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CULTURA DE EMBRIÕES ZIGÓTICOS DE 
ACAIZEIRO (Euterpe oleracea Mart . )  

Oriel Filgueira de ~ e r n o s '  
Francisca Valéria N. da Rocha2 
Osmar Alves Lameira3 
Ilmarina Campos de Menezes4 

RESUMO: Este trabalho teve como objetivo estabelecer pro- 
tocolo para a producão de plântulas a partir da germinacão in 
vitro de embriões rigóticos de acaizeiro IEuterpe oleracea 
Mart.). Os frutos foram despolpados. as sementes desinfes- 
tadas, os embriões excisados sob condicóes assépticas e cul- 
tivados em meio de cultura MS. modificados pela adicão de 
0.17 g.L' NaH,PO,, carvão ativado 0 .2% e diferentes combi- 
nacóes de acido rr-naftalenoacético (ANA) 0 , l :  0.5 e 
1.0 mg.L7 com 6-benrilaminopurina (BAPI 0.1; 0.5 e 
1.0 mg.L '  e um tratamento sem regulador de crescimento. 
0 s  embrióes germinaram e, aos 3 0  dias, desenvolveram plân- 
tulas. A percentagem de conversão de embriões r igóticos em 
plântulas entre tratamentos variou entre 1 0 %  e 70%. A me- 
nor percentagem foi obtida no tratamento com 
BAP (0.1 mg.L1\  mais ANA (0.5 mg.LI I  e a maior percenta- 
gem no tratamento com BAP 10,5 mg.L1\  mais 
ANA 10.5 mg.L ' l .  Por outro lado. quando os embrióes foram 
cultivados em meio de cultura sem regulador de crescimento, 
somente 12.5% desenvolveram plântulas. 

Termos para indexacão: cultura de embrião, Euterpe oleracea 
Mart., acaireiro, germinacão in vitro. 
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CULTURE OF A C A ~  PALM ZYGOTIC 
EMBRYOS (Euterpe oleracea Mart.) 

ABSTRACT: This work had as objective to  determinate a 
protocol for production of seedlings from in virro germination 
of acai palm zygotic embryo IEuferpe oleracea Mart.1. Flesh 
of fruits were take out. the seeds were sterilized, the 
embryos excised under aseptic conditions and cultivated on 
medium MS modified with addition NaH,PO, 10.17 mg.L1). 
actived charcoal 0,2% and ir-naftalenoacetic acid INAAI 0.1; 
0.5; and 1 ,O mg.L-' with 6-benzylaminepurine IBAP) 0.1; 0,5; 
and 1.0 mg.L-' at different combinations and a treatment 
without growth regulator. The embryos germinated and at 30 
days developed seedlings. The percenrage of conversion 
zygotic ernbryo into seedling between treatments was 10 at 
70%. Least percentage was obtained on treatment with BAP 
10,l mg.L") plus NAA 10.5 mg.L1I and the greatest 
percentage on treatment with BAP 10.5 mg.LII plus NAA 
10.5 mg.L1). Otherwise, when the embryos were cultivated 
on cultura rnedium without growth regulator only 12.5% 
developed seedlings. 

Index terms: embryo culture, Euferpe oleracea Mart., acai 
palm, in vitro germination 

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) é uma palmei- 
ra típica do trópico úmido brasileiro e. a maior reserva natu- 
ral, encontra-se no Estado do Pará. É uma planta que atinge 
até 30 m de altura, cujo manejo adequado nas áreas de ocor- 
rência permite um maior retorno econômico através da pro- 
ducão de frutos e da exploracão do palmito (Calzavara, 1972; 
Costa et al. 1973 e 1974 e Jardim et al. 1995). 

As técnicas de cultura de tecidos têm permitido a 
conservacão de germoplasma, recuperacão de plantas livres 
de vírus, micropropagacão, e auxiliado no melhoramento ge- 
nético de plantas (Torres & Caldas, 1990; Betti, 1991 ; Guerra 
& Handro, 1991). Dentre essas técnicas, a cultura de embri- 
ão é usada para recuperar híbridos raros; testar viabilidade de 



sementes; e como fonte de explantes, com tecido de elevada 
totipotência; e obter uma variedade que possa ser explorada 
a curto prazo (Giacometti, 1990; Villalobos & Thorpe, 1991 ; 
Hu & Ferreira, 1999) .  

O ponto marcante da cultura de embrião foi a 
descoberta de que o mesmo poderia ser separado do tecido 
maternal e de reserva, e ser cultivado em meio de cultura ar- 
tificial. Embriões relativamente maduros de Raphanus sativus, 
R. landra, R. caudatus e Cochlearia danica foram cultivados 
pela primeira vez em meios salinos suplementados com acú- 
car (Mantell & Mattews, 1994) .  Llano-Agudelo & Gonzalez- 
Rosas (1  994) obtiveram plântulas a partir de embriões isola- 
dos de sementes de abacate em meio de cultura MS conten- 
do ácido indolbutírico e Cinetina, enquanto Pence (1 991) cri- 
opreservou embriões imaturos de cacau (Theobroma cacao) e 
resgatou em meio de cultura contendo ácido u-naftalenoacéti- 
co. 

As sementes do acaizeiro são recalcitrantes, cuja 
viabilidade é perdida com a reducão da umidade, sendo de di- 
fícil conservacão a longo prazo. A germinacão in vitro de em- 
briões zigóticos abre a possibilidade de criopreservacão de 
embriões zigóticos e posterior resgate como uma alternativa 
a manter a ampla variabilidade genética apresentada pela es- 
pécie na região aniazônica. O presente trabalho descreve uma 
metodologia para a producão de plântulas in vitro a partir da 
cultura de embriões zigóticos isolados de sementes de frutos 
maduros de acaizeiro sob a acão de diferentes combinacões 
de auxina (ácido u-naftalenoacético) e citocinina 
(6-benzilaminopurina). 



MATERIAL E MÉTODOS 

As atividades foram realizadas no Laboratório de 
Recursos Genéticos e Biotecnologia da Embrapa Amazônia 
Oriental, Belém, Pará, conforme mostrado na Fig. 1. 

Coleta de frutos 

1 Frutos 
ioetbre&s$a violáceal 

- Imersão em água 4 0  " C ;  
- Lavagem em aglia corrente; 

Imerçãa em álcool 70%11-2 min.; 
- Transferência para NaOCI 2%1 15 a 3 0  m i n ;  

Excisso e cultivo de embrióes 

+ 0.17g.L '  de NaHiPO4 e carvão ativado 2%: e 
combinacão BAP e ANA 10.1: 0.5 e 1.0 m g L 1  
de cadai: 

onversáo de embrióes e 
plântulas 

Candicões de cultiva: 
Temperatura 27 i 1 "C 
Fotaperiodo 16li.luz18li.eçcuro; 
Intensidade de luz de 52 i,riiol.m'.s' 

FIG. 1. Fluxograma da metodologia adotada para conversão 
in virro de embrióes zigóticos em plântulas de acaizei- 
ro. 



Frutos maduros de acaizeiro foram colhidos de 

plantas do Banco de Germoplasma de Palmáceas da Embrapa 
Amazônia Oriental, lavados em água corrente e, em seguida, 
imersos em água a temperatura de 40°C durante 15 a 3 0  mi- 
nutos, para facilitar a remocão da polpa. A água utilizada 

para imersão dos frutos foi previamente destilada e autocla- 
vada. Após o despolpamento, as sementes, em câmara de 
fluxo laminar asséptica, foram desinfestadas através da imer- 
são por 1 a 2 minutos em álcool etilico 70% (viv), em solu- 
cão de hipoclorito de sódio (NaOCI) 2 %  com tween 20 
(0.01 %) por 15 a 3 0  minutos e, em seguida, lavadas com 
água esterilizada por três a cinco vezes. 0 s  embriões foram 

excisados das sementes assépticas com auxílio de pincas. 
bisturis, canivetes e transferidos para placas de Petri conten- 

do solucão de ácido cítrico (150  a 250 mg.L-'i, os quais per- 
maneceram por cinco minutos. Então, cada embrião foi trans- 

ferido para tubo de ensaio contendo 15 ml  de meio de cultu- 
'a. 

O meio básico de cultura MS (Murashige & Skoog, 
1962) foi usado, modificado pela adicão de 0,17 g.L-' de 

NaH,PO, e carvão ativado 0.2%. sacarose 3 %  e ágar 0.7%. 

suplementado com ácido a-naftalenoacético (ANA) e 

6-benzilaminopurina (BAP) combinados nas concentracões de 
0 , l ;  0,5 e 1,O mg.L~'  de cada regulador de crescimento. O 
pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem por 15 minu- 
tos, a temperatura de 121°C. Os embriões em cultura foram 
transferidos para sala de crescimento e mantidos durante 

todo o período de cultivo a temperatura de 2 7 f l n C ,  fotoperi- 
odo de 16h.luzi8h.escuro e intensidade de luz de 

52 p m ~ l . m ~ ~ . s ~ ' .  



O experimento foi constituído de dez tratamentos, 

incluindo uma testemunha sem regulador de crescimento. 

Cada tratamento constou de dez repeticões, sendo cada par- 

cela representada por um tubo de ensaio com um embrião zi- 

gótico. 0 s  embriões foram excisados sem danificá-los e esta- 

beleceram-se com sucesso em cultura. As observacões foram 

realizadas aos 30 dias de cultivo quanto a acão dos trata- 

mentos para desenvolvimento de plântula normal; anormal; e 

embrião sem desenvolvimento (sem resposta), e foram toma- 

dos dados de comprimento de raizes e parte aérea. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os frutos maduros foram facilmente despolpados 

após a imersão em água morna 140°C) e o processo de desin- 

festacão das sementes com solucão de hipoclorito de 

sódio (NaOCI) a 2% alcancou uma eficiência de 91 % (somen- 

te  nove embriões contaminaram dos cem cultivados). A mor- 

fogênese ocorrida durante a conversão normal dos embriões 

zigóticos em plântula é apresentada na Fig. 2. Houve com- 

portamento diferenciado quanto ao desenvolvimento do em- 

brião em meio de cultura, em funcão dos tratamentos aos 

quais foram submetidos (diferentes concentracões de 

ANAxBAP). Resultados semelhantes foram observados por 

Pence (1991). com embriões de Theobroma cacao em meio 

de cultura contendo diferentes concentracões de ácido 

u-naftalenoacético (ANA). 



FIG. 2. Conversão de embrião zigótico em plântula: 
A-embrião aderido a semente; B-embrião em cultura 
diferenciando radícula e caulículo; e C-conversâo em 
plântula aos 30 dias de cultivo em meio MS modifi- 
cada, suplementado com ANA e BAP. 



A s  maiores percentagens de plântulas normais fo-  

ram obtidas nos tratamentos contendo ANA mais BAP a 

0.5 mg.L~' de cada e ANA 1.0 mg.L1  mais BAP 0.1 mg.L~', 

respectivamente, 70,0% e 66.7%. A s  menores percentagens 

110.0% e 12.5%) foram obtidas nos tratamentos c o m  ANA 
0.5 mg.L' mais BAP 0.1 mg.L1 e sem regulador de cresci- 

mento, respectivamente. Os tratamentos de maior conversão 

de embriões zigoticos em plântula apresentaram maior com- 

primento médio das raizes (36.5 e 43.9 mm), o que evidencia 

o principal papel da auxina (ANA 0.5 e 1 ,O mg.L1, respecti- 

vamente) na formacão de raizes (Tabela 1 ) .  

TABELA 1. Respostas de embriões zigóticos de acaizeiro em 

meio de  cultura MS modificado, suplementado 

c o m  diferentes combinacões de ANA e BAP após 

30 dias de cultivo'. 

ANA BAP Plântula2 Embriáo" 
Média crescimento 

Iinml 

1 w . L  'I 1mg.L ' 1  Normal s i  resposta Raiz P. aérea 

1 .O 1 .O 55.6 a 00.0 b 44.4 abc 29.9 11.8 

1 .O 0.5 44.5 ab 33.3 ab 22.2 bcd 24.7 10.9 

1 .O 0.1 66.7 a 22.2 ab 11.1 bcd 43.9 10.4 

0.5 0.1 10.0 b 40.0 ab 50.0 abc 22,9 6.2 

O. 1 1.0 25.0 ab 62.5 a 12.5 bcd 26.5 9.7 

O. 1 0.5 44.5 ab 11.1 b 44.4 abc 28.2 14.8 

O. 1 0.1 33.3 ab 11.1 b 55.6 ab 35,O 10.6 

'Sais bás~cos  e vitaminas de MS; 0.17g.L' NaH,PO,. carvào ativada 0.2%. pH5.8; 
'Camparacào de média através do programa Estar: medias seguidas de mesma letra 
riáo ditereiri siirre si pelo teste de Ouncan. em nivel de 5% de signific8ncia. 



Em meio de cultura sem regulador de crescimento, 
75% dos embriões não desenvolveram e quando a concen- 
tracão de BAP 1,O mg.L~' mais ANA 0.1 mg.L~' 62.5% dos 
embriões formaram plântulas anormais (atrofiadas). Esses re- 
sultados demonstraram que em concentracão elevada da 
citocinina (BAP 1,O mg.L-'1 em relacão a auxina 
(ANA 0.1 mg.L~ ' )  há formacão anormal de plântulas e que, na 
ausência de regulador de crescimento, os embriões de acai- 
zeiro não diferenciam. Na maior concentracão da auxina 
(ANA 1,O mg.L1), em relacão a menor da citocinina 
(BAP 0,l mg.L~') ,  as raízes induzidas apresentaram maior 
crescimento, enquanto maior crescimento da parte aérea foi 
observada em BAP (0.5 mg.L~')  e ANA (0.1 mg.L~ ' )  evidenci- 
ando que balanco de regulador de crescimento voltado para 
auxina favorece a formacão de raizes e para citocinina favo- 
rece a formacão de parte aérea, desde que o suprimento 
exógeno seja superior a 0,5 mg.L1 e relacão citocininalauxina 
igual a 1,O ou inferior a 5,O mg.L~'. Também foi observado 
que tanto raizes quanto parte aérea cresceram menos 
em meio de cultura contendo BAP (0,l mg.L~') e ANA 
(0.5 mg.L~'l, 6.2 e 22,9 mm, respectivamente. 

Esses resultados corroboram aqueles obtidos por 
Llano-Agudelo & Gonzalez-Rosas (1994), que produziram 
plântulas in vitro de abacate (Persea americana) a partir de 
embriões zigóticos, isolados de sementes maduras, em meio 
de cultura contendo a auxina (AI6 0.3 mg.L~')  mais a citocini- 
na (cinetina 0,l a 0,3 mg.L~'). Entretanto, Matews & 
Rao (1 984)  produziram plântulas de pimenta-do-reino a partir 
da germinacão de sementes maduras em meio básico de 
White sem regulador de crescimento, mas quando utilizaram 
sementes verdes (imaturas) não obtiveram plântulas, todavia 
essas sementes induziram calos na periferia em meio básico 
MS com diferentes concentracões das auxinas 12.4-D; NOA; 
e outras) e citocininas (BAP, cinetina e 2ip). Tais resultados 
demonstraram que, dependendo da espécie, é necessário um 
suprimento exógeno de regulador de crescimento e num ba- 
lance adequado lauxina x citocinina) para formacão de plân- 
tula, sendo este aspecto demonstrado neste trabalho. 



i s t e  trabalho permite as seguintes conclusões: 

- é possível a conversão in vitro de embriões zigó- 
ticos isolados de sementes maduras de acaizeiro em plântu- 
Ias; 

- é necessário o uso de reguladores de crescimen- 
t o  (auxina e citocininal em meio de cultura MS modificado 
para a conversão dos embriões em plântulas. 
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