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RESUMO s

Os objetivos do presente trabalho foram estabelecer protocolos basicos para a instalagio de culturas
vidveis de embrides zigoticos de Euterpe oleracea Mart. e regenera¢io de plantas. A embriogénese foi
induzida em meio de cultura basico MS, com 0,6 % de agar, 0,25 % de carvdo ativado, 3 % de sacarose,
500 mg.L'l de caseina hidrolisada e suplementado com 339,36 uM de 2,4-D. A manutengio e
multiplicagdo das culturas no estigio globular foram alcan¢adas com a transferéncia para meio secundirio
MS suplementado com 0,6 % de agar e 2 % de sacarose, na presenga de 0,537 uM de ANA e de 12,30
UM de 2iP. Para a conversio dos‘ embrides somaticos em plantulas, as culturas foram transferidas para
meio tercirio % MS, suplementado com 0,6 % e igar e 1 % de sacarose, na auséncia de reguladores de
crescimento. O processo embriogenético foi direto sem a formagdo de calos ¢ em algumas culturas foi
verificada a formag3o de embrides somdticos a partir dos primeiros embrides somaticos diferenciados,
configurando um modelo embriogenético secundario ou repetitivo de alta frequéncia e longa duragdo.
Este modelo apresenta a possibilidade de obtengio de um padrio continuo de produgido de embriSes
somaticos com riscos minimos de alteragdes genéticas e grande potencial de aplicabilidade em estudos de
eventos bioquimicos e fisiolégicos relacionados com a determinacio, no resgate de embrides

interespecificos, obtengdo de linhagens e na conservagio in vitro de E. oleracea Mart.

PALAVRAS-CHAVE: micropropagacio, embriogénese somatica, embribes zigoticos, agaizeiro, cultura

de tecidos.
INTRODUCAO

A perspectiva de exploragdo socio econdmico de espécies frutiferas nativas da
regido Amazdnica tem sido crescente nos Gltimos anos. Dentre elas, destaca-se o
agaizeiro (Euterpe oleracea Mart.), pelas suas diferentes possibilidades de uso € o
potencial de comercializagdio de produtos e subprodutos no mercado nacional e
internacional.

Grande parte da produgio de frutos e palmito de agai provém do extrativismo
praticado em 4reas de popula¢des naturais (Siqueira et al., 1998). A utilizagio de
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técnicas de propagacgdo pouco eficientes e a auséncia de material genético melhorado
tém contribuido negativamente para a exploragdo racional e econdmica dessa espécie.

Programas de melhoramento tém sido implementados por diversas instituigdes
de pesquisa na regido, com énfase a selecdo de materiais com caracteristicas
agrondmicas de interesse. Neste contexto, as técnicas de cultura de tecidos, quando
integradas em programas de melhoramento genético, sdo um valioso instrumento para o
intercimbio e preservagdo de germoplasma, multiplicagdo de gendétipos, obtengdo de
transformantes via engenharia genética, introgressdo de genes, quebra de barreiras de
incompatibilidade genética, obtencdo de hapléides, dentre outras aplicages (Ferreira et
al., 1998). Informagdes sobre a propagacio in vitro de agaizeiro sdo escassas.

Os objetivos do presente trabalho foram estabelecer protocolos basicos para a
instala¢@o de culturas viaveis de embrides zigdticos de E. oleracea Mart. e regeneragio

de plantas.

MATERIAL E METODOS

Frutos maduros, com peso médio de 2,35 gramas, oriundos da cole¢do de
acessos de acaizeiro da Embrapa Amazénia Oriental, foram lavados em dgua corrente ¢
submetidos ao despolpamento em 4gua a 40'C. As sementes foram desinfestadas em
cdmara de fluxo laminar, com a imersdo em 4lcool etilico a 70 % por dois minutos e, em
seguida, em solugdo de NaClO a 2 % por 20 minutos sob agitagdo e lavadas quatro
vezes em agua destilada e autoclavada. Os embrides zigéticos, excisados de sementes
assépticas sob cimara de fluxo laminar, foram inicialmente inoculados em meio de
cultura basico MS (Murashige & Skoog, 1962), com 0,6 % de agar, 0,25 % de carvdo
ativado, 3 % de sacarose, 500 mg. L™ de caseina hidrolisada e suplementado com seis
concentragdes de 2,4-D (113,12; 226,24; 339,36; 454,48; 565,61 e 678,73 uM).

As culturas embriogenéticas iniciadas no meio primario foram transferidas, aos
85 dias de cultura, para meio secundiario MS com 0,6 % de égar, 2 % de sacarose, 0,537
UM de ANA e 12,30 uM de 2iP. Aos 150 dias de cultura, foram transferidas para meio
terciario Y2 MS, com 0,6 % e agar e 1 % de sacarose, na auséncia de reguladores de
crescimento.

Avaliaram-se a frequéncia embriogenética obtida pela percentagem de culturas
embriogenéticas em relagdo ao total de explantes do meio primario (A), o numero de
embrides somaticos por explante (B); a eficiéncia embriogenética (A X B)/100 (Lazzeri
et al., citados por Guerra, 1989); frequéncia embriogenética obtida pela percentagem de



culturas embriogenéticas em relagfo ao total de explantes do meio secundério, o nimero
de embrides somiticos na fase bipolar e o nimero de plantulas regenemdas por cultura.
As avaliagGes qualitativas consistiram da caracterizagio dos estdgios embriogenéticos e
do comportamento das culturas.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 26 C
+ 2, umidade relativa do ar média em torno de 70 % e fotoperiodo de 16 horas de luz

branca fria (52 pmol.m'z.s" de irradidncia)/oito horas de escuro.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Aos 40 dias” de cultura, nos embriGes ziglticos cultivados em meio
suplementado com 339,36; 454,48 e 565,61 uM de 2,4-D foi observada a inicia¢do de
estruturas embriogenéticas granulares. Aos 60 dias de cultura, sob essas estruturas,
agregados de embrides somiticos globulares tipicos de coloragdo amarelada foram
visualizados, sendo facilmente destacados do tecido matriz. Resultados semelhantes
foram obtidos por Guerra & Handro (1998) em embrides zigéticos maduros de Euterpe
edulis Mart. cultivados em meio inicial com 454,48 yM de 2,4-D. O comportamento
morfogenético pode ser caracterizado por dois aspectos: a iniciagio embriogenética
ocorreu diretamente a partir da formagdo de tecido embriogenético de aspecto granular
na regido do né cotiledonar e em nenhum caso foi verificada a iniciagdo a partir dos
tecidos da lamina cotiledonar (haustorio), concordando com observado por Guerra &
Handro (1998). Aos 35 dias apds a transferéncia para meio secundério, verificou-se o
inicio da progressio dos embrides para o estigio de desenvolvimento bipolar nos
explantes pré-cultivados em meio com 339,36 uM de 2,4-D.

Apesar dos tratamentos primdrios com 454,48 e 565,61 uM de 2,4-D terem
induzido a iniciagdo de estruturas pro-embriogenéticas na fase inicial, observou-se alta
intensidade de oxidagdo dos explantes, menor nimero de embrides somaticos por
explante e paralisacdo do desenvolvimento dos embrides somadticos no estdgio globular,
sem a progressdo para os estagios subseqiientes, aos 150 dias de cultura (Tabela 1). De
acordo com Vasil (1982) a competéncia embriogénica é adquirida nos primeiros
estagios de cultura na presenga de 2,4-D. Provavelmente as altas concentrages, apesar
de terem induzido uma competéncia embriogenética nos explantes no meio primario,
podem ter alterado o desenvolvimento da rota morfogenética, promovendo a paralisagdo

do desenvolvimento dos embrides no meio secundario.



Outros aspectos observados foram que o desenvolvimento embriogenético nio
foi sincronizado e a formagdo de embrides somaticos a partir doé primeiros embrides
somaticos diferenciados, configurando um modelo embriogenético secundario ou
repetitivo de alta frequéncia e longa duragdo. Aos 30 dias ap6s a transferéncia das
culturas para meio %2 MS, na auséncia de reguladores de crescimento, foi detectado o
inicio da maturagdo dos embrides somdticos e, aos 60 dias, a conversio de plantulas
normais (Tabela 2).

Este modelo apresenta grande potencial de aplicabilidade em estudo de eventos
bioquimicos e fisiol6gicos relacionados com a determinagio, no resgate de embrides

interespecificos, obtengdo de linhagens e na conservagio in vitro de E. oleracea Mart.
CONCLUSOES

- A expressio de um modelo de embriogénese somitica direta, repetitiva e ndo
sincronizada e com alta eficiéncia e frequéncia embriogenética € alcangada em embriGes
zigbticos maduros cultivados em meio primiario MS suplementado com 24-D e
transferidos para meio secundirio MS na presenca de ANA e 2iP.

- A maturagio de embrides somidticos e a conversdo em plintulas normais sdo obtidas

em meio ¥2 MS, na auséncia de reguladores de crescimento.
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TABELA 1 - Médias da frequéncia embriogenética (FRE), do numero de embrides
somaticos (NES) por cultura e da eficiéncia embriogenética (EFE) de embrides
zigbticos maduros de Euterpe oleracea Mart. cultivados em meio secundirio MS na
presenga de 0,537uM de ANA e 12,30 pM de 2iP, aos 150 dias de cultura. Embrapa
Amazdnia Oriental, Belém, PA, 2000.

Meio primériec FRE (%) ' NES EFE Observagdes
(M 2,4-D) (A) (B) (A X B)/100
339,36 86,7 25,5 22,1 Embriogénese repetitiva e ndo

sincronizada e  embrides
somdticos em todos os
: estagios.

454,48 60,0 12,5 7,5 Leve oxidagdo dos embrides
somaticos no estagio globular
e regressdo das culturas.

565,61 37,7 4,8 1,8 Oxidagio intensa dos
embrides somaticos no
estiagio globular e regressdo
das culturas.

"média de culturas embriogenéticas em relagio ao total de explantes do meio primario.

TABELA 2 - Médias da frequéncia embriogenética (FRE), do niimero de embrides
somaticos na fase bipolar (NEB) e do niimero de plantulas regeneradas
(NPR) por cultura, a partir de embrides zigéticos maduros de Euterpe
oleracea Mart. cultivados em meio %2 MS, na auséncia de reguladores de
crescimento, aos 210 dias de cultura. Embrapa Amazénia Oriental,

Belém, PA, 2001.
Meio primario FRE' NEB NPR Observagdes
UM 2,4-D) (%)

339,36 923 16,3 14,8 Maturagio e germinagdio dos
embrides somaticos, embriogénese
repetitiva e ndo sincronizada.

454,48 33,3 0 0 Embriogénese paralisada no estagio
globular, sem progressio das
culturas.

! média de culturas embriogenéticas em relagdo ao total de explantes do meio secundario.




