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1. INTRODUCAO

1.1. Bocailiva como uma alternativa para a energia renovavel

O uso intensivo de combustiveis fosseis tem acelerado as mudangas climdticas e comprometido a seguranca
energética global, tornando essencial a procura por alternativas energéticas renovaveis, eficientes e sustentaveis - tais
como os biocombustiveis. No Brasil, esta industria é bem consolidada, entretanto, as mudancas climaticas, o aumento
das temperaturas globais e a escassez hidrica representam desafios significativos para culturas tradicionalmente
utilizadas na producdo de biodiesel, como a soja e a palma, prejudicando sua comercializagdo -3 . Essas adversidades
comprometem a produtividade e a viabilidade econ6mica dessas culturas, evidenciando a necessidade de explorar
novas fontes de biomassa que sejam resilientes as mudancas climaticas e ao cultivo em regides secas, como o Cerrado.

Diante desse contexto, as palmeiras do género Acrocomia, conhecidas popularmente por macauba ou
bocailva, despontam como uma alternativa promissora para a produgao sustentavel de biomassa e biodiesel devido
a sua elevada produtividade oleaginosa e sua resisténcia a ambientes secos e degradados 4 [Figura 1]. Além de serem
culturas perenes, com menores custos de manutengao e plantio do que espécies, as macaubas se destacam por sua
grande produtividade, maior do que qualquer outra oleaginosa granifera. Por exemplo, enquanto o dendezeiro (Elais
guineensis), internacionalmente conhecido como Palma, produz em torno de 2 a 5 toneladas de éleo ha.anos,
estima-se que algumas espécies de macauba podem atingir até 8 toneladas de 6leo ha.anos. Além disso, ja se observa
uma produtividade 2,5 toneladas ha.ano! sob extrativismo 7, evidenciando seu potencial superior para produgao de
biocombustiveis em larga escala.

Dentre as espécies do género Acrocomia, A. totai destaca-se por possuir menos espinhos, epicarpo mais fino
e polpa mais doce, tornando-se historicamente mais utilizada por comunidades locais em comparacdo a A. aculeata®.
Assim, embora A. aculeata esteja mais estabelecida no mercado, A. totai apresenta caracteristicas morfoldgicas e
produtivas semelhantes e tem sido amplamente explorada em paises como Paraguai e Bolivia. No Brasil, apesar da
presenca de populagdes nativas expressivas desta espécie, especialmente no Mato Grosso do Sul e oeste do Paran3,
seu potencial permanece subutilizado. A vista disso, este projeto propde a utilizagdo de A. totai como objeto de estudo,
visando explorar seu potencial para a produgao de biodiesel e coprodutos de alto valor agregado.

Todavia, existem diversos entraves para a produgdo em larga escala dessa palmeira e as técnicas tradicionais
de propagacdo apresentam obstaculos consideraveis. Por exemplo, a germinacdo de sementes dessa espécie é
limitada devido a uma elevada taxa de dorméncia, limitando sua propagacdo em escala comercial . Além disso, ha
uma alta taxa de polinizacdo cruzada, tornando as técnicas de propagacao por sementes inadequadas para a obtencdo
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de popula¢des homogéneas e geneticamente interessantes. Outros desafios da propagacdo tradicional incluem alta
heterozigosidade nas popula¢des, periodos juvenis prolongados e auséncia de meristemas axilares vegetativos,
dificultando a aplicagdao de métodos convencionais para melhorar a produgao e a qualidade do éleo de bocailva.

Figura 1: Visdo geral de Acrocomia aculeata (A) e A. totai (B8,

1.2. Cultura de tecidos como estratégia de micropropagacao

Nesse cendrio, a micropropagacao in vitro surge como uma ferramenta essencial para permitir a produgdo em
larga escala de mudas com qualidade genética e sanitaria controlada de A. totai 1. A cultura de tecidos vegetais, nesse
contexto, representa uma abordagem promissora para superar os desafios associados a propagacdo convencional.
Trata-se de uma técnica baseada no cultivo asséptico de células, tecidos ou drgdos vegetais sob condi¢6es controladas
de laboratdrio, amplamente empregada em espécies de interesse agricola, medicinal e ornamental 2.

O protocolo de cultura de tecidos é composto por etapas sucessivas: coleta do explante, desinfestacao,
introducdao em meio de cultura, multiplicacdo, enraizamento e aclimatacdo. Ndao somente, o sucesso do protocolo
depende de varidveis como a origem do explante, os agentes de assepsia e os reguladores de crescimento utilizados.
Assim, considerando as limitacdes reprodutivas de A. totai, se torna fundamental desenvolver protocolos eficientes
gue viabilizem o uso de explantes viaveis, preferencialmente ndo destrutivos, capazes de promover a multiplicacdo
rapida e sustentavel da espécie para que ela se torne uma alternativa vidvel na producdo nacional de biocombustiveis.

Desse modo, apesar de existirem alguns protocolos de cultura de tecidos ja estabelecidos para A. aculeata ™7,
nao ha relatos especificos sobre sua aplicacdo em A. totai. Além disso, sabe-se que as respostas aos protocolos de
micropropagacdo sdo genodtipo-dependentes, o que impede a simples adaptacdo de metodologias entre espécies
distintas. Dessa forma, este projeto apresenta um carater pioneiro ao propor o desenvolvimento de um método de
micropropagacao especificamente para A. totai, concentrando-se nas etapas iniciais do protocolo - coleta do explante
e desinfestacdo -, como base para futuros avancos na regeneracdo e multiplicacdo da espécie por via biotecnoldgica.

1.3. Sele¢ao de novos explantes

Nesse sentido, antes da definicdo das concentrac¢des ideais de reguladores de crescimento vegetal - como
auxinas e citocininas - bem como da formulacdo do meio de cultura, ajuste de pH e tempo de cultivo adequados para
a cultura de tecidos de Acrocomia totai, é fundamental determinar quais explantes apresentam maior potencial para
esse processo. Por esses motivos, um dos desafios da micropropagacao dessa espécie esta relacionado a sua limitada
capacidade de formagdo de rebentos e meristemas axilares, restringindo as opg¢des de explantes principalmente aos
meristemas apicais radiculares e caulinares.

Tradicionalmente, a obtenc¢do de tecidos meristematicos utilizados na indu¢ao da embriogénese somatica em
A. aculeata e outras palmeiras ocorre por meio da extracdao do meristema apical, conhecido popularmente como
palmito 13. Esse processo exige cortes profundos no estipe, expondo a regido meristematica interna da planta. No
entanto, essa abordagem é altamente destrutiva e frequentemente resulta na morte da planta matriz, tornando-se
uma pratica inviavel para a propagacdo em larga escala e conserva¢do da espécie. Portanto, diante dos desafios
apresentados pela obtengao convencional de explantes em palmeiras, este projeto propde a utilizacdo do meristema
apical radicular como alternativa para o estabelecimento de um protocolo de micropropagacao in vitro de A. totai.
Vale ressaltar que até o momento, ndo ha relatos na literatura sobre o uso desse tipo de explante para tal fim, seja
em A. aculeata ou A. totai. A expectativa é que essa abordagem permita a obtencdo de material meristematico de
forma menos invasiva, rapida e sustentavel, viabilizando a propagacdo da espécie sem comprometer a planta matriz.
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As raizes de palmeiras apresentam uma estrutura anatomica distinta, predominantemente fasciculado 4. Na
extremidade de cada raiz, localiza-se o meristema apical, uma regido de intensa atividade mitética, protegida pela
coifa, que é a regido de interesse do estudo pois é responsavel pelo crescimento continuo da raiz e pela percepgao de
estimulos ambientais. Desse modo, a utilizacdo de tal tecido para inducdo de brota¢des poderia representar uma
alternativa vidvel a extracdo destrutiva do meristema caulinar, comumente empregada na micropropagacdo de
palmeiras. Ou seja, explorar o potencial do meristema apical da raiz de Acrocomia totai para regeneracao in vitro pode
abrir novas perspectivas para a propagacao dessa palmeira, permitindo a obtencdo de material meristematico de
forma sustentavel e eficiente.

1.4. Desinfestagao como uma parte essencial da micropropagacao

No cultivo in vitro de plantas, a desinfesta¢do dos explantes é uma das etapas mais criticas, ja que o ambiente
controlado favorece o crescimento de microrganismos indesejaveis, como bactérias e fungos. Além disso, a presenca
de contaminantes pode comprometer todo o processo de propagacdo e inviabilizar o cultivo das plantas =. A
desinfestacdo envolve a aplicacdao de solucdes especificas para a remocdo de microrganismos presentes na superficie
dos explantes ou sementes 6. Diante dessa perspectiva, esse procedimento deve ser eficaz para eliminar os
contaminantes, ao mesmo tempo que minimize os danos ao material vegetal 7.

Os desinfetantes mais utilizados incluem etanol e compostos a base de cloro, como o hipoclorito de sédio e
de calcio 1819, O protocolo de desinfesta¢do varia conforme a espécie, com ajustes na concentragao dos desinfetantes,
tempo de exposicdo dos explantes e combinag¢des dos agentes utilizados, levando em consideragdo a sensibilidade
dos tecidos vegetais. No caso especifico da bocailva, a escolha do método adequado de desinfestacao é crucial para
garantir explantes livres de contaminantes e promover o sucesso da regeneracdo celular, formacdo de brotos e,
consequentemente, da sua micropropagacdo. Pois, apesar da falta de literatura, a desinfestacdo das raizes apresenta
desafios Unicos devido a estrutura peculiar das suas raizes e a presenca de camadas mais espessas e resistentes a
penetracdo de solucdes desinfetantes, conforme observado em laboratério. As técnicas aplicadas a outras plantas
podem ser adaptadas, mas é necessario um estudo mais aprofundado para determinar as condi¢Oes ideais de
concentragdo e tempo de exposicdo para essa espécie - objetivo deste projeto.

Diversos métodos de desinfestacdao tém sido empregados na cultura de tecidos vegetais, sendo que os mais
utilizados envolvem solugdes quimicas, comumente acessiveis e eficazes para desinfetar raizes sem causar danos aos
explantes. O hipoclorito de sédio (NaOCI) a 10-30% é um dos desinfetantes mais comuns, eficaz contra fungos e
bactérias. A aplicacdo geralmente dura de 10 a 20 minutos, dependendo da espécie e da concentragdo. Outra solucdo
amplamente utilizada é o etanol 70%, utilizado para a desinfecgdo superficial das raizes, ajudando a reduzir a carga
microbiana sem comprometer a viabilidade do explante. Em adicdo, o uso de perdxido de hidrogénio e fungicidas
especificos tem sido recomendado em algumas situacGes, principalmente em espécies mais suscetiveis a infec¢des
fungicas. A escolha do desinfetante deve ser criteriosa, com base nas caracteristicas de cada espécie, visando
balancear eficacia e seguranca para o explante.

2. METODOLOGIA

2.1. Obtencao do material vegetal:

O material vegetal a ser utilizado como explante, raizes de Acrocomia totai, como também sementes, serdo
coletadas através de expedi¢Oes exploratérias na regido de incidéncia no Estado do Mato Grosso do Sul e no Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC).

2.2. Desinfestacao, estabelecimento e multiplicacdo in vitro

A desinfestacdao do material vegetal a ser introduzido in vitro é de extrema importancia para todo o processo
subsequente da micropropagacao e espécies de palmeiras, € uma etapa desafiadora. A esterilizagdo do material
vegetal sera realizada em etanol a 70% por 3 minutos seguido por lavagem de hipoclorito de sédio (NaClO) por 20
minutos e posteriormente de uma tripla lavagem com agua destilada estéril em uma camara de fluxo de ar laminar.
Serdo testados tempos de exposicdo aos desinfetantes diferentes para obtencdo de uma melhor desinfestacdo.
Posteriormente, os explantes serdo inoculados em frascos contendo meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1964),
com a metade das concentragdes dos sais (MS %), suplementado com 3% de sacarose, solidificado ou ndo com 0,7%
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de agar e serdo adicionados reguladores de crescimento (0,5 a 1,5 uM de 2,4D e 0,5 a 1,5 uM de BAP) para indugdo
de brotos, reguladores a formacgao de plantulas.

As plantas obtidas apds a fase de estabelecimento, serdo multiplicadas por trés ciclos de subcultivos, o meio
de cultura utilizado serd o MS (Murashige e Skoog, 1964) com a metade das concentracdes dos sais (MS %),
suplementado com o regulador de crescimento vegetal 6-benzilaminopurina (BAP) 53,28 uM, sacarose 87,64 mM e
0,7 % de agar, com pH ajustado para 5,7 + 0,1. As inoculacdes dos explantes serdo realizadas em frascos de 252 mm
x 329 mm, contendo 40 ml de meio de cultura estéril.

As culturas serdo mantidas no escuro por 30 dias e transferidas para luz, sendo que a cada 20 dias serdo
transferidas para placas com os mesmos meios de cultura dos tratamentos, porém, novos. Apds 80 dias de cultivo, as
variaveis analisadas serdo: porcentagem de explantes oxidados, formacdo de calo, formacdo de gema, formando
brotacdes e o numero de brota¢des formadas por explante regenerando.

3. RESULTADOS PRELIMINARES E DISCUSSAO

3.1. Preparo do material

Figura 2: Preparo das raizes de A. totai coletadas. (A) Raizes coletadas. (B) Retirada da casca. (C) Foco no muco liberado durante a
retirada da casca. (D) Explantes ap6s a retirada da casca.

Durante as etapas iniciais de manipulagao e de contato com o explante, foi constatada a presenc¢a de uma casca
externa, rigida e ressecada envolvendo os tecidos radiculares. Essa estrutura foi removida e, entao, a raiz foi cortada
de modo a expor a regido meristematica, a fim de facilitar a divisao celular e reduzir a contaminag¢do. No entanto, a
retirada da casca provocou uma rapida oxidacdo dos tecidos e a liberagcdo abundante de um muco espesso, cuja
composicdo ainda ndo foi caracterizada. Com o intuito de reduzir os danos oxidativos e preservar a viabilidade
fisiolégica dos explantes, ajustes metodoldgicos foram implementados.

A partir de entdo, as raizes coletadas no IAC passaram a ser transportadas submersas em dgua Mili-Q para manter
a umidade nos explantes, e os procedimentos de preparo foram realizados imediatamente apds a coleta, no mesmo
dia. Adicionalmente, os cortes passaram a ser efetuados em solucdo de acido ascérbico, um agente antioxidante
amplamente utilizado em protocolos de cultura de tecidos. Com esses novos procedimentos, notou-se uma melhoria
significativa na viabilidade dos explantes, permitindo uma manipulacédo e preparo do material mais eficiente pois os
explantes estavam menos rigidos e menos oxidados.

3.2, Corte e introdug¢do do material

Figura 3: Observacdes iniciais dos experimentos realizados. (A) Raizes imersas em meio liquido em placa de Petri. (B) Explantes individualizados. (C) Possivel
resposta de enraizamento apesar de contaminantes. (D) Exemplos de contaminantes.
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Devido a escassez de protocolos estabelecidos para A. totai e de relatos na literatura sobre o uso de raizes como
explante para palmeiras, cada tentativa experimental tem contribuido com informacgdes valiosas sobre as respostas
morfogénicas da planta. A partir das observagdes empiricas, foi possivel ajustar a estratégia experimental, adotando
a individualizacdo dos explantes em tubos de ensaio, o que permitiu um monitoramento mais preciso de suas
respostas fisioldgicas e reduziu o risco de contaminacgdo cruzada

Entre os principais desafios enfrentados nesta fase inicial do projeto, estdo a oxidacdo do explante e a
contaminagao dos meios por microrganismos endofiticos. Foi verificado que a manuteng3o dos explantes em meio
liquido, sob condi¢Ges de escuro, promoveu uma reducdo significativa da oxidagdo, quando comparada as condi¢bes
de luz e meio sélido. Além disso, a adicdo de acido ascorbico ao meio de cultura reforcou esse efeito protetor,
demonstrando-se eficaz na atenuacao das respostas oxidativas imediatas.

Em relacdo aos protocolos de desinfestacdo, o tratamento convencional com etanol 70% por 3 minutos, seguido
por imersdo em solugdo de hipoclorito de sddio por 25 minutos sob agitacdao, com posterior lavagem qudadrupla em
agua destilada estéril, demonstrou-se inicialmente eficaz na remogao da microbiota superficial. Contudo, apds alguns
dias de cultivo, foram observadas colonizag¢des fungicas e bacterianas provenientes do interior dos tecidos - indicando
a presenca de microrganismos endofiticos ndo eliminados pelo protocolo. Essa constatacdo aponta para uma limitacdo
dos métodos convencionais de esterilizacdo quando aplicados a tecidos radiculares, cuja estrutura anatémica pode
proteger uma microbiota enddgena ainda desconhecida. A funcdo ecoldgica dessa microbiota para a fisiologia das
raizes de A. totai ainda é incerta, ndo sendo possivel, no momento, afirmar se tais microrganismos exercem influéncia
benéfica, neutra ou deletéria sobre os processos de micropropagacao.

Como préximos passos do projeto, pretende-se avaliar a eficdcia de fitormdnios, como BAP e 2,4-D, em
concentracdes elevadas na inducdo de enraizamento e formacdo de calos, bem como testar diferentes combinacées
de agentes antifungicos e antibidticos no meio de cultura, a fim de reduzir a carga endofitica sem comprometer a
viabilidade celular dos explantes.

Por fim, essa estratégia de observacdo continua, aliada a experimentacdo empirica e a constante reformulacdo
das abordagens, tem se mostrado fundamental para o avanco do projeto. Ao observar, investigar e adaptar
metodologias para a micropropagacao de uma espécie ainda pouco estudada, este projeto contribui diretamente para
o desenvolvimento de tecnologias aplicadas ndo sé a producdo bioenergética no Cerrado brasileiro mas também a
valorizacdo da biodiversidade nativa.
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