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Resumo

A espécie Coffea arabica L. € de grande importancia para a economia brasileira, devido o pais ser 0 maior produtor da
espécie. A embriogénese somética é uma forma de propagar a espécie, entretanto as altas taxas de contaminagéo e
oxidacdo dificultam o processo. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo antioxidante do selenato de
sodio e de diferentes concentracBes do extrato de cenoura no estabelecimento foliar in vitro do cafeeiro. O
experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia e Cultura de Tecidos Vegetais do IFSULDEMINAS -
Campus Muzambinho. Foram coletadas folhas de plantas matrizes cultivadas em casa de vegetagcdo. Posteriormente
preparou-se 5 tratamentos com meios de cultura inicial para inducdo de calos MI, T1 (testemunha), T2 (10% v/v do
extrato de cenoura), T3 (0,04 g de selenato de sédio), T4 (10% v/v do extrato de cenoura + 0,04 g selenato de sédio) e
T5 (16,16% v/v do extrato de cenoura). Apés 30 dias inoculados explantes, foi avaliado oxidagdo, contaminacéo
fingica e bacteriana, amarelecimento e formagdo de calos. As médias foram analisadas no software SISVAR,
utilizando o teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. Os tratamentos 3, 4 e 5 se diferiram significativamente dos
tratamentos 1 e 2, sendo que o T5 proporcionou os menores indices de oxidagdo dos explantes (37%). A oxidagdo dos
tecidos diminui quando cultivados em meio de cultura suplementado com selenato de sédio, selenato de sédio + 10%
v/v do extrato de cenoura e 16,16% v/v do extrato de cenoura.

Palavras-chave: Coffea arabica; Explante foliar; Meio de cultura alternativo; Micropropagacéo.

Abstract

The species Coffea arabica L. is of great importance for the Brazilian economy, as the country is the largest producer
of the species. Somatic embryogenesis is a way to propagate the species, however high rates of contamination and
oxidation make the process difficult. Therefore, the objective of this work was to evaluate the antioxidant action of
sodium selenate and different concentrations of carrot extract on the in vitro leaf establishment of coffee trees. The
experiment was conducted at the Biotechnology and Plant Tissue Culture Laboratory at IFSULDEMINAS - Campus
Muzambinho. Leaves were collected from mother plants grown in a greenhouse. Subsequently, 5 treatments were
prepared with initial culture media for callus induction MI, T1 (control), T2 (10% v/v of carrot extract), T3 (0.04 g of
sodium selenate), T4 (10 % v/v of carrot extract + 0.04 g sodium selenate) and T5 (16.16% v/v of carrot extract).
After 30 days of inoculated explants, oxidation, fungal and bacterial contamination, yellowing and callus formation
were evaluated. The means were analyzed in the SISVAR software, using the Scott Knott test at 5% probability.
Treatments 3, 4 and 5 differed significantly from treatments 1 and 2, with T5 providing the lowest explant oxidation
rates (37%). Tissue oxidation decreases when grown in culture medium supplemented with sodium selenate, sodium
selenate + 10% v/v carrot extract and 16.16% v/v carrot extract.

Keywords: Coffea arabica; Leaf explant; Alternative culture medium; Micropropagation.
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Resumen

La especie Coffea arabica L. es de gran importancia para la economia brasilefia, ya que el pais es el mayor productor
de la especie. La embriogénesis somatica es una forma de propagar la especie, sin embargo, las altas tasas de
contaminacion y oxidacién dificultan el proceso. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la accién
antioxidante del selenato de sodio y diferentes concentraciones de extracto de zanahoria en el establecimiento foliar in
vitro de cafetos. El experimento se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia y Cultivo de Tejidos Vegetales del
IFSULDEMINAS - Campus Muzambinho. Las hojas se recolectaron de plantas madre cultivadas en invernadero.
Posteriormente se prepararon 5 tratamientos con medios de cultivo iniciales para la induccién de callo Ml, T1
(control), T2 (10 % v/v de extracto de zanahoria), T3 (0,04 g de selenato de sodio), T4 (10 % v/v de extracto de
zanahoria extracto + 0,04 g de selenato de sodio) y T5 (16,16% v/v de extracto de zanahoria). Después de 30 dias de
explantes inoculados, se evalud oxidacion, contaminacion flngica y bacteriana, amarillamiento y formacion de callos.
Las medias se analizaron en el software SISVAR, utilizando la prueba de Scott Knott al 5% de probabilidad. Los
tratamientos 3, 4 y 5 difirieron significativamente de los tratamientos 1 y 2, siendo el T5 el que proporciono las tasas
de oxidacion de explante mas bajas (37%). La oxidacion del tejido disminuye cuando se cultiva en medio de cultivo
suplementado con selenato de sodio, selenato de sodio + 10% v/v de extracto de zanahoria y 16,16% v/v de extracto
de zanahoria.

Palabras clave: Coffea arabica; Explante de hoja; Medio de cultivo alternativo; Micropropagacion.

1. Introducéo

A espécie Coffea arabica L. pertence ao género Coffea localizado na familia Rubiaceae (Davis, 2006), esta familia de
acordo com Fonseca et al. (2020) possui cerca de 13.765 espécies, distribuidas em 611 géneros. No Brasil ocorre cerca de
1.406 espécies, que estdo distribuidas em 126 géneros, além disso, a familia Rubiaceae ocupa o quarto lugar em diversidade de
espécies entre as Angiospermas, além de ser cosmopolita e se concentrar principalmente nas regides tropicais e subtropicais.

O cafeeiro é de grande importancia para a economia brasileira, além disso, é 0 maior pais produtor mundial do gréo,
sendo os principais estados produtores Minas Gerais, Sao Paulo, Espirito Santo, Bahia, Parand, Rio de Janeiro e Goias (Conab,
2023).

Tradicionalmente o C. arabica é cultivado por sementes, entretanto, leva-se cerca de 30 anos para que ocorra a
estabilizacdo das caracteristicas desejadas e uma nova variedade seja criada (Teixeira et al., 2004), além disso, a multiplicacdo
do cafeeiro por estaquia ndo é eficiente, devido a baixa producéo de ramos laterais e a dificuldade de enraizamento das estacas,
sendo necessério utilizar fitohormonios de fontes externas inviabilizando a multiplicago da espécie por estaquia (Santillan et
al., 2020).

Sendo assim o cultivo in vitro € uma forma de propagar em escala comercial o cafeeiro, além de ser possivel produzir
mudas sadias, geneticamente idénticas, uniformes, com alta qualidade sanitaria, j& que sdo cultivadas em meio asséptico e
controlado (Da Silva et al., 2020). Porém, uma das dificuldades de estabelecer espécies lenhosas a partir dos explantes foliares
é a oxidagdo, que causa a necrose dos tecidos inviabilizando o cultivo (Sato et al., 2001; Ahmad, 2013; Santos et al., 2019),
além da contaminacdo endofitica por fungos e bactérias (Pasqualini et al., 2019; Esposito-Polesi, 2020). Assim, é necessario
identificar um meio nutritivo que auxilie na diminuicdo da oxidagdo dos explantes e na contaminacdo, além de fornecer os
nutrientes necessarios para o desenvolvimento in vitro da espécie.

Existem diversas formulacGes de meios de cultura e a composicdo dos nutrientes podem variar de acordo com a
espécie e 0s objetivos que se pretende atingir, sendo necessario estudos prévios sobre as exigéncias nutricionais de cada
espécie (Cangado et al., 2014), compostos organicos, como extratos vegetais, agua de coco, polpa de frutas e carvéao ativado
tem sido adicionados nos meios de cultura tradicionais, tendo como objetivo diminuir os custos e acelerar o desenvolvimento
das espécies (Nardelli et al., 2020, p. 68-69) e na diminuicdo da oxidag&o.

A cenoura (Daucus carota) é uma das principais olericolas do Brasil, devido a sua importancia econdmica e
nutricional (Parisoto & Guimaraes, 2019). A espécie possui compostos bioativos e antioxidantes (Almeida et al., 2021), como
0s carotenoides que sdo pigmentos sintetizados naturalmente pelas plantas, estdo presentes no interior dos plastidios, em altas
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concentragdes sdo chamados de cromoplastos, estes sdo responsaveis pelas cores amarela, laranja ou vermelha em frutos e
flores, assim como das folhas no outono (Gonzélezpefa; Lozada-Ramirez & Ortega-Regules, 2021).

Como observado por Mezzalira e Kuhn (2021) que em seus estudos realizados com a orquidea da espécie
Phalaenopsis hibrida cultivada in vitro no meio de cultura de Knudson suplementado com 10% (v/v) de suco de cenoura,
demonstraram bons resultados para a germinagéo, além de diminuir os indices de oxidacdo e contaminacdo dos explantes.

Além disso, alguns compostos quimicos como o selenato de sédio podem ser adicionados no meio de cultura, com o
intuito de diminuir a oxidacdo dos tecidos, pois segundo Kaminagakura e Marrone (2022) o selénio possui acdo antioxidante,
por interagir com enzimas relacionadas com o mecanismo de defesa antioxidante (Prauchner, 2020).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a agdo antioxidante do selenato de sddio e de diferentes concentragdes do

extrato de cenoura no estabelecimento foliar in vitro do cafeeiro.

2. Metodologia
2.1 Local do experimento e preparacdo do extrato vegetal

O presente projeto foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia e Cultura de Tecidos Vegetais, do Instituto
Federal do Sul de Minas, Campus Muzambinho-MG, de Outubro a Novembro de 2022. As folhas foram coletadas no periodo
da manhd de mudas de Coffea arabica, cultivar Tupi na casa de vegetacdo, onde elas foram cultivadas por um periodo de 5
meses.

Para a preparacdo do extrato de cenoura, foram utilizados 13,3 gramas do vegetal para cada 120 mL de &gua destilada.
A polpa foi picada e batida em liquidificador. O extrato bruto foi colocado em um béquer, coberto com papel laminado e
armazenado na geladeira por 24 horas. Para remover as particulas grandes, os extratos foram filtrados e posteriormente foi
adicionado ao meio de cultura as diferentes concentragdes do extrato, sendo os tratamentos T2 - 10% v/v do extrato de
cenoura, T3 - 0,04 g de selenato de s6dio, T4 - 10% v/v do extrato de cenoura + 0,04 g de selenato de sédio e T5 - 16,16% v/v

do extrato de cenoura. Para comparacéo das médias foi utilizado o tratamento controle (T1 - apenas agua destilada) (Figura 4).

2. 2 Preparacéo do meio de cultura e procedimentos para o cultivo in vitro de Coffea arabica

As folhas foram colhidas da parte apical das mudas em casa de vegetacdo e levadas ao laboratorio, onde elas foram
lavadas em &gua corrente e posteriormente passaram por assepsia com algumas gotas de detergente e alcool 70% durante 1
minuto, além disso, elas foram inseridas no hipoclorito de sédio a 5% de cloro ativo por 40 minutos.

Foi preparado 1 L do meio de cultura inicial MI (Teixeira et al., 2004), sendo os sais do meio MS (Murashige &
SKOOG, 1962) reduzido na metade, além disso, foi adicionado 20 g L-1 de sacarose, 0,4 g L-1 de maltose e os reguladores de
crescimento 2 microlitros de BAP, 1 microlitro de AIB e 0,04 microlitros de 2,4-D. Antes da afericdo do ph foi adicionado o
extrato de cenoura nos tratamentos 2, 4 e 5 e selenato de s6dio nos tratamentos 3 e 4. Posteriormente o pH foi ajustado para
aproximadamente 5,7 + 0,1, solidificado com 8g de agar e autoclavado a 1,5 atm por 20 minutos. As folhas foram lavadas trés
vezes com agua destilada na capela de fluxo laminar (Figura 5).

Onde posteriormente os explantes foliares foram cortados em quadrados de aproximadamente 1cm2 em placas de
Petri, sobre o papel filtro e inoculados em tubos contendo 10 mL de meio de cultura, com a face adaxial voltada para o meio.
Apos a inoculacao, os frascos foram levados para a sala de crescimento, onde eles permaneceram na auséncia de luminosidade,

e com temperatura de 25°C.
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2.3 Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado contendo 5 tratamentos, 5 repeti¢cbes, com 5
explantes foliares do cafeeiro por parcela experimental, totalizando 125 tubos.

No periodo de 34 dias foram realizadas quatro avaliages, sendo a primeira avaliagdo realizada ap6s 15 dias da
inoculacdo dos explantes e as outras trés semanalmente, foram avaliados os indices de oxidacdo do tecido de acordo com a
escala de avaliacdo (Figura 6), amarelecimento, contaminacdo fungica e bacteriana, além da formacéao dos calos, nos diferentes
tratamentos.

Para as comparacdes das médias, foi aplicado o teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. As analises estatisticas
foram realizadas por meio do programa SISVAR (Ferreira, 2011).

3. Resultados e Discussao

S&0 ausentes os trabalhos dessa natureza presentes na literatura, onde foi adicionado extrato de cenoura no meio de
cultura MlI, tendo como principal foco estudar a atividade antioxidante deste vegetal no estabelecimento in vitro do cafeeiro,
assim como a adi¢do de selénio, entretanto, sdo encontrados trabalhos que demonstram a atividade antioxidante deste
composto no campo, enquanto, que a cenoura esta presente em trabalhos de cultivo in vitro, tendo como principal objetivo
analisar o aumento da germinacéo, desenvolvimento e vigor das plantulas.

Como observado na Figura 1, os tratamentos apresentaram diferenca significativa ao longo das quatro avaliagdes.

Figura 1 - Porcentagem de oxidacdo dos explantes foliares do cafeeiro cultivado no meio MI com diferentes concentragdes de
extrato de cenoura e selénio. Muzambinho, MG, 2022.
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*Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si entre os tratamentos pelo teste de Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Autores (2022).

Durante a primeira avaliagdo foi possivel observar que a testemunha e o tratamento 2 (Tabela 1) ndo diferiram
significativamente entre si (Figura 1), assim como o T3 e T4, ja o T5 diferiu significativamente de todos os outros tratamentos,

sendo a oxidacdo ausente. O T1 e T2 apresentaram respectivamente 55% e 40% de oxidag&o dos tecidos.
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Tabela 1 - Descricao dos tratamentos. Muzambinho, MG, 2022.

Tratamentos Descri¢éo do Tratamento
T1 Testemunha (agua destilada)
T2 MI + 10% v/v Extrato de Cenoura
T3 MI + Se
T4 MI + 10% v/v Extrato de Cenoura + Se
T5 MI + 16,16% v/v Extrato de Cenoura

Fonte: Autores (2022).

Com base na analise estatistica da segunda avaliacdo, apenas 0 T5 se diferenciou significativamente dos demais
tratamentos, além disso, houve um aumento de 4% de oxidag&o dos tecidos desse tratamento.

Na terceira avaliacdo foi possivel observar que houve mudanca na diferenca estatistica somente no T3 e T4, que
passaram a ser igual ao T5. Além disso, o tratamento 5 apresentou um aumento de 21% da oxidacgéo dos tecidos.

Durante a Gltima avaliagdo, a diferenca significativa entre os tratamentos se manteve igual a terceira avaliagdo. O T3,
T4 e T5 apresentou 0s menores indices de oxidacdo do tecido com o passar dos dias, quando comparado a T1 e T2, essa
diferenga também foi observada na morfologia dos explantes nos diferentes tratamentos, como representada na Figura 2 A e B,
onde ¢ possivel observar a oxidagdo completa dos tecidos. J& na Figura 2 C e D verificam-se baixos indices de oxidacéo e na
Figura 2 E é possivel observar auséncia de oxidagdo dos tecidos, pois no T5 de acordo com a analise estatistica houve baixo
indice de oxidacao dos tecidos.

Figura 2 - Diferenca morfoldgica da oxidacdo dos tecidos: (A) Explante da testemunha totalmente oxidado; (B) Explante do
MI + 10% v/v Extrato de cenoura totalmente oxidado; (C) Explante do MI + Se levemente oxidado; (D) Explante do MI + 10%
v/v Extrato de cenoura levemente oxidado; (E) Explante do MI + 16,16% v/v Extrato de cenoura sem oxida¢do. Muzambinho,
MG, 2022.

Fonte: Autores (2022).

O T5 apresentou 37% de oxidagdo, comparado aos outros tratamentos foi 0 que se obteve menores indices, além
disso, 0 meio de cultura contendo somente selénio e o que continha selénio + 10% v/v do extrato de cenoura, apresentaram
respectivamente 47,9% e 50% de oxidac¢do, sendo a testemunha aquela que apresentou maiores indices (75%).

A testemunha apresentou altas taxas de oxidacdo, pois de acordo com Das e Roychoudhury (2014) o tecido vegetal

quando em condi¢des de estresse intensificam a producdo de EROs (espécies reativas de oxigénio) e sua eliminagdo deve

5


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v13i5.45626

Research, Society and Development, v. 13, n. 5, €3413545626, 2024
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v13i5.45626

ocorrer com a aplicacdo de antioxidantes constantes, para evitar ou diminuir o estresse oxidativo, sendo necessario adicionar
no meio de cultura substdncias antioxidantes (Welz et al., 2020). O tratamento com maior concentracdo de cenoura foi
eficiente, pois segundo Da Silva e seus colaboradores (2015) a cenoura possui 0 betacaroteno, que é um pigmento
fotossintetizante com agdo antioxidante dos compostos fendlicos. A incisdo causada nos explantes provoca um estresse
oxidativo que pode causar a total oxidacdo dos tecidos, entretanto, os tratamentos 3 e 4 que possuiam selénio na formulacéo do
meio de cultura apresentaram baixas taxas de oxidacdo, pois o selenato de sddio suaviza os danos causados na membrana
celular, fortalece as defesas antioxidantes das plantas causando o aumento da atividade de enzimas antioxidantes e
consequentemente a diminuicdo da formacdo de EROs, assim ocorre a diminuicdo dos efeitos negativos causados pelo estresse
oxidativo (Prauchner, 2020).

Para que ocorra com sucesso 0 estabelecimento in vitro do cafeeiro, é necessario ndo sd superar os altos indices de
oxidacdo, como também a incidéncia de contaminagdo bacteriana e flngica, pois 0 ambiente Umido, quente e com todos os
nutrientes necessarios proporciona néo s6 o desenvolvimento das plantulas, como também o de fungos e bactérias.

As plantas matrizes doadoras dos explantes foram cultivadas por um periodo de 5 meses em casa de vegetagdo, 0 que
garante maior qualidade fitossanitaria das plantas e menor taxa de contaminagdo dos explantes no meio de cultura. Segundo
Carvalho e Silva (2012) a aquisicdo e manutengéo das plantas utilizadas como matrizes sdo fundamentais para a obtengéo de
mudas de qualidade, além disso, 0 manejo e estado nutricional sdo importantes para a manutengdo e vigor da planta
fornecedora dos explantes e deve-se levar em conta o genotipo (espécie/cultivar), ambiente, estado fisioldgico das plantas
matrizes, como a temperatura, estresse, luminosidade, estiolamento e nutricéo.

Como ilustrado na Figura 3 a testemunha e MI + 10% v/v extrato de cenoura se diferiu significativamente do MI + Se,
MI + Se + 10% v/v extrato de cenoura e MI + 16,16% v/v extrato de cenoura, durante a primeira avaliagio. E possivel observar
que o0 T1 e T2 apresentaram os maiores indices de contaminagdo por bactéria, entretanto a testemunha apresentou 48% e Ml +
10% v/v extrato de cenoura 44% de contaminagdo bacteriana. Apesar do T3, T4 e T5 ndo terem se diferido significativamente,
o0 tratamento 4 teve o maior indice de contaminagdo bacteriana (12%) entre eles, enquanto, que o T3 apresentou uma taxa de

4%, assim como o T5.

Figura 3 - Grafico com a porcentagem de contaminagdo bacteriana. Muzambinho, MG, 2022.
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*Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si entre os tratamentos pelo teste de Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Autores (2022).

Durante a segunda avaliagdo houve um aumento da contaminacdo bacteriana nos tratamentos 2, 3 e 4, sendo frequente

no T5 e T1, além disso, o T2 apresentou maior contaminagdo (52%), que o T1 (48%) apesar de ndo terem diferido
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significativamente entre si. Os tratamentos T3, T4 e T5 ndo diferenciam significativamente entre si, porém o tratamento 4
apresentou 28% de contaminagdo bacteriana, sendo o maior indice entre eles.

Na terceira avaliagdo é possivel observar na Figura 3 que o T2 e T4 apresentaram aumento dos indices de
contaminacgdo, enquanto, que o T1, T3 e T5 permaneceram frequentes. Os tratamentos 1, 2 e 4 apresentaram diferenca
significativa dos tratamentos 3 e 5.

E possivel analisar que durante a quarta avaliacdo a diferenca significativa foi a mesma entre os tratamentos,
entretanto, houve um aumento da contaminacdo nos tratamentos 2, 3 e 4. Mesmo nao apresentando diferenca significativa dos
tratamentos 1 e 4, o T2 teve a maior taxa de contaminacéo (60%) dentre todos os tratamentos, sendo superior a testemunha. O
T3 apesar de néo ter diferido do T5, apresentou 20% de contaminacao, sendo superior a esse tratamento.

A contaminacdo observada nos tecidos esta ilustrada na Figura 4, onde é possivel identificar as diferengas entre os
representantes de cada grupo, além disso, esta presente diferentes bactérias que saem diretamente dos tecidos, como
representado nas Figura 4 A, B e C, o que indica que os microrganismos presentes sdo enddgenos dos explantes, pois segundo
Cid e Teixeira (2014) mesmo realizando a assepsia dos tecidos, as vezes ndo é possivel inibir totalmente a contaminagéo por

ser enddgena.

Figura 4 - Explantes representantes da diferenga significativa da contaminacgdo bacteriana: (A) Explante da testemunha com
bactéria de aparéncia aquosa e esbranquicada; (B) Explante do MI + 10% v/v Extrato de cenoura com presenca de bactéria
cremosa e esbranquicada; (B-1) Explante do MI + 10% v/v Extrato de cenoura com presenca de bactéria cremosa amarela; (C)
Explante do MI + Se sem contaminagdo; (D) Explante do MI + 10% v/v Extrato de cenoura com bactéria em formato de
bolinha rosa; (E) Explante do MI + 16,16% v/v Extrato de cenoura sem contaminag¢do. Muzambinho, MG, 2022.

Fonte: Autores (2022).

Ao longo das quatro avaliagBes ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos (Figura 5) e os indices de
contaminagdo entre eles permaneceram baixas, pois além das plantas matrizes serem cultivadas em casa de vegetacdo de
acordo com Cid e Barrueto (2014) é necessério realizar a desinfestacdo dos explantes obtidos do campo ou da casa de

vegetacao, pois assim 0s contaminantes podem ser baixos, controlaveis e constituidos por fungos e bactérias.
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Figura 5 - Grafico com a porcentagem de contaminacgdo flngica. Muzambinho, MG, 2022.
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*Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si entre os tratamentos pelo teste de Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Autores (2022).

A testemunha apresentou o maior indice de contaminacdo flngica (20%), quando comparado com o0s demais
tratamentos. Durante a primeira avaliacdo é possivel observar que no T2 nao havia presenca de fungos, sendo o menor indice,
entretanto, a partir da segunda avaliacdo a quantidade de explantes contaminados aumentou 4%, sendo a mesma taxa
apresentada pelos tratamentos 4 e 5, além disso, esse indice permaneceu frequente até a Ultima avaliag&o.

Os baixos indices de fungos encontrados no meio suplementado com 16,16% v/v do extrato de cenoura pode ser
explicado com base nos estudos de Hendges e Nozaki et al. (2020) pois eles observaram que 0 suco de cenoura junto com o
BDA diminuiu a formagdo do crescimento micelial do fungo Alternaria solani, o que contribui com o esclarecimento das
baixas contaminac¢des que ocorrem nos meios de cultura suplementado com cenoura para o cultivo in vitro de plantas.

E possivel observar na Figura 6 A, B, C, D e E a auséncia dos fungos em cada tratamento, enquanto, que na figura 6
A-1, B-1, C-1, D-1 e E-1 sdo apresentados os diferentes fungos que se desenvolveram, tendo eles aparéncia de algoddo (A-1;

B-1 e E-1), rigida de cor preta (C-1), com poucas hifas (D-1), além de apresentar coloragéo branca e preto (E-1).

Figura 6 - (A) Explante da testemunha; (A-1) Explante da testemunha de fungo com coloragdo branca e com aspecto de
algoddo; (B) Explante do MI + 10% v/v Extrato de cenoura; (B-1) Explante do MI + 10% v/v Extrato de cenoura com presenga
de fungo com coloragdo branca e com aspecto de algodédo, além de estar presente somente no explante; (C) Explante do MI +
Se sem contaminacdo; (C-1) Explante do MI + Se com fungo preto com aspecto rigido; (D) Explante do MI + 10% v/v Extrato
de cenoura; (D-1) Explante do MI + 10% v/v Extrato de cenoura com fungos de hifas pequenas, formando estruturas
pontiagudas (E) Explante do MI + 16,16% v/v Extrato de cenoura; (E-1) Explante do MI + 16,16% v/v Extrato de cenoura
fungo com aspecto de algoddo com coloracéo branca e preto. Muzambinho, MG, 2022.

Fonte: Autores (2022).
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O amarelecimento do tecido pode ser um indicativo da diferenciacdo celular, o que posteriormente resultara na
formacdo de calos. A Figura 7 mostra que durante a primeira avaliacdo ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos.
O T2 e T5 apresentaram o mesmo indice de amarelecimento do tecido (8%), sendo maior que os demais tratamentos, além

disso, os explantes do T3 e T4 permaneceram com a coloragdo verde.

Figura 7 - Grafico com a porcentagem amarelecimento do tecido. Muzambinho, MG, 2022.
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*Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si entre os tratamentos pelo teste de Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Autores (2022).

Na segunda avaliacio os tratamentos 1, 2, 3 e 4 diferiram significativamente do tratamento 5, sendo este o que
apresentou maior taxa de amarelecimento do tecido (68%), enquanto, que os dados do T1 permaneceram frequentes e o T2
teve um aumento de 8%.

Durante a terceira avaliacdo foi possivel observar que o T5 se diferenciou significativamente de todos os tratamentos,
enquanto, que o T1 e T2 ndo diferiram entre si, assim como o T3 e T4. Houve um aumento de 8% nos indices de
amarelecimento do T2 e T5, além disso, os dados do T1, T3 e T4 permaneceram constantes.

Na quarta avaliacdo a diferenca estatistica permaneceu a mesma. O T5 apresentou maior indice de amarelecimento e
permaneceu 0 mesmo. Apesar do T1 e T2 ndo terem diferido entre si, o tratamento 2 teve uma porcentagem maior (28%) que o
T1 (16%). Os tratamentos 3 e 4 ndo apresentaram amarelecimento do tecido até o fim da avaliagdo, sendo possivel observar na
Figura 8 C e D que o tecido permaneceu esverdeado, além disso, é possivel identificar na Figura 8 E o tecido totalmente

amarelado, enquanto, que nas imagens 8 A e B eles estdo esverdeados amarelados.
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Figura 8 - Explantes representantes da diferenca significativa: (A) Explante da testemunha; (A-1) Explante da testemunha com
coloracdo verde amarelado; (B) Explante do MI + 10% v/v Extrato de cenoura verde amarelado; (C) Explante do MI + Se
tecido verde; (D) Explante do MI + 10% v/v Extrato de cenoura tecido verde; (E) Explante do MI + 16,16% v/v Extrato de
cenoura totalmente amarelo. Muzambinho, MG, 2022.

Fonte: Autores (2022).

A calogénese é uma fase da embriogénese somatica indireta, nesta ocorre a formacéo de calos que sdo induzidos pela
auxina e citocinina, além disso, a embriogénese somatica indireta possui alta produgdo de embrides, entretanto, € um processo
muito lento (Almeida, 2018).

E possivel observar na Figura 9 que na primeira avaliagio da formagio de calos ndo houve diferenca significativa

entre os tratamentos, assim como na segunda e terceira avaliagao.

Figura 9 - Gréfico da formacéo de calos. Muzambinho, MG, 2022.
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*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si entre os tratamentos pelo teste de Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Autores (2022).

Durante a primeira avaliacdo é possivel observar que ndo houve desenvolvimento de calos, enquanto, que o T1 e T2,
apresentaram 4% de tecidos com calos.

Na segunda avaliagdo o indice de formagdo de calos foi de 8% na testemunha, além de ocorrer aumento de 4% no
tratamento 5, permanecendo frequente nos demais tratamentos. Enquanto, que na terceira avaliagdo a formacdo de calos
aumentou no T2 (12%) e T5 (16%), permanecendo frequente no T1, T3 e T4.
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E possivel observar que na quarta avaliagio os tratamentos 1, 2 e 5 se diferiram significativamente dos tratamentos 3 e
4, sendo que nestes ndo houve formacao de calos. O T2 e T5 apresentou os maiores indices de formacdo de calos, sendo
respectivamente 28% e 32%, os dados obtidos sdo corroborados pelos estudos de Pachooa e Ramburn (2004) que identificaram
a presenga do acido indol-3-acético (AIA) no suco de cenoura, além disso, eles observaram que calos de Daucus carota
cultivados em meio de cultura MS suplementado com as concentracdes de 20% e 70% do extrato de cenoura sem reguladores
de crescimento induziu a formacdo de calos e aumentou o peso fresco dos calos o dado obtido é corroborado. O T1 apresentou
20% de formacdo de calos, sendo esse 0 menor indice de formacdo de calos. No cultivo in vitro do acafrdo Halim e seus
colaboradores (2018) observou que quando se adiciona extrato de cenoura no meio MS basal ndo ocorre a formacéo de calos,
enquanto que Manawadu, Dahanayake e Senanayake (2014) identificaram a formacéo de calos no meio de cultura MS com a
presenga de reguladores de crescimento ANA e BAP, além de 10% de cenoura e abGbora moida, ndo houve formagdo de
brotos.

Morfologicamente foi possivel observar, que os tecidos dos tratamentos 3 e 4 permaneceram com a coloracdo verde
(Figura 10 C e D), enquanto, que no T1 apresentou tecido verde e pouco amarelado (Figura 10 A), além dos calos terem se
desenvolvido nas nervuras da folha (Figura 10 A-1) e nas bordas, os explantes do T2 e T5 eram amarelos e os calos aparecem
nas nervuras (Figura 10 B e E) e cortes (Figura 10 E), ademais calos também se formaram em tecidos oxidados, como

observado na Figura 10 B-1.

Figura 10 - Explantes representantes da diferenca significativa: (A) Formacdo de calos nos explantes da testemunha; (A-1)
Formagc&o de calos na nervura da folha (B) Explante do MI + 10% v/v Extrato de cenoura com formagé&o inicial de calos na
nervura; (B-1) Explante do Ml + 10% v/v Extrato de cenoura com formacéo inicial de calos no tecido oxidado (C) Explante do
MI + Se sem formagcéo de calos; (D) Explante do MI + 10% v/v Extrato de cenoura sem formacéo de calos; (E) Explante do
MI + 16,16% v/v Extrato de cenoura com formacdo inicial de calos na nervura da face adaxial e no corte. Muzambinho, MG,
2022.

Fonte: Autores (2022).

A formacdo de calos é uma fase importante na embriogénese somatica indireta, onde as células a partir do equilibrio

hormonal entre a auxina e a citocinina irdo estimular a divisdo celular, fazendo com que ocorra 0 aparecimento de um
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aglomerado de células indiferenciadas, além disso, esses calos podem apresentar diferentes cores. Os calos desenvolvidos no
presente experimento apresentaram coloracdo amarelo (Figura 11 A), creme (Figura 11 B), marrom (Figura 11 C) e verde
(Figura 11 D), resultados semelhantes foram observados por Bartos e seus colaboradores (2011) onde foi identificado calos

levemente amarelados a creme, esbranquigados e amarelo intenso, compactos ou fridveis e aquosos.

Figura 11 - (A) Calos com coloracdo amarela; (B) Calos esbranquicados; (C) Calos com coloracdo marrom; (D) Calos
esverdeados. Muzambinho, MG, 2022.

Fonte: Autores (2022).

Além disso, Pachooa e Ramburn (2004) também encontrou calos na coloracdo verde e creme quando cultivados em
meio de cultura suplementado com extrato de cenoura.

4. Concluséo

Conclui-se que a oxidacéo dos tecidos diminui quando cultivados em meio suplementado com 0,04 g de selenato de
sodio, 10% v/v do extrato de cenoura + 0,04 g de selénio e 16,16% v/v do extrato de cenoura.

A concentracdo de 16,16% v/v de extrato de cenoura acrescido no meio de cultura promove maior indice de
amarelecimento dos explantes, enquanto, que a presenca de Se retarda ou inibe o desenvolvimento de calos e amarelecimento
dos tecidos.

O manejo das plantas matrizes € um fator importante para a diminuicdo da contaminagdo fingica e bacteriana, além

disso, estudos precisam ser realizados para verificar a acdo bactericida do Selenato de Sddio e do extrato de cenoura.
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