnobotanico devido a sua importancia
cultural e a vasta gama de produtos que podem ser extraidos a partir delas (SOUZA,;
LIMA, 2019).

Euterpe edulis Martius € uma palmeira da familia Arecaceae, nativa da Mata
Atlantica, amplamente reconhecida pela produgcdo de palmito doce, um alimento
gourmet exodtico e de alto valor comercial. Esta espécie apresenta uma superfruta
com propriedades quimicas notaveis, incluindo um alto teor de antocianinas (634,26
a 2.929 mg de cianidina-3-glicosideo por 100 g) e compostos fendlicos totais (415,1
a 9.778,20 mg equivalentes de acido galico por 100 g) (PEREIRA et al., 2022).

Apresenta um estipe vertical, cilindrico e relativamente fino, atingindo uma
altura de aproximadamente 10 a 20 metros e um didmetro de 8 a 20 centimetros a
altura do peito. Suas folhas sao dispostas de forma alternada e pinadas, medindo
cerca de 2 a 2,5 metros de comprimento. As bainhas sdo verdes e bem
desenvolvidas, entrelagando-se no topo do estipe por sobreposi¢ao, criando uma
configuragédo distinta no apice onde se localiza o palmito (REIS et al., 2000). As
raizes, ao atingirem a fase adulta, se estendem lateralmente até 6 metros de
comprimento e penetram até 1,5 metros de profundidade (BOVI et al., 1992).

Esta espécie é caracterizada como aldgama, apresentando flores unissexuais
de coloracdo branco-amarelada, organizadas em triades, com duas flores
masculinas e uma feminina (BOVI; CARDOSO, 1978; COELHO, 2010). A
polinizagdo cruzada ocorre através do mecanismo de protandria, onde a maturagao
das anteras (estruturas masculinas) antecede a receptividade dos estigmas
(componentes femininos) (BOREM; MIRANDA, 2013).

A propagacgao seminifera da espécie apresenta desafios, como a baixa taxa
de germinacgao e crescimento lento das mudas, necessitando em média de 12 anos
para atingir seu tamanho comercial (DORNELES et al., 2013; MOREIRA et al.,
2016). A recalcitrancia da semente, ou seja, a intolerancia a dessecac&o do embrido

e seu armazenamento em baixas temperaturas, € outro obstaculo enfrentado pela
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propagacao seminifera, levando a perda de viabilidade e resultando em germinagao
lenta e desuniforme, o que € problematico para estabelecer plantios comerciais
(BOVI; CARDOSO, 1975). As sementes possuem embrido pequeno,
compreendendo apenas 0,54% da massa da matéria fresca das sementes e com
alto grau de hidratagao (85% de teor de agua) (PANZA et al., 2004). O endosperma
maci¢co compreende cerca de 99% da massa da matéria fresca da semente, tem um
teor de agua de 48,20% (PANZA et al., 2004). Durante a dessecagéao continua, essa
especie apresenta um teor de agua letal entre 18% e 24% (ANDRADE, 2001).
Outros autores afirmam que abaixo de 20% de umidade as sementes de jucara
perdem drasticamente sua capacidade de germinagao, podendo ser alcangada com
16 dias de armazenamento em laboratério (ANDRADE; PEREIRA, 1997).

A espécie E. edulis é notavel por seu potencial de manejo sustentavel,
desviando o foco da producdo de palmito para a exploracdo dos frutos,
especialmente para a obtencédo de polpas (SILVA et al., 2006). Diversas pesquisas
tém enfatizado o alto teor de polifendis e a atividade antioxidante da polpa dos frutos
de jucara, conferindo a esse alimento um status funcional devido a sua capacidade
de combater os radicais livres (SILVA et al., 2006; MENEZES et al., 2008; LIMA et
al., 2012).

O palmito de jugara é altamente valorizado na culinaria, o que levou a uma
intensa exploragdo comercial da espécie, especialmente na década de 1970
(SCHULZ et al., 2016). A extragdo do palmito envolve a remocédo do meristema
apical, um processo que requer a derrubada das plantas (MARTINELLI; MORAES,
2013). Como essa espécie possui um unico caule e ndo tem a capacidade de
perfilhar, o corte para a extracdo do palmito resulta na morte da planta
(BOURSCHEID, 2011).

Dado que a espécie E. edulis pode demandar mais de uma década para
atingir a maturidade reprodutiva (LEITMAN et al., 2013), a auséncia de individuos
adultos pode prejudicar a capacidade de regeneracdo dessa espécie (HEDRICK;
GARCIA-DORADO, 2016), que se encontra classificada como vulneravel na Lista
Brasileira de Espécies Ameacgadas de Extingdo (BRASIL, 2022). Com isso, a
embriogénese somatica surge como uma proposta alternativa eficiente para a

multiplicacdo de palmeiras (MOURA et al., 2008).
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3.2 Cultura de tecidos vegetais e embriogénese somatica

A cultura de tecidos vegetais € uma técnica vital na biotecnologia moderna,
proporcionando um meio eficiente para a propagacédo clonal, conservacdo de
germoplasma e melhoramento genético de plantas (GEORGE et al., 2008). Este
método envolve o cultivo de células, tecidos ou 6rgaos vegetais em condigdes
controladas e estéreis, utilizando meios de cultura especificos que fornecem os
nutrientes necessarios para o crescimento e desenvolvimento in vitro.

Além disso, a cultura de tecidos vegetais surge como um processo que
permite a producdo em massa de plantas geneticamente idénticas, crucial para a
agricultura e horticultura, garantindo a uniformidade e qualidade das colheitas
(GEORGE et al., 2008). Alem disso, esta técnica € fundamental para a conservagéo
de espécies ameacadas e de dificil propagagdo, como evidenciado em trabalhos
com espécies raras e em risco de extingdo, que podem ser mantidas e multiplicadas
ex situ (BENSON, 2000).

No campo da biotecnologia, a cultura de tecidos é essencial para a
engenharia genética, facilitando a transformacéo genética e a criacdo de plantas
com caracteristicas desejaveis, como resisténcia a doencgas e tolerancia a estresses
abidticos (PEREZ-PEREZ et al.,, 2022). Este método também ¢é utilizado na
producdo de compostos bioativos, como alcaloides e flavonoides, através da cultura
de células suspensas, contribuindo para a industria farmacéutica e de cosméticos
(RAO; RAVISHANKAR, 2002). Assim, a cultura de tecidos vegetais € uma
ferramenta indispensavel para o avango da pesquisa cientifica e para a
sustentabilidade agricola e ambiental.

A embriogénese somatica € definida como o processo de desenvolvimento de
embrides a partir de células somaticas, que nao sdo produtos de fusdo gamética
(DODDS; ROBERTS, 1985). Embrides somaticos sdo obtidos a partir de dois
padrées de desenvolvimento: a embriogénese somatica indireta, que consiste no
calo mantido formado e proliferado antes do desenvolvimento embrionario, e a
embriogénese somatica direta, que se baseia em embrides originarios diretamente
da superficie do explante, sem que passe pela fase de proliferacdo do calo (SHARP
et al., 1980; MORDHORST et al., 1997).

No caso da embriogénese somatica indireta, o explante cultivado desenvolve

aglomerados de células que se dividem de forma sucessiva, formando nodulos
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vasculares capazes de originar brotos, raizes ou embrides (DODDS; ROBERTS,
1985). O conceito inicial de embriogénese somatica em ambiente controlado foi
descrito pela primeira vez por Steward et al. (1958), utilizando tecidos de cenoura
(Daucus carota L.). Esse marco inaugurou uma série de pesquisas explorando o
potencial embriogénico de diversas espécies vegetais.

O sucesso da multiplicagao in vitro depende de uma combinacdo adequada
de diferentes variaveis e influéncia de diversos fatores como, condigbes e
suplementagcdo do meio de cultura, tipo do explante utilizado, gendtipo da planta,
além dos principais fatores abiodticos (luz e temperatura) (JIMENEZ, 2005;
ZAVATTIERI et al., 2010) . Além disso, as concentragdes de fitorreguladores
utilizados nos meios de culturas sdao componentes que variam significativamente
entre as técnicas utilizadas para a propagacao in vitro (SOUZA et al., 1999).

A embriogénese somatica apresenta-se como uma estratégia altamente
promissora para a propagacao vegetativa in vitro, destacando-se por uma série de
vantagens (CARVALHO et al., 2006). Estas incluem uma elevada taxa de
multiplicacdo da espécie, a possibilidade de ampliar a produgcédo por meio da cultura
em meio liquido, a capacidade de plantio direto da muda obtida por embriogénese
somatica e, em grande parte dos casos, a garantia de que as caracteristicas
genéticas serao idénticas as da planta-mae (DODDS; ROBERTS, 1985). Além disso,
essa abordagem permite a transferéncia de genes, tornando-se uma ferramenta
valiosa em estudos de desenvolvimento vegetal, propagagéo clonal e melhoramento
genético (CARVALHO et al., 2006). No entanto, € crucial ponderar sobre a
desvantagem potencial variagdo somaclonal, sobretudo quando o propédsito € a
propagacao clonal, € ndo a introdugao deliberada de variabilidade genética (FEHER,
2003).

Uma grande diversidade de pesquisas foi realizada na area de multiplicagao
in vitro, principalmente em relacdo aos aspectos e definicdo de protocolos para a
embriogénese somatica em palmeiras, incluindo espécies como Cocos nucifera L.
(VERDEIL et al., 1994), Elaeis guineensis Jacq. (BALZON et al., 2013), E. edulis
(GUERRA: HANDRO, 1988; 1998) e E. oleracea (SCHERWINSKI-PEREIRA et al.,
2012; FREITAS et al., 2016).

Na ultima década, a embriogénese somatica tornou-se uma técnica
essencial para a rapida multiplicagao de diversas espécies, indo além da pesquisa

para destacar-se na industria (FEHER et al., 2003). Este processo é
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particularmente valioso para investigar os mecanismos de diferenciagdo em
plantas por explorar a manifestagdo da capacidade totipotente das células
vegetais, requerendo diferentes abordagens da habilidade celular, definido como a
capacidade de reprogramagao de uma célula em reagao a estimulos especificos,
através de processos de desdiferenciagéo e rediferenciacédo (FEHER et al., 2003).

Em palmeiras, a selecao e propagacao vegetativa de clones de alta qualidade
€ dificultada devido a auséncia de cambio vascular, o que impossibilita o
crescimento secundario destas espécies (OLIVEIRA et al., 2022). O sucesso da
embriogénese somatica requer geralmente que os meios de cultura de indugao
sejam constituidos por altas concentragdes de auxinas, como o 2,4-D ou picloram
(GUERRA; HANDRO, 1998; PEREZ-NUNEZ et al., 2006; SAENZ et al., 2006;
SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012). Essa classe de fitorreguladores esta
envolvida na ativacdo e regulacdo da divisdo e diferenciagdo celular
(NAMASIVAYAM, 2007).

Nesse contexto, ela se destaca como uma técnica de grande relevancia na
area da cultura de tecidos vegetais, representando um conjunto de fases nas quais
as células somaticas se desenvolvem em embrides, que se tornam um recurso
valioso para essa espécie (MOURA et al., 2009; PINTO et al., 2011).

Essa técnica, em palmeiras, pode ser utilizada para clonagem em larga escala
de progénies com alta qualidade, além de atuar na conservagéao de germoplasma ou
atrelada diretamente a programas de melhoramento genético como um acelerador
(LEDO et al., 2002; FREITAS et al., 2016).

3.3 Inducgao

A inducdo e o desenvolvimento de embrides somaticos sao influenciados por
uma complexa interacdo de fatores bidticos (gendtipo, idade, tipo de explante,
condigdes fisioldgicas) e abidticos (composi¢gdo do meio de cultura, fitorreguladores,
luz, temperatura) (PINTO et al., 2008; ROSE et al., 2010). Além disso, fatores como
a condi¢ao fisiolégica do explante, caracteristicas especificas da espécie e as
condigdes experimentais, incluindo a composi¢ao do meio de cultura e a atmosfera
durante o cultivo, sdao fundamentais para o processo de diferenciagcdo celular

(CHALUPA, 1999). A embriogénese somatica geralmente ¢é iniciada pela exposigao
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de células ou tecidos provenientes de diferentes explantes, como embrides
zigoticos, inflorescéncias, apices caulinares e folhas imaturas (FEHER, 2015).

Embrides somaticos sao obtidos a partir de dois padrboes de
desenvolvimento: a embriogénese somatica indireta, que consiste no calo mantido
formado e proliferado antes do desenvolvimento embrionario, e a embriogénese
somatica direta, que se baseia em embrides originarios diretamente da superficie
do explante, sem que passe pela fase de proliferagao do calo (SHARP et al., 1980;
MORDHORST et al., 1997). Os dois padrées seguem a sequéncia de
desenvolvimento do embrido zigotico, passando pelos estadios globular,
cordiforme, torpedo e cotiledonares em espécies classificadas como
eudicotiledbneas (GUERRA et al.,, 1999). No entanto, a sequéncia de
desenvolvimento em espécies monocotiledéneas, se da pelo embrido globular,
passando para a fase escutelar, seguindo para a coleoptilar (FLOH et al., 2015).

O picloram é um fitorregulador que ja vem sendo utilizado na embriogénese
somatica pela sua eficacia na absor¢ao e mobilizagdo, além de outros atributos,
como a sua rapida metabolizacdo em locais especificos da planta (KARUN et al.,
2004), proporcionando bons resultados em palmeiras, como: Bactris gasipaes
(VALVERDE et al., 1987; STEINMACHER et al., 2007), Calamus merrillii Becc. e C.
subinermis Wendl. Ex Becc. (GOH et al., 1999; 2001) e E. oleracea
(SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012; FREITAS et al., 2016).

Para o género Euterpe, Freitas et al. (2016) destacam que a auxina picloram
proporcionou melhores resultados no processo de indugao de calos embriogénicos,
tanto para inflorescéncias como para as folhas imaturas como fonte de explantes em
E. oleracea. Na etapa de diferenciagdo, calos provenientes de inflorescéncias
imaturas em meio de cultura com picloram apresentaram até 100% dos explantes
com a presenga de embrides somaticos. Em E. edulis, bainhas foliares extraidas de
plantulas germinadas in vitro foram inoculadas em meio MS, suplementado com
picloram (72,3 mg L"), resultando em formagdo de calos significativa, mostrando
eficacia do indutor para a espécie (SALDANHA et al., 2006).

Além do picloram, o 2,4-D é um outro regulador que apresentou sucesso na
indugdo em E. edulis (GUERRA; HANDRO, 1998), diferente do 4-CPA, pertencente
ao mesmo grupo do 2,4-D, que ainda possui poucos relatos de uso na
embriogénese somatica de E. edulis (ALMEIDA, 2024).
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Existem fitorrequladores andlogos cujos registros de sua utilizagdo na
embriogénese somatica sdo recentes, como por exemplo, o triclopir (acido
3,5,6-tricloro-2-piridiniloxiacético), o fluroxypyr (acido 4-amino-3,5-dicloro-6-fluoro
-2-piridiloxiacético), o clopyralid (acido 3,6-dicloro-piridina-2-carboxilico) e o
aminopyralid (acido 4-amino-3,6-dicloropiridina-2-carboxilico) (MELLO et al., 2024b).

Em embrides zigéticos de E. edulis, tem-se verificado baixos percentuais de
oxidacdo e alto desenvolvimento de embrides somaticos com o uso do triclopir no
processo de embriogénese somatica, destacando seu uso na indugdo e quando
combinado a diferentes fitorreguladores, mostrando ser um indutor com grande
eficacia (CADE, 2023). Além disso, o autor, identificou em analises histolégicas
respostas celulares diferenciadas, destacando o potencial do triclopir em modular o
ambiente para promover embrides somaticos.

A aplicagéo do triclopir tem demonstrado uma eficacia significativa na indugao
de respostas morfogenéticas para E. edulis, como a formagéo de calos e embrides
somaticos, destacando-se como uma ferramenta promissora para estudos de
biotecnologia vegetal e melhoramento genético (MELLO et al., 2024b).

A instigacdo de configuragbes complexas, como a génese de um embrido
somatico, com o emprego de tecidos apds ferimento, demanda o desencadeamento
de um programa de desenvolvimento geneticamente codificado destinado a
reparacao das lesdes, a desdiferenciagao celular, a proliferacao celular e a formacéao
de novos orgaos (LUP et al.,, 2016). Quando segmentos de cauliculo s&o
seccionados pela metade, a auxina transportada a partir do apice caulinar se
concentra na extremidade superior do ponto de corte, sendo esgotada na
extremidade inferior, promovendo a expressdao génica e desencadeando a
localizagdo da proliferagao celular, com o intuito de reparar a lacuna presente no
local da ferida (IKEUCHI et al., 2013). A lesao e a disposi¢cdo adequada do explante
no meio de cultura podem potencializar a capacidade de resposta, sendo
imprescindivel para a plasticidade do desenvolvimento e para a morfogénese de
orgaos emergentes (FARIA et al., 2019).

Segmentos de cauliculo com ferimento posicionados longitudinalmente para
cima apods 60 dias em meio de indugao embriogénica com a presenga de picloram
(150 uM), apresentaram médias maximas em numeros de pro-embrides e taxas de

indugao, constatando com menores taxas de oxidagdo (MELLO et al., 2024a).
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Nesse contexto, poucos estudos sao relatados envolvendo o uso de
fitorreguladores analogos na embriogénese somatica em E. edulis. Sendo assim,
faz-se necessario mais pesquisas visando otimizar protocolos de embriogénese
somatica desta espécie de grande importéncia econémica e ecologica (OLIVEIRA et
al., 2022).
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4. METODOLOGIA

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
(LCTV), pertencente ao Departamento de Ciéncias Florestais e da Madeira (DCFM),
do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias (CCAE), da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES), Campus Jerénimo Monteiro - ES.

Os frutos de palmeira jugara foram obtidos na Regido do Caparaé - ES/MG,
mais precisamente no municipio de Pedra Menina - ES, das coordenadas
20°32'45,4” S, 41°49'35,7” W, aos 951 m de altitude, com a colheita de frutos em
estadio de maturagao incompleta, com aproximadamente 180 dias apds a antese,
identificados e imediatamente transportados em caixas de isopor para o Laboratério
de Cultura de Tecidos Vegetais (LCTV). Apods a limpeza dos frutos, com detergente
e agua, o tegumento foi removido, e em seguida, as sementes foram imersas em
uma solucdo de acido ascorbico a 2%, para impedir a oxidagao fendlica dos tecidos
vegetais.

Na camara de fluxo laminar, as sementes imaturas foram desinfestadas com
imersao em alcool etilico a 70% por um minuto, em solugéo de hipoclorito de sddio
(NaOCl) a 2,5% (Super Globo®) agitando durante 10 minutos e em solugdo de
amoxicilina® a 3.000 mg L também por 10 minutos, em que apds cada solugdo de
desinfestacao, foi realizada a triplice lavagem em agua destilada e autoclavada.

Em seguida foram dispostas uma semente por tubo de ensaio contendo 10
mL de meio de cultura MS (Murashige & Skoog,1962), constituindo de 30 g L' de
sacarose, 0,1 g L' de mio-inositol, 1 g L' de polivinilpirrolidona (PVP), 5,5 g L™ de
agar, com pH ajustado a 5,7 + 0,1, autoclavado por 20 minutos. Ao final do processo,
as sementes imaturas estabelecidas in vitro foram mantidas em sala de crescimento
a 27 +2°C, no escuro e por 180 dias (MELLO et al, 2024c).

4.1 Indugao

Apo6s 180 dias, as plantulas de jugara que apresentaram maior crescimento de
parte aérea e diametro do coleto foram selecionadas e encaminhadas novamente
para a camara de fluxo laminar, onde foram divididas em segmentos cilindricos, com
aproximadamente 1 cm de comprimento, e seccionados longitudinalmente, em
seguida, foram dispostos com a ferida voltada para cima em placas de Petri 90 x 15

mm contendo 20 mL de meio de cultura MS, constituindo de 30 g L™ de sacarose
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com 0,1 g L' mio-inositol, 1 g L™ de polivinilpirrolidona (PVP), 5,5 g L de agar, com
pH ajustado a 5,7 £ 0,1, autoclavado por 20 minutos.

Apos autoclavagem, o meio foi suplementado com acido 3,5,6-tricloro-2-
piridiniloxiacético (triclopir) (Sigma®) filtrado, nas concentragbes de 20, 40, 60, 80,
100, 120, 140, ou 160 uM. As placas de Petri contendo os segmentos de cauliculo
foram mantidas em sala de crescimento a 27 + 2 °C no escuro, por 60 dias. As
caracteristicas analisadas apos o periodo foram calogénese (%), oxidacao (%),
explantes ndo calejados (%) e numero meédio de pro-embrides.

O experimento foi disposto em delineamento inteiramente casualizado, com
oito tratamentos de diferentes concentragdes de triclopir (20, 40, 60, 80, 100, 120,
140, 160 uM), com 20 repeti¢cdes, contendo seis explantes em cada placa. Os dados
foram submetidos a analise de variancia e teste Tukey (p<0,05), com auxilio do
software R (R CORE TEAM, 2024).

4.2 Pré-maturacao

Ao final do processo de indugdo embriogénica, apos 60 dias, foi dado inicio
a etapa de pré-maturagdo dos calos, em que, os explantes calejados foram
selecionados e transferidos para placas de Petri 90 x 15 mm contendo 20 mL de
meio de cultura MS, constituindo de 30 g L' de sacarose, 0,1 g L' de mio-inositol, 1
g L' de polivinilpirrolidona (PVP), 5,5 g L™ de agar, com pH ajustado a 5,7 + 0,1,
autoclavado por 20 minutos

As placas de Petri contendo os segmentos de cauliculo calejados foram
mantidas em sala de crescimento a 27 + 2 °C no escuro, por 30 dias. As
caracteristicas analisadas apds o periodo foram viabilidade de explantes (%),
oxidagao (%) e numero médio de pré-embrides.

O experimento foi disposto em delineamento inteiramente casualizado, com
quatro tratamentos de segmentos de cauliculo calejados provenientes de diferentes
concentragdes de triclopir (20, 40, 60 e 80 uM), com quatro repeti¢cdes, contendo
cinco explantes em cada placa. Os dados foram submetidos a analise de variancia e
teste Tukey (p<0,05), com auxilio do software R (R CORE TEAM, 2024).
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5. RESULTADOS

5.1 Indugao

Os resultados indicam que as concentracdes 20 e 40 yM de triclopir sdo
eficazes na indugcdo de calos embriogénicos em explantes de E. edulis com
percentuais de calogénese de 58 e 54%, respectivamente, ndo diferenciando
estatisticamente entre si. As demais concentracdes do fitorregulador, apresentaram

resultados inferiores a 30% (Figura 1).
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Figura 1 - Calogénese (%) de explantes de E. edulis em diferentes concentra¢des de triclopir. "Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Autor (2024).

A oxidacéao (%) dos segmentos de cauliculo de E. edulis foi de 37 e 30% para
as concentragdes 20 e 40 pM de triclopir, compreendendo os tratamentos com
menores valores e nao apresentando diferenca estatistica entre si. As
concentracdées 60, 80, 100 e 120 uM resultaram em 62, 58, 71 e 75% dos
segmentos de cauliculo oxidados, ndao apresentando diferenca estatistica entre si.
As demais concentragdes, 140 e 160 pM, apresentaram os maiores percentuais de
oxidagao (83 e 100%, respectivamente), indicando que altas concentragdes podem

ser fitotoxicas (Figura 2).
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Figura 2 - Oxidagéo (%) de explantes de E. edulis em diferentes concentracbes de triclopir. "Médias
seguidas pela mesma letra n&o diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Autor (2024).

Os resultados para o percentual de explantes vivos que nao formaram calos,
nao diferenciou estatatisticamente entre as concentragdes, com as concentracoes
40 e 80 uM, apresentando valores ligeiramente superiores, com 25% dos explantes
vivos apos a etapa, e as demais concentragoes, 20, 60, 120 e 140 uM apresentaram
percentuais inferiores a 20%, resultando em 4, 17, 12 e 8%, respectivamente, com
destaque negativo para as concentragdes 100 e 160 pyM, que apresentaram 0% de

explantes vivos ndo calejados ao final do processo (Figura 3).
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Figura 3 - Explantes vivos ndo calejados (%) de E. edulis em diferentes concentracdes de triclopir.
'"Médias seguidas pela mesma letra n&o diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Autor (2024).
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O numero médio de pro-embrides formados em E. edulis foi baixo, com
resultados observaveis apenas nas concentragdes 20, 40, 60 e 100 uM de triclopir,

compreendendo numeros médios de 0,6, 0,2, 0,6 e 0,8, respectivamente (Figura 4).
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Figura 4 - Numero médio de pré-embrides formados em explantes de E. edulis em diferentes
concentragcbes de ftriclopir. '"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Fonte: Autor (2024).

Em resumo, as menores concentracbes (20 e 40 uM) de triclopir se
destacaram entre as demais, apresentando resultados superiores das demais no
processo de calogénese e menores taxas de oxidacdo, diante ao processo de
indugdo embriogénica em E. edulis. Contudo, as concentragdes de 40 e 80 uM
evidenciaram percentuais de explantes vivos sem a formagao de calos ligeiramente
superiores aos resultados apresentados pelas demais concentragées. O numero
médio de pro-embribes formados nao difere estatisticamente entre as

concentragdes, sendo os valores mais elevados observados em 100 uM (Figura 5).
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Figura 5 - Morfologia de calos e embrides somaticos obtidos durante a indugdo embriogénica de E.
edulis, a partir de segmentos de cauliculo, em meio de cultura suplementado com 20 uM de triclopir.
(A) Explante ndo oxidado e sem a presenga de calos. (B) Explante totalmente oxidado. (C) Explante
com a presenga de calos. (D) Explante calejado com a presenga de embrides somaticos. (E)
Embrides soméaticos. Barra: 1 mm.

Fonte: Autor (2024).

5.2 Pré-maturagao

A concentragdo 20 pM apresentou 87% de viabilidade dos segmentos de
cauliculo de E. edulis, sendo o melhor tratamento apds o periodo. As demais
concentracdes de ftriclopir, 40, 60 e 80 uM resultaram em 67 e 79 e 54% de
viabilidade de explantes, respectivamente, ndo se diferenciando significativamente
(Figura 6).
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Figura 6 - Viabilidade de explantes (%) de E. edulis apds o periodo de pré-maturacdo em meio de
cultura basal. '"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Autor (2024).
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Nao se obteve percentual de oxidacido para a concentragdo 20 uM, enquanto
os demais tratamentos, 40, 60 e 80 apresentaram percentuais inferiores a 50% de

oxidagao, nao diferenciando estatisticamente entre si (Figura 7).
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Figura 7 - Oxidacao (%) de explantes de E. edulis ap6s o periodo de pré-maturagdo em meio de
cultura basal. "Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Autor (2024).

Os numero médio de pro-embrides formados em segmentos de cauliculo de

E. edulis nado apresentou diferenca estatistica entre as concentragdes estudadas

(Figura 8).
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Figura 8 - Numero médio de pré-embrides formados em explantes de E. edulis apds o periodo de
pré-maturagdo em meio de cultura basal. '"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Autor (2024).

Em resumo, a concentracdo de 20 uM de triclopir mostrou maior viabilidade
de segmentos de cauliculo de E. edulis, enquanto as concentragdes de 40, 60 e 80
MM resultaram menores valores, sem diferencas significativas entre os tratamentos.
A concentragdo de 20 pM de triclopir ndo resultou em oxidagdo nos explantes
calejados, enquanto 40, 60 e 80 yuM quando somadas, resultam em 75% de
oxidagdo em E. edulis, sem diferengas estatisticas significativas entre elas. O
namero médio de pré-embrides formados nao difere estatisticamente entre as

concentracdes, sendo os valores mais elevados observados em 40 uM (Figura 9).

Figura 9 - Morfologia de embrides somaticos apds o processo de pré-maturagdo de calos
embriogénicos de E. edulis, a partir de segmentos de cauliculo, em meio de cultura basal. (A; B)
Calos e embrides somaticos. (C; D) Embrides somaticos. Barra: 1 mm.

Fonte: Autor (2024).

As demais concentracdes utilizadas durante a etapa de indugdo embriogénica
nao foram replicados devido a falta de material para execucédo, e com isso, as
concentracdes 100, 120 e 140 uM tiveram apenas uma repeticdo em analise e nao
foram analisadas estatisticamente, correspondendo a 60% para as concentragdes
100 e 140 pM, e 100% dos explantes viaveis para a concentragdao 120 yM. Para a
oxidacdo, as concentragdes, que nao foram replicadas, corresponderam a 40% e
20% para 100 e 140 uM, e 0% dos explantes oxidados para a concentragao 120 uM.
As concentragdes nao replicadas apresentaram valores médios de 7,6 e 15,6 para

as concentragdes 100 e 140 uM, enquanto, a concentragdo 120 uM n&o apresentou
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numero médio de pré-embrides formados. A concentracdo 160 uM néo foi replicada
devido a alta porcentagem de oxidagdo durante o processo de indugao

embriogénica.
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6. DISCUSSOES

6.1 Inducao

A indugdo de calos embriogénicos mostrou resultados satisfatérios com o uso
do triclopir, em que as concentracdes de 20 e 40 uM se destacaram das demais,
promovendo os maiores valores de calogénese de 58% e 54%, respectivamente
(Figura 1). Esses resultados corroboram com estudos prévios que enfatizam a
importancia de concentragdes otimas de indutores para o sucesso da embriogénese
somatica (IKEUCHI et al., 2013).

Estudos como o de Mello et al., (2024a) demonstram que concentragdes
subdtimas de indutores podem resultar em calos ndo embriogénicos, enquanto
concentracdes excessivas podem levar a morte celular e inibir a formacgao de calos.
Os resultados obtidos estdo em consonancia com essa observacdo, pois
concentragdes mais altas de triclopir apresentaram taxas reduzidas de calogénese.

Estes resultados corroboram com os estudos que demonstram a eficacia de
baixas concentragdes de auxinas, como o0 2,4-D e o picloram, na inducdo de calos
em culturas de tecido vegetal, assim como relatado por Guerra e Handro (1998), que
observaram que a adicdo de 2,4-D em concentragdes especificas pode induzir a
formacgao de calos em E. edulis (SALDANHA; MARTINS-CORDER, 2012).

No entanto, as demais concentragcdes de triclopir apresentaram valores
inferiores a 30%. Este resultado sugere que ha um limite 6timo para a concentragéo
de triclopir na indugcdo de calos embriogénicos, além do qual a eficacia diminui
significativamente. Esse comportamento &€ semelhante ao observado em outros
estudos, onde concentragdes elevadas de reguladores de crescimento apresentam
efeitos fitotdxicos, inibindo a formacdo de calos e promovendo a oxidacdo dos
explantes (MELLO et al., 2024a).

Na concentragao 100 uM e quando combinado a outros fitorreguladores, o
triclopir resulta em percentuais de calogénese significativamente maiores em
embrides zigoticos como explante, sugerindo um possivel efeito positivo do herbicida
auxinico em concentragdes mais elevadas (CADE, 2023).

A eficacia do triclopir em promover a embriogénese somatica é corroborada
por estudos como os de Girijashankar (2011), que apontam a importancia de

reguladores de crescimento especificos na formacado de calos embriogénicos. As
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concentragbes superiores apresentaram valores significativamente inferiores,
alinhando-se com a literatura que sugere que concentragbes mais altas de
reguladores de crescimento podem ser inibitérias (IKEUCHI et al., 2013).

O baixo percentual de calogénese das concentracbes mais elevadas é
explicado pela teoria do estresse quimico, onde altas concentragbes de agentes
indutores podem causar danos oxidativos aos explantes, prejudicando a formagéao
de calos, além de danos que afetam diretamente a viabilidade dos explantes e a
indugdo de calos embriogénicos, promovendo maiores niveis de oxidagao
(JIMENEZ, 2005; ZAVATTIERI et al., 2010).

Isso ocorre porque esses compostos podem aumentar a produgao de
espécies reativas de oxigénio (EROs), que danificam lipidios, proteinas e DNA das
células (GILL; TUTEJA, 2010). Assim, os niveis elevados de triclopir podem ter
induzido esse estresse oxidativo, reduzindo a capacidade dos explantes de formar
calos saudaveis. Quando as células sao submetidas a estresse quimico, elas ativam
uma série de respostas de defesa que podem incluir a morte celular programada,
levando a uma menor viabilidade dos explantes e, consequentemente, uma menor
taxa de formacéo de calos (ZAVATTIERI et al., 2010).

A exposicao prolongada a altas concentragdes de reguladores de crescimento
pode resultar em fitotoxicidade e baixa eficiéncia na formacéo de calos (FEHER et
al., 2003). Segundo estes autores, esse fendmeno ocorre porque a toxicidade
elevada compromete a integridade celular e os processos metabdlicos necessarios
para a indugao e manutencgao de calos.

Em embrides zigoticos de E. edulis, observou-se elevados percentuais de
calogénese, com 100% dos explantes calejados em meio de cultura suplementado
com picloram e triclopir, de forma isolada e quando combinados (ALMEIDA, 2024).

Em Areca catechu L., nao foi possivel observar respostas de folhas quanto ao
desenvolvimento de calos embriogénicos em meio de cultura suplementado com 68
MM de 2,4-D (KARUN et al.,, 2004). Em Phoenix canariensis Hort. ex Chabaud,
Huong et al. (1999) destacaram que concentra¢des superiores a 90,5 uM de 2,4-D
inibiram o processo de inducdo de calos. Feher et al. (2003) relatam que, auxinas
sintéticas, apresentam influéncia no processo de indugdo embriogénica,
principalmente em relagdo a auxina e como um componente com capacidade de
promog¢ao de estresse, sendo esse, um importante fator relacionado a aquisi¢ao da

competéncia embriogénica.
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Reguladores de crescimento em altas concentragbes podem causar
desbalangos hormonais e estresse osmotico, o que também contribui para a baixa
eficiéncia na formacao de calos (MISHRA et al.,, 2006). Ademais, o desbalanco
hormonal pode alterar a expressdo de genes criticos para a regeneragdo € 0
desenvolvimento dos calos, enquanto o estresse osmaético pode levar a perda de
turgescéncia celular, essencial para a divisdo e expansao celular (MISHRA et al.,
2006).

A inducdo de respostas de defesa nas plantas, em niveis elevados de
reguladores de crescimento, pode interferir nos processos normais de crescimento e
desenvolvimento celular (PITZSCHKE et al., 2006). Ainda enfatizam que, a resposta
de defesa inclui a producdo de EROs, que, em niveis elevados, podem ser
deletérias as células vegetais.

No presente trabalho, as menores concentragbes (20 e 40 uM) apresentaram
menor oxidagao (37% e 30%, respectivamente), sugerindo que doses moderadas do
indutor minimizam o estresse oxidativo (Figura 2).

Em palmeiras, a oxidacao de tecidos cultivados a partir da propagacao in vitro
é relatada com elevada frequéncia (SUGIMURA; SALVANA, 1989; TEIXEIRA et al.,
1994; STEINMACHER et al., 2007; SAENZ et al., 2010), destacando-se quando s&o
cultivados em concentragdes mais elevadas (LEDO et al., 2002). Freitas et al. (2016)
observaram em embrides zigéticos de E. oleracea, oxidagdo de até 100% dos
explantes em meio de cultura suplementado com 2,4-D a 450 uM.

Os efeitos do processo de oxidagao ocorrem devido a liberagdo de compostos
fendlicos de tecidos in vitro, proporcionando escurecimento dos explantes
(OLIVEIRA, 2022; JONES; SAXENA, 2013) e inibindo o crescimento celular (NAZ et
al., 2008; AHMAD et al., 2013). Além disso, baixas concentragdes podem influenciar
a atividade de enzimas antioxidantes endogenas, como superoxido dismutase
(SOD), catalase e glutationa peroxidase (GPx). Estas enzimas tem a capacidade de
neutralizar radicais livres e proteger as células contra danos oxidativos (YU et al.,
2024).

A embriogénese somatica destaca a importancia dos reguladores de
crescimento das plantas, como auxinas e citocininas, na regulagado dos processos
celulares que minimizam o estresse oxidativo e promovem a viabilidade dos
explantes (MENDEZ-HERNANDEZ et al., 2019).
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Concentragdes mais altas de triclopir, entre 60 e 120 pM, apresentaram
porcentagens de oxidacgao significativamente maiores em segmentos de cauliculo de
E. edulis (Figura 2). Isto sugere que concentragdes elevadas de triclopir podem
induzir um aumento no estresse oxidativo, prejudicando a viabilidade dos explantes
e a eficiéncia da embriogénese somatica. Estudos sobre a indugéo de embriogénese
somatica em culturas de Elaeis guineensis Jacq. relataram que altas concentragoes
de auxinas podem induzir estresse oxidativo, reduzindo a eficiéncia da formacao de
embrides somaticos (VUTTIPONGCHAIKIJ; JANTASURIYARAT, 2023).

As concentragbes mais elevadas de triclopir (140 e 160 yM), apresentaram os
maiores percentuais de oxidagao, 83% e 100%, respectivamente. Esses resultados
corroboram com a literatura, onde a exposigao a niveis elevados de reguladores de
crescimento das plantas pode resultar em acumulo de EROs, levando a oxidagao
celular e morte dos explantes (NIC-CAN et al., 2016), que € esperado devido ao
acumulo excessivo de EROs que compromete seriamente a viabilidade celular
(FOYER; NOCTOR, 2013).

As EROs, como o peroxido de hidrogénio (H:0:), sdo conhecidas por seu
papel dual em células vegetais, atuando tanto como moléculas sinalizadoras quanto
como agentes téxicos dependendo da sua concentragdo e localizagdo celular
(MITTLER, 2017). Em niveis baixos a moderados, elas podem induzir respostas de
defesa e adaptacao ao estresse. No entanto, em concentragdes elevadas, as EROs
causam peroxidacgao lipidica, danos ao DNA e oxidag¢ao de proteinas, resultando em
morte celular (DIETZ et al., 2016).

O percentual de explantes vivos que nao formaram calos, foi maior nas
concentragbes de 40 e 80 uM, com 25% de explantes vivos (Figura 3). Esse
parametro € crucial para a manutencdo de culturas viaveis a longo prazo,
sugereindo que essas concentragdes nao sao tao fitotdoxicas quanto outras,
permitindo uma maior sobrevivéncia dos explantes (MELLO et al.,, 2024).
Concentragdes de 100 e 160 uM, no entanto, ndo mantiveram nenhum explante
vivo, corroborando a hipotese de que altas concentragcbes de auxinas sintéticas
podem ser letais para os tecidos vegetais (SALDANHA; MARTINS-CORDER, 2012;
MELLO et al.,, 2024). Em Larix kaempferi (Lamb.) Carr, a capacidade de
regeneragao foi um fator determinante para o sucesso da transformacao genética e
propagacao clonal (ZHANG et al., 2021). O resultado estda em concordéncia com os

estudos de Soares et al. (2013), que observaram que concentragdes intermediarias
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de reguladores de crescimento mantiveram os explantes viaveis em culturas de
Dendrobium nobile (Lindl.). Concentragdes superiores e inferiores mostraram
viabilidade reduzida, onde nenhum explante permaneceu vivo, sugerindo toxicidade
aguda em niveis elevados, como discutido por Tyczewska et al. (2021) em culturas
de Zea mays L.

Essa relacao entre concentragcdo e os explantes que se mantiveram vivos,
mas nao calejaram, reforca a necessidade de otimizacdo da dosagem para
minimizar danos e maximizar a embriogénese somatica (JHA et al., 2007; GEORGE
et al., 2008). Esses resultados corroboram com a ideia de que concentragdes
moderadas do indutor promovem um ambiente mais favoravel a sobrevivéncia dos
explantes, minimizando o estresse e otimizando as condi¢des para a formagao de
calos. Concentragdes superiores a 100 uyM, por outro lado, comprometeram
drasticamente essa viabilidade, com destaque para a concentracao de 160 uM, que
ndo apresentou nenhum explante vivo (Figura 3).

A formacao de pro-embrides, estruturas precursoras dos embrides, representa
o estagio final da embriogénese somatica e garante a regeneracao de novas plantas
(MELLO et al, 2024a).

O numero médio de pré-embrides formados em todos os segmentos de
cauliculo foi baixo, independentemente da concentragdo, sugerindo que a
embriogénese em E. edulis € um processo delicado e sensivel a fatores externos
(Figura 4). Em embrides zigoticos de E. edulis, estudos realizados afirmam que o
uso do triclopir (100 uM), se destaca entre os demais indutores embriogénicos na
formagao de pré-embrides, diminuindo com o aumento das concentragdes (MELLO
et al., 2024a).

Em outros estudos com embrides zigoticos de E. edulis, o numero médio de
pré-embrides formados com o uso de picloram combinado ao triclopir foi
ligeiramente superior quando comparado ao picloram utilizado de forma isolada,
resultando em numeros médios de 5,95 (picloram combinado ao triclopir) e 5,65
(picloram utilizado de forma isolada) (ALMEIDA, 2024). As concentragdes de 150,
200 e 450 uM de picloram resultaram em maiores formagdes de centros
embriogénicos em cauliculo de plantulas de E. edulis onde a concentragao de 150
MM estimulou a maior formacgéao de pré-embrides (MELLO et al., 2024a).

Corroborando com esses resultados, Cade (2023) verificou que, em embrides

zigoticos de E. edulis, para as médias de numero de embrides somaticos, os
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tratamentos ftriclopir e sua combinagdo com picloram, se destacaram frente aos
demais tratamentos, diferenciando estatisticamente, sendo o tratamento com triclopir
apresentando-se 125% superior ao tratamento com picloram, e quando realizada a
combinagao de ambos fitorreguladores, o resultado € 100% superior ao uso isolado
do picloram.

Esse desafio pode estar relacionado a complexa natureza da embriogénese
somatica em E. edulis, exigindo otimizagdes adicionais do protocolo, como a
suplementagcédo com outros fitohormonios ou a exploragdo de diferentes tipos de
explantes (POSADA; VEGA, 2005; MELLO et al., 2024a).

6.2 Pré-maturagao

A pré-maturacdo de calos embriogénicos de segmentos de cauliculo de
Euterpe edulis Martius € um processo crucial para o desenvolvimento de técnicas de
cultura de tecidos em plantas, especialmente para espécies com importancia
ecologica e econdmica como a palmeira jugara (OLIVEIRA et al., 2022; MELLO et
al., 2024b).

Os resultados indicam que a concentragdo 20 uM de triclopir foi a mais
eficiente, apresentando uma taxa de viabilidade de explantes de 87% (Figura 6).
Este dado é corroborado por estudos que indicam e enfatizam a importancia de
ajustar a concentracdo de reguladores de crescimento para otimizar a resposta
embriogénica em culturas de tecidos vegetais (JIMENEZ, 2005).

Concentragdes mais altas (40, 60 e 80 uM) mostraram variagées na taxa de
viabilidade, com percentuais de 67%, 79% e 54%, respectivamente (Figura 6). Estes
resultados sugerem que, embora existam variagbes nas respostas, as
concentracbes mais altas de triclopir podem afetar no processo de formacao e
desenvolvimento de calos viaveis (KARAMI, 2008).

A concentracdo de 120 uM apresentou a maior eficiéncia com 100% dos
explantes viaveis, sugerindo um potencial para altos niveis de concentragdo em
situacbes especificas, como descrito por George et al. (2008), embora mais
replicacbes sejam necessarias para validar esses resultados.

A concentracdo de 20 uM também foi a Unica que nao apresentou percentual
de oxidagao, um fator critico para o sucesso da cultura de tecidos, pois a oxidagao

pode prejudicar o desenvolvimento dos calos embriogénicos (THORPE, 2007).
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As outras concentragdes (40, 60 e 80 uM) apresentaram percentuais de
oxidagao de 42%, 4% e 29%, respectivamente, destacando a auséncia de oxidagao
em 20 uM (Figura 7), que reforca a eficacia desta concentragao, especialmente pela
sua seguranga e viabilidade para uso em protocolos de pré-maturacédo (GEORGE et
al., 2008).

Para as concentracées de 100, 120 e 140 uM, os percentuais de oxidagao
foram de 40%, 0% e 20%, respectivamente. A auséncia de oxidagdo na
concentracdo de 120 uM é um dado interessante que pode vir a se tornar um
indicador de uma janela de concentragdo 6tima para minimizar a oxidagao, contudo,
mais estudos replicados sdo necessarios para confirmar este achado.

A concentragdo de 40 puM foi a que apresentou 0 maior numero de
pro-embrides formados, com uma média de 2,35 (Figura 8). Isso é significativo
porque a formacdo de pro-embrides € um indicador chave da competéncia
embriogénica dos calos (GUTIERREZ-MORA et al., 1999). As outras concentragdes
(20, 60 e 80 uM) tiveram valores médios inferiores a 2 (Figura 8), correspondendo a
estudos que destacam o uso de concentragbes Otimas de reguladores de
crescimento, que podem variar dependendo do tipo de tecido utilizado como
explante e da espécie de planta (JIMENEZ, 2005).

As concentragdes nao replicadas (100 e 140 uM) mostraram valores médios
superiores, com 7,6 e 15,6 pré-embrides, respectivamente, enquanto a concentragao
de 120 uM né&o apresentou formacéo de pré-embrides. Calos obtidos apoés inducao
com triclopir (100 uM) em embrides zigoticos de E. edulis apresentaram um forte
aumento em embrides somaticos (+153,44%) quando transferidos para a
pré-maturagédo em meio basal e durante 30 dias (MELLO et al., 2024b).

E. oleraceae, cultivada por 30 dias em meios de diferenciacdo e maturacéo,
resultando em apenas embrides globulares esbranquicados e compactos, além de
embrides somaticos translucidos cuja aparéncia tornava-se leitosa somente apos 80
dias (FREITAS et al., 2016).

Em E. precatoria, o processo de incubagdo por 60 dias em meios de
diferenciacdo e maturacdo, resultou em embrides somaticos em sua maioria
alongados, com coloragdo branca opaca semelhante a observada na fase de
desenvolvimento torpedo (FERREIRA et al., 2022).

O meio de pré-maturacao foi essencial para o crescimento e desenvolvimento

dos embrides somaticos, com aspecto leitoso em todos os estagios de maturagao
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em 30 dias, favorecendo também a germinagdo de embrides em fases mais
avangadas (MELLO et al., 2024b).
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7. CONCLUSAO

A concentragdo de 20 pM de triclopir destacou-se das demais por
proporcionar maior calogénese e menor percentual de oxidagao, revelando-se eficaz
na indugao de calos embriogénicos em Euterpe edulis Martius.

A concentracdo de 40 uM de triclopir apresentou resultados superiores,
particularmente na formacado de pré-embrides apds a pré-maturagdo em meio de
cultura basal.

O processo de pré-maturacao contribuiu para o aumento do numero médio de
pré-embrides formados mediante as concentragdes estudadas durante esta etapa.

Concentragdes superiores de triclopir demonstraram percentuais elevados de

oxidagao e menor viabilidade dos explantes.
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