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CULTURA DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE
ACAIZEIRO (Euterpe oleracea Mart.)

Oriel Filgueira de Lemos'
Francisca Valéria N. da Rocha?
Osmar Alves Lameira®

llmarina Campos de Menezes*

RESUMO: Este trabalho teve como objetivo estabelecer pro-
tocolo para a producao de plantulas a partir da germinacao /n
vitro de embribes zigsticos de acaizeiro (Euterpe oleracea
Mart.}. Os frutos foram despolpados, as sementes desinfes-
tadas, os embrides excisados sob condicdes assépticas e cul-
tivados em meio de cultura MS, modificados pela adicdo de
0.17 g.L' NaH,PO,, carvao ativado 0,2% e diferentes combi-
nacdes de acido w-naftalencacético (ANA) 0,1; 0,5 e
1,0 mg.L' com 6-benzilaminopurina (BAP) 0,1; 0,5 e
1,0 mg.L" e um tratamento sem regulador de crescimento.
Os embrides germinaram e, aos 30 dias, desenvolveram plan-
tulas. A percentagem de conversdo de embrides zigéticos em
plantulas entre tratamentos variou entre 10% e 70%. A me-
nor percentagem foi  obtida no tratamento com
BAP (0,1 mg.L") mais ANA (0,5 mg.L") & a maior percenta-
gem no tratamento com BAP (0,5 mg.L") mais
ANA (0,5 mg.L'). Por outro lado, quando os embrides foram
cultivados em meio de cultura sem regulador de crescimento,
somente 12,5% desenvolveram plantulas.

Termos para indexacao: cultura de embrido, Euterpe oleracea
Mart., acaizeiro, germinacao /n vitro.

'Eng.-Agr., M.Sc., Pesguisador da Embraps Amazonis Oriental, Caixa Postal 48,
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CULTURE OF ACAI PALM ZYGOTIC
EMBRYOS (Euterpe oleracea Mart.)

ABSTRACT: This work had as objective to determinate a
protocol for production of seedlings from /n vitro germination
of acai palm zygotic embryo (Euterpe oleracea Mart.). 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, (0,17 mg.L"),
actived charcoal 0,2% and «a-naftalenoacetic acid (NAA) 0,1;
0,5; and 1,0 mg.L" with 6-benzylaminepurine (BAP) 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 percentage of conversion
zygotic embryo into seedling between treatments was 10 at
70%. Least percentage was obtained on treatment with BAP
(0,7 mg.L') plus NAA (0,5 mg.L') and the greatest
percentage on treatment with BAP (0,5 mg.L') plus NAA
{0,5 mg.L"). Otherwise, when the embryos were cultivated
on culture medium without growth regulator only 12,5%
developed seedlings.

Index terms: embryo culture, Euterpe oleracea Mart., acai
palm, /n vitro germination

INTRODUCAO

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) é uma palmei-
ra tipica do tropico umido brasileiro e, a maior reserva natu-
ral, encontra-se no Estado do Para. E uma planta que atinge
até 30 m de altura, cujo manejo adequado nas areas de ocor-
réncia permite um maior retorno econdémico através da pro-
ducao de frutos e da exploracao do palmito (Calzavara, 1972;
Costaet al. 1973 e 1974 e Jardim et al. 1995).

As técnicas de cultura de tecidos tém permitido a
conservacao de germoplasma, recuperacdo de plantas livres
de virus, micropropagacdo, e auxiliado no melhoramento ge-
nético de plantas (Torres & Caldas, 1990; Betti, 1991; Guerra
& Handro, 1991). Dentre essas técnicas, a cultura de embri-
do é usada para recuperar hibridos raros; testar viabilidade de
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sementes; e como fonte de explantes, com tecido de elevada
totipoténcia; e obter uma variedade gue possa ser explorada
a curto prazo (Giacometti, 1990; Villalobos & Thorpe, 1991;
Hu & Ferreira, 1999).

O ponto marcante da cultura de embrido 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. Embrides relativamente maduros de Raphanus sativus,
R. landra, R. caudatus e Cochlearia danica foram cultivados
pela primeira vez em meios salinos suplementados com acu-
car {Mantell & Mattews, 1994). Llano-Agudelo & Gonzalez-
Rosas (1994) obtiveram plantulas a partir de embrides isola-
dos de sementes de abacate em meio de cultura MS conten-
do acido indolbutirico e Cinetina, enquanto Pence (1991) cri-
opreservou embrides imaturos de cacau (Theobroma cacao) e
resgatou em meio de cultura contendo acido «-naftalenoacéti-
co.

As sementes do acaizeiro sdo recalcitrantes, cuja
viabilidade é perdida com a reducado da umidade, sendo de di-
ficil conservacédo a longo prazo. A germinacdo in vitro de em-
brides zigdticos abre a possibilidade de criopreservacao de
embrides zigoticos e posterior resgate como uma alternativa
a manter a ampla variabilidade genética apresentada pela es-
pécie na regido amazdnica. O presente trabalho descreve uma
metodologia para a producéo de plantulas in vitro a partir da
cultura de embrides zigéticos isolados de sementes de frutos
maduros de acaizeiro sob a acao de diferentes combinacoes
de auxina {acido a-naftalenoacético) e citocinina
(6-benzilaminopurina).



MATERIAL E METODOS

As atividades foram realizadas no Laboratério de

Recursos Genéticos e Biotecnologia da Embrapa Amazoénia
Qriental, Belém, Para, conforme mostrado na Fig. 1.

Coleta de frutos

Frutos
tnathrexsic violdcea)

Preparo e assepsia das sementes

- Imersdo em agua 40 “C;

- Lavagem em agua corrente;

- Imersdo em élcool 70%/1-2 min.;

- Transferéncia para NaOCl 2%/ 15 a 30 min.;
v - Lavagem em &agua esterilizada (3-5X)

Excisédo e cultivo de embrides

- Excisao dos embrides das sementes;

- Inoculacdo em meio de cultura MS modificado
+ 0,17g.L" de NaH2POu e carvéao ativado 2%; e
combinacao BAP e ANA (0,1; 0.5 ¢ 1,0 mg.L"'
de cada);

-pH 5,8

onversdo de embrides e
plantuias

Condicées de cultivo:

- Temperatura 27 + 1 °C

- Fotoperiodo 16h.luz/8h.escurp;

- Intensidade de luz de 52 ymol.m?.s’

FIG. 1. Fluxograma da metodologia adotada para conversao

in vitro de embriGes zigoticos em plantulas de acaizei-
ro.



Frutos maduros de acaizeiro foram colhidos de
plantas do Banco de Germoplasma de Palméaceas da Embrapa
Amazénia Oriental, lavados em agua corrente e, em seguida,
imersos em agua a temperatura de 40°C durante 15 a 30 mi-
nutos, para facilitar a remocao da polpa. A &gua utilizada
para imersao dos frutos foi previamente destilada e autocla-
vada. Apos o despolpamento, as sementes, em cdmara de
fluxo laminar asséptica, foram desinfestadas através da imer-
sao por 1 a 2 minutos em alcool etilico 70% (v/v), em solu-
cao de hipoclorito de sodio (NaOCl) 2% com tween 20
(0,01%) por 15 a 30 minutos e, em seguida, lavadas com
agua esterilizada por trés a cinco vezes. Os embrides foram
excisados das sementes assépticas com auxilio de pingas,
bisturis, canivetes e transferidos para placas de Petri conten-
do solucdo de acido citrico (150 a 250 mg.L"), os quais per-
maneceram por cinco minutos. Entdo, cada embrido foi trans-
ferido para tubo de ensaio contendo 15 ml de meio de cultu-
ra.

O meio bésico de cultura MS (Murashige & Skoog,
1962) foi usado, modificado pela adicdo de 0,17 g.L' de
NaH,PO, e carvao ativado 0,2%, sacarose 3% e agar 0,7 %,
suplementado com &cido wo-naftalenoacético (ANA) e
B-benzilaminopurina (BAP) combinados nas concentracdes de
0,1; 0,5 e 1,0 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 embrides em cultura foram
transferidos para sala de crescimento e mantidos durante
todo o periodo de cultivo a temperatura de 27+1°C, fotoperi-
odo de 16h.luz/8h.escuro e intensidade de Iluz de
52 pmol.m?.s™.



O experimento foi constituido de dez tratamentos,
incluindo uma testemunha sem regulador de crescimento.
Cada tratamento constou de dez repeticdes, sendo cada par-
cela representada por um tubo de ensaio com um embrido zi-
gotico. Os embriées foram excisados sem danifica-los e esta-
beleceram-se com sucesso em cultura. As observacdes foram
realizadas aos 30 dias de cultivo quanto a acdo dos trata-
mentos para desenvalvimento de plantula normal; anormal: e
embrido sem desenvolvimento (sem resposta), e foram toma-
dos dados de comprimento de raizes e parte aérea.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os frutos maduros foram facilmente despolpados
apos a imersao em agua morna (40°C) e o processo de desin-
festacao das sementes com solucdo de hipoclorito de
sodio (NaQOCl) a 2% alcancou uma eficiéncia de 91% (somen-
te nove embrides contaminaram dos cem cultivados). A mor-
fogénese ocorrida durante a conversdo normal dos embrides
zigéticos em pléntula é apresentada na Fig. 2. Houve com-
portamento diferenciado quanto ao desenvolvimento do em-
brido em meic de cultura, em funcdo dos tratamentos aos
quais foram submetidos (diferentes concentracdes de
ANAxBAP). Resultados semelhantes foram observados por
Pence {1891}, com embrides de Theobroma cacao em meio
de cultura contendo diferentes concentracdes de &cido
a-naftalenoacético (ANA).
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FIG. 2. Conversao de embrido

zigotico em  plantula:
A-embrido aderido a semente; B-embrido em cultura
diferenciando radicula e cauliculo; e C-conversao em
plantula aos 30 dias de cultivo em meio MS modifi-
cado, suplementado com ANA e BAP.
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As maiores percentagens de pldntulas normais fo-
ram obtidas nos tratamentos contendo ANA mais BAP a
0,5 mg.L"' de cada e ANA 1,0 mg.L' mais BAP 0,1 mg.L",
respectivamente, 70,0% e 66,7%. As menores percentagens
(10,0% e 12,5%) foram obtidas nos tratamentos com ANA
0,5 mg.L"' mais BAP 0,1 mg.L' e sem regulador de cresci-
mento, respectivamente. Os tratamentos de maior converséo
de embrides zigdticos em plantula apresentaram maior com-
primento medio das raizes (36,5 e 43,9 mm), o que evidencia
o principal papel da auxina (ANA 0,5 e 1,0 mg.L"', respecti-
vamente) na formacao de raizes (Tabela 1).

TABELA 1. Respostas de embrides zigdticos de acaizeiro em
meio de cultura MS modificado, suplementado
com diferentes combinacdes de ANA e BAP apds
30 dias de cultivo'.

Meédia crescimento

ANA BAP Plantula® Embrido* prom,
(mg.L7} {mg.L") Normal Anormal B Easpasta Raiz P. aérea
1:0 1.0 55,6a 00,0 b 44,4 abc 299 11,8
1,0 0.5 44,5ab 33,3 ab 22,2 bced 24,7 10,9
1,0 0.1 66,7 a 22,2 ab 11.1 bcd 43,9 10,4
0,5 1.0 50,0ab 40,0 ab 10,0 cd 34,6 13,0
0.5 0.5 700a 30,0 ab 00,0 d 36,5 13,8
0.5 0.1 10,0 b 40,0 ab 50,0 abc 22,9 6,2
0.1 1.0 25,0ab 62,5 a 12,5 bed 26,5 9,7
0,1 0.5 44,5ab 11,17 b 44,4 abc 28,2 14,8
0,1 0.1 33,3 ab 11,17 b 55,6 ab 35,0 10,6
0.0 00 125 b 125 b 75,0 a 33.4 12,2

"Sais basicos e vitaminas de MS; 0.,17g.L' NaH,PQ,, carvao ativado 0,2%, pH5,8;
‘Comparacao de média através do programa Estat: médias seguidas de mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Duncan, em nivel de 5% de significancia.
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Em meio de cultura sem regulador de crescimento,
75% dos embrides ndo desenvolveram e quando & concen-
tracdo de BAP 1,0 mg.L' mais ANA 0,1 mg.L"' 62,5% dos
embrides formaram plantulas anormais (atrofiadas). Esses re-
sultados demonstraram que em concentracado elevada da
citocinina (BAP 1,0 mg.L') em relacdo a auxina
(ANA 0,1 mg.L") ha formacdo anormal de plantulas e que, na
auséncia de regulador de crescimento, os embrides de acai-
zeiro ndo diferenciam. Na maior concentracdo da auxina
(ANA 1,0 mg.L'), em relacdio a menor da citocinina
(BAP 0,1 mg.L"), as raizes 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 formacdo de raizes e para citocinina favo-
rece a formacdo de parte aérea, desde gque o suprimento
exdégeno seja superior a 0,5 mg.L"' e relacdo citocinina/auxina
igual a 1,0 ou inferior a 5,0 mg.L'. Também foi observado
que tanto raizes quanto parte aérea cresceram menos
em meio de cultura contendo BAP (0,1 mg.L') e ANA
(0,5 mg.L"), 6,2 e 22,9 mm, respectivamente.

Esses resultados corroboram aqueles obtidos por
Llano-Agudelo & Gonzalez-Rosas (1994), que produziram
plantulas /n vitro de abacate (Persea americana) a partir de
embrides zigéticos, isolados de sementes maduras, em meio
de cultura contendo a auxina (AIB 0,3 mg.L') mais a citocini-
na (cinetina 0,1 a 0,3 mg.L"). Entretanto, Matews &
Rao (1984) produziram plantulas de pimenta-do-reino a partir
da germinacdoc de sementes maduras em meio béasico de
White sem regulador de crescimento, mas quando utilizaram
sementes verdes (imaturas) ndo obtiveram plantulas, todavia
essas sementes induziram calos na periferia em meio bdasico
MS com diferentes concentracdes das auxinas (2,4-D; NOA;
e outras) e citocininas (BAP, cinetina e 2ip). Tais resultados
demonstraram que, dependendo da espécie, € necessario um
suprimento exégeno de regulador de crescimento e num ba-
lanco adequado (auxina x citocinina) para formacdo de plan-
tula, sendo este aspecto demonstrado neste trabalho.
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CONCLUSOES

Este trabalho permite as seguintes conclusdes:

- € possivel a conversdo /n vitro de embrides zigo6-
ticos isolados de sementes maduras de acaizeiro em plantu-
las;

- € necessario o uso de reguladores de crescimen-
to (auxina e citocinina) em meio de cultura MS modificado
para a conversdo dos embrides em plantulas.
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