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RESUMO

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) é uma palmeira nativa da Amazoénia brasileira,
sendo o Para o principal centro de dispersdo natural desta espécie. O acaizeiro
possui importancia econdmica com a producédo de frutos e palmito e, cultural na
confeccdo de artesanatos além de sua importdncia para a sobrevivéncia como
ingrediente bésico na alimentacdo das comunidades ribeirinhas. A busca pelo
acaizeiro aliado a formas inadequadas de utilizacdo, propagacédo e ciclo de vida
longo das palmeiras resultam em uma exploracdo desorganizada desta espécie.
Diante disso, as técnicas de cultivo in vitro mostram-se como alternativa para auxiliar
a propagacdo do acaizeiro. A embriogénese somatica tem sido a técnica in vitro
mais utilizada na propagacdo em massa das palmeiras, visto que facilita a producéo
de mudas elite em grande escala, reduz o tempo dos programas de melhoramento e
torna o trabalho de producdo de mudas menos complexo. Este trabalho teve por
objetivo estudar a germinacgéo in vitro de embrifes zigoticos de acaizeiro (Euterpe
oleracea Mart.), determinar o substrato mais favoravel para a germinacéo e elucidar
as etapas morfolégicas durante a germinacdo. Além disso, buscou-se otimizar o
protocolo de embriogénese somatica por meio do uso de segmentos foliares obtidos
de plantas germinadas in vitro e embriées zigoéticos, e determinar, entre eles qual
explante € mais responsivo quanto formacdo de calos. Para a germinacdo foram
utilizados trés substratos; papel filtro e 4gua, agar-agua e meio de MS (Murashige;
Skoog, 1962) suplementado com 10 mg.L! de mio-inositol, 30 g.L"! de sacarose e
9,0 g.L! de agar. Para a embriogénese somatica a partir de embrides zigéticos (EZ),
foram avaliados o efeito das concentracdes de 0, 50 e 100 mg L de 2,4-D em meio
MS contendo carvédo ativado, e das concentragées 0, 1,5 e 3,0 mg L't em meio MS
isento de carvao ativado. A embriogénese somatica a partir de seguimentos foliares
partiu das plantulas germinadas in vitro no experimento de germinacdo, foram
avaliados o efeito das auxinas 2,4-D, nas concentracdes de 0, 1,5 e 3,0 mg L™
Como resultados, verificou-se que o uso dos substratos papel filtro e agua e agar-
agua nao possibilitaram a germinacédo dos EZ, por outro lado o substrato com MS
mostrou 79% de germinacdo. A embriogénese somatica a partir de EZ como



explante foi superior a realizada com o uso de seguimentos foliares, que apresentou

de oxidacdo e baixo numero de calos formados.

Palavras-chave: acai, embriogénese somatica, embribes zigdticos, seguimentos

foliares.



ABSTRACT

The Acai Palm (Euterpe oleracea Mart.) is a palm native to Brazilian Amazon Forest
and the state of Para is the main center of natural dispersion of this species. The
Acai Palm has economic importance to the production of fruits and palmito,
furthermore, it still has cultural role in the making of handicrafts, besides its
importance to the survival as a basic ingredient in the feeding of the riverside
communities. The search for the acai palm tree added to the inadequate forms of
use, propagation and long life-cycle of the palm trees result in a disorganized
exploration of this species. This said, the in vitro culture techniques are introduced as
an alternative to boost the propagation of the acai palm. Somatic embryogenesis has
been the most widely used in vitro technique for mass propagation of palm trees,
because it facilitates the large-scale production of elite seedlings, reduces the time of
breeding programs and makes seedling production less complex. The goal of this
study is to study the in vitro germination of acai palm zygotic embryos, in order to
determine the most favorable substrate for germination and clarify the morphological
stages during germination. In addition, we sought to optimize somatic embryogenesis
protocol by using leaf segments got from in vitro germinated plants and zygotic
embryos, and to determine, among them, which explant is more responsive to callus
formation. For the germination, three substrates were used: paper filter and water,
agar-water and MS mean (MURASHIGE; SKOOG, 1962) supplemented with 10
mg.L-1 myo-inositol, 30 g.L-1 sucrose and 9.0 g.L-1 agar. For the somatic
embryogenesis obtained from zygotic embryos (ZE), the effect of concentrations of O,
50 and 100 mg L of 2,4-D on MS mean containing activated carbon was evaluated,
and the concentrations of 0, 1.5 and 3.0 mg L in activated carbon free MS mean.
For somatic embryogenesis got from leaf segments of germinated seedlings in vitro,
in the germination experiment, the effect of 2,4-D auxins at concentrations of 0, 1,5
and 3,0 mg L-1 were evaluated. It was verified that use of the filter paper substrates
and water and agar-water did not allow the germination of the ZE, on the other hand,
the substrate with DM showed 79% of germination. The somatic embryogenesis from
ZE as explant was superior to that performed with the use of foliar sequences, which

presented 56% of oxidation and low number of callus formed.



Keywords: Acai palm, somatic embryogenesis, zygotic embryos, foliar segments.
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1. INTRODUCAO

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) € uma palmeira nativa da Amazobnia
Brasileira, pertence a familia Arecaceae e é considerada a espécie mais importante
de seu género (OLIVEIRA; NETO; QUEIROZ, 2015). A E. oleracea, apresenta
distribuicdo, tropical e subtropical, sendo o estado do Pard o principal centro de
dispersdo natural desta espécie (JEFFREY; CRONQUIST, 1984; JONES;
DRANSFIELD, 1995).

Na regido do estuario amazénico, onde se encontram as maiores populagdes
dessa espécie, 0 acaizeiro € também conhecido como Acai-do-Para, acai-do-Baixo
Amazonas, acai-de-touceira, acai-de-planta e acai- verdadeiro (OLIVEIRA; NETO;
PENA, 2007a). A espécie é amplamente cultivada no estuario do rio e sua producao
chega representar 90% da producéo de frutos do pais (CARVALHO; NASCIMENTO,
2018; HOMMA et al., 2016).

Ocorréncias espontaneas também sdo encontradas nos estados do
Amazonas, Maranhdo e Mato Grosso (NOGUEIRA; FIGUEIREDO; MULLER, 2005).
Rompendo as barreiras nacionais, 0 agaizeiro ocorre em outros paises da América
do Sul (Venezuela, Colémbia, Equador, Suriname e Guiana) e da América Central
(Panamda) (HENDERSON, 2000).

E. oleracea possui importancia econémica, social e cultural (HOMMA et al.,
2016). A producao de frutos e palmito tem movimentado anualmente mais de dois
bilhdes de reais no estado do Pard e, no estado do Amapa, mais de duzentos
milhdes de reais, e destes, 150 milhdes de reais apenas com a producdo da polpa
em ambos os estados (IBGE, 2015; OLIVEIRA; NETO; QUEIROZ, 2015).

O acaizeiro pode ser utilizado de inumeras formas: como ornamental; na
construcdo rustica de casas e pontes; uso medicinal como vermifugo e antidiarreico;
na producédo de celulose para fabricagdo do papel Kraft, a polpa dos frutos e o
palmito sdo utilizados na alimentacdo; o endocarpo na confeccdo de biojdias e na
constituicdo de racdo animal e também na adubagdo (OLIVEIRA; NETO; PENA,
2007a).

O acaizeiro possui duas vias principais de reproducao, sexuada e assexuada.
A via mais viavel para os produtores € a propagacao sexuada, realizada por meio do

uso das sementes, principalmente, se o foco for producdo em larga escala
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(NASCIMENTO; CARVALHO; OLIVEIRA, 2011). A propagacdo assexuada pode ser
feita pela retirada de brotacdes que emergem da regido abaixo do coleto da planta
(CARVALHO; NASCIMENTO, 2018), no entanto, a porcentagem de brotacGes que
sobrevivem apds o plantio € baixa, permitindo no maximo a producdo de 60% de
mudas por ano (OLIVEIRA; NETO; PENA, 2007b).

Outros fatores limitantes na propagacédo assexuada sdo a necessidade de
mao-de-obra e a variacdo genotipica que influencia diretamente na quantidade de
brotacdes, fazendo com que a planta apresente um estipe solitario (OLIVEIRA;
NETO; PENA, 2007b).

O potencial econdmico aliado as formas inadequadas de utlizacdo e
propagacdo do acaizeiro acarretam uma exploracdo desorganizada desse recurso
(TAGORE, 2017), como ocorreu nos anos 60, quando a extracdo exacerbada do
palmito quase resulta na extincdo da palmeira Jucara (Euterpe edulis Mart.) que
antes da ascensdo do acaizeiro era 0 maior alvo dos exploradores de palmito
(NOGUEIRA, 1997).

Diante da importancia socioeconémica da espécie, € importante avancar nas
pesquisas sobre o acai, seja na area da producdo em larga escala de mudas ou
melhoramento genético, uma vez que alguns estudos foram realizados apenas com
interesse de estabelecer protocolos de embriogénese somatica (CARVALHO,;
NASCIMENTO, 2018; OLIVEIRA; NETO; QUEIROZ, 2015; OLIVERA FREITAS et
al., 2016; SCHERWINSKI-PEREIRA, Jonny Everson et al., 2012).

As técnicas de cultura de tecidos in vitro se aplicam como alternativa para
auxiliar a propagacdo desta espécie e producdo de mudas de alta qualidade
(ALMEIDA, 2009). No caso das palmeiras, devido ao seu ciclo vida longo e
auséncia de métodos convencionais de propagacdo vegetativa, as técnicas de
melhoramento necessitam de um tempo maior até alcancarem resultados
significativos (FARIAS NETO et al., 2005).

As técnicas de cultivo in vitro, em especial a embriogénese somatica, tém sido
utilizadas na propagagdo em massa das Arecaceas por apresentar a maior taxa de
multiplicagcdo quando comparada com qualquer outro método de propagacao (LEDO,
A. et al., 2001; NOGUEIRA; FIGUEIREDO; MULLER, 2005), uma vez que facilita a

producdo de mudas de material elite em grande escala, acelera os programas de
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melhoramento que, no caso das palmeiras, devido seu longo ciclo de vida torna o
trabalho mais complexo e extenso (LEDO, A. da S. et al., 2002; TISSERAT, 1987).
Assim, este trabalho busca estudar a germinacéao in vitro de Euterpe oleracea.
em diferentes substratos e otimizar o protocolo de embriogénese somatica a partir
de seguimentos de tecidos foliares jovens e caracterizar morfologicamente os

estagios envolvidos em cada processo.
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2.  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Euterpe oleracea, Mart. tipo branco

Euterpe oleracea Mart. tipo branco, conhecida popularmente como acai
branco, € mais raro em comparacdo com o0 acai roxo (Euterpe oleracea) e tem
grande procura no comércio local (ARAUJO, 2017; CALZAVARA, 1972). E uma
espécie perene e elegante, pertencente a familia Arecaceae, que abrange,
aproximadamente, 200 géneros e cerca de 2600 espécies com distribuicao
geografica tropical e subtropical (OLIVEIRA; CARVALHO; NASCIMENTO, 2000;
OLIVEIRA; NETO; PENA, 2007b).

O acai branco juntamente com o preto, sdo 0s dois principais tipos dentro do
seu género (SILVEIRA, 2017). O tipo roxo, € amplamente estudado e possui
diversos estudos sobre sua composicdo (ROGEZ, 2000; SANCHES; OLIVEIRA,
2011; SOUSA; OLIVEIRA; NETO, 2015), em contraste, 0 acai tipo branco possui
poucas informacdes sobre sua composicdo (RODRIGUES et al., 2006; SANCHES;
OLIVEIRA, 2011; SOUSA; OLIVEIRA; NETO, 2015).

O acaizeiro distribui-se por toda a regido amazonica de forma natural e se
organizam em aglomerados que recebem o nome de acaizais, tendo como principal
caracteristica a ocorréncia nas areas de varzeas (NOGUEIRA, 1997).

No Brasil, o agaizeiro (E. oleracea) ocorre de forma espontanea nos estados
do Amapa, Maranhéo, Par4, Tocantins e Mato Grosso. A espécie também pode ser
encontrada em outros paises como a Guiana, Guiana Francesa, Suriname,
Venezuela e Coldmbia (BALICK, 1986; CAVALCANTE, 1991; MACEDO, 1995;
ROOSMALEN, VAN, 1985). Uma distribuicdo mais ampla é apresentada na literatura
por Henderson e Galeano, (1996), que apontam a ocorréncia de acaizeiro no

Panama, Equador e Trinidad.
2.2. Variedade
O acaizeiro estd disseminado por todo o estuario amazénico e apresenta

vasta diversidade em caracteristicas morfolégicas (MULLER 2005). Séo

diferenciadas de acordo com a coloracao dos frutos maduros, pela forma, tamanho e
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peso dos cachos, quantidade de perfilhos na touceira, pela forma e como o cacho se
ramifica e pela consisténcia do suco extraido dos frutos (acai) de Euterpe oleracea
(OLIVEIRA et al., 2002).

Etnovariedades ou etnoespécies sdo conhecidas por populagdes ribeirinhas
na regido amazoénica que as denominam de acai-roxo (comum), agai-branco, acai-
acu, acai-sangue-de-boi, acai-espada, acai-tinga e acai-chumbinho (JARDIM,;
OLIVEIRA, 2014).

Diversas variedades de E. oleracea foram identificadas por pesquisadores do
Museu Paraense Emilio Goeldi, afirmaram que muitas outras variedades estao
ameacadas de extingdo sem mesmo termos conhecido (CANTO, 2001).

De acordo com Rogez, (2000) apenas dois tipos de acaizeiros sao
comercializados. O acai preto, conhecido assim por apresentar frutos com epicarpo
contendo coloracao violacea quando maduro, € mais comum e mais comercializado.
Ja o acai-branco apresenta frutos com coloracdo verde mesmo maduro, mais raro,

porém com grande procura no comercio.

2.3. Euterpe oleraceae

O acaizeiro pode possuir até 25 estipes por touceira com diferentes niveis de
desenvolvimento. As plantas adultas podem apresentar de 3m a 20m de altura e de
7 cm a 18cm de diametro, possuindo em seu apice de 8 a 14 folhas (HENDERSON;
GALEANO, 1996). Seu caule (estipe) é cilindrico, liso, acinzentado e geralmente
com manchas ocasionadas por liquens. Os estipes apresentam noés definidos por
toda sua extensdo, com entrend medindo aproximadamente 11 cm (OLIVEIRA,;
CARVALHO; NASCIMENTO, 2000).

As folhas, sdo compostas, ramificadas de arranjo espiralado, com 40 a 80
pares de foliolos, opostos ou sub-opostos e organizado em intervalos regulares
(OLIVEIRA; CARVALHO; NASCIMENTO, 2000). Os foliolos sdo pendentes nos
individuos adultos e horizontais nos individuos jovens, apresenta base mais aberta e
extremidade apical pontiaguda, apresentando comprimento entre 20cm a 50cm e
largura entre 2cm a 3cm (PRANCE, G.T.; SILVA, 1975). Cada foliolo possui uma
nervura central, proeminente na face adaxial e mais dois conjuntos com duas ou trés

nervuras, proeminentes na face abaxial, distribuidos de maneira uniforme em
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relacdo ao plano de divisao da nervura central. O comprimento da bainha foliar pode
ser de 1,0m, podendo variar de 0,6m a 1,5m (HENDERSON; GALEANO, 1996). As
folhas apresentam comprimento de até 2 m quando adultas (NOGUEIRA, 1997).

Possui inflorescéncia classificada como infrafoliar, com 5 peddnculos medindo
entre 5cm e 15cm e diametro entre 2,7cm e 4,0cm (HENDERSON; GALEANO,
1996). E envolvida por duas bracteas: uma espatela ligular e uma espata de formato
(VENTURIERI, 2015). ApGs a abertura da espata, a espatela cai e expbe a
inflorescéncia do tipo cacho, mostrando um namero ndo uniforme de raquilas, onde
as flores estdo inseridas. As flores estéo dispostas em triades, organizadas de forma
que cada flor feminina fique ao lado de duas flores masculinas (CAVALCANTE,
1991; HENDERSON; GALEANO, 1996), ha uma excecdo em relacéo ao fim de cada
raquila que apresenta somente flores masculinas, o que resulta em uma
porcentagem de 80,5% de flores masculinas e 19,5% de flores femininas
(CALZAVARA, 1972).

O fruto do acaizeiro é carnoso e globoso, exibe residuo do estigma
lateralmente e possui diametro de 1 cm a 2 cm e peso de aproximadamente 1,5g. O
epicarpo, no acai branco, € verde e no preto é atro-violacea (VENTURIERI, 2015). O
mesocarpo é polposo, com cerca de 1 mm de espessura que envolve o endocarpo
volumoso e duro apresentando em seu interior uma semente, com embrido pequeno
e endosperma volumoso (CAVALCANTE, 1991; HENDERSON; GALEANO, 1996;
OLIVEIRA; CARVALHO; NASCIMENTO, 2000).

O sistema radicular do agaizeiro é fasciculado, com raizes que emergem do
estipe a uma altura de aproximadamente 30 cm a 40 cm acima da superficie do
solo (HENDERSON; GALEANO, 1996). As raizes jovens exibem cor avermelhada
por conta das antocianinas presentes (MARKAKIS, 1982).

2.4. Importancia econdmica

A palmeira do acaizeiro (Euterpe oleracea) se destaca por estar presente em
guase toda a area amazonica e por seu valor para as populagdes locais, sendo uma
das espécies pioneiras e mais importantes para as agroindustrias de palmito
(CORREA, 2017).
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Além da importancia econémica do palmito, o alto preco seguido da grande
procura pelo suco extraido dos frutos aumenta o interesse pelo cultivo desse vegetal
(BARRETO et al., 2012). O consumo do suco do acai ndo se limita a regido
amazonica ou as demais regibes do Brasil, a exportacdo desse produto para o
exterior carrega consigo altos valores monetarios (NOGUEIRA, 1997a; TAVARES;
HOMMA, 2015).

A utilizacdo do acaizeiro vai além do uso do suco ou do palmito, a palmeira
pode ser aproveitada quase em sua totalidade (LIMA, 2015). Os frutos podem ser
utilizados pra fazer mingau, creme, picolé, sorvete, licor, geleia adubo orgénico,
racdo animal, antidiarreico, corante e acessorios de artesanato (OLIVEIRA;
CARVALHO; NASCIMENTO, 2000), das folhas pode-se fazer cobertura de casas,
parede, cesto, tapete, esteira, adorno, cobertura morta, adubo organico e abanador
(CALZAVARA, 1972; NOGUEIRA, 1997). Dos cachos a utilizacdo pode ser na
criacdo de vassouras e no solo como adubo organico e cobertura morta; do estipe
realiza-se construcfes de casas, pontes, cercados, currais, utiliza-se como lenha e
extrai-se a celulose para a fabricacdo de papel; a parte da raiz serve como
antiverminoso (NOGUEIRA, 1997b; OHASHI; KAGEYAMA, 2004).

No estuario amazonico as atividades como extracdo de palmito e/ou do suco
do acai sdo responsaveis por mais de 25.000 empregos, gerando renda de mais de
40 milhdes de reais de receitas (NETO; VASCONCELOS; SILVA, 2010; VALLES,
2013). Por ser uma atividade extrativista esse recurso ndo gera impostos para o
municipio o que o torna a principal fonte de economia familiar da regido
(BRONDIZIO, 2008).

A exportacdo do palmito do acaizeiro para as demais regides do pais e para o
exterior colocou a espécie em evidéncia na economia paraense (HOMMA et al.,
2006). Os palmitos processados e classificados como de maior qualidade sé&o
exportados para o exterior, chegando ao valor de US$3,00/kg, a0 mesmo tempo em
gue os menos qualificados sdo comercializados a US$0,51/kg (ROGEZ, 2000).

O palmito na regido amazonica tem se mostrado uma forte fonte de renda, por
outro lado, o alto preco dos frutos do acaizeiro aumenta o interesse pelo cultivo do
acaizeiro nas comunidades rurais espalhadas por todo estuario amazonico
(NOGUEIRA, 1997; TAVARES; HOMMA, 2015). Conhecendo o potencial da regido

que atualmente € a maior exportadora do mundo, aumentam a producédo desse
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recurso através dos conhecimentos de cultivo e manejo (BENTES; HOMMA,;
SANTOS, 2017).

Os principais importadores de suco do acai produzido no Para sdo os Estados
Unidos e o Japdo. Em 2012 os americanos foram responsaveis por 84,65% da
exportacao paraense, seguido do Japédo com 10,12% (SANTANA, 2012). Ainda no
ano de 2012 a exportacdo atingiu 6.061.194 kg de polpa de acai, o que equivale em
US$ 17 milhdes. Em 2013 foram exportados 4.559.021 kg de polpa, quantia
equivalente a mais de US$12,38 milhdes. No ano de 2014, US$ 22,523 em milhdes
chegaram a economia paraense, o que corresponde a 84% do total de exportacdo
de sucos do Para (TAVARES; HOMMA, 2015).

Diante disso, alguns estudos mostram que o preco por tonelada de acai (US $
3,22 milhdes) supera em valores monetarios ao preco por tonelada de soja (US $
2.208) ou a castanha-do-Paré (US $ 2.415) (YAMAGUCHI et al., 2015).

2.5. Propagacao

O acaizeiro se propaga tanto pela via sexuada quanto pela assexuada. Na via
sexuada ocorre a propagacao por meio da germinacado das sementes enquanto na
via assexuada, a propagacdo € realizada através da retirada dos perfilhos jovens
gue surgem na intercessao entre a raiz e o caule da palmeira (CALZAVARA, 1972;
OLIVEIRA; NETO; QUEIROZ, 2015). No entanto, o0 processo assexuado pode nao
apresentar resultados eficientes, pois em algumas plantas, independente do
ambiente, ndo possuem a capacidade de emitir brotacdes, resultando em um
trabalho cansativo e pouco produtivo (OLIVEIRA et al., 2002).

O acaizeiro por ser uma espécie originaria de cruzamentos, demonstra alto
nivel de variacdo entre seus caracteres, como por exemplo, os tipos: branco e o
roxo. Com isso, a capacidade de variacao dificulta os programas de melhoramento
com palmeiras, que por sua vez ja apresentam dificuldades em trabalhos com
palmeiras devido suas caracteristicas de planta perene (FREITAS, 2014
NOGUEIRA; FIGUEIREDO; MULLER, 2005).

Diante do exposto e na busca de patamares mais elevados de produtividade
em termos de quantidade de fruto e polpa produzida, evidencia-se a necessidade de

mais estudos sobre técnicas de propagacdo e melhoramento desta espécie
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(OLIVEIRA et al., 2002; OLIVEIRA; NETO; QUEIROZ, 2015; TAVARES; HOMMA,
2015).

A cultura de tecidos permite a formacéo de mudas livres de virus ou qualquer
outro patégeno, mudas uniformes e selecionadas de um gendtipo superior em um
tempo inferior a propagacao feito com técnicas tradicionais (LAKSHMANAN, 2006;
MARTINS-CORDER; SALDANHA, 1999; SCHERWINSKI-PEREIRA, Jonny Everson
et al., 2012; TORRES et al., 1998).

A embriogénese somatica € a técnica mais utilizada na cultura de tecidos para
a propagacdo de palmeiras (LUIS, 2013). Essa técnica permite a formacgéo de
milhares de embrides a partir de um explante sem a necessidade de reproducao
assexuada (LEDO, A. da S.; LAMEIRA; MENEZES, 2002; ZIMMERMAN, 1993). As
células séo induzidas a seguirem rotas que as levam a se desdiferenciarem dando
formacdo a novas plantulas (GUEYE et al., 2009). Esta técnica sO € capaz de ser
realizada devido a plasticidade das células vegetais (FEHER, 2008).

Assim, por meio de mais estudos no ramo do cultivo in vitro, busca-se o
aprimoramento das técnicas de embriogénese somatica. Nos ultimos anos, trabalhos
realizados com Euterpe oleracea (acai), estdo sendo realizados objetivando o
dominio dessa técnica (LEDO, A. et al, 2001; LEDO, A. da S.; LAMEIRA;
MENEZES, 2002; OLIVERA FREITAS et al., 2016; SCHERWINSKI-PEREIRA, Jonny
Everson et al., 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a germinacao in vitro de embribes zigoticos de Euterpe oleracea e

otimizar o protocolo de embriogénese somatica.

3.2. Objetivo especifico

o Germinar embrides zigoticos em diferentes meios de cultura a partir do
resgate de embrides;

o Determinar o substrato mais favoravel para a germinagcédo de embrides
zigGticos in vitro;

o Otimizar o protocolo de embriogénese somética por meio do uso de
segmentos foliares obtidos de plantas germinadas in vitro e embries zigoticos;

. Determinar o explante mais responsivo quanto a formacao de calos;

. Caracterizar os estadios de desenvolvimento durante a embriogénese

somatica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material vegetal

Embrides zigoticos utilizados como explantes foram obtidos a partir de frutos
maduros de acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.). Os frutos utilizados em todos os
experimentos foram obtidos da mesma planta matriz, localizada no bairro Amapa, no
nacleo Cidade Nova em Marab4, Pard, Brasil (5°21'51.2"S 49°07'37.2"W) (-
5.364217, -49.127009). Os frutos foram selecionados de acordo com sua maturacao,
que foi caracterizada pela textura e coloragédo do epicarpo.

Apés a coleta, os frutos foram processados por meio da retirada do epicarpo
e do mesocarpo, objetivando deixar somente o endocarpo, que representa a parte
mais interna rigida do fruto e abriga internamente a semente. Apds o0 processamento
dos frutos, os endocarpos contendo as sementes foram levados para o laboratoério
para serem desinfestados. Em laboratério, os endocarpos foram levados até a
camara de fluxo laminar para ser realizada a desinfestagéo, excisao e inoculagéo
dos embrides zigoticos.

A desinfestacdo das sementes foi realizada, pela imersdo em élcool etilico
70% durante trés minutos, seguida de imersdo em solucdo de hipoclorito de sédio
(NaClO) (2,0% a 2,5% de claro ativo p/p) por 30 minutos e dois enxagues
sucessivos em agua destilada e autoclavada. Posteriormente ao enxague, 0S
endocarpos foram deixados imersos em agua destilada e autoclavada durante a
excisdo dos embrides, para facilitar a abertura dos endocarpos. Esse procedimento
foi realizado com auxilio de pinca e bisturi.

Os embribes zigbticos extraidos foram inoculados em placas de Petri
contendo substratos especificos para germinacdo, organizados em seis placas
contendo cinco embrides em cada, totalizando 30 embrides.

Para os estudos de germinacdo, foram realizados trés experimentos
conduzidos in vitro. Os estudos de embriogénese somatica foram realizados a partir

de dois explantes, folhas jovens obtidas da germinacao in vitro e embrides zigaticos.

4.2. Influéncia do substrato na geminacao in vitro de embrides zigoticos
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4.2.1. Germinacado em papel filtro e 4gua

Apbs excisdo, os embrides zigoticos foram inoculados em placa de Petri (11 x
90 mm) contendo dois discos de papel filtro e dois ml de agua destilada. Apos a
inoculacdo, as placas de Petri foram vedadas com filme de PVC transparente,
embrulhadas em papel aluminio e armazenadas em incubadora tipo B.O.D (LIMA
TEC 320 TFP-I) & 28 °C.

As analises da germinacao foram realizadas a cada trés dias com o auxilio de
estereoscopio e camera fotografica. A cada avaliacdo, quando necessario, foi

acrescentado um ml de agua destilada autoclavada com o auxilio de uma pipeta.

4.2.2. Germinacdo em meio de cultivo agar-agua

Os embrides extraidos foram inoculados em meio Agar (9,0 g L). Cada placa
de Petri foi preenchida com 25 ml de meio.

As placas contendo os embribes foram vedadas com filme de PVC
transparente e revestidas por papel aluminio. Em seguida as placas foram
armazenadas em incubadora tipo B.O.D (LIMA TEC 320 TFP-I) & 28 °C.

4.2.3. Germinacdo em meio de Murashige e Skoog, 1962 (MS)

Embrides, excisados de sementes previamente desinfestadas, foram
inoculados em placas de Petri contendo meio de MS, suplementado com 10 mg.L*
de mio-inositol, 30 g.L* de sacarose e 9,0 g.L? de agar. O pH do meio foi ajustado
para 5,8 + 0,1 antes da adicdo do agente gelificante e, posteriormente, o meio foi
autoclavado por 20 minutos a temperatura de 121 °C e pressao de 1,1 atm.

Os embribes foram mantidos no escuro a 25 °C por 60 dias e depois foram
expostos a fotoperiodo de 16h e temperatura de 28 °C luz em incubadora. O meio foi
renovado a cada 30 dias e as avaliagfes realizadas a cada trés dias, durante os
primeiros 30 dias de cultivos e, posteriormente, a cada 15 dias. Os experimentos
duraram 70 dias e as variaveis avaliadas foram: intumescimento, germinabilidade,
protruséo foliar/radicular e oxidacdo. A oxidacdo dos embrides foi avaliada segundo

a coloracéo e classificada em trés niveis de intensidade: coloragdo amarelada (nivel
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1,0 - 1,9), coloracdo marrom claro (nivel 2,0 a 2,9) e marrom escuro (nivel 3) (Figura
1). Todas as avaliacdes foram realizadas com o auxilio de um estereoscopio e uma

camera fotografica.

Figura 1 - Classificacdo dos niveis de oxidagdo dos embrides zigoticos (EZ) de
acai (Euterpe oleracea tipo branco). A: Embrido zigético sem oxidacdo em ambas as
regides (distal e proximal). B: EZ sem oxidag&o na regido proximal e oxidacao nivel
1 na regido distal. C: EZ evidenciando oxidag&o nivel 2 em sua regiao distal
(asterisco) e oxidacao nivel 3 na regido proximal (seta). Abreviacdes: (rp) regido
proximal; (rd) regido distal. Barras: A, B e C = 1000 pm.

Fonte: Autor da pesquisa, 2018.

4.3. Embriogénese somatica a partir de segmentos foliares e embrides

zigoticos

As folhas de plantulas obtidas do experimento de germinagao in vitro a partir
de embrides zigdticos de acaizeiro foram utilizadas como fonte de explante para a
inducado de calos embriogénicos e embrides somaticos. A parte aérea das plantulas
contendo folhas ndo expandidas foi seccionada transversalmente em segmentos de
aproximamente cinco milimetros de espessura. Os segmentos foliares foram
inoculados em meio de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), contendo 10 mg.L?* de
mio-inositol, 30 g¢g.L' de sacarose e 9,0 gL' de &gar. A auxina 24-
diclorofenoxiacético (2,4-D) foi acrescentada nas concentracdes de 0; 1,5 e 3,0
mg.L2.

Embrides zigodticos também foram utilizados como fonte de explantes para a

inducdo da embriogénese soméatica. Os embrides zigoticos foram excisados de
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sementes previamente desinfestadas conforme protocolo descrito anteriormente
(cf.4.1) e inoculados em meio MS suplementado com 10 mg.L* de mio-inositol, 30
g.L! de sacarose, 9,0 g.L de Agar e 2,5 g.L"! de carvédo ativado. A auxina 2,4-D foi
adicionada nas concentracGes de 0, 50 e 100 mg.Lt. O pH dos meios utilizados
foram ajustados para 5,8 + 0,1 antes da adi¢cdo do agar e, em seguida, 0 meio foi
autoclavado por 20 minutos a 121 °C e 1,1 atm. de pressao.

Os subcultivos foram realizados a cada 40 dias em placas de Petri (15 x 90
mm), com aproximadamente 25 ml de meio de cultura por placa, mantidos no

escuro, em incubadora de crescimento tipo B.O.D a 25 + 2 °C.

4.4. Analise estatistica

Os experimentos foram montados em delineamento inteiramente casualizado.
O experimento de germinagdo foi composto por trés tratamentos (substrato de
geminacdo) com quatro repeticdes. Cada repeticdo foi constituida por cinco
embrides.

O experimento de embriogénese somatica seguiu um esquema fatorial 2 x 3
(explantes e concentragbes de auxina) totalizando seis tratamentos. Cada
tratamento foi composto por quatro repeticdes contendo cinco explantes. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, com auxilio do programa de anélises
estatisticas Sisvar (FERREIRA, D. F., 2011). Dados expressos em percentagem

foram previamente transformados segundo arco-seno (x/100)%°.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Influéncia do substrato na geminacao in vitro de embrides zigéticos de

Euterpe oleracea tipo branco

Em todos os experimentos de germinacdo testados, observou-se que 0S
eventos germinativos iniciaram ao terceiro dia de cultivo com o intumescimento dos
embribes zigoticos (EZ). No quarto dia de -cultivo, os EZ apresentaram
intumescimento equivalente ao dobro do tamanho original. Todos os tratamentos
favoreceram o intumescimento dos embrides inoculados, com médias acima de 90%
(Figura 2).

Figura 2 — Porcentagem de intumescimento, protrusdo da parte aérea e radicular,
germinacao normal e anormal em embrides zigoticos inoculados em papel filtro e
agua, agar-agua e MS (Murashige e Skook,1962).
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Fonte: Autor da pesquisa, 2018.

A germinacao dos embrides se iniciou aos dez dias e foi constatada apoés a
protrusdo da radicula, observada na regido proximal (Figura 3), conforme o critério
botanico (STEFANELLO,; et al., 2006), embora se observe que, em muitos trabalhos
com palmeiras Attalea speciosa (SALEH, 2016), Butia capitata (RIBEIRO et al.,

2011), Acrocomia aculeata (MOURA et al., 2009),0 critério adotado seja o
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desenvolvimento do cotilédone. Ressalta-se que a escolha do critério de germinacao
se deve ao fato de muitos embribes apresentarem intumescimento, mas nao
continuar o desenvolvimento e emissdo da radicula e/ou parte aérea, nao
regenerando assim, uma plantula.

As primeiras emissfes de radicula foram observadas ao sétimo dia de cultivo
em meio MS e ocorreram a partir da regido proximal (Figura 3 e 4A). As protrusdes
radiculares foram verificadas em 61% dos embriGes e surgiram em menor tempo em
comparacao aos resultados encontrados por Ledo et al., (2001), que relataram as
primeiras emissfes de radiculas aos 13 dias de cultivo (Figura 3). J&a, 0 surgimento

de raizes adventicias foi constatado ao vigésimo primeiro dia de cultivo (Figura 3).

Figura 3 — Valores acumulados de porcentagens (colunas) e do numero de
estruturas da parte da parte aérea (#), de raiz primaria (m) e porcentagem de
germinacao (colunas) até 70 dias, apds o inicio da germinacdo em MS de embrides
zigoticos de acaizeiro tipo branco in vitro.
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Fonte: Autor da pesquisa, 2018.

Aos 30 dias de cultivo em MS, os embribes apresentaram partes aéreas
(90%) e radiculares (61%) bem desenvolvidas passando a ser caracterizados como
plantulas (Figura 4D). Aos 50 dias de cultivo, a germinacdo atingiu seu maximo
(87%), observou-se a partir dos 50 dias estabilizacdo ao n&o ser constatado o
aumento da germinacdo (Figura 3). ApOs transferéncia para o ambiente com

fotoperiodo, as plantulas aclorofiladas desenvolveram pigmentacdes clorofiladas em
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suas partes aéreas e, posteriormente, exibiram coloracdo rosada na regido proxima
ao meristema, indicando a presenca de antocianinas. A presenca de antocianinas
nos tecidos vegetais pode ocorrer como forma de protecdo aos raios ultravioleta
(MIAO et al., 2016).

Neste mesmo periodo, verificou-se que os embrides zigoéticos intumescidos
em agar-agua, apresentaram o desenvolvimento de uma pequena estrutura conica
na superficie da regido proximal (Figura 5 A-C). No entanto, esta estrutura nao se
desenvolveu e ndo foram observadas protrusfes de parte aérea. A estrutura conica
verificada no inicio da germinagdo também foi citada nos trabalhos de germinacéo
de outras palmeiras como Attaleia speciosa Mart. ex Spreng (Saleh, 2016) e Butia
capitata (Mart.) Becc. (Ribeiro et al., 2011).

O inicio da germinacdo dos embrides zigéticos de Euterpe oleracea Mart. tipo
branco se caracterizou a partir do intumescimento dos embrides seguido da
multiplicacdo das células do haustorio localizado na regido distal do embrido nos
primeiros 5 dias ap0s o cultivo. O haustério é responsavel pela mobilizacdo de
reservas para o eixo embrionario (SALEH, 2016). Em seguida, aos 7 dias apés
serem inoculados no meio de cultura de MS, os embrides apresentaram protrusées
da parte aérea em evidéncia na regido proximal dos embrides (Figura 4A). O inicio
do crescimento aéreo iniciou-se com a emissdo do cotilédone aos 15 dias, dando
origem a plumulas envoltas pelo coleoptilo aos 30 dias, todas as estruturas ainda se
encontravam aclorofiladas (Figura 4D).

As protrusdes da parte radicular iniciaram com a emissdo dos primordios
radiculares aos 10 dias de cultivo e aos 15 dias as raizes primarias ja desenvolvidas
apresentaram coifa em suas extremidades (Figura 4B).

Aos 50 dias ap0s a inoculacdo dos embrides zig6ticos no meio de cultura, as
partes areas se mostraram clorofiladas e os haustérios oxidados. Neste mesmo
periodo, foi possivel observar a expansao das folhas verdadeiras e o aparecimento

de raizes adventicias (Figura 4G).
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Figura 4 — Etapas da germinacao in vitro de embrides de agaizeiro (Euterpe oleracea
tipo branco) em meio de MS. A: Embrido zigotico intumescido na regido distal,
apresentando inicio das protrus@es da parte aérea (asterisco) e radicular (seta) apés
7 dias de inoculacéo. B: Coifa em evidéncia (seta) apds 15 dias. C: Crescimento da
parte aérea exibindo coloragéo rosa devido antocianinas e crescimento da radicula
apos 30 dias. D: Coledptilo (asterisco) e parte aérea aclorofilada. E: Plantula com
inicio o desenvolvimento de clorofila na parte aérea aos 50 dias de cultivo. F:
Plumula em desenvolvimento dando origem a folhas. G: Desenvolvimento de raizes
adventicias (setas) e expansao das folhas da plantula. H: Germinag&o anormal.
Abreviacgdes: (rd) regido distal; (rp) regido proximal.

Fonte: Autor da pesquisa, 2018.

Ao longo de todo o experimento, observou-se que os EZ apresentaram

oxidacbes que aconteceram, principalmente, na regido distal (Figura 4). A
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porcentagem de embrides oxidados assim como a intensidade da oxidagcao foi
significantemente superior nos embrides inoculados em papel filtro e agua (76%;
nivel 2,3) seguido pelo uso de meio de Murashige e Skoog (1962) (MS) (36%; nivel
1,4) e agar-agua (29%; nivel 1,1) (Tabela 1). A oxidagdo dos tecidos também
contribuiu para que ndo ocorresse germinagdo nos embrides inoculados em agar-

agua e papel filtro e agua.

Tabela 1 — Porcentagem e niveis de oxidacdo dos embrides zigoticos de Euterpe
oleracea tipo branco inoculados em papel filtro e 4gua, agar-agua e meio de
Murashige e Skoog (1962).

Tratamento Embrides oxidados _ .
_ Niveis de oxidacéao
de germinagéao (%)
Papel filtro e agua 76 a 2,3a
Agar-agua 29 b 1,1c
MS 36 b 14Db
Média 46,8 1,6

Médias seguidas por letras diferentes apresentam diferencas significativas pelo teste
de Scott-Knott, a 5% de significancia.
Fonte: Autor da pesquisa, 2018.
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Figura 5 — Etapas morfologicas da germinacdo de embrides zigoticos (EZ). em meio
agar-agua. A: EZ com inicio de oxidacao na regiao distal e inicio da formacéo da
estrutura conica (seta). B: EZ apresentando oxidacao nivel 2 na regido distal e
desenvolvimento da estrutura cbnica. C: EZ apresentando estrutura conica em
evidéncia (seta) e oxidagao nivel 1 na regido distal. D: EZ nao vidvel apresentando
oxidacdo nivel 2 na regiao proximal. Abreviacdes: (rp) regido proximal; (rd) regido
distal. Barras: A, B, C e D = 1000 pm.

Fonte: Autor da pesquisa, 2018.

Ao final do experimento, verificou-se que somente os embrides inoculados em
meio de MS apresentaram germina¢ao normal, ou seja, com protrusdo de radicula e

de parte aérea. A anormalidade na germinacdo também foi observada em MS
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(13%). Considerou-se anormais o0s embrides zig6ticos que intumesceram,
desenvolveram massas celulares, porém néo regeneraram plantula.

A auséncia de germinacao observada nos embriées inoculados em papel filtro
e agar-agua pode estar relacionada a necessidade de maior energia para iniciar 0s
processos germinativos como observado por Ribeiro et al., (2011) no cultivo in vitro
de embribes zigbticos de Butia capitata (Mart.) Becc. Esses autores verificaram que
os embrides cultivados em meio isento de sacarose apresentaram oxidacdo. Outro
fator a ser considerado é a isencdo de sais minerais nestes tratamentos que pode
ter levado a auséncia de germinacdo dos embrides. No entanto, o trabalho de
Bellintani et al.,, (2007) com Orthophytum mucugense e Neoregelia mucugensis
apresentou porcentagens de germinacdo semelhantes entre os tratamentos
utilizando meio MS e 4gar-agua. Ja com a espécie O. mucugense o0 tratamento com
agar-agua foi superior em termos de germinabilidade em comparagédo ao meio MS.

Serdo necessarios estudos complementares para testar outros meios de
cultivo que possibilitem maiores taxas de germinacao in vitro para Euterpe oleraceae

Var. Branco.

5.2. Embriogénese somatica a partir de embrides zig6ticos de acaizeiro

(Euterpe oleracea Mart. tipo branco)

Embrides zigéticos (EZ) de acaizeiro foram inoculados em meio de cultura
contando diferentes concentracbes de auxinas para inducdo de calos
embriogénicos. Em todos os tratamentos, os EZ mostraram respostas morfolégicas
nos primeiros 15 dias de cultivo, caracterizada pelo intumescimento do EZ (Figura 6
e 7A). Em meio desprovido de carvao ativado, também foi observado a oxidacdo dos
embrides como resposta inicial (Figura 6B e 7A e B). Essas respostas sdo comuns
durante a inducdo em palmeiras, como alguns autores descreveram em Acrocomia
aculeata (Luis, 2013) e (Moura et al., 2009), Bactris gasipaes (Steinmacher et al.,
2007), Elaeis oleifera (Lima, 2018) e Elaeis guineenses (Carvalho; Luis;
Scherwinski-Pereira, 2012).

Aos 30 dias de cultivo, os EZ cultivados no tratamento controle com carvao

ativado (80%) e sem carvao ativado (70%) emitiram parte aérea e foi possivel
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observar o surgimento de calos esponjosos nos cotilédones das plantulas (Figura 6
e 7).

Neste mesmo periodo, na concentracdo de 1,5 mg.L? de 2,4-D houve
aumento do numero de calos nodulares de 10% para 25% e de calos primérios de
10% para 30%. Calos nodulares sédo estruturas que apresentam intensas divisoes
celulares e de formacgéo de regides meristeméticas que na maioria das vezes dao
origem a calos embriogénicos (SALEH, 2016). Verificou-se também o surgimento de
50% de calos embriogénicos e 40% de calo friavel. Na concentracédo de 3,0 mg.L?
de 2,4-D observou-se 40% de calo do tipo nodular, 25% de calo primario, 70% de
calo embriogénico (Figura 7) composto por protoderme, feixes procambiais, células
parenquimaticas e futuro feixe embrionario (LUIS, 2013).

O surgimento de calos primarios nos EZ de Euterpe oleracea aos 30 dias de
cultivo também foi observado nas palmeiras Acrocomia aculeata (Luis; Scherwinski-
Pereira, 2014) e Elaeis spp. (Balzon, 2017). Ja a calos friaveis foram observados em
embrides zigbticos de manicoré (Elaeis guineensis (Jacq) x E. oleifera) por Bonetti,
(2015).

Figura 6 — Aspecto da embriogénese somatica induzida a partir de embrides
zigoticos de acaizeiro (Euterpe oleracea tipo branco) em meio contendo carvao
ativado. A: Calo mucilaginoso na regido proximal e compacto na regido distal aos 15
dias de cultivo. B: Calo nodular compacto na regido do mesocétilo e oxidacdo da
regido proximal do explante, apds 30 dias em de cultivo. C: Calo embriogénico na
regido proximal do explante e intensa oxida¢ao da regido distal. D: Calo
mucilaginoso, embriogénico, calos fridveis e primarios aos 50 dias de cultivo. E:
Estruturas embriogénicas em evidéncia. F: Calos primarios, embriogénicos e
nodulares aos 70 dias em 2,4-D. G: Embrido zig6tico com aspecto desidratado
apresentando calo vitrificado e esponjoso. H: Calo vitrificado no cotilédone da
plantula. I: Germinagdo em tratamento controle apresentando calo do tipo esponjoso
no cotilédone. Abreviacdes: (e) Calo embriogénico, (ej) Calo esponjoso, (ep)
Epicatilo, (f) Calo friavel, (m) Calo mucilaginoso, (mc) mesocotilo, (n) Calo nodular,
(p) Calo primario, (rd) Regido distal, (v) Calo vitrificado. Barras: A, B, C,D, E, F, G, H
e |: 1000 pm.
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Fonte: Autor da pesquisa, 2018.

No experimento com carvao ativado, 80% dos embrides zigéticos germinaram
no tratamento controle, ou seja, apresentaram formacao de raizes. No experimento
isento de carvao ativado, a taxa de germinagéao foi 75%.

Aos 70 dias apdés a inoculagdo, os explantes apresentaram diferentes
formacdes morfoldgicas de calos que podem ser observados na tabela 2.

No experimento sem carvao ativado, observou-se a formagédo maxima de 28%
de calos primarios na concentracdo de 3,0 mg.L! de 2,4-D, valor significativo em

relacdo as demais concentracfes testadas neste experimento (Tabela 2). A
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formacao de calos embriogénicos ocorreu em ambas as concentragdes de 2,4-D
testadas, ndo existindo diferencas significativas entre elas. Calos embriogénicos séo
constituidos por células meristematicas que adquirem a rota embriogénica, formando
embrides somaticos por meio de intensa atividade mitética (SCHERWINSKI-
PEREIRA et al., 2012).

No experimento contendo carvao ativado, as concentragbes de auxina
testadas nao diferiram em relacdo a formacdo de calo primario, contudo, para a
variavel calo embriogénico, a maior concentracdo de 100 mg.L' proporcionou
formacéao significativamente superior. A diferenga observada entre os experimentos
se deve a presenca de carvao ativado, que possui acado adsorvente, diminuindo a
disponibilidade de auxina do meio para o explante (COSTA et al., 2006; NUNES et
al., 2008).

Ressalta-se que o surgimento de calos com caracteristicas embriogénicas foi
observado posteriormente ao surgimento de calos primarios. Tal comportamento é o
esperado e corrobora os resultados obtidos nos estudos com as palmeiras Elaeis
guineensis (Silva et al., 2014), Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart. (Granja et
al., 2018) e Elaeis guineensis Jacq. (Texeira; Sondahl; Kirby, 1993) e (Scherwinski-
pereira, et al., 2010).

A formacdo média de calo nodular em meio contendo carvdo ativado nao
diferiu significativamente dos resultados obtidos em meio desprovido de carvéo
(Tabela 2 e 3). A média geral de calo nodular obtida neste estudo foi similar a
observada para Elaeis oleifera por Lima (2018). Por outro lado, no trabalho com
Acrocomia aculeata, Padilha (2013) observou que ndo houve surgimento de calo
nodular até 180 dias de cultivo em meio contendo a auxina picloram. A formacéo de
calo nodular € comum em estudos de embriogénese somatica em palmeiras e séao
caracterizados por possuirem morfologia arredondada e superficie brilhante.
Segundo Luis; Scherwinski-Pereira, (2014) e Saleh, (2016), calos nodulares sao
formados por células meristematicas em intensa divisdo celular, possuem feixes

procambiais e protoderme.
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Tabela 2 — Influéncia das concentragcfes da auxina 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
em meio com carvao ativado na inducéo de diferentes tipos de calos induzidos a
partir de embrides zigéticos de Euterpe oleracea tipo branco.

Calo Calo Calo Calo Calo Calo
. - Calo L . A o
Tratamentos esponjos mucilaginos nodular vitrificad primari embriogénic fridve
(mg. L?) o o (%) o o I
(%) (%) ° (%) (%) (%) (%)
~ 0 16,2 a 0,0a 1,2b 0,0a 25¢c 0,0c 0,0b
Carvao
ativado 50 20 a 1,2a 100b 50a 13,7b 25b 3,7b
(mg.L-1) 100 12b 12a 262a  62a  162b 57,5a 25b
Carvao Média 12,5a 0,8a 125a 37a 10,8 a 275a 2,0b
ativado

Médias seguidas por letras diferentes apresentam diferencas significativas pelo teste

de ScottKnott, a 5%.
Fonte: Autor da pesquisa, 2018.
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Tabela 3 — Influéncia das concentragcfes da auxina 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
em meio sem carvao ativado na inducao de diferentes tipos de calos induzidos a
partir de embrides zigéticos de Euterpe oleracea tipo branco.

Tratamentos Calo Calo Calo Calo Calo Calo Calo
(mg.L) esponjoso mucilaginoso nodular vitrificado primario embriogénico friavel
g- (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Sem 0 3b Oa Ob 8a lc Ob Ob
carvao
v 15 1b 3a 14b 3a 20b 48a 0b
-1
(mg.L) 3 4b la 23a 6a 28a 48a 9a
Sem
carvao Média 3b la 12 a 5a 16 b 32a 6a
ativado

Médias seguidas por letras diferentes apresentam diferencas significativas pelo teste
de ScottKnott, a 5%.
Fonte: Autor da pesquisa, 2018.

Observaram-se diferencas significativas nas taxas médias de oxidacao entre
0s experimentos com e sem carvao ativado. A média de oxidacdo do experimento
desprovido de carvdo ativado foi 42%, valor significantemente superior aos
alcancados no experimento contendo por carvdo ativado 21% (Tabela 4). Estes
resultados estdo de acordo com os observados no trabalho de Ferreira, F. F., (2012)
com Astrocaryum aculeatum (ARECACEAE) onde foi comparado o cultivo em meio
desprovido de antioxidantes e compostas por carvdo ativado apresentaram
diferencas significativas na variavel oxidacdo. O efeito antioxidante do carvao
ativado visto no presente trabalho, também foi observado no trabalho de Costa et al.
(2006) com bananeira cv. Grande Naine (AAA) e com cultivares de Rubus idaeus L.
de Fagundes et al. (2017), onde o tratamento com carvao ativado apresentou niveis

de oxidagao significantemente inferiores ao tratamento isento de carvao ativado.
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Tabela 4 — Porcentagem de oxidac&o nos embrides zigoticos de Euterpe oleracea
tipo branco submetidos as concentracdes de Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
nos experimentos com carvao e sem carvao ativado.

Carvéo Sem carvao
ocC 11,2b oC 21,2b
100 41,8 a 15 53,7 a
50 10,0b 3 51,8a
Média 21,0 Média 42,2

Médias seguidas por letras diferentes apresentam diferencas
significativas pelo teste de ScottKnott, a 5%.

Fonte: Autor da pesquisa, 2018.

Figura 7 — Aspecto da embriogénese somatica induzida a partir de embrides
zigoticos de acaizeiro (Euterpe oleracea tipo branco) em meio de indug¢do sem
carvao ativado. A: Embrido zig6tico apresentando intumescimento da regiao
proximal apoés 15 dias no tratamento 1,5 mg.L* de 2,4-D. B: Inicio da formagéo de
calos embriogénicos na regido do mesocétilo. C: Formacao de calo primario e
embriogénico na regido distal aos 30 dias de cultivo. D: Calo Vitrificado em
evidéncia. E: Aos 45 dias de cultivo, embrido zigético apresentando calo primario e
embriogénico. F: Calo nodular em evidéncia. G: Embrido zigético com formacéo de
calo friavel, nodular e embriogénico. H: Calos embriogénicos na regido do
mesocotilo e calo primario, fridvel e nodular apos 60 dias de imersao no meio com
1,5 mg.L de 2,4-D. I: Detalhes da germinacdo em meio desprovido de reguladores
apresentando calo do tipo esponjoso na regido distal. Abreviagdes: (e) Calo
embriogénico, (ej) Calo esponjoso, (f) Calo friavel, (n) Calo nodular, (p) Calo
primario, (v) Calo vitrificado. Barras: A, B, C, D, E, F, G, He |: 1000 um.
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Fonte: Autor da pesquisa, 2018.

5.3. Embriogénese somaéatica induzida a partir de segmentos foliares de

plantas in vitro de acaizeiro (Euterpe oleracea Mart. tipo branco)

As folhas de plantulas obtidas da germinacéo in vitro de embrides zigoticos de
acaizeiro foram utilizadas como fonte de explantes para esse experimento. Apos 15
dias de cultivo em meio MS, suplementado com 0; 1,5 e 3,0 mg.L* de 2,4-D, os

seguimentos foliares ndo apresentaram intumescimento e mostraram-se oxidados
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na cor marrom claro. Foi possivel observar a formacdo de calos priméarios e o

desenvolvimento de folhas internas (Figura 8) nos trés tratamentos.
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Figura 8 — Aspecto da embriogénese somaética induzida a partir de segmentos
foliares de plantas germinadas in vitro de acaizeiro (Euterpe oleracea tipo branco).
A: Emergéncia de folha interna. B: Calos embriogénicos friavel aos 140 dias apds a
imersdo no meio. C: Folha interna expandida aos 170 dias de cultivo. D: Explante

totalmente oxidado. E: Calos embriogénicos formados a partir da folha interna. F:
Calos embriogénicos apés 190 dias no tratamento com 1,5 mg.L* de 2,4-D.
Abreviacdes: (e) Calos embriogénicos, (ef) Calo embriogénico friavel, (f) Calo friavel,
(p) Calo primario. Barras: A, B, C, D, E, F: 1000 pm.

Fonte: Autor da pesquisa, 2018.

Os niveis de oxidacdo nesse experimento foram altos e com isso a formacao
de calos embriogénicos foi de 11%. Em Acrocomia aculeata os altos niveis de
oxidagdo nos segmentos foliares foi fator determinante para o ndo surgimento de
calos nos trabalhos de Meira (2015) e Luis (2013) que nado obtiveram a formacéo de
calos embriogénicos utilizando a auxina 2,4-D. Em Phoenix dactylifera L. Kurup et al.
(2014) foi alcangcado taxas significantemente maior de 73,3% no meio na
concentracdo de 100 mg.L! de 2,4-D referente a calos embriogénicos quando
comparado ao tratamento desprovido de carvéo ativado e concentracédo de 10 mg.L™*

de 2,4-D que alcangou apenas 14,2%.
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Tabela 5 — Influéncia da concentracéo da auxina 2,4-diclorofenoxiacético no
intumescimento e oxidacdo dos segmentos foliares obtidos de plantulas in vitro de
Euterpe oleracea Matrt. tipo branco

Concentracao de Intumescimento Oxidacéo
2,4-D (mg L) (%) (%)
0 33a 56 a
15 33 a 63 a
3 25a 50 a
Média 31 56

Médias seguidas por letras diferentes apresentam diferencas significativas pelo teste
de ScottKnott, a 5%.
Fonte: Autor da pesquisa, 2018.

Aos 190 dias apoés a inoculagdo dos seguimentos foliares, foi notado 9% de
calos primarios e 0,2% de calo friavel nos explantes, ndo apresentando diferenca
estatistica da taxa de calos primarios e friaveis entre os tratamentos (Tabela 6). A
oxidacdo chegou a 56% no experimento, devido isso ndo foi constatado nenhum

embrido somético (Tabela 5).
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Tabela 6 — Formacéao de calos (%) em explantes foliares de Euterpe oleracea tipo
branco inoculados em concentracdes baixas de 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D).

Concentracao Calo

Calo primario ' . Calo Friavel  Folhainterna
de 2,4-D embriogénico
(%) (%) (%)
(mg L) (%)
0 4a Ob la 19a
1,5 13 a 19 a Oa 6b
3 9a 13 a Oa 10b
Média 9 11 0 12

Médias seguidas por letras diferentes apresentam diferencas significativas pelo teste
de ScottKnott, a 5%.
Fonte: Autor da pesquisa, 2018.
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6. CONCLUSAO

o O substrato mais favoravel para a germinacao de embrides zigéticos de
acaizeiro é o Murashige e Skoog, 1962;

. A germinacdo de embrides zigoticos (EZ) de acaizeiro, se inicia com o
intumescimento total do embrido zigotico seguido da protrusdo da parte aérea. Em
seguida os embrides zigoéticos apresentam oxidacfes em suas regides distais. A
protrusdo da parte radicular acontece ap0s as trés etapas citadas acima. A parte
aérea se caracteriza em plumula formando as folhas;

. Embrides zigoticos sdo explantes mais responsivos quanto a formacéo
de calos embriogénicos quando comparados com seguimentos foliares jovens
obtidos de plantulas regeneradas in vitro;

. A embriogénese somatica em EZ de acaizeiro inicia-se com o0
intumescimento dos explantes seguido do surgimento de calos primarios e nodulares
que se diferenciam em calos embriogénicos. O aparecimento de calos friaveis,
vitrificados, mucilaginosos e esponjosos foi constatado, no entanto, esses nao houve

formacéo de calos embriogénicos a partir destes.



45

REFERENCIAS

ALMEIDA, L. F. P. DE. Propagacao por enxertia de araticum ( Annona
crassiflora Mart .) e atemoia ( Annona squamosa L . X Annona cherimola Mill .)
em diferentes porta-enxertos de Annonaceae. Tese, [s.l.], n°® March 2009, 20089.

ARAUJO, D. do N. ANALISE DOS FATORES DE COMPETITIVIDADE DA CADEIA
PRODUTIVA DA POLPA DO ACAI DO NORDESTE PARAENSE. Journal of
Personality and Social Psychology, [s.l.], v. 1, n°® 1, p. 179, 2017. ISBN: 1053-8100,
ISSN: 0092-6566, DOI: 10.1111/j.1469-7610.2010.02280.x.

BALICK, M. J. Systematics and economic botany of the Oenocarpus-Jessenia
(Palmae) complex. Advances in Economic Botany, [s.l.], v. 3, p. 1-140, 1986. ISBN:
0893273112.

BALZON, T. A. Aperfeicoamento da embriogénese somatica, reproducdo e
andlise molecular de retrocruzamentos interespecificos em palma de 6leo
(Elaeis spp.). v. 1, 123 p. - UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS, 2017.

BELLINTANI, M. C. et al. Estabelecimento in vitro de Orthophytum mucugense e
Neoregelia mucugensis, bromélias endémicas da Chapada Diamantina, Bahia -
Brasil. Revista Brasileira de Biociéncias, [s.l.], v. 5, p. 1101-1103, 2007.

BENTES, E. dos S.; HOMMA, A. K. O.; SANTOS, C. A. N. Dos. Exportacdes de
polpa de acai do Estado do Para: situacdo atual e perspectivas. Sociedade
Brasileira de Economia, Administracéo e Sociologia Rural, [s.l.], v. 1, p. 18, 2017.

BONETTI, K. A. D. P. GERMINACAO IN VITRO E EMBRIOGENESE SOMATICA
DO HIBRIDO DE DENDEZEIRO BRS MANICORE (Elaeis guineensis (Jacq) x E.
oleifera). 97 p. - Universidade Federal do Parana, 2015.

BRONDIZIO, E. The Amazonian Caboclo and the Acai palm: Forest Farmers in
the Global Market. [s.l.]: Departamento de Jardim Botanico de Nova York, 2008.

CALZAVARA, B. B. G. As possibilidades do acaizeiro no estuario amazdnico.
FCAP. [s.l.]: [s.n.], 1972. 103 p.

CANTO, S. A. E. Processo Extrativista do Acai: Contribuicdo da Ergonomia
com Base na Analise Postural Durante a Coleta dos Frutos. 114 p. -
Universidade Federal de Santa Catarina, 2001.

CARVALHO, J. E. U. DE; NASCIMENTO, W. M. O. DO. Technological innovations
in the propagation of Acai palm and Bacuri. Revista Brasileira de Fruticultura,
[s.l.], v. 40, n° 1, 2018. ISSN: 1806-9967, DOI: 10.1590/0100-29452018679.

CARVALHO SILVA, R.; LUIS, Z. G.; SCHERWINSKI-PEREIRA, J. E. Differential
responses to somatic embryogenesis of different genotypes of Brazilian oil
palm (Elaeis guineensis Jacq.). Plant Cell, Tissue and Organ Culture, [s.l.], 2012.
ISBN: 1124001201705, ISSN: 01676857, DOI: 10.1007/s11240-012-0170-5.



46

COSTA, F. H. D. S. et al. EFEITO DA INTERACAO ENTRE CARVAO ATIVADO E
N6 -BENZILAMINOPURINA NA PROPAGACAO IN VITRO DE BANANEIRA, CV.
GRAND NAINE (AAA). Rev. Bras. Frutic., [s.l.], v. 28, p. 280-283, 2006. ISSN:
10000054.

FAGUNDES, C. de M. et al. Carvao ativado no estabelecimento in vitro de
cultivares de framboeseira. Revista de Ciéncias Agroveterinarias, [s.l.], v. 16, n° 4,
p. 406413, 2017. DOI: http://dx.doi.org/10.5965/223811711642017406.

FARIAS NETO, J. T. et al. Variabilidade Genética Em Progénies Jovens De
Acaizeiro. Revista Cerne, [s.l.], v. 11, p. 336-341, 2005.

FEHER, A. The initiation phase of somatic embryogenesis: What we know and
what we don’t. In: Acta Biologica Szegediensis. [s.l.]: [s.n.], 2008. ISBN: 1588-385X,
ISSN: 1588385X.

FERREIRA, D. F. Sisvar: a computer statistical analysis system. Ciéncia e
Agrotecnologia, [s.l.], v. 35, n° 6, p. 1039-1042, 2011. ISBN: 1413-7054, ISSN: 1413-
7054, DOI: 10.1590/S1413-70542011000600001.

FERREIRA, F. F. GERMINA(;AO~ E DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE
EMBRIOES ZIGOTICOS DE TUCUMA-DO-AMAZONAS (Astrocaryum aculeatum
MEYER ARECACEAE). 61 p. - Universidade Federal do Amazonas, 2012.

FREITAS, I. D. O. MORFOANATOMICAS E POR CITOMETRIA DE FLUXO EM
ACAIZEIRO ( Euterpe oleracea Mart .) MORFOANATOMICAS E POR
CITOMETRIA DE FLUXO EM ACAIZEIRO ( Euterpe oleracea Mart .). 73 p. -
UNIVERSIDADE DE BRASILIA, 2014. Disponivel em:
<http://repositorio.unb.br/bitstream/10482/17665/1/2014 ElineadeOliveiraFreitas_Par
cial.pdf>. Acesso em: 18/out./17.

GRANJA, M. M. C. et al. Explant origin and culture media factors drive the
somatic embryogenesis response in Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex
Mart., an emerging oil crop in the tropics. Industrial Crops and Products, [s.l.], v.
117, n° March, p. 1-12, 2018. ISSN: 09266690, DOI: 10.1016/j.indcrop.2018.02.074.

GUEYE, B. et al. Acquisition of callogenic capacity in date palm leaf tissues in
response to 2,4-D treatment. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, [s.l.], 2009.
ISSN: 01676857, DOI: 10.1007/s11240-009-9573-3.

HENDERSON, A. The genus Euterpe in Brazil. Sellowia, [s.l.], 2000. ISSN: 0375-
1651.

HENDERSON, A.; GALEANO, G. Euterpe, Prestoea and Neonicholsonia
(Palmae : Euterpeinae). 72 ed. New York: New York Botanical Garden, 1996. ISBN:
9780893274092.

HOMMA, A. K. O. et al. ACAI: NOVOS DESAFIOS E TENDENCIAS. Amazonia: Ci.



47

& Desenv., [s.l.], v. 1, n° 2, p. 113-127, 2006.

. Programa de Desenvolvimento da Cadeia Produtiva do Agai no Estado
do Para - PROACAI — PA. Belém: Secretaria de Desenvolvimento Agropecuario e
da Pesca, 2016., [s.l.], p. 71, 2016.

IBGE. Levantamento sisteméatico da producdo agricola. Levantamento
sistematico da producao agricola, [s.l.], v. 29, n°® 1, p. 1-83, 2015. ISBN: 0103-443X,
DOI: ISSN 0103-443X.

JARDIM, M. A. G.; OLIVEIRA, F. G. Morfologia floral de duas etnovariedades de
Euterpe oleracea Mart . do estado do Para. Biota Amazonia, [s.l.], v. 4, n® 4, p. 6—
9, 2014. ISSN: 21795746, DOI: 10.18561/2179-5746/biotaamazonia.v4n4p6-9.

JEFFREY, C.; CRONQUIST, A. An Integrated System of Classification of
Flowering Plants. Kew Bulletin, [s.l.], 1984. ISBN: 0231038801, ISSN: 00755974,
DOI: 10.2307/4108577.

JONES, D. L.; DRANSFIELD, J. Palms throughout the world. Smithsonia ed.
Washington: Reed Books Chatswood, 1995. 410 p.

KURUP, S. S. et al. Rapid in vitro regeneration of date palm (Phoenix dactylifera
L.) cv. Kheneizi using tender leaf explant. Emirates Journal of Food and
Agriculture, [s.l.], 2014. ISSN: 20790538, DOI: 10.9755/ejfa.v26i6.18051.

LAKSHMANAN, P. Somatic embryogenesis in sugarcane—An addendum to the
invited review ‘sugarcane biotechnology: The challenges and opportunities,’ in
vitro cell. Dev. Biol. Plant 41(4):345-363; 2005. In Vitro Cellular & Developmental
Biology - Plant, [s.l.], v. 42, n° 3, p. 201-205, 2006. ISBN: 1054-5476, ISSN: 1054-
5476, DOI: 10.1079/IVP2006772.

LEDO, A. et al. Cultura in vitro de embrifes zigéticos de acaizeiro. Embrapa
Acre, [s.l.], v. 23, n°® 271, p. 468-472, 2001. ISSN: 0100-2945, DOI: 10.1590/S0100-
29452001000300003.

LEDO, A. da S. et al. Somatic embryogenesis from zygotic embryos of Euterpe
oleracea Mart. Revista Brasileira de Fruticultura, [s.l.], v. 24, n° 3, p. 601-603, 2002.
ISSN: 0100-2945, DOI: 10.1590/S0100-29452002000300004.

LEDO, A. da S.; LAMEIRA, O. A.; MENEZES, li. C. Embriogénese Somética e
Regeneracédo de Plantas em Acaizeiro. Embrapa Acre, [s.l.], v. 1, p. 23, 2002.

LIMA, S. cristina de sousa. ASPECTOS MORFOANATOMICOS DA SEMENTE DE
CAIAUE Elaeis oleifera (Kunth) Cortés E EVENTOS DA EMBRIOGENESE
SOMATICA A PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS. 97 p. - Universidade Federal
do Amazonas, 2018.

LUIS, Z. G. Estratégias para a embriogénese somética e conservacao ex situ de
germoplasma de macauba [Acrocomia aculeata ( Jacq.) Lodd. ex Mart.].



48

Universidade de Brasilia, [s.l.], p. 136, 2013.

LUIS, Z. G.; SCHERWINSKI-PEREIRA, J. E. An improved protocol for somatic
embryogenesis and plant regeneration in macaw palm (Acrocomia aculeata)
from mature zygotic embryos. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, [s.l.], 2014.
ISSN: 01676857, DOI: 10.1007/s11240-014-0500-x.

MACEDO, M. Contribuicdo ao estudo de plantas econdmicas no Estado de
Mato Grosso. UFMT. [s.l.]: [s.n.], 1995. 70 p.

MARKAKIS, P. Anthocyanins as Food Additives. Anthocyanins As Food Colors.
[s.L]: [s.n.], 1982. ISBN: 9780124725508, ISSN: 0124-7255, DOI: 10.1016/B978-0-
12-472550-8.50013-5.

MARTINS-CORDER, M. P.; SALDANHA, C. W. GERMINACAO DE SEMENTES E
CRESCIMENTO DE PLANTULAS. Revista Arvore, [s.l.], v. 30, p. 353-361, 1999.

MEIRA, F. S. EMBRIOGENESE SOMATICA EM MACAUBA (Acrocomia aculeata
(Jacq.) Lodd. ex Mart.)) A PARTIR DE TECIDOS FOLIARES DE PLANTAS
ADULTAS. [s.l], p. 88, 2015.

MIAO, L. et al. Colored light-quality selective plastic films affect anthocyanin
content, enzyme activities, and the expression of flavonoid genes in strawberry
(Fragaria x ananassa) fruit. Food Chemistry, [s.l.], v. 207, p. 93-100, 2016. ISBN:
0308-8146, ISSN: 18737072, DOI: 10.1016/j.foodchem.2016.02.077.

MOURA, E. F. et al. Somatic embryogenesis in macaw palm (Acrocomia
aculeata) from zygotic embryos. Scientia Horticulturae, [s.l.], 2009. ISBN: 0304-
4238, ISSN: 03044238, DOI: 10.1016/j.scienta.2008.08.033.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A Revised Medium for Rapid Growth and Bio
Assays with Tobacco Tissue Cultures. Physiologia Plantarum, [s.l.], 1962. ISBN:
0031-9317, ISSN: 13993054, DOI: 10.1111/j.1399-3054.1962.tb08052.x.

NASCIMENTO, W. M. O. Do; CARVALHO, J. E. U. De; OLIVEIRA, M. do S. P. De.
Producdo de Mudas de Acaizeiro a partir de Perfilhos. Belém: Embrapa
Amazonia, [s.l.], v. Comunicado, p. 4, 2011.

NETO, J. T. D. F.; VASCONCELOS, M. A. M.; SILVA, F. C. F. Da. Cultivo,
Processamento, Padronizacdo E Comercializacdo Do Acai Na Amazonia.
FRUTAL AMAZONIA/X Flor Para, [s.l.], p. 1-113, 2010.

NOGUEIRA, O. L. Regeneracdo, manejo e exploracdo de acaizais nativos de
varzea do estuario amazénico. Universidade Federal do Pard, [s.l.], p. 157, 1997.

NOGUEIRA, O. L.; FIGUEIREDO, F. J. C.; MULLER, A. A. Acai. Embrapa Amazonia
Oriental, [s.l.], v. 4, p. 137, 2005.

NUNES, C. F. et al. Diferentes suplementos no cultivo in vitro de embrides de



49

pinhdo-manso. Pesq. agropec. bras., [s.l.], v. 43, n® 1, p. 9-14, 2008. ISSN: 0100-
204X, DOI: 10.1590/S0100-204X2008000100002.

OLIVEIRA, M. do S. P.; CARVALHO, J. E. U.; NASCIMENTO, W. M. O. ACAI
(Euterpe oleracea Mart.). Embrapa Amazonia Oriental, [s.L.], p. 49, 2000.

OLIVEIRA, M. do S. P. De et al. Cultivo do agaizeiro para producao de frutos.
Circular Técnica, Embrapa Amazénia Oriental, [s.l.], v. 26, n°® 1, p. 1, 2002. ISBN:
ISSN 1517-211X.

OLIVEIRA, M. do S. P.; NETO, J. T. de F.; QUEIROZ, J. A. L. ACAIZEIRO:
CULTIVO E MANEJO PARA PRODUCAO DE FRUTOS. Embrapa Amazonia
Oriental, [s.l.], p. 22, 2015.

OLIVERA FREITAS, E. et al. Somatic embryogenesis from immature and mature
zygotic embryos of the acai palm (Euterpe oleracea): Induction of embryogenic
cultures, morphoanatomy and its morphological characteristics. Scientia
Horticulturae, [s.l.], v. 212, p. 126-135, 2016. ISSN: 03044238, DOI:
10.1016/j.scienta.2016.09.044.

PADILHA, J. H. D. EMBRIOGENESE §OMATICA EM Acrocomia aculeata (JACQ.)
LODD. EX MART. UTILIZANDO A TECNICA DO TCL (“THIN CELL LAYER”). 68
p. - Universidade Federal do Parand, 2013.

PRANCE, G.T.; SILVA, M. F. da. Arvores de Manaus. Embrapa Roraima (CPAF-
RR), [s.L], p. 312, 1975. ISSN: 00030996.

RIBEIRO, L. M. et al. Germinacdo de embrides zigoticos e desenvolvimento in
vitro de coquinho-azedo. Rev. Ceres, [s.l.], v. 58, n° 2, p. 133-139, 2011.

RODRIGUES, R. B. et al. Total oxidant scavenging capacity of Euterpe oleracea
Mart. (acai) seeds and identification of their polyphenolic compounds. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, [s.l.], 2006. ISBN: 0021-8561 (Print)r0021-8561
(Linking), ISSN: 00218561, DOI: 10.1021/jf058169p.

ROGEZ, H. Acai: preparo, composicdo e melhoramento da conservacéo. [s.l.]:
EDUFPA, 2000. 300 p. ISBN: 9788524702020.

ROOSMALEN, M. G. M. VAN. Fruits of the Guianan flora. Institute of Systematic
Botany and Silvicultural Department of Wageningen Agricultural University. [s.l]:
[s.n.], 1985. 483 p. ISBN: 9090009884.

SALEH, E. O. L. Fisiologia da germinagé&o in vitro, embriogénese somaética e
conservacao ex situ de babacu (Attalea speciosa Mart. ex Spreng). 133 p. -
UnB, 2016.

SANCHES, E. de N. M.; OLIVEIRA, M. do S. P. CARACTERIZACAO DE
GENOTIPOS DE ACAI BRANCO POR MARCADORES RAPD. 15° Seminario de
Iniciacdo Cientifica da EMBRAPA. 2011.



50

SANTANA, A. L. De. Tecnologias para inovacdo nas cadeias Euterpe. In:
PESSOA, J. D. C,; TEIXEIRA, G. H. D. A. (Orgs.). Brasilia: [s.n.], 2012. 344 p. ISBN:
9788570350893.

SCHERWINSKI-PEREIRA, Jonny E. et al. Somatic embryogenesis and plant
regeneration in oil palm using the thin cell layer technique. In Vitro Cellular and
Developmental Biology - Plant, [s.l.], 2010. ISBN: 1054-5476, ISSN: 10545476, DOI:
10.1007/s11627-010-9279-6.

SCHERWINSKI-PEREIRA, Jonny Everson et al. Somatic embryogenesis and
plant regeneration in acai palm (Euterpe oleracea). Plant Cell, Tissue and Organ
Culture, [s.l.], v. 109, n° 3, p. 501-508, 2012. ISSN: 01676857, DOI:
10.1007/s11240-012-0115-z.

SILVA, R. de C. et al. Proteomic identification of differentially expressed
proteins during the acquisition of somatic embryogenesis in oil palm (Elaeis
guineensis Jacq.). Journal of Proteomics, [s.l.], 2014. ISBN: 1874-3919, ISSN:
18767737, DOI: 10.1016/j.jprot.2014.03.013.

SILVEIRA, T. F. F. DA. PHENOLIC COMPOUNDS AND ANTIOXIDANT CAPACITY
OF ACAI PULP (Euterpe oleracea Mart.): EFFECT OF HIGH PRESSURE
PROCESSING IN COMPARISON TO THERMAL PASTEURIZATION OF PURPLE
ACAI PULP AND A STUDY ON “WHITE ACAI”. 228 p. - Universidade Estadual de
Campinas Biblioteca, 2017. Disponivel em: <http://www.albayan.ae>.

SOUSA, A. M. De; OLIVEIRA, M. do S. P. De; NETO, J. T. de F. VARIABILIDADE
GENETICA ENTRE PROGENIES DE ACAi BRANCO PARA CARACTERES DA
PLANTA. 19° Seminario de Iniciacao Cientifica e 3° Seminéario de P6s-graduacéo da
Embrapa Amazénia Oriental. 2015.

STEFANELLO;, R. et al. Germinacdo E No Vigor De Sementes De Anis. Revista
Brasileira Agrociéncia, [s.l.], v. 12, n° 1, p. 45-50, 2006.

STEINMACHER, D. A. et al. Somatic embryogenesis from peach palm zygotic
embryos. In Vitro Cellular and Developmental Biology - Plant, [s.l.], 2007. ISBN:
1054-5476, ISSN: 10545476, DOI: 10.1007/s11627-007-9032-y.

TAGORE, M. D. P. B. O AUMENTO DA DEMANDA DO ACAI E AS ALTERACOES
SOCIAIS, AMBIENTAIS E ECONOMICAS: O CASO DAS VARZEAS DE
ABAETETUBA, PARA. 155 p. - Universidade Federal do Para, 2017.

TAVARES, G. dos S.; HOMMA, A. K. O. Comercializacdo Do Acai No Estado Do
Para: Alguns Comentarios. Observatorio de la economia latinoamericana, [s.l.], p.
1-13, 2015.

TEXEIRA, J. B.; SONDAHL, M. R.; KIRBY, E. G. Somatic embryogenesis from
immature zygotic embryos of oil palm. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, [s.l.],
v. 34, n° 1, p. 227-233, 1993. ISBN: 0167-6857, ISSN: 01676857, DOI:



51

10.1007/BF00045908.

TISSERAT, B. Palm. Cultura de células e tecidos na silvicultura. Dordrecht: Martinus
Nijhoff, 1987. p. 339-356.

TORRES, A. C. et al. Cultura de tecidos e transformacao genética de plantas. In:
EMBRAPA, 1998 (Org.). [s.l.]: Embrapa, 1998. 864 p. ISBN: 9788573830446.

VALLES, C. M. A. Impacto Da Dindmica Da Demanda Dos Frutos De Acai Nas
Relacdes Socioecondmicas E Composicdo Floristica No Estuario Amazoénico.
Dissertacdo de Mestrado, [s.l.], v. 1, p. 109, 2013. ISBN: 9788578110796, ISSN:
1098-6596, DOI: 10.1017/CB09781107415324.004.

VENTURIERI, G. R. ECOLOGIA DA POLINIZACAO DO ACAIZEIRO ( Euterpe
oleracea ) COM E SEM A INTRODUQAO DE COLONIAS DA ABELHA URUCU-
AMARELA ( Melipona flavolineata ) Floriandpolis. 122 p. - Universidade Federal
de Santa Catarina, 2015.

YAMAGUCHI, K. K. D. L. et al. Amazon acai: Chemistry and biological activities:
A review. Food Chemistry. [s.l.]: Elsevier Ltd, 2015. v. 179, 137-151 p. ISBN:
5592990367, ISSN: 18737072, DOI: 10.1016/j.foodchem.2015.01.055.

ZIMMERMAN, J. Somatic embryogenesis: A model for early development in
higher plants. The plant cell, [s.l.], 1993. ISBN: 1532-298X (Electronic)r1040-4651
(Linking), ISSN: 1532-298X, DOI: 10.1105/tpc.5.10.1411.



