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RESUMO

O presente trabalho objetivou desenvolver e otimizar o protocolo de embriogénese
somatica em acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.), a partir do uso de propagulos formados por
embrides zigoticos (EZ) oriundos de sementes em diferentes estadios de maturacéo, além de
folhas e inflorescéncias imaturas provenientes de plantas adultas. Adicionalmente, analises
morfo-anatdmicas e por citometria de fluxo foram realizadas para melhor caracterizar e
entender as etapas do processo. Na primeira parte deste trabalho, a embriogénese somatica
em EZ maduros e imaturos foi obtida, inicialmente a partir da inducdo de calos
embriogénicos em meio de Murashige e Skoog (MS), suplementado com 2,5 g.L™* de carvéo
ativado e com a auxina picloram nas concentracdes de 225 e 450 uM. Uma vez obtidos,
calos embriogénicos com embrides sométicos em inicio de diferenciacdo foram transferidos
para meio de cultura com 12,3 uM de 2iP e 0,6 uM de ANA, visando a diferenciagdo e
maturacdo de embrides somaticos. A regeneracdo de plantas foi realizada em meio de
cultura com 1,0 uM BAP e 0,5 uM AGj;. Em meio de inducdo foi possivel observar a
formacéo de calos embriogénicos em todos os tratamentos, independentemente do estadio de
desenvolvimento dos EZ testados. O picloram na concentracdo de 450 UM proporcionou 0s
melhores resultados para a formacdo de calos embriogénicos (84,7%). Na fase de
diferenciacdo e maturacdo 100% dos explantes que apresentavam formacdo de calo
embriogénico formaram embriGes somaticos. A maior frequéncia de regeneracdo de plantas
(58,7%) foi observada no tratamento em que se utilizou 0 meio de indugdo constituido por
450 UM de picloram e em embrides somaticos obtidos de explantes oriundos de EZ
imaturos. A partir de analises morfoanatdbmicas comprovou-se que a inducdo da
embriogénese somaética apresentou estadios caracteristicos do tipo indireto. As plantas
regeneradas apresentaram desenvolvimento normal, com crescimento de raizes e parte aérea.
Os calos, embrides somaticos e as plantas obtidas foram analisados por citometria de fluxo
para verificar possiveis alteracdes no DNA, fato que ndo foi observado. A segunda parte
deste trabalho utilizou explantes provenientes de inflorescéncias e folhas imaturas para a
inducdo da embriogénese somatica. Os explantes provenientes de plantas adultas, uma vez
obtidos, foram colocados em meio de cultura de MS, suplementado com 2,5 g.L™ de carvéo
ativado e as auxinas picloram e 2,4-D na concentra¢do de 450 uM para a indugédo de calos.
Foram testadas inflorescéncias imaturas em diferentes estadios de desenvolvimento (estadios
I=6 cm; 1l1= 8 cm e IlI= 12 cm), e folhas imaturas de diferentes regides foliares do palmito
(basal, mediano e apical). Para a diferenciacdo de embriGes somaticos, calos embriogénicos
e embrides somaticos foram transferidos para meio de cultura com as concentracdes de
picloram e 2,4-D reduzidas para 0,1 mg.L™. Embrides somaticos em inicio de diferenciacéo
foram transferidos para meio de cultura com 12,3 uM de 2iP e 0,6 uM de ANA para a
maturacdo de embrifes somaticos. Verificou-se que a auxina picloram proporcionou 0s
melhores resultados na inducdo de calos embriogénicos, tanto para inflorescéncias como
para as folhas imaturas. Os diferentes estadios de desenvolvimento das inflorescéncias ndo
apresentaram diferencas significativas nas respostas, enquanto que nas folhas imaturas
resultados superiores na etapa de inducdo para a formacdo de calos foram observados
quando os explantes eram provenientes das regides basal e mediana do palmito. Na etapa de
diferenciagdo, calos embriogénicos provenientes de inflorescéncias imaturas em meio de
cultura com picloram apresentaram até 100% dos explantes diferenciando embrides
somaticos, que progrediram lentamente para estadios de torpedo em meio de maturagdo. Ja
em calos embriogénicos provenientes de folhas imaturas a diferenciagdo de embrides
somaticos foi observada somente em explantes cultivados originalmente em meio



suplementado com picloram em porcentagens que atingiram até 50% dos explantes da regido
mediana do palmito, embora, esses embrides somaticos ndo tenham apresentado progressao
para estadios mais tardios de desenvolvimento. Os resultados obtidos sugerem que tanto os
explantes provenientes de inflorescéncias como de folhas imaturas podem ser utilizados
como fontes de explantes para a embriogénese somatica em agaizeiro.

Palavras-chave: Euterpe spp., propagacdo vegetativa, micropropagacdo, morfogénese,
anatomia, contetdo de DNA



ABSTRACT

This study had the aim of developing and optimizing the protocol for somatic
embryogenesis in acai palm (Euterpe oleracea) using explants from zygotic embryos
removed from seeds at different stages of maturation and from leaf and immature
inflorescences from adult plants. Moreover, morphological, anatomical and citometry of
flux analyses were achieved to a better characterization and comprehension of the process
phases. At the first part of this work, somatic embryos (SE) were obtained from mature and
immature zygotic embryos (ZE). Initially, embryogenic calli were induced on Murashige &
Skoog (MS) medium supplemented with 2.5 g.L™! of activated charcoal and the auxin
picloram at the concentration of 225 or 450 uM. Once developed, embryogenic calli
carrying SE at the begin of differentiation were transferred to culture medium containing
12.3 uM of 2iP and 0.6 uM of NAA, in order to induce the differentiation and maturation
of the somatic embryos. Plant regeneration occurred at culture medium supplemented with
1.0 uM BAP and 0.5 uM GA;. At the induction medium, embryogenic calli were formed
in all treatments, independently of the maturation state of the ZE used as explant, however,
the medium with 450 pM picloram showed the best results for the formation of
embryogenic calli (84.7%). At the differentiation and maturation phase, 100% of the
explants containing embryogenic callus allowed the development of somatic embryos. The
higher frequency of plant regeneration (58.7%) was obtained at the induction medium with
450 uM picloram and using the immature ZE explants. Through the morpho-anatomical
analysis it could be proved that the induction of the somatic embryogenesis showed
characteristics stages of the indirect development. The plants regenerated from the
embryos showed a normal development, with a normal growing of roots and aerial part. At
the end, the calli, SE and plants regenerated were analyzed by flow cytometry to quantify
the amount of DNA, which showed no differences between the samples. At the second part
of this work, explants from inflorescences and immature leaves were used to induce
somatic embryogenesis. Those explants, from adult plants, were inoculated at culture
medium MS supplemented with 2.5 g.L™* of activated charcoal and two auxins, picloram or
2,4-D, at the concentration of 450 uM for the callus induction. Immature inflorescences at
three developmental states (I = 6 cm; I1 =8 cm and Il = 12 cm) and immature leaves from
different regions (basal, median and apical) of the heart of palm were tested. To the
differentiation of the somatic embryos, embryogenic calli and SE were transferred to a
culture medium containing the same original auxin, picloram or 2,4-D, with the
concentration reduced to 0.1 mg.L™. Somatic embryos at the beginning of differentiation
were transferred to a culture medium containing 12.3 uM of 2iP and 0.6 uM of NAA for
the maturation of the somatic embryos. The auxin picloram showed best results at
embryogenic callus induction in both inflorescences and immature leaves. The
inflorescences at different stage of development did not show significant differences at the
end, while for the immature leaves, explants from the portions basal and median of the
heart of palm gave rise to the best results at the induction of callus phase. At the
differentiation phase, embryogenic calli from the immature inflorescences grown at
medium containing picloram showed 100% of differentiation to somatic embryos, and
these developed slowly to torpedo stage under the maturation medium. While considering
the embryogenic calli from the immature leaves, the differentiation of somatic embryos
occurred only on explants cultivated originally at medium supplemented with picloram,
reaching the percentage of 50% for the explants from the median region, although, those
somatic embryos did not developed to later stages of development. The results allow



suggesting that explants from both immature inflorescences and leaves from adult plants of
acai palm can be used as explant sources to somatic embryogenesis.

Key-words: Euterpe spp., in vitro propagation, morphogenesis, anatomical, DNA content.
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1. INTRODUCAO GERAL

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) é uma palmeira nativa da Amazonia e que
ocorre em grandes extensdes no estuario amazonico. Nessa regido € também conhecido por
Acai-do-Par4, acai-do-Baixo Amazonas, acai-de-touceira, acai-de-planta e acai-verdadeiro.
O acaizeiro é utilizado de inumeras formas: como planta ornamental (paisagismo), na
construcdo rastica (de casas e pontes), como remedio (vermifugo e anti-diarréico), na
producdo de celulose (papel Kraft), na alimentacdo (polpa processada e palmito), na
confeccdo de biojoias (colares, pulseiras etc.), racdo animal e adubo, entre outras
aplicagdes. Mas, apesar da grande utilidade, esta palmeira se destaca no fornecimento de
dois produtos alimentares economicamente rentaveis: os frutos e o palmito (OLIVEIRA et
al., 2007).

Embora, o palmito seja considerado o produto nobre da espécie, a grande expansdo
da cultura do acaizeiro nos ultimos anos deve-se principalmente, ao aumento consideravel
do consumo da polpa dos frutos (OLIVEIRA et al., 2009) . De fato, a polpa de acai passou
por um processo de expansdo da demanda, conquistando novos mercados e se
consolidando no mercado nacional e até mesmo o internacional (SANTANA e COSTA,
2010). Esta expansdo ocorreu ap6s a divulgacdo de suas propriedades energéticas e tem
despertado grande interesse, tanto cientifico como comercial, por seu elevado valor
nutricional, alto teor de antocianinas e suas propriedades antioxidantes (COISSON et al.,
2005; GALLORI et al., 2004; POZO-INSFRAN et al., 2004).

A polpa processada dos frutos € comercializada nas mais diferentes formas,
incluindo desde o consumo “in natura”, preferencialmente, no Paré e na regido Amazonica,
a congelada, adocada e pasteurizada, com uso na fabricacdo de bebidas energéticas,
geléias, sorvetes e picolés nos demais locais de consumo. Devido a sua alta qualidade
nutricional, o acai é utilizado desde a época pré-colombiana pela populacdo Amazonica,
com grande aceitacdo em outras cidades brasileiras e alguns paises, tendo necessidade de
plantios em larga escala (OLIVEIRA et al., 1998; ROGEZ, 2000; SANTANA e GOMES,
2005).

Embora a espécie apresente alto potencial para comercializacdo, 0 uso de técnicas
improprias de propagacdo e a falta de material genético melhorado tem contribuido
negativamente para a exploracdo racional e econémica dessa espécie. Atualmente, a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) tem desenvolvido pesquisas

relacionadas aos sistemas de producdo do agaizeiro e promovido seu melhoramento
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genético. A Embrapa desenvolveu também um conjunto de técnicas para 0 manejo do acai
nativo, reconhecidas e aceitas para aplicacdo em areas de protecdo ambiental (BRASIL,
2006).

No entanto, 0 acaizeiro, por ser espécie alégama (originéria de cruzamentos), com
ampla ocorréncia na Amazoénia Continental, apresenta grande variacdo de tipos para 0s
mais diversos caracteres de interesse, como precocidade, produtividade de frutos,
rendimento de polpa e época de producgdo. Essas caracteristicas acarretam grandes desafios
para o programa de melhoramento genético da cultura, que ja sdo naturalmente demorados
em razdo de tratar-se de uma espécie perene, mas que sao aprofundados pelas plantas
terem como principal forma de reproducdo por sementes, que inclusive séo recalcitrantes
(NOGUEIRA et al., 2005). Entre outras consequéncias dessa forma de propagacéo, tém-se
o fato dos plantios poderem originar populacfes heterogéneas quando no campo, além de,
nos programas de melhoramento genético, haver dificuldades de perpetuacdo de caracteres
agrondmicos de interesse em ciclos de selecdo (FARIAS NETO et al., 2005).

Dessa forma, a propagagdo por técnicas vegetativas pode ser uma alternativa a
cultura, assim como tem sido observado em varias espécies de palmeiras, seja para a
producdo de mudas de variedades selecionadas, ou entdo, para acelerar ciclos de selecdo
durante o processo de melhoramento genético da cultura (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998; SARTORETTO et al., 2008; BALZON et al., 2013). De fato, a
propagacao vegetativa esta entre os principais métodos de multiplicacdo de espécies
florestais, a qual é extremamente vantajosa quando comparada a reproducao sexuada, pois
permite reproduzir o componente genético total, com consequentes ganhos em uma mesma
geracdo (ASSIS e TEIXEIRA, 1998). Nesse contexto, a cultura de tecidos destaca-se entre
0s métodos classicos de propagacdo vegetativa, por necessitar de menor espaco fisico e
pelo fato de poder ser desenvolvida em qualquer época do ano. Na area florestal em
particular, pode ser empregada na conservacao de germoplasma in vitro (TORIBIO et al.,
2008; HERINGER et al., 2013), na producdo de mudas (SINGH et al., 2011),
rejuvenescimento de clones selecionados na fase adulta (DUTRA et al., 2009; OLIVEIRA
et al.,, 2012), além de apresentar potencialidade na obtencdo de sementes sintéticas
(NIEVES et al., 2003; JUNG et al., 2004; UTOMO et al., 2008), dentre outras aplicacfes
(XAVIER et al., 2009).

Em palmeiras, o uso de técnicas da cultura de tecidos de plantas parece de
fundamental importancia frente aos longos periodos necessarios a multiplicagdo e
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crescimento das plantas (KARUN et al., 2004; GUEYE et al., 2009; STEINMACHER et
al., 2011; SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012).

A embriogénese somaética é uma técnica da cultura de tecidos de plantas que envolve
a regeneracdo de plantas por meio de obtengdo de embrides geralmente a partir de tecido
somatico. De modo geral, a principal aplicacdo comercial da embriogénese somatica em
especies florestais tem sido a multiplicacdo de gendtipos superiores, mas tambem, a
multiplicacdo de gendtipos nos diferentes ciclos de selecdo genética (SUTTON, 2002).
Nesse sentido, protocolos de embriogénese somatica j& foram descritos para algumas
espéecies de palmeiras, como Cocos nucifera (VERDEIL et al., 1994), Areca catechu
(KARUN et al., 2004), Euterpe edulis (SALDANHA et al., 2006), Elaeis guineensis
(TEIXEIRA et al., 1994; THUZAR et al., 2012; BALZON et al., 2013), Phoenix
dactilyfera (FKI et al., 2003; GUEYE et al., 2009 ), Euterpe oleracea (SCHERWINSKI-
PEREIRA et al., 2012) e Bractis gasipaes (STEINMACHER et al., 2011).

Apesar das vantagens da embriogénese somatica, a ocorréncia de variacdes genéticas
foi observada em algumas espécies (ENDEMANN et al., 2001; KUBIS et al., 2003;
RIVAL et al., 2009). Assim, a avaliacdo da estabilidade genética de plantas obtidas por
cultura de tecidos é importante para verificar a fidelidade das plantas regeneradas as
caracteristicas da planta matriz.

O risco de variagdes genéticas sdo geralmente maiores quando as plantas originam-se
por embriogénese somatica indireta que se deve ao longo periodo da fase de calogénese
(LARKINS e SCOWEROFF, 1981; BAIRU et al., 2011). Dentre as técnicas empregadas
para analisar possiveis variacGes genéticas em plantas micropropagadas esta a citometria
de fluxo que, além de poder proporcionar importantes informacBes a respeito das
diferentes formacgfes in vitro, também tem a capacidade de detectar precocemente
possiveis alteragdes no conteudo de DNA nuclear das células, tecidos ou 6érgdos em
cultivo, incluindo plantas completas (ORBOVIE et al., 2008; MEDRANO et al., 2014).

Diante dos aspectos supramencionados, 0 objetivo geral deste trabalho foi o
desenvolver e otimizar o protocolo de embriogénese somatica em acaizeiro (Euterpe
oleracea), a partir do uso de propagulos formados por embrides zigéticos oriundos de
sementes em diferentes estadios de maturagdo, além de folhas e inflorescéncias imaturas
provenientes de plantas adultas. Adicionalmente, analises morfo-anatbmicas e por
citometria de fluxo foram realizadas para melhor caracterizar e entender as etapas do

processo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos boténicos do agaizeiro

As espécies da familia Arecaceae foram descritas como uma das mais interessantes e
importantes plantas tropicais, as quais pertencem a ordem Arecales, constituida por cerca
de 236 géneros e 3.400 espécies (JOLY, 1998). No Brasil existem cerca de 120 espécies
distribuidas em 39 géneros (LORENZI et al., 1996, 2004). As espécies do género Euterpe
estdo distribuidas em cinco subfamilias: a Arecoideae, Calamoideae, Coryphoideae,
Ceroxyloideae e Nypoideae (HENDERSON, 2000).

O acaizeiro (Euterpe oleracea) pertence a divisdo Magnoliphita (Angiospermae),
classe Liopsida (monocotyledonea), subclasse Arecidae (espadiciflorae), familia Arecaceae
(palmae), subfamilia Arecoidae e inserida no género Euterpe (HENDERSON;
GALEANO, 1996).

A espécie Euterpe oleracea é nativa do estudrio Amazonico, ocorrendo nos estados
do Par4, Amazonas, Maranhdo e Amap4, atingindo também as Guianas e a Venezuela,
onde formam populacbes densas, sendo frequente em solos alagados e varzeas
(OLIVEIRA, 2002; LORENZI et al., 1996). No entanto, é na regido do estuario do Rio
Amazonas que se encontram as maiores e mais densas populagdes naturais dessa palmeira,
adaptada as condigdes elevadas de temperatura, precipitacdo pluviométrica e umidade
relativa do ar (NOGUEIRA et al., 2006). De acordo com Poulet (1998), é uma planta
heliofila, necessitando de ambiente aberto para que seu crescimento seja mais rapido. E
considerada uma importante fonte natural de recursos para os nativos e um dos frutos mais
importantes da vida alimentar e cultural da populagéo local.

Algumas espécies pertencentes ao género Euterpe como Euterpe edulis (jucara) e
Euterpe espiritosantensis (acai vermelho) ocorrem na Floresta Tropical Atlantica, desde o
Sul da Bahia até o Norte do Rio Grande do Sul. J& a espécie Euterpe precatoria (acai
solteiro) apresentam ocorréncia comum nas matas da Amazonia Ocidental, nos estados do
Amazonas, Acre, Ronddnia e Roraima (RIBEIRO, 2004). Uma caracteristica comum as
trés espécies citadas acima € o ndo perfilhamento, pois sdo monocaules ou solitarias
(SOUSA, 2006).

O agaizeiro (Euterpe oleracea) € uma palmeira cespitosa com até 25 estipes por
touceira em diferentes estadios de desenvolvimento, raramente aparecendo solitario. Seu
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estipe é delgado, alcancando de 3 a 20 m de altura e de 7 a 18 cm de diametro quando
adulta. Sustenta um capitel de 8 a 14 folhas contemporaneas por haste; possui 40 a 80
pares de pinas, distribuidas uniformemente e dispostas num mesmo plano, porém, péndulas
(HENDERSON, 2000; OLIVEIRA et al., 1998).

Segundo Cavalcante (1988), a inflorescéncia (espadice) desenvolve-se com a queda
da folha um pouco abaixo da regido colunar. A espadice de ramificacdo simples é
protegida por uma espata e uma espatela que séo formacdes de consisténcia coreacea que
abrigam as flores antes da antese. O agaizeiro inicia sua fase reprodutiva por volta de
quatro anos, com floracdo e frutificagdo continuas, cujo pico de florescimento ocorre de
fevereiro a julho. Estima-se que 70-80% da producéo de frutos ocorra no periodo de julho
a dezembro, periodo considerado como safra. Mas, podem variar conforme a variedade e a
procedéncia (ROGEZ 2000; DIMENSTEIN e FARIAS NETO, 2008).

A inflorescéncia propriamente dita é caracterizada como tipo cacho, constituida por
um eixo central (raquis), tendo, em média, 37,0 cm de comprimento e 23,4 cm de diametro
e 69 ramificacOes laterais (raquilas) medindo 31,6 cm de comprimento cada uma, nas quais
estdo inseridas flores sésseis unissexuais com 18.478 masculinas e 4.857 femininas, em
média, por inflorescéncia. Nas raquilas, as flores mostraram-se distribuidas em espiral,
com a maior concentracdo das masculinas no final e no meio e, na base, organizadas em
triade: uma feminina em desenvolvimento ladeada por duas masculinas ja desenvolvidas
(HENDERSON e GALEANO, 1996; OLIVEIRA, 2002). A polinizacdo das flores é
cruzada e se da por insetos. Os provaveis polinizadores sdo quatro coledpteros (JARDIM,
1994).

O fruto do agaizeiro ¢ uma drupa globosa, de 1 a 2 cm de didmetro e peso médio de
1,5 gramas em média. O epicarpo possui aspecto liso e dependendo da espécie, possui
coloracdo roxa ou verde na maturagdo. O mesocarpo polposo envolve o endocarpo duro e
fibroso que abriga a semente em seu interior (CAVALCANTE, 1991; HENDERSON e
GALEANGO, 1996; OLIVEIRA et al., 1998).

O sistema radicular é do tipo fasciculado relativamente denso, com raizes emergindo
do estipe da planta adulta acima da superficie do solo cerca de 30 a 40 cm. Nessa situacéo,
As raizes apresentam coloracdo avermelhada e aproximadamente, 1,0 cm de didametro
(HENDERSON e GALEANO, 1996).



2.2 Importancia econémica do acgaizeiro no Brasil

O acai é um fruto de grande importancia sdcio-econdmica e cultural para a regido da
Amazonia, sendo consumido diariamente como parte da dieta alimentar da populacéo,
além de contribuir, robustamente, para a renda das populacdes ribeirinhas (PALACIO,
2008).

O carogo é principal subproduto do processamento do acai, constituindo cerca de
85% do peso total do fruto (TINOCO, 2005). A composi¢do quimica do caroco do acai
possui uma boa quantidade de celulose, lignina e baixo teor de cinza e umidade que séo
importantes para a producdo de briquetes. A utilizacdo de briquetes dos residuos de acai
como fonte energética pode ser uma solugdo viavel para o aproveitamento do residuo deste
fruto; principalmente, na regido norte do Brasil onde o acgai € abundante (REIS et al.,
2002). Além disso, o caroco também pode ser utilizado para producdo de cosmeéticos e
biojéias, as fibras em mdveis, placas acusticas, xaxim, compensados, inddstria
automobilistica, na torrefacdo de café, panificacdo, extracdo de Oleo comestivel,
fitoterapicos e racdo animal. Além, do uso na geracdo de vapor, carvao vegetal e adubo
organico. A polpa representa 15% e, é aproveitada de forma tradicional no consumo
alimentar e outros produtos derivados (TINOCO, 2005).

O fruto do acaizeiro (Euterpe oleracea) se destaca em meio as frutas da regido
amazonica pelo excelente sabor de sua polpa, sendo habitualmente consumido com farinha
de mandioca, associado ao peixe, camardo ou carne, constituindo um alimento bésico para
as populacdes de origem ribeirinha. Com o fruto também sdo fabricados sorvetes, licores,
doces, néctares e geléias, podendo ser aproveitado, também, para a extracdo de corantes
(NOGUEIRA, 2006). Além disso, o liquido extraido dos frutos também é
tradicionalmente, utilizado para tratar a dor, a gripe e a febre (MENEZES et al., 2005). O
6leo extraido do fruto € usado na medicina rural, principalmente, como agente antidiarréico
(SCHAUSS et al., 2006).

De acordo com Rogez (2000), a polpa do acai se constitui em fonte de a-tocoferol
(vitamina E), fibras, manganés, cobre, boro e cromo. Destaca-se, dentre as frutas, quanto
ao teor de lipidios, capaz de suprir cerca de 65% das necessidades tedricas recomendadas
para um homem adulto. Em se tratando de proteinas, pode prover entre 25 e 65% das
quantidades recomendadas; contém ainda: calcio, magnésio, potassio e niquel. Porém, ¢
pobre (inferior a 25% do valor diario recomendado) em acucares totais, fosforo, sodio,
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zinco e ferro. Conclui o autor que o acai pode ser tido como um dos frutos mais nutritivos
da Amazébnia. Além disso, é um dos produtos mais ricos em antocianinas que sdo
antioxidantes e anti-radicais livres (SANTOS et al., 2008).

O extrativismo vegetal ndo madeireiro do agaizeiro se concentra na Regido Norte. O
Pard mantém-se como o maior produtor nacional do fruto, produzindo em torno de 110.937
toneladas de acai por ano. A valorizacdo do fruto vem despertando o interesse de outros
estados da regido, como por exemplo, 0 Amazonas, que nesse ano contribuiu com 44% da
producdo nacional (MENDES et al., 2012) .

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) e divulgados
pela Secretaria de Agricultura do Estado (SEAGRI), até novembro de 2012 os municipios
paraenses haviam atingido o total de 817.246 toneladas de acai, em area de 91.426 hectares
(fruto plantado e manejado), com aumento de area e producdo em relagcdo ao ano interior
(POLL et al., 2013).

Ressalta-se também que, além de fornecer um importante alimento para as
populacbes locais, 0 acaizeiro constitui-se como uma das principais fontes de matéria-
prima para a agroindustria de palmito (NOGUEIRA e HOMMA, 1998). Embora, Euterpe
oleracea seja uma das principais espécies exploradas para o palmito, as instituicdes de
pesquisa detentoras de germoplasma dessa espécie tém voltado sua atencdo para o
agronegoécio de frutos. Dentre elas estd a Embrapa Amazoénia Oriental que iniciou 0s
primeiros trabalhos de melhoramento genético da cultura ainda na década de 80 com a
realizacdo de coletas e o estabelecimento de bancos de germoplasma. O programa
concentrou-se na década de 90 com a avaliacdo e caracterizacdo do germoplasma
disponivel, favorecendo a selecdo fenotipica de dezenas de individuos (OLIVEIRA et al.,
2009).

Em 2004, o programa de melhoramento genético do acaizeiro, deu origem a cultivar
BRS-Pard, a primeira de Euterpe oleracea a ser lancada e, também, a Unica existente até o
momento. Esta cultivar foi selecionada para as condi¢cdes de terra firme, cujas
caracteristicas desejaveis sdo: bom perfilhamento, precocidade de produgdo, boa
produtividade, frutos de coloracdo violadcea e bom rendimento de polpa. A BRS-Para
produz frutos em quase todos 0s meses e apresenta bons niveis de produtividade, em torno
de 10 t/ha/ano a partir do 10° ano de plantio, e bom rendimento de polpa, entre 15% e 25%
(OLIVEIRA e FARIAS NETO, 2004).



2.3 Propagacao do acaizeiro

O acaizeiro propaga-se por sementes ou por perfilhos (brotos). A propagagdo por
sementes ¢ o método mais usual e recomendado, por apresentar as melhores vantagens em
relacdo a propagacéo por perfilhos. As sementes devem ser provenientes de matrizes sadias
e vigorosas, que apresentam precocidade, boa produtividade e frutos grandes com polpa
suculenta (MARTINS et al.,, 1999). Deve-se trabalhar sempre com sementes recém-
coletadas e hidratadas; pois, as sementes do acaizeiro séo recalcitrantes, apresentando
baixa longevidade e sensibilidade a desidratacdo (MARTINS et al., 2004).

A propagacédo assexuada pode ser obtida pela retirada de perfilhos ou brotacdes que
surgem de forma espontanea na base da planta-mae. Todavia, 0 indice de pegamento é
baixo (60%) permitindo a producdo de no maximo seis mudas por planta ao ano. Outro
fato a ser considerado é que a quantidade dessas brotacdes depende da influéncia do
gendtipo e do ambiente e que, algumas plantas ndo exibem a capacidade de emitir
brotacgdes, apresentando estipe solitario (OLIVEIRA et al., 2007). Além disso, esse método
demanda mé&o-de-obra e é bastante demorado (NOGUEIRA, 1995). Em virtude dos baixos
indices de sobrevivéncia dos perfilhos em campo, essa técnica tem uso limitado e ndo é
indicada para producao de mudas em escala comercial (NASCIMENTO et al., 2009).

A propagacdo por sementes & a pratica mais comum; entretanto, 0 processo
germinativo é relativamente lento e desuniforme e ha a formacéo de plantas heterogéneas
(NASCIMENTO, 2008).

Nos ultimos anos esta sendo realizado estudos sobre propagacéo in vitro de Euterpe
oleracea, aplicados aos embrides zigdticos (LEDO et al., 2001) e somaticos (LEDO et al.,
2002; SCHERWINSKI-PEREIRA et al.,2012).



2.4 A propagacao in vitro

As técnicas biotecnoldgicas, aplicadas como ferramenta auxiliar aos métodos
convencionais de melhoramento genético, podem contribuir para a sustentabilidade da
agricultura, pela producédo de cultivos melhorados e mais compativeis com o ambiente
(XAVIER, 2013).

Dentre as diferentes técnicas biotecnoldgicas existentes, a propagacao in vitro é uma
das que mais tem atraido a atencdo de véarios pesquisadores, desde meados do seculo XX,
quando os primeiros laboratérios no Brasil foram criados (BOREM, 2007).

A cultura de células, tecidos e 6rgdo de plantas compreendem diversas técnicas
dentre as quais, destacam-se a germinacgdo in vitro e a micropropagacao, que sdo técnicas
de propagacdo vegetativa in vitro. Essas técnicas caracterizam-se pelo cultivo asséptico de
partes das plantas em condi¢fes controladas de nutricdo, umidade, luz e temperatura e
constituem-se as aplicacdes mais direta da cultura de células e tecidos (HEERDT, 2008).

A micropropagagdo proporciona rapidez em relagdo as outros métodos de
propagacdo vegetativa, obtengdo de mudas livres de virus e outros patdgenos, além da
possibilidade de sua utilizagdo quando a propagacédo por técnicas convencionais for muito
dificil ou até impossivel de ser realizada (HEERDT, 2008). A micropropagacdo € um
método de reproducdo assexuada, em que se utilizam explantes do vegetal os quais, por
meio de divisGes celulares induzidas pelos fitorreguladores, produzem grande quantidade
de individuos, genética e fenotipicamente idénticos, podendo ser conduzida por
organogénese e/ou embriogénese (CARVALHO et al., 2006; BHOJWANI e DANTU,
2013).

A organogénese relaciona-se com a obtencdo de eixos caulinares ou radiculares
monopolares originados de gemas pré-existentes ou neoformadas. A organogénese pode
ser direta ou indireta. No primeiro caso, a partir de um explante primario ha a formacéo de
um eixo caulinar a partir de gemas apicais, laterais ou axilares. No segundo caso ocorre a
desdiferenciacdo do explante, resultando na formagdo de calos, que podem ser definidos
como a proliferacdo de células ndo diferenciadas, originado meristemoéides (TAHIR e
STASOLLA, 2006).

Na embriogenése somaética, adventicia ou assexual, células somaticas hapldides ou
diploides se diferenciam em plantas completas seguindo estadios de citodiferenciagdo
embriogénicos caracteristicos (GUERRA et al., 1999). Este processo constitui um exemplo
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da expressao da totipotencialidade das células das plantas, postulado por Haberlandt (1902)
apud VASIL (2008), que afirmava teoricamente que todas as células somaticas, em uma
determinada planta, contém toda a informagdo genética necessaria para a geragdo de uma
nova planta.

Os embrides somaticos tanto de monocotileddneas como de dicotiled6neas,
apresentam caracteristicas morfologicas semelhantes as do embrido zigoético, tendo uma
estrutura bipolar constituida de &pice caulinar e radicula, e passando pelos estagios de
desenvolvimento pro-embrionario e embrionario, isto é, globular, cordiforme e torpedo, em
dicotiled6neas; globular, torpedo e cotiledonar, em monocotiledéneas (TOONEN e
VRIES, 1996; JIMENEZ, 2001; PEREIRA, 2007). Essas estruturas se transformam em
plantas completas, por meio de uma série de processos classicos que correspondem aos que
ocorrem nos embrides zigoticos (TITON et al., 2007). As semelhancas entre os dois
processos envolvem aspectos morfoldgicos, bioquimicos e moleculares, incluindo a
expressao protéica (HAKMAN, 1993; HVOSLEF-EIDE e CORKE, 1997; SGHAIER et
al., 2008), génica (THIBAUD-NISSEN et al., 2003; IKEDA e KAMADA, 2005;
SCHMIDT et al., 2006) e diferentes metabdlitos (KORMUTAK et al., 2006; TERESO et
al., 2007; FLOH et al., 2007).

Dois padres distintos de expressdo da embriogénese somaética in vitro sdo
constatados: o padrdo indireto e o direto. No padrdo direto, os embrifes somaticos
originam-se de tecidos matrizes, sem a formacdo de calos (GAJ, 2004; TAHIR e
STASOLLA, 2006). No padréo indireto, ha um estadio intermediario de calo que apresenta
células em distintos estadios de diferenciacdo, as quais podem adquirir novas competéncias
mediadas por mensageiros quimicos especificos e, posteriormente, a formacdo dos
embrides somaticos (GAJ, 2004; SUGIMOTO et al., 2011).

Acredita-se que o padrdo direto da embriogénese somatica seja caracteristico de
explantes que possuem células pré-determinadas para a rota embriogenética, como
consequéncia da retencdo de algumas propriedades das células meristematicas parentais,
das quais as células do explante derivam. Isto poderia explicar a tendéncia da
embriogénese somatica ocorrer preferencialmente, em explantes derivados de tecidos
embrionarios ou juvenis. Todavia, a embriogénese somatica indireta é considerada como
caracteristica de explantes derivados de tecidos mais diferenciados, ou maduros, nos quais
as celulas devem passar por varios ciclos antes de adquirir a condicdo embriogénica
(GUERRA et al., 1999; HARTMANN et al., 2002).
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A embriogénese somatica é altamente dependente da divisdo e desdiferenciacdo
celular para a aquisicdo de competéncia celular embriogénica, considerada um dos passos
criticos no processo. A desdiferenciacdo € um processo pelo qual os padrdes de transcrigdo
e traducdo gendmica sdo alterados, de forma a permitir as células, a definicdo de um novo
padrdo de desenvolvimento (FEHER et al., 2002).

Alguns autores sugerem uma estratégia a ser aplicada para a inducdo e a modulacéo
da embriogénese somatica. O primeiro passo nessa estratégia consiste em determinar a
melhor fonte de explante. No primeiro ciclo, um explante juvenil ou embrionario, como
por exemplo, um embrido zigdtico imaturo, é excisado e inoculado em meio de cultura
suplementado com alguma auxina como o 2,4-D (2,4- diclorofenoxiacético) (GELDNER et
al., 2000; GUERRA et al. 2006; VINAS e JIMENEZ, 2011). As culturas s&0 normalmente,
mantidas no escuro e geram complexos ou massas celulares pré-embrionarias. Por
embriogénese repetitiva, representada por clivagem ou gemacdo, os complexos pro-
embrionarios resultam em um ciclo repetitivo de divisdes celulares, formando complexos
celulares, suspensor-embrionario e embrides somaticos globulares (GUERRA et al., 2006).

Os principais fatores que afetam a inducdo na formacédo de embrides sométicos sdo o
gendtipo, a origem do explante, a composicdo do meio de cultura e, particularmente, os
reguladores de crescimento. E importante destacar que a selecdo do estadio especifico de
desenvolvimento do explante, as transferéncias seqlenciais e as condi¢fes apropriadas de
cultivo como temperatura e luz, sdo importantes para 0 sucesso da embriogénese,
especialmente, no que se refere a aquisicdo de competéncia embriogénica (TORRES et al.,
1998).

Em palmeiras, utilizam-se diversas fontes de explantes no cultivo in vitro, tais como:
embrides zigdticos, tecidos foliares jovens, apices caulinares, gemas laterais, apices
radiculares e inflorescéncias (TEIXEIRA et al., 1994; VERDEIL et al., 1994; GUERRA,
1999; TAHIR e STASOLLA, 2006; VINAS e JIMENEZ 2011; ALMEIDA et al., 2012;
SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012).

O uso de embrides zigéticos como explantes € conveniente, pois os frutos estdo
facilmente disponiveis, possuem elevado grau de uniformidade fisiolégica e podem ser
transportados para longas distancias sem danos aos tecidos (SCHERWINSKI-PEREIRA et
al., 2012). As inflorescéncias constituem um dos explantes mais promissores para o cultivo
in vitro de palmeiras, uma vez que pode existir mais de 3.000 meristemas florais em cada
inflorescéncia (VERDEIL et al., 1994). O cultivo de apices caulinares tem sido pouco

11



frequente em palmeiras, com algumas excec¢des, tendo em vista o crescimento monopodial
que provocaria a eliminacdo da planta doadora de explante. Entretanto, em plantas que
produzem perfilhos na base do estipe como a pupunheira, a tamareira e 0 agaizeiro, 0s
apices caulinares podem representar uma importante fonte de explante (ASLAM et al.,
2011; ALMEIDA et al., 2012).

Para a regeneracao de embrides somaticos em monocotileddneas é muito importante
a selecdo de explantes contendo regides meristeméaticas (BENSON, 2000). A capacidade
de uma célula ou grupo de células tornarem-se embriogénicas também depende do estadio
fisioldgico e de diferenciacdo dos tecidos (GUEYE et al., 2009). Tecidos maduros, por
exemplo, tém um maior grau de metilacdo do DNA, o0 que provoca baixa capacidade de
desdiferenciacdo (TERZI e LO SCHIAVO, 1990). Por isso em palmeiras frequentemente
utiliza-se tecido somatico imaturo (VINAS e JIMENEZ, 2011).

Os meios nutritivos utilizados nas diferentes etapas da propagacéo in vitro precisam
fornecer as substancias fundamentais para o crescimento das culturas. Normalmente, séo
compostos por macro e micronutrientes em diferentes proporg¢des, vitaminas, aminoacidos,
fontes de carbono e reguladores de crescimento, além de outras substancias, como: inositol
e agar (TORRES et al., 1998).

Para completar os compostos sintetizados pelas células, outras substancias organicas
podem ser acrescentadas ao meio de cultura. Estas visam suprir as necessidades
metabdlicas energéticas e estruturais, tais como, aminoécidos e carboidratos. A demanda
nutricional varia entre espécies, fato que leva as diferencas entre formulacdes salinas dos
meios de cultura (DUNSTAN et al.,1995).

A indugdo embriogénica de uma célula somatica ndo € unicamente, dependente do
uso de reguladores de crescimento. Choques térmicos, variacbes nos niveis de pH e
utilizacdo de outros produtos quimicos podem também induzir competéncia embriogénica
em células sométicas (GUERRA et al., 1999).

Em palmeiras, a embriogénese somética ndo estd completamente estabelecida.
Geralmente o uso de auxinas e a inducdo de calos sdo pré-requisitos fundamentais para que
a célula adquira competéncia embriogénica (VINAS e JIMENEZ, 2011). Portanto, o
componente fundamental usado como regulador de crescimento para a ativacdo da divisao
celular, tanto in vivo quanto in vitro é a auxina. De maneira geral, as auxinas sintéticas
consideradas potentes, como por exemplo, o 2,4-D, o picloram e o dicamba, s&o
amplamente empregadas em protocolos de embriogénese somatica para a maioria das
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espéecies de palmeiras estudadas (TITON et al., 2007; STEINMACHER et al., 2007;
SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012).

Entre os agentes gelificantes mais utilizados em meios semi-solidos estdo o &gar, o
agargel, o phytagel, e a agarose (TORRES, 1998). O carvéo ativado pode ser acrescentado
ao meio para a absorcdo de metabdlitos que podem ser toxicos ao cultivo e para prevenir o
escurecimento do tecido causado pela oxidacdo de polifendis presentes nos explantes
(PAN e VAN STADEN, 1998; COSTA et al., 2006; CANTERLE, 2007; SAENZ et al.,
2010). Além disso, a exclusdo da luz pela presenca do carvao ativado pode exercer um
efeito benéfico, proporcionando um ambiente escuro no frasco de cultivo, tendo em vista
que a luz aumenta a atividade de enzimas relacionadas a oxidacdo fendlica (BANDEIRA,
2008; ZAVATTIERI et al., 2010; VINAS e JIMENEZ, 2011).

Para plantas lenhosas, a embriogénese somética representa um importante método de
propagacdo, ja que na organogénese, muitas vezes, ha pouca producdo de brotos por
explante, ndo compensando o seu uso comercial. Entre as gimnospermas, ha exemplos de
sistemas de embriogénese somaética altamente regenerativos em Picea abies (VON
ARNOLD et al., 2002) e Araucaria angustifolia (GUERRA et al., 1999; FARIAS, 2013).

De modo geral, a principal aplicacdo comercial da embriogénese somatica em
especies florestais tem sido a multiplicacdo de gendtipos superiores (SUTTON, 2002). Em
comparacao as demais técnicas, a micropropagacdo apresenta varias vantagens: permite a
obtencdo de grande quantidade de propagulos (embrides somaticos); possibilita elevado
grau de automacdo, baixando os custos por unidade produzida com a utilizacdo, por
exemplo, de biorreatores; os embrides somaticos podem ser produzidos de forma
sincronizada; e pode ser utilizada como uma ferramenta integrada em programas de
melhoramento genético florestal, em especial quando associada a técnica de
criopreservacdo (BOREM, 2007). Essa técnica também tem sido utilizada na producéo de
sementes sintéticas (KIM et al., 2005).
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2.5 Citometria de fluxo

As plantas obtidas por cultura de tecidos vegetais sdo em teoria, clones idénticos as
matrizes, pois o crescimento de células in vitro e a sua regeneragdo € um processo
assexuado, envolvendo somente divisdes mitoticas que, de certo modo, ndo causam
nenhuma variacdo genética (BAIRU et al., 2011). Contudo, variabilidade genética tem sido
observada em varias plantas durante o desenvolvimento in vitro. Esse fendmeno €
normalmente relacionado a falta de estabilidade genética do material produzido (LARKIN
e SCOWCROFT, 1981), caracterizado por uma variacao fenotipica de origem genética, ou
seja, uma variacdo cromossomica que pode se tornar herdavel nas geragdes seguintes, ou
epigenética, que é uma variagdo transitoria devido ao estresse fisioldgico que o material
sofre, quando submetido ao cultivo in vitro (ILLG, 1990; BAIRU et al. 2011). O risco de
variacdes genéticas sdo geralmente maiores quando as plantas sdo adventicias, ou seja,
originam-se por meio de calo, de suspensao celular, de protoplastos e de embriogénese
somatica (BARRUETO, 2010). Phillips et al. (1994) consideram esses aspectos e indicam
que as variagdes decorrentes do cultivo in vitro apresentariam caracteristicas de
mutagénese auto-imposta devido a quebra do controle do ciclo celular normal.

Dentre as técnicas empregadas para analisar essas variagfes genéticas esta a técnica
de citometria de fluxo, que foi originalmente desenvolvida no fim dos anos 50 para
contagem e analise de células sanguineas. Os estudos utilizando citometria de fluxo em
espécies vegetais ocorreram apenas no inicio dos anos 80. Essa tecnologia envolve a
analise das propriedades dpticas (dispersdo da luz e fluorescéncia) de particulas que fluem
numa suspensdo liquida e baseia-se, na intensidade de fluorescéncia relativa dos ndcleos
corados especificos para 0 DNA (LOUREIRO e SANTOS, 2004). Atualmente, a
citometria estd sendo empregada para avaliar a estabilidade genémica de plantas
micropropagadas e vem sendo amplamente utilizada em varios estudos, tais como nas
espécies Juniperus phoeniceae (LOUREIRO et al., 2007), Scutellaria baicalensis (ALAN
et al., 2007), Eucalyptus globulus (PINTO et al., 2004) e Quercus robur (ENDEMANN et
al., 2001).
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