ESTABELECIMENTO DE CULTURAS EM SUSPENSAO DE Euterpe precatoria
MART. (ARECACEAE)

ALEXANDRO DIAS MARTINS VASCONCELOS

DOUTORADO EM CIENCIAS FLORESTAIS DEPARTAMENTO DE
ENGENHARIA FLORESTAL UNIVERSIDADE DE BRASILIA

UNIVERSIDADE DE BRASILIA




gb \ faculdade de | gswume E!

% e engenharia
Ciéncias Florestais tecnologia ’ florestal  Universidade de Brasilia

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA FLORESTAL

ESTABELECIMENTO DE CULTURAS EM SUSPENSAO DE
Euterpe precatoria MART. (ARECACEAE)

ALEXANDRO DIAS MARTINS VASCONCELOS

ORIENTADOR: Dr. JONNY EVERSON SCHERWINSKI-PEREIRA

TESE DE DOUTORADO EM CIENCIAS FLORESTAIS

BRASILIA-DF,
MAIO DE 2024



gb ‘ faculdade de | gpxomes E!

o engenhana

Ciéncias Florestais tecnologia ‘ florestal  Universidade de Brasilia

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA FLORESTAL

ESTABELECIMENTO DE CULTURAS EM SUSPENSAO DE
Euterpe precatoria MART. (ARECACEAE)

ALEXANDRO DIAS MARTINS VASCONCELOS

TESE DE DOUTORADO SUBMETIDA AO DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA FLORESTAL
DA UNIVERSIDADE DE BRASILIA COMO PARTE DOS REQUISITOS NECESSARIOS PARA A
OBTENGCAO DO GRAU DE DOUTOR.

APROVADO POR:

Dr. JONNY EVERSON SCHERWINSKI-PEREIRA
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (PBI/Cenargen)
(Orientador)

Dr. ANDERSON MARCOS DE SOUZA
Universidade de Brasilia (UnB/Dpt.° de Engenharia Florestal)
(1° examinador)

Dr.2 INAE MARIE DE ARAUJO SILVA-CARDOSO
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (PBI/Cenargen)
(2° examinador)

Dr. FREDERICO HENRIQUE DA SILVA
Universidade Federal do Acre (UFAC)
(3° examinador)

Dr. PAULO CESAR POETA FIRMINO JUNIOR
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
(Suplente)

BRASILIA/DF, 09 DE MAIO DE 2024.



FICHA CATALOGRAFICA

Dias Martins VVasconcelos, Alexandro
DV33le Estabelecimento de Culturas em Suspenséo de Euterpe precatori
(Arecaceae) / Alexandro Dias Martins Vasconcelos; orientador JONNY EVERSON
SCHERWINSKI-PEREIRA. -- Brasilia, 2024.
160 p.
Tese (Doutorado em Ciéncias Florestais) -- Universidade de Brasilia, 2024.

1. Embriogénese Somatica. 2. Cultivo in vitro de plantas. 3. Meio de Suspenséao Celular.
4. Calos embriogénicos. 5. Caracterizacdo bioquimica. I. SCHERWINSKI-PEREIRA, JONNY
EVERSON, orient. Il. Titulo.

REFERENCIA

VASCONCELQS, A.D.M. (2024). Estabelecimento de Culturas em Suspensdo de Euterpe
precatoria Mart. (Arecaceae). Tese de Doutorado, Departamento de Engenharia Florestal,
Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, 160 p.

CESSAO DE DIREITOS

Alexandro Dias Martins VASCONCELOS
Estabelecimento de Culturas em Suspensdo de Euterpe precatoria Mart. (Arecaceae)
Doutor/2024

E concedida a Universidade de Brasilia a permissdo para reproduzir a Tese de Doutorado e para
emprestar ou vender somente para propdsitos académicos e cientificos. O autor reserva outros direitos
de publicagéo e nenhuma parte desta tese de doutorado pode ser reproduzida sem a autorizagéo por escrito
do autor.

Alexandro Dias Martins VASCONCELQOS
Brasilia/DF -Brasil



Dedico esse trabalho a Deus, sobre todas as coisas. Dedico a minha
familia, minha esposa Amanda, aos meus filho Arthur, Jodo Luccas, Andressa
e Lunna, aos meus pais Alfredo e Almira. Dedico a minha Unica avé viva, Ahhh

Dona Amalia, minha mainha de coracéo. Dedico ao meu orientador Jonny, por
n&o soltar a minha méo e acreditar em mim.

AMO TODOS VOCES!!!!



Somos seres em construgdo...

Durante a nossa vida, causamos transtornos na vida de muitas pessoas, porqu
imperfeitos.

Nas esquinas da vida, pronunciamos palavras inadequadas, falamos sem nece
incomodamos.

Nas relagdes mais proximas, agredimos sem intengdo ou intencionalmente. Mas
agredimos.

Nao respeitamos o tempo do outro, a historia do outro. Parece que o mundo gira em torno
dos nossos desejos, € o outro é apenas um detalhe.

E, assim, vamos causando transtornos. Esses tantos transtornos mostram que nao estamos
prontos, mas em constru¢ao.

Tijolo a tijolo, o templo da nossa historia vai ganhando forma. O outro também estd em
construcao e também causa transtornos.

E, as vezes, um tijolo cai e nos machuca. Outras vezes, € a cal ou o cimento que suja nosso
rosto. E quando ndo é um, € outro. E o tempo todo nés temos que nos limpar e cuidar das
feridas, assim como os outros que convivem conosco também tém de fazer.

Os erros dos outros, os meus erros. Os meus erros, os erros dos outros.

Esta ¢ uma conclusdo essencial: todas as pessoas erram. A partir dessa conclusao,
chegamos a uma necessidade humana e cristd: O PERDAO.

Perdoar ¢ cuidar das feridas e sujeiras. E compreender que os transtornos sao muitas vezes
involuntarios. Que os erros dos outros sao semelhantes aos meus erros € que, cOmo
caminhantes de uma jornada, € preciso olhar adiante.

Se nos preocupamos com o0 que passou, com a poeira, com o tijolo caido, o horizonte
deixara de ser contemplado. E serd um desperdicio.

O convite que fago é que vocé experimente a beleza do perdao.
E um banho na alma! Deixa leve!

Se eu errei,

Se eu 0 magoei,

Se eu o julguei mal....

Desculpe-me por todos esses transtornos...

Estou em construgao!

PAPA FRANCISCO
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RESUMO GERAL

A palmeira Euterpe precatoria Mart. (acai-solteiro), conhecida mundialmente possui grande
importancia econdémica no Brasil. Originario da Floresta Amazonica, é consumido como
alimento basico por muitas comunidades na regido. O acai € uma palmeira que vai além dos
seus usos tradicionais devido sua relevancia nutricional e seus beneficios para a saide humana.
O acai é uma palmeira tdo importante para nutricdo humana, que recebeu outro titulo, o de
“super fruto”, tornando-a ainda mais importante economicamente. O fruto ganhou
reconhecimento internacionalmente devido as suas propriedades energéticas e sua riqueza em
minerais, cidos graxos, antocianinas e antioxidantes. Essas caracteristicas tém impulsionado o
consumo da polpa de acai nos ultimos anos. Assim, objetivou-se, nesta pesquisa, estabelecer
linhagens embriogénicas em meio de consisténcia liquida (suspensdo celular) e avaliar a
cinética do crescimento de estruturas embriogénicas de E. precatoria Mart, oriundas de
embrides zigoticos, tecidos foliares jovens e inflorescéncias imaturas. E importante destacar
que, até agora, ndo ha relatos na literatura sobre o uso dessa técnica para a reproducdo dessa
espécie. No primeiro artigo, avaliou-se o crescimento oito linhagens (L1-L6 e L8), oriundas de
tecidos foliares, embribes zigoticos e inflorescéncia imaturas, em meio liquido (500 mg calos
embriogénicos) de MS suplementados com 5 puM Picloram (5 linhagens) e, para fins
comparacdo em meio semissolido (1,050 g de calo embriogénico) de MS suplementado com
13,57 uM Picloram (3 linhagens). A curva de crescimento foi obtida a partir da pesagem dos
calos entre 60 até 180 dias de cultivo. O modelo Gompertz foi aplicado e a cinética de
crescimento foi avaliada. Aos 100 dias, verificaram-se o teor de acUcares e proteinas solUveis
totais. O cultivo de linhagens de E. precatoria em meio de consisténcia liquida foi realizado
com sucesso e 0 estabelecimento foi obtido. As linhagens apresentaram diferencas estatisticas
na curva de crescimento. Foi verificada a auséncia da fase lag 4 (dia). O modelo de Gompertz
pode ser adequado, uma vez que descreve mais de 90% da cinética de crescimento das
linhagens. A andlise multivariada revela elevado incremento de massa em culturas liquidas,
representadas pelas linhagens L6 e L2. Diferencas estatisticas foram constatadas nos teores de
Acucares Soluveis Totais (AST), e os maiores niveis foram observados nas linhagens cultivadas
em meio liquido. O teor de proteinas encontrado foi muito baixo, apesentando diferencas
estatisticas entre as linhagens. A multiplicacdo apresenta comportamento ao longo dos
subcultivos, tanto entre linhagens quanto entre periodos de cultivo. No segundo artigo, avaliou-
se a otimizagdo do protocolo, utilizando materiais somaticos de origem foliar. Seis linhagens
(LT21- LT6) foram avaliadas em seis meios diferentes, sendo 0s meios respectivamente PIC;
PIC+AIB: PIC+ANA; 2,4-D; 2,4-D+AIB e 2,4-D+ANA. Avaliaram-se, ao longo de 180 dias
de cultivo, a oxidacao, o volume e contaminacdo. A andlise dos componentes principais foi
estimada. O modelo Gompertz foi aplicado e a cinética do crescimento foi determinada. O
protocolo foi otimizado com sucesso. Os resultados obtidos foram acima do esperado, tendo
uma taxa de crescimento médios acima dos 1.400%. Aos 100 dias, verificou-se que os calos
apresentaram competéncia embriogénica. A dinamica de crescimento foi variavel entre as
linhagens. As linhagens apresentaram diferencas estatisticas na curva de crescimento. A fase
lag A (dia) foi determinada neste estudo. O modelo de Gompertz pode ser adequado, com curvas
sigmoides uma vez que descreve mais de 70% da cinética de crescimento das linhagens. A
analise multivariada revela que ha similaridade entre as linhagens. O protocolo de cultivos de
acai-solteiro em meio de consisténcia liquida foi otimizado. A producgéo de calos embriogénicos
friaveis foi melhorada. As linhagens apresentaram diferenca significativa em razdo do efeito
das composi¢Oes dos meios de cultivo ao longo do tempo. A oxidagdo ndo impede a producdo
de calos embriogénicos fridveis. Os calos podem ser multiplicados tanto usando auxina
Picloram quanto 2-4-D. As andlises anatbmicas revelam que os calos tém competéncia
embriogénica.
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ABSTRACT

The palm tree Euterpe precatoria Mart. (acai), known word worldwide, has great economic
importane in Brazil. Originally from the Amazon Rainforest, it is consumed as a staple food by
many, communities in the region. Acai is a palm tree so important for humam nutrition that is
received another title “super fruit”, making it even more economically, important. The fruit has
gained, international, recognition due to its energetic, properties and its richness in minerals,
fatty acids, anthocyanins and antioxidants. These characteristics have driven the consumption
of acai pulp in recent years. Thus, the objective of this research was to establish embryogenic
lines in a liquid consistency medium (cell suspension) and evaluate the growth kinetics of
embryogenic strutures of E. precatoria originating from zygotic embryos, young leaf tissues
and immature inflorescences. It is important to highlight that, until now, there are no reports in
the literature, on the use of this technique to reproduce this species. In the first article, the
growth of eight lines (L1 — L8) was evaluated, originating from leaf tissues, zygotic embryos
and immature inflorescences, in liquid medium (500 mg embryogenic callus) of MS
supplemented with 5 uM Picloram (five lines) and, for comparison purposes in semi-solid MS
medium (1.050 g embryogenic callus) supplemented with 13.57 uM Picloram (three lines). The
growth curve was obtained from weighing the calli between 60 and 180 days of cultivation.
The Gompertz model was applied and growth Kinetics were evaluated. At 100 days, the total
sugar and soluble protein content was checked. The cultivation of E. precatoria strains in liquid
consistency medium was successfully carried out and establishment was achieved. The strains
showed statistical differences in the growth curve. The absence of lag phase A (day) was
verified. The Gompertz model may be appropriate, at is describes more than 90% of the lineages
growth kinetics. Multivariate analysis reveals a high increase in mass liquid cultures,
represented by lineages L6 and L2. Statistical differences were found in the levels of Total
Soluble Sugars (AST), and the highest levels were observed in strains grown in liquid medium.
The protein content found was very low, showing statistical differences between the strains.
Multiplication presents behavior throughout subcultures, both between lineages and between
cultivation periods. In the second article, the optimization of the protocol was evaluated, using
somatic materials of leaf origin. Six strains (L1 — L6), were evaluated in six different media,
respectively PIC; PIC+AIB; PIC+ANA,; 2,4-D; 2,4-D+AIB and 2,4-D+ANA. Over 180 days of
cultivation, oxidation, volume and contamination were evaluated. Principal component,
analysis was estimated. The Gompertz model was applied and growth kinetics were determined.
The protocol was successfully optimized. The results obtained were above expectations, with
an average growth rate above 1400%. At 100 days, it was found that the calli showed
embryogenic competence. The growth dynamics, although variable between strains, were
satisfactory. The strains showed statistical differences in the appropriate, with sigmoid curves,
as it describe more than 70% of the lineages growth kinetics. Multivariate analysis reveals that
there is similarity between the lineages. The protocol for growing single acai in liquid
consistency medium was optimized. The production of friable embryogenic callus has been
improved. The strains showed significant differences due to the effect of the compositions of
the culture media over time. Oxidation does not prevent the production of friable embryogenic
callus. Calli can be multiplied using both Picloram and 2,4-D auxin. Anatomical Analyzes
reveal that calluses have embryogenic competence.

Keywords: Somatic embryogenesis; liquid medium; biochemical characterization; growth
regulator; auxin.
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1 INTRODUCAO

O acai é atualmente um dos principais produtos florestais ndo madeireiro de importancia
econdmica no Brasil. E nativo da Floresta Amazonica e utilizado como alimento basico para
muitos povos da Amazonia. O fruto ganhou destaque no Brasil e no mundo devido suas
propriedades energéticas, e ainda fonte de minerais, &cidos graxos, antocianinas e antioxidante.
Essas propriedades tém aumentado o consumo da polpa do agai nos ultimos anos (SANTANA
& COSTA; YUYAMA et al., 2011; IBGE, 2021).

O fruto do acai é extraido principalmente de duas espécies de palmeiras pertencentes a
familia Arecaceae: Euterpe precatoria Mart., popularmente conhecida como agai-solteiro, uma
vez que possui um unico estipe, e, a espécie Euterpe oleracea Mart., que apresenta touceira
com diversos perfilhos. No entanto, mesmo com um Unico estipe, 0 acai-solteiro produz
aproximadamente 4,5 kg de frutos em cada cacho (WADT et al., 2004), enquanto o agai de
touceira produz em média cerca de 2,5 kg de frutos (OLIVEIRA; FERNANDES, 2001).

A espécie E. precatoria se destaca em maior representatividade nos estados do
Amazonas, Para, Rondonia e no Acre, com ocorréncia natural em terras baixas e firme, muito
embora também se encontre em terras altas e areas sujeita a inundagdo sazonal (BRASIL, 2018;
VIEIRA et al.,, 2018; FERREIRA, 2020). O acai-solteiro € uma espécie recalcitrante
(BARBEDO & MARCOS FILHO, 1998), perene, com ciclo de vida longo, de reproducéo
sexuada que necessita de cruzamentos (CARVALHO et al., 1998), resultando em gendtipos
com caracteristicas variadas e heterogéneas, o que dificulta o0 melhoramento genético.

As tecnologias de producao/propagacéo existentes sao insuficientes quando comparada
ao potencial econdmico do acaizeiro. Isso pode resultar em uma exploragdo néo sustentavel do
recurso existente com a demanda (TAGORE, 2017), como ocorreu anteriormente na década de
60, na exploracdo do palmito da palmeira E. edulis, conhecida popularmente como jucara.
Naquela época, o palmito era produto comercializavel de maior valor econémico nas palmeiras.

Dessa forma, com a popularizacdo do acai, aliada ao aumento constante da demanda
expressiva existente pelo fruto, ndo somente a nivel nacional, mas também internacional, torna-
se fundamental o desenvolvimento de tecnologias que viabilizem a eficiéncia da cadeia
produtiva, e que consequentemente, assegurem oferta do produto com controle de qualidade e
agregacao de valores.

Tecnologias de propagacdo vegetativa em acai ainda sdo incipientes. Ha poucas
pesquisas cientificas relacionadas a cultura de tecidos de E. precatoria, sendo mais comumente

encontradas pesquisas envolvendo as espécies E. oleracea e E. edulis (FARIAS NETO et al.,
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2005; SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012; YOKOMIZO et al., 2019; FERREIRA et al.,
2020).

Assim, a propagacao vegetativa via cultivo in vitro surge como alternativa viavel para
espécies com caracteres agrondmicos, uma vez que, em palmeiras, a taxa a multiplica¢éo in
vitro é maior que por outros métodos convencionais, necessitando menor espaco de tempo e
espaco fisico para os trabalhos, quando comparado aos métodos convencionais (ASSIS e
TEIXEIRA, 1998; NOGUEIRA; FIGUEIREDO; MULLER, 2005).

Atualmente, pesquisas envolvendo a espécie E. precatoria, quando se trata de
embriogénese somatica vegetal, sdo desenvolvidas pela Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia-DF, em parceria com a Universidade de Brasilia, com a obtencéo de resultados
promissores e inéditos quanto ao cultivo in vitro relacionados a formacdo de calos
embriogénicos. Ferreira et al. (2022a) e Ferreira et al. (2022a) obtiveram éxito no
desenvolvimento de protocolo de embriogénese somética para a espécie a partir de embries
zigoticos e tecidos foliares jovens, respectivamente. No entanto, os estudos com embriogénese
somatica de E. precatoria ndo foram totalmente desenvolvidos, necessitando da otimizacéo do
protocolo, especialmente, das fases de multiplicacdo de propéagulos embriogénicos em meio
liquido e da regeneracéo in vitro.

O uso de suspensdo celular constitui uma técnica empregada na embriogénese somatica
caracterizada como o cultivo de células ou agregados de células, com elevada taxa de
multiplicagdo (CID, 1998). Isso é possivel, uma vez que o meio nutritivo desprovido de agente
gelificante garante um melhor contato fisico com os materiaiscultivados, € uma melhor
incorporacdo e absor¢do de nutrientes e de agua, comparado com o meio semissolido
(MONTEIRO et al., 2017; SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012).

Um fator importante do cultivo de E. precatoria em meio liquido é a selecdo de linhagens
com baixa variabilidade natural das células, e, portanto, com caracteristicas mais homogéneas,
que podem ser empregadas para fins de obtencdo de material clonal em escala comercial, livres
de doengas e patdgenos em curto espago e tempo. Para isso, analisou-se o perfil do crescimento
celular e dos agregados celulares em linhagens embriogénicas de E. precatoria, aplicando-se a
modelagem matematica de Gompertz, importante para estabelecimento e otimizagdo futura de
processos embriogénicos da espécie em meios de consisténcia liquida.

Nesta pesquisa, tém-se as primeiras informagdes bioquimicas quanto ao acimulo de
proteinas totais e acgUcares solUveis totais em linhagens embriogénicas de E. precatoria, que

podem dar suporte na compreensdo dos fenémenos que norteiam o cultivo in vitro da espécie.
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Com isso, objetivou-se pela primeira vez, o estabelecimento e a multiplicacdo de culturas
embriogénicas em suspensdo de E. precatoria Mart. com vistas ao desenvolvimento de
protocolos que otimizem a embriogénese somatica a partir do uso de meios nutritivos de

consisténcia liquida.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estabelecer linhagens embriogénicas de agai-solteiro (Euterpe precatoria Mart.) em meio

de consisténcia liquida (suspensdo celular) e avaliar a cinética do crescimento dessas linhagens.

\

2.2 Objetivos Especificos

Estabelecimento das linhagens em meio liquido;

Determinar o meio liquido apropriado para multiplicacdo de linhagens embriogénicas;
Comparar as linhagens quanto ao potencial de multiplicacdo no sistema de cultivo
liquido;

Verificar a cinética do crescimento por meio da aplicacdo de modelagem;

Selecionar linhagens que apresentarem taxa de multiplicacéo eficiente no sistema liquido;
Analisar aspectos bioquimicos e histoquimicos do processo de embriogénese somatica
em meio de consisténcia liquida;

Caracterizar anatomicamente 0s processos de embriogénese soméatica em meio liquido.
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5 REVISAO DE LITERATURA
5.1 Caracterizacao botanica, fenologia e biologia reprodutiva do acai-solteiro

O acai solteiro é classificado segundo Alves e Dematté (1987), na seguinte hierarquia:

Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Liliopsida
Subclasse: Arecidae
Ordem: Arecales
Familia: Arecaceae
Subfamilia: Arecoidae
Género: Euterpe
Espécie: Euterpe precatoria Mart.

A espécie esta distribuida desde a América Central, nos paises de Belize, Costa Rica,
Guatemala, Honduras, Nicaragua e Panama, até na regido norte da América do Sul, nos paises
Brasil, Bolivia, Colémbia, Equador, Guianas, Peru e Trinidad. No Brasil, o acai-solteiro €
encontrado nos estados do Acre, Amazonas, Pard e Rondénia (HENDERSON, 1995).

Figura 1. Ocorréncia geografica da espécie Euterpe precatoria Mart. Fonte: Adaptado de

Ferreira (2020).

O acai apresenta somente um estipe (caule), com marcas anelares oriundas das bainhas

folhas, de cor cinza claro, com diametro a altura do peito (DAP) variando de 4 a 23 cm, que
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pode atingir até 30 metros de altura. A planta pode apresentar entre 8 e 14 folhas nas copas por
individuo, sendo planas e pinadas. A bainha é lisa e fechada, de cor verde, podendo atingir até
um metro e meio de comprimento, e peciolo de 51 cm de comprimento. As folhas podem variar
entre 10 e 20 cm de tamanho (HENDERSON, 1995; MIRANDA et al., 2001; LORENZI et al.,
2010).

As inflorescéncias sdo desenvolvidas a partir das axilas foliares, ou seja, na regiao
intrafoliar (LORENZI et al., 2010), por um pedunculo curto, do tipo espadice (OLIVEIRA;
NAVEGANTES; COSTA, 2019). Cada individuo pode emitir até quatro inflorescéncias
sucessivas, no periodo de floracdo, e ap6s a folha mais velha entrar em senescéncia
(KUCHMEISTER et al., 1997). As inflorescéncias sdo envolvidas por duas bracteas, que
também sdo chamadas de espata ou espatela, de aspecto fusiforme, coriaceo (OLIVEIRA,;
NAVEGANTES; COSTA, 2019). Os detalhes da inflorescéncia tanto em E. oleraceae quanto
em E. precatoria estdo evidenciados na Figura 2.

Foto: Socorro Padilha

Figura 2. Comparacdo em detalhe das inflorescéncias em Euterpe oleraceae (A) e Euterpe
precatoria (B), onde “a” ¢ “d” evidenciam o arranjo das triades, as flores masculinas “b” ¢ “e”

e “c” e “f”, flores femininas. Fonte: Oliveira, Navegantes, Costa (2019).

As bracteas, ao se abrirem, expdem os cachos, 0s quais pesam entre 3 a 8 kg. Os cachos
sdo constituidos por raquis (eixo central), contendo indmeras raquilas (ramificacdes laterais
onde se encontram duas flores masculinas para uma feminina) em nimero variando de 70 a
150, e, com 35 a 45 cm (CALZAVARA, 1987; NOGUEIRA et al., 1995; OLIVEIRA;
CARVALHO; NASCIMENTO et al., 2002). Os aspectos gerais do acai-solteiro com a

presenca de inflorescéncia e infrutescéncia (cacho) na planta s&o apresentados na Figura 3.
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Foto: Socorro Padiiha

Figura 3. Aspecto geral do acai-solteiro (A), inflorescéncia (B) e cacho (C). Fonte: Oliveira,
Navegantes, Costa (2019).

As espécies pertencentes ao género Euterpe sdo classificadas como monoicas, com
dicogamias do tipo protandria, com polinizacdo cruzada, principalmente entomofila
(OLIVEIRA; MOCHIUTTI; NETO, 2009). Os polinizadores sdo atraidos pelas flores
masculinas e femininas. Os principais visitantes sdo coledpteros das familias Chrysomelidae,
Curculionidae e Staphylinidae, e, as abelhas da familia Halictidae (HENDERSON &
GALEANO 1996; KUCHMEISTER et al. 1997). Anemocoria e a gravidade também séo
responsaveis pela polinizagdo do acaizeiro (OLIVEIRA; MOCHIUTTI; NETO, 2009). As
inflorescéncias de E. precatoria sdo maiores que as inflorescéncias de E. oleraceae, com maior
numero de raquilas, mais grossas e com maior numero de flores masculinas e femininas
(KUCHMEISTER et al., 1997).

O acai pode florescer e frutificar o ano todo, mas o periodo de safra vai de junho a
outubro (FERREIRA, 2005). O ciclo reprodutivo dura 12 meses (GARCIA, 2011), e a fase de
reproducdo comeca entre o quinto e o sétimo ano (OLIVEIRA; NAVEGANTES; COSTA,
2019). A floracdo ocorre por fases, em que as anteses comecam do apice para base da raquila,
havendo primeiro o periodo da fase masculina que inicia no dia em que a inflorescéncia é
exposta, permanecendo por um periodo aproximadamente de 17 dias. A segunda fase € um
periodo chamado de laténcia, um intervalo de tempo com auséncia de anteses que dura entre
cinco e seis dias. Em seguida, inicia-se a fase feminina por sete dias, fechando o ciclo, que em
média é de 30 dias (KUCHMEISTER et al.,, 1997; OLIVEIRA, 2002; OLIVEIRA;
NAVEGANTES; COSTA, 2019).
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A maturagdo dos frutos ocorre entre sete e oito meses (ROCHA; VIANA, 2004). Os
frutos do acai-solteiro sdo globosos, com diametro variando entre 1,0 e 1,8 cm e coloracéo
purpuro-negra, constituido de mesocarpo de 1 mm de espessura. O fruto pesa em média 1,5
gramas, contendo uma Unica semente. O endosperma é homogéneo e solido. Os frutos do acai
apresentam propriedades nutricionais consideraveis, rico em minerais como boro, cobre,
manganés e cromo, vitamina E, proteinas, lipideos e fibras (SOUZA et al., 2011).

Ja as sementes do acai-solteiro possuem forma globosa, de cor marrom escuro que
preenche quase todo o fruto. Cerca de 80% da semente é coberta por fibras, medindo
aproximadamente 11,5 mm de didmetro. As sementes apresentam leve oleosidade no
revestimento do fruto, com apenas um poro germinativo (AGUIAR; MENDONCA, 2003;
CLAY; CLEMENT, 1993; HENDERSON, 1995; LORENZI et al., 2010; FERREIRA et al.,
2020) e séo classificadas como recalcitrantes, apresentando um embrido conico, indiviso, basal
de eixo embrionario curvo. Também apresentam diferenciagdo no polo caulinar com trés
primordios foliares e é indiferenciado no polo radicular (AGUIAR; MENDONCA, 2003;
FERREIRA et al., 2020).

A sindrome de dispersdo dos frutos de acai-solteiro ocorre principalmente de maneira
zoocorica, por aves, morcegos, roedores e outros mamiferos terrestres que se alimentam do
fruto, levando as sementes para locais mais distantes da planta m&e. Em épocas de inundacdes,
ou quando os individuos de acai-solteiro estdo proximos aos rios, pode ocorrer a dispersao via
fluvial, considerada um mecanismo muito eficiente. O acai-solteiro tem caracteristicas
germinativas a sombra, bem como o seu crescimento e desenvolvimento (LIMA, 2014,
BRASIL, 2017; BUTZKE, 2019). Os aspectos gerais do fruto e das sementes do acai-solteiro

sdo apresentados na Figura 4.
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carogos; “D” e “F” frutos no cacho. Fotos: Daniel Papa, EMBRAPA ACRE, 2019/2020.

5.2 Propagacéo vegetativa

A propagacdo vegetativa constitui uma técnica de multiplicacdo de plantas assexuada,
utilizando 6rgdos, tecidos e células que ddo origem a novos individuos com as caracteristicas
genéticas idénticas a planta matriz, sendo considerada uma técnica valiosa na perpetuacéo e na
juvenilidade dos individuos (HARTMANN et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2015). Em algumas
espécies, a propagacao sexuada pode apresentar dificuldades, e a propagacdao clonal surge como
alternativa para a producdo em larga escala de mudas uniformes oriundas de matrizes com
caracteristicas superiores (DANTAS et al., 2009).

Por meio da propagacdo vegetativa, os clones podem ser obtidos por metodos
convencionais de macropropagacao (estaquia e enxertia) ou pela micropropagacao, por meio
de cultura de tecidos, utilizando calos, células e 6rgdos da planta (HIGASHI; SILVEIRA,
GONCALVES, 2000). E possivel a obtencdo de plantas por meio da propagacio vegetativa
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através de enraizamento, enxertia, estoldes e por meio da micropropagacdo (PASQUAL, 2001;
BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2014).

Do ponto de vista comercial, a propagacao assexuada € importante em cultivares com
caracteristicas agronémicas superiores, pois gera plantas uniformes, com caracteristicas
altamente favordveis quanto ao crescimento, floragdo, frutificagdo e, consequentemente,
elevada producdo (BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2014). Quanto a propagacao in vitro, pode-
se citar algumas vantagens, como a formacdo de mudas livre de virus e demais patogenos e
provenientes de gendtipos com caracteristicas desejaveis, sendo adquiridas em menor tempo de
propagacdo quando comparado como a propagacdo convencional (LAKSHMANAN et al.,
2006; SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012).

Quando se trata de micropropagacéo, utilizam-se os explantes, que podem ser um érgéo
ou qualquer parte do tecido vegetal, submetidos a tratamentos especificos em isolamento em
meio nutritivo sob assepsia total (PASQUAL, 2001). Apesar de ser considerada uma técnica
dispendiosa no que se refere a estrutura laboratorial e méao de obra, a propagacao in vitro possuli
uma excelente relacdo custo-beneficio, pois é possivel produzir em escala comercial, 0 material
selecionado desejavel, uniforme que atende diferentes areas como genética, fisiologia vegetal
e fitopatologia (BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2014).

Na cultura de células vegetais, as células totipotentes sdo as responsaveis pelo
desenvolvimento in vitro e sdo consideradas a base da cultura de tecidos vegetais. A totipoténcia
constitui a capacidade de células diferenciadas, desdiferenciarem-se, desenvolvendo um novo
individuo idéntico a planta mae. No entanto, a totipoténcia € variavel entre partes das plantas e
algumas células, podendo, umas terem maior capacidade de desenvolvimento que as outras
(HARTMANN et al., 2011).

Nos ultimos anos, propagacdo in vitro via embriogénese somatica tém mostrado
resultados promissores e com éxito em diferentes palmeiras como coco (Cocos nucifera) por
Péres-Nufies et al. (2006); dendé (Elaeis guineensis) por Beulé et al. (2011); acai de touceira
(E. oleraceae) por Scherwinski-Pereira et al. (2012); babacu (Attalea speciosa) por Saleh, Luis
e Scherwinski-Pereira (2017); macauba (Acrocomia aculeata) por Meira et al. (2019); gueroba
(Syagrus oleracea) por Silva-Cardoso et al. (2019), e, recentemente, acai-solteiro (E.
precatoria) por Ferreira et al. (2022a, b).

Embora alguns estudos com cultivo in vitro sejam mais abrangentes em E. oleraceae
que em E. precatoria, ainda hd muitas questdes para serem analisadas em relacdo a
multiplicacdo in vitro dessas espécies. Pesquisas recentes foram desenvolvidas com finalidade

de utilizar materiais in vitro oriundos de folhas e inflorescéncias imaturas (OLIVEIRA et al.,
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2015), uma vez que grande parte dos estudos existentes sdo limitados a utilizagcdo de embrides
zig6ticos (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012; MENDONZA, 2018).

No entanto, com base nos estudos com cultivo in vitro de embrido zigotico, podem-se
desenvolver pesquisas com as demais partes da planta (folhas e inflorescéncia). Essas pesquisas
tém sido desenvolvidas pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF, com
foco no aperfeicoamento dos protocolos de regeneracéo tanto por embrides zigoticos como por
inflorescéncias e folhas imaturas (OLIVEIRA et al., 2015), por meio da embriogénese
somatica. Assim, a embriogénese somatica consiste num sistema excelente para propagacdo
clonal (LOPEZ et al., 2017).

As folhas imaturas possuem elevada totipoténcia, sendo consideradas uma dentre as
mais importantes para o cultivo in vitro em palmeiras, como o0 acgaizeiro, pois proporciona
centenas ou milhares de explantes(SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012; OLIVEIRA et al.,
2015; FERREIRA et al. 2022a).

As inflorescéncias imaturas sdo preferiveis para utilizacdo no cultivo in vitro, uma vez
que sdo protegidas pelas espatas. As inflorescéncias sao colocadas de forma individual em
placas Petri para formacéo de calos e demais etapas de cultivo in vitro, (SILVA-CARDOSO et
al., 2022). As inflorescéncias apresentam elevado potencial para inducéo e formacdo de calos
embriogénicos, sendo essas caracteristicas fundamentais para a propagacédo clonal (FKI et al.,
2011; SILVA-CARDOSO et al., 2019).

Ja os embrides zigoticos sdo considerados propagulos-modelo (FERREIRA et al.,
2022b), podem ser usados maduros ou imaturos. E bastante empregado na clonagem, em
retrocruzamentos, na producéo de plantulas, conservacdo de germoplasma, resgate de embrides
ou criopreservacdo (OLIVEIRA et al., 2015).

Em geral, para espécies da familia Arecaceae, existem fortes interesses pela
micropropagacdo, sobretudo pelo potencial econémico que essas espécies possuem (COSTA,;
ALOUFA, 2006). Entretanto, micropropagacao é realizada por protocolos, desde a inducéo a
aclimatizacio (LEDO et al., 2007).

Segundo Mattia (2009), a micropropagacdo em palmeiras € importante nos avancos
tecnologicos para os programas de melhoramento, principalmente se a espécie tiver valor
comercial, ou se houver dificuldade de desenvolvimento pelos métodos convencionais.

Assim sendo, a técnica de propagacdo de plantas in vitro possibilita a producédo
desejavel, de menor impacto ambiental e contribui para vantagens competitivas entre os paises

que praticam essa tecnologia. A exemplo, é a cultura de tecidos na floricultura, que gera bilhdes
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de ddlares em arrecadacdo, além de empregos, renda e material clonal de elite, livres de doencas
e resistentes aos fatores sazonais (BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2014).

5.3 Embriogénese somética

A embriogénese somatica (ES) constitui um exemplo classico da expressdo da
totipoténcia celular, possibilitando a regeneragdo de uma planta por completo
(ZIMMERMANNN, 2014). Em outras palavras, a ES € considerada um processo indutivo, em
que para formacao do embrido somatico, uma Unica célula ou um grupo de células passam por
varias mudangas fisioldgicas, bioquimicas e moleculares (RAI et al., 2011; KRISHNAN e
SIRIL, 2017).

As células somaticas se desenvolvem podendo formar estruturas bipolares capazes de
se regenerar e formar uma nova planta. 1sso ocorre em resposta a estimulos endégenos, também
chamado de diferenciacdo celular. Para a formacdo de embrides somaéticos, as células
diferenciadas tém que se desdiferenciarem ap6s o processo de divisdo celular (MOZGOVA et
al., 2017; MENDEZ-HERNANDEZ, et al., 2019), para se tornarem células embriogénicas e
depois serem rediferenciadas (PASQUAL et al., 1997).

Assim, a embriogénese somatica envolve dois estadios. Um estagio ocorre por meio da
expressdo da totipoténcia a partir das etapas de desdiferenciacdo, do qual € chamado de inducao
embriogénica, que ocorre mediante o efeito de reguladores de crescimento (FEHER, 2015;
ELHITI; STASOLLA, 2016). Dessa forma, todo esse processo € desencadeado em resposta a
uma sinalizacdo, que provoca a inducdo e assim determinard a programacdo da célula
(KRISHNAN e SIRIL, 2017; MENDEZ-HERNANDE?Z, et al., 2019). No entanto, a indug&o
sO ocorre quando as células somaticas apresentam a totipoténcia e alcangam a competéncia para
reagir aos estimulos embriogénicos e comecar de fato a embriogénese (PASTERNAK et al.,
2002).

O outro estadgio é o desenvolvimento, ou seja, é a capacidade da expressividade
embriogénica, resultando na formacéo e desenvolvimento completo do embrido a partir células
ndo zigoticas (ZIMMERMANNN, 2014; ELHITI; STASOLLA, 2016).

E esse potencial presente nas células dos vegetais que torna possivel a reproducio
macica de varias espécies de vegetais, mantendo-se a integridade das caracteristicas genéticas
das plantas (ZIMMERMANNN, 2014). H& inimeras pesquisas voltadas para melhor elucidar
essa técnica de regeneracdo de plantas, mas ainda € uma das menos compreendidas, visto que
0s mecanismos em nivel celular ainda s&o pouco claros (MENDEZ-HERNANDEZ et al.,
2019).
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Sao inimeras as aplicacdes da ES, em que pode-se citar a regeneracdo de plantas,
propagacao clonal, inducdo e selecdo de mutantes, formacdo de hibridos somaticos (GAJ,
2004), bem como subsidio a transformacédo genética (ZENG et al., 2006) e a conservagao via
criopreservagdo (VON ARNOLD et al., 2002). Entretanto, dentre as aplicagdes da ES, a
utilizacdo na propagacgdo clonal massiva é mais interessante no que se refere a reproducao de
culturas comerciais (VON ARNOLD et al., 2002), sobretudo, em diversas palmeiras, dado o
fato da dificuldade de propagacdo convencional e a escassez de gendtipos superiores (SILVA-
CARDOSO, 2018).

Os fatores que influenciam o sucesso do cultivo in vitro, que estdo ligados a indugéo da
ES, sdo a origem e idade da planta, as condi¢cGes do meio de cultura, o tipo de explante (raizes,
folhas, apices caulinares, discos foliares, hipocdétilos e outros), as altas concentragdes dos
reguladores de crescimento vegetal, o corte e a posi¢do do explante, as condicdes fisioldgicas
de incubacdo, a densidade celular no caso de cultivos em suspensdo, e também a geracdo de
agregados celulares homogéneos e outros fatores dificeis de serem controlados, uma vez que
cada planta responde de maneira diferenciada (CARVALHO et al., 2006; PENCIK et al., 2015
; LOYOLA-VARGAS; OCHOA-ALEJO, 2016; GRZYB et al., 2018).

Os primeiros estudos realizados com ES ocorreram no ano de 1958, descrito por Reinert
e Steward et al. (1958), com cenoura (Daucus carota), modelo ainda muito utilizado devido a
sua eficiéncia (ZIMMERMANNN, 2014). Staritsky (1970) foi o pioneiro na embriogénese
somatica em palmeiras, trabalhou com cultivo in vitro do dendé (Elaeis guineensis).

A ES pode ocorrer de duas maneiras: direta e indireta. A ES direta ocorre quando o
embrido surge diretamente do explante, e nesse caso, ndo ha desdiferenciacdo (GAJ, 2004;
CARVALHO et al., 2006; FEHER, 2008). Segundo Zimmermannn (2014), isso ocorre devido
a existéncia de células somaticas competentes ou pré-embrionarias, que possuem capacidade
de desenvolver embrides com pouca reprogramacao em relacdo a ES indireta.

Ja na ES indireta, ocorre a desdiferenciacéo, havendo primeiramente a formag&o do calo
e, em seguida, a inducao do embrido a partir dos calos. A ES indireta € a que ocorre com maior
frequéncia (GAJ, 2004; CARVALHO et. al., 2006; FEHER, 2008). Em palmeiras, a ES indireta
€ amaneira mais eficiente de micropropagacdo (REE; GUERRA, 2015) e envolve varias etapas,
com inicio na formacao de calos (primérios e embriogénicos), evoluindo para prembriogénicos
e depois h& o surgimento dos embrides somaticos, que maturam e germinam (formagéo da
planta) (VON ARNOLD et al., 2002).

Durante o processo de ES, os embriBes apresentam mudangas visiveis ao se

desenvolverem, apresentando 0s estagios comuns da embriogénese zigdtica. Assim, nas
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dicotiledbneas ocorrem os estadios globulares, cordiformes e torpedos; nas monocotiledéneas
ocorrem os estadios globular e cotiledonar; e em coniferas ocorrem os estadios globulares,
cotiledonar precoce e tardio (TOONEN; VRIES, 1996; DONG e DUSNTAN, 2000;
CARVALHO et al., 2006). Em palmeiras, os embriGes somaticos séo similares aos embrides
zig6ticos tanto nas caracteristicas morfoldgicas, quanto nas caracteristicas moleculares e
bioquimicas, e desenvolvem estrutura bipolar com apice caulinar (PEREIRA et al., 2007).

A ES ocorre normalmente nas seguintes fases: a) inducdo; b) multiplicacdo; c)
maturacdo e d) germinacdo. Apos procedimentos de assepsia e inoculagéo dos explantes, inicia-
se a fase de inducdo (GUERRA; NODARI, 2006), que pode ser direta ou indireta (GUERRA,
1989). A partir de um desenvolvimento gradativo chamado morfogénese, inicia-se a inducao
(GUERRA; NODARI, 2006). Os explantes sdo colocados sob estimulos fisicos, quimicos e
bioldgicos, havendo reprogramacdo das células por intermédio das modificacBes génicas
desenvolvidas pelos explantes (MERKLE et al., 1995; LOYOLA-VARGAS et al., 1999).

Na fase de inducdo, usam-se explantes juvenis ou maduros, em meios de cultura
semissolidos, com elevado nivel de auxinas, como &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D),
acido naftaleno acético (ANA) e &cido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico (Picloram) (GUERRA,;
HANDRO, 1998; STEINMACHER et al., 2007) adicionando ou ndo as citocininas 6-
benzilaminopurina (BAP), Tidiazuron (TDZ) e cinetina (KIN) (REY; MROGINSKI, 2006;
JOGESWAR et al. 2007; STEINMACHER et al. 2007).

Essas combinagbes de auxinas e/ou citocininas no meio de cultura fazem com que
células somaticas diferenciadas alcancem a competéncia celular embriogénica, seja essa, de
forma direta ou indireta (ZAVATTIERI et al., 2010). Segundo Guerra (1989), a competéncia
celular embriogénica é o potencial que o explante possui de expressar a inducdo, seja por
transformacbes na competéncia (diretiva), seja por meio de uma resposta particular de
diferenciacdo (permissiva).

Quando as células embriogénicas se desenvolvem nos calos na fase de indugcdo, com a
presenca de reguladores de crescimento e/ou submetida a estresses, pode ocorrer a proliferacao
e formacdo de massas proembriogénicas (YANG; ZAHNG, 2010). Assim, a concentracdo
desses reguladores de crescimento em cada cultura ird influenciar na inducdo dessas massas
embriogénicas no processo da ES (MARQUEZ-LOPEZ et al., 2018).

A elevada concentragdo de auxinas no meio de cultura constitui o principal estresse para
as células durante a inducdo de SE. Também sdo usados choque térmicos e pH elevado e
substancias quimicas, como fonte de estresse para inducdo da ES. A combinacdo de estresse

fisicos com niveis elevados de auxinas também podem melhorar as responsividade
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embriogénica (CUEVA AGILA et al., 2015). Apos induzidas, ha formacdo de embrides a partir
dessas massas nas monocotiledéneas, que passam tipicamente pelos estadios da embriogénese
zigotica globular, escutelar e coleoptilar (JIMENEZ, 2005).

A multiplicac@o consiste numa fase que permite estabelecer circunstancias satisfatorias
para o estabelecimento de repetitivos ciclos de divisdo celular e com equilibrio das vias de
diferenciacdo, de tal forma que as estruturas sejam compostas por embriGes somaticos
globulares ou proembrides em estadios iniciais de desenvolvimento. A multiplicacdo €
fundamentada para que calos embriogénicos continuem originando embrides somaticos ao
longo de muitas subculturas, em periodos prolongados (BARTOS, 2018). E na fase de
multiplicacdo que ocorre a producdo clonal para escala comercial, ou seja, producdo em larga
escala, a partir da multiplicacdo dos calos embriogénicos (MELO, 2011).

Na multiplicacéo, os niveis de reguladores de crescimento adicionados aos meios de
cultura sdo reduzidos (GUERRA,; TORRES; TEIXEIRA, 1999; GORRET et al., 2004). De
acordo com Gupta et al. (1993), nessa fase pode-se utilizar células em suspensao (meio liquido),
com reguladores em concentragdo média variado de 2 a 5 uM para auxinas e citocininas.
Biorreatores e Erlenmeyers sdo comumente utilizados na fase de multiplicacdo, em condicdes
de agitacdo por meio do uso de agitador rotatério (ZOUINE; EL HADRAMI, 2007). Além de
fatores genéticos e fisioldgicos, 0os meios nutritivos sdo fundamentais no sucesso da
multiplicacdo, sendo necessarias também condices adequadas de luz e temperatura para o
estabelecimento da cultura (LEITZKE et al., 2010).

A fase da maturacdo ocorre apés a diferenciacdo dos embriGes somaticos, iniciando o
primeiro processo metabdlico dessa fase, um processo morfogenético, em que os embrides
desenvolvem-se passando por uma fase amadurecimento, havendo modificagdes morfologicas
dos quais sdo resultantes de acgdes fisioldgicas que desencadeiam o crescimento e a maturacédo
é iniciada (VON ARNOLD et al., 2002; PILA QUINGA et al., 2018).

O segundo processo metabdlico é caracterizado por atividades fisiolégicas que
interrompem os ciclos repetitivos de divisdo celular e iniciam-se 0s processos e bioguimicos,
relacionados com acimulo de substancias, tais como lipideos, proteinas e aminoacidos. Essas
substancias sdo essenciais no desenvolvimento dos embrides. Neste Gltima fase, os embrides
somaticos atingem a maturidade morfologica e fisiologica, o que garante um desempenho pds-
embrionario satisfatério (BOREM, 2007; PILA QUINGA et al., 2018).

Na maturacdo, os cotilédones desenvolvem-se rapidamente. Nessa fase, a sintese e 0
acumulo e das substancias de reservas sdo fundamentais na converséo eficiente dos embrides
somaticos em plantas completas (MISHRA; SANYAL; AMLA, 2012). No entanto, ha
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palmeiras que ndo apresentam adequadamente a producdo de algumas substancias, como por
exemplo as proteinas (MOURA; VENTRELLA; MOTOIKE, 2010; SILVA-CARDOSO et al.,
2019).

Contudo, Merkle, Parrott e Flinn (1995) afirmam que essa deficiéncia ndo é considerada
um problema particular da embriogénese somética, mas sim uma estratégia de maturacao para
desenvolvimento dos embrides somaticos. Para tanto, uma maturacdo defeituosa pode resultar
em problemas na germinacdo das plantulas ou germinacdo precoce. Assim, € necessario a
utilizacdo de suplemento de reguladores de crescimento nos meios nutritivos, como por
exemplo a utilizagio do &cido abscisico (ABA) (JIMENEZ, 2005; FRAGA et al., 2016).

Na fase de germinacdo, os embrides sdo transferidos para meios de culturas sem
reguladores de crescimento. Também chamada de regeneracdo ou conversdo, 0s embrides
adquirem a capacidade de desenvolverem raizes primérias, meristema caulinar apresentando os
primdrdios foliares, hipocétilo e cotilédones. Os embrides soméaticos maduros germinam, ou
seja, nessa etapa ocorre a formacao da planta completa (MERKLE; PARROTT; FLINN, 1995;
SWATI et al., 2001; GAJ, 2004).

5.5 Cultivos em suspensdo, modelagem e parametros cineticos

O cultivo em suspensdo é realizado a partir da transferéncia de calos friaveis, que foram
cultivados em meio semissolido, para um meio de consisténcia liquida (CUSIDO et al., 2014).
Calos friaveis apresentam divisdo celular em nivel elevado, sdo facilmente separaveis, fato que
favorece uma melhor homogeneizacdo das culturas (CHAWLA, 2009). No cultivo em
suspensdo, as condi¢des de temperatura, luz e aeracao, sob movimento continuo (agitacdo) sdo
mantidas adequadamente para evitar diferencas nutricionais e gasosas no meio de cultivo
(BARRUETO CID, 1998; CUSIDO et al., 2014).

Sob essas condigdes, as células ou agregados de células ficam dispersas no liquido em
agitagdo, possibilitando uma maior superficie de contato, favorecendo o crescimento da
biomassa vegetal (WANG et al., 2017; TEXEIRA, 2017). O cultivo em suspensdo apresenta
vantagens por favorecer a velocidade de multiplicagdo dos cultivos, melhor incremento de
biomassa e também as melhores condi¢Ges de inoculacdo e manipulacdo (SZABADOS;
MROGINSKI; ROCA, 1991; CUSIDO et al., 2014).

O crescimento celular ou dos agregados celulares constitui um fator que necessita de
supervisdao e monitoramento a partir de métodos que viabilizem a quantificacdo eficaz,
garantindo padrdo de qualidade na mensuragdo. A contagem de células, a centrifugacéo e o

volume da sedimentacdo, o peso da massa fresca e seca sao exemplos de métodos quantitativos
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eficazes utilizados nos cultivos em suspenséo (MATSUMOTO, 2006; KHANPOUR-
ARDESTANI et al., 2015).

Assim, por meio dos métodos de quantificacdo das células e agregados celulares, pode-
se determinar as seguintes fases de crescimento: fase de laténcia (lag), fase exponencial ou
logaritmica (log), fase linear, estacionaria ou platd e senescéncia.

Na fase lag ou laténcia, os incrementos ocorrem em pequenas propor¢des de nimero de
células, uma vez que a divisdo celular ocorre de forma muito baixa, sendo assim, uma fase de
pouquissima incrementacdo de volume celular. Para tanto, ressalta-se que a densidade do
indculo é fundamental para um menor tempo possivel nessa fase, visto que quanto menor o
peso de material genético inoculado, maior tempo da fase de laténcia (ALVES et al., 2010).

A fase exponencial ou logaritmica (log) é caracterizada pelo inicio exponencial da
multiplicagdo celular (aumento do numero de células), pela intensa e continua diviséo celular,
sendo também definida por apresentar formacéo de agregados pequenos (CHAWLA, 2009). Na
fase linear, ha a reducdo da divisdo celular, ocorrendo um novo comportamento, que € aumento
do volume (GEORGE et al., 2008; ALVES et al., 2010).

E na fase estacionaria ou também chamada de platd, que ocorre a desaceleracio da divisio
celular, onde as culturas apresentam elevada densidade, sendo interrompido o crescimento
celular (FRESHNEY, 2011; SILVA; GOUVEIA; DONATO, 2020). Na fase de declinio, ocorre
0 inicio da morte celular, que ndo esta ligado a reducao dos nutrientes, mas sim pela perda de
celulas viaveis que ocorre devido ao curso natural do ciclo celular (MERCK, 2018).

As fases podem ndo ocorrer necessariamente nessa ordem, como € o caso da figura
abaixo, reportando algumas fases na palmeira tamareira (Phoenix dactylifera L.) (Figura 9).
Assim, 0 crescimento dos cultivos em suspensao ndo apresenta um padrdo uniforme e isso
ocorre porque o0s estagios de crescimento sdo influenciados por diferentes fatores como: a
espécie, linhagem, explante, meio nutritivo, subcultivos, dentre outros (MUSTAFA et al.,
2011).

No crescimento celular, h4 ainda a aplicacdo de modelagem matematica que pode
fornecer as condicdes especificas para cada tipo de linhagem pesquisada, uma vez que, a
modelagem garante a simulagdo do comportamento dos cultivos em relacdo as diferentes
circunstancias (VILLEGAS, 2017).

Aliado a isso, por meio da aplicacdo de modelos matematicos, pode-se inferir sobre a
cinética celular, com auxilio dos coeficientes dados pelo modelo, oriundos da coleta de dados
experimentais. Dessa forma, € possivel observar a dindmica dos sistemas de cultivo e das

interagcOes que ocorrem ao longo do tempo (OMAR et al., 2006).
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Entdo, a cinética do crescimento é avaliada quando se aplica um modelo sigmoide, a
exemplo do de Gompertz. Esse modelo vem sendo muito aceito e utilizado por inimeros autores
para determinar curvas sigmoides de crescimento celular ou de agregados celulares na cultura
de tecidos, visto que além da curva, pode-se inferir os parametros cinéticos que sdo: (G) tempo
de regeneracgdo das células (dia); (umax) taxa de crescimento especifico maxima medido em
(dia™); e () tempo de laténcia (dia) (BRILHANTE, 2018; LOPEZ-VAZQUEZ, 2019).

33



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGUIAR, M.O.; MENDONCA, M. S. Morfo-anatomia da semente de Euterpe precatoria
mart. (Palmae). Revista brasileira de sementes, vol. 25, n° 1, p.37-42, 2003.

AL-KHAYRI, J.M. Determination of the date palm cell suspension growth curve, optimum
plating efficiency, and influence of liquid medium on somatic embryogenesis. Emir. J. Food
Agric. 2012. 24 (5): 444-455.

ALVES, M.R.P.; DEMATTE, M.E.S.P. Palmeiras: caracteristicas botanicas e evolugao.
Campinas: Fundacéo Cargill, 1987.

AMARAL, L. I. V.; COSTA, P. M. F.; AIDAR, M. P. M.; GASPAR, M. BUCKERIDGE, M.
S. Novo método enzimatico rapido e sensivel de extracdo e dosagem de amido em materiais
vegetais. Hoehnea, v.34, p.425-431, 2007.

APPEZZATO-DA-GLORIA, B E CARMELLO-GUERREIRO, S.M. Anatomia Vegetal.
Vicosa: Editora da Universidade Federal de Vigosa, UFV. 2003. 438p.

ASSIS, T.F.; TEIXEIRA, S.L. Enraizamento de plantas lenhosas. In: TORRES, A.C.
CALDAS, L.S.; BUSO, J.A. Cultura de tecidos e transformacao genética de plantas.
Embrapa-cnph, 1998. p.261-296.

AVALOS, G.; SCHNEIDER, R. A. Quantification of ramet production in the Neotropical
palm Euterpe precatoria (Arecaceae) in Costa Rica. Ecotropica, Frankfurt, v. 17, n. 2, p. 31-
38, 2011.

AZEVEDO, H. S. F. S. Estudo da diversidade genética de populagdes naturais de
acaizeiro (Euterpe precatoria Mart.). 2019. 80 f. Tese (Doutorado em Biodiversidade e
Biotecnologia), Rede Bionorte, Fundagdo Oswaldo Cruz, Porto Velho, 2019.

BARRUETO CID, L. P.; TEIXEIRA, J. B. Explante, meio nutritivo, luz e temperatura. In:
BARRUETO CID, L. P. Cultivo in vitro de plantas (3% ed.) Brasilia: EMBRAPA, 2014. p.
17- 45.

BARBEDO, C. J.; MARCOS-FILHO, J. Tolerancia a dessecacao de sementes. Revista Acta
Botanica Brasileira, v.12, n.2, p.145-164, 1998.

BARTOS, P. M. C.; GOMES, H. T.; AMARAL, L. I. V. Do.; TEIXEIRA, J. B.; Scherwinski-
Pereira, J. E. Biochemical events during somatic embryogenesis in Coffea arabica L. 3
Biotech, v. 8, p. 209, 2018.

BENTES-GAMA, M. M.; RIBEIRO, G. D.; FERNANDES, C. De F.; MEDEIROS, I. M.
Acai (Euterpe spp.): caracteristicas, formacao de mudas e plantio para a producéo de frutos.
EMBRAPA, 2005. 6p. (Circular Técnica, 80).

BERNABE-ANTONIO, A.; SANCHEZ-SANCHEZ, A.: ROMERO-ESTRADA, A.: MEZA-
CONTRERAS, J.C.: SILVA-GUZMAN, J.A.; FUENTES-TALAVERA, F.J.;

34



HURTADO-DIAZ, I.; ALVAREZ, L.; CRUZ-SOSA, F. Establishment of a Cell Suspension
Culture of Eysenhardtia platycarpa: Phytochemical Screening of Extracts and Evaluation of
Antifungal Activity. Plants 2021, 10, 414. https://doi.org/10.3390/

plants10020414

BEULE, T. et al. Transcriptome analysis reveals differentially expressed genes associated
with the mantled homeotic flowering abnormally in oil palm (Elaeis guineensis). Tree Genet
Genomes, v. 7, p. 169-182, 2011.

BONA, C.M.; SANTOS, G.D.; BIASI, L.A. Lavandula calli induction, growth curve and cell
suspension formation Revista Brasileira de Ciéncias Agrarias, vol. 7, n. 1, pp. 17-23, 2012.

BRASIL. Ministério do Meio Ambiente. Espécies nativas da flora brasileira de valor
econdmico atual ou potencial: plantas para o futuro: regido Nordeste. Brasilia, DF:
Ministério do Meio Ambiente, 2018. 1311 p.

BRASIL. Ministério do Meio Ambiente. Secretaria de Extrativismo e Desenvolvimento Rural
Sustentavel. Departamento de Extrativismo. Acai: boas praticas para o extrativismo
sustentavel organico / Ministério do Meio Ambiente. Secretaria de Extrativismo e
Desenvolvimento Rural Sustentavel. Departamento de Extrativismo. Brasilia: MMA, 2017.
o4 p.

BRADFORD, M. M. A rapid sensitive method for quantitation of microgram quantities of
protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, v.72, p.248-
254, 1956.

BOREM, A. Biotecnologia florestal. Vigosa: Suprema Gréafica e Editora. 2007.

BHATIA, S., 2015. Plant tissue culture. In: Bhatia, S., Sharma, K., Dahiya, R., Bera, T.
(Eds.), Modern Applications of Plant Biotechnology in Pharmaceutical Sciences, first ed.
Academic Press, Boston, pp. 31-107. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-802221-4. 00002-9.

BUSSMANN, R.W.; ZAMBRANA, N.Y.P. 2012. Facing global markets — usage changes in
Western Amazonian plants: the example of Euterpe precatoria Mart. and E. oleracea Mart.
Acta Societatis Botanicorum Poloniae, 81: 257-261.

BUTZKE, A. G. Producdo de mudas de acaizeiro solteiro (Euterpe precatoria Mart.)
sob diferentes doses de nitrogénio e potéassio. 2019. 74f. Tese (Doutorado em Agronomia) -
Universidade Federal do Acre, Rio Branco, AC, 2019.

CALZAVARA, B.B.G. Acaizeiro. Belém. EMBRAPA/CPATU, 1987. 6p.
(EMBRAPAJ/CPATU. Recomendacdes Basicas, 3).

CARVALHO, J. E. U. de; NASCIMENTO, W. M. O. do; MULLER, C. H. Caracteristicas
fisicas e de germinacdo de sementes de espécies frutiferas nativas da Amazonia. Belém:
Embrapa-CPATU, 1998. 18p. (Boletim de Pesquisa, 203).

CARMONA, R.L.; ROJAS, L.M.; AURA, L.U.T.; ATEHORTUA, G.L. Effect of nutrients

starvation in the cell cycle synchronization of cell
suspension cultures of Jatropha curcas L. Curr. Plant Biol. 2018, 13, 23-31.

35



CARVALHO, J. M. F. C,; LIMA, M. M. A.; AIRES, P. S. R.; VIDAL, M. S.; PIMENTEL,
N. W. Embriogénese somética. Campina Grande: Embrapa Algodao, 2006. (Embrapa
Algodéo. Documentos 152). 36 p.

CHAWLA, H. Introduction to Plant biotechnology. 3. ed. [s.l.] Science Publishers,
2009.

CLAY, J. W.; CLEMENT, C. R. Selected species and strategies to enhance income
generation from Amazonian forests. Rome: Food and agriculture organization of the united
nations, 1993.

COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO — CONAB. Historico mensal de acai.
Brasilia, DF: CONAB, 2020. 9p. Disponivel em: <https://www.conab.gov.br/info-
agro/analises-do-mercado-agropecuario-e-extrativista/analises-do-mercado/historico-mensal-
de-acai> acesso: 27 de julho de 2022.

COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO — CONAB. Historico mensal de agai.
Brasilia, DF: CONAB, 2021. 9p. Disponivel em: < https://www.conab.gov.br/info-
agro/analises-do-mercado-agropecuario-e-extrativista/analises-do-mercado/historico-mensal-
de-acai> acesso: 27 de julho de 2022.

COSTA, E. L. da. Pode o acai (Euterpe precatoria Mart.) ser parte importante no
desenvolvimento socioecondmico das familias extrativistas no Acre, Brasil? 2017. 59 p.
Dissertacdo (Mestrado em Analise e Modelagem de Sistemas Ambientais), Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2017.

COSTA, N. M. de S.; ALOUFA, M. A. I. Organogénese direta de Phoenix dactylifera L. via
peciolo cotiledonar. Pesquisa Agropecuaria Tropical, v. 36, n. 3, p. 195-198, 2006.

DANTAS, A.C. V. L.; COSTA, M. A. D. de C.; SANTOS-SEREJO, S. A. S. J. A. dos.
Propagacéo de fruteiras potenciais para o nordeste brasileiro. Topicos em Ciéncias Agrarias,
v. 1, UFRB, p. 26-35, 20009.

DEEPTHI, S.; SATHEESHKUMAR, K. Cell line selection combined with jasmonic acid
elicitation enhance camptothecin production in cell suspension cultures of Ophiorrhiza
mungos L. Appl Microbiol Biotechnol. 2017 Jan;101(2):545-558. doi: 10.1007/s00253-016-
7808-x.

DIAZ, R. O.; CARDONA, J. E. C.; CARRILO, M.; HERNANDEZ, M. S.; FERNANDEZ
TUJILLO, J. P.; GUTIERREZ, R. H.; LARES, M. Postharvest Handling and Uses of Asai
(Euterpe precatoria) Fruit. Acta Horticulturae, Korbeek-Lo, v. 1047, n. 2, p. 269-274, 2014.

DONG, J. Z.; DUNSTAN, D.I. Molecular biology of somatic embryogenesis in conifers. In:
JAIN, S.M.; MINOCHA, S.C. (Eds), Molecular biology of woody plants. Dordrecht:
Kluwer Academic, 2000. p. 51-87.

DOYLE, J.J.; DOYLE J.L. Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus, v. 12, p. 13-15,
1990.

36



DUBOIS, M.; GILLES, K. A.; HAMILTON, J. K.; REBERS, P. A.; SMITH, F. Colorimetric
method for the determination of sugars and related substances. Analytical Chemistry, v.28,
p.350-356, 1956.

ELHITI, M.; STASOLLA, C. Somatic embryogenesis: the molecular network regulating
embryo formation. In: MUJIB, A. (Ed.). Somatic Embryogenesis in Ornamentals and Its
Applications. New Delhi: Springer, 2016. p. 217-229.

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

FEHER, A. The initiation phase of somatic embryogenesis: what we know and what we
don’t. Acta Biologica Szegediensis, v. 52, n.1.p. 53-56, 2008.

FEHER, A. Somatic embryogenesis — stress-induced remodeling of plant cell fate.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA), v. 1849, n. 4, p. 385-402, 2015.

FERREIRA, C. D.; SILVA-CARDOSO, I. M. De A.; FERREIRA, J. C. B.; COSTA, F.H.S;;
SCHERWINSKI-PEREIRA, J.E. Morphostructural and histochemical dynamics of Euterpe
precatoria (Arecaceae) germination. J Plant Res, vol. 133, p. 693-713, 2020. DOI:
https://doi.org/10.1007/s10265-020-01219-7.

FERREIRA, E. Acai: Euterpe precatoria Mart. In: SHANLEY, Patricia. Frutiferas e Plantas
Uteis na Vida Amazonica. Belém: CIFOR, Imazon, 2005.

FERREIRA, J. C. B. Embriogénese Somatica de Acai Solteiro (Euterpe precatoria Mart.).
2020. 259f. Tese de Doutorado (Doutorado em Ciéncias Florestais) - Universidade de Brasilia,
DF, 2020.

FERREIRA, J.C.B., DE ARAUJO SILVA-CARDOSO, .M., MEIRA, R.O. et al. Towards
development of an efficient somatic embryogenesis protocol for the palm tree Euterpe
precatoria (Mart.) from leaf tissues of adult plants. In Vitro Cell.Dev.Biol.-Plant 58, 750
768, 2022a. https://doi.org/10.1007/s11627-022-10310-8

FERREIRA, J.C.B.; SILVA-CARDOSO; I.M.A.; MEIRA, R.O,;
SCHERWINSKI-PEREIRA, J.E. Somatic embryogenesis and plant regeneration from zygotic
embryos of the palm tree Euterpe precatoria Mart. Plant Cell Tissue and Organ Culture, v.
148, p. 667-686, 2022b. DOI: 10.1007/s11240-022-02227-2

FRAGA, H. P. F;; VIEIRA, L. N.; PUTTKAMMERA, C. C.; SANTOS, H. P.; GARIGHAN,
J. A.; GUERRA, M. P. Glutathione and abscisic acid supplementation influences somatic
embryo maturation and hormone endogenous levels during somatic embryogenesis in
Podocarpus lambertii Klotzsch ex Endl. Plant Science, v. 253, p. 98-106, 2016.

GAJ, M. D. Factors influencing somatic embryogenesis induction and plant regeneration with
particular reference to Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Plant Growth Regulator, v. 43, p.
27-47, 2004,

GALLEGO, A.; BONFILL, M.; CUSIDO, R.M.; PASTOR, M.; PALAZON, J.; MOYANO,
E. Assessing factors that affect the growth of Corylus avellana cell suspension cultures: a

37


https://doi.org/10.1007/s11627-022-10310-8

statistical approach. In Vitro Cell.Dev.Biol.-Plant 51, 530-538 (2015).
https://doi.org/10.1007/s11627-015-9693-x

GARCIA, A. Documento Fenologia reproductiva de trés espécies de palmas amazonicas
en el centro de formacion el trueno proyecto: Investigacion, innovacion y alternativas
tecnologicas de Aprovechamiento sostenible de los recursos naturales renovables y el medio
ambiente amazonico. Programa: Sostenibilidad e intervencion. Instituto “SINCHI”, 2011.

GOMES, H. T.; BARTOS, P. M. C.; SILVA, C. O.; AMARAL, L. I. V.; SCHERWINSKI-
PEREIRA, J.E. Comparative biochemical profiling during the stages of acquisition and
development of somatic embryogenesis in African oil palm (Elaeis guineensis Jacqg.). Plant
Growth Regulation, v.74, p.199-208, 2014.

GORRET, N.; ROSLI, S. K. B.; OPPENHEIM, S. F.; WILLIS, L. B.; LESSARD, P. A;;
KHA, C.; SINSKEY, A. J. Bioreactor culture of oil palm (Elaeis guineenses) and effects of
nitrogen source, inoculums size, and conditioned médium on biomas prodution. Journal of
Biotechnology, v. 108, p. 253-263, 2004.

GOYAL, A. K. et al. Micropropagation and assessment of genetic fidelity of Dendrocalamus
strictus (Roxb.) nees using RAPD and ISSR markers. 3 Biotech, v. 5, n. 4, p. 473-482, 2015.

GUERRA, M. P. Embriogénese somatica em Euterpe edulis Mart. (Palmae). 1989.Tese de
Doutorado (Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo). Sdo Paulo, 1989.

GUERRA, M. P.; HANDRO, W. Somatic embryogenesis and plant regeneration in embryo
cultures of Euterpe edulis Mart. (Palmae). Plant Cell Report, v.7, p.550-552, 1998.

GUERRA, M. P.; TORRES, A. C.; TEIXEIRA, J. B. Embriogénese somatica e sementes
sintéticas. In: TORRES, A. C.; CALDAS, L. S.; BUSO, J. A. Cultura de tecidos e
transformacéao genética de plantas. Brasilia: EMBRAPA: CBAB, 1999. v. 2, p. 533-568.

GUERRA, M. P.; NODARI, R. O. Apostila de biotecnologia: introducéo ao conceito de
biotecnologia. LFDG/CCA-UFSC: D. A. Steinmacher. 2006, p. 41. (Material de apoio).

GUILLOU, C., FILLODEAU, A., BRULARD, E.; BRETON, D.; MARASCHIN, S.F,;
VERDIER, D.; SIMON, M. DUCQOS, J.-P. Indirect somatic embryogenesis of Theobroma
cacao L. in liquid medium and improvement of embryo-to-plantlet conversion rate. In Vitro
Cell.Dev.Biol.-Plant 54, 377-391 (2018). https://doi.org/10.1007/s11627-018-9909-y

GUPTA, P. R.; TIMMIS, R.; CARLSON, W. C. Somatic embryogenesis: a possible tool for
large-scale propagation of forestry species. In: SOH, W. Y.; LIU, J. R.; KOMANING, A.
(eds). Advances in Developmental Biology and Biotechnology of Higher Plants. Korean
Soc. Plant, Tissue, Culture, p. 18-37, 1993.

HARTMANN, H.T.; KESTER, D.E.; JUNIOR DAVIES, F.T.; GENEVE, R.L. Plant
propagation: principles and practices. 8.ed. New Jersey: Englewood Clipps, 2011.

HENDERSON, A. The palms of the Amazon. Oxford: University Press, 1995.

38


https://doi.org/10.1007/s11627-018-9909-y

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

HIGASHI, E. N.; SILVEIRA, R. L. V. A.; GONCALVES, A. N. Propagacao vegetativa de
Eucalyptus: principios basicos e a sua evolugdo no Brasil. Instituto de pesquisas e Estudos
Florestais, n. 192, p. 14, 2000. (Circular Técnica).

HUA, M.; HUA, Z.; DUA, L.; DU, J.; LUO, Q.; XIONG, J. Establishment of cell suspension
culture of Lonicera japonica Thunb and analysis its major secondary metabolites. Industrial
Crops and Products, v.137, p. 98-104, 2019. https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2019.05.024

HUSSEIN, S.; HALMI, M.L.E.; LING, A.P.K. Modelling the growth kinetics of callus
cultures from the seedling of Jatropha curcas L. according to the modified Gompertz model.
J. Microbiol. Biotechn. 2016, 4, 20-23.

IBGE. Producédo da Extracdo Vegetal e da Silvicultura. Rio de Janeiro, 2020. Disponivel
em: < https://sidra.ibge.gov.br/pesquisa/pevs/quadros/brasil/2019>. Acesso em: 28 de julho de
2022.

IBGE. Producdo da Extracdo Vegetal e da Silvicultura. Rio de Janeiro, 2021. Disponivel
em:
<https://www.aen.pr.gov.br/sites/default/arquivos_restritos/files/migrados/0610pevs 2020 v3
5_informativo.pdf>. Acesso em: 28 de julho de 2022.

IBGE. Producéo Agricola Municipal. Rio de Janeiro, 2020. v. 34. Disponivel em:
<https://sidra.ibge.gov.br/tabela/5457#resultado>. Acesso em: 28 de julho de 2022.

IBGE. Producéo Agricola Municipal. Rio de Janeiro, 2021. v. 34. Disponivel em: <
https://sidra.ibge.gov.br/pesquisa/pevs/quadros/brasil/2020>. Acesso em: 28 de julho de 2022.

IGIELSKI, R.; KEPCZYNSKA, E. Expressio génica e perfil metabolico da biossintese de
giberelinas durante a inducéo de embriogénese soméatica em Medicago truncatula Gaertn.
PLOS ONE, California, v. 12, n. 7, p. 1-19, 2017.

JAMIL, S.Z.M.R., ROHANI, E.R., BAHARUM, S.N. et al. Metabolite profiles of callus and
cell suspension cultures of mangosteen. 3 Biotech 8, 322 (2018).
https://doi.org/10.1007/s13205-018-1336-6

JESUS, R.L.; OLIVEIRA, M.S.P. Monitoramento fenoldgico do acai-do-amazonas (Euterpe
precatoria MART.) nas condic¢des de Belem, PA. 18° Seminério de Inicia¢do Cientifica e 2°
Seminario de Pds-graduacdo da Embrapa Amazonia Oriental. 12 a 14 de agosto de 2014,
Belém-PA.

JIE, E.Y., AHN, M.S., LEE, J.; CHEON, Y.l.; KIM, C.Y.; KIM, S.W.. Establishment of a
high-frequency plant regeneration system from rhizome-derived embryogenic cell-suspension
cultures of Curcuma longa L. Plant Biotechnol Rep 13, 123-129 (2019).
https://doi.org/10.1007/s11816-019-00519-2

39


https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2019.05.024

JIMENEZ, V. M. Regulation of in vitro somatic embryogenesis with emphasis on the role of
endogenous hormones. Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal, v. 13, n. 2, p. 196-223,
2001.

JIMENEZ, V. M. Involvement of plant hormones and plant growth regulators on in vitro
somatic embryogenesis. Plant Growth Regulation, v. 47, p. 91-110, 2005.

JOGESWAR, G.; RANADHEER, D.; ANJAIAH, V.; KISHOR, P. B. K. High frequency
somatic embryogenesis and regeneration in diferent genotypes of Sorghum bicolos (L.)
Moench from immature inflorescence explants. In Vitro Cellular Developmental Biology
Plant, v. 43, p. 159-166, 2007.

JOHANSEN, D. Plant microtechnique. New York: Mc Graw Hill, 523 p. 1940.

KARNOVSKY, M. J. A. formaldehyde-glutaraldeyde fixative of high osmolality for use in
electron microscopy. Journal of Cell Biology, v. 27, p. 137-138, 1965.

KONG, E.Y.Y.; BIDDLE, J.; FOALE, M.; ADKINS, S.W. Cell suspension culture: A
potential in vitro culture method for clonal propagation of coconut plantlets via somatic
embryogenesis. Industrial Crops and Products, v. 147, n. 112125, 2021.
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2020.112125

KUCHMEISTER, H.; GOTTSBERGER, I. S.; GOTTSBERGER, G. Flowering, pollination,
nectar standing crop, and nectaries of Euterpe precatoria (Arecaceae) an Amazonian rain
forest palm. Plant Systematic Evolution, v.206, p. 71-97, 1997.

LAKSHMANAN, P.; GEIUSRES, R. J.; WANG, L.; ELLIOOTT, A.; GROF, C.P. L;
BERDING, N.; SMITH, G. R. Developmental and hormonal regulation of direct shoot
organogenesis and somatic embryogenesis in sugarcane (Saccharum spp. interpecific hybrids)
leaf culture. Plant Cell Reports, v. 25, p. 1007-1015, 2006.

LAURENS, L. M.; QUINN, M.; VAN WYCHEN, S.; TEMPLETON, D. W.; WOLFRUM, E.
J. Accurate and reliable quantification of total microalgal fuel potential as fatty acid methyl
esters by in situ transesterification. Analytical and Bioanalytical Chemistry, v.403, p.167-
178, 2012.

LEDO, A. da S.; GOMES, K. K. P.; BARBOZA, S. B. S. C. B;; VIEIRA, G. S. S. V;
TUPINAMBA, E. A.; ARAGAO, W. M. Cultivo in vitro de embribes zig6ticos e aclimatagdo
de plantulas de coqueiro-ando. Pesq. Agropec. Bras, Brasilia, v. 42, n. 2, p. 147-154, 2007.

LEITZKE, L. N.; DAMIANI, C. R.; SCHUCH, M. W. Influéncia do meio de cultura, tipo e
concentracéo de citocininas na multiplicagéo in vitro de amoreira-preta e framboeseira.
Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v. 34, n. 2, p. 352-360, 2010.

LIMA, P. P. Caracterizacdo da variabilidade genética, sistema de cruzamento e
parametros de germinacao e emergéncia de Euterpe precatoria Martius em populacgdes
do baixo rio Solimdes. 2014. 56f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Agrarias) -
Universidade Federal do Amazonas, Manaus, 2014.

40



LING, A.P.K.; HALMI, M.I.E.; HUSSEIN, S; ONG S.L. Modelling the Effect of 2-4, D on
the Growth Kinetics of Cell Suspension Cultures of Ficus deltoidea L. JOURNAL OF
BIOCHEMISTRY, MICROBIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY, v. 3,n. 2, p. 1-5,
2015.

LOPES, E.; SOARES-FILHO, B.; SOUZA, F.; RAJAO, R.; MERRY, F.; RIBEIRO, S. C.
Mapping the socio-ecology of Non-Timber Forest Products (NTFP) extraction in the
Brazilian Amazon: The case of acai (Euterpe precatoria) in Acre. Landscape and Urban
Planning, Amsterdam, v. 188, n. 1, p. 110-117, 2018.

LORENZI H.; NOBLICK L. R.; KAHN F.; FERREIRA E. Flora Brasileira Lorenzi:
Arecaceae (Palmeiras). Instituto Plantarum de Estudos da Flora Ltda. Nova Odessa, Brazil.
2010.

LOYOLA-VARGAS, V. M.; FUENTES, C.; MONFORTE-GONZALES, M.; MENDEZ
ZEEL, M.; ROJAS, R.; MIJANGOS-CORTES, J. Coffee tissue culture as a new model for the
study of somaclonal variation. In: COLLOQUE SCIENTIFIQUE INTERNATIONAL
SUR LE CAFE. 18. Helsinski. Proceedings... Paris: ASIC, p. 302-307, 1999.

MARTINOT, J.F.; PEREIRA, H. Dos S.; SILVA, S. C. P. Da. Coletar ou Cultivar: as
escolhas dos produtores de acai-da-mata (Euterpe precatoria) do Amazonas. Rev. Econ.
Sociol. Rural, Brasilia, vol.55 n .4, 2017. DOI: http://dx.doi.org/10.1590/1234-56781806-
94790550408.

MARIE, D.; BROWN, S. A cytometric exercice in plant DNA histograms, with 2C
values for 70 species. Biol Cell, v.78, p.41-51, 1993.

MATTIA, R. C. Embriogénese somatica a partir de embrides zigdticos de dendezeiro
(Elaeis guinensis Jacg.).2009. Monografia (Ciéncias Biologicas — Setor de Ciéncias
Biologicas). Universidade Federal do Parana. Curitiba, Parana, 20009.

MELO, E. F. Embriogénese somatica em cana-de-agucar e aspectos morfoanatdmicos.
2011. 75 f. Tese (Doutorado em Fitetecnia), Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, 2011.

MERKLE, S. A.; PARROTT, W. A,; FLINN, B. S. Morphogenic aspects of somatic. In:
THORPE, T. A. (Ed.). In vitro embryogenesis in plant. Dordrecht: Kluwer Academic
Publishers, 1995. p. 155-203.

MIRANDA, I.P.A.; RABELO, A.; BUENO, C.R.; BARBOSA, E. M.; RIBEIRO, M.N.S.
Amazon palm fruit. MCT/INPA. Manaus, 2001.

MISHRA, S.; SANYAL, I.; AMLA, D. Changes in protein pattern during different
developmental stages of somatic embryos in Chickpea. Biologia Plantarum, Amsterdam, v.
56, n. 4, p. 613-619, 2012.

MOHAMAD PUAD, N.l., ABDULLAH, T.A. (2018). Monitoring the Growth of Plant Cells
in Suspension Culture. In: Amid, A., Sulaiman, S., Jimat, D., Azmin, N. (eds) Multifaceted
Protocol in Biotechnology. Springer, Singapore. https://doi.org/10.1007/978-981-13-2257-
0_17

41



MONTEIRO, T. R.; FREITAS, E.O.; NOGUEIRA, G.J.; SCHERWINSKI-PEREIRA, J.E.
Assessing the influence of subcultures and liquid medium during somatic embryogenesis and
plant regeneration in oil palm (Elaeis guineensis Jacg.), The Journal of Horticultural Science
and Biotechnology, 93:2, p. 196-203, 2017.

DOI: 10.1080/14620316.2017.1360156

MOURA, E. F.; VENTRELLA, M. C.; MOTOIKE, S. Y. Anatomy, histochemistry and
ultrastructure of seed and somatic embryo of Acrocomia aculeata (Arecaceae). Scientia
Agricola, v. 67, p. 399-407, 2010.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and bioassays with
tobacco tissue cultures. Physiologia, v. 15, 473-497, 1962.

MUSTAFA NR, DE WINTER W, VAN IREN F, VERPOORTE R (2011) Initiation,
growth and cryopreservation of plant cell suspension cultures. Nat Protoc 6:715-742

NAIK, P.M. AL-KHAYRI, L.M. Cell suspension culture as a means to produce polyphenols
from date palm (Phoenix dactylifera L.) Ciéncia e Agrotecnologia, v. 42, n.5, p.464-473,
2018.

NODA, H. In situ breeding and conservation of Amazonian horticultural species. In A.
Borém, M. T. G. Lopes, C. R. Clement, and H. Noda [eds.], Domestication and breeding:
Amazonian species. Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Minas Gerais, Brazil. 2012, p.
170-208.

NOGUEIRA, O.L; CARVALHO, C.J.R. de; Muller, C.H; GALVAOQ, E.U.P; SILVA, H.M;
RODRIGUES, J.E.L.F; OLIVEIRA, M do S.P de; CARVALHO, J.E.U. de; ROCHA NETO,
0.G. da; NASCIMENTO, W.M.O. do; CALZAVARA, B. B.G. A Cultura do Acai. Brasilia:
EMBRAPA- SPI1, 1995. 50p. (Colecdo Plantar, 26).

NOGUEIRA, A. K. M.; SANTANA, A. C.; GARCIA, S.W. A dinamica do mercado de acai
fruto do estado do Para: de 1994 a 2009. Revista Ceres, Vigosa, v. 60, n. 3, p. 324-33, 2013.

NOGUEIRA, S. R.; SILVA, I. M. da; MACEDO, P. E F. de; LUNZ, A. M. P.; ANDRADE
NETO, R. de C. Controle de Antracnose em Acai-solteiro (Euterpe precatoria) no Acre.
Rio Branco, AC: Embrapa, 2017. 6 p. (Comunicado técnico, 197).

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

OBRIENT. P.; MCCYLLY, M. E. The study of plant structure: principles and selected
methods. Melbourne: Termarcarphi PTY. LTD, 1981.

OBRIEN, T. P.; FEDER, N.; MCCYLLY, M. E. Polychromatic staining of plant cell walls by
toluidine blue O. Protoplasma, v. 59, p. 368-373, 1964.

OLIVEIRA, M. do S. P. de. Biologia floral do agaizeiro em Belém, PA. Beléem: Embrapa

Amazonia Oriental, 2002. 26 p. (Embrapa Amazo6nia Oriental. Boletim de Pesquisa e
Desenvolvimento, 8).

42



OLIVEIRA, M. do S. P. de. FERNANDES, G. L. da C.; Repetibilidade de caracteres do
cacho de agaizeiro nas condi¢des de Belém, PA. Revista Brasileira de Fruticultura.
Jaboticabal, v. 23, n. 3, p. 613-616, 2001.

OLIVEIRA, M. do S. P. de; CARVALHO, J. E. U de; NASCIMENTO, W. M. O. do;
MULLER, C. H. Cultivo do agaizeiro para producao de frutos. Belém: Embrapa, 2002.
17p. (Circular técnica, 26).

OLIVEIRA, M.S.P.; MOCHIUTTI, S. NETO, J.T.F. 2009. Domesticacdo e melhoramento do
Acaizeiro. In: Borém A, Lopes MT, Clement CR. Domesticacdo e Melhoramento —
Espécies Amazonicas. Vigosa: vigosa, pp. 207-235.

OLIVERIA, M.S.P.; FARIAS NETO, J. T. de.; MOCHIUTTI, S.; NASCIMENTO, W.M.O.
do.; MATTIETTO, R. de. A. Acai-do-Pard. In: LOPES, R.; OLIVEIRA, M. do S. P. de;
CAVALLARI, M. M.; BARBIERI, R. L.; CONCEICAO, L. D. H. C. S. da S.; Palmeiras
nativas do Brasil. Belém, 2015. p.371-393.

OLIVEIRA, M.S.P.; NAVEGANTES, P.C.A.; COSTA, L.R. de J. Obtencé&o de pélen e
polinizacéo controlada em espécies do género Euterpe. EMBRAPA, DOCUMENTOS 450,
ISSN 1983-0513, Belém/PA, 2019.

PASQUAL, M. Cultura de tecidos vegetais: tecnologia e aplica¢cdes: meios de cultura.
Lavras: UFLA/FAEPE, p. 74, 2001.

PASQUAL, M.; HOFFMANN, A; RAMOS, J.D. Cultura de tecidos: tecnologia e
aplicacdes. Lavras: Ed. Brasil, 1997.

PASTERNAK, T. P.; PRINSEN, E.; AYAYDIN, F.; MISKOLCZI, P.; POTTERS, G.;
ASARD, H.; VANONCKELEN, H. A;; DUDITS, D.; FEHER, A. The role of auxin, pH, and
stress in the activation of embryogenic cell division in leaf protoplast derived cells of alfalfa.
Plant Physiology, v. 129, n. 4, p. 1807-1819, 2002.

PEARSE, A.G.E. ‘Histochemistry: theoretical and applied. Vol.2’ 3* ed. (The Williams &
Wilkins Company: Baltimore). 1972.

PEIXOTO, H.; ROXO, M.; KRSTIN, S.; ROHRIG, T.; RICHLING, E.; WINK, M. An
anthocyanin-rich extract of acai (Euterpe precatoria Mart.) increases stress resistance and
retards aging-related markers in Caenorhabditis elegans. J Agric Food Chem, v. 64, p.
1283-1290, 2016.

PEPIN, M.; ARCHAMBAULT, J, CHAVARIE, C.; CORMIER, F. Growth kinetics of Vitis
vinifera cell suspension cultures: I. Shake flask cultures. Biotechnology and Bioengineering,
v.47,v.2, p.131-138, 1995. doi:10.1002/bit.260470203.

PEREZ-NUNEZ, M.T., CHAN, J.L., SAENZ, L. GONZALEZ, T.; VERDEIL, J.L.;
OROPEZA, C. Improved somatic embryogenesis from Cocos nucifera (L.) plumule explants.
In Vitro Cell.Dev. Biol. Plant, Springer v. 42, p. 37-43, 2006. DOI:
https://doi.org/10.1079/1\VP2005722.

43



PEREIRA, A. R.; CARVALHO, S. P.; PASQUAL, M.; SANTOS, F. C. Embriogénese
somatica direta em explantes foliares de Coffea arabica cv. Acaia Cerrrado: efeito de cinetina
e &cido giberélico. Ciéncia e Agroecologia, v. 31, p. 332-336, 2007.

QUEIROZ, F.F., DE ARAUJO SILVA-CARDOSO, I.M., SCHERWINSKI-PEREIRA, J.E.
(2021). Initiation and Establishment of Cell Suspension Cultures in Bamboo. In: Ahmad, Z.,
Ding, Y., Shahzad, A. (eds) Biotechnological Advances in Bamboo. Springer, Singapore.
https://doi.org/10.1007/978-981-16-1310-4_5

R CORE TEAM (2015). R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. Disponivel em: < https://www.r-
project.org/>. Acesso em: 28 out 2020.

RAI, M. K.; SHEKHAWAT, N. S.; HARISH; GUPTA, A. K,; PHULWARIA, M.; RAM, K.;
JAISWAL, U. The role of abscisic acid in plant tissue culture: a review of recent progress
Plant Cell, Tissue and Organ Culture, v. 106, p.179-190, 2011.

RAMOS, F. S. L.; DEQUIGIOVANNI, G.; SEBBENN, A. M.; LOPES, M. T. G.; MACEDO,
J. L. V.de; VEASEY, E. A.; ALVES-PEREIRA, A.; SILVA, P. P. da; GARCIA, J. N,;
KAGEYAMA, P. Y. Paternity analysis, pollen flow, and spatial genetic structure of a natural
population of Euterpe precatoria in the Brazilian Amazon. Ecology and Evolution, p.1-15,
Oct. 2018.

REE, J. F.; GUERRA, M. P. Palm (Arecaceae) somatic embryogenesis. In Vitro Cellular &
Developmental Biology - Plant, v. 51, n. 6, p. 589-602, 2015.

RENCHER, A.C. Methods of Multivariate Analysis.A JOHN WILEY & SONS, INC.
UBLICATION.p.727. 2ed. 2002.

REINERT, J. Uber die kontrolle der morphogenese und die induktion von
adventivembryonene an gewebekulturen aus karotten. Planta, v. 53, p. 318 -333, 1958.

REY, H. Y.; MROGINSKI, L. A. Somatic embryogenesis and plant regeneration in diploid
and tripoide Arachis pintoi. Biologia Plantarum, v. 50, n. 1, p. 152-155, 2006.

REZENDE, J.C.; CARVALHO, C.H.S.; SANTOS, A.C.R.; PASQUAL, M. TEIXEIRA, J.B.
Multiplication of embryogenic calli in Coffea arabica L. Acta Scientiarum, v. 34, n. 1, p. 93-
98, Jan.-Mar., 2012.

ROCHA, E.; VIANA, V. M. Manejo de Euterpe precatoria Mart. (Acai) no Seringal Caqueta,
Acre, Brasil. Scientia Forestalis, n. 65, p. 59-69, 2004.

ROCHA, E. Potencial ecolégico para 0 manejo de frutos de agaizeiro (Euterpe precatoria
Mart.) em areas extrativistas no Acre, Brasil. Acta Amazonica, Manaus, v. 34, n. 2, p. 237-
250, 2004.

SALEH, E.O.L.; LUIS, Z.G.; SCHERWINSKI-PEREIRA, J.E. Determination of
physiological and environmental conditions for the storage of babassu palm seeds (Attalea
speciosa). Seed Science and Technology, v. 45, p. 139-150, 2017.

44



SANTANA, A.C.; COSTA, F.A. Mudancas recentes da oferta e demanda do acai no estado
do Para. In: SANTANA, A.C., CARVALHO. D.F., MENDES, F.A.T. Organizacéo e
competitividade das empresas de polpa de frutas do estado do Para: 1995 a 2004.
UNAMA, 2010.

SANTOS, C. G. et al. Inducdo e analise bioquimica de calos em segmentos foliares e nodais
de Coffea canephora L. cv. Apoata. Magistra, Cruz das Almas, v. 20, n. 1, p. 22-29, jan./mar.
2008.

SATHLER MEIRA, FILIPE; GOMES LUIS, ZANDERLUCE; SILVA-CARDOSO, I. M. A;;
EVERSON SCHERWINSKI-PEREIRA, JONNY. Developmental pathway of somatic
embryogenesis from leaf tissues of macaw palm (Acrocomia aculeata) revealed by
histological events. FLORA, v. 250, p. 59-67, 20109.

SCHERWINSKI-PEREIRA, J. E.; GUEDES, R. S.; SILVA, R. A,; FERMNO, J. R.; LUIS, Z.
G.; FREITAS, E. O. Somatic embryogenesis and plant regeneration in acai palm (Euterpe
oleracea). Plant Cell, Tissue and Organ Culture, v. 109, p. 501-508, 2012.

SEBRAE. Boletim: produtos a base de acai brasileiro. Brasilia, 2020. V 1. Disponivel em:
<
http://www.bibliotecas.sebrae.com.br/chronus/ARQUIVOS_CHRONUS/bds/bds.nsf/9f56e28
eb2f2bb90496alad4becc47ad/$File/5829.pdf> Acesso em: 10 de setembro de 2020.

SILVA-CARDOSO, I. M. A. Embriogénese somatica de gueroba [Syagrus oleracea
(Mart.) Becc.] com énfase em aspectos anatdémicos, histoquimicos e ultraestruturais.
2018. 393 p. Tese (Doutorado em Ciéncias Florestais), Universidade de Brasilia, Brasilia,
2018.

SILVA-CARDOSO, .LM.A.; MEIRA, F.S.; GOMES, A.C.M.M.; SCHERWINSKI-
PEREIRA, J.E. Anatomical and histochemical studies of the somatic embryogenesis of
Syagrus oleracea from immature inflorescences. Crop Breeding and Applied
Biotechnology, v. 19, p. 444-450, 2019.

SILVA-CARDOSO, I.M.D.A., MEIRA, F.S. & SCHERWINSKI-PEREIRA, J.E. The
maturity level of explant plays a key role in somatic embryogenesis of the palm tree Syagrus
oleracea [Mart.] Becc.. Acta Physiol Plant 44, 87, 2022. https://doi.org/10.1007/s11738-022-
03420-8

SILVA, T.S.; CARVALHO FILHO, R. S. L.; TANAN, T. T.; ROCHA, T. C.; SANTANA, J.
R. F. Calogénese em Myracrodruon urundeuva Fr. All. Ciéncia Florestal, Santa Maria, v.
30, n. 3, p. 700-717, 2020.

SMITHA, P.D.; BINOY KR; & ASHALATHA, S.N. (2020) Enhanced Secondary
Somatic Embryogenesis in Suspension Culture of Four Diploid Banana Cultivars from
Kerala, International Journal of Fruit Science, 20:sup2, S617-S626, DOI:
10.1080/15538362.2020.1753138

SNEATH, P. H.; SOKAL, R. R. Numerical taxonomy. The principles and practice of
numerical classification. 1973, 573 p.

45



SONGSERM, P.; KLANRIT, P.; KLANRIT, P.; PHETCHARABURANIN, J.;
THANONKEDO, P.; APIRAKSAKORN, J.; PHOMPHRAI, K.; KLANRIT, P. Antioxidant
and Anticancer Potential of Bioactive Compounds from Rhinacanthus nasutus Cell
Suspension Culture. Plants 2022, 11, 1994. https://doi.org/10.3390/ plants11151994

SOSNOWSKA, J.; BALSLEV, H. American palm ethnomedicine: A meta-analysis. Journal
of Ethnobiology and Ethnomedicine, 5: 43-53, 2009.

SOUZA, M.O.; SANTOS, R.C.; SILVA, M.E.; PEDROSA, M.L. Acai (Euterpe oleraceae
Martius): chemical composition and bioactivity Nutrire. Revista Sociedade Brasileira de
Alimentacgéo e Nutricéo, 36(2), p.161-169, 2011.

STARITSKY, G. Tissue culture of the oil palm (Elaeis guineensis Jacg.) as a tool for its
vegetative propagation. Euphytica, v. 19, p. 288-292, 1970.

STEIN, V.C.; PAIVA, P.; HERRERA, R.C.; VARGAS, D.P. Curva de crescimento e indice
de divisdo celular de calos de ingazeiro. Revista de Ciéncias Agrarias, v. 53, n. 2, p. 159-
163, 2010.

STEINMACHER, D. A.; CANGAHUALA-INOCENTE, G. C.; CLEMENT, C.R;
GUERRA, M. P. Somatic embryogenesis from peach palm zygotic embryos. In Vitro
Cellular and Developmental Biology - Plant, v. 43, p. 124-132, 2007.

STEWARD, F. C.; MAPES M. O.; MEARS K. Growth and organized development of
cultured cells. 11. Organization in culture grown freely suspended cells. American Journal of
Botany, v. 45, p. 705-708, 1958.

SWATI, J.; ALOK, V.; KOTHARY, S. L.; JAIN, S.: VARSHNEY, A. Cereal Res. Commun,
v. 19, p. 230-231, 2001.

TAGORE, M. D. P. B. O aumento da demanda do acai e as alteragdes sociais, ambientais
e econbmicas: o caso das varzeas de Abaetetuba, Para. 155 p. - Universidade Federal do
Para, 2017.

TEIXEIRA, J.B.; JUNQUEIRA, C.S.; PEREIRA, AJ.P. da C.; MELLO, R.I.S. de; SILVA,
A.P.D. da; MUNDIM, D.A. Multiplicacdo clonal de café (Coffea arabica L) via
embriogénese somatica. Brasilia: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 2004. 39p.
(Documentos).

THOMAS T.L. Gene expression during plant embryogenesis and germination: an overview.
Plant Cell, v.5, p.1401-1410, 1993.

TOONEN, M.A.J.; VRIES, S.C.de. Initiation of somatic embryos from single cells. In:
WANG, T.L.; CUMING A. (Eds), Embryogenesis: the generation of a plant. Oxford: Bios
Scientific, 1996. p. 173-189.

TRIPATHI, M.K.; TRIPATHI, N.; TIWARI, S.; TIWARI, G.; MISHRA, N.; BELE, D;
PATEL, R.P.; SAPRE, S.; TIWARI, S. Optimization of Different Factors for Initiation of

46



Somatic Embryogenesis in Suspension Cultures in Sandalwood (Santalum album L.).
Horticulturae, v. 7, n. 118, 2021. https://doi.org/10.3390/
horticulturae7050118

VAZQUEZ, A. L. L. Aprimoramento da obtencdo de calos e suspensdes celulares de
Duroia macrophylla Huber (Rubiaceae) e avaliacdo dos elicitores NaCl, KCI, AICI3,
SNP(NO), ABA e luz UV na producéo de metabdlitos secundarios. 2019. 158f. Dissertacao
de Mestrado (Biotecnologia e Recursos Naturais da Amazo6niao) - Universidade do Estado do
Amazonas, Manaus, 2019.

VIDAL, B. C. Dichroism in collagen bundles stained with xylidine-Ponceau 2R. Annales
d"Histochimie, v. 15, p. 289-296, 1970.

VIEIRA, A. H.; RAMALHO, A. R.; ROSA NETO, C.; CARARO, D. C.; COSTA, J.N. M;
VIEIRA JUNIOR, J. R.; WADT, P. G. S.; SOUZA, V. F. Cultivo do Acaizeiro (Euterpe
oleracea Martius) no Noroeste do Brasil. Porto Velho: Embrapa Rondonia, 2018. (Embrapa
Ronddnia. Sistemas de producéo 36). 90 p.

VON ARNOLD, S.; SABALA, |.; BOZHKQV, P.; DYACHOK, J.; FILONOVA, L.
Developmental pathways of somatic embryogenesis. Plant Cell Tissue and Organ Culture,
V. 69, p. 233-249. 2002.

WADT, L. H. de O.; RIGAMONTE-AZEVEDO, O. C.; FERREIRA, E. J. L.; CARTAXO, C.
B da C. Manejo de acai solteiro (Euterpe precatoria Mart.) para producgéo de frutos. Rio
Branco, AC: Secretaria de Extrativismo e Producdo Familiar, 2004. 34 p. 11. (Documento
Técnico, 02).

WARCHOL M, SKRZYPEK E, KUSIBAB T, DUBERT F. Induction of somatic
embryogenesis and biochemical characterization of Cordyline australis (G. Forst.)
Endl. “Red Star” callus. Sci Hortic (Amsterdam) v. 192, p.338-345. doi:
10.1016/j.scienta.2015.05.010

WOO, HA.; KU, S.S.; JIE, E.Y.; KIM, H.; KIM, H.-S.; JEONG, W.-J.; PARK, S.U.; MIN,
S.R.; KIM, S.W. Efficient plant regeneration from embryogenic cell suspension cultures of
Euonymus alatus. Sci Rep 11, 15120 (2021). https://doi.org/10.1038/s41598-021-94597-4

YANG, X.Y.; ZHANG, X. L. Regulation of somatic embryogenesis in higher plants. Critical
Reviews in Plant Sciences, v. 29, n. 1, p. 36-57, 2010.

YEMM, E. W.; COCKING, E. C. The determination of amino acids with ninhydrin. Analyst,
v.80, p.209-213, 1955.

YOKOMIZO, G. K.-l.et al. Morphological dissimilarity among assai palm trees progenies
from Anajas — PA. European Scientific Journal, Almeria, v. 15, n. 21, 171-180, 2019.

YUYAMA, L. K. O.; AGUIAR, J.P. L.; SILVA FILHO, D. F. S.; YUYAMA, K;;
VAREJAO, M. de J.; FAVARO, D. I. T.; VASCONCELOS, M. B. A.: PIMENTEL, S. A.;
CARUSO, M. S. F. Caracterizacao fisico-quimica do suco de agai de Euterpe precatoria
Mart. oriundo de diferentes ecossistemas amazonicos. Acta Amazénica, Manaus, v. 41, n. 4,
p. 545-552, 2011.

47



ZAVATTIERI, M. A.; FREDERICO, A. M.; LIMA, M.; SABINO, R;;
ARNHOLDTSCHMITT, B. Induction of somatic embryogenesis as an example of stress-
related plant reactions. Electronic Journal of Biotechnology, Amsterdam, v. 13, n. 1, p.15,
2010.

ZENG, F.; ZHANG, X. ; ZHU, L.; TU, L.; GUO, X.; NIE, Y. Isolation and characterization
of genes associated to cotton somatic embryogenesis by suppression subtractive hybridization
and macroarray. Plant Molecular Biology, v.60, p.167-183, 2006.

ZIMMERMANNN, M.J. Embriogénese somética. In: BARRUETO CID, L. P. Cultivo in
vitro de plantas (3% ed.) Brasilia: EMBRAPA, 2014, 325p.

ZOUINE, J. e EL HADRAMI, I. Effect of 2,4-D, glutamine and BAP on embryogenic
suspension culture of date palm (Phoenix dactylifera L.), Science Horticulturae, 2007.

48



CAPITULO II

ESTABELECIMENTO, MULTIPLICACAO E ANALISE BIOQUIMICA DE
LINHAGENS EMBRIOGENICAS DE Euterpe precatoria Mart. SOB CULTIVO EM
SUSPENSAO

49



RESUMO

A palmeira Euterpe precatoria (acai-solteiro) pertence a familia Arecaceae. Essa espécie é
considerada a palmeira de maior valor econémico do género Euterpe no Brasil. O palmito e 0
fruto sdo os principais produtos utilizados para industrializacdo devido propriedades
energeéticas. Essa espécie também possui grande importancia social, cultura e ambiental. Assim,
objetivou-se, neste estudo, estabelecer um protocolo de cultivo em suspensao celular de linhagens
embriogénicas dessa espécie, a partir de diferentes fontes de explantes. Qito linhagens oriundas
de diferentes explantes foram testadas, sendo cinco em meio liquido de MS (500 mg calos
embriogénicos) suplementado com 5 uM Picloram e trés em meio semissolido de MS (1,050 g
de calo embriogénico) suplementado com 13,57 uM Picloram. A curva de crescimento foi
obtida a partir da pesagem dos calos entre 60 e 180 dias de cultivo. O modelo Gompertz foi
aplicado e a cinética de crescimento foi avaliada. Aos 100 dias de cultivo, verificou-se o teor
de acUcares e proteinas sollveis totais. Os componentes principais (PCA) foram mensurados.
O cultivo de linhagens de E. precatoria em meio de consisténcia liquida foi realizado com
sucesso e o estabelecimento foi obtido. As linhagens apresentaram diferencas estatisticas na
curva de crescimento pelo teste Tukey a 5% de significancia. Foi verificada a auséncia da fase
lag 4 (dia). O modelo de Gompertz pode ser adequado, uma vez que descreve mais de 90% da
cinética de crescimento das linhagens. A taxa maxima de crescimento especifico das células
varia entre as linhagens. No sistema liquido, as linhagens L6, L2 e L1 apresentaram o menor
tempo para duplicar a biomassa. A analise multivariada revela elevado incremento de massas
em culturas liquidas, representadas pelas linhagens L6 e L2. Diferencas estatisticas foram
constatadas nos teores de AST, e os maiores niveis foram observados nas linhagens cultivadas
em meio liquido. O teor de proteinas encontrado foi muito baixo, apesentando diferencas
estatisticas entre as linhagens. A multiplicacdo apresenta comportamento significativo ao longo
dos subcultivos, tanto entre linhagens quanto entre periodos de cultivo. O meio liquido
configura-se como alternativa viavel para a propagacgéo in vitro de Euterpe precatoria.
Palavras chaves: Euterpe spp.; meio liquido; meio de suspensdo celular; acucar sollveis totais;
proteinas.
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ABSTRACT

The palm Euterpe precatoria (acai-solteiro) belongs to the Arecaceae family. This species is
considered the palm with the highest economic value within the Euterpe genus in Brazil. The
heart of palm and the fruit are the main products used for industrialization due to their energetic
properties. This species also holds great social, cultural, and environmental importance. Thus,
the aim of this study was to establish a suspension cultivation protocol for the species using
different explant sources. Eight lineages were tested, with five in liquid medium (500 mg
embryogenic calli) MS supplemented with 5uM Picloram and three for comparison in semi-
solid medium (1,050 g embryogenic calli) MS supplemented with 13.57uM Picloram. The
growth curve was obtained by weighing the calli from 60 to 180 days of cultivation. The
Gompertz model was applied, and growth kinetics were evaluated. At 100 days, the content of
soluble sugars and total soluble proteins was determined. Principal components (PCA) were
measured. The cultivation of E. precatoria lineages in liquid consistency medium was
successfully carried out, and the establishment was achieved. The lineages showed statistical
differences in the growth curve by Tukey test at a 5% significance level. The absence of the lag
phase A (day) was observed. The model can be considered adequate since the R2 values found
describe more than 90% of the growth kinetics of the lineages. In the liquid system, lineages
L6, L2, and L1 showed the shortest time to double the biomass accumulation. Multivariate
analysis reveals a significant increase in masses in liquid cultures, represented by lineages L6
and L2. There was statistical difference in the amount of TSS extracted, the highest TSS levels
were observed in lineages cultivated in liquid medium. The protein content found was very low,
showing statistical differences among the lineages. Liquid medium emerges as a viable
alternative for vegetative propagation. Multiplication shows significant behavior over
subcultures, both among lineages and among cultivation periods.

Keywords: Euterpe spp.; liquid medium; cell suspension medium; total soluble sugars; proteins.
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1 INTRODUAO

As palmeiras pertencem a familia Arecaceae, uma das mais abundantes no mundo, com
distribuicdo especialmente nos tropicos, podendo também ser encontradas em regides
subtropicais (BAKER et al., 2011). Algumas palmeiras possuem touceiras e outras um (nico
estipe, como € o caso da espécie Euterpe precatoria, também conhecida como agai- solteiro
(MELO etal., 2021; FERREIRA et al., 2020).

No apice do estipe de E. precatoria localiza-se o palmito que é aproveitado na culinaria
brasileira e internacionalmente. Ele é usado como alimento ha décadas e por muito tempo foi
considerado o produto de maior valor econdémico das espécies do género Euterpe, incluindo-se
nesta lista o E edulis e o E. oleraceae (OLIVEIRA et al., 2017; SANTOS et al., 2012). No
entanto, atualmente, o produto de maior valor econdmico das espécies de acaizeiro,
especialmente de E. oleraceae e E. precatoria € o fruto, devido as suas propriedades
alimentares. De fato, os frutos contém grandes quantidade de minerais como célcio, magnésio,
potassio e fosforo, além de serem ricos em vitaminas B1l, C e E, tendo ainda, em sua
composicdo, &cidos graxos essenciais, carotenoides, antocianinas e compostos fenolicos
(GORDON etal., 2012; FERREIRA et al., 2016; LISBOA et al., 2022; OLIVEIRA etal., 2022).

Por essas e outras caracteristicas, a demanda pelos frutos tem aumentado
consideravelmente, o que torna necessario técnicas que favoregam a melhoria da qualidade das
mudas, principalmente no que se refere a producdo mais rapida e, também, de variedades mais
produtivas, resistentes a doencas e que promovam a uniformidade no sistema de producéo.
Adicionalmente, por ser uma espécie monocaule, ou seja, que ndo produz perfilhos, a espécie
E. precatoria ndo apresenta condi¢cBes de ser propagada vegetativamente por técnicas
convencionais, fato que, além de impedir que individuos de interesse sejam clonados, em
programas de selecdo massal, limita consideravelmente a fixacdo de ganhos genéticos nos
longos ciclos de selecdo durante programas de melhoramento genético da cultura (RAMOS et
al., 2021; FERREIRA et al., 2022b).

Assim, a micropropagacgédo constitui uma ferramenta importante para superar boa parte
desses problemas, por meio da clonagem via embriogénese somatica (ES). Uma vez dominada,
a clonagem via ES pode proporcionar a producdo continua de materiais propagativos, com a
vantagem de poder ser realizada em qualquer época do ano e em pequeno espaco fisico, a partir
de pequena quantidade de materiais iniciais. Pesquisas realizadas utilizando a ES para a
regeneracdo de plantas ja foram realizadas em E. precatoria por Ferreira et al. (2022 a, b), que
estabeleceram protocolos de embriogénese somatica a partir de diferentes tipos de explantes

(embrido zigotico e tecido foliar).
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No entanto, a otimizacdo de protocolos que tornem a técnica mais eficiente, reproduzivel
e capaz de gerar material em larga-escala é desafiador para as diversas especies para a qual a
técnica ja foi desenvolvida, em especial, as pertencentes a familia Arecaceae, que
reconhecidamente é formada por espécies consideradas recalcitrantes ao cultivo in vitro
(CARDOSO e SCHERWISKI-PEREIRA, 2018). Até 0 momento, ndo ha registros do cultivo
de E. precatoria em sistemas liquidos de producdo, ressaltando a necessidade de estudos
adicionais para explorar o potencial dessa espécie. Cultivos em meio de consisténcia liquida ja
foram desenvolvidos, com certo sucesso, para algumas espécies de palmeiras, como Elaeis
guineenses (MONTEIRO et al., 2018; KHAIRUDDIN et al., 2021) e Phoenix dactylifera
(NAIK e AL-KHAYRI, 2016; 2018; ABOHATEM et al., 2017).

O uso de cultivos em meio liquido permite o estabelecimento de cultivos em suspenséo,
com consequente aumento da producao de materiais embriogénicos. Esse fato pode possibilitar
que plantas clonadas sejam mais facilmente obtidas, além de favorecer a multiplicacdo e
manutencéo dos cultivos (SOH et al., 2011; GUILLOU et al., 2018; KONG et al., 2023). Nesse
contexto, assim como a ES tem alcancado avancos significativos por intermédio de cultivos em
suspensdo em culturas, como acima mencionado, a presente pesquisa relata um protocolo
confidvel de cultivo de E. precatoria em meio liquido, que pode configurar-se como um passo
inicial para melhoria do processo de producéo clonal de mudas dessa espécie. Adicionalmente,
para entender a compreensdo das mudancas bioquimicas e fisioldgicas que ocorreram durante
a multiplicacdo das linhagens embriogénicas obtidas, ineditamente também foram realizadas
analises bioguimicas dessas linhagens, durante diferentes fases do processo.

Neste contexto, o estudo objetivou estabelecer cultivos em suspensdo celular de Euterpe
precatoria a partir de calos oriundos de diferentes fontes de explantes, analisar a cinética do
crescimento e multiplicacdo, além de avaliar anatomicamente e biogquimicamente os materiais

sob essas condi¢es de cultivo.
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MATERIAL E METODOS

Local de desenvolvimento da pesquisa
A pesquisa foi conduzida no Laboratorio de Cultura de Tecidos I, da Embrapa Recursos

Genéticos e Biotecnologia, localizada em Brasilia-Distrito Federal, Brasil.

Material vegetal, indugdo e multiplicagdo dos calos embriogénicos em meio
semissolido
O material vegetal utilizado nos experimentos foi proveniente de individuos adultos de
Euterpe precatoria coletados em floresta nativa no estado Acre, Brasil. Os calos originados de
segmentos de inflorescéncia imatura, embrido zigotico e tecidos foliares foram induzidos e
multiplicados de acordo com Ferreira (2020), Ferreira et al. (2022a) e Ferreira et al. (2022b),

conforme € descrito a seguir:

a) Inducéo e multiplicacdo de calos oriundos de tecidos foliares

Calos oriundos de tecidos foliares foram induzidos a partir de explantes extraidos da
regidao apical da palmeira (palmito), contendo folhas imaturas, ainda ndo expandidas e
aclorofiladas. Para tanto, o meio basico de MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) foi
suplementado com a auxina acido 4-amino-3, 5, 6-tricloropicolinico (Picloram), em trés
concentracdes (450, 675 e 900 uM), além de 30 g L™ sacarose, 0,5 g L™ de caseina hidrolisada,
0,5 g L de cisteina, 0,5 g L™ de glutamina, 2,3 g L™ do agente gelificante Phytagel (Sigma,
St. Louis, MO®) e 2,5 g L de carvéo ativado.

Ap6s a inducdo dos calos priméarios, esses foram transferidos para novo meio
semissélido de multiplicacdo, semelhante ao meio de MS descrito anteriormente, porém
suplementado com 20 uM da auxina Picloram ¢ 5 uM da citocinina de 2-isopenteniladenina

(2iP) para multiplicag&o dos calos embriogénicos.

b) Inducéo e multiplicacéo de calos oriundos de inflorescéncias
Segmentos de inflorescéncias imaturas, provenientes de espatas ainda ndo abertas,
foram inoculados em meio de cultura basico de MS, acrescido de 2,5 g L™ de carvio ativado,
suplementados com ferro EDTA e vitaminas na concentracdo original do meio de MS. A esse
meio, foram adicionados ainda 30 g L™ de sacarose, 0,5 g L! de glutamina, 0,5 g L™ de cisteina
e 0,5 g L™ de caseina hidrolisada e450 uM de 2,4-D na e 45 uM de 2iP.
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Apos a inducdo dos calos primarios, esses foram transferidos para meio semissélido de
multiplicacdo, semelhante ao meio de MS descrito anteriormente, porém suplementado com 20

uM da auxina Picloram e 5 uM de 2iP para multiplicacdo dos calos embriogénicos.

¢) Inducéo e multiplicacéo de calos oriundos de embrides zigoticos

Embrido zigotico, oriundos de frutos maduros, foram inoculados em meio contendo
sais de Y3 (EEUWENS, 1976), acrescido de ferro EDTA e vitaminas na concentracgdo original
do meio de MS, 30 g L™ de sacarose, 0,5 g L de glutamina, 0,5 g L™ de cisteinae 0,5 g L
de caseina hidrolisada e 13,57 uM de Picloram.

Os calos obtidos na inducdo foram transferidos para de meio de multiplicagdo composto
de sais de MS, 2,5 g L de carvéo ativado, ferro EDTA e vitaminas na concentragdo original
do meio de MS, 30 g L* de sacarose, 0,5 g L™ de glutamina, 0,5 g L™ de cisteinae 0,5g L™ de
caseina hidrolisada. Esse meio foi suplementado ainda com 20 uM de Picloram ¢ 5 uM de
2iPpara multiplicacdo dos calos embriogénicos.

Para cada explante acima, antes da adi¢do do agente gelificante e do carvao ativado nos
meios, o pH foi ajustado para 5,8 + 0,1 e, posteriormente, autoclavados a 121° C e 1,5 atm de
pressdo por 20 minutos. A inducdo e multiplicacdo de calos embriogénicos ocorreu em placas
de Petri descartaveis (90 x 15 mm), contendo aproximadamente 25 mL de meio de MS ou Y3,
conforme o tipo de explante, como especificado anteriormente, e seladas com filme PVC
transparente (Lusafilm R105®, Brasil). Em todos os casos, os materiais foram cultivados em
sala de crescimento, com auséncia de luz e temperatura controlada de 25 + 2°C.

Os subcultivos foram realizados a cada 30 dias, por até 180 dias de cultivo em meio
semissolido, verificando-se as porcentagens de estabelecimento, oxidacdo (escurecimento) e

contaminacéo.

Pesagem dos materiais embriogénicos em meio semissolido

As linhagens embriogénicas friaveis, obtidas em meio semissélido, oriundas de tecidos
foliares, inflorescéncias imaturas e de embrides zigéticos foram pesadas para avaliacdo do seu
potencial de multiplicacdo. Cada linhagem avaliada foi composta por dez repeti¢des, cada uma
formada por uma placa de petri (15 x 90 mm).

Para avaliar a multiplicacdo dos calos embriogénicos, os calos foram pesados com massa
inicial equivalente a 0,5 g em placas Petri, sempre taradas para pesagem regular em balanga de
precisdo (Figura 1D). As pesagens dos materiais sob cultivo foram realizadas a cada 30 dias

55



para obtencdo da curva de crescimento dos calos em meio semissélido, sendo a primeira
realizada a partir dos 60 dias de inoculacao e a Ultima avaliacdo realizada aos 180 dias desde o

inicio da multiplicacéo.

Estabelecimento de linhagens embriogénicas e multiplicacdo de agregados em
suspensao

Os calos embriogénicos provenientes de folhas imaturas, segmentos de inflorescéncias
imaturas e de embrides zigoticos, com consisténcia friavel (facil fragmentacao), de coloracédo
branca ou em tons claros de amarelo (Fig. 1E), foram fragmentados com auxilio de pincas e
bisturi 117 sobre papel filtro acomodado no interior de placas de Petri (15 x 90 mm).

Uma vez pesadas, as linhagens embriogénicas com peso médio equivalente a 1,050 g
foram inoculadas em frascos do tipo Erlenmeyers de 125 mL de capacidade (Fig 1B),
preenchidos com 35 mL de meio de cultura liquido, formado pelos sais e vitaminas do meio de
MS, além de 5 uM de Picloram, 30 g L de sacarose, 0,5 g L™ de glutamina, 0,1 g L de
asparagina e 0,1 g L™ de caseina hidrolisada. Ap6s a inoculagéo, os frascos foram tampados
com papel aluminio (Thermoprat) e lacrados usando filme PVC transparente. Ap6s 24 h em
repouso, os Erlenmeyers contendo os materiais propagativos foram colocados em agitador
orbital a 100 rpm, com fotoperiodo de 16 horas, em sala de crescimento a 25 + 2 °C, sob
lampadas fluorescentes brancas-frias e radiagdo luminosa de 50 umol m? s, Os subcultivos
foram realizados a cada 30 dias, por até 180 dias, verificando-se a porcentagem de
estabelecimento (sobrevivéncia dos materiais). Para a obtencdo da curva de crescimento, as

pesagens foram realizadas a cada 30 dias, a partir dos 60 dias de inoculacéo.
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Figura 1. Aspectos dos calos fridveis embriogénicos de Euterpe precatoria inoculados em meio
liquido. A. Linhagens inoculadas em meio liquido sob agitacdo; B. Calo friavel utilizado para
0 estabelecimento de cultivos em suspensdo em meio liquido; C. Pesagem dos calos cultivados
em meio liquido; D. Pesagem dos calos cultivados em meio semissdlido; E. Aspecto
morfologico dos calos embriogénicos, com consisténcia friavel e colora¢do variando entre
amarelo e bege, inoculados em meio semissolido.

Caracterizacao das linhagens

De maneira geral, avaliaram-se cinco tipos de materiais propagativos, todos oriundos de
material somatico de plantas adultas, denominados de linhagens embriogénicas. Trés dessas
linhagens foram obtidas de explantes foliares (L450, L675 e L900), denominadas conforme a
concentracédo de auxina (450, 675 e 900 uM de Picloram) utilizada na fase de inducédo de calos
e 0 meio de cultivo. Sendo assim, L1, L2 e L3 denominaram as linhagens cultivadas em meio
liquido oriundas de calos obtidos de folhas imaturas de plantas adultas induzidas em meio
semissélido, nas concentracBes de 450, 675 e 900 uM de Picloram, respectivamente. J& as
linhagens L5 e L6 foram induzidas em meio semissolido a partir de inflorescéncias e embriGes

zigdticos, respectivamente, e posteriormente cultivadas em meio liquido. Consideraram-se
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como linhagem L4, L7 e L8 materiais propagativos provenientes de folhas imaturas,

inflorescéncias e embrides zigoticos, respectivamente, induzidas e cultivadas em meio

semissolido.

Delineamento e analise estatistica da pesagem dos calos cultivados em meio

semissélido x meio liquido

Adotou-se delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5

X 2 X 6 (cinco linhagens embriogénicas x dois sistemas de cultivo x seis periodos de cultivo),

totalizando 60 tratamentos. Cada tratamento foi formado por dez repeti¢bes (dez frascos). O

conjunto de dados obtido foi submetido a andlise de regresséo linear, e, quando significativa,

as médias foram comparadas pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, por meio do

software estatistico SISVAR (FERREIRA, 2020).

Explantes
G ————— ———>§ Inducdo de calos
Palmito | (MS e Y3)
Lo
% 1” “' ‘\\
c;gj | Explante’ —_—
25 \‘ B—;‘ _____
Inflorescéncia e
Multiplicacdo em
meio
Embrido semissolido
zigbtico ¢ {meio MS+13,57
Euterpe calos M de Picloram)
precatoria
l (0,500 g por Placa )
I 1
{meio MS + Cgo
5 pM :e Picloram) P {'Ehgiggf;
ms" & &
Multiplicac@o de agregados celulares e células em suspensao

Figura 2. Esquema ilustrativo da calogénese para o estabelecimento e multiplicacdo de

agregados celulares em suspensdo e em meio semissolido.
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Modelagem de Gompertz
A modelagem foi realizada aplicando analise de regressdo ndo linear pelo modelo
matematico de Gompertz, usando o software GraphPad Prism 9.0.
Y = axel-0e) (1)
Em que: Y = varidvel dependente (g); t = tempo de cultivo (dias); “a”, “b” e “c” =
constantes de integracéo;
A partir das constantes, foram estimados o0s parametros cinéticos de crescimento das

suspensoes.

Parametros cinéticos
umax = velocidade maxima de crescimento especifico das células (d?), calculada
conforme a férmula abaixo:
pumax =axc(2)
A =tempo da fase lag;
_b-1

A=—
C

(3)

G = o tempo para geracao ou duplicacéo das células:
_In(2)
~ pmax

G 4)

Analise dos Componentes Principais (PCA)

A aplicacgdo da estatistica multivariada, por meio da analise dos componentes principais
(PCA), teve por objetivo permitir o agrupamento ou ndo de linhagens quanto as semelhancas
de desenvolvimento. Para tanto, utilizaram-se os softwares GraphPad Prism 9.0 e R verséo
4.2.1. O uso de cada software ocorreu conforme a necessidade especifica de cada analise. Para
essa etapa, usou-se o0 pacote “FactorMiner”.

A partir dos dados obtidos, também foi gerado uma matriz de correlagdo de Pearson entre
todos os tratamentos, por meio 999 permutacdes. A matriz foi gerada utilizando o software
GraphPad Prism 9.

Caracterizacéo bioquimica
Para analise bioquimica das linhagens embriogénicas de E. precatoria, foram realizadas

a extracao e quantificacdo das proteinas solUveis totais (PST) e acucares sollveis totais (AST)
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presentes nos calos embriogénicos multiplicados em meio liquido e semissélido (Figura 3),

conforme metodologia adaptada de Gomes et al. (2014), aos 100 dias de cultivo.

Acucares Soluveis Totais (AST)

Para a determinacao dos agucares soluveis totais (AST), as amostras foram lavadas trés
vezes em &gua ultrapura para remover residuos de meios de cultura, congeladas
instantaneamente em nitrogénio liquido e liofilizadas por 72 h. A extracdo dos agUcares foi
realizada conforme metodologia adaptada de Gomes et al. (2014). Foram inoculados 10 mg das
amostras secas em microtubos de 2 mL, submetidos a quatro ciclos extracdo em 0,5 mL de
metanol a 80% (v/v), a 80°C em banho-maria por 20 minutos. Em cada extragdo, as amostras
foram agitadas em vortex e, em seguida, foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos. Os
sobrenadantes foram coletados e adicionados em novos microtubos até atingirem 2 mL de
volume. Os pellets resultantes nos primeiros microtubos foram armazenados em ultrafreezer, a
-80 °C, para utilizagdes futuras.

Em seguida, as amostras foram postas para secar em speed vac a 40°C e o produto seco
foi ressuspenso em 500 pL de &gua ultrapura, seguindo o protocolo de Dubois (1956).
Prepararam-se duplicatas de cada amostra para quantificacdo de acUcares sollveis totais.
Assim, em tubos de ensaio (25 x 150 mm) foram pipetadas 50 pL das amostras dos
sobrenadantes, mais 450 uL de agua ultrapura, seguido de 500 puL de Fenol 5 % (v/v) € 2.500
uL de acido sulfarico concentrado (H2SO4).

Os tubos permaneceram em repouso até entrarem em equilibrio com a temperatura
ambiente (15 minutos aproximadamente). Entdo foi realizada a leitura das absorbancias das
amostras em cubetas de vidro em espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1800) com comprimento
de onda de 490 nm. Todas as leituras foram realizadas com base na curva padrdo de glicose (1
mg/1 mL), com concentragdes crescentes de 0, 8, 16, 32, 64, 128 ¢ 258 pg.

O conjunto de dados obtido foi submetido a Analise Variancia (ANOVA) e, quando
significativa, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade,
por meio do software estatistico SISVAR (FERREIRA, 2020).

Proteinas totais (PST)
Para extracdo das proteinas solUveis totais (PST), utilizou-se protocolo adaptado de
Gomes et al. (2014). Assim, 300 mg de amostra fresca dos materiais vegetais foram maceradas

em nitrogénio liquido, em cadinho de porcelana, previamente congelado. Posteriormente, foram
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adicionados 3 mL de tampéo fosfato de potéssio (100 mM e pH 7,5). Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 14.000 rpm, durante 20 minutos a 4°C e, os sobrenadantes, recolhidos e
acondicionados em novos microtubos. Apds o procedimento de extracdo, prosseguiu-se para a
quantificacdo das PST, segundo método de Bradford. Assim, 5 pL das amostras foram
pipetados em microplacas de 96 pocos (Elisa) e, logo apds, foram adicionadas 250 pL de
solucdo Bradford 50% por cinco minutos em repouso. Passado esse periodo, as absorbancias
das amostras foram verificadas em espectrofotdometro a 595 nm. As analises foram efetuadas
em triplice, baseadas na curva padrdo de albumina de soro bovina (BSA), com dosagens
progressivas de 20, 40, 60, 80 e 100 pug mL™.

O conjunto de dados obtido foi submetido a Anéalise Variancia (ANOVA) que, quando
significativa, tiveram as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade, por meio do software estatistico SISVAR (FERREIRA, 2020).

Figura 3. Calos e linhagens embriogénicas utilizadas na caracteriza¢do bioquimica cultivados
em meio liquido e semissélido de Euterpe precatoria Mart. A. Linhagens em meio liquido aos
100 dias de cultivo (L1, L3, L6, L2 e L5, respectivamente). B e D. Aspecto do material
inoculado em meio liquido. C. Linhagens em meio semissélido aos 100 dias de cultivo (L4, L7
e L8, respectivamente).
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RESULTADOS
Estabelecimento inicial de calos em meio liquido e multiplicacdo de agregados e células
em suspensao

O cultivo de linhagens de E. precatoria em meio de consisténcia liquida foi realizado
com sucesso e o estabelecimento foi obtido. Aos 30 dias de cultivo, consideraram-se
estabelecidas todas as linhagens embriogénicas inoculadas, uma vez que, nesse periodo, 0

crescimento foi aparente (Figura 4).
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Figura 4. Desenvolvimento de agregados celulares a partir de diferentes linhagens
embriogénicas de Euterpe precatoria Mart. (acai-solteiro) em diferentes tempos de cultivo em
meio liquido. A. Aspectos morfoldgicos dos calos no dia da inoculagdo (tempo zero na
linhagem L1). B-C. Presenca de célulasem suspensdo aos 45 dias (B = L1 e C = L2); D-G.
presenca de micro calos e aumento da biomassa (L2); H. Detalhe dos micros calos aos 60 dias
oriundos de tecidos foliares (L2); H. Calos de material somatico oriundo de embrido zigotico
aos 90 dias (L6); I. Calos de material somatico oriundo de embrides zigoticos aos 180 dias (L6).
J-K. Representacdo de uma das repeticdes e repicagem dos calos oriundo de embribes zigoticos
(L6).

As linhagens apresentaram 100% de sobrevivéncia e com niveis irrisorios de oxidacéo ao
longo do experimento. Aos 45 dias, nas linhagens inoculadas em meio liquido surgiram as
primeiras estruturas, caracterizadas como novos agregados celulares.

O crescimento € caracterizado pela formacdo de materiais friaveis, tanto pela presenca de
células isoladas quanto pela presenca de micro calos. Nos frascos das linhagens L1 e L2, essas
estruturas eram mais evidentes, embora também tenham surgido em frascos das linhagens L3 e
L6. Esse comportamento abre novas perspectivas, pavimentando ndo somente o uso de
suspensdes celulares para a producdo massal de plantas de acai-solteiro via embriogénese
somatica, mas também para a producdo de metabdlitos secundarios na espécie. Assim, se
registra pela primeira vez agregados celulares em suspensdo para uma espécie do género
Euterpe. As coloragdes mais presentes foram de calos brancos e em tons de bege, que
permaneceram por todo periodo do experimento (Figura 4).

O desenvolvimento de novas estruturas entre as linhagens cultivadas em meio liquido foi
ainda mais notavel aos 60 dias de cultivo (Figura 5). Com base nas mensuragdes de peso entre
o cultivo em meio liquido e semissolido, p6de-se verificar que os resultados encontrados foram
satisfatorios para o incremento de massa entre as linhagens cultivadas em meio liquido, uma
vez que apresentaram incremento de massa semelhante ou superior quando comparadas as
linhagens cultivadas em meio semissélido, sobretudo nas linhagens origem foliar e de embrido
zigético.

A superioridade na multiplicacdo proporcionada pelo cultivo em meio liquido pode ser
observada também para linhagens provenientes de folhas imaturas de E. precatoria, cultivadas
em meio liquido (L1, L2 e L3), que demostraram comportamento semelhante ou superior
quanto ao incremento de massa quando comparadas com a linhagem L4, que que foi cultivada

em meio semissélido (Figura 5).
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Figura 5. Médias do crescimento de agregados celulares de E. precatoria Mart. em meio de
suspensdo celular e em meio semissolido, em funcdo da linhagem celular. L1, L2 e L3 -
linhagens cultivadas em meio liquido obtidas de calos provenientes dede folhas imaturas de
plantas adultas cultivadas em meio semissolido (450, 675 e¢ 900 uM de Picloram,
respectivamente). L5 e L6 - linhagens de materiais cultivados em meio liquido, induzidas em
meio semissolido a partir de inflorescéncias e embrides zigoticos, respectivamente. L4, L7 e L8
- materiais propagativos originados de folhas imaturas, inflorescéncias e embrides zigoticos,
respectivamente, induzidos e cultivados em meio semissélido.

Verifica-se, entre as linhagens de folhas imaturas tanto em meio liquido quanto no meio
solido, que a linhagem L2 apresentou 0s maiores incrementos de massa em todos 0s tempos de
cultivo. Essas linhagens superaram o incremento de massa do tratamento L4 do meio
semissolido, sendo constatadas diferencas estatisticas na analise do desdobramento de médias
dentro de cada nivel de tempo. Esses dados estdo presentes na Tabela 1.

Entre as linhagens provenientes de material vegetal de inflorescéncias imaturas (L5 -
meio liquido e L7 - semissdlido), verificou-se melhor comportamento no incremento de massa
quando cultivadas em meio semissolido, destacando diferencas estatisticas significativas pelo

teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia. Para tanto, no meio liquido, a linhagem desse
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material genético vegetal apresentou os menores incremento de massa do experimento (Tabela
1).

Tabela 1. Desdobramento das médias de incremento de massa (g) de agregados celulares de
E. precatoria Mart. cultivadas em meio de suspenséo celular e em meio semissolido, em fungédo
da linhagem celular em cada tempo de cultivo, pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.

rl;1|nhage Incremento de massa fresca (g) em cada periodo de cultivo (dias)
Celular

60 90 120 150 180
L1 152AB c 1,75 AB bc 1,811 BCD abc 1,93 CDE ab 2,19BCa
L2 163A ¢ 1,86 AB bc 2,02 AB abc 2,18 ABC ab 2,35ABa
L3 1,38 ABC bc 1,54 BCab 1,62 CD ab 1,70 DE ab 191BDa
L4 1,13BC ¢ 1,71AB b 1,93 ABC ab 2,06 BCD ab 2,14BC a
L5 1,14 BC cd 1,24 C bcd 1,42 D abc 156E ab 167D a
L6 169A ¢ 2,00A bc 2,26A ab 246 A a 266 A a
L7 1,06C d 159BC ¢ 1,98 ABC bc 2,34 AB ab 2,40 AB a
L8 108C ¢ 1,78AB b 204AB b 2,16 ABC ab 2,46 AB a

Nota: Letras maiUsculas diferentes indicam diferenga entre material genético (linhagem) dentro de cada nivel de tempo. Letras
minusculas diferentes indicam diferenca na anélise do desdobramento de tempo dentro de cada nivel de material genético
(linhagem) pelo teste Tukey, 5% de significancia. L1, L2 e L3 linhagens cultivadas em meio liquido obtidas linhagens de folhas
imaturas induzidas em meio semissolido nas concentragdes de auxina a 450, 675 ¢ 900 uM de Picloram, respectivamente. L5
e L6 linhagens de materiais cultivados em meio liquido, induzidas em meio semissélido a partir de inflorescéncias e embrides
zigaticos, respectivamente. L4, L7 e L8 materiais propagativos oriundos de folhas imaturas, inflorescéncias e embries

zigéticos, respectivamente, induzidos e cultivados em meio semissolido.

Ja os cultivos provenientes de embrido zigotico (L6) apresentaram os melhores resultados
de incremento de massa no meio liquido (Tabela 1, Figura 5). Ainda que o cultivo de embrido
zigético no meio liquido tenha sido superior quando comparado ao meio semissélido (L4), esses
foram semelhantes estatisticamente pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia.

O estabelecimento e multiplicacdo de linhagens de inflorescéncias imaturas em meio
liquido (L5) é considerado outro resultado importante, considerado superior a L7 — oriunda
desse mesmo tipo de explante cultivado previamente em meio semissélido (L7). Esses
resultados se aprimorado, pode-se obter resultados ainda mais promissores para estas e outras
culturas. Ainda com base na Tabela 1 acima, para cada periodo, ha alteragdes no
comportamento das linhagens ao longo do experimento, sendo encontradas diferencas
significativas em todos os periodos analisados. Aos 60 dias, todas as linhagens de materiais
somaticos foliares (L1, L2 e L3) e de embrides zigoticos (L6), cultivadas em meio liquido,
apresentaram o incremento médio de massa fresca significativamente superior comparados as

demais linhagens durante a multiplicagéo.
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Aos 90 dias, as linhagens estatisticamente superiores foram L6, L2, L8, L1 e L4 com,
respectivamente, 2,00 g, 1,86 g, 1,78g, 1,759 e 1,71g de incremento de massa fresca. Entretanto,
das cinco linhagens mencionadas, trés sdo cultivadas em meio liquido (L6, L2 e L1) e duas do
meio semissdlido (L8 e L4). Assim, duas das cinco primeiras mencionadas acima foram
cultivadas em meio liquido, sendo superiores ganho de massa, embora semelhantes
estatisticamente.

A partir dos 120 dias até o final do experimento (180 dias), quatro linhagens se
diferenciam estaticamente das demais, sendo duas cultivadas em meio liquido (L6 e L2) e duas
em meio semissdlido (L7 e L8). A linhagem L7 obteve destaque entre linhagens cultivadas no
meio semissolido. Para tanto, chama-se aten¢do novamente para o fato de linhagens cultivadas
em meio liquido estarem entre as linhagens estatisticamente superiores nos periodos
mencionados. Assim, os resultados apontam que o sistema de cultivo liquido pode ser utilizado
para multiplicacdo de materiais genéticos de E. precatoria.

Outro resultado importante pode ser evidenciado pela analise de regressao, que também
foi possivel verificar o crescimento significativo em incremento de massa (g) das linhagens em
funcdo dos periodos de cultivo. O comportamento linear de cada linhagem é apresentado na
Figura 6.
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Figura 6. Analise de regressao linear de agregados celulares de Euterpe precatoria Mart.
cultivados em meio de suspensdo celular e em meio semissélido, em funcdo da linhagem

celular.

Nota: L1, L2 e L3 linhagens cultivadas em meio liquido obtidas linhagens de folhas imaturas de plantas adultas induzidas em
meio semissolido nas concentragdes de auxina a 450, 675 ¢ 900 uM de Picloram, respectivamente. L5 e L6 linhagens de
materiais cultivados em meio liquido, induzidas em meio semissolido a partir de inflorescéncias e embriddes zigoticos,

67



respectivamente. L4, L7 e L8 materiais propagativos originados de folhas imaturas, inflorescéncias e embrides zigéticos,

respectivamente, induzidas e cultivadas em meio semissélido.

Na andlise linear, verifica-se que 0s pontos correspondentes as massas obtidas no
experimento estdo sob ou bem proximas a reta tragada em todas as linhagens. Esse resultado
indica que os desvios foram muito baixos em relacdo a linha de regressdao ajustada. Os
coeficientes de correlagGes encontrados variam de 0,85 a 0,99, e demonstram a relacdo
consistente e bem definida entre o peso e o tempo de crescimento. Assim, a correlagdo é positiva
direta, ou seja, com 0 aumento do periodo de cultivo ocorre o incremento da producdo de
biomassa de agregados celulares de acai solteiro, evidenciando um ajuste forte entre o tempo

de crescimento e o0 incremento de massa observado.

Cinetica de crescimento de calos e agregados celulares e aplicacdo de modelo matematico
de Gompertz

A aplicagdo do modelo matematico permite uma visdo mais caracteristica de crescimento
dos células e agregados celulares nos seus respectivos meios de cultivo. Assim, aplicou-se o
modelo de Gompertz para obtencdo da curva e da cinética de crescimento utilizando as
constantes estimadas na equacéo (Figura 8).

De maneira geral, pode-se observar que os dados ndo apresentaram um desvio grande da
curva obtida e que os pontos correspondentes as massas obtidas no experimento também estéo
sob ou bem proximas a reta tracada em todas as linhagens. Os coeficientes de correlacdes
encontrados variam de 0,97 a 0,99 e demonstram a relacdo consistente e bem definida entre o
peso e o0 tempo de crescimento.

As linhagens genéticas cultivadas no sistema semissélido foram inoculadas inicialmente
com 0,5 g de material genético, duas vezes menor que o utilizado nas linhagens inoculadas no
sistema liquido (1,050 g). Esse fato constitui uma das explica¢Ges para o resultado das curvas

mais acentuadas para o sistema semissélido (Figura 7).

68



Massa fresca (g)

<

Massa fresca (g)

Massa [resca (g)

Massa [resca (g)

2.5+
LI °
2.0+ .
. .
1.54 .
104
0.5+
0.0 T T T 1
0 50 100 150 200
Tempo (dias)
2.0 )
L3 —®
- e
1.5+ =
_,"’
104
0.5
0.0 T T T 1
0 50 100 150 200
Tempo (dias)
1.8+
LS .
1.6+ . .
1.4+ S
12 .
1.04
08 T T T 1
0 50 100 150 200
Tempo (dias)
34
L7
gt
2+ .
.'"./f
14 =i
Sl
0 L ) 1 1
0 50 100 150 200
Tempo (dias)

Massa fresca (g)

Massa fresca (g)

Massa fresca(g)

Massa fresca (g)

259 "
L2 .
2.04 -
L
L
1.54
104
0.5+
0.0 T T T ]
0 50 100 150 200
Tempo (dias)
2.5+
L4 —
2.0- e
1.54 o
1.0 i
0549
0.0 T T T 1
0 50 100 150 200
Tempo (dias)
3-
L6 . =
.
2 A
P 3
1-0""’
0N
v L] T T 1
0 50 100 150 200
Tempo (dias)
3-
L8
= .
2 S
o
1+ .
[ =
0 T T T 1
0 50 100 150 200

Tempo (dias)

Figura 7: Curvas de crescimento dos calos de Euterpe Precatoria (acai-solteiro)
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Nota: L1, L2 e L3 linhagens cultivadas em meio liquido obtidas linhagens de folhas imaturas de plantas adultas induzidas em
meio semissolido nas concentragdes de auxina a 450, 675 ¢ 900 uM de Picloram, respectivamente. L5 e L6 linhagens de
materiais cultivados em meio liquido, induzidas em meio semissélido a partir de material somaticos de inflorescéncias e
embrido zigético, respectivamente. L4, L7 e L8 materiais propagativos originarios de material somatico de plantas adultas
obtidas de folhas imaturas, inflorescéncias e embrido zig6tico, respectivamente, induzidas e cultivadas em meio semissolido.

Analisando as curvas, percebe-se que a fase lag foi imperceptivel no crescimento de todas
as linhagens analisadas. O que indica que todas as linhagens adentraram diretamente na fase
de crescimento exponencial. Nos cultivos em meio semissolido, na linhagem L4, por exemplo,
essa fase predominou aproximadamente até os 60 dias, sendo sucedida pela fase linear, embora
essa linhagem tenha apresentado um padrdo sigmoide mais perceptivel que as demais linhagens.
Nas linhagens L7 e L8, as fases de crescimento exponencial foram mais curtas e muito
parecidas, e duraram aproximadamente 70 dias de cultivo, sendo sucedida pela fase linear, que
durou até o final do experimento.

Nos cultivos em meio liquido, as linhagens L1, L2 e L6 tiveram uma fase de crescimento
exponencial que durou aproximadamente 90 dias de cultivo, sendo sucedida pela fase linear. A
linhagem L3, apresentou fase de crescimento exponencial um pouco mais prolongada, que
durou aproximadamente 110 dias de cultivo, sendo sucedida pela fase linear, que durou menor
tempo quando comparadas as linhagens L1 e L2.

Na linhagem L5, a uma fase de crescimento exponencial durou aproximadamente 120
dias de cultivo, sendo sucedida pela fase linear. A fase linear destacou-se em todas as linhagens
pela maior predominancia de tempo, caracterizando o comportamento crescente na maior parte
do tempo de cultivo. Esse comportamento ¢ demostrado pelo ajustamento das curvas que
evidencia o crescimento celular continuo. Isso proporcionou outro evento em comum entre as
linhagens, a auséncia da fase de senescéncia. Essa fase ndo é observada em nenhuma das
linhagens.

Embora as linhagens tenham apresentado esse tipo de comportamento, o modelo pode ser
considerado adequado, uma vez que os valores de R? encontrados descrevem mais de 90% da

cinética de crescimento das linhagens (Tabela 2).
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Tabela 2. Constantes do modelo de Gompertz (Y = a * e(=p¢™"9) das suspensdes de Euterpe
precatoria Mart. (agai-solteiro) cultivadas em meio liquido e em meio semissolido, em funcéo

da linhagem celular em cada tempo de cultivo.

Parametro Linhagens genéticas
S L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8
a 2,552 2,672 2,328 2405 2,04 3235 3,18 2,911
b -0,09  0,031000 -0,1899 0,51238 0,00821 0,1559  0,69143 0,626376
C 0,00902 0,01084 0,00732 0,01599 0,01965 0,0098  0,01169 0,01326

R>(%) 097 0,99 098 098 099 0,99 098 0,97

Nota: L1, L2 e L3 linhagens cultivadas em meio liquido obtidas linhagens de material somatico de folhas imaturas de plantas

adultas induzidas em meio semiss6lido nas concentragdes de auxina a 450, 675 ¢ 900 uM de Picloram, respectivamente. L5 e
L6 linhagens de materiais cultivados em meio liquido, induzidas em meio semissélido a partir de material somaticos de
inflorescéncias e embrido zigético, respectivamente. L4, L7 e L8 materiais propagativos originarios de material somatico de
plantas adultas obtidas de folhas imaturas, inflorescéncias e embrido zig6tico, respectivamente, induzidas e cultivadas em meio
semissolido.

Por meio das constantes encontradas no modelo de Gompertz, obteve-se os resultados
dos parametros cinéticos. Nos resultados, pode-se observar que os dados da duracao da fase lag
A (dia) de crescimento sdo negativos. Assim, confirma-se o observado nos graficos nas curvas

das linhagens, a auséncia da fase lag 4 (dia) (Tabela 3).

Tabela 3. Pardmetros cinéticos das suspensfes de Euterpe precatoria Mart. (acai-solteiro)
cultivadas em meio liquido e em meio semissélido, em funcdo da linhagem celular em cada
tempo de cultivo; umax = velocidade maxima de crescimento especifico das células (d?); 4 =

tempo da fase lag e G = tempo de geragéo (dia).

Parametro Linhagens genéticas

S L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8
umax (d) 00229 00289 00169 00383 00102 00319 00371 0,0388
A (dia) 120,878 95,0695 162,516 30,5 180,72 85,4472 26,4019 28,1818
G (dia) 30,1 23,9 40,8 18,0 53,6 21,7 18,6 17,9

Nota: L1, L2 e L3 linhagens cultivadas em meio liquido obtidas linhagens de material somatico de folhas imaturas de plantas
adultas induzidas em meio semissolido nas concentragdes de auxina a 450, 675 e 900 uM de Picloram, respectivamente. L5 e
L6 linhagens de materiais cultivados em meio liquido, induzidas em meio semissélido a partir de material somaticos de
inflorescéncias e embrido zigético, respectivamente. L4, L7 e L8 materiais propagativos originarios de material somatico de
plantas adultas obtidas de folhas imaturas, inflorescéncias e embrido zigético, respectivamente, induzidas e cultivadas em meio
semissolido.

Os resultados demonstraram variagdes significativas entre as linhagens genéticas em

termos de crescimento e metabolismo. Verifica-se que o tempo de geracdo das células foi menor
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entre as linhagens cultivadas no sistema semissolido (L8, L4 e L7). A taxa maxima especifica
de crescimento (umax) observado foi de + 0,0388d?, para Linhagem L8, com um tempo de
geracdo (G) de 17,9 dias até que as culturas atingissem seu pico de duplicacdo. A linhagem L4
e L7 apresentam pmax de + 0,0383 e +0,0371 d, levando em média aproximadamente 18 e
18,6 dias, respectivamente, para que as culturas alcancassem seu pico de duplicacdo de
biomassa.

Entre as linhagens cultivadas no sistema liquido, as linhagens L6, L2 e L1 apresentaram
um tempo médio de 21,7, 23,9 e 30,1 dias para duplicar o acimulo de biomassa, a uma taxa
méaxima especifica de crescimento (umax) em média de + 0,0319 e + 0,0289 e +0,0229 d*. As
linhagens com menores valores foram L3 e L5, tanto para taxa maxima especifica de

crescimento (umax) quanto para tempo de geragdo (G) d*.

Analise dos Componentes Principais (PCA)

Os dois componentes principais explicaram 84,08% da variacéo total dos dados, sendo,
portanto, 0 PCA bem ajustado, que permitiu observar a tendéncia no desenvolvimento dos calos
em suspensdo. PC1 representou 68,62% da relagcdo, com separacdo das linhagens em clusters.
Correlagdes positivas entre as linhagens cultivadas em meio semissélido formaram um
agrupamento, foram plotados nos dois quadrantes do lado direito. Outros parametros
influenciaram no crescimento e separaram as linhagens cultivadas em meio liquido, porém

tambem foram plotados nos dois quadrantes do lado direito (Figura 8).
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Figura 8. Biplot PC1 x PC2 sobre as variaveis de incremento de biomassa ao longo do tempo
de cultivo em linhagens de Euterpe precatoria Mart. (acai solteiro) cultivadas em meio liquido

e semissolido. R= (84,08%). Nota: L1, L2 e L3 linhagens cultivadas em meio liquido obtidas linhagens de folhas

imaturas de plantas adultas induzidas em meio semissolido nas concentra¢des de auxina a 450, 675 ¢ 900 uM de Picloram,
respectivamente. L5 e L6 linhagens de materiais cultivados em meio liquido, induzidas em meio semissolido a partir de
inflorescéncias e embrides zigoticos, respectivamente. L4, L7 e L8 materiais propagativos originados de folhas imaturas,

inflorescéncias e embrides zigoticos, respectivamente, induzidas e cultivadas em meio semissolido.

A linhagem L6 (EZ) obteve maior vetor quando comparado com as demais linhagens,
indicando um comportamento distinto quanto ao cultivo in vitro em meio de suspensdo. O
posicionamento do vetor com angulacdes maiores e isolado indica que as correlagbes com as
demais linhagens ndo foram fortes, embora os resultados evidenciem uma proporc¢édo bastante
consistente da linhagem. Assim, a analise dos componentes principais comparados (Figura 8)
com os resultados de incremento de biomassa (Figura 5) evidenciam o destaque desta linhagem
para cultivo em suspenséo.

A analise dos componentes principais também evidencia outro comportamento que
apresenta destaque quanto ao cultivo in vitro em meio de suspensdo, referente a linhagem L2.
Para essa linhagem, esse fato também é constatado pelo posicionamento mais isolado do vetor
guando comparado com as demais linhagens provenientes de folhas imaturas cultivadas em
meio de suspensao. A posicdo do vetor da linhagem L2 evidencia uma angulacdo mais afastada
das L1 e L3, resultado que exprime a diferenca no ganho de incremento de biomassa entre a L2
easllel3.

As linhagens L1 e L3 possuem crescimento similares para o PCA1, uma vez que
apresentam vetores de comprimento mais proximos entre si e ao eixo PCAL, e, portanto,
apresentam uma forte interacdo. Além disso, essas linhagens apresentaram uma correlacédo
positiva mais forte com as linhagens L7 e L8, sendo essas linhagens (L1 e L3) separadas das
outras.

Com relacdo as linhagens cultivadas em meio semissolido, verifica-se a alta correlacéo
positiva entre L7 (INFLO) e L8 (EZ). Aqui também se verifica que além dos comprimentos
serem muito parecidos, esses também estdo muito préximos entre si e as angulagcfes sdo muito
agudas. Os vetores estdo com angulagBes equidistantes as linhagens L7e L8. Assim, 0
agrupamento das amostras apresenta comportamentos de crescimento semelhantes entre as
linhagens cultivadas em sistema semissolido. Outra linhagem semelhante foi a L4.

A analise de componentes principais demonstrou haver diferentes estagios de crescimento

entre as linhagens. Assim, para obter mais informacdes do comportamento entre as linhagens,
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verificou-se 0 quéo essas sdo similares por meio da matriz de crescimento de Pearson, pelas

correlacdes (Tabela 4).

Tabela 4. Matriz de correlagBes de Pearson sobre as variaveis de incremento de biomassa ao
longo do tempo de cultivo em linhagens de Euterpe precatoria Mart. (agai solteiro) cultivadas

em meio liquido e semissélido.

L1 L2 L3 L4 LS L6 L7 L8
L1 1
L2 0,442538 1
L3 0,806086  0,304885 1
L4 0,688598  0,481738 0,70229 1
LS 0,367706  0,616863 0,507675 0,567687 1
L6 0,569232  0,319139 0,588079 0,6351 0,17377 1
L7 0,793988  0,661721 0,769715 0,685457 0,682535 0,545888 1
L8 0,847541  0,69538 0,757587 0,824372 0,668518 0,56254 0,9259 1

Nota: L1, L2 e L3 linhagens cultivadas em meio liquido obtidas linhagens de material somatico de folhas imaturas de plantas
adultas induzidas em meio semissolido nas concentragdes de auxina a 450, 675 ¢ 900 uM de Picloram, respectivamente. L5 e
L6 linhagens de materiais cultivados em meio liquido, induzidas em meio semissélido a partir de material somaticos de
inflorescéncias e embrido zigotico, respectivamente. L4, L7 e L8 materiais propagativos originddo de material somatico de
plantas adultas obtidas de folhas imaturas, inflorescéncias e embrido zigdtico, respectivamente, induzidas e cultivadas em meio

semissolido.

Como verificado na analise dos componentes principais, as linhagens L7 e L8 tém uma
correlacdo mais forte entre si, com um coeficiente de correlacdo de 0,92. Em outras palavras,
guando uma aumenta, a outra tende a aumentar também, e vice-versa, em uma proporcao
bastante consistente, sendo essa correlagdo positiva. Essa forte correlagdo sugere que as
linhagens L7 e L8 podem estar relacionadas de alguma forma ou podem ser influenciadas por
fatores semelhantes no conjunto de dados.

Surpreendentemente, as linhagens L1 e L8 tém a correlacdo bastante forte entre si, com
um valor de 0,84, indicando uma correlacdo positiva bastante consistente. O valor das
correlagBes de (L1, L3) é 0,80, o que indica também uma correlacdo positiva forte entre as
linhagens L1 e L3. As linhagens L3 e L7 também tém uma correlagdo bastante forte (0,76). A
linhagem L5 tem correlacdo moderada com as variaveis L2 (0,61) e L7 (0,68).

Assim, com base nos resultados das correlacdes observadas, ha linhagens que apresentam
associacdes genéticas mais fortes entre si. Podem-se identificar os padrdes nas relacdes entre
as linhagens estudadas, sendo os agrupamentos mais fortes dentro do seu respectivo sistema de
cultivo. Para tanto, dentro de cada sistema houve também padrdes e associa¢Ges diferentes.

Esses resultados evidenciam a significancia dos efeitos do sistema de cultivo em relagdo ao
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incremento de massa (g) das linhagens dentro cada tempo. Assim, 0 meio em que cada linhagem

é cultivada promove interagdo entre as linhagens e o tempo de cultivo.
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Figura 9. Aspectos morfoldgicos das melhores linhagens de calos embriogénicos de Euterpe
precatoria cultivadas em meio liquido ao final do experimento. A, B e C. Calos pertencentes
a linhagem L2 oriundos de folhas imaturas induzidas em meio com 675 uM de Picloram. D- F.
Calos pertencentes a linhagem L1 oriundos de folhas imaturas induzidas em meio com 450 uM
de Picloram. G-1. Calos pertencentes a linhagem L6 oriundos de embrides zigéticos induzidos

em meio Y3.

Caracterizacdo bioquimica - teores Ac¢ucares Soluveis Totais (AST) e Proteinas SolUveis
Totais (PST) de E. precatoria

Houve diferenca estatistica na quantidade de AST extraidos das linhagens (Figura 10). A
quantidade de AST extraido foi muito expressiva. Os maiores teores de AST foram observados
nas linhagens cultivadas em meio liquido.

As linhagens cultivadas em meio liquido apresentaram resultados de AST acima dos 500
ng mg* de matéria seca, fato ndo ocorrido nas linhagens cultivadas em meio semissolido. Os
AST nas linhagens cultivadas em meio liquido variaram entre 517,41 €700 ug mg™ de massa
seca de AST, sendo mais elevado nas linhagens de folhas imaturas (L1, L3 e L2),
respectivamente, constatando-se ainda diferencas significativas entre elas, conforme observado

na figura abaixo (Figura 10).
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Figura 10. AcUcares Soluveis Totais (AST) de culturas de calos e agregados em suspenséao e
em meio semissélido em linhagens genéticas de Euterpe precatoria (acai solteiro), aos 100 dias
de cultivo. Médias seguidas de mesma letra indicam semelhanca entre as linhagens pelo teste
de Tukey em nivel de 5% de probabilidade. Barras representam erro padrdo. A = comparagao
entre todas as linhagens. B = Comparacdo das linhagens cultivadas em meio liquido. C =

Comparacao entre as linhagens em meio semissolido. Nota: L1, L2, e L3 representam linhagens provenientes

de material somético de folhas imaturas, inflorescéncias imaturas e embrido zigotico respectivamente, em meio liquido; L5
representam linhagens genéticas provenientes de material somatico de inflorescéncias imaturas em meio liquido. L6
representam linhagens genéticas provenientes de material somatico de embrido zigético em meio liquido. L4, L7 e L8
representam linhagens provenientes de material somatico de folhas imaturas, inflorescéncias imaturas e embrido zigético

respectivamente, em meio sélido.

A linhagem com maior teor de AST foi a LI (Figura 10). Essa linhagem apresentou uma
quantidade muito elevada de agticares, sendo superior a 700 pg mg™* de massa seca. Semelhante
a essa linhagem, menciona-se a L3, que apresentou uma quantidade muito elevada de AST
(688,05) ug mg.

As linhagens L2 e L6 apresentaram semelhanca estatistica com a linhagem L3, sendo que
a L2 apresentou 576,57 ng mg™ de massa seca de AST e a linhagem L6 apresentou 547,58 pg
mg* de massa seca de AST.

Embora tenha crescimento pouco expressivo em meio liquido quando comparada com
demais linhagens, ainda assim, a linhagem L5 apresentou conteddo elevado de AST, 517,41 ug
mg* de massa seca, ainda que o contetido de agucares tenha sido inferior estatisticamente aos
das demais linhagens cultivadas em meio liquido. Para tanto, com um comportamento
semelhante estatisticamente a essa, foi a linhagem L7 - 495,87 ug mg™ de massa seca de AST.
Essa linhagem apresentou o maior teor de AST entre as linhagens cultivadas em meio
semissolido (Figura 10).

Essas duas linhagens embora tenham sido cultivadas em sistemas diferentes, sdo
provenientes de inflorescéncias imaturas de E. precatoria, sendo seu comportamento quanto as
reservas bioquimicas de agucares e proteinas muito parecidos entre os dois sistemas de cultivo.
Assim, verifica-se como um padréo existente nas reservas de AST e PST.

Padrdes parecidos também foi verificado nas linhagens embriogénicas de folhas imaturas
(L1, L2 e L3), isto &, niveis semelhantes de AST, apresentaram niveis equivalentes de PST.
Quando as linhagens foram semelhantes em uma variavel, 0 mesmo comportamento foi

observado na outra variavel bioquimica (Figura 10 e 11).
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Figura 10. Proteinas Soluveis Totais (PST) de culturas de calos e agregados em
suspensdo e em meio semissolido em linhagens genéticas de Euterpe precatoria (acai solteiro),
aos 100 dias de cultivo. Médias seguidas de mesma letra indicam semelhanga entre as linhagens
pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade. Barras representam erro padréo. A =
comparagdo entre todas as linhagens. B = Comparacdo das linhagens cultivadas em meio
liquido. C = Comparacdo entre as linhagens em meio semissolido.

Nota: L1, L2, e L3 representam linhagens provenientes de material somatico de folhas imaturas, inflorescéncias
imaturas e embrido zig6tico respectivamente, em meio liquido; L5 representam linhagens genéticas provenientes de material
somatico de inflorescéncias imaturas em meio liquido. L6 representam linhagens genéticas provenientes de material somatico
de embrido zigético em meio liquido. L4, L7 e L8 representam linhagens provenientes de material somatico de folhas imaturas,

inflorescéncias imaturas e embrido zigdtico respectivamente, em meio sélido.

Os resultados das analises bioguimicas evidenciam as duas linhagens com maiores
quantidades de reservas proteicas, L6 (0,243 ug de Prot/mg MF) e L5 (0,233 pg de Prot/mg
MF), ambas cultivadas em meio liquido. As linhagens L8 foi estatisticamente semelhante as
linhagens acima descritas, uma vez que os niveis de reservas foram muito proximos dessas
linhagens (0,231 pg de Prot/mg MF). A linhagem L7 foi semelhante estatisticamente a
linhagem L8.

78




DISCUSSAO
Estabelecimento inicial de calos em meio liquido e multiplicacdo de células e agregados
em suspensao

Usando linhagens de calos embriogénicos, obtidas de diferentes tipos de explantes (folhas
imaturas, inflorescéncias imaturas e embribes zigoticos), o cultivo em suspensdo foi alcangado.
A linhagem proveniente de embrides zigo6ticos (L6) obteve o maior incremente de massa (g)
em relacdo aos demais explantes. Entre as linhagens oriundas de explantes foliares, a linhagem
L2 obteve o maior incremento de massa.

O tipo de calo foi fundamental para o sucesso do estabelecimento. O calo friavel branco
ou levemente amarelado (Figuras 1-4) (com alta friabilidade = alta facilidade de fragmentacéo)
foi estabelecido no meio liquido. Salienta-se que esse tipo de calo é essencial para o
estabelecimento de culturas em suspensdo celular. Em meio liquido sob agitacéo, as células se
dispersam e se desenvolvem sinergicamente (MUSTAFA et al., 2011; BHATIA, 2015; LING
et al., 2015).

O estabelecimento de linhagens em meio liquido possibilita o aprimoramento
biotecnoldgico das pesquisas desenvolvidas com E. precatoria. 1sso permite ainda a abertura
para outros estudos, como por exemplo, pesquisas relacionadas a producdo de metabolicos
secundarios (JAMIL et al., 2018; HUA et al., 2019; SONGSERM et al., 2022) e potencializa a
multiplicacdo de propagulos embriogénicos e a taxa de conversdo embrido somatico-planta
(AL-KHARI 2012; GUILLOU et al., 2018; JIE et al. 2019; QUEIROZ et al., 2021; WOO et
al., 2021).

Apesar da sua importancia, o uso de meio liquido para multiplicacdo e regeneragéo in
vitro em palmeiras ainda se encontra a passos lentos (Kong et al., 2023), apesar do empenho de
estudiosos rumo a protocolos eficientes de propagacdo de palmeiras via ES usando meio o
liquido, tais como Cocos nucifera L. Kong et al. (2023), Phoenix dactylifera L. por Abohatem
e Maazis (2021), Elaeis guineensis Jacq. por Panggabeanet al. (2023), Euterpe edulis por Mello
et al. (2023), para posteriormente alcangarem a regeneracao eficiente de plantas.

Assim, este estudo constitui o primeiro relato em E. precatoria. Estes resultados também
implicam em um importante achado para o aprimoramento do programa de melhoramento
genético da espécie e melhor entendimento no cultivo in vitro do acai- solteiro. E importante
salientar que as linhagens cultivadas em meio semissolido também obtiveram eficiéncia na
multiplicacdo dos calos, sobretudo as L7 e L8. Essa eficiéncia pode estar relacionada a

quantidade inicial de calos inoculados no meio semissélido.
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Embora o estabelecimento e multiplicacdo de linhagens em meio liquido tenham sido
eficientes, é necessario estabelecer uma quantidade 6tima de material inicial a ser inoculado.
Ramchandra et al. (2020), analisando a inducdo de calos para o estabelecimento da cultura de
suspensdo celular de cominho (Cuminum cyminum L.), verificaram o nimero 6timo de células
para estabelecer uma cultura de suspensao celular bem desenvolvida, caso contréario, a divisao
celular pode nao ocorrer.

Além da quantidade, deve-se levar em consideracdo o tamanho do agregado, uma vez que
este também pode influenciar nos resultados (RAMCHANDRA et al., 2020). Contudo, 0
tamanho dos agregados em suspensédo pode variar de espécie para espécie e das condi¢des gerais
de cultivo (MONTEIRO et al., 2018).

O entendimento desses mecanismos € crucial para otimizar a producdo de biomassa e
compostos de interesse em aplicagdes de biotecnologia vegetal. Como por exemplo, a
quantidade de meio liquido. As linhagens foram inoculadas em 35 ml de meio liquido. A
guantidade de meio pode limitar o crescimento das culturas em suspensdo e favorecer a
ocorréncia de hiperidricidade (AMINE MAZRI; MEZIANI, 2015).

Outro fator importante a ser considerado deve-se ao fato das linhagens cultivadas em
meio semissélido serem mantidas no escuro, e ndo se tem informagdes sobre o desenvolvimento
de cultivos em meio liquido no escuro para a espécie. Estudos futuros podem esclarecer o
comportamento dessas linhagens quanto a luminosidade ideal para multiplicacdo de
propagulos.

A luz pode inibir o surgimento de metabolitos secundarios e compostos fenolicos
essenciais para o crescimento celular. Arias et al. (2016) verificaram que a luz inibiu o0 acimulo
de alguns metabolitos secundarios e compostos fendlicos em culturas em suspensdo celular de
Thevetia peruana. Nos cultivos em suspensdo, os metabolitos secundarios, incluindo os
compostos fendlicos influenciam a regulacdo do crescimento celular e na protecdo contra
estresses ambientais (GUTIERREZ-GAMBOA et al., 2020). Estudos feitos por Beigmohamadi
et al. (2019) observaram os efeitos da luz e da escuriddo na cultura de suspensédo celular em
Plumbago europaea. Esses autores verificaram que a presenca de luz afetou a o crescimento
celular.

O crescimento das linhagens em meio liquido ndo foi afetado pela leve oxidagdo. Além
disso, sua ocorréncia ndo comprometeu o potencial embriogénico das culturas. Compostos
especificos liberados pelas culturas no meio de suspensdo podem atuar evitando a oxidacéo na
reacdo em cadeia (TRUNJARUEN et al., 2023).
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Ao avaliar a Tabela 1, com os resultados da Figura 6, referentes & multiplicacdo das
linhagens L1, L2 e L3 (material de folhas imaturas) em meio de suspensédo sobre a influéncia
do tempo (dias) no incremento de massa (g), verifica-se que a partir dos 90 dias as linhagens
apresentaram diferencas estatisticas entre si, sendo L2 e L1 superiores.

Assim, aos 90 dias, para fins de multiplicagdo, recomenda-se qualquer uma das linhagens
referidas acima para proliferacdo de estruturas embriogénicas. Adicionalmente, sugere-se nao
ultrapassar os 90 dias de cultivo em suspensdo para transferéncia das células e agregados
celulares para a etapa de meio semissdlido, pois ao analisar os graficos de regressao, verifica-
se que o incremento de massa entre 90 e 120 dias sdo quase imperceptiveis, embora tenham
sido identificadas diferencas significativas entre esses tempos (Tabela 1).

Ja para a linhagem L6, a curva de regressdo (Figura 6) evidencia uma distancia maior
entre 90 e 120 dias. Contudo, também se recomenda 90 dias para prosseguimento das etapas
posteriores da ES. A linhagem L5 obteve um nivel muito baixo de multiplicagdo, sendo mais
eficaz no meio semissolido. Para tanto, a cultura foi estabelecida e novos testes podem ser
desenvolvidos para aprimoramento do cultivo em suspenséo.

As Figuras 4 e 9 revelaram resultados surpreendentes da multiplicacdo em meio liquido.
Esse fato estd ligado ao surgimento e desenvolvimento notdvel das estruturas isoladas nos
frascos, evidenciando assim que as linhagens adquiriram competéncia para formagéo de novas
estruturas. Pequenos fragmentos se desenvolveram de formas distintas ao longo dos

subcultivos, sendo visivelmente observados.

Gompertz e cinética do crescimento

As linhagens inoculadas em meio semissolido apresentaram padrdo sigmoide mais
perceptivel. A quantidade inicial de material inoculado favoreceu o leve padrédo sigmoide. O
periodo de coleta de dados pode ter exercido influéncia na curva de crescimento, e no resultado
do tempo da fase lag, visto que a primeira mensuracgéo realizada somente aos 60 dias de cultivo
e, portanto, o fator tempo merece atencdo em estudos futuros.

Puad e Abdullah (2018) reportaram uma curva de crescimento de células em suspensédo
de Ficus deltoide sem a fase lag e, entdo, sugeriram que as frequéncias de amostragens
poderiam ser incrementadas visando a visualizagdo dessa fase. 1sso ndo é incomum quando se
trata de cultivo em suspensdo, principalmente no estabelecimento de protocolos
(AGUILAR-CAMACHO et al., 2016).

Conforme destacado por Smith (1992), a identificacdo precisa dessa etapa é fundamental,

pois assinala 0 momento 6timo para efetuar a transferéncia dos calos para um substrato fresco
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(repicagem), devido a diminuicdo dos nutrientes disponiveis, desidratacdo do meio de cultura,
acumulacao de compostos toxicos e/ou diminuicdo da oxigenacdo intracelular nos calos.

Com base nos dados fornecidos para as linhagens genéticas, podemos caracterizar o
padrdo de crescimento em termos de metabolismo da seguinte maneira: pmax (d?): A taxa
méaxima de crescimento especifico das células varia entre as linhagens, com valores que véo de
0,0102 a 0,0388 d™. Isso indica que as diferentes linhagens tém diferentes capacidades de
crescimento mesmo sob condi¢Bes ideais, com a linhagem L8 mostrando a maior taxa de
crescimento especifico e a linhagem L5 mostrando a menor.

Os valores negativos verificados variam entre -180,72 a -26,4019 dias, indicando
auséncia da fase lag entre as linhagens. Isso também pode indicar um tempo de adaptacdo ou
acomodacdo das células ao meio de cultura antes que o crescimento ativo comece, com algumas
comecando a crescer mais rapidamente do que outras.

O tempo de geracdo (G) variou entre as linhagens, com valores que vao de 17,9 a 53,6
dias. Isso representa o tempo necessario para que a populacédo celular dobre. Assim, linhagens
com tempos de geracdo mais curtos (L8, L4, L7, L6 e L2) estdo se replicando mais rapidamente
do que aquelas com tempos de geragcdo mais longos (L5, L3 e L1). Isso sugere que, sob certas
condigdes, a linhagem L8 tem o potencial de crescer mais rapidamente do que as outras
linhagens, e assim, respectivamente. Ou seja, entre as linhagens cultivadas em meio liquido as
linhagens L6 e L2 apresentaram maior eficiéncia no crescimento em meio liquido.

As correlagbes encontradas (Tabela 2) constituem outra ferramenta indicativa que o
protocolo utilizado é adequado para multiplicacdo de materiais embriogénicos de E. precatoria
em suspensdo. Todos as linhagens descrevem o modelo e forneceram uma descricao satisfatoria
do crescimento celular de E. precatoria em condic¢des in vitro, com uma confianga estatistica
acima de 97,00% (teste Tukey). Assim, 0 modelo de Gompertz destacou-se ao demonstrar com
éxito o crescimento de diferentes linhagens em relacdo ao meio e ao sistema de cultivo.

A contribuigéo inovadora deste estudo ao alcangar uma precisao elevada nos parametros
de crescimento para as linhagens, por meio da aplicagédo bem-sucedida do modelo de Gompertz.
Assim, este estudo contribui para a compreensdo dos padrdes existentes entre as linhagens de
calos embriogénicos de acai-solteiro. A caracterizacdo dessas diferencas € essencial para o
desenvolvimento de estratégias de cultivo mais eficientes e para a conservagdo da diversidade
genética dessa importante espécie.

O modelo de Gompertz revelou-se robusto em comparacao as abordagens convencionais
em experimentos realizados por Martinez et al. (2018) que verificaram a cinética e modelagem

do crescimento celular para potencial indugdo de antocianinas em culturas de Taraxacum
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officinale G.H. Weber ex Wiggers (Dente-de-ledo) in vitro. Os autores concluiram que o0 uso
de modelos matematicos para compreender o aumento e a concentracdo de antocianinas em
calos de Taraxacum constitui uma estratégia eficaz para antecipar producdes e reacdes em
variadas condi¢Ges ambientais.

Mavituna e colaboradores (2016), aplicando modelagem para entender as mudancas na
distribuicdo de tamanho de agregados de células vegetais durante o crescimento em suspensao
de Capsicum frutescenscultura, verificaram que a alocacdo de modelos computacionais tem
potencial para ser utilizado de forma preditiva na elaboragédo de experimentos em culturas de
células vegetais.

Uma alta taxa maxima de crescimento especifico das células pode indicar uma maior
capacidade de crescimento sob condicBes favoraveis. Deve-se atentar que, neste estudo, as
concentrages iniciais de materiais inoculadas foram diferentes. Entdo, as diferentes linhagens
genéticas demonstraram variagcOes significativas em sua capacidade de crescimento méaximo,
implicando no tempo de resposta e taxa de replicacdo celular. Assim, as linhagens genéticas de
acai-solteiro podem ser consideradas eficientes quanto ao cultivo em suspensdo. Essas
diferencas podem ser influenciadas por uma série de fatores genéticos e ambientais, sendo
importante ressaltar que outros fatores também podem influenciar o crescimento celular, como
a disponibilidade de nutrientes, as condi¢Bes de cultivo, fatores genéticos adicionais, entre
outros (ZHANG et al., 2021).

As curvas ndo demostraram um crescimento sigmoide caracteristico definido. As
linhagens adentraram diretamente com a fase exponencial, seguida pela fase linear sem haver
0 término caracteristico da fase estacionaria. Portanto, as linhagens aqui estabelecidas podem
manter-se por longos periodos em condicdes sadias, embora ainda ndo se tenha dados das etapas
posteriores da ES. Deve levar em consideracdo a quantidade de meio em que as linhagens foram
cultivadas. Conhecer o tempo ideal de cada fase € um fator chave para manter os cultivos em

condicBes favoraveis no laboratério para utilizagfes eventuais futuras (KONG et al., 2023).

Correlacdes do crescimento entre as linhagens avaliadas por analise de componentes
principais

A aplicacdo da estatistica multivariada, por meio da analise dos componentes principais
(PCA), permitiu observar as interagOes existentes entre linhagens. As suspensdes analisadas no
presente trabalho apresentaram grupos distintos quanto a semelhancas de desenvolvimento
(Figure 8).
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Linhagens cultivadas em meio semissélido (L4, L7 e L8) ficaram em um grupo. Ja as
linhagens cultivadas em meio liquido apresentaram padrdes distintos entre si. A posi¢ao oposta
entre as linhagens L6 e L2 claramente evidencia uma correlagdo muito baixa, embora ambas
tenham os maiores incrementos de massa (g) entre as linhagens cultivadas em meio liquido.

Ferreira et al. (2022a) avaliaram o meio de Y3 como a melhor opgdo para multiplicacéo
de calos embriogénicos oriundos de embrides zigdticos de E. precatoria em meio semissolido.
Neste estudo, os resultados do PCA mostram que o cultivo em suspensdo de linhagens
embriogénicos de embriBes zigdticos podem ser realizados em meio MS, suplementado com 5
uM de Picloram. Esse fato pode ser observado no PCA pela posicéo de plotagem da linhagem
L6, mostrando claramente o efeito positivo do rendimento de incremento de massa (g) da
linhagem (Figura 8).

O meio liquido demostrou diferentes respostas embriogénicas, linhagens mais
responsivas e isoladas, como foi o caso das linhagens L6 (material somatico de embrido
zigotico) e L2 (material somatico de folhas? imaturas). Demonstrou também linhagens menos
responsivas, como foi o caso da linhagem L5 (material somatico de inflorescéncias imaturas).
Tais aspectos também foram observados por Mello et al. (2023), analisando a indugdo da
embriogénese somatica em segmentos de mudas de Euterpe edulis.

Em Phytolacca americana L., conhecida popularmente como erva-de-tintureiro, a analise
de componentes principais (PCA) e a analise de cluster hierarquico (HCA) revelaram diferentes
padrdes de resposta entre os meios semissolidos e liquidos suplementados com é&cido
naftalenoacético (ANA). Os pesquisadores utilizaram meio liquido e semissolido e tratamentos
com auxinas na folha da erva-cidreira. Foram utilizados meios MS semissoélidos e liquidos,
suplementados com é&cido indol-3-butirico (IBA) e acido 1-naftilacético (NAA) em
concentracdes de 0,5, 1, 2 e 4 mg/L (TRUNJARUEN et al., 2023).

Assim, o biplot PCA evidencia incrementos consideraveis de massas embriogénicas de

acai-solteiro em culturas liquidas, representadas, principalmente, pelas linhagens L6 e L2.

Analises bioquimicas

Constataram-se diferencas significativas nos teores de AST entre as linhagens. Linhagens
cultivadas no meio liquido apresentaram maiores niveis de AST comparando-se com as
linhagens cultivadas em meio semissolido (Figura 10). Por outro lado, como foi verificado que
por algum motivo houve impedimento de melhores resultados no crescimento e
desenvolvimento das linhagens, deduz-se pelos baixos niveis de AST presentes nas linhagens

que este seja um dos possiveis fatores responsaveis.
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A concentracdo, sensibilidade e transporte de reservas (diferentes actcares endégenos)
ao longo do corpo da planta podem influenciar direta e indiretamente a regulacao dos processos
de diviséo celular e diferenciagdo em culturas em desenvolvimento, desempenhando um papel
crucial no controle de sua morfogénese (BARTOS et al., 2018).

Gomes et al. (2014) consideraram que essa caracteristica é relevante para promover o
crescimento e desenvolvimento de calos e células, tendo em vista que durante determinadas
etapas do desenvolvimento embriogénico, a composi¢do do aclcar solivel nos tecidos dos
explantes costuma desempenhar um papel mais significativo do que a quantidade total de
acucares sollveis, muitas vezes regulando as fases especificas do processo. Por exemplo, Bartos
e colaboradores (2018) verificaram a relacdo positiva na aquisicdo de competéncia
embriogénica, quando os niveis de acgucares sollveis glicose e frutose reduziram durante a
embriogénese somatica em Coffea arabica L.

Salienta-se que sob condigdes in vitro, os materiais genéticos (explantes, calos, células)
tendem a depender principalmente de fontes externas de nutrientes, o acimulo de reservas nao
€ uma caracteristica proeminente em seu metabolismo (CHAGAS et al., 2003). Isso corrobora
com o fato das linhagens cultivadas em meio liquido serem estatisticamente superiores, por
estarem em completo contato com o meio, porém com resultados superiores nas linhagens de
material somatico foliar (L1, L2 e L3). A linhagem proveniente de material somatico foliar
obteve o maior nivel de AST em meio liquido.

Por outro lado, o inverso ocorreu entre as linhagens cultivadas em meio semissélido. O
menor contato fisico pode ser o responsavel por esse resultado. Como a analise foi realizada
em um ponto especifico do crescimento nas linhagens, alguns estudos podem ser mais precisos
para entender esse comportamento, como por exemplo anélises em fungdo do tempo. Em
estudos anteriores (NOGUEITA et al., 2007; SANTOS et al., 2008; NOGUEIRA et al., 2008;
SANTOS et al., 2010; GOMES et al., 2014; BARTOS et al., 2018; SILVA et al., 2020) essas
analises mostram a oscilagdo nos niveis dos AST em relagdo as fases de crescimento das
culturas. Em cada etapa que antecede uma fase de crescimento, os estudiosos verificaram que
0s niveis de AST variam muito. Nos estudos acima mencionados, alguns evidenciaram tanto
declinio nos niveis dos AST quanto o seu aumento ao longo do tempo de cultivo. Isso é
justificado devido a influéncia de outros fatores, como o tipo de explante, a fase de crescimento,
0 estadio de desenvolvimento, 0 meio de cultivo e o tempo de cultivo.

Os carboidratos desempenham um papel fundamental ao fornecerem tanto esqueletos de
carbono quanto energia para a sintese de compostos organicos essenciais ao metabolismo

celular. Esta funcdo pode elucidar o que ocorre durante a transicdo nas fases de
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desenvolvimento, pois destaca a importancia dos carboidratos como fonte energética (SANTOS
etal., 2010).

Especificamente, uma pesquisa realizada com calos de murici-pequeno (Byrsonima
intermedia A. Juss.), demostrou resultados de incremento de massa eteores de AST inferiores
aos encontrados nesse estudo. Os niveis de AST variaram entre 80 pg mg™ de MS, no inicio do
experimento, a 10 ug mg™* de MS, no final do tempo de cultivo. O experimento durou 120 dias
e 0s autores realizaram as andlises a cada dez dias de cultivo. O segundo maior nivel de AST
na pesquisa ocorreu aos 70 dias de cultivo, sendo esse o tempo ideal para repicagem dos
materiais, e isso ndo constituiu um fator de impedimento para desenvolvimento das culturas
(NOGUEIRA et al., 2008).

Ja os teores de AST em Elaeis guineensis Jacq corroboram os observados para as
linhagens embriogénicas de agai-solteiro cultivadas em meio sélido e inferiores quando
comprados com linhagens cultivadas em meio liquido. Gomes et al. (2014) verificaram maiores
niveis de AST durante as etapas de aquisi¢do e desenvolvimento da embriogénese somatica
nessa palmeira.

Os autores constaram diferengas significativas em funcdo do tempo de cultivo (0 a 360
dias), ocorrendo variagdes nos niveis totais de aclcares sollUveis durante a embriogénese
somatica. Os pesquisadores observaram que, no momento inicial da indugdo da embriogénese
somatica, os niveis de AST nos tecidos do explante diminuem rapidamente, ao contrario do que
ocorre nos estagios de regeneragdo e maturacdo, nos quais as concentracfes de acucares
soluveis totais nos cultivos aumentam de forma gradual. Isso ndo inibiu a obtencéo de plantulas
no protocolo seguido.

Bartos et al. (2018) também verificaram niveis muito inferiores de AST em Coffea
arabica. Os calos embriogénicosapresentaram em média 60 pg mg? de MS. Esses
pesquisadores concluiram que essa caracteristica possui importancia significativa para
diferenciar essas variedades, mas que ndo chegaram a ser um fator impeditivo para bons
resultados no processo embriogénico.

E importante destacar que nas pesquisas anteriores, embora niveis baixos de AST foram
constatados, essas reservas ndo deixaram de desempenhar funcdes essenciais no processo
embriogénico, sendo capazes de participar da sinalizagdo nas respostas embriogénicas. Sendo
assim, o tipo de agucar pode ser o principal fenébmeno relacionados com a competéncia
embriogénica. Todavia, sugere-se observar os niveis de AST em funcao de um determinado
periodo de cultivo para obter mais as informacGes no processo embriogénico em E. precatoria,

bem como o tipo de agucar contido nos tecidos dos propagulos, uma vez que conforme ja
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elucidado por Gomes et al. (2014), esse parametro pode ser mais importante que o proprio teor
de AST totais contidos nos materiais genéticos.

Para proteinas (Figurall), os niveis verificados por este estudo foram muito baixos.
Ainda que a andlise tenha sido realizadas aos 100 dias de cultivo, ndo se esperava niveis tdo
baixos de PST. Ha a possibilidade das linhagens aqui cultivadas estarem por algum motivo
especifico sendo prejudicadas pelas reacfes de Amadori e Mailhard. A reacdo de Amadori
envolve a ligacdo de um aguUcar redutor, como a glicose, a um aminoacido, enquanto a reacdo
de Mailhard envolve a ligacdo de um aguUcar redutor a uma amina primaria. Essas reacfes sao
etapas importantes na glicacdo ndo enzimatica de proteinas, e isso ocorre quando agucares se
ligam de forma ndo enzimatica a residuos de aminoacidos em proteina (QUEISSER et al.,
2010). Na reacdo, a glicose (ou outros acgucares redutores) se liga a um residuo de lisina ou
arginina na proteina, formando um produto inicialmente reversivel conhecido como produto de
Amadori (MEHTA,; DEETH, 2016). Assim, essas rea¢Ges podem ser o fator responsavel pelo
impedimento para um melhor desenvolvimento das linhagens, mencionados na avaliacdo dos
AST.

Essa reacdo € o primeiro passo na formacdo de produtos de glicacdo avancada (AGES),
que sdo compostos irreversiveis resultantes da modificacdo de proteinas por aglcares. Em
termos de sintese de proteinas, a glicacdo ndo enzimética pode interferir na estrutura e fungéo
das proteinas. Quando as proteinas sdo modificadas por glicacdo, sua estrutura tridimensional
pode ser alterada, afetando sua funcéo bioldgica normal (KANDARAKIS et al. 2014).

No contexto do cultivo in vitro de plantas, onde a sintese de proteinas é fundamental para
o0 crescimento e desenvolvimento das plantas, a ocorréncia da reacdo de Amadori e a formacéo
de AGEs podem afetar negativamente processos metabdlicos e fisiologicos (KANDARAKIS
et al. 2014). Isso pode ter implicacbes na qualidade das plantas cultivadas in vitro, incluindo o
rendimento de biomassa, resisténcia a estresses bidticos e abidticos, e qualidade nutricional
(OLIVEIRA, et al., 2016).

Fatores como tempo de cultivo, temperatura, umidade elevada e pH do sistema podem
favorecer as reacdes de Amadori e Mailard (PURLIS, 2010). No cultivo in vitro, a presenca de
um ambiente de alta umidade é comum, o que favorece tais reacdes. 1sso pode resultar na
inativacdo de proteinas, levando a uma reducao dos niveis proteicos nos tecidos (SANTOS et
al., 2010).

Levando em conta os aspectos mencionados anteriormente, as principais abordagens para
reduzir a reacdo de Maillard incluem: escolher variedades com baixo teor de agucares redutores,

ajustar as condicBes ou tecnologias do processo térmico sempre que possivel, regular o pH,
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adicionar antioxidantes e utilizar compostos redutores (FURRER; CHEGENI; FERRUZZI,
2018). Zhang et al. (2017) mostraram que variacGes na temperatura e na umidade afetaram
significativamente a expressdo de genes relacionados a sintese de proteinas em Arabidopsis
thaliana.

Em analise bioguimica de calos de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.), espécie de
importancia econémica na producdo de biodiesel, Santos et al. (2010) verificaram padrbes
bioquimicos muito parecidos com os resultados desta pesquisa. Elevados teores de AST e niveis
muito baixos de PST. Uma outra informac&o importante nesse estudo foi o fato de que os niveis
mais baixos de PST coincidiram com os niveis mais elevados de aglcares redutores (AR), e que
elevados teores de AR podem induzir modificacdes quimicas nas proteinas, favorecendo as
reacOes de Amadori e Mailhard.

Proteinas de sinalizagdo desempenham um papel crucial na comunicacéo entre as células
e na regulacdo do crescimento e diferenciagdo celular. Hormonios vegetais, como as auxinas e
citocininas, sdo conhecidos por influenciar a formacéo e crescimento de calos embriogénicos,
agindo através de vias de sinalizacdo especificas mediadas por proteinas. Estudos tém
demonstrado que a modulacdo da concentracéo e distribuicdo de auxinas e citocininas podem
afetar significativamente a formacéo e morfologia dos calos embriogénicos (SU et al., 2016).

ModificagGes na composi¢do do meio de cultivo sdo fundamentais para melhorias na
sintese de proteinas, que possam induzir o metabolismo celular e assim favorecer a o
crescimento e desenvolvimento celular das linhagens, como por exemplo os niveis de auxinas
e citocininas, os niveis de suplementos vitaminicos e aminoacidos ja testados em outros estudos.
Alwael et al. (2017) verificaram que a dicdo de ABA na suspensdo melhorou os niveis de
proteinas no cultivo de P. dactylifera L. Mello et al. (2023) verificaram que o meio liquido
contendo 15 puM de Picloram induziu o melhor crescimento de calos friaveis de E. edulis.

Em sua pesquisa sobre as rea¢Ges de escurecimento ndo enzimatico envolvendo diferentes
sistemas de aminodcidos, Hemmler et al. (2018) ao estudarem as reacdes de oxidagdo
(escurecimento) ndo-enzimaticos com diferentes sistemas de aminoacidos, mostraram que a
lisina, a cisteina, a isoleucina e glicina foram capazes de minimizar os produtos gerados pela
reacdo de Maillard. Pacheco, Christian e Feng (2012) durante seu estudo sobre inibidores da
reacdo de Maillard em cana-de-aclcar, verificaram que 0,1% de cisteina reduziu
significativamente o escurecimento ndo enzimatico em um sistema contendo asparagina,
glutamina e glicose.

Portanto, aminoacidos, como a cisteina, podem ser considerados como uma possivel

solucdo visando controlar os niveis proteicos e oxidativos resultante das reacdes de Amadori e
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Mailhard (NOOSHKAM; VARIDI; BASHASH, 2019). Os aminoacidos desempenham um
papel crucial como fontes de nitrogénio organico durante o transporte e a sintese de proteinas
no processo de embriogénese somatica (LLEBRES et al., 2018).

Outro aminoacido importante é a glicina, que contribui para a estabilidade das membranas
celulares vegetais e das proteinas em condicBes de estresse. Isso resulta em uma maior
capacidade das plantas em tolerar variacdes de salinidade e temperaturas extremas. Embora o
papel da glicina como inibidor das ragfes ndo esteja completamente esclarecido, evidéncias
indicam que ela mantém a estabilidade das membranas das células vegetais e proteinas sob
condigdes de estresse, aumentando a tolerancia a salinidade, altas e baixas temperaturas (SUN
et al., 2020).

Assim, esses resultados podem explicar algumas dificuldades no processo embriogénico
de E. precatoria, onde hd& um grande gargalo de informagdes com relacdo as proteinas
envolvidas no crescimento de calos embriogénicos. Uma compreensdo mais aprofundada do
papel das proteinas nesse processo ndo apenas amplia nosso conhecimento fundamental sobre
0 desenvolvimento vegetal, mas também tem implicacbes praticas significativas na
biotecnologia vegetal para aprimoramento de caracteristicas agrondmicas programas de

melhoramento.

CONCLUSAO

Calos friaveis embriogénicos de Euterpe precatoria podem ser estabelecidos e
multiplicados em meio liquido. O potencial de multiplicagdo em meio liquido desses calos é
influenciado pela linhagem utilizada. O meio liquido surge como alternativa viavel para
propagacao vegetativa, visto que ha formacao de novos calos no meio.

Neste trabalho, as linhagens L2 (folhas imaturas) e L6 (embrido zigdtico) apresentam a
maiores taxas de multiplicacdo e menor tempo de resposta. O melhor potencial embriogénico é
atingido entre 90 e 120 dias de cultivo em meio liquido. A cinética do crescimento descrita pela
modelagem de Gompertz pode ser utilizada para descrever as fases de crescimento em
suspensdo da espécie, elucidando o comportamento das linhagens em cada fase.

As linhagens cultivadas em meio liquido apresentam teores de aclcares mais elevados
que o semissolido. O teor de proteinas nas linhagens é baixo, que pode ser afetada pelos estadios
de desenvolvimento ou auséncia de aminoacidos;

A multiplicacéo apresenta comportamento significativo ao longo dos subcultivos, tanto

entre linhagens quanto entre periodos de cultivo;
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O cultivo de Euterpe precatoria no sistema liquido in vitro mostra-se promissor, podendo
ser utilizado também para obtencdo de matérias-primas padronizadas como metabdlicos
secundarios para fins farmacéuticos e medicinais e outros. A otimizacao das concentracfes de
sais minerais no meio de nutrientes, bem como a realizacéo da diferenciacdo de embrides
somaticos em meio liquido, sequida de regeneracdo em biorreatores, serdo objetos de pesquisas
futuras para garantir o desenvolvimento de um protocolo completo e eficiente de propagacao

clonal de E. precatoria.
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RESUMO

O acai é uma palmeira que vai além dos seus usos tradicionais devido sua relevancia nutricional
e seus beneficios para a saide humana. Assim, objetivou-se otimizar o protocolo de cultivo de
acai solteiro (Euterpe precatoria) em meio de consisténcia liquida e melhorar a producéo de
calos embriogénicos fridveis. Doze linhagens de calos oriundas de folhas e inflorescéncias
imaturas foram homogeneizadas em meio semissolido, depois transferidas para cinco tipos de
meios com diferentes combinagdes de auxinas, cultivadas em meio de suspensao por 180 dias.
Os volumes foram mensurados aos 45, 90, 135, 150 e 180 dias de cultivo. A curva de
crescimento foi verificada. O modelo Gompertz foi aplicado e a cinética de crescimento foi
avaliada. Aplicou-se a formula de Sturges e as classes de volumes foram identificadas. As
linhagens apresentaram diferencas estatisticas na curva de crescimento pelo teste Scott-Knott
(p<0,05) a 5% de significancia. Para linhagens oriundas de folhas imaturas, a combinacgéo de
auxinas favoreceu a homogeneizacdo das linhagens em meio liquido. Para aquelas provenientes
de inflorescéncias imaturas, 0s meios sem a combinacdo de auxinas foram suficientes para
melhorar o desempenho das linhagens. A presente pesquisa fornece evidéncias estatisticas de
que a adicdo de aminoacidos e vitaminas promoveram um supercrescimento de calos
embriogénicos de Euterpe precatoria, com um incremento no volume de até 20 vezes. As
analises anatdmicas revelaram que as linhagens possuem potencial embriogénica. O meio foi
otimizado, embora ainda necessite de ajustes para evitar o estresse oxidativo. A analise da
cinética de crescimento e a aplicacdo do modelo matematico de Gompertz permitiram verificar
0 comportamento das diferentes linhagens utilizadas. O protocolo foi otimizado e a producéo
de calos embriogénicos friaveis foi melhorada tanto em linhagens folhas imaturas quanto em
linhagens de inflorescéncias imaturas.

Palavras chaves: Acai; células em suspensdo; agregados celulares; anatomia de calos; meio liquido
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ABSTRACT

Acai is a palm tree that extends beyond its traditional uses due to its nutritional relevance and
health benefits to humans. Acai is so crucial to human nutrition that it has earned another title,
that of a 'superfruit’, further enhancing its economic importance. Therefore, the objective of this
research was to optimize the single culture protocol of acgai (Euterpe precatoria) in liquid
consistency medium and to enhance the production of friable embryogenic calli. Twelve
somatic material strains from leaves and immature inflorescences were homogenized in semi-
solid medium, then transferred to five types of media with different auxin combinations,
cultivated in suspension medium for 180 days. The volumes were measured at 45, 90, 135, 150,
and 180 days of cultivation. The growth curve was verified. The Gompertz model was applied
and growth kinetics were evaluated. The Sturges’ formula was applied and volume classes were
identified. Strains showed statistical differences in growth curve via the Scott-Knott test
(p<0.05) at 5% significance level. In immature leaves, the auxin combination favored strain
homogenization in liquid medium. In immature inflorescences, media without auxin
combinations sufficed to improve strain performance. This study provides statistical evidence
that the addition of amino acids and vitamins promoted a super growth of Euterpe precatoria,
capable of increasing its volume by up to 20 times. Anatomical analyzes revealed embryogenic
competence among the strains. Therefore, the medium was optimized although adjustments are
still needed to avoid oxidative stress. Growth kinetics analysis and application of the Gompertz
mathematical model allowed verification of the behavior of different strains used. The protocol
was optimized and the production of friable embryogenic calli was improved in both immature
leaf and immature inflorescence strains.

Keywords: Acai; cells in suspension; cell aggregates; callus anatomy; liquid medium.
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INTRODUCAO

As palmeiras mantém uma posicdo importante devido a capacidade de produzir diversos
produtos uteis com mdltiplas finalidades medicinais, alimenticias, industriais, socioculturais,
socioambientais e socioecondmicas. Com ampla distribuicdo e abundancia, as palmeiras
exercem um papel tdo importante, que dao suporte para a familia Arecaceae alcancar a terceira
posicdo no ranking das familias botanicas de maior importancia econémica para 0S seres
humanos (SOUZA; LIMA, 2020).

O dendé, a tamareira e 0 coco sdao exemplos de espécies de palmeira de grande
importancia eocdmica, e o agai uma palmeira que ingressou nesse grupo. O acai, palmeira é
nativa da floresta Amazonica, é atualmente a principal palmeira comercial no grupo dos
produtos alimenticios do Brasil (IBGE, 2023), sendo de significativa importancia que recebeu
titulos de forte impacto econdémico, como “ouro preto”, “ouro roxo” (SEDAP, 2020).

No Brasil, hd mais de 20 espécies de palmeiras com potencial econémico para uso do
fruto, palmito, 6leo comestivel e para a producdo de biodiesel (SOUZA; LIMA, 2020). Nesse
contexto, o acai solteiro (Euterpe precatoria Mart.) vem ganhando destaque no mercado devido
seu alto perfil econémico (FERREIRA et al., 2020). O agai é atualmente a principal palmeira
comercial no grupo dos produtos alimenticios do Brasil (IBGE, 2023).

O acai € uma palmeira que vai além dos seus usos tradicionais devido sua relevancia
nutricional e seus beneficios para a saide humana. O agai recebeu outro titulo, o de “super
fruto”, tornando-a ainda mais importante economicamente (ALVES; RAMOS, 2019;
FERREIRA et al., 2020) Essas e outras caracteristicas resultaram em uma grande procura pelos
frutos, havendo a expansao do mercado de acai principalmente para a Estados Unidos, Japédo e
paises da Europa (IBGE, 2023).

Essa demanda em alto nivel faz com que novas tecnologias de producdo para a cultura
do acai sejam necessarias. O acai é propagado por semente, desprovido de propagacédo
vegetativa natural (FERREIRA et al., 2022). O modo natural de propagacdo do acai gera
heterogeneidade, causando frutos com qualidade diversificada, de baixo nivel devido a variacao
dos individuos em campo (NAIK; AL-KHAYRI, 2018). Tais aspectos tornam plantios
limitados, podendo nao corresponder a demanda necessaria. Assim, sdo urgentes pesquisas que
otimizem o seu processo de producdo. No entanto, a clonagem em grande escala, para diferentes
espécies de palmeiras de valor econdmico, so é possivel por meio da técnica de embriogénese
somatica (SE) (NAIK; AL-KHAYRI, 2016; FERREIRA et al., 2022).

Considerada a principal técnica de propagacao vegetativa nesses vegetais (KONG et al.,

2023), a ES quando completamente dominada, contribui de forma eficiente na regeneragédo de
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plantas completas e geneticamente idénticas (SILVA; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2018) e no
aperfeicoamento de programas de melhoramento genético. 1sso ocorre gragas ao mecanismo da
totipoténcia das células dos vegetais (FEHER, 2019), onde células que ja passaram por
diferenciacdo adotam um novo caminho, e esse novo caminho é justamente a formacao de
embrides somaticos (WOJCIK et al., 2020). Assim, as células desdiferenciam-se, havendo por
seguinte a ativacdo de um novo ciclo de divisdo celular e também uma reprogramacao e
sinalizacdo que envolve diversos parametros metabdlicos/moleculares, bioquimicos e
fisiologicos que irdo desenvolver um padrio de expressdo génica (MENDEZ-HERNANDEZ
etal., 2019).

Os meios de consisténcia liquida podem otimizar as etapas da ES, pois através do cultivo
de materiais genéticos em suspensdo pode-se obter populacdes mais homogéneas e também
aumentar a producdo de matérias genéticos com potencial embriogénico, (KONG et al., 2020).
Tais fatos estdo ligados ao contato direto com o meio nutritivo (MONTEIRO et al., 2018),
garantido maior absorcdo (MUSTAFA, et al., 2011). Esses fatores podem favorecer a
capacidade de divisdo celular e possibilitar uma uniformidade nos diferentes estagios de
desenvolvimento (CABRAL et al., 2015).

Em culturas inoculadas em meio liquido, usa-se o calo embriogénico visando a
diferenciacdo de embrides somaticos. Esse fato da condicao para uma estrutura benéfica e uma
troca eficiente de gases e nutrientes, facilitando a divisdo celular (MONTEIRO et al., 2018).
Assim, sdo facilmente separadas em meio liquido, tornando uma material genético ideal para o
cultivo em suspensédo celular, com foco em aumentar a producdo materiais embriogénicos
somaticos (ZEBO LIU et al., 2022).

Muito embora um recente protocolo tenha sido desenvolvido em meio de consisténcia
liquida para a espécie, ainda ha aspectos a serem otimizados, como a quantidade de meio
utilizada, a frequéncia do subcultivo, uso de aminoacidos ou L-prolina, reguladores de
crescimento, quantidade de nutrientes presentes no meio de cultivo e a quantidade de material
inoculado (KONG et al., 2023).

Optou-se por utilizar materiais oriundos de tecidos foliares e inflorescéncias por se tratar
de material somatico. Muito embora calos de inflorescéncias sejam ainda negligenciados, é uma
alternativa viavel nos protocolos de ES pela elevada disponibilidade de propagulos para inicio
de trabalhos, pelo 6timo potencial embriogénico (SILVA-CARDOSO et al., 2019), além de ser
um material de baixa contaminacdo durante o estabelecimento dos cultivos in vitro (REE e
GUERRA, 2015), caracterizando esse tipo de material genético como um propagulo que facilita
a clonagem da matriz doadora (SILVA-CARDOSO et al., 2019).
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Assim, este estudo objetivou investigar a influéncia de fatores diversos associados aos
meios de cultivo sobre a taxa de formacdo de calos embriogénicos de acai solteiro (E.
precatoria), oriundos de tecidos foliares e de inflorescéncias imaturas, visando otimizar a sua
producdo em escala maior.Adicionalmente, realizaram-se analises anatdmicas para investigar

as diferencas estruturais entre as linhagens de calos cultivadas nos diferentes meios.

MATERIAL E METODO
Local de conducéo da pesquisa
A presente pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Cultura de Tecidos e Genética

Vegetal, da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia — DF.

Caracterizacéo das linhagens e condicdes de cultivo

Utilizaram-se calos provenientes de tecidos foliares jovens (palmito — folhas aclorofiladas
e ndo expandidas) e de segmentos de inflorescéncias imaturas de plantas adultas de Euterpe
precatoria Mart., que estavam sob manutencdo em sala de crescimento com temperatura de 25
+ 2 °C. As matrizes de onde os materiais foram coletados séo provenientes do estado do Acre,

na regido Norte do Brasil, na Amazonia ocidental brasileira (Fig. 1).
Py e |

Figura 1. Palmeira Euterpe precatoria Mart. (agai-solteiro) cultivada na Unidade Federativa
do Acre, regido norte do Brasil. A e D. Representacao da palmeira acai-solteiro com cachos de
frutos e inflorescéncia. B. Representacdo dos frutos ainda no cacho. C. Plantio de acai-solteiro
pertencente a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria-EMBRAPA. Fotos cedidas e

autorizadas para publicidade por Daniel de Almeida Papa. Funcionario da EMBRAPA-ACRE.
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Posteriormente, os calos foram postos em um mesmo meio de cultivo (meio de
multiplicacdo), com finalidade de homogeneizacgéo das culturas/dos setores a serem inoculados
posteriormente em meio liquido. Para tanto, utilizou-se aproximadamente 25 mL em placas de
Petri (90 x 15 mm), lacradas com filme policloreto de polivinila (PVC) transparente (Lusafilm
R105®, Brasil), do meio basico de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com 20 uM de &cido
4-amino-3, 5, 6-tricloropicolinico (Picloram) , 5 uM da citocinina de 2-isopenteniladenina
(2iP), 30 g L sacarose, 0,5 g L™ de caseina hidrolisada, 0,5 g L™ de cisteina, 0,5 g L™* de
glutamina e 2,3 g L do agente gelificante Phytagel (Sigma, St. Louis, MO®), com 2,5 g L™
de carvéo ativado, conforme Ferreira (2020), Ferreira et al. (2022a) e Ferreira et al. (2022b). Os
materiais foram mantidos sob auséncia de luz por 60 dias para reinducdo dos setores
embriogénicos.

Uma vez reinduzidos, os calos globulares de consisténcia friavel foram inoculados em
frascos de Erlenmeyer de 125 mL de capacidade, com volume inicial de 20 mL de meio de
cultura e pH ajustado para 5,7 £ 0,1 antes da esterilizacdo em autoclave a 121°C e 1,5 atm por
20 minutos, conforme Monteiro et al. (2018). Aos 45 dias, verificou-se o0 estabelecimento em
meio liquido.

Consideraram-se como suspensoes estabelecidas aquelas que mantiveram a ocorréncia de
calos intumescidos pelo aumento do volume do calo, erlenmeyers com do aumento da
densidade dos propagulos, e frascos em que os propagulos ndo eram afetados pela oxidacao ao
ponto de comprometer o crescimento em suspensao.

A composicéo e a designacdo de cada meio utilizado estdo dispostas na tabela a seguir
(Tabela 1).

Tabela 1: DesignacOes e formulagdes dos meios testados usando diferentes combinacdes de
auxinas, para estabelecimento e multiplicacdo de agregados celulares e células em suspenséo
oriundos de tecidos foliares jovens (palmito — folhas aclorofiladas e ndo expandidas) e de

segmentos de inflorescéncias imaturas de plantas adultas de Euterpe precatoria Mart.

Designacédo do meio
M1 M2 M3

5 uM de Picloram 5 uM de Picloram

5 uM de Picloram

- 0,1 mg.L't ANA
- 4,92 uM AIB -

20 g L de sacarose
0,5 g L' de glutamina
0,1 g L de asparagina

20 g.L™! de sacarose
0,5 g.L! de glutamina
0,1 g.L de asparagina

20 g.L™! de sacarose
0,5 g.L"! de glutamina
0,1 g.L de asparagina
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0,1 g L! de caseina
hidrolisada

10 mg L™ de tiamina

1mg Lt de glicina

100 mg L™* Myo-inositol

1 mg L de acido ascorbico
0,1 g L' de arginina

0,1 g.L! de caseina
hidrolisada

10 mg.L™ de tiamina
1mg.L* de glicina

100 mg.L™* Myo-inositol
1mg.L* de &cido ascorbico
0,1 g.L! de arginina

0,1 g.L! de caseina
hidrolisada

10 mg.L™! de tiamina
1mg.L* de glicina

100 mg.L™* Myo-inositol
1mg.L* de &cido ascorbico
0,1 g.L! de arginina

M4 M5 M6

5 uM de 2,4-D 5 uM de 2,4-D 5 uM de 2,4-D

- - 0,1 mg.Lt ANA
- 4,92 UM AIB -

20 g.L™! de sacarose

0,5 g.L"! de glutamina

0,1 g.L de asparagina

0,1 g.L "t de caseina
hidrolisada

10 mg.L™ de tiamina
1mg.L 1 de glicina

100 mg.L™* Myo-inositol
1mg.L de acido ascdrbico
0,1 g.L"! de arginina

20 g.L™! de sacarose

0,5 g.L! de glutamina

0,1 g.L de asparagina

0,1 g.L! de caseina
hidrolisada

10 mg.L™ de tiamina
1mg.L de glicina

100 mg.L™* Myo-inositol
1mg.L de acido ascdrbico
0,1 g.L! de arginina

20 g.L! de sacarose

0,5 g.L"! de glutamina

0,1 g.L de asparagina

0,1 g.L! de caseina
hidrolisada

10 mg.L™ de tiamina
1mg.Lde glicina

100 mg.L™* Myo-inositol
1mg.L de 4cido ascorbico
0,1 g.L! de arginina

Com o objetivo de

otimizar o protocolo e melhorar a producdo dos setores

embriogénicos a partir de linhagens calogénicas provenientes de folhas jovens e de

inflorescéncias imaturas, dois experimentos distintos foram estabelecidos.

Experimento 1: Efeito do meio de cultura e da combinagé&o de diferentes auxinas na

multiplicacdo de agregados celulares e células em suspensdo de linhagens calogénicas

oriundas de folhas jovens de Euterpe precatoria Mart.

Neste experimento, avaliou-se o crescimento em volume das linhagens calogénicas

oriundas de tecido de folhas jovens, conforme o tipo de meio utilizado (Tabela 2)..

Tabela 2. Representagdo da disposicdo dos materiais (linhagens calogénicas) provenientes de

tecidos foliares jovens (palmito — folhas aclorofiladas e ndo expandidas), conforme o meio de

cultivo utilizado para o estabelecimento e multiplicacéo.

Origem Designacéo da Meio

linhagem
Regido apical (Indugdo a 450 uM PIC) LT1 M4
Regido mediana (Indugédo a 900 PIC uM) LT2 M6
Regido mediana (Inducgéo a 900 PIC uM) LT3 M5
Regido apical (Indugdo a 450 uM PIC) LT4 M1
Regido apical (Indugdo a 450 uM PIC) LTS5 M3
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Regido apical (Inducdo a 450 uM PIC) LT6 M2

Embora os materiais possam ter o mesmo tratamento indutivo, estes estavam sob
manutenc¢do, podendo ter idades distintas e cultivos prévios em meios diferentes. Assim, cada
origem foi considerada uma linhagem diferente.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial (6 x 6 x 5), seis meios de cultivo x seis linhagens calogénicas x cinco tempos de
avaliacdo, sendo cada tratamento representado por oito repeticdes. Em cada repeticdo, foi

inoculado 0,5 mL de calo.

Experimento 2: Efeito do meio de cultura e da combinagéao de diferentes auxinas na
multiplicacdo de agregados celulares e células em suspensdo de linhagens calogénicas
oriundas de inflorescéncias imaturas Euterpe precatoria Mart.

Neste experimento, avaliou-se o crescimento em volume das linhagens oriundas de

inflorescéncias imaturas, conforme o tipo de meio descritos na tabela a seguir.

Tabela 3. Representacdo da disposicdo dos materiais (linhagens calogénicas) provenientes de
inflorescéncias imaturas de Euterpe precatoria conforme o meio de cultivo utilizado para o

estabelecimento e multiplicag&o.

Origem Designacao da Meio
linhagem
Inducdo a 450 uM PIC LT7 M4
Inducdo a 450 uM PIC LT8 M6
Inducdo a 450 uM PIC LT9 M5
Inducdo a 450 uM 2.,4-D LT10 M1
Inducdo a 450 uM 2,4-D LT11 M2
Inducéo a 450 uM 2,4-D LT12 M3

Adotou-se a mesma metodologia aplicada para o experimento 1, considerando-se cada
origem uma linhagem calogénica distinta.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial (6 x 6 x 5), seis meios de cultivo x seis linhagens calogénicas x cinco tempos de
avaliacdo, com oito frascos por linhagem. Cada frasco representando uma unidade
experimental, onde foram inoculados 0,500 mL de solucdo contendo células/agregados
celulares.

Para ambos 0s experimentos, a homogeneizacdo das culturas foi realizada conforme a

ilustracdo abaixo.
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Figura 2. Esquema ilustrativo da inducdo de calos a partir de tecidos foliares e inflorescéncias
de E. precatoria manutencdo dos calos obtidos em meio semissolido e estabelecimento e
multiplicacdo de agregados celulares em suspenséo, em diferentes formulacGes de meios (M1-
M6).

Ainda para ambos 0s experimentos, seguiram-se as etapas abaixo no que se refere as
condicBes de cultivo, avaliacdo das variaveis de crescimento (taxa de crescimento, densidade,
tempo de dobramento de peso, coeficiente de correlagéo de Pearson, modelagem de Gompertz,
parametros cinéticos, matriz de correlacao Pearson das linhagens entre cada periodo de cultivo,

matriz de crescimento) e realizacdo das analises anatdmicas e estatistica dos dados.

Condicdes de cultivo

Em ambos os experimentos, ap6s a inoculacdo, as linhagens foram mantidas em repouso
em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas e radiagio luminosa de 30 pmol m2 s,
fornecida por lampadas tubulares tipo Led (Philips, mod. 920008431). Nessas mesmas

condicdes, apds o repouso, os frascos foram transferidos para agitadores orbitais do tipo
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industrial a 100 rpm (Figura 2B). Foram realizados subcultivos a cada 45 dias, ao longo de seis
meses. Somente apods os 45 dias iniciais, foram adicionados 10 mL de um meio novo em cada
frasco. A partir do segundo subcultivo, foram retirados 15 mL do meio antigo, e, em seguida,

foram adicionados mais 15 mL de meio novo.

Avaliagéo do crescimento

A cada subcultivo, o Volume Celular Sedimentado (VCS) foi verificado. Para tanto, o
material vegetal dos frascos foi transferido para tubos Falcon graduados (Figura 3E), conforme
Monteiro et al. (2018), em camara de fluxo laminar. Os tubos forma mantidos em repouso por
30 minutos. ApoOs esse periodo, verificou-se o volume sedimentado, repetindo-se o

procedimento nas demais leituras.

2 1

Figura 3. Aspectos gerais do estabelecimento e do cultivo de células e agregados celulares de

Euterpe precatoria Mart. em meio liquido. A. Aspecto morfolégico do tipo de calo (oriundo de
explantes foliares) utilizado para o estabelecimento em meio liquido; B. Linhagens postas em
agitador automatico a 100 rpm, marcadas com ligas amarelas; C-D. Linhagens estabelecidas e
multiplicando em meio liquido; E. Agregados celulares em tubo Falcon (ilustragdo antes da

sedimentacéo).
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Taxa de crescimento
A determinacdo do crescimento das linhagens embriogénicas foi realizada de acordo com
as formulas a sequir:
Taxa de Crescimento Médio (TCM):
In MF — In MI

TCM = - (1)

Em que, MF = Massa final (g); MI = Massa inicial (g); t = tempo de cultivo.

Modelagem de Gompertz

Utilizou-se 0 modelo matematico de Gompertz para verificar a curva de crescimento nao
linear ou sigmoide (crescimento em forma de S), usando o software GraphPad Prism 9.0,
aplicando-se uma analise de regressdo nao linear, conforme o modelo abaixo:

Y = a*e(-2¢™") (2)

Em que: Y = varidvel dependente (g); t = tempo de cultivo (dias); “a”, “b” e “c” =
constantes de integracéo;

Uma vez obtidas as constantes, determinaram-se 0s parametros cinéticos de crescimento

das linhagens. Os dados sdo apresentados como média * erro padréo.

Parametros cinéticos
umax = velocidade maxima de crescimento especifico das células (dl), estimada
utilizando a férmula abaixo:
pumax = a * c (3)
A =tempo da fase lag;
_b-1

A=——
c

(4)

Classes de volume por Sturges
As amplitudes de classes foram calculadas via método estatistico de Sturges (STURGES,
1926). Esse método determina o nimero de classes por meio da seguinte formula:
nc = 1+ 3,3log(N) (5)
nc = namero de classes;

N = niimero de individuos medidos.

Além disso, a amplitude de classe (Ac) foi determinada pela seguinte equagéo:

Ac = (maximo — minimo) / (nc — 1) (6)
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Onde:
maximo = maior volume encontrado;

minimo = menor volume encontrado.

Analise anatdmica

As andlises anatdmicas das amostras de agregados celulares estabelecidas e multiplicadas
nos diferentes meios de suspensao foram obtidas conforme Silva-Cardoso et al. (2020). Para
isso, coletaram-se amostras aos 100 dias de cultivo, as quais foram submetidas aos
procedimentos de fixacdo, desidratacdo e emblocamento do material vegetal. Em micrétomo
rotativo manual (Leica®, RM212RT), seccionou-se as amostras (3-10 um). Aas seccoes
transversais e longitudinais foram entdo distendidas e postas em laminas microscépicas em
placa aquecedora a 40 °C. Em seguida, as amostras foram coradas com Azul de Toluidina
(0,5%) para caracterizagao estrutural (O’BRIEN; FEDER; MCCYLLY, 1964). As imagens
para analise das estruturas foram obtidas via microscépio Leica DM 750 e programa Leica
Application Suite EZ.

Andlise estatistica dos dados

O crescimento em volume foi avaliado utilizando-se oito repeticdes por tratamento,
respectivamente. Para identificar as condi¢cbes mais adequadas de crescimento em volume em
meio liquido, os dados foram submetidos a Anélise de Variancia (ANOVA). As médias foram
comparadas usando pelo teste de Scott-Knott (p<0,05), usando software SISVAR, versdo 5.6
FERREIRA (2019). Realizou-se estatistica multivariada por meio da analise dos componentes
principais (PCA), para determinar as relagdes entre o crescimento durante o tempo de cultivo e
0 tipo de meio utilizado. Para essa etapa, usou-se o pacote “vegan”, do software R versdo 4.2.1.

Os dados s&o apresentados como média + erro padréo.

RESULTADOS

Experimento 1: Efeito do meio de cultura e da combinacéo de diferentes auxinas na
multiplicacdo de agregados celulares e células em suspensdo de linhagens calogénicas
oriundas de folhas jovens de Euterpe precatoria Mart.

Conforme mencionado, as linhagens permaneceram em repouso apds inocula¢do em meio
liquido por oito dias. Nesse periodo, ndo foi observada contaminagdo ou oxidagao nas culturas.

Apos o repouso, mesmo quando foram submetidas a agitacdo, as linhagens permaneceram
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estaveis no meio, livres de escurecimento e contaminagdo. Ao final dos 30 de cultivo, os
materiais continuaram em estabilidade, sem contaminacdo e sem oxidacdo, porém
morfologicamente j& era possivel notar novas estruturas presentes no meio. Aos 45 dias,
observou-se que as linhagens cultivadas nos novos meios de suspensdo (meio basico de MS
com diferentes combinagdes de auxinas) foram estabelecidas com sucesso e ja apresentavam
multiplicacdo evidente.

Os novos meios utilizados mantiveram a sobrevivéncia de 100% das linhagens.
Conforme as analises estatisticas, diferencas significativas foram constatadas para o tipo de

meio de cultivo e o tempo de cultivo, conforme verificado na Tabela 4.

Tabela 4. Desdobramento das médias de incremento de volume (mL) de agregados celulares
oriundos de tecidos foliares de E. precatoria Mart. cultivados em diferentes meios de cultivo
liquidos, em funcéo da linhagem celular em cada tempo de cultivo, pelo teste Scott-Knott ao

nivel de 5% de probabilidade. L = Linhagem; MC = meio de cultivo.

Periodo
L*MC 45 90 135 180 Equacédo da regresséo R2

LT4*M1 293bC 4,68bB 7,75aA 4,43aB y=-0,0003x2 + 0,0814x + 0,1429 091
LT6*M2 2,43bB 4,12aA 3,56cA 4,87 aA y=-0,0002x2 + 0,0409x + 0,4893 0,90
LT5*M3 4,43aB 6,8LbA 575bA 6,06aA y =-0,0003x2 +0,0713x + 0,8714 0,90
LT1*M4 256bC 4,75bB 65bA 450aB y =-0,0004x2 +0,0929x +0,0696 0,83
LT3*M5 4,25aA 4,87bA 450cA 4,62aA y=-0,0004x2 + 0,0955x + 0,6982 0,94
LT2*M6 1,81bA 312bA 237dA 218bA y=-0,0001x* + 0,0442x + 0,625 0,91
Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e médias seguidas pela mesma letra

minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia. Nota: M1
=PIC; M2 = PIC+AIB; M3 = PIC+ANA; M4=2,4-D; M5=2,4-D+AIB; e M6=2,4-D+ANA.

Com base na Tabela 4, os volumes diferiram significativamente em todos os aspectos
(linhagem, tempo de cultivo e meio de cultivo) entre os componentes da regressdo polinomial
do crescimento celular em volume ao longo do tempo. As mensuracbes de volume
possibilitaram verificar os resultados satisfatorios quanto ao incremento de volume celular
quantificado, uma vez que apresentaram crescimento superiores aos evidenciados no protocolo
inicial da espécie por meio da pesagem de incremento de massa (g), superando os resultados ali
adquiridos. Especificamente a linhagem LTS5 destacou-se com alto volume de agregados e
células em suspensao quando cultivada na formulacdo M3, ap6s 180 dias de cultivo. Resultados
expressivos também foram verificados para as linhagens LT4 e LT3, quando cultivada em meio
M1 (PIC) e M5 (2,4-D+AIB), respectivamente, apos 135 dias de cultivo. Estudos relacionados
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com essa combinag&o de auxinas também devem ser indicadas para utilizagdo futuras no cultivo
in vitro da espécie. Esse fato também é confirmado pelas imagens morfoldgicas dos calos.

Os resultados do crescimento em volume sdo muito parecidos, inclusive os resultados da
estatistica. Esse fato indica uma elevada correlacéo entre o crescimento de linhagens com as
auxinas Picloram e 2,4-D no meio liquido. Portanto, linhagens de E. precatoria podem ser
cultivados em meios de suspensao contendo qualquer uma dessas auxinas, na concentracéo de
S5 uM.

Pela semelhanca em alguns resultados, averiguou-se, por meio da andlise dos

componentes principais, similaridade entre as linhagens (Figura 4).
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Figura 4. Analise dos componentes principais (PCA) do crescimento em volume em diferentes
linhagens embriogénicas de Euterpe precatoria Mart. (acai-solteiro) ao longo do tempo de

cultivo em diferentes meios de suspensdo. R= (74,12%).
Nota: LFO1 = LT1; LFO2 = LT2; LFO3 = LT3; LFO4 = LT4; LFO5 = LT5; LFO6 = LT6;

Os dois componentes principais explicaram 74,12% da variagéo total dos dados, sendo,
portanto, 0 PCA bem ajustado, que permitiu observar a tendéncia no desenvolvimento dos calos
em suspensdo. PC1 representou 62,4% da relacdo, com separacao das linhagens em clusters.

O PCA confirma os dados apresentados na tabela de desdobramento das médias (Tabela
4). O grafico subsidia e mostra a alta correlacdo entre as linhagens LT1, representado pelo vetor
LFO1 e pela linhagem LT4, representado pelo vetor LFO1, formando um grupo especifico.
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Esses resultados indicam um comportamento de crescimento diferente dessas duas linhagens
em relacdo as das demais em meio de suspensdo, que é confirmado pelas caracteristicas
morfoldgicas.

A correlacdo positiva é tdo elevada entre essas duas linhagens que 0s vetores quase
sobrepdem-se. Para tanto, um leve desempenho da linhagem cultivada no meio contendo auxina
Picloram (LT4*M1) foi verificado em relacdo ao meio contendo auxina 2,4-D (LT1 * M4).
Dessa forma, o grafico de PCA evidencia o desempenho eficiente dos novos meios de cultura
associado tanto com a auxina Picloram quanto com a auxina 2,4-D no cultivo em suspensdo de
E. precatoria.

Os vetores LFO3, LFO5 e LFOG6 representam respectivamente as linhagens LT3, LT5 e
LT6, no qual encontram-se agrupados nos dois quadrantes do lado direito, com correlacéo
positiva entre as linhagens. O agrupamento dos vetores possui proximidade e angulagdes quase
que equidistantes. Portanto, as amostras agrupadas demonstram comportamentos de
crescimento semelhantes, conforme os dados da Tabela 4. Para tanto, as similaridades sdo
maiores entre as linhagens LT3 e LT5.

Outro fato que o grafico subsidia na Tabela 4, sdo 0s componentes principais em volume
da linhagem LT2, representada pelo vetor LFO2, com menores niveis de volume. O isolamento
do vetor com grande angulagéo indica que a linhagem apresentou baixa correlagdo com as
demais. Para tanto, esse isolamento também evidencia os menores niveis alcancados pela
linhagem no meio M6 (2,4-D+ANA). Essa linhagem (LT2) ficou significativamente fora do
padréo geral apresentado pelas demais linhagens no crescimento em volume.

Como alguns comportamentos foram muito similares, decidiu-se aplicar da formula de
Sturges (1926). Por essa estimativa é possivel garantir consisténcia das analises e complementar
a comparacao entre os resultados (Figura 5).

Como o numero de frascos utilizado na pesquisa foi representativo, péde-se estimar a
distribuicdo dos volumes aferidos em histogramas, com classes determinadas pela formula de
Sturges (1926). Dessa forma, foi possivel identificar condigdes incomuns ou eventos
significativos no crescimento celular em volume, como sédo visivelmente identificadas classes
muito amplas, regulares ou baixas. De maneira geral, apenas a linhagem LT3 apresentou seis
classes de volume. As demais foram compostas por cinco classes (Figura 5).

A linhagens LT1 e LT4 apresentaram uma distribui¢do de volume mais similar entre as
classes. A distribuicdo das frequéncias observadas dos volumes dos agregados nessas duas
linhagens foi mais regular, havendo um padréo nas tendéncias de crescimento das mesmas. Na

linhagem LT1 (M4- 2,4-D), houve predominancia de volume na segunda classe (entre 2 e 4 mL
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de volume), totalizando 12 observagdes. Na linhagem LT4 (M1- PIC) a predominéncia ocorreu
na terceira classe de volume (entre 4,1 e 6,0 mL de volume), com 11 observacges verificadas
(Figura 5).

A soma entre a segunda e a terceira classe de volume na LT1 totalizam 18 observagdes,
entre 2 e 6 mL de volume. J& na linhagem LT4, o nimero de observacgdes equivalente entre 2,0
e 6,0 de mL de volume chegam 20. Esse resultado foi o fator determinante para leve
superioridade da linhagem LT4 em relacéo a linhagem LT1 (Figura 5).

Assim, com base nos dados obtidos, observa-se pela taxa média de crescimento dos calos
e agregados celulares em suspensao que a dinamica de crescimento variou entre as linhagens ao
longo dos 180 dias de cultivo (Figura 5). Com base nessa figura tém-se as percepcdes sobre o
comportamento crescimento celular entre as linhagens.

De maneira geral, a linhagem LT5 (M3 PIC+ANA) apresentou maiores taxas de
crescimento ao longo do cultivo, com excecao do valor observado aos 135 dias de cultivo. Com
crescimento expressivo, essa linhagem alcancou niveis préximos de 800% da TCM aos 45 dias
de cultivo. Aos 90 dias, essa linhagem ultrapassou 1200% de TCM, estabilizando nos periodos

seguintes, mantendo-se aproximadamente acima de 1000% de TCM (Figura 6).
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Figura 6. Taxa média do crescimento (% TCM) de calos e agregados celulares em suspensao de
materiais somaticos foliares de Euterpe precatoria Mart. ao longo dos 180 dias de inoculag&o.
Barras representam o erro padrao médio. Nota 1: LT1*M4; LT2M6; LT3*M5; LT4*M1; LT5*M3; LT6*M2
Nota 2: M1 =PIC; M2 = PIC+AIB; M3 = PIC+ANA; M4=2,4-D; M5=2,4-D+AIB; e M6=2,4-D+ANA.

A linhagem LT4, alcancou a maior TCM aos 135 dias de cultivo, atingindo um percentual
acima de 1400% de calos produzidos por essa linhagem. A razao deste resultado ocorreu pelo
fato de que foi nesse periodo que aconteceu os maiores incremento de volume entre 8,1 e 10,0
mL de volume. Ja aos 90 e 180 dias, essa linhagem manteve-se com uma TCM em 800%.

Outra linhagem com crescimento significativo foi a LT1, com TCM média acima dos
800% aos 90 dias e apice de crescimento aos 135 dias, atingindo 1200% de crescimento em
volume celular. Aos 180 dias, essa linhagem manteve uma TCM a 800% de crescimento em
volume celular.

De maneira geral, ainda que a linhagem LT3 ndo tenha alcangado os niveis de TCM das
LT1, LTS5 e LT4, verifica-se que esta apresenta uma TCM média de 800% ao longo do
experimento, sendo possivel verificar a representatividade da homogeneidade na multiplicagcdo
de setores embriogénicos nessa linhagem. Esse resultado indica que esse tratamento tem efeito
positivo para potencializar o crescimento e melhorar as condigdes de cultivo.

A linhagem LT6, manteve TCM variavel ao longo tempo. Porém os resultados obtidos
por essa linhagem também apresentaram TCM satisfatérios, sendo superiores a 700, 600 e 800
%, aos 90, 135 e 180 dias de incubagéo.

Cinética de crescimento e aplicagdo de modelo matemético de Gompertz
As curvas ajustadas pelo modelo Gompertz (Figura 7) podem ser consideradas adequadas,
uma vez que os valores de R? encontrados descrevem mais de 70% da cinética de crescimento

das linhagens (Tabela 5).
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Tabela 5. Constantes do modelo de Gompertz (Y = a * e(-be™"9) e coeficiente correlacéo das
suspensdes de linhagens oriundas de tecidos somaticos de folhas imaturas de Euterpe
precatoria Mart. cultivadas em diferentes meios de suspensdo celular em funcdo da linhagem

celular durante 180 dias de cultivo.

Linhagens genéticas

Parametr ot @r @e (e @iomn @ioe
0sS D) D+ANA) D+AIB) ) A) B)

a 1,782988 1,233616 1,706083 1,845515 1,94077 1,60922

b 1,525096 1,137251 1,437132 1,543265 1,575334 1,378537

c 0,034781 0,044238 0,083779 0,037135 0,055137 0,352606

R2 (%) 87 84 99 76 96 83

Nota: M1 =PIC; M2 = PIC+AIB; M3 = PIC+ANA; M4=2,4-D; M5=2,4-D+AIB; e M6=2,4-D+ANA.

O modelo de Gompertz permitiu visualizar dinamica de crescimento das linhagens em
funcéo do meio de cultivo ao longo dos 109 dias de cultivo (Figura 7). A linhagem LT1 mostrou
uma curva de crescimento com caracteristica sigmoide (Fig. 7). Para essa linhagem, as culturas
permaneceram por 15,1 dias na fase lag, antes de entrarem na fase de crescimento exponencial
e duraram até o 45° dia. A taxa de crescimento maxima especifica (umax) foi de 2,72 d* com
um tempo de duplicacdo (G) de 0,25 dias até que as culturas atingissem a fase estacionaria
(Tabela 6). Com base na curva, observando o ponto de estabilidade, recomenda-se que entre 0s
90 e 135 dias de cultivo, na manutencdo do meio seja realizada a transferéncia dos calos para

plagueamento.
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Figura 7: Curvas de crescimento dos calos e agregados celulares em suspensao de linhagens
oriundas de tecidos somaticos de folhas imaturas de Euterpe precatoria Mart. cultivadas em

diferentes meios de cultivo, ajustadas ao modelo de Gompertz (Y = a * e(=2¢™9) durante 180
dias de cultivo. Nota 1: LT1*M4; LT2M6; LT3*M5; LT4*M1; LT5*M3; LT6*M2. Nota 2: M1 =PIC; M2 =
PIC+AIB; M3 = PIC+ANA; M4=2,4-D; M5=2,4-D+AIB; e M6=2,4-D+ANA.

Na linhagem LT2, a curva obteve uma tendéncia sigmoide mesmo caracteristica que a
linhagem LT1. O menor tempo da fase lag (3,1 dias) pode ter influenciado essa dinamica. Para
tanto, nota-se uma tendéncia de crescimento de forma sigmoide antes de entrarem na fase
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estaciondria (Fig. 7). A taxa de crescimento especifico maximo (pumax) foi de 0,05d* com um
tempo de duplicacdo (G) de 12 dias até que as culturas (Tabela 6). Com base na curva,
observando o ponto de estabilidade, recomenda-se que entre os 75 e 100 dias de cultivo, na
manutencdo do meio seja realizada a transferéncia dos calos para plagueamento.

Na linhagem LT3, as culturas permaneceram em média por 12,57 dias na fase lag, antes
de entrarem na fase de crescimento exponencial e linear até os 75 dias, onde entrou em modo
estacionario até o final do experimento. A curva mais constante para os incrementos de volume,
ocorreu pela existéncia de um padrdo de médias uniformes ao longo do tempo, com pontos
coincidindo ou muito préximos da curva.

Nota-se que a fase estacionaria foi estabelecida logo aos 75 dias, sendo possivel verificar
a tendéncia de estabilizacdo ja aos 45 dias (Fig.7). Com base na curva, observando o ponto de
estabilidade, recomenda-se que entre os 45 e 90 dias de cultivo, na manutencdo do meio seja
realizada a transferéncia dos calos para plaqueamento (Fig.7). Com relacdo a cinética de
crescimento, a taxa de crescimento especifico maximo (umax) na linhagem LT3 foi de 0,14d ™,
com um tempo de duplicacgéo (G) de 4,85 dias (Tabela 6).

Para linhagem LT4, o padrdo sigmoide € verificado. As culturas permaneceram em média
por 14,63 dias na fase lag antes de entrarem na fase de crescimento exponencial, por volta dos
45 dias, e na fase linear, por volta dos 125 dias, entrando em modo estacionario até o final do
experimento (Fig. 7). A taxa de crescimento especifico maximo (umax) foi de 0,07 d* com um
tempo de duplicacdo (G) foi de 0,38 dias (Tabela 6). Com base na curva, recomenda-se que
entre 0s 90 e 100 dias de cultivo, seja realizada a transferéncia dos calos para plagueamento.

Na linhagem LTS5, também se verifica a tendéncia sigmoide das curvas. Nessa linhagem,
as culturas permaneceram em média por 10,43 dias na fase lag antes de entrarem na fase de
crescimento exponencial, que durou aproximadamente 25 dias, e linear, que perpetuou até os
75 dias, onde entrou em modo estacionario até o final do experimento (Fig. 7). A taxa de
crescimento especifico maximo (umax) foi de 0,11 d* com um tempo de duplicacéo (G) foi de
6,48 dias (Tabela 6). Com base na curva, recomenda-se que entre os 75 e 90 dias de cultivo,
seja realizada a transferéncia dos calos para plagueamento.

Na linhagem LT®6, as culturas permaneceram em média por 10,43 dias na fase lag, antes
de entrarem na fase de crescimento exponencial que durou aproximadamente 25 dias e linear
que perpetuou por até os 75 dias, onde entrou em modo estacionario até o final do experimento.
Com base na curva, recomenda-se aos 90 dias de cultivo a transferéncia dos calos para

plagueamento.
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As curvas representadas pelo modelo de Gompertz se ajustaram bem aos dados
representados pelas linhagens, embora note-se a presenca de alguns pontos fora da curva.
Conforme observado nas figuras, os resultados da cinética de crescimento ao longo dos 180
dias de cultivo podem ser observados na tabela (Tabela 5). Pode-se verificar os diferentes
periodos da fase lag 4 (dia) nas linhagens, bem como a velocidade maxima de crescimento

especifico pmax (d) e o tempo de duplicagdo (Tabela 5 ou 6).

Tabela 6. Parametros Cinéticos das suspensdes de linhagens genéticas oriundas de material
somatico de folhas imaturas de Euterpe precatoria Mart. cultivadas em diferentes meios de

cultivo ao longo de 180 dias de incubacao.
Cultivos em Suspenséo de Folha

Parametros LT1 LT2 LT3 LT4 LT5 (LT6
(2,4-D) (2,4-D+ANA) (2,4-D+AIB) (PIC) (PIC+ANA) (PIC+AIB)

pmax (d7) 2,72 0,05 0,14 0,07 0,11 0,57

4 (dia) 15,10 3,10 12,57 14,63 10,43 1,07

G (dia) 0,25 12,70 4,85 0,38 6,48 1,22

Legenda: umax = velocidade maxima especifica de crescimento. A = tempo de fase lag (d). G

= tempo de regeneracéo das células. R? = coeficiente de correlago.
Nota: M1 =PIC; M2 = PIC+AIB; M3 = PIC+ANA; M4=2,4-D; M5=2,4-D+AIB; e M6=2,4-D+ANA.

Caracterizacdo do tamanho dos calos e agregados celulares em suspenséo
Para uma melhor compreensdo da morfologia de crescimento dos calos, verificou-se a
presenca de calos grandes ao longo do periodo de cultivo. Em quase todas as linhagens a

presenca de calos grandes foi maior aos 90 dias (Tabela 7).

Tabela 7. Porcentagem de formacao de calos grandes das suspensdes de linhagens genéticas
oriundas de material somatico de folhas imaturas de Euterpe precatoria Mart. cultivadas em
diferentes meios ao longo de 180 dias de incubacéo.

Periodo de Cultivo (dias) e ocorréncia de calos grandes (%)

Linhagens * Meio de 45 90 135 180
cultivo

LT1* M4 75 100 75 50
LT2 * M6 25 75 50 37,5
LT3 * M5 62,5 100 75 55
LT4 * M1 50 100 75 62,5
LTS5 * M3 25 75 62,5 50
LT6 * M2 50 100 62,5 50
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Nota: M1 =PIC; M2 = PIC+AIB; M3 = PIC+ANA; M4=2,4-D; M5=2,4-D+AIB; e M6=2,4-D+ANA.

No primeiro subcultivo, verifica-se que a linhagem LT 1obteve predominancia em relagédo
as demais linhagens quanto a porcentagem de ocorréncia de calos grandes (75%). A linhagem

LT3 foi a linhagem com a segunda maior incidéncia de calos grandes (62,5%).

Figura 8. Aspectos morfoldgicos dos calos grandes verificados nas diferentes linhagens
de folhas imaturas de Euterpe precatoria cultivadas em meio de suspensdo. A- F circulos
brancos sobre alguns calos considerados muito grandes, em diferentes linhagens de folhas
imaturas aos 90 dias de cultivo.

Aos 90 dias, verificou-se que todas as parcelas das linhagens LT1, LT3, LT4 e LT6
apresentaram formacéo de calos grandes. Alguns desses calos apresentaram antocianinas, o que
pode caracterizar etapa ideal para transferéncia de meio e mudanca de etapa, nesse caso a
diferenciacdo. Salienta-se que conforme a morfologia verificada, os calos podem chegar a mais
de 100 dias de cultivo para realizar a transferéncia de meio e mudanca de etapa.

A linhagem LT5 apresentou pequenas variagcdes na porcentagem de calos grandes, com
pico aos 90 dias, decrescendo ao longo dos demais periodos do experimento. A partir dos 135
dias de cultivo, todas as linhagens apresentam decréscimo na porcentagem de calos grandes.

Embora a linhagem cultivada no meio 2,4-D tenha apresentado resultados satisfatorios

com multiplicacdo elevada, os calos originados dessa linhagem eram muito grandes e nédo
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homogéneos. Os materiais oriundos de 2,4 D+AIB mantiveram a homogeneidade no tamanho
dos calos, com coloracdo marrom, estes constituiam um excelente material em meio de
suspensao.

Os materiais cultivados com meio PIC+ANA formaram excelentes linhagens em meio de
suspensdo. Embora tenham sido prejudicados pela oxidacdo (Tabela 7), os calos cultivados em
meio PIC também apresentaram elevada multiplicacdo, sendo muitos casos no inicio do

processo, com calos branquinhos e mudando com o passar do tempo.

Tabela 7. Porcentagem e grau de oxidacao de linhagens oriundas de tecidos somaticos de folhas
imaturas de Euterpe precatoria Mat. em diferentes meios de suspensdo em funcéo do tempo de
cultivo.

Grau de oxidacdo por periodo de Cultivo (dias)
MG x MC 30 Grau 45 Grau 90 Grau 135 Grau 180 Grau
LT1 (2, 4-D) 0o - 25 + 25 ++ 75 +++ 100  +++
LT2 (2,4 D+ANA) - 100 +++ 100 +++ 100 +++ 100  +++
LT3 (2,4 D+AIB) - 25 + 25 + 20 + 10 +
LT4 (PIC) - 375 + 100 +++ 100 +++ 100 @ +++
LT5 (PIC+ANA) - 25 + 100 ++ 100 ++ 100 ++

LT6 (PIC+AIB) 0 - 25 + 625 + 625 + 85  ++
Nota: M1 =PIC; M2 = PIC+AIB; M3 = PIC+ANA; M4=2 4-D; M5=2,4-D+AIB; e M6=2,4-D+ANA.

0
0
0
0

As primeiras oxidacdes surgiram aos 45 dias ap0s a inoculacdo, logo ap6s a primeira
manutenc¢do no de meio de cultivo. Aos 45 dias, a linhagem LT2 (2,4-D+ANA) foi a Unica que
apresentou elevado grau de oxidacéo, sendo que todas as parcelas constituintes desta linhagem
tiveram incidéncia do processo oxidativo, permanecendo esse comportamento até o final do
experimento (180 dias). Esse fato pode ter causado interferéncia na multiplicacdo dos calos.

Aos 90 dias, as linhagens LT2 (2,4-D ANA), LT4 (PIC), LT5 (PIC ANA), apresentaram
100% de oxidag&o. Isso implica que em todos os frascos havia a presenca de calos oxidados,
que também permaneceram recorrente nas demais avaliacdes. Apesar da presenca da oxidagao,
algumas dessas linhagens ndo se limitavam na incidéncia da mesma para se multiplicar, sendo
um fator superavel que ndo constituiu impedimento para a multiplicacdo, como foi o caso das
linhagens LT4 (PIC) e LT5 (PIC ANA).

A linhagem com menor porcentagem e grau de oxidagéo foi LT3 (2,4-D+AIB). Essa
linhagem manteve-se sempre com uma coloracdo especifica (tons de marrom que ndo se
manifestava como oxidacdo, mas como uma caracteristica inerente ao material genético) e
multiplicacdo mais homogénea, tanto pela morfologia globular, por serem muito parecidos ou

iguais pelo tom marrom de seus calos.
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A homogeneidade na multiplicagdo dos calos como nessa linhagem néo foi verificado nas
demais. Outro aspecto importante foi a resisténcia da linhagem a oxidacao nas trocas de meio
de cultivo.

Outra linhagem que também apresentou baixo grau de oxidacdo nos calos em meio
liquido foi a LT6 (PIC+AIB). Ja na linhagem LT1 (2,4-D), a baixa porcentagem e grau de
oxidacdo ocorreram até os 90 dias de cultivo, aumentando a porcentagem e o grau de oxidacao
gradativamente ao longo do tempo.

De modo geral, as linhagens cultivadas com ANA no meio de cultura foram as mais
oxidadas, sobretudo, a partir dos 90 dias de cultivo. Contudo, logo ap6s esse periodo depois da
inoculacdo, a maioria das linhagens foram afetadas pela oxidacdo. Esse resultado deve ser
melhor investigado para entender o porqué desse comportamento oxidativo logo apés
manutencao/troca do meio. Muito embora a contaminacdo em meio liquido seja mais favoravel
de ocorrer, houve contaminacGes somente apds a troca de meio no periodo de 180 dias de
cultivo. A linhagem afetada pela contaminacao foi somente a LT2 (2,4-D+ANA = 12,5%).

Caracteristicas anatdmicas dos calos oriundos de folha imaturas cultivados em meio
liquido
Conforme as secgdes anatdmicas, 0s calos apresentaram caracteristicas anatdmicas
distintas umas das outras (Figuras 9 a 11). A Figura 9A, B representa sec¢bes anatdmicas dos
materiais inoculados no meio M1 (5 Mu?? de Picloram), onde verifica-se 0 embrido somatico
totalmente definido (torpedo evidente) com vactolos ocupando grande volume celular,
protoderme e procambio (células alongadas evidentes). Observa-se ainda células vacuoladas

com nucleos ausentes e presenca de espacos intercelulares (Figura 9B).
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Figura 9. Secc¢des anatdbmicas de agregados celulares oriundas de folhas imaturas de Euterpe
precatoria Mart. (agai-solteiro) apos 100 dias de cultivo em meio liquido com diferentes
composicdes. A: seccdo anatdmica de embrido somatico definido, com estrutura similar ao
suspensor (triangulo), notar a protoderme (seta) e procambio, cultivado em meio M1. C:calo
embriogénico; notar diferentes zonas celulares e procAmbio; D: sec¢do anatbmica de possivel
embrido somaético, cultivadas no meio M3 (Picloram + ANA). E-F: calo embriogénico; notar
diferentes zonas celulares, cultivadas no meio M2 (Picloram + AIB). A-B = 20x; C=10x;
D=20x; E-F = 4x.
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Na Figura 9, letras E e F, de acordo com as andlises das se¢BGes anatémicas, os calos
exibem uma zona meristematica composta por células menores, com auséncia de vacuolos e
espacos intercelulares. Além disso, no interior do calo pode haver uma zona parenquimatica,
constituida por células com vacuolos que ocupavam grande parte do volume celular.
Identificaram-se zonas de ruptura de tecido celular que podem estar associadas ao crescimento.

Calos com grande volume celular também foram observados no meio M3, apresentando
setores procambiais e zona meristematica. A letra “D” da Figura 8 evidencia uma possivel
formacdo de embrido somatico, com zona embriogénica no interior do calo.

Segundo as se¢des anatdbmicas, os calos embriogénicos cultivados em meio liquido
contendo 5 uM de 2,4-D mostraram uma predominancia de caracteristicas meristematicas

quando comparadas com meio contendo Picloram. Essas incluiam vacuolos pequenos e a

auséncia de espacos entre as celulas (Fig. 10).

Figura 10. Seccdes anatomicas de agregados celulares oriundas da linhagem LT1 de folhas

imaturas de Euterpe precatoria Mart. (acai-solteiro) apés 100 dias de cultivo em meio liquido
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suplementado com 5 uM de 2,4-D (M4). A: Sec¢do anatémica do calo embriogénico B. Detalhe
do calo embriogénico da letra A com células meristematicas. D. Detalhe da letra A com
proembrides. Abreviagdes: ce, calo embriogénico; células meristematicas. Configuracdes das
imagens A = 4x. B = 10x. C = 20x.

Foi observada a presenca de proembrides e embrides somaticos globulares (onde foi
observada? Chamar as figuras). O corte anatdmico mostrado na Figura 10 ndo so revela areas
meristematicas/embriogénicas, mas também indica a presenca de uma protoderme incipiente
que envolve a massa calogénica globular (Fig. 10B). Isso sugere que as condigdes testadas no
meio contendo 2,4-D favorecem a manutencdo do potencial embriogénico dos calos e pode
favorecer a formacdo de embrides somaticos no estadgio globular. Essas caracteristicas
confirmam que os calos mantiveram potencial embriogénico quando cultivados em meio
liquido.

O meio M5 proporcionou calos com zonas compostas por células meristematicas,
extensas e embriogénicas. Algumas zonas de rupturas de tecidos podem ser verificadas devido
ao desprendimento de materiais na multiplicagdo (Figura 11 A-B).

Ainda na Figura 11, verifica-se nas letras C e E, a formagao de embrides somaticos. Na
letra “C”, os embrides somaticos possuem forma irregular, mas com protoderme evidente (seta).
Nessa se¢do, tambem se verifica a presenga de proembrides. Na letra “E”, o embrido do tipo
torpedo pode ser facilmente verificado, com células alongadas do procambio evidente.

De maneira geral, as analises anatbmicas revelaram a presenga de proembrides e
embrifes somaticos do tipo torpedo e globular. Esses embrifes apresentavam
caracteristicas anatdmicas como protoderme, procambio e meristema fundamental. O
procambio era composto por celulas alongadas. As andlises anatbmicas demostram o
potencial embriogénico nas linhagens de E. precatoria cultivadas em meio liquido, sobretudo
quando h& 2,4-D presente no meio de cultivo. Adicionalmente, verificou-se a formacéo de

embriBes de embrifes somaticos no estagio globular e similar ao torpedo.
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Figura 11. Seccdes anatdmicas de agregados celulares oriundas de folhas imaturas de
Euterpe precatoria Mart. (agai-solteiro) ap6s 100 dias de cultivo em meio liquido 2,4-D+AIB
(M2). A-B e CDE=2,4-D+ANA (M3). Seccdo com proliferagdo celular e novas formacGes
globulares (seta). Procambio evidenciado e zona meristematica/embriogénicas evidentes.
Indicio de rompimento de tecidos para crescimento de calo. AbreviagGes: (pe) proembrido; calo
embriogénico (ce); procambio (pc); (zm) zona meristematica e (rt) ruptura de tecidos.
Configuragdes das imagens A-B = 4x. C=200um. D-E: =500um.
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Caracteristicas do crescimento e morfologia dos calos e agregados celulares oriundos de

folhas imaturas de Euterpe precatoria

Figura 12. Aspectos morfoldgicos do crescimento em suspensdo de calos e agregados
celulares de linhagens de folhas imaturas de Euterpe precatoria em diferentes meios de cultivo
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(A-H linhagem LT2*M6 = Picloram+AIB; I-K = linhagem LT4*M1 = Picloram). A - Calos
surgindo de outro calo oxidado (seta branca). Seta vermelha: calos embriogénicos de
consisténcia fridvel de coloracdo amarela clara, com indicio de surgimento de antocianinas. B
- Parcela com calos branquinhos, com os mesmos aspectos de multiplicacdo descritos no item
A. C - Multiplicacdo evidente em calos de natureza dura (seta amarela), e presenca de
antocianinas (seta vermelha). D - Calos com presenca de antocianinas saindo de outros calos
(circulo tracejado branco). E - F Multiplicacdo evidente em calos de natureza dura (seta
amarela). Calos branquinhos de aspectos fridveis (seta vermelha). Calos surgindo de outro calo
oxidado (seta branca). F- G Multiplicagdo evidente em calos de natureza dura (seta amarela).
Calos branguinhos de aspectos friaveis (seta e circulo vermelho). H- Calos branquinhos de
aspectos fridveis (seta e circulo vermelho) e possivel formagao e embrides somaticos em meio
liquido (circulo amarelo). | - K Multiplicacdo evidente em calos de natureza dura (seta amarela);
Calos surgindo de outro calo oxidado (seta branca); Calos em tons de verde (circulo branco).

Conforme as imagens acima (Figura 12), pode-se observar a presenca de calos friaveis
com coloracéo variando entre amarela (Fig. 12-A, 1, J e K) branca (Fig. 12 B-F). Calos brancos
do tipo friavel foram constatados com predominancia no meio com combinacao das auxinas
Picloram e AIB.

Tanto os calos presentes na Figura 12A (fridveis amarelos) quanto calos da Figura 12E
(friaveis brancos) sdo desejaveis em sistema liquido de cultivo. Os calos friaveis amarelos sdo
muito parecidos com os calos multiplicados em meio liquido da palmeira Elaeis guineensis em
estudos desenvolvidos por Monteiro et al., (2018).

Verifica-se também a presenca de calos de natureza dura (compacta)A presenca de calos
com aumento de massa e tons levemente esverdeados é verificada em meios com Picloram
(Figura 12-1-K). Embora nédo friaveis, verificou-se a multiplicacdo em meio liquido. Tais calos
apresentaram alta taxa de oxidacdo, além de pigmentacdo arroxeada, provavelmente,
antocianina.

Calos de natureza duratambém foram vistos principalmente nos meios contendo auxinas
combinadas (PIC+AIB) (Fig. 12 A-H). Nos meios que as auxinas nao foram combinadas, as

novas estruturas eram menos soltas, maiores e aderentes ao explante principal (Figura 12 1-K).
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Figura 13. Aspectos morfologicos do crescimento em suspenséo de calos e agregados celulares
das linhagens de inflorescéncias imaturas de Euterpe precatoria em diferentes meios de cultivo.
A-B = Linhagens no meio Picloram+AIB (LT5*M3): Calos fridveis de tamanhos menores
e possivelmente isodiameétricos. C-E = Linhagens no meio Picloram+ANA (LT6*M2): C-E
Calos em tons de verde, com poucos setores dispersos no meio, com coloracdo variando entre
branco e bege. D- Calos com poucos setores dispersos no meio, com coloracdo variando entre
branco e bege. E- Presenca de calos com tons esverdeados, variando entre tamanho e
consisténcia. Presenca de novos setores embriogénicos de natureza friavel de cor branca.

Esses resultados evidenciados na Figura 13 A, B indicam que a proliferagdo dos materiais
pode estar ligada ao tipo de nutricdo fornecida, como é o caso da similaridade dos materiais
cultivados com AIB, onde nota-se uma semelhanga com os setores verificados na linhagem
cultivada com 2,4-D+AIB.

Uma outra hipétese levantada, consiste em que embora a natureza dura seja verificada,
estas possivelmente podem contribuir para multiplicacdo de setores mais soltos, isolados. Vale
ressaltar, que os calos de natureza dura aqui verificados, geralmente formam massas mais
expressivas, com estruturas que ficam aderidas ao calo originario/principal.

Portanto, a partir de tais resultados pode-se inferir que o meio de cultivo pode influenciar
diretamente nessas caracteristicas tanto quanto as variagOes epigenéticas singular do(a)
calo/linhagem podem inferir na resposta deste quando inoculado em suspenséo.

As diferentes formas de multiplicacdo dos calos de folhas imaturas podem ser vistas na

figura 14.
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Figura 14. Aspectos morfologicos do crescimento em suspenséo de calos e agregados celulares
das linhagens de folhas imaturas de Euterpe precatoria em diferentes meios de cultivo.

A-C = Linhagens no meio 2,4-D (M4): Multiplicacdo em calos de natureza dura (seta
amarela). Calos em tons de verde (circulo vermelho). D-F = Linhagens no meio 2,4-D+AIB
(M6): Calos friaveis de tamanhos maiores e irregulares (seta amarela). Calos fridaveis de
tamanhos menores e possivelmente isodiametricos (seta vermelha). E-G = Linhagens no meio
2,4-D+ANA (M5): Multiplicacdo em calos de natureza dura (seta amarela). Calos surgindo de
outro calo oxidado (seta branca).

As linhagens cultivadas com tratamentos contendo 2,4-D somente apresentaram
coloragéo variando entre branca, tons de bege e marrom (Figura 14 A-C). Linhagens cultivadas
com meio 2,4-D com AIB apresentaram coloracdo especifica variando de tons amarelos a

marrons (Fig. D-F). Linhagens cultivadas com tratamentos contendo 2,4-D combinada com
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ANA apresentaram coloragéo entre branca e levemente amarelo. Em todos os frascos com esse
tratamento foi verificada a presenca de antocianinas.

Comparando os aspectos morfologicos das linhagens cultivadas em meio liquido
contendo 2,4-D com as linhagens cultivadas em Picloram, verifica-se maior capacidade de
desprendimento dos setores, ou seja, materiais cultivados em 2,4-D apresentaram maior
friabilidade que os cultivados com Picloram. Contudo, também é possivel verificar a presenca
de calos com consisténcia dura, formando massas com tamanhos maiores que os demais e
colocacéo levemente esverdeada (Fig. 14 A-C).

Calos cultivados com 2,4-D tiveram menor incidéncia (porcentagem) de oxidag&o que 0s
calos cultivados com Picloram. A homogeneidade entre as linhagens cultivadas em meio com
2,4-D foi mais evidente que para aquelas linhagens cultivadas com Picloram. Calos de natureza
compacta e com potencial de multiplicacdo também foram visualizados em meios
suplementados com 2,4-D.

Especificamente na linhagem LT2*M6, cultivada com 2,4-D+AIB, embrides somaticos
em estados diferenciados podem ser observados em tons esverdeados aos 90 dias de cultivo
(Figura 15).

Figura 15. Aspectos morfologicos do crescimento em suspensao de calos e agregados celulares
da linhagem LT2 no meio 2,4-D+AIB (M6) de folhas imaturas de Euterpe precatoria aos 90
dias de cultivo. Setas brancas: embrido somatico diferenciado em tons de verde. Seta amarela:
embrido somatico diferenciado de coloracdo com auséncia de clorofila. Seta verde: calos
fridveis.

Experimento 2: Efeito do meio de cultura e da combinagdo de diferentes auxinas na
multiplicacdo de agregados celulares e células em suspensdo de linhagens oriundas de

material somatico de inflorescéncias imaturas Euterpe precatoria Mart.
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Estabelecimento e multiplicacdo de agregados celulares e células em suspensdo de
tecidos somaticos de inflorescéncia imaturas de E. precatoria Mart.

As linhagens de inflorescéncias imaturas também passaram por repouso, e conforme 0s
resultados apresentados por folha, igualmente permaneceram estaveis, inclusive sob agitacéo.
Aos trinta dias de cultivo, os materiais se mantiveram em estabilidade, sem contaminagédo e sem
oxidacdo. Em termos morfologicos, as mudancas da proliferacdo eram superficiais, com poucos
frascos apresentando novas estruturas presentes no meio.

Verificou-se que as linhagens cultivadas em novos meios de suspensdo foram bem-
sucedidas o estabelecimento foi alcangado. Aos 45 dias, as linhagens demonstravam algumas
mudancas morfoldgicas. Assim como em folhas, aquelas estruturas que exibiam calos
intumescidos, indicando um aumento no volume do calo, ou frascos com um aumento na
densidade dos propagulos que ndo foram afetados pela oxidacdo a ponto de prejudicar seu
crescimento em suspenséo, foram definidos como linhagens estabelecidas.

Embora os novos métodos empregados neste estudo garantiram a sobrevivéncia de todas
as linhagens, a otimizacdo nao foi alcancada em todas elas. As linhagens bem-sucedidas nos
novos meios de multiplicagdo em suspenséo foram LT7 (cultivada no meio M4), LT2 (cultivada
no meio M3) e LT9 (cultivada no meio M5) (Tabela 8). Diferencas significativas foram
observadas nos resultados, tanto em relacéo ao tipo do meio de cultivo, quanto em relagdo ao
tempo de cultivo, conforme demonstrado pelo teste Scott-Knott ao nivel de significancia de 5%
(Tabela 4).

Tabela 8. Desdobramento das medias de incremento de volume (mL) de agregados celulares
material somético oriundos de inflorescéncias imaturas de E. precatoria Mart. cultivadas em
diferentes meios de suspensdo celular sob agitador industrial a 100 rpm, em funcdo da linhagem
celular em cada tempo de cultivo, pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. LG
= Linhagem genética; MC = meio de cultivo.

Periodo
LG*MC 45 90 135 180 Equacéo da regresséo R2

LT7* M4 2,0 aB 5,14aA 4,06aA 3,87aA  y=-0,0003x?+0,066x +0,2804 0,88
LT8* M6 1,15aA 1,72bA 086 bA 1,12bA  y=-5E-05x2+0,0127x+05089 0,78
LT9* M5 0,92aA 141bA 1,07bA 1,25bA  y=-8E-05x*+0,0162x +0,5639 0,54
LTI0*M1 1,75aB 2,25bB 3,43aA 4,75aA  y=3E-05x2+0,0175x+ 06161 0,98
LT11*M2 156aA 243bA 2,12bA 1,25bA  y=-0,0002x2+0,0367x +0,4393 0,97
LT12*M3 2,68aA 450aA 3,93aA 3,17aA  y=-0,0003x?+0,0672x +0,4579 0,97
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Médias seguidas pela mesma letra maidscula na linha e médias seguidas pela mesma letra

mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia.
Nota: M1 =PIC; M2 = PIC+AIB; M3 = PIC+ANA; M4=2,4-D; M5=,4-D+AIB; e M6=2,4-D+ANA.

A tabela evidencia diferencas significativas somente a partir dos 90 dias cultivo entre as
linhagens. Nesse periodo as linhagens com volume significativamente superior foram LT7
cultivada no meio M4, com 5,14 mL de volume mensurado (maior média de volume
observado), e a linhagem LT12 cultivada no meio M3, com 4,50 mL de volume observado.

Ao s 135 dias de cultivo, a linhagem LT7 continuo com a maior média de volume
mensurado, seguidamente das linhagens LT12 (3,93 mL de volume) e da linhagem LT10 (3,43
mL de volume). Essas linhagens foram significativamente superiores as demais linhagens pelo
teste Scott-Knott a 5% de significancia.

Aos 180 dias, as linhagens acima mencionadas continuavam com superioridade
significativa com relacdo as demais linhagens. Para tanto, nesse periodo a linhagem LT10
manteve-se em vantagem significativa com relacdo as linhagens LT7 e LT12. Os resultados
evidenciaram que 0s meios de cultivos favoreceram o crescimento das linhagens de
inflorescéncias imaturas em suspensao, sendo superior no meio contendo auxina 2,4-D M4.

A auxina Picloram (M1) também evidenciou resultados positivos, sobretudo quando
combinada a auxina ANA (M3). Tais aspectos revelam que é possivel contemplar a etapa de
suspensdo em protocolos de ES usando materiais genéticos oriundos de inflorescéncias.

No que se refere ao material genético (linhagens) dentro de cada meio de cultivo, percebe-
se que tanto para a linhagem LT7, quanto para a LT12 o desenvolvimento é significativamente
maior a partir dos 90 dias de cultivo. Ja para a linhagem LT10, essa diferenca ocorre somente
a partir dos 135 dias de cultivo.

Quando comparamos o efeito do meio de cultivo em cada tempo nas diferentes linhagens,
e o efeito do meio de cultivo de cada linhagem isoladamente dentro de cada tempo, pode-se
verificar que as linhagens com os menores niveis de volumes mensurados LT8, LT9 e LT11
foram semelhantes entre si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia em cada
interacdo acima mencionada. Essas linhagens apresentaram um comportamento similar ao
longo do experimento.

Para os componentes da regresséo, verifica-se baixo ajustamento da linhagem LT9. Para
tanto, deve-se manter em consideracdo as diferencas significativas da regressdo entre as
linhagens, no que se refere ao crescimento celular em volume ao longo do tempo. No entanto,
para entender melhor o comportamento distinto dos resultados verificados, aplicou-se a formula

de Sturges (1926) para uma melhor compreensdo das estimativas (Fig.15).
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Figura 15. Distribuicdo por classe de volume de agregados e células em suspenséo oriundas
de linhagens de inflorescéncias imaturas de Euterpe precatoria Mart. (Método estatistico de

Sturges).
Nota: M1 =PIC; M2 = PIC+AIB; M3 = PIC+ANA; M4=2,4-D; M5=,4-D+AIB; e M6=2,4-D+ANA.
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Assim como no experimento anterior, 0 nimero de frascos permitiu a estimativa das
classes de volumes em histogramas pelo método de Sturges (1926). Os resultados apontam
desde classes amplas, regulares a classes vazias. Esses resultados complementam e esclarecem
a comparacao dos resultados evidenciados na tabela 8.

Apenas a linhagem LT7 apresentou cinco classes com frequéncia de observacfes em
todas elas. Embora muitas observacdes (11) tenham sido frequentes na primeira classe (0 a 2,0
mL de volume) para essa linhagem, o nimero de observac@es entre 2,1 a 8,0 mL de volume
celular sedimento foi de 20. A Unica linhagem com comportamento similar a esta é a LT10.
Uma Unica observacdo acima de 8,1 mL de volume sedimentar foi verificado para linhagem
LT7, essa observacao pode ter influéncia direta nos resultados da ANOVA para o periodo em
que foi mensurado.

A linhagem LT10 apresentou 18 observacdes entre 2,1 a 8,0 mL de volume sedimentar
mensurado, sendo onze observagdes entre 2,1 e 4,0, quatro observagdes entre 4,1 e 6,0 e trés
observacgoes entre 6,1 e 8,0. Esses dados embora pouco abaixo da linhagem LT7, séo muito
proximos. Tais aspectos podem indicar uma correlacdo positiva existente entre as mesmas. Para
tanto, quase 50% de todas as observacdes realizadas nessa linhagem ficaram na primeira classe
de volume, entre 0 e 2,0mL.

A linhagem LT12, apresentou 18 observagdes entre a segunda e a terceira classe (2,1 a
4,0 e 4,1 a 6,0 mL). Esse numero é igual/préximo aos verificados pelas linhagens L10 e LT7,
respectivamente. Assim, como na linhagem LT7, uma Unica observacao foi verificada entre 8,1
a 10 mL de volume.

E possivel verificar que as linhagens LT8, LT9 e LT11 apresentaram muitas observacdes
nas classes mais baixas de volume. Esses resultados mostram um crescimento inferior aos
demais tratamentos, ndo sendo indicados para cultivo em suspensao.

Tais aspectos implicaram diretamente na taxa média de crescimento (TCM%), onde as
linhagens LT8, LT9 e LT11 apresentaram as menores TCM (Fig. 16). De maneira geral, as
linhagem LT8, LT9 apresentaram menores taxas de crescimento ao longo do cultivo. Com
crescimento pouco expressivo, essas linhagens alcancaram niveis em torno de 2000% de TCM

aos 90 dias de cultivo (Figura 16).
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Figura 16. Taxa média de crescimento (% TCM) de calos e agregados celulares em suspenséo de
materiais somaticos de inflorescéncias imaturas de Euterpe precatoria Mart. ao longo dos 180 dias

de inoculacdo. Barras representam o erro padrdo medio.
Nota: M1 =PIC; M2 = PIC+AIB; M3 = PIC+ANA; M4=2,4-D; M5=,4-D+AIB; e M6=2,4-D+ANA.

Os melhores resultados para TCM foram observados na linhagem LT7 aos 90 dias de
cultivo, alcancando em média 900% de crescimento. Aos 135 dias, essa linhagem alcangou uma
TCM média de 700%, com niveis proximos a este aos 180 dias no meio de suspensao.

A linhagem LT12 constitui a segunda linhagem com maior TCM ao longo dos periodos
de cultivos, com pico de crescimento aos 90 dias atingindo uma TCM média de 800% em
volume celular sedimentado. Aos 45 dias, essa linhagem obteve uma maior TCM entre todas.
Aos 135 dias, verifica-se uma taxa média de crescimento equivalente a mais de 600%, sendo a
segunda maior verificada nesse periodo, e niveis proximos a 600% aos 180 dias.

A linhagem LT10 apresentou uma TCM média crescente, desde os 45 dias até a Ultima
mensuracao aos 180 dias. Aos 45 a TCM correspondia a 250%, 350% aos 90 dias. Aos 135
DIAS, a TCM chegou proximo de 600%, atingindo pico aos 180 dias com mais de 800% de

crescimento em volume em relagdo ao periodo inicial.
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Cinética de crescimento e aplicacdo de modelo matematico de Gompertz de
agregados celulares e células em suspensdo de tecidos somaticos de inflorescéncia
imaturas de E. precatoria Mart

O modelo de Gompertz mostrou padrdes ajustam (LT7, LT8, LT10 e LT12) e padrdes
que ndo foram ajustados ao modelo em relacdo a cinética do crescimento, como foi 0 caso da
linhagem LT9 apresentado baixo percentual de coeficiente de correlacdo (53%) Tabela z.

As linhagens de inflorescéncias imaturas com os melhores desempenhos em incremento
de volume, apresentaram coeficiente de correlacao satisfatérios (78% para linhagem LT7, 93%
para linhagem LT10 e 76% para linhagem LT12), considerando assim que o modelo foi
adequado para descrever a cinéetica de crescimento dos calos e agregados celulares em

suspensdo (Tabela 9).

Tabela 9. Constantes do modelo de Gompertz (Y = a * e(-2¢™) das suspensdes de linhagens
oriundas de tecidos sométicos de inflorescéncias imaturas de Euterpe precatoria Mart.
cultivadas em diferentes meios de cultivo, sob agitador industrial a 100 rpm durante 180 dias
de cultivo.

Linhagens genéticas
. LT7 LT8 LT9 LT10 LT11 LT612
Parametros (2,4-D) (2,4-D+ANA)  (2,4-D+AIB) (PIC) (PIC+AIB)  (PIC+ANA)
1,60797325 0,76924258 0,7723755 1,813400 1,0067039 1,4962432

a

b 1458741  0,636892  0,645615  1,371230 0,914865 1,320634
C 0,03544897 0,02791698 0,0736083 0,013654 0,0566595 0,0522984
R2 (%) 78 79 53 93 69 76

Nota: M1 =PIC; M2 = PIC+AIB; M3 = PIC+ANA; M4=2,4-D; M5=2,4-D+AIB; e M6=2,4-D+ANA.

Assim, a dindmica de crescimento das linhagens foi verificada pelo modelo de Gompertz,

que permitiu diferentes respostas quando se observa as curvas de crescimento (Figura 17).
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Figura 17. Curvas de crescimento dos calos e agregados celulares de inflorescéncias imaturas
de Euterpe precatoria em suspensao, ajustadas ao modelo de Gompertz (Y = a e(=b¢™“9)yem

funcdo do cultivo de diferentes linhagens em diferentes meios ao longo de 180 dias de
incubacéo.

Os graficos evidenciam a dindmica diversificada das linhagens. A linhagem LT7
apresenta as maiores médias, para descricdo da cinética. Observa-se a forma sigmoide
apresentada pela curva de crescimento da linhagem, permanecendo em média por 12, 9 dias na
fase lag, seguida da fase exponencial até os 45 dias.

Apos esse periodo, a fase linear foi verificada até aproximadamente os 60 dias de cultivo,
atingindo a estabilidade a partir dos 75 dias. Dessa forma, entende-se que o pico de crescimento

em volume foi atingido aos 90 dias de cultivo. Assim sendo, recomenda-se que entre 0s 75 e 0S
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90 dias de cultivo, seja feito o plaqueamento para prosseguimento das etapas seguintes da ES.
A taxa de crescimento maximo especifico (pmax) foi de 0,06d™* com um tempo de duplicacio
(G) de 12,16 dias até que as culturas atingissem a fase estacionaria (Tabela B).

Para linhagem LT10, o crescimento ndo foi caracteristico de uma curva sigmoide,
havendo um padréo linear. Essa dinamica implicou também numa longa fase lag de 27,19 dias
com auséncia da fase de estabilidade, havendo o crescimento continuo ao longo do tempo.

A taxa de crescimento maximo especifico (umax) foi de 0,02d com um tempo de
duplicacdo (G) de 27,99 dias (Tabela 10). Como o crescimento foi continuo, pode-se transferir
tanto aos 90 quanto aos 135 dias os calos para plagueamento, observando a transferéncia antes
da troca de meio.

Ja a linhagem LT12 apresentou uma fase lag de 6,13 dias, estabilizando por volta dos 90
dias, sendo indicado esse periodo para plagueamento. A taxa de crescimento especifico maximo
(umax) foi de 0,08d* com um tempo de duplicacéo (G) foi de 0,46 dias (Tabela 10). A curva
teve forte tendéncia de padrdo sigmoide.

As linhagens LT8, LT9 e LT11 apresentaram as menores incremento em volume.
Conforme os graficos da figura 17, a linhagem LT8 entrou em estabilidade aproximadamente
logo ap6s o centésimo dia com baixos niveis de volume. A linhagem LT9 entrou em
estabilidade logo aos exatos 45 dias, um periodo mais curto e também com baixos niveis. Ja a
linhagem LT11, adquiriu estabilidade por volta dos 75 dias de cultivo, com valores um pouco
superior em relacdo aos observados pelas linhagens LT8 e LTO.

Essas linhagens, ndo apresentaram fase lag (4 = -13,01, -4,81 e -1,5, respectivamente)
sendo diretamente adentradas na fase exponencial. O modelo foi bem ajustado, tendo em vista
os valores dos coeficiente de correlagéo terem sido acima de 70% (Tabela 10).

Tabela 10. Parametros Cinéticos das suspensdes de materiais somaticos de inflorescéncias
imaturas de E. precatoria Mart. cultivadas em meio de suspensao celular sob agitador industrial

a 100 rpm em func¢éo da linhagem celular e do meio de cultivo ao longo de 180 dias.
Cultivos em Suspenséo de Folha

Parametros LT7 LTS LT9 LT10 LT11 LT12
(2.4D) (24D+ANA)  (2,4D+AIB) (PIC) (PIC+AIB) (PIC+ANA)
pmax (d?) 0,06 0,02 0,06 0,02 0,06 0,08
A (dia) 12,94 -13,01 -4,81 27,19 -15 6,13
G (dia) 12,16 0,90 0,54 27,99 12,15 0,46
R? (%) 87 84 99 76 96 93

Legenda: umax = velocidade maxima especifica de crescimento. A = tempo de fase lag (d). G

= tempo de regeneracdo das células. R? = coeficiente de correlagio.
Nota: M1 =PIC; M2 = PIC+AIB; M3 = PIC+ANA; M4=2,4-D; M5=2,4-D+AIB; e M6=2,4-D+ANA.
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Caracterizacdo do tamanho dos calos e agregados celulares em suspensao

A verificacdo da presenca de calos muito grandes pode subsidiar detalhes da suspensédo
gue merecem mais atencdo nos trabalhos futuros. Tais aspectos podem garantir uma melhor
etapa de crescimento e um desenvolvimento mais homogéneo. Assim, com base na tabela 11,
verificou-se a presenca de calos grandes ao longo dos periodos de cultivo.

Tabela 11. Porcentagem de Formacao de Calos Grandes das suspens@es de materiais somaticos
de inflorescéncias imaturas de Euterpr precatoria Mart. cultivadas em meio de suspensao
celular sob agitador industrial a 100 rpm em func¢éo da linhagem celular e do meio de cultivo
ao longo de 180 dias.

Periodo de Cultivo (dias) e ocorréncia de calos grandes (%)

Linhagens * Meio de 45 90 135 180
cultivo
LT7* M4 62,5 100 75 50
LT8 * M6 25 37,5 50 50
LT9* M5 50 87,5 75 50
LT10 * M1 25 100 75 62,5
LT11 * M2 37,5 66,66 50 37,5
LT12 * M3 50 100 75 37,5

Nota: Nota: M1 =PIC; M2 = PIC+AIB; M3 = PIC+ANA; M4=2,4-D; M5=,4-D+AIB; e M6=2,4-D+ANA.

A linhagem LT7 apresentou a maior incidéncia de calos grandes logo aos 45 dias, com
aproximadamente 62,5% das parcelas. Nas linhagens LT9 e LT12 50% das parcelas
apresentaram ocorréncia de calos grandes, sendo o segundo maior valor observado.

Aos 90 dias de cultivo, as linhagens LT7, LT10 e LT12 apresentaram 100% formacao de
calos grandes. Todas as parcelas dessas linhagens tiveram pelo menos a presenca de um calo
com tamanho desproporcional ao esperado. Conforme eram retirados, a porcentagem decrescia
ao longo do tempo sob experimento. A linhagem LT9 apresentou equivalente 87,5% das
parcelas contendo calos grandes.

Aos 135 dias de cultivo, 75% das parcelas apresentaram calos grandes nas linhagens LT7,
LT9, LT10 e LT12, respectivamente. Aos 180 dias, a linhagem com maior percentual de
ocorréncia de calos grandes foi a LT10, seguida das linhagens LT7, LT8 e LT9 com ocorréncia
de calos grandes em 50% das parcelas. Nesse periodo, verifica-se que a linhagem LT12
conseguiu estabilizar com apenas 37,5% dos frascos apresentando calos desproporcionais em
tamanho. Baixos percentuais de calos pequenos apresentam tendéncia de homogeneizacao.

Assim como no experimento de folhas imaturas, a oxidacdo também foi pertinente nas
linhagens de inflorescéncias imaturas, sendo verificado 0 mesmo comportamento oxidativo nas

linhagens aqui analisadas (tabela 12).
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Tabela 12: Porcentagem e grau de oxidacdo de cultivos em suspensdo de materiais somaticos
de inflorescéncias imaturas de E. precatoria Mart em meio liquido.
Porcentagem e Grau de oxidagdo por periodo de Cultivo (dias)
MG xMC 30 45 Grau 90 Grau 135 Grau 180 Grau

LT7*M4 0 25 + 83 ++ 85 +++ 85 +++
LT8*M6 0 25 + 75 +++ 75 +++ 75 +++
LT9*M5 0 33 + 62,5 +4++ 62,5 +++ 62,5 +++
LT10*M1 0 25 + 83 +++ 85 +++ 85 +++
LT11 M2 0 33 + 100 +++ 100 +++ 100 +++
LT12*M3 0 33 + 100 ++ 100 +++ 100 +++

Nota: M1 =PIC; M2 = PIC+AIB; M3 = PIC+ANA; M4=2,4-D; M5=2,4-D+AIB; e M6=2,4-D+ANA.

Com 30 dias de cultivo, as linhagens ndo apresentaram oxidacdo. Aos 45 dias, todas
linhagens apresentaram baixo grau de oxidagdo. Aos 90, 135 e 180 dias, as linhagens LT11 e
LT12 apresentaram 100 % de oxidacdo. Esse comportamento indica que a oxidagdo foi
observada em todos as parcelas dessas linhagens, em que pelo menos metade ou mais calos
foram constatados com forte oxidagédo nas parcelas.

Como o grau oxidativo nessas parcelas foi elevado, isso significa que o nimero de calos
oxidados apos a manutencdo do meio de cultivo foi expressivo. Ainda nos 90 dias de cultivo, a
incidéncia de oxidacdo em grau moderado foi observado somente nas linhagens LT7 e LT12.
Em todas as outras linhagens inclusive nos demais periodos de cultivo, a ocorréncia de oxidagdo
foi um problema apds a manutengdo do meio de cultivo. Embora a incidéncia em porcentagem
tenha ocorrido de maneira distinta entre as mesmas.

Os resultados apontam que embora a incidéncia e ocorréncia em grau elevado da oxidagéo
tenha ocorrido no cultivo das linhagens de inflorescéncias imaturas em meio liquido, esse
problema pdde ser superado para as linhagens LT7, LT10 e LT12 e a multiplicacao foi mantida.

Para as demais linhagens, esse fator pode ser sido a principal causa dos menores niveis
de multiplicagdo verificados, embora isso varia de linhagem para linhagem. No que se refere a
contaminacdo, somente as linhagens LT8, LT9 e LT12 apresentaram contaminagdes (25%,
37,5% e 12,5%, respecivamente). Para tanto assim como em folhas imaturas, esse fato ocorreu

somente apds a troca de meio no periodo de 180 dias de cultivo.

Caracteristicas anatdbmicas dos calos em meio liquido

Na linhagem LT7, cultivada em meio contendo auxina 2,4-D (Fig. 18), nota-se um intenso
processo de divisdo celular, com aglomerados embriogénicos isolados (Fig. 18). Os
proembrides observados assemelham-se aqueles reportados, também em E. precatoria, por

Ferreira et al. (2022b), tipicos de calos friaveis.
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Esses resultados indicam que a manutengdo do estadio indiferenciado por um periodo
maior, e, portanto, a LT7 em meio contendo 2,4-D pode ser mantida sob as condicgdes testadas
para fins de multiplicacdo por mais tempo. A natureza friavel dos agregados dessa linhagem
provavelmente esté relacionada ao facil desprendimento de proembrides, como visualizado na
Fig. 18, itens A e B.

Figura 18. SeccgBes anatdmicas de agregados celulares oriundas de inflorescéncias
imaturas de Euterpe precatoria Mart. (acai-solteiro) apds 100 dias de cultivo em meio liquido
2,4-D (M4) para a linhagem LT7. A. Seccdo anatdbmica evidenciando embrido somatico tipo
torpedo e proembribes somaticos provenientes de células em proliferacdo na parte
meristematica. B. Detalhe da zona meristematica do item A. C-D. Sec¢do anatémica de calo
formando estruturas embriogénicas globular e proembrifes. D-E. proembriGes somaticos e zona
de células com divisao celular. Abreviacdes: (es) embrido somatico; (pc) procambio; (zm) zona
meristematica; (ze) zona embriogénica; (pe) proembrides somaticos. Configuracdes das
imagens A = 4x; B-C-D=10x; E=20x.

As andlises anatdmicas mostram ainda o desenvolvimento de embrides somaticos, aos
100 dias de cultivo nas linhagens LT7 e LT10, cultivas nos meios M4 (2,4-D) e M1(PIC) sendo

possiveis de observacdo nas figuras 18-A e 18-B. Os resultados evidenciam que tanto auxina
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2,4-D (Fig. 18-A) e quanto Picloram (Fig. 18-B) em baixas concentracGes (SuM) de auxinas
sdo capazes de induzir a formacgdo de embrides somaticos em palmeiras.

Na linhagem LT10, pode-se visualizar os embri6es com facilidade (Fig. 19-B), sendo
mais definido, com presenca de protoderme, corddes procambiais nitidos e meristemas
fundamentais na linhagem LT10 (Fig. 19-B).
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Figura 18. Seccbes anatdmicas de agregados celulares oriundas de inflorescéncias
imaturas de Euterpe precatoria Mart. (acai-solteiro) apds 100 dias de cultivo em meio liquido
contendo Picloram (M1) para a linhagem LT10. A. possivel embrido somatico globular. B-C-
D. A: sec¢do anatdbmica de embrido somatico definido com estrutura similar ao suspensor (seta),
notar a protoderme (seta), procambio e meristema fundamental. E. Seccdo anatémica do calo.
Abreviacbes: (esg) embrido somatico globular; (pc) procdmbio; (mf) meristema fundamental;
(pt) protoderme; (es) embrido somatico; (ce) células embriogénicas. A-B-C=10x; D-E=20x.

Na linhagem LT10, verificou-se indicios de origem unicelular dos embrides somaticos,
dada a visualizacdo de estruturas similares a suspensores (Fig. 19 B-C), o que aumenta a
friabilidade do material, pela maior facilidade de desprendimento. A origem unicelular tem sido
associada com a embriogénese somaética de E. precatoria (FERREIRA et al., 20223, b). Esses

resultados ratificam o potencial embriogénico da linhagem.
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Na linhagem LT12, observaram-se proembrifes em estadios de desenvolvimento e
oriundos de ciclos repetitivos de embriogénese somatica (Fig. 19 A-J). A seccdo anatémica
evidencia areas meristematicas/embriogénicas, e grande a massa calogénica de caracteristica

embriogénica (Fig. 20).

Figura 20. Secgdes anatdmicas de agregados celulares oriundas de inflorescéncias
imaturas de Euterpe precatoria Mart. (acai-solteiro) apés 100 dias de cultivo em meio liquido
PIC+ANA (M3) para a linhagem LT12. A. Seccdo anatdmica evidenciando calo com zona
embriogénica e meristematica e proembrides. B. Detalhe da letra A com proembrides. C. Calo
com zona meristematica/embriogénica. D. Seccdo anatdmica do calo. AbreviagGes: (pe)
proembrido; zona embriogénica (ze); (zm) zona meristematica Configuracdes das imagens A-
C-D = 4x; B = 20x.

Essas linhagens constituiram os principais materiais genéticos testados nos novos meios,
sendo possivel conservar o potencial embriogénico das mesmas, bem como promover a

diferenciacdo de embrides somaticos no estadio torpedo e globular.
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Caracteristicas do crescimento e morfologia dos calos e agregados celulares de

materiais somaticos de inflorescéncias imaturas de Euterpe precatoria
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Figura 21. Aspectos morfoldgicos do crescimento em suspensao de calos e agregados celulares
de linhagens de inflorescéncias imaturas de Euterpe precatoria em diferentes meios de cultivo.
A-B: Calos cultivados em meio contendo Picloram+ANA. Multiplicacdo evidente em calos de
natureza dura (circulo amarelo); Calos de natureza dura (seta vermelha); Calos branquinhos de
aspectos friaveis (seta amarela). C-D: Calos cultivados em meio contendo 2,4-D+AIB: Pouca
multiplicacdo alcancada e presenca de calos com consisténcia dura (seta vermelha). E-F: Calos
cultivados em meio contendo 2,4-D+ANA: Pouca multiplicacdo alcancada e presenca de calos
friaveis branquinhos (seta amarela). G-H: Calos cultivados em meio contendo Picloram+ANA:
Multiplicacdo alcancada e presenca de calos friaveis branquinhos (seta amarela). 1-J: : Calos
cultivados em meio contendo 2,4-D: Calos branquinhos de aspectos friaveis (seta amarela) e
calos com consisténcia dura (seta vermelha). K-L: Calos cultivados em meio contendo
Picloram: Calos branquinhos de aspectos friaveis (seta amarela) e calos com consisténcia dura
(seta vermelha).

Conforme as imagens acima (Figura 21), pode-se observar a presenca de calos
branquinhos, de caracteristicas fridveis (Fig. 21-A, C, G, | e L). Calos branquinhos do tipo
friavel também foram constatados com predominancia no meio com combinacdo das auxinas
Picloram e AIB, bem como em 2,4-D e Picloram.

Verifica-se também a presenca de calos de natureza dura (21-A, B, C, D, | e K). A
presenca de calos com aumento de massa e tons levemente verdes séo verificados nos calos
cultivados somente com Picloram (Fig. 12-1-K). Calos esverdeados com grandes massas ndo
foram verificados nas linhagens em florescéncias, sendo-0s menores que o0s calos esverdeados
que surgiram nas linhagens de folhas que apresentaram essa caracteristica geralmente
apresentavam aspecto duros/compactos.

As linhagens de inflorescéncias também conseguiram capacidade de se multiplicar
mesmo quando estavam sob oxidagdo, mantendo a mesma caracteristica evidenciada nas folhas
guanto ao tempo submerso, havendo ciclos mais curtos.

O oposto do que ocorreu em folhas imaturas foi verificado em inflorescéncias, em que 0s
meios que as auxinas ndo eram combinadas, as novas estruturas eram mais adaptadas ao meio.

Algumas linhagens de inflorescéncias foram capazes de induzir materiais que se
assemelham a uma suspensdo de sob comportamento celular, embora nota-se a presenca de
microcalos no meio. As linhagens que apresentaram esse comportamento foram cultivadas em
meio com combinacdo de auxinas, uma ocorreu pela combinagéo de Picloram com ANA (Fig.

22) e a outras ocorreu pela combinacgéo de 2.4-D com AIB (Fig.23).
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Figura 22. Aspectos morfoldgicos do possivel crescimento celular em suspensao de calos e
agregados celulares de linhagens de inflorescéncias imaturas de Euterpe precatoria em meio
de cultivo contendo a combinacao de Picloram com ANA.

As estruturas sao visiveis e o crescimento pode ser facilmente visto quando se compara a
figura 22 nos itens A, B e C. Para linhagem inoculada em meio liquido, isso também pode ser
facilmente observada quando se compara a evolucdo do crescimento celular na figura 23, nos

itens B, D, E e F, verificando do inicio a senescéncia da suspenséo celular.
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Figura 23. Aspectos morfoldgicos do possivel crescimento celular em suspenséo de calos e
agregados celulares de linhagens de inflorescéncias imaturas de Euterpe precatoria em meio
de cultivo contendo a combinagao de Picloram com ANA.
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DISCUSSAO

Para aprimorar a geracdo de calos na fase de cultivo em suspensdo celular, foram
conduzidas investigagOes sobre diversos tratamentos visando promover a formacéo de células
embriogénicas fridveis e aprimorar o processo em suspensédo. Este estudo evidencia a medida
de crescimento em volume de Euterpe precatoria pelas linhagens nos meios testados, a
dindmica e a cinética de crescimento ao longo de 180 dias de cultivo de linhagens
embriogénicas oriundas de tecidos foliares imaturos e inflorescéncias imaturas.

A otimizacdo da etapa de cultura em suspensdo celular foi alcancada para
micropropagacdo de Euterpe precatoria em diferentes linhagens nos diferentes tipos de
explantes. Em ambas as fontes de tecidos somaticos utilizados, os resultados indicam uma forte
associacdo entre a formacdo de células embriogénicas friaveis pelas linhagens em razéo dos
meios de cultivo e utilizados, sobretudo nas linhagens de material somético oriundo de folhas
imaturas.

Em inflorescéncias imaturas, esses resultados foram mais associados as linhagens LT7,
LT10 e LT12. Em ambas as fontes de tecidos somaticos utilizados, diferencas foram
identificadas no crescimento volumétrico entre as linhagens.

Nas linhagens de folhas imaturas, a expansdo de massas embriogénicas de E. precatoria
em diferentes meios de cultura aumentou o crescimento em volume das linhagens durante o
periodo de 180 dias, demonstrando variagdes significativas. Nas linhagens de inflorescéncias
imaturas esses fatores foram observados somente nas linhagens LT7, LT10 e LT12.

Até 0 momento atual, sdo escassos 0s estudos relacionados a inducdo de culturas em
suspensdo celular a partir de calos para espécies do género Euterpe. Apenas um estudo
(MELLO et al., 2023) mencionou a producdo de células embriogénicas fridveis em Euterpe
edulis, embora a producao de massas tenha sido muito baixas.

No estudo desenvolvido por Mello e colaboradores (2023), a maior massa média
encontrada foi de 0,6716 g em 12 semanas de incubacdo (90 dias), a uma concentra¢do de 15
uM de Picloram. Esses valores foram muito abaixo dos valores de algumas linhagens aqui
verificados, sobretudo quando comparados com o experimento de folhas imaturas. Os autores
verificaram um percentual de incremento de massa equivalente a 235,8% nessa concentracao
de Picloram. As demais concentracGes de Picloram 25, 35 e 45 uM alcangaram 170, 180 e 160
% de taxa média de crescimento, respectivamente.

Nesta pesquisa, 0s calos embriogénicos cultivados nos meios otimizados foram capazes
de aumentar seu volume em até 20 vezes para cultivo em suspensao de tecidos somaticos de

folhas imaturas, representando um crescimento de mais de 1400%. Para linhagens de
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inflorescéncias imaturas, o crescimento em volume aumentou mais de 10 vezes mais o0 volume
inicial inoculado, representando um crescimento proximo a 1000%, para as linhagens com
maior incremento de volume.

No experimento com materiais soméaticos com inflorescéncias, os resultados de alguns
sdo parecidos com os verificados por Mello et al. (2023), aos 90 dias de incubagdo. Nesse
periodo, a linhagem LT8 cresceu 192,5%, a LT9 245% e a LT11 387,5% (Figura 16). Em
termos de variagdo ao longo dos 180 dias de cultivo, a LT8 variou de percentual entre 85 e
150%, a LT9 variou entre 72,5 e 245% e LT11 variou entre 150 e 387,5% (Figura 16).

Embora o crescimento tenha sido muito expressivo, o crescimento dos calos e agregados
celulares de E. precatoria ndo foi uniforme para algumas linhagens. Para superar essa
dificuldade e promover um crescimento mais homogéneo, uma proxima etapa deve ser
investigada a fim de possibilitar um desenvolvimento mais equitativo das suspensdes. Ainda
que seja algo ndo desejavel, isso ndo constitui uma limitagdo para cultivo em suspensao.

Fica dificil uma comparacdo com o protocolo desenvolvido por Ferreira et al. (2022a) em
meio semissolido, visto que os autores fizeram contagem de estruturas formadas nos meios de
multiplicacdo, e nessa contagem podem ter sido incluidos tamanhos e massas distintas,
tornando-se complicado a comparagdo com esta pesquisa.

Para tanto, sabe-se que a multiplicagdo de tecidos de folhas imaturas neste estudo em
meio liquido, foi tdo eficaz quanto no protocolo inicial em meio semissélido com folhas
imaturas, estabelecidos por Ferreira e colaboradores (2022a).

Dessa forma, com base nos resultados, 0 meio de suspensdo permite uma eficiente
proliferacdo de estruturas com competéncia embriogénica, sob movimentos repetitivos em
agitador orbital industrial a 100 rpm. Os setores embriogénicos produzidos em meio de
suspensdo foram predominantemente mais individualizados que os setores desenvolvidos por
Ferreira et al. (2022 a,b). Esse comportamento pode favorecer o desenvolvimento de embrides
sadios e sem anormalidades (MONTEIRO et al., 2018).

A conversdo para embrides somaticos utilizando o cultivo em suspensdo tem contribuido
positivamente nesse sentido, como foi observado nos casos de E. guineensis (HASHIM et al.
2018; MONTEIRO et al. 2018) ePhoenix dactilyfera (NAIK e AI-KHAYRI et al., 2016, 2018).

A dindmica de crescimento mostra o incremento em volume dos experimentos no meio
de cultura em suspensdo. A andlise da cinética de crescimento e a aplicacdo do modelo
matematico de Gompertz permitiram verificar o comportamento das diferentes linhagens

utilizadas.
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No entanto, em ambos tecidos pesquisados (folhas imaturas e inflorescéncias imaturas),
as dindmicas de crescimento dos calos foram distintas entre as linhagens nos seis meios,
evidenciadas tanto por observacdes morfoldgicas quanto por medi¢cdes de volume celular (mL).

Nos dois tipos de explantes utilizados (folhas e inflorescéncias), os materiais somaticos
proporcionaram diferentes tempos para fase lag (4). Embora os cultivos tenham sido
homogeneizados antes da inoculacdo em suspensédo, ndo se deve descartar a hipétese de que as
células poderiam ter entrado em diferentes estadios de desdiferenciacdo e com capacidade de
competéncia embriogénica variavel. Tal fato pode ter causado interferéncia no tempo resposta
das linhagens quando inoculadas na suspensdo, resultando em tempos maiores, menores ou
ausentes da fase lag.

As linhagens provenientes no meio liquido exibiam caracteristicas anatdmicas distintas
devido a aplicacdo de diferentes composi¢Ges do meio em relagdo a diferentes reguladores de
crescimento. Essas estruturas se tornaram mais distintas, desenvolvendo desde areas esféricas
claramente definidas, a areas com superficies irregulares, embora em ambas havia presenca de
celulas meristematicas. Por conseguinte, foram identificadas como estruturas embriogénicas.
Esse comportamento também foi observado por Mello et al. (2023), Ferreira et al. (2022 a,b);
Ferreira et al.(2020), Silva-Cardoso et. al. (2020), Gomes et al. (2017) e Polesi et al. (2022)

Com tonalidades mais fortes e azul mais intenso, as células embriogénicas eram
perceptiveis, sobretudo nos meios contendo 2,4-D. Essa caracteristica foi identificada tanto em
cultivo de folhas imaturas, quanto de inflorescéncias imaturas. Assim, com base nas seccoes,
0s materiais cultivados em meio 2,4-D apresentaram maiores capacidades de divisdo celular
(Figuras 10 e 18). Mello et al. (2023) relataram essa carateristica em meio suplementado com
Picloram.

Em pesquisas com conduzidas culturas de C. nucifera em meio liquido, Bhavyashree et
al. (2016) notaram que tratamentos com o regulador 2,4-D favoreceram o0 crescimento mais
eficaz das suspensdes quando comparadas ao meio contendo auxina Picloram. O meio contendo
2,4-D também foi eficaz na proliferacdo em meio liquido de Elaeis guineensis (MONTEIRO et
al., 2018), Phoenix dactylifera L. (NAIK e AI-KHAYRI, 2018), Camellia oleifera (FANG LI
etal., 2021).

Embora o cultivo com Picloram tenha favorecido mais incidéncia de embrides somaticos
(Fig. 9 e 19), também é possivel verificar areas com forte influéncia de divisao celular (Figura
9 e 19). Isso ratifica o potencial embriogénico das linhagens nesses meios de suspensdo. Assim,

embora anatomicamente seja mais evidente utilizando a auxina 2,4-D, a proliferacdo de setores
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embriogénicos em E. precatoria pode ser possivel em qualquer uma das auxinas para o cultivo
em meio liquido.

As analises anatdmicas também revelaram a presenca de proembrifes e embrides
somaticos do tipo torpedo e globulares. Foram observados embrides somaticos em estadios
mais avangados de desenvolvimento (estadgio de torpedo) (Figura 9 e 19). Esses embrides
apresentavam caracteristicas anatdbmicas como protoderme, procambio e meristema
fundamental. Os embrifes do tipo torpedo também apresentavam superficies irregulares, com
ciclos de ES ocorrendo nas suas extremidades, possivelmente em funcdo da fase estacionaria
avancada (Figura 9 e 19).

O procambio era composto por células alongadas quanto calo friavel com varios
proembrides foram observados Ferreira et al. (2022a) também verificaram esse comportamento
em explantes de Euterpe precatoria na fase de diferenciagdo em cultivos no meio semissolido.

Na maioria das linhagens, entre 90 e 100 dias de cultivo, a suspenséo estava sob fase
estacionaria. As analises anatdbmicas evidenciaram que nesse periodo, havia também materiais
de consisténcia friavel, isto €, mais desdiferenciadas em razdo dos ciclos da ES (Figura 10 e
18).

Assim, apesar de haver diferencas significativas entre os periodos de 90 a 135 dias de
cultivo nas duas fontes de explantes testadas, recomenda-se que seja feito a transferéncia e
plagueamento aos 90 dias em meio liquido, visto que podem ser diminuidos problemas com
variagdes somaclonais (LARKIN E SCOWCROFT 1981).

Uma concentragéo de 2,4-D ou Picloram (5 M) associado ao AlB ou ANA suplementado
por diferentes aminoacidos presentes no meio influenciam positivamente a formacao de setores
embriogénicos, permitindo a multiplicagdo eficiente das linhagens em meio de suspensdo. Em
folhas, todas as combinacdes foram satisfatorias. Em inflorescéncias, as mais favoraveis foram
2,4-D, Picloram e Picloram+ANA.

Em folhas, resultados utilizando apenas a auxina Picloram ou apenas 2,4-D, resultou em
diferencas significativas maiores do que em outros meios. Isso ocorreu devido a estrutura
morfoldgica dos calos terem sido bem maiores que os meios com combinacgéo de auxinas (AIB
ou ANA). Para tanto, os meios contendo combinacdo de auxinas além de promover
desempenhos satisfatorios dos calos em termos numéricos, foram mais homogéneos em
suspensdo quando comparados com meios sem a combinagéo de auxinas.

As caracteristicas morfoldgicas dos calos grandes nos meios 2,4-D e Picloram sem

associacdo com outras auxinas, promoveram a similaridade entre essas linhagens. Esse fato
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indica uma elevada correlacédo entre o crescimento de linhagens com as auxinas Picloram e 2,4-
D no meio liquido.

Essa constatacdo também foi observada por Kong et al. (em 2023), em pesquisas
envolvendo Cocos nucifera no qual a adi¢cdo de auxinas ao meio de cultura desencadeou uma
multiplicacdo altamente eficiente em meio semissolido.

Embora essas observacdes realizadas por Kong et al. (2023) tenham sido em meio
semissolido, revelaram-se Gteis para aprimorar a etapa de cultura em suspensdo celular. Os
hormdnios vegetais como as auxinas constituem os principais reguladores usados na
embriogénese somatica com alta taxa de sucesso (SU et al., 2015).

A inclusdo de aminoacidos (como glicina e arginina), também contribuiram para um
efeito positivo na formacdo de CE. Esse efeito € provavelmente devido ao papel desses
aminoacidos como fonte de nitrogénio, o qual geralmente melhora as taxas de crescimento
celular e estimula os processos morfogénicos e embriogénicos em plantas (KONG et al., 2023;
GEORGE; KLERK, 2008).

Le-Feuvre e colaboradores (2013) observaram diferencas estatisticamente em relacdo aos
suplementos de nitrogénio organico, como glutamina e hidrolisado de caseina. Meios de cultura
com maior teor de glutamina demonstraram superioridade, resultando em taxas de crescimento
mais elevadas em compara¢do com meios com menor concentracdo de glutamina. A presenca
glutamina contribui para uma nutricdo mais eficaz dos cultivos (LE-FEUVRE et al., 2013).

Nos protocolos desenvolvidos em E. precatoria, em meio semissolido, o uso de
aminoécidos como L-glutamina e caseina hidrolisada tem sido usado como fonte de
suplementos importantes para o desenvolvimento embriogénico (FERREIRA et al., 2022a-b;
FERREIRA 2020).

A presente pesquisa fornece evidéncias estatisticas de que a adicdo de aminoacidos e
vitaminas promoveram um supercrescimento de E. precatoria. Resultados importante foram
alcancados pela adicdo de mais aminoacidos ao meio, e pela inclusdo de vitaminas (tiamina,
mio-inositol e &cido ascorbico). Isso sustenta a hipotese de que tanto suplementacdo por
aminoacidos e quanto de vitaminas sdo cruciais para melhorar o desempenho dos setores
embriogénicos em meio liquido de E. precatoria, estimulando a formacdo de CE fridveis
(Tabela 4).

Os aminoacidos possuem fungdo essencial no correto dobramento das proteinas
(POLESI et al., 2022). O uso de aminoacidos e vitaminas (glutamina e &cido ascorbico) também
proporcionaram excelentes resultados em cultivo de E. guineensis em meio liquido

(MONTEIRO et al., 2018). Em geral, os aminoécidos melhoram o metabolismo celular,
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desempenhando uma sintese de proteinas mais eficiente, bem como de aglcares de reserva
(PARAST et al., 2011), favorecendo o crescimento e desenvolvimento celular (MELLO et al.,
2023)

A otimizagédo do meio de cultivo mostrou-se eficiente para obtencao calos embriogénicos
em suspensdo de E. precatoria. Isso representou um requisito muito importante para uma
otimizacdo além das expectativas. Os resultados desses estudos serdo Uteis para melhorar a taxa
de formacdo de CE em outras espécies.

Todavia, esses resultados também indicam que é necessério avaliar outras vias de
suplementacdo (cisteina, por exemplo) para tentar conter problemas com oxidagéo dos setores
embriogénicos.

Nas pesquisas desenvolvidas por Mello et al. (2023) a oxidacdo nos experimentos
conduzidos ocorreu ap6s as 12 semanas de incubacgdo (90 dias ap6s a inoculacdo), nas maiores
concentragfes de Picloram (45 pM). Os pesquisadores ainda constataram que menores
concentragOes de Picloram proporcionaram menores escurecimentos dos calos.

Esse dado é importante para o continuo melhoramento das condicdes de cultivo, pois
embora as concentragdes de Picloram utilizadas por Mello e colaboradores (2023) tenham sido
maiores (15, 25, 35 e 45 uM) que as concentracgdes utilizadas nesta pesquisa, os resultados das
taxas de oxidacdo condizem com os resultados aqui verificados.

Dessa forma, deve-se atentar ao nivel usado de cada aminoacido neste estudo, pois
embora tenha favorecido o crescimento dos calos e agregados celulares das linhagens, ndo foi
suficiente para controlar o estresse oxidativo em alguns periodos. O uso de aminoéacidos em
condigdes ideais pode favorecer propriedades antioxidantes que combatem o estresse oxidativo
na membrana celular, além de contribuir para a estabilizacdo da estrutura nativa e
fisiologicamente ativa das proteinas (COLOVIC et al., 2018).

O estresse oxidativo surge durante o cultivo in vitro. Ele é caracterizado por um
desequilibrio na proporcao entre a producéo de compostos antioxidantes e compostos oxidantes
(BARBOSA et al., 2014), os quais ativam os sistemas de sinalizag¢do das plantas (MOLLER et
al., 2007). O estresse oxidativo ocorre devido a forte formacao imediata de espécies reativas de
oxigénio (BARREIROS et al., 2006). Esse desequilibrio, causado pela formacao imediata de
espécies reativas de oxigénio quando presentes em excesso, podem oxidar proteinas, acidos
graxos insaturados e DNA (BARBOSA et al., 2014), resultando em danos celulares e, em ultima
instancia, morte celular (Barbosa et al., 2014; TRIPATHI et al., 2020).

A presenca de cisteina causa uma reducéo significativa no escurecimento nao enzimatico

em sistemas que contém asparagina e glutamina. Embora ndo se compreenda completamente o
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papel da glicina como inibidor desse escurecimento, sabe-se que ela contribui para manter a
estabilidade das membranas celulares e das proteinas vegetais em condicdes de estresse. 1sso
resulta em uma maior tolerdncia a salinidade, além de temperaturas elevadas e baixas
(FEDOTOVA; KRUCHININ, 2017; SUN et al., 2020).

Todavia, como ainda ndo se tém informagdes sobre a influéncia dos aminoacidos no
escurecimento das linhagens, e por isso recomenda-se estudos para investigar as concentracdes
ideais que possa garantir reducao progressiva do estresse oxidativo. Esse tipo de estudo também
pode evitar efeitos adversos contrarios ao desejado. E possivel aprofundar a identificagio da
oxidagdo em tecidos cultivados in vitro (BASKARAN et al., 2015) por meio de estudos que
considerem a atividade de enzimas antioxidantes (MANQUIAN-CERDA et al., 2016). O uso
de marcadores bioguimicos, como a peroxidase, pode reduzir a subjetividade associada a
identificacdo visual da morfogénese in vitro e contribuir para a detecgdo precoce desses
processos (BASKARAN et al., 2015).

Dessa forma, esta pesquisa constitui uma pega importante no que se refere ao cultivo em
suspensdo de Euterpe precatoria, pois evidencia que a modificacdo das concentracfes de
nutrientes dos meios de cultivos permite 0 melhoramento da suspensdo, sendo fundamentais na

busca de condigdes 6tima de cultivo.

CONCLUSAO

Para as linhagens cultivadas com combinacdes de auxinas em folhas imaturas o protocolo
de cultivos de acai solteiro (E. precatoria) em meio de consisténcia liquida foi otimizado;

Para as linhagens cultivadas sem combinacdes de auxinas em inflorescéncias imaturas o
protocolo de cultivos de acai solteiro (E. precatoria) em meio de consisténcia liquida foi
otimizado;

A producdo de calos embriogénicos fridveis foi melhorada tanto em linhagens folhas
imaturas quanto em linhagens de inflorescéncias imaturas;

As linhagens apresentaram diferenca significativa em razdo do efeito das composigcoes
dos meios de cultivo ao longo do tempo;

A oxidacdo ndo impede a producdo de calos embriogénicos friaveis tanto em linhagens
folhas imaturas quanto em linhagens de inflorescéncias imaturas;

A melhor época de transferéncia para o plagueamento em geral consiste entre 0s 90 e 135
dias;

O modelo de Gompertz permite verificar a dindmica e a cinética do crescimento;
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O modelo de Gompertz permite verificar a melhor época de transferéncia para o
plagueamento, sendo variavel de linhagem para linhagem;
Os calos podem ser multiplicados tanto usando auxina Picloram quanto 2, 4 -D;

As analises anatdbmicas revelam que os calos possuem competéncia embriogénica.
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