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Somos seres em construção... 
 

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

Nas esquinas da vida, pronunciamos palavras inadequadas, falamos sem necessidade, 
incomodamos. 
 
Nas relações mais próximas, agredimos sem intenção ou intencionalmente. Mas 

agredimos. 
 
Não respeitamos o tempo do outro, a história do outro. Parece que o mundo gira em torno 
dos nossos desejos, e o outro é apenas um detalhe. 

 
E, assim, vamos causando transtornos. Esses tantos transtornos mostram que não estamos 
prontos, mas em construção. 
 

Tijolo a tijolo, o templo da nossa história vai ganhando forma. O outro também está em 
construção e também causa transtornos. 
 
E, às vezes, um tijolo cai e nos machuca. Outras vezes, é a cal ou o cimento que suja nosso 

rosto. E quando não é um, é outro. E o tempo todo nós temos que nos limpar e cuidar das 
feridas, assim como os outros que convivem conosco também têm de fazer. 

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

 
Esta é uma conclusão essencial: todas as pessoas erram. A partir dessa conclusão, 
chegamos a uma necessidade humana e cristã: O PERDÃO. 
 

Perdoar é cuidar das feridas e sujeiras. É compreender que os transtornos são muitas vezes 
involuntários. Que os erros dos outros são semelhantes aos meus erros e que, como 
caminhantes de uma jornada, é preciso olhar adiante. 
 

Se nos preocupamos com o que passou, com a poeira, com o tijolo caído, o horizonte 
deixará de ser contemplado. E será um desperdício. 
 

O convite que faço é que você experimente a beleza do perdão. 
É um banho na alma! Deixa leve! 
 
Se eu errei, 

Se eu o magoei, 
Se eu o julguei mal.... 
Desculpe-me por todos esses transtornos... 
 

Estou em construção! 

 

PAPA FRANCISCO 
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RESUMO GERAL 

A palmeira Euterpe precatoria Mart. (açaí-solteiro), conhecida mundialmente possui grande 

importância econômica no Brasil. Originário da Floresta Amazônica, é consumido como 

alimento básico por muitas comunidades na região. O açaí é uma palmeira que vai além dos 

seus usos tradicionais devido sua relevância nutricional e seus benefícios para a saúde humana. 

O açaí é uma palmeira tão importante para nutrição humana, que recebeu outro título, o de 

“super fruto”, tornando-a ainda mais importante economicamente. O fruto ganhou 

reconhecimento internacionalmente devido às suas propriedades energéticas e sua riqueza em 

minerais, ácidos graxos, antocianinas e antioxidantes. Essas características têm impulsionado o 

consumo da polpa de açaí nos últimos anos. Assim, objetivou-se, nesta pesquisa, estabelecer 

linhagens embriogênicas em meio de consistência líquida (suspensão celular) e avaliar a 

cinética do crescimento de estruturas embriogênicas de E. precatoria Mart, oriundas de 

embriões zigóticos, tecidos foliares jovens e inflorescências imaturas. É importante destacar 

que, até agora, não há relatos na literatura sobre o uso dessa técnica para a reprodução dessa 

espécie. No primeiro artigo, avaliou-se o crescimento oito linhagens (L1-L6 e L8), oriundas de 

tecidos foliares, embriões zigóticos e inflorescência imaturas, em meio líquido (500 mg calos 

embriogênicos) de MS suplementados com 5 μM Picloram (5 linhagens) e, para fins 

comparação em meio semissólido (1,050 g de calo embriogênico) de MS suplementado com 

13,57 μM 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 açúcares e proteínas solúveis 

totais. O cultivo de linhagens de E. precatoria em meio de consistência líquida foi realizado 

com sucesso e o estabelecimento foi obtido. As linhagens apresentaram diferenças estatísticas 

na curva de crescimento. Foi verificada a ausência da fase lag 𝝀 (dia). O modelo de Gompertz 
pode ser adequado, uma vez que descreve mais de 90% da cinética de crescimento das 

linhagens.  A análise multivariada revela elevado incremento de massa em culturas líquidas, 

representadas pelas linhagens L6 e L2.  Diferenças estatísticas foram constatadas nos teores de 

Açúcares Solúveis Totais (AST), e os maiores níveis foram observados nas linhagens cultivadas 

em meio líquido. O teor de proteínas encontrado foi muito baixo, apesentando diferenças 

estatísticas entre as linhagens. A multiplicação apresenta comportamento ao longo dos 

subcultivos, tanto entre linhagens quanto entre períodos de cultivo. No segundo artigo, avaliou-

se a otimização do protocolo, utilizando materiais somáticos de origem foliar. Seis linhagens 

(LT1- LT6) foram avaliadas em seis meios diferentes, sendo os 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 oxidação, o volume e contaminação. A análise 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 competência embriogênica. A dinâmica de crescimento foi variável entre as 

linhagens. As linhagens apresentaram diferenças estatísticas na curva de crescimento. A fase 

lag 𝝀 (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 

análise multivariada revela que há similaridade entre as linhagens. O protocolo de cultivos de 

açaí-solteiro em meio de consistência líquida foi otimizado. A produção de calos embriogênicos 

friáveis foi melhorada. As linhagens apresentaram diferença significativa em razão do efeito 

das composições dos meios de cultivo ao longo do tempo. A oxidação não impede a produção 

de calos embriogênicos friáveis. Os calos podem ser multiplicados tanto usando auxina 

Picloram quanto 2-4-D. As análises anatômicas revelam que os calos têm competência 

embriogênica.  
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ABSTRACT 

The palm tree Euterpe precatoria Mart. (açaí), 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. Açaí 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 açaí 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 μM Picloram (five lines) and, for comparison purposes in semi-solid MS 

medium (1.050 g embryogenic callus) supplemented with 13.57 μM 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 açaí 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 INTRODUÇÃO  

O açaí é atualmente um dos principais produtos florestais não madeireiro de importância 

econômica no Brasil. É nativo da Floresta Amazônica e utilizado como alimento básico para 

muitos povos da Amazônia. O fruto ganhou destaque no Brasil e no mundo devido suas 

propriedades energéticas, e ainda fonte de minerais, ácidos graxos, antocianinas e antioxidante. 

Essas propriedades têm aumentado o consumo da polpa do açaí nos últimos anos (SANTANA 

& COSTA; YUYAMA et al., 2011; IBGE, 2021). 

O fruto do açaí é extraído principalmente de duas espécies de palmeiras pertencentes à 

família Arecaceae: Euterpe precatoria Mart., popularmente conhecida como açaí-solteiro, uma 

vez que possui um único estipe, e, a espécie Euterpe oleracea Mart., que apresenta touceira 

com diversos perfilhos. No entanto, mesmo com um único estipe, o açaí-solteiro produz 

aproximadamente 4,5 kg de frutos em cada cacho (WADT et al., 2004), enquanto o açaí 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, Pará, Rondônia e no Acre, com ocorrência natural em terras baixas e firme, muito 

embora também se encontre em terras altas e áreas sujeita à inundação sazonal (BRASIL, 2018; 

VIEIRA et al., 2018; FERREIRA, 2020). O açaí-solteiro é uma espécie recalcitrante 

(BARBEDO & MARCOS FILHO, 1998), perene, com ciclo de vida longo, de reprodução 

sexuada que necessita de cruzamentos (CARVALHO et al., 1998), resultando em genótipos 

com características variadas e heterogêneas, o que dificulta o melhoramento genético. 

As tecnologias de produção/propagação existentes são insuficientes quando comparada 

ao potencial econômico do açaizeiro. Isso pode resultar em uma exploração não sustentável do 

recurso existente com a demanda (TAGORE, 2017), como ocorreu anteriormente na década de 

60, na exploração do palmito da palmeira E. edulis, conhecida popularmente como juçara. 

Naquela época, o palmito era produto comercializável de maior valor econômico nas palmeiras.  

Dessa forma, com a popularização do açaí, aliada ao aumento constante da demanda 

expressiva existente pelo fruto, não somente a nível nacional, mas também internacional, torna-

se fundamental o desenvolvimento de tecnologias que viabilizem a eficiência da cadeia 

produtiva, e que consequentemente, assegurem oferta do produto com controle de qualidade e 

agregação de valores.  

Tecnologias de propagação vegetativa em açaí ainda são incipientes. Há poucas 

pesquisas científicas relacionadas à cultura de tecidos de E. precatoria, sendo mais comumente 

encontradas pesquisas envolvendo as espécies E. oleracea e E. edulis (FARIAS NETO et al., 



 

16 
 

2005; SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012; YOKOMIZO et al., 2019; FERREIRA et al., 

2020).  

Assim, a propagação vegetativa via cultivo in vitro surge como alternativa viável para 

espécies com caracteres agronômicos, uma vez que, em palmeiras, a taxa a multiplicação in 

vitro é maior que por outros métodos convencionais, necessitando menor espaço de tempo e 

espaço físico para os trabalhos, quando comparado aos métodos convencionais (ASSIS e 

TEIXEIRA, 1998; NOGUEIRA; FIGUEIRÊDO; MÜLLER, 2005). 

Atualmente, pesquisas envolvendo a espécie E. precatoria, quando se trata de 

embriogênese somática vegetal, são desenvolvidas pela Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia-DF, em parceria com a Universidade de Brasília, com a obtenção de resultados 

promissores e inéditos quanto ao cultivo in vitro relacionados à formação de calos 

embriogênicos.  Ferreira et al. (2022a) e Ferreira et al. (2022a) obtiveram êxito no 

desenvolvimento de protocolo de embriogênese somática para a espécie a partir de embriões 

zigóticos e tecidos foliares jovens, respectivamente. No entanto, os estudos com embriogênese 

somática de E. precatoria não foram totalmente desenvolvidos, necessitando da otimização do 

protocolo, especialmente, das fases de multiplicação de propágulos embriogênicos em meio 

líquido e da regeneração in vitro.  

O uso de suspensão celular constitui uma técnica empregada na embriogênese somática 

caracterizada como o cultivo de células ou agregados de células, com elevada taxa de 

multiplicação (CID, 1998). Isso é possível, uma vez que o meio nutritivo desprovido de agente 

gelificante garante um melhor contato físico com os materiaiscultivados, e uma melhor 

incorporação e absorção de nutrientes e de água, comparado com o meio semissólido 

(MONTEIRO et al., 2017; SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012). 

Um fator importante do cultivo de E. precatoria em meio líquido é a seleção de linhagens 

com baixa variabilidade natural das células, e, portanto, com características mais homogêneas, 

que podem ser empregadas para fins de obtenção de material clonal em escala comercial, livres 

de doenças e patógenos em curto espaço e tempo. Para isso, analisou-se o perfil do crescimento 

celular e dos agregados celulares em linhagens embriogênicas de E. precatoria, aplicando-se a 

modelagem matemática de Gompertz, importante para estabelecimento e otimização futura de 

processos embriogênicos da espécie em meios de consistência líquida.  

Nesta pesquisa, têm-se as primeiras informações bioquímicas quanto ao acúmulo de 

proteínas totais e açúcares solúveis totais em linhagens embriogênicas de E. precatoria, que 

podem dar suporte na compreensão dos fenômenos que norteiam o cultivo in vitro da espécie. 
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Com isso, objetivou-se pela primeira vez, o estabelecimento e a multiplicação de culturas 

embriogênicas em suspensão de E. precatoria Mart. com vistas ao desenvolvimento de 

protocolos que otimizem a embriogênese somática a partir do uso de meios nutritivos de 

consistência líquida. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Estabelecer linhagens embriogênicas de açaí-solteiro (Euterpe precatoria Mart.) em meio 

de consistência líquida (suspensão celular) e avaliar a cinética do crescimento dessas linhagens.  

 

2.2 Objetivos Específicos  

 Estabelecimento das linhagens em meio líquido; 

 Determinar o meio líquido apropriado para multiplicação de linhagens embriogênicas; 

 Comparar as linhagens quanto ao potencial de multiplicação no sistema de cultivo 

líquido;  

 Verificar a cinética do crescimento por meio da aplicação de modelagem;  

 Selecionar linhagens que apresentarem taxa de multiplicação eficiente no sistema líquido; 

 Analisar aspectos bioquímicos e histoquímicos do processo de embriogênese somática 

em meio de consistência líquida;  

 Caracterizar anatomicamente os processos de embriogênese somática em meio líquido. 
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CAPÍTULO I 
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Euterpe precatoria Mart., EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA E CULTIVOS EM 
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5 REVISÃO DE LITERATURA  

5.1 Caracterização botânica, fenologia e biologia reprodutiva do açaí-solteiro  

O açaí solteiro é classificado segundo Alves e Demattê (1987), na seguinte hierarquia:  

Divisão: Magnoliophyta 

          Classe: Liliopsida 

              Subclasse: Arecidae 

                       Ordem: Arecales 

                               Família: Arecaceae 

                                      Subfamília: Arecoidae  

                                                 Gênero: Euterpe 

                                                          Espécie: Euterpe precatoria Mart. 

 A espécie está distribuída desde a América Central, nos países de Belize, Costa Rica, 

Guatemala, Honduras, Nicarágua e Panamá, até na região norte da América do Sul, nos países 

Brasil, Bolívia, Colômbia, Equador, Guianas, Peru e Trinidad. No Brasil, o açaí-solteiro é 

encontrado nos estados do Acre, Amazonas, Pará e Rondônia (HENDERSON, 1995).   

 
Figura 1. Ocorrência geográfica da espécie Euterpe precatoria Mart. Fonte: Adaptado de 

Ferreira (2020). 

 

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

folhas, de cor cinza claro, com diâmetro à 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 

indivíduo, sendo planas e pinadas. A bainha é lisa e fechada, de cor verde, podendo atingir até 

um metro e meio de comprimento, e pecíolo 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 inflorescências são desenvolvidas a partir das axilas foliares, ou seja, na região 

intrafoliar (LORENZI et al., 2010), por um pedúnculo curto, do tipo espádice (OLIVEIRA; 

NAVEGANTES; COSTA, 2019). Cada indivíduo pode emitir até quatro inflorescências 

sucessivas, no período de floração, e após a folha mais velha entrar em senescência 

(KÜCHMEISTER et al., 1997). As inflorescências são envolvidas por duas brácteas, que 

também são chamadas de espata ou espatela, de aspecto fusiforme, coriáceo (OLIVEIRA; 

NAVEGANTES; COSTA, 2019). Os detalhes da inflorescência tanto em E. oleraceae quanto 

em E. precatoria estão evidenciados na Figura 2.  

 
Figura 2. Comparação em detalhe das inflorescências em Euterpe oleraceae (A) e Euterpe 

precatoria (B), onde “a” e “d” evidenciam o arranjo das tríades, as flores masculinas “b” e “e” 

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

 

As brácteas, ao se abrirem, expõem os cachos, os quais pesam entre 3 a 8 kg. Os cachos 

são constituídos por ráquis (eixo central), contendo inúmeras ráquilas (ramificações laterais 

onde se encontram duas flores masculinas para uma feminina) em número 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 açaí-solteiro com a 

presença de inflorescência e infrutescência (cacho) na planta são apresentados na Figura 3.   
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Figura 3.  Aspecto geral do açaí-solteiro (A), inflorescência (B) e cacho (C). Fonte: Oliveira, 

Navegantes, Costa (2019). 

 

As espécies pertencentes ao gênero Euterpe são classificadas como monoicas, com 

dicogamias do tipo protândria, com polinização cruzada, principalmente entomófila 

(OLIVEIRA; MOCHIUTTI; NETO, 2009). Os polinizadores são atraídos pelas flores 

masculinas e femininas. Os principais visitantes são coleópteros das famílias Chrysomelidae, 

Curculionidae e Staphylinidae, e, as abelhas da família Halictidae (HENDERSON & 

GALEANO 1996; KUCHMEISTER et al. 1997).  Anemocoria e a gravidade também são 

responsáveis pela polinização do açaizeiro (OLIVEIRA; MOCHIUTTI; NETO, 2009). As 

inflorescências de E. precatoria são maiores que as inflorescências de E. oleraceae, com maior 

número de ráquilas, mais grossas e com maior número de flores masculinas e femininas 

(KUCHMEISTER et al., 1997). 

O açaí pode florescer e frutificar o ano todo, mas o período de safra vai de junho a 

outubro (FERREIRA, 2005).  O ciclo reprodutivo dura 12 meses (GARCIA, 2011), e a fase de 

reprodução começa entre o quinto e o sétimo ano (OLIVEIRA; NAVEGANTES; COSTA, 

2019). A floração ocorre por fases, em que as anteses começam do ápice para base da ráquila, 

havendo primeiro o período da fase masculina que inicia no dia em que a inflorescência é 

exposta, permanecendo por um período aproximadamente de 17 dias. A segunda fase é um 

período chamado de latência, um intervalo de tempo com ausência 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 maturação dos frutos ocorre entre sete e oito meses (ROCHA; VIANA, 2004). Os 

frutos do açaí-solteiro são globosos, com diâmetro variando entre 1,0 e 1,8 cm e coloração 

púrpuro-negra, constituído de mesocarpo de 1 mm de espessura. O fruto pesa em média 1,5 

gramas, contendo uma única semente. O endosperma é homogêneo e sólido. Os frutos do açaí 

apresentam propriedades nutricionais consideráveis, rico em minerais como boro, cobre, 

manganês e cromo, vitamina E, proteínas, lipídeos e fibras (SOUZA et al., 2011).  

Já as sementes do açaí-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 diâmetro. As sementes apresentam leve oleosidade no 

revestimento do fruto, com apenas um poro germinativo (AGUIAR; MENDONÇA, 2003; 

CLAY; CLEMENT, 1993; HENDERSON, 1995; LORENZI et al., 2010; FERREIRA et al., 

2020) e são classificadas como recalcitrantes, apresentando um embrião cônico, indiviso, basal 

de eixo embrionário curvo. Também apresentam diferenciação no polo caulinar com três 

primórdios foliares e é indiferenciado no polo radicular (AGUIAR; MENDONÇA, 2003; 

FERREIRA et al., 2020).   

A síndrome de dispersão dos frutos de açaí-solteiro ocorre principalmente de maneira 

zoocórica, por aves, morcegos, roedores e outros mamíferos terrestres que se alimentam do 

fruto, levando as sementes para locais mais distantes da planta mãe. Em épocas de inundações, 

ou quando os indivíduos de açaí-solteiro estão próximos aos rios, pode ocorrer a dispersão via 

fluvial, considerada um mecanismo muito eficiente. O açaí-solteiro tem características 

germinativas à sombra, bem como o seu crescimento e desenvolvimento (LIMA, 2014; 

BRASIL, 2017; BUTZKE, 2019).  Os aspectos gerais do fruto e das sementes do açaí-solteiro 

são apresentados na Figura 4.  
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Figura 4. Fruto e caroços do açaí solteiro (Euterpe precatoria Mart.). “A” e “B” fruto; “C” 

caroços; “D” e “F” frutos no cacho. Fotos: Daniel Papa, EMBRAPA ACRE, 2019/2020.  

 
 

5.2 Propagação vegetativa  

A propagação vegetativa constitui uma técnica de multiplicação de plantas assexuada, 

utilizando órgãos, tecidos e células que dão origem a novos indivíduos com as características 

genéticas idênticas à planta matriz, sendo considerada uma técnica valiosa na perpetuação e na 

juvenilidade dos indivíduos (HARTMANN et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2015). Em algumas 

espécies, a propagação sexuada pode apresentar dificuldades, e a propagação clonal surge como 

alternativa para a produção em larga escala de mudas uniformes oriundas de matrizes com 

características superiores (DANTAS et al., 2009).  

Por meio da propagação vegetativa, os clones podem ser obtidos por métodos 

convencionais de macropropagação (estaquia e enxertia) ou pela micropropagação, por meio 

de cultura de tecidos, utilizando calos, células e órgãos da planta (HIGASHI; SILVEIRA; 

GONÇALVES, 2000). É possível a obtenção de plantas por meio da propagação vegetativa 
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através de enraizamento, enxertia, estolões e por meio da micropropagação (PASQUAL, 2001; 

BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2014).  

Do ponto de vista comercial, a propagação assexuada é importante em cultivares com 

características agronômicas superiores, pois gera plantas uniformes, com características 

altamente favoráveis quanto ao crescimento, floração, frutificação e, consequentemente, 

elevada produção (BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2014). Quanto à propagação in vitro, pode-

se citar algumas vantagens, como a formação de mudas livre de vírus e demais patógenos e 

provenientes de genótipos com características desejáveis, sendo adquiridas em menor tempo de 

propagação quando comparado como a propagação convencional (LAKSHMANAN et al., 

2006; SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012).  

Quando se trata de micropropagação, utilizam-se os explantes, que podem ser um órgão 

ou qualquer parte do tecido vegetal, submetidos a tratamentos específicos em isolamento em 

meio nutritivo sob assepsia total (PASQUAL, 2001). Apesar de ser considerada uma técnica 

dispendiosa no que se refere à estrutura laboratorial e mão de obra, a propagação in vitro possui 

uma excelente relação custo-benefício, pois é possível produzir em escala comercial, o material 

selecionado desejável, uniforme que atende diferentes áreas como genética, fisiologia vegetal 

e fitopatologia (BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2014).   

Na cultura de células vegetais, as células totipotentes são as responsáveis pelo 

desenvolvimento in vitro e são consideradas a base da cultura de tecidos vegetais. A totipotência 

constitui a capacidade de células diferenciadas, desdiferenciarem-se, desenvolvendo um novo 

indivíduo idêntico à planta mãe. No entanto, a totipotência é variável entre partes das plantas e 

algumas células, podendo, umas terem maior capacidade de desenvolvimento que as outras 

(HARTMANN et al., 2011).  

Nos últimos anos, propagação in vitro via embriogênese somática têm mostrado 

resultados promissores e com êxito em diferentes palmeiras como coco (Cocos nucifera) por 

Péres-Núñes et al. (2006); dendê (Elaeis guineensis) por Beulé et al. (2011); açaí de touceira 

(E. oleraceae) por Scherwinski-Pereira et al. (2012); babaçu (Attalea speciosa) por Saleh, Luis 

e Scherwinski-Pereira (2017); macaúba (Acrocomia aculeata) por Meira et al. (2019); gueroba 

(Syagrus oleracea) por Silva-Cardoso et al. (2019), e, recentemente, açaí-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 há muitas questões para serem analisadas em relação a 

multiplicação in vitro dessas espécies. Pesquisas recentes foram desenvolvidas com finalidade 

de utilizar materiais in vitro oriundos de folhas e inflorescências imaturas (OLIVEIRA et al., 
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2015), uma vez que grande parte dos estudos existentes são limitados a utilização de embriões 

zigóticos (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012; MENDONZA, 2018).  

No entanto, com base nos estudos com cultivo in vitro de embrião zigótico, podem-se 

desenvolver pesquisas com as demais partes da planta (folhas e inflorescência). Essas pesquisas 

têm sido desenvolvidas pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília-DF, com 

foco no aperfeiçoamento dos protocolos de regeneração tanto por embriões zigóticos como por 

inflorescências e folhas imaturas (OLIVEIRA et al., 2015), por meio da embriogênese 

somática. Assim, a embriogênese somática consiste num sistema excelente para propagação 

clonal (LOPEZ et al., 2017). 

As folhas imaturas possuem elevada totipotência, sendo consideradas uma dentre as 

mais importantes para o cultivo in vitro em palmeiras, como o açaizeiro, pois proporciona 

centenas ou milhares de explantes(SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 

2015; FERREIRA et al. 2022a).  

As inflorescências imaturas são preferíveis para utilização no cultivo in vitro, uma vez 

que são protegidas pelas espatas. As inflorescências são colocadas de forma individual em 

placas Petri para formação de calos e demais etapas de cultivo in vitro, (SILVA-CARDOSO et 

al., 2022). As inflorescências apresentam elevado potencial para indução e formação de calos 

embriogênicos, sendo essas características fundamentais para a propagação clonal (FKI et al., 

2011; SILVA-CARDOSO et al., 2019). 

Já os embriões zigóticos são considerados propágulos-modelo (FERREIRA et al., 

2022b), podem ser usados maduros ou imaturos. É bastante empregado na clonagem, em 

retrocruzamentos, na produção de plântulas, conservação de germoplasma, resgate de embriões 

ou criopreservação (OLIVEIRA et al., 2015).  

Em geral, para espécies da família Arecaceae, existem fortes interesses pela 

micropropagação, sobretudo pelo potencial econômico que essas espécies possuem (COSTA; 

ALOUFA, 2006). Entretanto, micropropagação é realizada por protocolos, desde a indução a 

aclimatização (LÉDO et al., 2007).  

Segundo Mattia (2009), a micropropagação em palmeiras é importante nos avanços 

tecnológicos 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 propagação de plantas in vitro possibilita a produção 

desejável, de menor impacto ambiental e contribui para vantagens competitivas entre os países 

que praticam essa tecnologia. A exemplo, é a cultura de tecidos na floricultura, que gera bilhões 
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de dólares em arrecadação, além de empregos, renda e material clonal de elite, livres de doenças 

e resistentes aos fatores sazonais (BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2014).   

 

5.3 Embriogênese somática 

A embriogênese somática (ES) constitui um exemplo clássico da expressão da 

totipotência celular, possibilitando a regeneração de uma planta por completo 

(ZIMMERMANNN, 2014). Em outras palavras, a ES é considerada um processo indutivo, em 

que para formação do embrião somático, uma única célula ou um grupo de células passam por 

várias mudanças fisiológicas, bioquímicas e moleculares (RAI et al., 2011; KRISHNAN e 

SIRIL, 2017).  

As células somáticas se desenvolvem podendo formar estruturas bipolares capazes de 

se regenerar e formar uma nova planta. Isso ocorre em resposta a estímulos endógenos, também 

chamado de diferenciação celular.  Para a formação de embriões somáticos, as células 

diferenciadas têm que se desdiferenciarem após o processo de divisão celular (MOZGOVÁ et 

al., 2017; MÉNDEZ-HERNÁNDEZ, et al., 2019), para se tornarem células embriogênicas e 

depois serem rediferenciadas (PASQUAL et al., 1997). 

Assim, a embriogênese somática envolve dois estádios. Um estágio ocorre por meio da 

expressão da totipotência a partir das etapas de desdiferenciação, do qual é chamado de indução 

embriogênica, que ocorre mediante o efeito de reguladores de crescimento (FEHÉR, 2015; 

ELHITI; STASOLLA, 2016). Dessa forma, todo esse processo é desencadeado em resposta à 

uma sinalização, que provoca a indução e assim determinará a programação da célula 

(KRISHNAN e SIRIL, 2017; MÉNDEZ-HERNÁNDEZ, et al., 2019). No entanto, a indução 

só ocorre quando as células somáticas apresentam a totipotência e alcançam a competência para 

reagir aos estímulos embriogênicos e começar de fato a embriogênese (PASTERNAK et al., 

2002).  

O outro estágio é o desenvolvimento, ou seja, é a capacidade da expressividade 

embriogênica, resultando na formação e desenvolvimento completo do embrião a partir células 

não zigóticas (ZIMMERMANNN, 2014; ELHITI; STASOLLA, 2016).  

É esse potencial presente nas células dos vegetais que torna possível a reprodução 

maciça de várias espécies de vegetais, mantendo-se a integridade das características genéticas 

das plantas (ZIMMERMANNN, 2014). Há inúmeras pesquisas voltadas para melhor elucidar 

essa técnica de regeneração de plantas, mas ainda é uma das menos compreendidas, visto que 

os mecanismos em nível celular ainda são pouco claros (MÉNDEZ-HERNÁNDEZ et al., 

2019).  
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São inúmeras as aplicações da ES, em que pode-se citar a regeneração de plantas, 

propagação clonal, indução e seleção de mutantes, formação de híbridos somáticos (GAJ, 

2004), bem como subsídio à transformação genética (ZENG et al., 2006) e à conservação via 

criopreservação (VON ARNOLD et al., 2002). Entretanto, dentre as aplicações da ES, a 

utilização na propagação clonal massiva é mais interessante no que se refere a reprodução de 

culturas comerciais (VON ARNOLD et al., 2002), sobretudo, em diversas palmeiras, dado o 

fato da dificuldade de propagação convencional e a escassez de genótipos superiores (SILVA-

CARDOSO, 2018).  

Os fatores que influenciam o sucesso do cultivo in vitro, que estão ligados à indução da 

ES, são a origem e idade da planta, as condições do meio de cultura, o tipo de explante (raízes, 

folhas, ápices caulinares, discos foliares, hipocótilos e outros), as altas concentrações dos 

reguladores de crescimento vegetal, o corte e a posição do explante, as condições fisiológicas 

de incubação, a densidade celular no caso de cultivos em suspensão, e também a geração de 

agregados celulares homogêneos e outros fatores difíceis 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 eficiência (ZIMMERMANNN, 2014). Staritsky (1970) foi o pioneiro na embriogênese 

somática em palmeiras, trabalhou com cultivo in vitro do dendê (Elaeis guineensis).  

A ES pode ocorrer de duas maneiras: direta e indireta. A ES direta ocorre quando o 

embrião surge diretamente do explante, e nesse caso, não há desdiferenciação (GAJ, 2004; 

CARVALHO et al., 2006; FEHÉR, 2008). Segundo Zimmermannn (2014), isso ocorre devido 

a existência de células somáticas competentes ou pré-embrionárias, que possuem capacidade 

de desenvolver embriões com pouca reprogramação em relação à ES indireta.  

Já na ES indireta, ocorre a desdiferenciação, havendo primeiramente a formação do calo 

e, em seguida, a indução do embrião a partir dos calos. A ES indireta é a que ocorre com maior 

frequência (GAJ, 2004; CARVALHO et. al., 2006; FEHÉR, 2008). Em palmeiras, a ES indireta 

é a maneira mais eficiente de micropropagação (REE; GUERRA, 2015) e envolve várias etapas, 

com início na formação de calos (primários e embriogênicos), evoluindo para prembriogênicos 

e depois há o surgimento dos embriões somáticos, que maturam e germinam (formação da 

planta) (VON ARNOLD et al., 2002). 

Durante o processo de ES, os embriões apresentam mudanças visíveis ao se 

desenvolverem, apresentando os estágios comuns da embriogênese zigótica. Assim, nas 
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dicotiledôneas ocorrem os estádios globulares, cordiformes e torpedos; nas monocotiledôneas 

ocorrem os estádios globular e cotiledonar; e em coníferas ocorrem os estádios globulares, 

cotiledonar precoce e tardio (TOONEN; VRIES, 1996; DONG e DUSNTAN, 2000; 

CARVALHO et al., 2006). Em palmeiras, os embriões somáticos são similares aos embriões 

zigóticos tanto nas características morfológicas, quanto nas características moleculares e 

bioquímicas, e desenvolvem estrutura bipolar com ápice caulinar (PEREIRA et al., 2007). 

A ES ocorre normalmente nas seguintes fases: a) indução; b) multiplicação; c) 

maturação e d) germinação. Após procedimentos de assepsia e inoculação dos explantes, inicia-

se a fase de indução (GUERRA; NODARI, 2006), que pode ser direta ou indireta (GUERRA, 

1989). A partir de um desenvolvimento gradativo chamado morfogênese, inicia-se a indução 

(GUERRA; NODARI, 2006). Os explantes são colocados sob estímulos físicos, químicos e 

biológicos, havendo reprogramação das células por intermédio das modificações gênicas 

desenvolvidas pelos explantes (MERKLE et al., 1995; LOYOLA-VARGAS et al., 1999).  

Na fase de indução, usam-se explantes juvenis ou maduros, em meios de cultura 

semissólidos, com elevado nível de auxinas, como ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 

ácido naftaleno acético (ANA) e ácido 4-amino-3,5,6-tricloropicolínico (Picloram) (GUERRA; 

HANDRO, 1998; STEINMACHER et al., 2007) adicionando ou não as citocininas 6-

benzilaminopurina (BAP), Tidiazuron (TDZ) e cinetina (KIN) (REY; MROGINSKI, 2006; 

JOGESWAR et al. 2007; STEINMACHER et al. 2007).  

Essas combinações de auxinas e/ou citocininas no meio de cultura fazem com que 

células somáticas diferenciadas alcancem a competência celular embriogênica, seja essa, de 

forma direta ou indireta (ZAVATTIERI et al., 2010). Segundo Guerra (1989), a competência 

celular embriogênica é o potencial que o explante possui de expressar a indução, seja por 

transformações na competência (diretiva), seja por meio de uma resposta particular de 

diferenciação (permissiva).  

Quando as células embriogênicas se desenvolvem nos calos na fase de indução, com a 

presença de reguladores de crescimento e/ou submetida a estresses, pode ocorrer a proliferação 

e formação de massas proembriogênicas (YANG; ZAHNG, 2010). Assim, a concentração 

desses reguladores de crescimento em cada cultura irá influenciar na indução dessas massas 

embriogênicas no processo da ES (MÁRQUEZ-LÓPEZ et al., 2018). 

A elevada concentração de auxinas no meio de cultura constitui o principal estresse para 

as células durante a indução de SE. Também são usados choque térmicos e pH elevado e 

substâncias químicas, como fonte de estresse para indução da ES.  A combinação de estresse 

físicos com níveis elevados de auxinas também podem melhorar as responsividade 
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embriogênica (CUEVA AGILA et al., 2015). Após induzidas, há formação de embriões a partir 

dessas massas nas monocotiledôneas, que passam tipicamente pelos estádios da embriogênese 

zigótica globular, escutelar e coleoptilar (JIMÉNEZ, 2005).  

A multiplicação consiste numa fase que permite estabelecer circunstâncias satisfatórias 

para o estabelecimento de repetitivos ciclos de divisão celular e com equilíbrio das vias de 

diferenciação, de tal forma que as estruturas sejam compostas por embriões somáticos 

globulares ou proembriões em estádios iniciais de desenvolvimento. A multiplicação é 

fundamentada para que calos embriogênicos continuem originando embriões somáticos ao 

longo de muitas subculturas, em períodos prolongados (BARTOS, 2018). É na fase de 

multiplicação que ocorre a produção clonal para escala comercial, ou seja, produção em larga 

escala, a partir da multiplicação dos calos embriogênicos (MELO, 2011).  

Na multiplicação, os níveis de reguladores de crescimento adicionados aos meios de 

cultura são reduzidos (GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999; GORRET et al., 2004). De 

acordo com Gupta et al. (1993), nessa fase pode-se utilizar células em suspensão (meio líquido), 

com reguladores em concentração média variado de 2 a 5 μM para auxinas e citocininas. 

Biorreatores e Erlenmeyers são comumente utilizados na fase de multiplicação, em condições 

de agitação por meio do uso de agitador rotatório (ZOUINE; EL HADRAMI, 2007). Além de 

fatores genéticos e fisiológicos, os meios nutritivos são fundamentais no sucesso da 

multiplicação, sendo necessárias também condições adequadas de luz e temperatura para o 

estabelecimento da cultura (LEITZKE et al., 2010).  

A fase da maturação ocorre após a diferenciação dos embriões somáticos, iniciando o 

primeiro processo metabólico dessa fase, um processo morfogenético, em que os embriões 

desenvolvem-se passando por uma fase amadurecimento, havendo modificações morfológicas 

dos quais são resultantes de ações fisiológicas que desencadeiam o crescimento e a maturação 

é iniciada (VON ARNOLD et al., 2002; PILA QUINGA et al., 2018).  

O segundo processo metabólico é caracterizado por atividades fisiológicas que 

interrompem os ciclos repetitivos de divisão celular e iniciam-se os processos e bioquímicos, 

relacionados com acúmulo de substâncias, tais como lipídeos, proteínas e aminoácidos. Essas 

substâncias são essenciais no desenvolvimento dos embriões. Neste última fase, os embriões 

somáticos atingem a maturidade morfológica e fisiológica, o que garante um desempenho pós-

embrionário satisfatório (BORÉM, 2007; PILA QUINGA et al., 2018).  

Na maturação, os cotilédones desenvolvem-se rapidamente. Nessa fase, a síntese e o 

acúmulo e das substâncias de reservas são fundamentais na conversão eficiente dos embriões 

somáticos em plantas completas (MISHRA; SANYAL; AMLA, 2012). No entanto, há 



 

31 
 

palmeiras que não apresentam adequadamente a produção de algumas substâncias, como por 

exemplo as proteínas (MOURA; VENTRELLA; MOTOIKE, 2010; SILVA-CARDOSO et al., 

2019).  

Contudo, Merkle, Parrott e Flinn (1995) afirmam que essa deficiência não é considerada 

um problema particular da embriogênese somática, mas sim uma estratégia de maturação para 

desenvolvimento dos embriões somáticos. Para tanto, uma maturação defeituosa pode resultar 

em problemas na germinação das plântulas ou germinação precoce. Assim, é necessário a 

utilização de suplemento de reguladores de crescimento nos meios nutritivos, como por 

exemplo a utilização do ácido abscísico (ABA) (JIMÉNEZ, 2005; FRAGA et al., 2016).  

Na fase de germinação, os embriões são transferidos para meios de culturas sem 

reguladores de crescimento. Também chamada de regeneração ou conversão, os embriões 

adquirem a capacidade de desenvolverem raízes primárias, meristema caulinar apresentando os 

primórdios foliares, hipocótilo e cotilédones. Os embriões somáticos maduros germinam, ou 

seja, nessa etapa ocorre a formação da planta completa (MERKLE; PARROTT; FLINN, 1995; 

SWATI et al., 2001; GAJ, 2004).  

 

5.5 Cultivos em suspensão, modelagem e parâmetros cinéticos  

O cultivo em suspensão é realizado a partir da transferência de calos friáveis, que foram 

cultivados em meio semissólido, para um meio de consistência líquida (CUSIDO et al., 2014). 

Calos friáveis apresentam divisão celular em nível elevado, são facilmente separáveis, fato que 

favorece uma melhor homogeneização das culturas (CHAWLA, 2009). No cultivo em 

suspensão, as condições de temperatura, luz e aeração, sob movimento contínuo (agitação) são 

mantidas adequadamente para evitar diferenças nutricionais e gasosas no meio de cultivo 

(BARRUETO CID, 1998; CUSIDO et al., 2014).  

Sob essas condições, as células ou agregados de células ficam dispersas no líquido em 

agitação, possibilitando uma maior superfície de contato, favorecendo o crescimento da 

biomassa vegetal (WANG et al., 2017; TEXEIRA, 2017). O cultivo em suspensão apresenta 

vantagens por favorecer a velocidade de multiplicação dos cultivos, melhor incremento de 

biomassa e também as melhores condições de inoculação e manipulação (SZABADOS; 

MROGINSKI; ROCA, 1991; CUSIDO et al., 2014).  

O crescimento celular ou dos agregados celulares constitui um fator que necessita de 

supervisão e monitoramento a partir de métodos que viabilizem a quantificação eficaz, 

garantindo padrão de qualidade na mensuração. A contagem de células, a centrifugação e o 

volume da sedimentação, o peso da massa fresca e seca são exemplos de métodos quantitativos 
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eficazes utilizados nos cultivos em suspensão (MATSUMOTO, 2006; KHANPOUR-

ARDESTANI et al., 2015). 

Assim, por meio dos métodos de quantificação das células e agregados celulares, pode-

se determinar as seguintes fases de crescimento: fase de latência (lag), fase exponencial ou 

logarítmica (log), fase linear, estacionária ou platô e senescência.  

Na fase lag ou latência, os incrementos ocorrem em pequenas proporções de número de 

células, uma vez que a divisão celular ocorre de forma muito baixa, sendo assim, uma fase de 

pouquíssima incrementação de volume celular. Para tanto, ressalta-se que a densidade do 

inóculo é fundamental para um menor tempo possível nessa fase, visto que quanto menor o 

peso de material genético inoculado, maior tempo da fase de latência (ALVES et al., 2010).  

A fase exponencial ou logarítmica (log) é caracterizada pelo início exponencial da 

multiplicação celular (aumento do número de células), pela intensa e contínua divisão celular, 

sendo também definida por apresentar formação de agregados pequenos (CHAWLA, 2009). Na 

fase linear, há a redução da divisão celular, ocorrendo um novo comportamento, que é aumento 

do volume (GEORGE et al., 2008; ALVES et al., 2010).  

É na fase estacionária ou também chamada de platô, que ocorre a desaceleração da divisão 

celular, onde as culturas apresentam elevada densidade, sendo interrompido o crescimento 

celular (FRESHNEY, 2011; SILVA; GOUVEIA; DONATO, 2020). Na fase de declínio, ocorre 

o início da morte celular, que não está ligado à redução dos nutrientes, mas sim pela perda de 

células viáveis que ocorre devido ao curso natural do ciclo celular (MERCK, 2018). 

As fases podem não ocorrer necessariamente nessa ordem, como é o caso da figura 

abaixo, reportando algumas fases na palmeira tamareira (Phoenix dactylifera L.) (Figura 9). 

Assim, o crescimento dos cultivos em suspensão não apresenta um padrão uniforme e isso 

ocorre porque os estágios de crescimento são influenciados por diferentes fatores como: a 

espécie, linhagem, explante, meio nutritivo, subcultivos, dentre outros (MUSTAFA et al., 

2011).  

No crescimento celular, há ainda a aplicação de modelagem matemática que pode 

fornecer as condições específicas para cada tipo de linhagem pesquisada, uma vez que, a 

modelagem garante a simulação do comportamento dos cultivos em relação às diferentes 

circunstâncias (VILLEGAS, 2017). 

Aliado a isso, por meio da aplicação de modelos matemáticos, pode-se inferir sobre a 

cinética celular, com auxílio dos coeficientes dados pelo modelo, oriundos da coleta de dados 

experimentais. Dessa forma, é possível observar a dinâmica dos sistemas de cultivo e das 

interações que ocorrem ao longo do tempo (OMAR et al., 2006). 
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 Então, 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 inúmeros 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 parâmetros cinéticos que são: (G) tempo 

de regeneração das células (dia); (μmax) taxa de crescimento específico máxima medido em 

(dia-¹); e (ƛ) tempo de latência (dia) (BRILHANTE, 2018; LÓPEZ-VÁZQUEZ, 2019).  
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RESUMO 

A palmeira Euterpe precatoria (açaí-solteiro) pertence à família Arecaceae. Essa espécie é 

considerada a palmeira de maior valor econômico do gênero Euterpe no Brasil. O palmito e o 

fruto são os principais produtos utilizados para industrialização devido propriedades 

energéticas. Essa espécie também possui grande importância social, cultura e ambiental. Assim, 

objetivou-se, neste estudo, estabelecer um protocolo de cultivo em suspensão celular de linhagens 

embriogênicas dessa espécie, a partir de diferentes fontes de explantes. Oito linhagens oriundas 

de diferentes explantes foram testadas, sendo cinco em meio líquido de MS (500 mg calos 

embriogênicos) suplementado com 5 μM Picloram e três em meio semissólido de MS (1,050 g 

de calo embriogênico) suplementado com 13,57 μM 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 açúcares e proteínas solúveis totais. Os componentes principais (PCA) foram mensurados. 

O cultivo de linhagens de E. precatoria em meio de consistência líquida foi realizado com 

sucesso e o estabelecimento foi obtido. As linhagens apresentaram diferenças estatísticas na 

curva de crescimento pelo teste Tukey a 5% de significância. Foi verificada a ausência da fase 

lag 𝝀 (dia). O modelo de Gompertz pode ser adequado, uma vez que descreve mais de 90% da 
cinética de crescimento das linhagens.  A taxa máxima de crescimento específico das células 

varia entre as linhagens. No sistema líquido, as linhagens L6, L2 e L1 apresentaram o menor 

tempo para duplicar a biomassa. A análise multivariada revela elevado incremento de massas 

em culturas líquidas, representadas pelas linhagens L6 e L2.  Diferenças estatísticas foram 

constatadas nos teores de AST, e os maiores níveis foram observados nas linhagens cultivadas 

em meio líquido. O teor de proteínas encontrado foi muito baixo, apesentando diferenças 

estatísticas entre as linhagens. A multiplicação apresenta comportamento significativo ao longo 

dos subcultivos, tanto entre linhagens quanto entre períodos de cultivo. O meio líquido 

configura-se como alternativa viável para a propagação in vitro de Euterpe precatória.  
Palavras chaves: Euterpe spp.; meio líquido; meio de suspensão celular; açúcar solúveis totais; 

proteínas. 
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ABSTRACT 

The palm Euterpe precatoria (açaí-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 5μM Picloram and three for comparison in semi-

solid medium (1,050 g embryogenic calli) MS supplemented with 13.57μM 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 𝝀 (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 INTRODUÃO 

As palmeiras pertencem à família Arecaceae, uma das mais abundantes no mundo, com 

distribuição especialmente nos trópicos, podendo também ser encontradas em regiões 

subtropicais (BAKER et al., 2011). Algumas palmeiras possuem touceiras e outras um único 

estipe, como é o caso da espécie Euterpe precatoria, também conhecida como açaí- solteiro 

(MELO et al., 2021; FERREIRA et al., 2020).  

No ápice do estipe de E. precatoria localiza-se o palmito que é aproveitado na culinária 

brasileira e internacionalmente. Ele é usado como alimento há décadas e por muito tempo foi 

considerado o produto de maior valor econômico das espécies do gênero 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 econômico das espécies de açaizeiro, 

especialmente de E. oleraceae e E. precatoria é o fruto, devido as suas propriedades 

alimentares. De fato, os frutos contêm grandes quantidade de minerais como cálcio, magnésio, 

potássio e fósforo, além de serem ricos em vitaminas B1, C e E, tendo ainda, em sua 

composição, ácidos graxos essenciais, carotenoides, antocianinas e compostos fenólicos 

(GORDON et al., 2012; FERREIRA et al., 2016; LISBOA et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2022).  

Por essas e outras características, a demanda pelos frutos tem aumentado 

consideravelmente, o que torna necessário técnicas que favoreçam a melhoria da qualidade das 

mudas, principalmente no que se refere à produção mais rápida e, também, de variedades mais 

produtivas, resistentes a doenças e que promovam a uniformidade no sistema de produção. 

Adicionalmente, por ser uma espécie monocaule, ou seja, que não produz perfilhos, a espécie 

E. precatoria não apresenta condições de ser propagada vegetativamente por técnicas 

convencionais, fato que, além de impedir que indivíduos de interesse sejam clonados, em 

programas de seleção massal, limita consideravelmente a fixação de ganhos genéticos nos 

longos ciclos de seleção durante programas de melhoramento genético da cultura (RAMOS et 

al., 2021; FERREIRA et al., 2022b).   

Assim, a micropropagação constitui uma ferramenta importante para superar boa parte 

desses problemas, por meio da clonagem via embriogênese somática (ES). Uma vez dominada, 

a clonagem via ES pode proporcionar a produção contínua de materiais propagativos, com a 

vantagem de poder ser realizada em qualquer época do ano e em pequeno espaço físico, a partir 

de pequena quantidade de materiais iniciais. Pesquisas realizadas utilizando a ES para a 

regeneração de plantas já foram realizadas em E. precatoria por Ferreira et al. (2022 a, b), que 

estabeleceram protocolos de embriogênese somática a partir de diferentes tipos de explantes 

(embrião zigótico e tecido foliar). 
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No entanto, a otimização de protocolos que tornem a técnica mais eficiente, reproduzível 

e capaz de gerar material em larga-escala é desafiador para as diversas espécies para a qual a 

técnica já foi desenvolvida, em especial, as pertencentes à família Arecaceae, que 

reconhecidamente é formada por espécies consideradas recalcitrantes ao cultivo in vitro 

(CARDOSO e SCHERWISKI-PEREIRA, 2018). Até o momento, não há registros do cultivo 

de E. precatoria em sistemas líquidos de produção, ressaltando a necessidade de estudos 

adicionais para explorar o potencial dessa espécie. Cultivos em meio de consistência líquida já 

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 líquido permite o estabelecimento de cultivos em suspensão, 

com consequente aumento da produção de materiais embriogênicos. Esse fato pode possibilitar 

que plantas clonadas sejam mais facilmente obtidas, além de favorecer a multiplicação e 

manutenção dos cultivos (SOH et al., 2011; GUILLOU et al., 2018; KONG et al., 2023). Nesse 

contexto, assim como a ES tem alcançado avanços significativos por intermédio de cultivos em 

suspensão em culturas, como acima mencionado, a presente pesquisa relata um protocolo 

confiável de cultivo de E. precatoria em meio líquido, que pode configurar-se como um passo 

inicial para melhoria do processo de produção clonal de mudas dessa espécie. Adicionalmente, 

para entender a compreensão das mudanças bioquímicas e fisiológicas que ocorreram durante 

a multiplicação das linhagens embriogênicas obtidas, ineditamente também foram realizadas 

análises bioquímicas dessas linhagens, durante diferentes fases do processo.   

Neste contexto, o estudo objetivou estabelecer cultivos em suspensão celular de Euterpe 

precatoria a partir de calos oriundos de diferentes fontes de explantes, analisar a cinética do 

crescimento e multiplicação, além de avaliar anatomicamente e bioquimicamente os materiais 

sob essas condições de cultivo.  
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MATERIAL E MÉTODOS  

Local de desenvolvimento da pesquisa  

A pesquisa foi conduzida no Laboratório de Cultura de Tecidos II, da Embrapa Recursos 

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

  

Material vegetal, indução e multiplicação dos calos embriogênicos em meio 

semissólido 

O material vegetal utilizado nos experimentos foi proveniente de indivíduos adultos de 

Euterpe precatoria coletados em floresta nativa no estado Acre, Brasil. Os calos originados de 

segmentos de inflorescência imatura, embrião zigótico e tecidos foliares foram induzidos e 

multiplicados de acordo com Ferreira (2020), Ferreira et al. (2022a) e Ferreira et al. (2022b), 

conforme é descrito a seguir:  

 

a) Indução e multiplicação de calos oriundos de tecidos foliares 

Calos oriundos de tecidos foliares foram induzidos a partir de explantes extraídos da 

região apical da palmeira (palmito), contendo folhas imaturas, ainda não expandidas e 

aclorofiladas. Para tanto, o meio básico de MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) foi 

suplementado com a auxina ácido 4-amino-3, 5, 6-tricloropicolínico (Picloram), em três 

concentrações (450, 675 e 900 μM), além de 30 g L-1 sacarose, 0,5 g L-1 de caseína hidrolisada, 

0,5 g L-1 de cisteína, 0,5 g L-1 de glutamina, 2,3 g L-1 do agente gelificante Phytagel (Sigma, 

St. Louis, MO®) e 2,5 g L-1 de carvão ativado.  

Após a indução dos calos primários, esses foram transferidos para novo meio 

semissólido de multiplicação, semelhante ao meio de MS descrito anteriormente, porém 

suplementado com 20 μM da auxina Picloram e 5 μM da citocinina de 2-isopenteniladenina 

(2iP) para multiplicação dos calos embriogênicos. 

 

b) Indução e multiplicação de calos oriundos de inflorescências 

Segmentos de inflorescências imaturas, provenientes de espatas ainda não abertas, 

foram inoculados em meio de cultura básico de MS, acrescido de 2,5 g L-1 de carvão ativado, 

suplementados com ferro EDTA e vitaminas na concentração original do meio de MS. A esse 

meio, foram adicionados ainda 30 g L-1 de sacarose, 0,5 g L-1 de glutamina, 0,5 g L-1 de cisteína 

e 0,5 g L-1 de caseína hidrolisada e450 μM de 2,4-D na e 45 μM de 2iP.  
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Após a indução dos calos primários, esses foram transferidos para meio semissólido de 

multiplicação, semelhante ao meio de MS descrito anteriormente, porém suplementado com 20 

μM da auxina Picloram e 5 μM de 2iP para multiplicação dos calos embriogênicos. 

 

c) Indução e multiplicação de calos oriundos de embriões zigóticos  

Embrião zigótico, oriundos de frutos maduros, foram inoculados em  meio contendo 

sais de Y3 (EEUWENS, 1976), acrescido de ferro EDTA e vitaminas na concentração original 

do meio de MS,  30 g L-1 de sacarose, 0,5 g L-1 de glutamina, 0,5 g L-1 de cisteína e 0,5 g L-1 

de caseína hidrolisada e 13,57 μM de Picloram. 

Os calos obtidos na indução foram transferidos para de meio de multiplicação composto 

de sais de MS, 2,5 g L-1 de carvão ativado, ferro EDTA e vitaminas na concentração original 

do meio de MS, 30 g L-1 de sacarose, 0,5 g L-1 de glutamina, 0,5 g L-1 de cisteína e 0,5 g L-1 de 

caseína hidrolisada. Esse meio foi suplementado ainda com 20 μM de Picloram e 5 μM de 

2iPpara multiplicação dos calos embriogênicos. 

Para cada explante acima, antes da adição do agente gelificante e do carvão ativado nos 

meios, o pH foi ajustado para 5,8 ± 0,1 e, posteriormente, autoclavados à 121º C e 1,5 atm de 

pressão por 20 minutos. A indução e multiplicação de calos embriogênicos ocorreu em placas 

de Petri descartáveis (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 ausência 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 

semissólido, verificando-se as porcentagens de estabelecimento, oxidação (escurecimento) e 

contaminação.  

 

Pesagem dos materiais embriogênicos em meio semissólido  

As linhagens embriogênicas friáveis, obtidas em meio semissólido, oriundas de tecidos 

foliares, inflorescências imaturas e de embriões zigóticos foram pesadas para avaliação do seu 

potencial de multiplicação. Cada linhagem avaliada foi composta por dez repetições, cada uma 

formada por uma placa de petri (15 x 90 mm).  

Para avaliar a multiplicação dos calos embriogênicos, os calos foram pesados com massa 

inicial equivalente a 0,5 g em placas Petri, sempre taradas para pesagem regular em balança de 

precisão (Figura 1D). As pesagens dos materiais sob cultivo foram realizadas a cada 30 dias 



 

56 
 

para obtenção da curva de crescimento dos calos em meio semissólido, sendo a primeira 

realizada a partir dos 60 dias de inoculação e a última avaliação realizada aos 180 dias desde o 

início da multiplicação. 

  

Estabelecimento de linhagens embriogênicas e multiplicação de agregados em 

suspensão 

Os calos embriogênicos provenientes de folhas imaturas, segmentos de inflorescências 

imaturas e de embriões zigóticos, com consistência friável (fácil fragmentação), de coloração 

branca ou em tons claros de amarelo (Fig. 1E), foram fragmentados com auxílio de pinças e 

bisturi 11” sobre papel filtro acomodado no interior de placas de Petri (15 x 90 mm).  

Uma vez pesadas, as linhagens embriogênicas 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 líquido, formado pelos sais e vitaminas do meio de 

MS, além de 5 μM de Picloram, 30 g L-1 de sacarose, 0,5 g L-1 de glutamina, 0,1 g L-1 de 

asparagina e 0,1 g L-1 de caseína hidrolisada. Após a inoculação, os frascos foram tampados 

com papel alumínio (Thermoprat) e lacrados usando filme PVC transparente. Após 24 h em 

repouso, os Erlenmeyers contendo os materiais propagativos foram colocados em agitador 

orbital a 100 rpm, com fotoperíodo de 16 horas, em sala de crescimento a 25 ± 2 °C, sob 

lâmpadas fluorescentes brancas-frias e radiação luminosa de 50 μmol m-2 s-1. Os subcultivos 

foram realizados a cada 30 dias, por até 180 dias, verificando-se a porcentagem de 

estabelecimento (sobrevivência dos materiais). Para a obtenção da curva de crescimento, as 

pesagens foram realizadas a cada 30 dias, a partir dos 60 dias de inoculação. 
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Figura 1. Aspectos dos calos friáveis embriogênicos de Euterpe precatoria inoculados em meio 

líquido. A. Linhagens inoculadas em meio líquido sob agitação; B. Calo friável utilizado para 

o estabelecimento de cultivos em suspensão em meio líquido; C. Pesagem dos calos cultivados 

em meio líquido; D. Pesagem dos calos cultivados em meio semissólido; E. Aspecto 

morfológico dos calos embriogênicos, com consistência friável e coloração variando entre 

amarelo e bege, inoculados em meio semissólido.  

 

Caracterização das linhagens  

De maneira geral, avaliaram-se cinco tipos de materiais propagativos, todos oriundos de 

material somático de plantas adultas, denominados de linhagens embriogênicas. Três dessas 

linhagens foram obtidas de explantes foliares (L450, L675 e L900), denominadas conforme a 

concentração de auxina (450, 675 e 900 μM de Picloram) utilizada na fase de indução de calos 

e o meio de cultivo. Sendo assim, L1, L2 e L3 denominaram as linhagens cultivadas em meio 

líquido oriundas de calos obtidos de folhas imaturas de plantas adultas induzidas em meio 

semissólido, nas concentrações de 450, 675 e 900 μM de Picloram, respectivamente. Já as 

linhagens L5 e L6 foram induzidas em meio semissólido a partir de inflorescências e embriões 

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

inflorescências e embriões zigóticos, respectivamente, induzidas e cultivadas em meio 

semissólido.  

 

Delineamento e análise estatística da pesagem dos calos cultivados em meio 

semissólido x meio líquido  

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

x 2 x 6 (cinco linhagens embriogênicas x dois sistemas de cultivo x seis períodos de cultivo), 

totalizando 60 tratamentos. Cada tratamento foi formado por dez repetições (dez frascos). O 

conjunto de dados obtido foi submetido à análise de regressão linear, e, quando significativa, 

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

software estatístico SISVAR (FERREIRA, 2020).  

 

 

Figura 2. Esquema ilustrativo da calogênese para o estabelecimento e multiplicação de 

agregados celulares em suspensão e em meio semissólido.  
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Modelagem de Gompertz 

A modelagem foi realizada aplicando análise de regressão não linear pelo modelo 

matemático de Gompertz, usando o software GraphPad Prism 9.0.  

𝒀 = 𝒂 ∗ 𝒆(−𝒃𝒆−𝒄∗𝒕)) (𝟏) 

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

constantes de integração;  

A partir das constantes, foram estimados os parâmetros cinéticos de crescimento das 

suspensões.  

 

Parâmetros cinéticos 

μmax = velocidade máxima de crescimento específico das células (d-1), calculada 

conforme a fórmula abaixo: 

𝝁𝒎𝒂𝒙 = 𝒂 ∗ 𝒄 (𝟐)  

λ = tempo da fase lag;  

 𝛌 =
𝒃 − 𝟏

𝒄
 (𝟑) 

         G = o tempo para geração ou duplicação das células:  

𝑮 =
𝒍𝒏(𝟐) 

𝝁𝒎𝒂𝒙
  (𝟒) 

 

Análise dos Componentes Principais (PCA)  

A aplicação da estatística multivariada, por meio da análise dos componentes principais 

(PCA), teve por objetivo permitir o agrupamento ou não de linhagens quanto às semelhanças 

de desenvolvimento. Para tanto, utilizaram-se os softwares GraphPad Prism 9.0 e R versão 

4.2.1. O uso de cada software ocorreu conforme a necessidade específica de cada análise. Para 

essa etapa, usou-se o pacote “FactorMiner”.  

A partir dos dados obtidos, também foi gerado uma matriz de correlação de Pearson entre 

todos os tratamentos, por meio 999 permutações. A matriz foi gerada utilizando o software 

GraphPad Prism 9.  

 

Caracterização bioquímica  

Para análise bioquímica das linhagens embriogênicas de E. precatoria, foram realizadas 

a extração e quantificação das proteínas solúveis totais (PST) e açúcares solúveis totais (AST) 
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presentes nos calos embriogênicos multiplicados em meio líquido e semissólido (Figura 3), 

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

 

Açúcares Solúveis Totais (AST) 

Para a determinação dos açúcares solúveis totais (AST), as amostras foram lavadas três 

vezes em água ultrapura para remover resíduos de meios de cultura, congeladas 

instantaneamente em nitrogênio líquido e liofilizadas por 72 h. A extração dos açúcares foi 

realizada conforme metodologia adaptada de Gomes et al. (2014). Foram inoculados 10 mg das 

amostras secas em microtubos de 2 mL, submetidos à quatro ciclos extração em 0,5 mL de 

metanol a 80% (v/v), a 80°C em banho-maria por 20 minutos. Em cada extração, as amostras 

foram agitadas em vórtex 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 utilizações futuras.  

Em seguida, as amostras foram postas para secar em speed vac à 40ºC e o produto seco 

foi ressuspenso em 500 µL de água ultrapura, seguindo o protocolo de Dubois (1956). 

Prepararam-se duplicatas de cada amostra para quantificação de açúcares solúveis totais. 

Assim, em tubos de ensaio (25 x 150 mm) foram pipetadas 50 μL das amostras dos 

sobrenadantes, mais 450 μL de água ultrapura, seguido de 500 μL de Fenol 5 % (v/v) e 2.500 

μL de ácido sulfúrico concentrado (H2SO4).  

Os tubos permaneceram em repouso até entrarem em equilíbrio com a temperatura 

ambiente (15 minutos aproximadamente). Então foi realizada a leitura das absorbâncias das 

amostras em cubetas de vidro em espectrofotômetro (Shimadzu UV-1800) com comprimento 

de onda de 490 nm. Todas as leituras foram realizadas com base na curva padrão de glicose (1 

mg/1 mL), com concentrações crescentes de 0, 8, 16, 32, 64, 128 e 258 μg. 

O conjunto de dados obtido foi submetido à Análise Variância (ANOVA) e, quando 

significativa, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade, 

por meio do software estatístico SISVAR (FERREIRA, 2020).  

 

Proteínas totais (PST) 

Para extração das proteínas solúveis totais (PST), utilizou-se protocolo adaptado de 

Gomes et al. (2014). Assim, 300 mg de amostra fresca dos materiais vegetais foram maceradas 

em nitrogênio líquido, em cadinho de porcelana, previamente congelado. Posteriormente, foram 
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adicionados 3 mL de tampão fosfato de potássio (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. Após o procedimento de extração, prosseguiu-se para a 

quantificação das PST, segundo método de Bradford. Assim, 5 µL das amostras foram 

pipetados em microplacas de 96 poços (Elisa) e, logo após, foram adicionadas 250 µL de 

solução Bradford 50% por cinco minutos em repouso. Passado esse período, as absorbâncias 

das amostras foram verificadas em espectrofotômetro a 595 nm. As análises foram efetuadas 

em tríplice, baseadas na curva padrão de albumina de soro bovina (BSA), com dosagens 

progressivas de 20, 40, 60, 80 e 100 µg mL-1. 

O conjunto de dados obtido foi submetido à Análise Variância (ANOVA) que, quando 

significativa, tiveram as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de 

probabilidade, por meio do software estatístico SISVAR (FERREIRA, 2020).  

 

 

Figura 3. Calos e linhagens embriogênicas utilizadas na caracterização bioquímica cultivados 

em meio líquido e semissólido de Euterpe precatoria Mart. A. Linhagens em meio líquido aos 

100 dias de cultivo (L1, L3, L6, L2 e L5, respectivamente). B e D.  Aspecto do material 

inoculado em meio líquido. C. Linhagens em meio semissólido aos 100 dias de cultivo (L4, L7 

e L8, respectivamente).  

 
 
 
 



 

62 
 

RESULTADOS  

Estabelecimento inicial de calos em meio líquido e multiplicação de agregados e células 

em suspensão  

O cultivo de linhagens de E. precatoria em meio de consistência líquida foi realizado 

com sucesso e o estabelecimento foi obtido. Aos 30 dias de cultivo, consideraram-se 

estabelecidas todas as linhagens embriogênicas inoculadas, uma vez que, nesse período, o 

crescimento foi aparente (Figura 4).  
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Figura 4. Desenvolvimento de agregados celulares a partir de diferentes linhagens 

embriogênicas de Euterpe precatoria Mart. (açaí-solteiro) em diferentes tempos de cultivo em 

meio líquido. A. Aspectos morfológicos dos calos no dia da inoculação (tempo zero na 

linhagem L1). B-C.  Presença de célulasem suspensão aos 45 dias (B = L1 e C = L2); D-G. 

presença 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 somático oriundo de embrião zigótico 

aos 90 dias (L6); I. Calos de material somático oriundo de embriões zigóticos aos 180 dias (L6). 

J-K. Representação de uma das repetições e repicagem dos calos oriundo de embriões zigóticos 

(L6).  

 

As linhagens apresentaram 100% de sobrevivência e com níveis irrisórios de oxidação ao 

longo do experimento. Aos 45 dias, nas linhagens inoculadas em meio líquido surgiram as 

primeiras estruturas, caracterizadas como novos agregados celulares.  

O crescimento é caracterizado pela formação de materiais friáveis, tanto pela presença de 

células isoladas quanto pela presença 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 não somente o uso de 

suspensões celulares para a produção massal de plantas de açaí-solteiro via embriogênese 

somática, mas também para a produção de metabólitos secundários na espécie. Assim, se 

registra pela primeira vez agregados celulares em suspensão para uma espécie do gênero 

Euterpe. As colorações mais presentes foram de calos brancos e em tons de bege, que 

permaneceram por todo período do experimento (Figura 4).  

O desenvolvimento de novas estruturas entre as linhagens cultivadas em meio líquido foi 

ainda mais notável aos 60 dias de cultivo (Figura 5). Com base nas mensurações de peso entre 

o cultivo em meio líquido e semissólido, pôde-se verificar que os resultados encontrados foram 

satisfatórios para o incremento de massa entre as linhagens cultivadas em meio líquido, uma 

vez que apresentaram incremento de massa semelhante ou superior quando comparadas às 

linhagens cultivadas em meio semissólido, sobretudo nas linhagens origem foliar e de embrião 

zigótico.  

A superioridade na multiplicação proporcionada pelo cultivo em meio líquido pode ser 

observada também para linhagens provenientes de folhas imaturas de E. precatoria, cultivadas 

em meio líquido (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 semissólido (Figura 5).  
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Figura 5. Médias do crescimento de agregados celulares de E. precatoria Mart. em meio de 

suspensão celular e em meio semissólido, em função da linhagem celular. L1, L2 e L3 - 

linhagens cultivadas em meio líquido obtidas de calos provenientes dede folhas imaturas de 

plantas adultas cultivadas em meio semissólido (450, 675 e 900 μM de Picloram, 

respectivamente).  L5 e L6 - linhagens de materiais cultivados em meio líquido, induzidas em 

meio semissólido a partir de inflorescências e embriões zigóticos, respectivamente. L4, L7 e L8 

- materiais propagativos originados de folhas imaturas, inflorescências e embriões zigóticos, 

respectivamente, induzidos e cultivados em meio semissólido. 

 

Verifica-se, entre as linhagens de folhas imaturas tanto em meio líquido quanto no meio 

sólido, que a linhagem L2 apresentou os maiores incrementos de massa em todos os tempos de 

cultivo. Essas linhagens superaram o incremento de massa do tratamento L4 do meio 

semissólido, sendo constatadas diferenças estatísticas na análise do desdobramento de médias 

dentro de cada nível de tempo. Esses dados estão presentes na Tabela 1.  

Entre as linhagens provenientes de material vegetal de inflorescências imaturas (L5 - 

meio líquido e L7 - semissólido), verificou-se melhor comportamento no incremento de massa 

quando cultivadas em meio semissólido, destacando diferenças estatísticas significativas pelo 

teste de Tukey, ao nível de 5% de significância. Para tanto, no meio líquido, 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 suspensão celular e em meio semissólido, em função 

da linhagem celular em cada tempo de cultivo, pelo teste Tukey, ao nível de 5% de 

probabilidade.  

Linhage

m 

Celular 

  

 

Incremento de massa fresca (g) em cada período de cultivo (dias) 

 

   60    90   120   150   180 
L1 1,52 AB   c 1,75 AB bc 1,811 BCD abc 1,93 CDE ab 2,19 BC a 

L2 1,63 A     c 1,86 AB bc 2,02 AB abc 2,18 ABC ab 2,35 AB a 

L3 1,38 ABC bc 1,54 BC ab 1,62 CD  ab 1,70 DE   ab 1,91 BD a 

L4 1,13 BC   c 1,71 AB    b 1,93 ABC ab 2,06 BCD ab 2,14 BC  a 

L5 1,14 BC cd 1,24 C  bcd 1,42 D abc 1,56 E     ab 1,67 D    a 

L6 1,69 A     c 2,00 A    bc 2,26A    ab 2,46 A      a 2,66 A    a 

L7 1,06 C     d 1,59 BC    c 1,98 ABC bc 2,34 AB  ab 2,40 AB  a 

L8 1,08 C     c 1,78 AB    b 2,04 AB   b 2,16 ABC ab 2,46  AB  a 

Nota: Letras maiúsculas diferentes indicam diferença entre material genético (linhagem) dentro de cada nível de tempo. Letras 

minúsculas diferentes indicam diferença na análise do desdobramento de tempo dentro de cada nível de material genético 

(linhagem) pelo teste Tukey, 5% de significância. L1, L2 e L3 linhagens cultivadas em meio líquido obtidas linhagens de folhas 

imaturas induzidas em meio semissólido nas concentrações de auxina a 450, 675 e 900 μM de Picloram, respectivamente.  L5 

e L6 linhagens de materiais cultivados em meio líquido, induzidas em meio semissólido a partir de inflorescências e embriões 

zigóticos, respectivamente. L4, L7 e L8 materiais propagativos oriundos de folhas imaturas, inflorescências e embriões 

zigóticos, respectivamente, induzidos e cultivados em meio semissólido. 

 

Já os cultivos provenientes de embrião zigótico (L6) apresentaram os melhores resultados 

de incremento de massa no meio líquido (Tabela 1, Figura 5). Ainda que o cultivo de embrião 

zigótico no meio líquido tenha sido superior quando comparado ao meio semissólido (L4), esses 

foram semelhantes estatisticamente pelo teste Tukey ao nível de 5% de significância. 

O estabelecimento e multiplicação de linhagens de inflorescências imaturas em meio 

líquido (L5) é considerado outro resultado importante, considerado superior à L7 – oriunda 

desse mesmo tipo de explante cultivado previamente em meio semissólido (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 período, há alterações no 

comportamento das linhagens ao longo do experimento, sendo encontradas diferenças 

significativas em todos os períodos analisados. Aos 60 dias, todas as linhagens de materiais 

somáticos foliares (L1, L2 e L3) e de embriões zigóticos (L6), cultivadas em meio líquido, 

apresentaram o incremento médio de massa fresca significativamente superior comparados as 

demais linhagens durante a multiplicação.  
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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, 1,75g e 1,71g de incremento de massa fresca. Entretanto, 

das cinco linhagens mencionadas, três são cultivadas em meio líquido (L6, L2 e L1) e duas do 

meio semissólido (L8 e L4). Assim, duas das cinco primeiras mencionadas acima foram 

cultivadas em meio líquido, 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 líquido (L6 e L2) e duas 

em meio semissólido (L7 e L8). A linhagem L7 obteve destaque entre linhagens cultivadas no 

meio semissólido. Para tanto, chama-se atenção novamente para o fato de linhagens cultivadas 

em meio líquido estarem entre as linhagens estatisticamente superiores nos períodos 

mencionados. Assim, os resultados apontam que o sistema de cultivo líquido pode ser utilizado 

para multiplicação de materiais genéticos de E. precatoria.  

Outro resultado importante pode ser evidenciado pela análise de regressão, que também 

foi possível verificar o crescimento significativo em incremento de massa (g) das linhagens em 

função dos períodos de cultivo. O comportamento linear de cada linhagem é apresentado na 

Figura 6.  
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Figura 6. Análise de regressão linear de agregados celulares de Euterpe precatoria Mart. 

cultivados em meio de suspensão celular e em meio semissólido, em função da linhagem 

celular.  

Nota: L1, L2 e L3 linhagens cultivadas em meio líquido obtidas linhagens de folhas imaturas de plantas adultas induzidas em 

meio semissólido nas concentrações de auxina a 450, 675 e 900 μM de Picloram, respectivamente.  L5 e L6 linhagens de 

materiais cultivados em meio líquido, induzidas em meio semissólido a partir de inflorescências e embriãões zigóticos, 



 

68 
 

respectivamente. L4, L7 e L8 materiais propagativos originados de folhas imaturas, inflorescências e embriões zigóticos, 

respectivamente, induzidas e cultivadas em meio semissólido. 

 

Na análise linear, verifica-se que os pontos correspondentes as massas obtidas no 

experimento estão sob ou bem próximas à reta traçada em todas as linhagens. Esse resultado 

indica que os desvios foram muito baixos em relação à linha de regressão ajustada. Os 

coeficientes de correlações encontrados variam de 0,85 a 0,99, e demonstram a relação 

consistente e bem definida entre o peso e o tempo de crescimento. Assim, a correlação é positiva 

direta, ou seja, com o aumento do período de cultivo ocorre o incremento da produção de 

biomassa de agregados celulares de açaí solteiro, evidenciando um ajuste forte entre o tempo 

de crescimento e o incremento de massa observado.  

 

Cinética de crescimento de calos e agregados celulares e aplicação de modelo matemático 

de Gompertz 

A aplicação do modelo matemático permite uma visão mais característica de crescimento 

dos células e agregados celulares nos seus respectivos meios de cultivo. Assim, aplicou-se o 

modelo de Gompertz para obtenção da curva e da cinética de crescimento utilizando as 

constantes estimadas na equação (Figura 8). 

De maneira geral, pode-se observar que os dados não apresentaram um desvio grande da 

curva obtida e que os pontos correspondentes as massas obtidas no experimento também estão 

sob ou bem próximas à reta traçada em todas as linhagens. Os coeficientes de correlações 

encontrados variam de 0,97 a 0,99 e demonstram a relação consistente e bem definida entre o 

peso e o tempo de crescimento. 

As linhagens genéticas cultivadas no sistema semissólido foram inoculadas inicialmente 

com 0,5 g de material genético, duas vezes menor que o utilizado nas linhagens inoculadas no 

sistema líquido (1,050 g). Esse fato constitui uma das explicações para o resultado das curvas 

mais acentuadas para o sistema semissólido (Figura 7). 
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Figura 7: Curvas de crescimento dos calos de Euterpe Precatoria (açaí-solteiro) 

ajustadas ao modelo de Gompertz (𝑌 = 𝑎 ∗ 𝑒(−𝑏𝑒−𝑐∗𝑡)) .   



 

70 
 

Nota: L1, L2 e L3 linhagens cultivadas em meio líquido obtidas linhagens de folhas imaturas de plantas adultas induzidas em 

meio semissólido nas concentrações de auxina a 450, 675 e 900 μM de Picloram, respectivamente.  L5 e L6 linhagens de 

materiais cultivados em meio líquido, induzidas em meio semissólido a partir de material somáticos de inflorescências e 

embrião zigótico, respectivamente. L4, L7 e L8 materiais propagativos originários de material somático de plantas adultas 

obtidas de folhas imaturas, inflorescências e embrião zigótico, respectivamente, induzidas e cultivadas em meio semissólido. 

 

Analisando as curvas, percebe-se que a fase lag foi imperceptível 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 semissólido, na linhagem L4, por exemplo, 

essa fase predominou aproximadamente até os 60 dias, sendo sucedida pela fase linear, embora 

essa linhagem tenha apresentado um padrão sigmoide mais perceptível 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 líquido, 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 às 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 predominância de tempo, caracterizando o comportamento crescente na maior parte 

do tempo de cultivo. Esse comportamento é demostrado pelo ajustamento das curvas que 

evidencia o crescimento celular contínuo. Isso proporcionou outro evento em comum entre as 

linhagens, a ausência da fase de senescência. Essa fase não 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 R2 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(−𝑏𝑒−𝑐∗𝑡)) das suspensões de Euterpe 

precatoria Mart. (açaí-solteiro) cultivadas em meio líquido e em meio semissólido, em função 

da linhagem celular em cada tempo de cultivo.  

Parâmetro

s  

Linhagens genéticas 

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 

a 2,552 2,672 2,328 2,405  2,04 3,235 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 

R2 (%) 0,97 0,99 0,98 0,98 0,99 0,99 0,98 0,97 
Nota: L1, L2 e L3 linhagens cultivadas em meio líquido obtidas linhagens de material somático de folhas imaturas de plantas 

adultas induzidas em meio semissólido nas concentrações de auxina a 450, 675 e 900 μM de Picloram, respectivamente.  L5 e 

L6 linhagens de materiais cultivados em meio líquido, induzidas em meio semissólido a partir de material somáticos de 

inflorescências e embrião zigótico, respectivamente. L4, L7 e L8 materiais propagativos originários de material somático de 

plantas adultas obtidas de folhas imaturas, inflorescências e embrião zigótico, respectivamente, induzidas e cultivadas em meio 

semissólido. 

 

Por meio das constantes encontradas no modelo de Gompertz, obteve-se os resultados 

dos parâmetros cinéticos. Nos resultados, pode-se observar que os dados da duração da fase lag 

𝝀 (dia) de crescimento são negativos. Assim, confirma-se o observado nos gráficos nas curvas 

das linhagens, a ausência da fase lag 𝝀 (dia) (Tabela 3).  

 

Tabela 3. Parâmetros cinéticos das suspensões de Euterpe precatoria Mart. (açaí-solteiro) 

cultivadas em meio líquido e em meio semissólido, em função da linhagem celular em cada 

tempo de cultivo; μmax = velocidade máxima de crescimento específico das células (d-1); λ = 

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

Parâmetro

s  

Linhagens genéticas 

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 

μmax (d-1) 0,0229 0,0289 0,0169 0,0383 0,0102 0,0319 0,0371 0,0388 

𝝀 (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 líquido obtidas linhagens de material somático de folhas imaturas de plantas 

adultas induzidas em meio semissólido nas concentrações de auxina a 450, 675 e 900 μM de Picloram, respectivamente.  L5 e 

L6 linhagens de materiais cultivados em meio líquido, induzidas em meio semissólido a partir de material somáticos de 

inflorescências e embrião zigótico, respectivamente. L4, L7 e L8 materiais propagativos originários de material somático de 

plantas adultas obtidas de folhas imaturas, inflorescências e embrião zigótico, respectivamente, induzidas e cultivadas em meio 

semissólido. 

 

Os resultados demonstraram variações significativas entre as linhagens genéticas em 

termos de crescimento e metabolismo. Verifica-se que o tempo de geração das células foi menor 
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entre as linhagens cultivadas no sistema semissólido (L8, L4 e L7). A taxa máxima específica 

de crescimento (μmax) observado foi de ± 0,0388d-1, para Linhagem L8, com um tempo de 

geração (G) de 17,9 dias até que as culturas atingissem seu pico de duplicação. A linhagem L4 

e L7 apresentam μmax de ± 0,0383 e ±0,0371 d-1, levando em média aproximadamente 18 e 

18,6 dias, respectivamente, para que as culturas alcançassem seu pico de duplicação de 

biomassa. 

Entre as linhagens cultivadas no sistema líquido, as linhagens L6, L2 e L1 apresentaram 

um tempo médio de 21,7, 23,9 e 30,1 dias para duplicar o acúmulo de biomassa, a uma taxa 

máxima específica de crescimento (μmax) em média de ± 0,0319 e ± 0,0289 e ± 0,0229 d-1. As 

linhagens com menores valores foram L3 e L5, tanto para taxa máxima específica de 

crescimento (μmax) quanto para tempo de geração (G) d-1.  

 

Análise dos Componentes Principais (PCA)  

Os dois componentes principais explicaram 84,08% da variação total dos dados, sendo, 

portanto, o PCA bem ajustado, que permitiu observar a tendência no desenvolvimento dos calos 

em suspensão. PC1 representou 68,62% da relação, com separação das linhagens em clusters. 

Correlações positivas entre as linhagens cultivadas em meio semissólido formaram um 

agrupamento, foram plotados nos dois quadrantes do lado direito. Outros parâmetros 

influenciaram no crescimento e separaram as linhagens cultivadas em meio líquido, porém 

também foram plotados nos dois quadrantes do lado direito (Figura 8). 
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Figura 8. Biplot PC1 × PC2 sobre as variáveis de incremento de biomassa ao longo do tempo 

de cultivo em linhagens de Euterpe precatoria Mart. (açaí solteiro) cultivadas em meio líquido 

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

imaturas de plantas adultas induzidas em meio semissólido nas concentrações de auxina a 450, 675 e 900 μM de Picloram, 

respectivamente.  L5 e L6 linhagens de materiais cultivados em meio líquido, induzidas em meio semissólido a partir de 

inflorescências e embriões zigóticos, respectivamente. L4, L7 e L8 materiais propagativos originados de folhas imaturas, 

inflorescências e embriões zigóticos, respectivamente, induzidas e cultivadas em meio semissólido. 

 

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 suspensão. O 

posicionamento do vetor com angulações maiores e isolado indica que as correlações com as 

demais linhagens não foram fortes, embora os resultados evidenciem uma proporção bastante 

consistente da linhagem. Assim, a análise dos componentes principais comparados (Figura 8) 

com os resultados de incremento de biomassa (Figura 5) evidenciam o destaque desta linhagem 

para cultivo em suspensão. 

A análise dos componentes principais também evidencia outro comportamento que 

apresenta destaque quanto ao cultivo in vitro em meio de suspensão, referente à linhagem L2. 

Para essa linhagem, esse fato também é constatado pelo posicionamento mais isolado do vetor 

quando comparado com as demais linhagens provenientes de folhas imaturas cultivadas em 

meio de suspensão. A posição do vetor da linhagem L2 evidencia uma angulação mais afastada 

das L1 e L3, resultado que exprime a diferença no ganho de incremento de biomassa entre a L2 

e as L1 e L3.  

As linhagens L1 e L3 possuem crescimento similares para o PCA1, uma vez que 

apresentam vetores de comprimento mais próximos entre si e ao eixo PCA1, e, portanto, 

apresentam uma forte interação. Além disso, essas linhagens apresentaram uma correlação 

positiva mais forte com as linhagens L7 e L8, sendo essas linhagens (L1 e L3) separadas das 

outras. 

Com relação as linhagens cultivadas em meio semissólido, verifica-se a alta correlação 

positiva entre L7 (INFLO) e L8 (EZ). Aqui também se verifica que além dos comprimentos 

serem muito parecidos, esses também estão muito próximos entre si e as angulações são muito 

agudas. Os vetores estão com angulações equidistantes às linhagens L7e L8. Assim, o 

agrupamento das amostras apresenta comportamentos de crescimento semelhantes entre as 

linhagens cultivadas em sistema semissólido. Outra linhagem semelhante foi a L4. 

A análise de componentes principais demonstrou haver diferentes estágios de crescimento 

entre as linhagens. Assim, para obter mais informações do comportamento entre as linhagens, 
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verificou-se o quão essas são similares por meio da matriz de crescimento de Pearson, pelas 

correlações (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Matriz de correlações de Pearson sobre as variáveis de incremento de biomassa ao 

longo do tempo de cultivo em linhagens de Euterpe precatoria Mart. (açaí solteiro) cultivadas 

em meio líquido e semissólido.  

  L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 

L1 1        

L2 0,442538 1       

L3 0,806086 0,304885 1      

L4 0,688598 0,481738 0,70229 1     

L5 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 líquido obtidas linhagens de material somático de folhas imaturas de plantas 

adultas induzidas em meio semissólido nas concentrações de auxina a 450, 675 e 900 μM de Picloram, respectivamente.  L5 e 

L6 linhagens de materiais cultivados em meio líquido, induzidas em meio semissólido a partir de material somáticos de 

inflorescências e embrião zigótico, respectivamente. L4, L7 e L8 materiais propagativos originádo de material somático de 

plantas adultas obtidas de folhas imaturas, inflorescências e embrião zigótico, respectivamente, induzidas e cultivadas em meio 

semissólido. 

 

Como verificado na análise dos componentes principais, as linhagens L7 e L8 têm uma 

correlação mais forte entre si, com um coeficiente de correlação de 0,92. Em outras palavras, 

quando uma aumenta, a outra tende a aumentar também, e vice-versa, em uma proporção 

bastante consistente, sendo essa correlação positiva. Essa forte correlação 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 têm a correlação bastante forte entre si, com 

um valor de 0,84, indicando uma correlação positiva bastante consistente. O valor das 

correlações de (L1, L3) é 0,80, o que indica também uma correlação positiva forte entre as 

linhagens L1 e L3. As linhagens L3 e L7 também têm uma correlação bastante forte (0,76). A 

linhagem L5 tem correlação moderada com as variáveis L2 (0,61) e L7 (0,68). 

Assim, com base nos resultados das correlações observadas, há linhagens que apresentam 

associações genéticas mais fortes entre si. Podem-se identificar os padrões nas relações entre 

as linhagens estudadas, sendo os agrupamentos mais fortes dentro do seu respectivo sistema de 

cultivo. Para tanto, dentro de cada sistema houve também padrões e associações diferentes. 

Esses resultados evidenciam a significância dos efeitos do sistema de cultivo em relação ao 



 

75 
 

incremento de massa (g) das linhagens dentro cada tempo. Assim, o meio em que cada linhagem 

é cultivada promove interação entre as linhagens e o tempo de cultivo.  
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Figura 9. Aspectos morfológicos das melhores linhagens de calos embriogênicos de Euterpe 

precatoria cultivadas em meio líquido ao final do experimento. A, B e C.  Calos pertencentes 

à linhagem L2 oriundos de folhas imaturas induzidas em meio com 675 μM de Picloram. D- F. 

Calos pertencentes à linhagem L1 oriundos de folhas imaturas induzidas em meio com 450 μM 

de Picloram. G-I. Calos pertencentes à linhagem L6 oriundos de embriões zigóticos induzidos 

em meio Y3. 

 

Caracterização bioquímica - teores Açúcares Solúveis Totais (AST) e Proteínas Solúveis 

Totais (PST) de E. precatoria  

Houve diferença estatística na quantidade de AST extraídos das linhagens (Figura 10). A 

quantidade de AST extraído foi muito expressiva. Os maiores teores de AST foram observados 

nas linhagens cultivadas em meio líquido.  

As linhagens cultivadas em meio líquido apresentaram resultados de AST acima dos 500 

μg mg-1 de matéria seca, fato não ocorrido nas linhagens cultivadas em meio semissólido. Os 

AST nas linhagens cultivadas em meio líquido variaram entre 517,41 e700 μg mg-1 de massa 

seca de AST, sendo mais elevado nas linhagens de folhas imaturas (L1, L3 e L2), 

respectivamente, constatando-se ainda diferenças significativas entre elas, conforme observado 

na figura abaixo (Figura 10).  

 



 

77 
 

 

Figura 10. Açúcares Solúveis Totais (AST) de culturas de calos e agregados em suspensão e 

em meio semissólido em linhagens genéticas de Euterpe precatoria (açaí solteiro), aos 100 dias 

de cultivo. Médias seguidas de mesma letra indicam semelhança entre as linhagens pelo teste 

de Tukey em nível de 5% de probabilidade. Barras representam erro padrão. A = comparação 

entre todas as linhagens. B = Comparação das linhagens cultivadas em meio líquido. C = 

Comparação entre as linhagens em meio semissólido. Nota: L1, L2, e L3 representam linhagens provenientes 

de material somático de folhas imaturas, inflorescências imaturas e embrião zigótico respectivamente, em meio líquido; L5 

representam linhagens genéticas provenientes de material somático de inflorescências imaturas em meio líquido. L6 

representam linhagens genéticas provenientes de material somático de embrião zigótico em meio líquido.  L4, L7 e L8 

representam linhagens provenientes de material somático de folhas imaturas, inflorescências imaturas e embrião zigótico 

respectivamente, em meio sólido. 

 

A linhagem com maior teor de AST foi a Ll (Figura 10). Essa linhagem apresentou uma 

quantidade muito elevada de açúcares, sendo superior a 700 μg mg-1 de massa seca. Semelhante 

a essa linhagem, menciona-se a L3, que apresentou uma quantidade muito elevada de AST 

(688,05) μg mg-1.  

As linhagens L2 e L6 apresentaram semelhança estatística com a linhagem L3, sendo que 

a L2 apresentou 576,57 μg mg-1 de massa seca de AST e a linhagem L6 apresentou 547,58 μg 

mg-1 de massa seca de AST.  

Embora tenha crescimento pouco expressivo em meio líquido quando comparada com 

demais linhagens, ainda assim, a linhagem L5 apresentou conteúdo elevado de AST, 517,41 μg 

mg-1 de massa seca, ainda que o conteúdo de açúcares tenha sido inferior estatisticamente aos 

das demais linhagens cultivadas em meio líquido. Para tanto, com um comportamento 

semelhante estatisticamente a essa, foi a linhagem L7 - 495,87 μg mg-1 de massa seca de AST. 

Essa linhagem apresentou o maior teor de AST entre as linhagens cultivadas em meio 

semissólido (Figura 10).  

Essas duas linhagens embora tenham sido cultivadas em sistemas diferentes, são 

provenientes de inflorescências imaturas de E. precatoria, sendo seu comportamento quanto às 

reservas bioquímicas de açúcares e proteínas muito parecidos entre os dois sistemas de cultivo. 

Assim, verifica-se como um padrão existente nas reservas de AST e PST.  

Padrões parecidos também foi verificado nas linhagens embriogênicas de folhas imaturas 

(L1, L2 e L3), isto é, níveis semelhantes de AST, apresentaram níveis equivalentes de PST. 

Quando as linhagens foram semelhantes em uma variável, o mesmo comportamento foi 

observado na outra variável bioquímica (Figura 10 e 11).  



 

78 
 

 
 

Figura 10. Proteínas Solúveis Totais (PST) de culturas de calos e agregados em 

suspensão e em meio semissólido em linhagens genéticas de Euterpe precatoria (açaí solteiro), 

aos 100 dias de cultivo. Médias seguidas de mesma letra indicam semelhança entre as linhagens 

pelo teste de Tukey em nível de 5% de probabilidade. Barras representam erro padrão. A = 

comparação entre todas as linhagens. B = Comparação das linhagens cultivadas em meio 

líquido. C = Comparação entre as linhagens em meio semissólido.  

 
Nota: L1, L2, e L3 representam linhagens provenientes de material somático de folhas imaturas, inflorescências 

imaturas e embrião zigótico respectivamente, em meio líquido; L5 representam linhagens genéticas provenientes de material 

somático de inflorescências imaturas em meio líquido. L6 representam linhagens genéticas provenientes de material somático 

de embrião zigótico em meio líquido.  L4, L7 e L8 representam linhagens provenientes de material somático de folhas imaturas, 

inflorescências imaturas e embrião zigótico respectivamente, em meio sólido. 

Os resultados das análises bioquímicas evidenciam as duas linhagens com maiores 

quantidades de reservas proteicas, L6 (0,243 μg de Prot/mg MF) e L5 (0,233 μg de Prot/mg 

MF), ambas cultivadas em meio líquido. As linhagens L8 foi estatisticamente semelhante às 

linhagens acima descritas, uma vez que os níveis de reservas foram muito próximos dessas 

linhagens (0,231 μg de Prot/mg MF). A linhagem L7 foi semelhante estatisticamente à 

linhagem L8.  
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DISCUSSÃO  

Estabelecimento inicial de calos em meio líquido e multiplicação de células e agregados 

em suspensão  

Usando linhagens de calos embriogênicos, obtidas de diferentes tipos de explantes (folhas 

imaturas, inflorescências imaturas e embriões zigóticos), o cultivo em suspensão foi alcançado. 

A linhagem proveniente de embriões zigóticos (L6) obteve o maior incremente de massa (g) 

em relação 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 friável branco 

ou levemente amarelado (Figuras 1-4) (com alta friabilidade = alta facilidade de fragmentação) 

foi estabelecido no meio líquido. Salienta-se que esse tipo de calo é essencial para o 

estabelecimento de culturas em suspensão celular. Em meio líquido sob agitação, as células se 

dispersam e se desenvolvem sinergicamente (MUSTAFA et al., 2011; BHATIA, 2015; LING 

et al., 2015). 

O estabelecimento de linhagens em meio líquido possibilita o aprimoramento 

biotecnológico das pesquisas desenvolvidas com E. precatoria. Isso permite ainda a abertura 

para outros estudos, como por exemplo, pesquisas relacionadas à produção de metabólicos 

secundários (JAMIL et al., 2018; HUA et al., 2019; SONGSERM et al., 2022) e potencializa a 

multiplicação de propágulos embriogênicos e a taxa de conversão embrião somático-planta 

(AL-KHARI 2012; GUILLOU et al., 2018; JIE et al. 2019; QUEIROZ et al., 2021; WOO et 

al., 2021).  

Apesar da sua importância, o uso de meio líquido para multiplicação e regeneração in 

vitro em palmeiras ainda se encontra a passos lentos (Kong et al., 2023), apesar do empenho de 

estudiosos rumo à protocolos eficientes de propagação de palmeiras via ES usando meio o 

líquido, 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 alcançarem a regeneração 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 açaí- solteiro. É importante 

salientar que as linhagens cultivadas em meio semissólido também obtiveram eficiência na 

multiplicação dos calos, sobretudo as L7 e L8. Essa eficiência pode estar relacionada à 

quantidade inicial de calos inoculados no meio semissólido. 
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Embora o estabelecimento e multiplicação de linhagens em meio líquido tenham sido 

eficientes, é necessário estabelecer uma quantidade ótima de material inicial a ser inoculado. 

Ramchandra et al. (2020), analisando a indução de calos para o estabelecimento da cultura de 

suspensão celular de cominho (Cuminum cyminum L.), verificaram o número ótimo de células 

para estabelecer uma cultura de suspensão celular bem desenvolvida, caso contrário, a divisão 

celular pode não ocorrer.  

Além da quantidade, deve-se levar em consideração o tamanho do agregado, uma vez que 

este também pode influenciar nos resultados (RAMCHANDRA et al., 2020).  Contudo, o 

tamanho dos agregados em suspensão pode variar de espécie para espécie e das condições gerais 

de cultivo (MONTEIRO et al., 2018).  

O entendimento desses mecanismos é crucial para otimizar a produção de biomassa e 

compostos de interesse em aplicações de biotecnologia vegetal. Como por exemplo, a 

quantidade de meio líquido. As linhagens foram inoculadas em 35 ml de meio líquido. A 

quantidade de meio pode limitar o crescimento das culturas em suspensão e favorecer a 

ocorrência de hiperidricidade (AMINE MAZRI; MEZIANI, 2015).   

Outro fator importante a ser considerado deve-se ao fato das linhagens cultivadas em 

meio semissólido serem mantidas no escuro, e não se tem informações sobre o desenvolvimento 

de cultivos em meio líquido no escuro para a espécie. Estudos futuros podem esclarecer o 

comportamento dessas linhagens quanto à luminosidade ideal para multiplicação de 

propágulos.  

A luz pode inibir o surgimento de metabólitos secundários e compostos fenólicos 

essenciais para o crescimento celular. Arias et al. (2016) verificaram que a luz inibiu o acúmulo 

de alguns metabólitos secundários e compostos fenólicos em culturas em suspensão celular de 

Thevetia peruana. Nos cultivos em suspensão, os metabólitos secundários, incluindo os 

compostos fenólicos influenciam a regulação do crescimento celular e na proteção contra 

estresses ambientais (GUTIÉRREZ-GAMBOA et al., 2020). Estudos feitos por Beigmohamadi 

et al. (2019) observaram os efeitos da luz e da escuridão na cultura de suspensão celular em 

Plumbago europaea. Esses autores verificaram que a presença de luz afetou a o crescimento 

celular.   

O crescimento das linhagens em meio líquido não foi afetado pela leve oxidação. Além 

disso, sua ocorrência não comprometeu o potencial embriogênico das culturas. Compostos 

específicos liberados pelas culturas no meio de suspensão podem atuar evitando a oxidação na 

reação em cadeia (TRUNJARUEN et al., 2023).  
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Ao avaliar a Tabela 1, com os resultados da Figura 6, referentes à multiplicação das 

linhagens L1, L2 e L3 (material de folhas imaturas) em meio de suspensão sobre a influência 

do tempo (dias) no incremento de massa (g), verifica-se que a partir dos 90 dias as linhagens 

apresentaram diferenças estatísticas entre si, sendo L2 e L1 superiores. 

Assim, aos 90 dias, para fins de multiplicação, recomenda-se qualquer uma das linhagens 

referidas acima para proliferação de estruturas embriogênicas. Adicionalmente, sugere-se não 

ultrapassar os 90 dias de cultivo em suspensão para transferência das células e agregados 

celulares para a etapa de meio semissólido, pois ao analisar os gráficos de regressão, verifica-

se que o incremento de massa entre 90 e 120 dias são quase imperceptíveis, embora tenham 

sido identificadas diferenças significativas entre esses tempos (Tabela 1).  

Já para a linhagem L6, a curva de regressão (Figura 6) evidencia uma distância maior 

entre 90 e 120 dias. Contudo, também se recomenda 90 dias para prosseguimento das etapas 

posteriores da ES. A linhagem L5 obteve um nível muito baixo de multiplicação, sendo mais 

eficaz no meio semissólido. Para tanto, a cultura foi estabelecida e novos testes podem ser 

desenvolvidos para aprimoramento do cultivo em suspensão.  

As Figuras 4 e 9 revelaram resultados surpreendentes da multiplicação em meio líquido. 

Esse fato está ligado ao surgimento e desenvolvimento notável das estruturas isoladas nos 

frascos, evidenciando assim que as linhagens adquiriram competência para formação 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 semissólido apresentaram padrão sigmoide mais 

perceptível. A quantidade inicial de material inoculado favoreceu o leve padrão sigmoide. O 

período de coleta de dados pode ter exercido influência na curva de crescimento, e no resultado 

do tempo da fase lag, visto que a primeira mensuração realizada somente aos 60 dias de cultivo 

e, portanto, o fator tempo merece atenção em estudos futuros.   

Puad e Abdullah (2018) reportaram uma curva de crescimento de células em suspensão 

de Ficus deltoide sem a fase lag e, então, sugeriram que as frequências de amostragens 

poderiam ser incrementadas visando à visualização dessa fase. Isso não é incomum quando se 

trata de cultivo em suspensão, principalmente no estabelecimento de protocolos 

(AGUILAR‑CAMACHO et al., 2016).  

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

pois assinala o momento ótimo para efetuar a transferência dos calos para um substrato fresco 



 

82 
 

(repicagem), devido à diminuição dos nutrientes disponíveis, desidratação do meio de cultura, 

acumulação de compostos tóxicos e/ou diminuição da oxigenação intracelular nos calos. 

Com base nos dados fornecidos para as linhagens genéticas, podemos caracterizar o 

padrão de crescimento em termos de metabolismo da seguinte maneira: μmax (d-1): A taxa 

máxima de crescimento específico das células varia entre as linhagens, com valores que vão de 

0,0102 a 0,0388 d-1. Isso indica que as diferentes linhagens têm diferentes capacidades de 

crescimento mesmo sob condições ideais, com a linhagem L8 mostrando a maior taxa de 

crescimento específico e a linhagem L5 mostrando a menor. 

Os valores negativos verificados variam entre -180,72 a -26,4019 dias, indicando 

ausência da fase lag entre as linhagens. Isso também pode indicar um tempo de adaptação ou 

acomodação das células ao meio de cultura antes que o crescimento ativo comece, com algumas 

começando a crescer mais rapidamente do que outras.  

O tempo de geração (G) variou entre as linhagens, com valores que vão de 17,9 a 53,6 

dias. Isso representa o tempo necessário para que a população celular dobre. Assim, linhagens 

com tempos de geração mais curtos (L8, L4, L7, L6 e L2) estão se replicando mais rapidamente 

do que aquelas com tempos de geração mais longos (L5, L3 e L1). Isso sugere que, sob certas 

condições, 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 líquido as 

linhagens L6 e L2 apresentaram maior eficiência no crescimento em meio líquido.  

As correlações encontradas (Tabela 2) constituem outra ferramenta indicativa que o 

protocolo utilizado é adequado para multiplicação de materiais embriogênicos de E. precatoria 

em suspensão. Todos as linhagens descrevem o modelo e forneceram uma descrição satisfatória 

do crescimento celular de E. precatoria em condições in vitro, com uma confiança estatística 

acima de 97,00% (teste Tukey). Assim, o modelo de Gompertz destacou-se ao demonstrar com 

êxito o crescimento de diferentes linhagens em relação ao meio e ao sistema de cultivo.  

A contribuição inovadora deste estudo ao alcançar uma precisão elevada nos parâmetros 

de crescimento para as linhagens, por meio da aplicação bem-sucedida do modelo de Gompertz. 

Assim, este estudo contribui para a compreensão dos padrões existentes entre as linhagens de 

calos embriogênicos de açaí-solteiro. A caracterização dessas diferenças é essencial para o 

desenvolvimento de estratégias de cultivo mais eficientes e para a conservação da diversidade 

genética dessa importante espécie. 

O modelo de Gompertz revelou-se robusto em comparação às abordagens convencionais 

em experimentos realizados por Martinez et al. (2018) que verificaram a cinética e modelagem 

do crescimento celular para potencial indução de antocianinas em culturas de Taraxacum 
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officinale G.H. Weber ex Wiggers (Dente-de-leão) in vitro. Os autores concluíram que o uso 

de modelos matemáticos para compreender o aumento e a concentração de antocianinas em 

calos de Taraxacum constitui uma estratégia eficaz para antecipar produções e reações em 

variadas condições ambientais. 

Mavituna e colaboradores (2016), aplicando modelagem para entender as mudanças na 

distribuição de tamanho de agregados de células vegetais durante o crescimento em suspensão 

de Capsicum frutescenscultura, verificaram que a alocação de modelos computacionais tem 

potencial para ser utilizado de forma preditiva na elaboração de experimentos em culturas de 

células vegetais.  

Uma alta taxa máxima de crescimento específico das células pode indicar uma maior 

capacidade de crescimento sob condições favoráveis. Deve-se atentar que, neste estudo, as 

concentrações iniciais de materiais inoculadas foram diferentes. Então, as diferentes linhagens 

genéticas demonstraram variações significativas em sua capacidade de crescimento máximo, 

implicando no tempo de resposta e taxa de replicação celular. Assim, as linhagens genéticas de 

açaí-solteiro podem ser consideradas eficientes quanto ao cultivo em suspensão. Essas 

diferenças 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 condições de cultivo, fatores genéticos adicionais, entre 

outros (ZHANG et al., 2021). 

As curvas não demostraram um crescimento sigmoide característico definido.  As 

linhagens adentraram diretamente com a fase exponencial, seguida pela fase linear sem haver 

o término característico da fase estacionária. Portanto, as linhagens aqui estabelecidas podem 

manter-se por longos períodos em condições sadias, embora ainda não se tenha dados das etapas 

posteriores da ES. Deve levar em consideração a quantidade de meio em que as linhagens foram 

cultivadas. Conhecer o tempo ideal de cada fase é um fator chave para manter os cultivos em 

condições favoráveis no laboratório para utilizações eventuais futuras (KONG et al., 2023).  

 

Correlações do crescimento entre as linhagens avaliadas por análise de componentes 

principais 

A aplicação da estatística multivariada, por meio da análise dos componentes principais 

(PCA), permitiu observar as interações existentes entre linhagens. As suspensões analisadas no 

presente trabalho apresentaram grupos distintos quanto a semelhanças de desenvolvimento 

(Figure 8).  
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Linhagens cultivadas em meio semissólido (L4, L7 e L8) ficaram em um grupo. Já as 

linhagens cultivadas em meio líquido apresentaram padrões distintos entre si. A posição oposta 

entre as linhagens L6 e L2 claramente evidencia uma correlação muito baixa, embora ambas 

tenham os maiores incrementos de massa (g) entre as linhagens cultivadas em meio líquido.  

Ferreira et al. (2022a) avaliaram o meio de Y3 como a melhor opção para multiplicação 

de calos embriogênicos oriundos de embriões zigóticos de E. precatoria em meio semissólido. 

Neste estudo, os resultados do PCA mostram que o cultivo em suspensão de linhagens 

embriogênicos de embriões zigóticos podem ser realizados em meio MS, suplementado com 5 

μM de Picloram. Esse fato pode ser observado no PCA pela posição de plotagem da linhagem 

L6, mostrando claramente o efeito positivo do rendimento de incremento de massa (g) da 

linhagem (Figura 8). 

O meio líquido demostrou diferentes respostas embriogênicas, linhagens mais 

responsivas e isoladas, como foi o caso das linhagens L6 (material somático de embrião 

zigótico) e L2 (material somático de folhas? imaturas). Demonstrou também linhagens menos 

responsivas, como foi o caso da linhagem L5 (material somático de inflorescências imaturas). 

Tais aspectos também foram observados por Mello et al. (2023), analisando a indução da 

embriogênese somática em segmentos de mudas de Euterpe edulis.   

Em Phytolacca americana L., conhecida popularmente como erva-de-tintureiro, a análise 

de componentes principais (PCA) e a análise de cluster hierárquico (HCA) revelaram diferentes 

padrões de resposta entre os meios semissólidos e líquidos suplementados com ácido 

naftalenoacético (ANA). Os pesquisadores utilizaram meio líquido e semissólido e tratamentos 

com auxinas na folha da erva-cidreira. Foram utilizados meios MS semissólidos e líquidos, 

suplementados com ácido indol-3-butírico (IBA) e ácido 1-naftilacético (NAA) em 

concentrações de 0,5, 1, 2 e 4 mg/L (TRUNJARUEN et al., 2023).  

Assim, o biplot PCA evidencia incrementos consideráveis de massas embriogênicas de 

açaí-solteiro em culturas líquidas, representadas, principalmente, pelas linhagens L6 e L2.   

 

Análises bioquímicas 

Constataram-se diferenças significativas nos teores de AST entre as linhagens. Linhagens 

cultivadas no meio líquido apresentaram maiores níveis de AST comparando-se com as 

linhagens cultivadas em meio semissólido (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 níveis de AST presentes nas linhagens 

que este seja um dos possíveis fatores responsáveis.  
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A concentração, sensibilidade e transporte de reservas (diferentes açúcares endógenos) 

ao longo do corpo da planta podem influenciar direta e indiretamente a regulação dos processos 

de divisão celular e diferenciação em culturas em desenvolvimento, desempenhando um papel 

crucial no controle de sua morfogênese (BARTOS et al., 2018).  

Gomes et al. (2014) consideraram que essa característica é relevante para promover o 

crescimento e desenvolvimento de calos e células, tendo em vista que durante determinadas 

etapas do desenvolvimento embriogênico, a composição do açúcar solúvel nos tecidos dos 

explantes costuma desempenhar um papel mais significativo do que a quantidade total de 

açúcares solúveis, muitas vezes regulando as fases específicas do processo. Por exemplo, Bartos 

e colaboradores (2018) verificaram a relação positiva na aquisição de competência 

embriogênica, quando os níveis de açúcares solúveis glicose e frutose reduziram durante a 

embriogênese somática em Coffea arabica L.  

Salienta-se que sob condições in vitro, os materiais genéticos (explantes, calos, células) 

tendem a depender principalmente de fontes externas de nutrientes, o acúmulo de reservas não 

é uma característica proeminente em seu metabolismo (CHAGAS et al., 2003). Isso corrobora 

com o fato das linhagens cultivadas em meio líquido serem estatisticamente superiores, por 

estarem em completo contato com o meio, porém com resultados superiores nas linhagens de 

material somático foliar (L1, L2 e L3). A linhagem proveniente de material somático foliar 

obteve o maior nível de AST em meio líquido.  

Por outro lado, o inverso ocorreu entre as linhagens cultivadas em meio semissólido. O 

menor contato físico pode ser o responsável por esse resultado. Como a análise foi realizada 

em um ponto específico do crescimento nas linhagens, alguns estudos podem ser mais precisos 

para entender esse comportamento, como por exemplo análises em função 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 

análises mostram a oscilação nos níveis dos AST em relação as fases de crescimento das 

culturas. Em cada etapa que antecede uma fase de crescimento, os estudiosos verificaram que 

os níveis de AST variam muito. Nos estudos acima mencionados, alguns evidenciaram tanto 

declínio nos níveis dos AST quanto o seu aumento ao longo do tempo de cultivo. Isso é 

justificado devido à influência de outros fatores, como o tipo de explante, a fase de crescimento, 

o estádio de desenvolvimento, o meio de cultivo e o tempo de cultivo.   

Os carboidratos desempenham um papel fundamental ao fornecerem tanto esqueletos de 

carbono quanto energia para a síntese de compostos orgânicos essenciais ao metabolismo 

celular. Esta função pode elucidar o que ocorre durante a transição nas fases de 
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desenvolvimento, pois destaca a importância dos carboidratos como fonte energética (SANTOS 

et al., 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 níveis de AST variaram entre 80 μg mg-1 de MS, no início do 

experimento, a 10 μg mg-1 de MS, no final do tempo de cultivo. O experimento durou 120 dias 

e os autores realizaram as análises a cada dez dias de cultivo. O segundo maior nível de AST 

na pesquisa ocorreu aos 70 dias de cultivo, sendo esse o tempo ideal para repicagem dos 

materiais, e isso não constituiu um fator de impedimento para desenvolvimento das culturas 

(NOGUEIRA et al., 2008).  

Já os teores de AST em Elaeis guineensis Jacq corroboram os observados para as 

linhagens embriogênicas de açaí-solteiro cultivadas em meio sólido e inferiores quando 

comprados com linhagens cultivadas em meio líquido. Gomes et al. (2014) verificaram maiores 

níveis de AST durante as etapas de aquisição e desenvolvimento da embriogênese somática 

nessa palmeira.  

Os autores constaram diferenças significativas em função do tempo de cultivo (0 a 360 

dias), ocorrendo variações nos níveis totais de açúcares solúveis durante a embriogênese 

somática.  Os pesquisadores observaram que, no momento inicial da indução da embriogênese 

somática, os níveis de AST nos tecidos do explante diminuem rapidamente, ao contrário do que 

ocorre nos estágios de regeneração e maturação, nos quais as concentrações de açúcares 

solúveis totais nos cultivos aumentam de forma gradual. Isso não inibiu a obtenção de plântulas 

no protocolo seguido.  

Bartos et al. (2018) também verificaram níveis muito inferiores de AST em Coffea 

arabica. Os calos embriogênicosapresentaram em média 60 μg mg-1 de MS.  Esses 

pesquisadores concluíram que essa característica possui importância significativa para 

diferenciar essas variedades, mas que não chegaram a ser um fator impeditivo para bons 

resultados no processo embriogênico.  

É importante destacar que nas pesquisas anteriores, embora níveis baixos de AST foram 

constatados, essas reservas não deixaram de desempenhar funções essenciais no processo 

embriogênico, sendo capazes de participar da sinalização nas respostas embriogênicas. Sendo 

assim, o tipo de açúcar pode ser o principal fenômeno relacionados com a competência 

embriogênica. Todavia, sugere-se observar os níveis de AST em função de um determinado 

período de cultivo para obter mais as informações no processo embriogênico em E. precatoria, 

bem como o tipo de açúcar contido nos tecidos dos propágulos, uma vez que conforme já 
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elucidado por Gomes et al. (2014), esse parâmetro pode ser mais importante que o próprio teor 

de AST totais contidos nos materiais genéticos.  

Para proteínas (Figura11), os níveis verificados por este estudo foram muito baixos. 

Ainda que a análise tenha sido realizadas aos 100 dias de cultivo, não se esperava níveis tão 

baixos de PST. Há a possibilidade das linhagens aqui cultivadas estarem por algum motivo 

específico sendo prejudicadas pelas reações de Amadori e Mailhard. A reação de Amadori 

envolve a ligação de um açúcar redutor, como a glicose, a um aminoácido, enquanto a reação 

de Mailhard envolve a ligação de um açúcar redutor a uma amina primária. Essas reações são 

etapas importantes na glicação não enzimática de proteínas, e isso ocorre quando açúcares se 

ligam de forma não enzimática a resíduos de aminoácidos em proteína (QUEISSER et al., 

2010). Na reação, a glicose (ou outros açúcares redutores) se liga a um resíduo de lisina ou 

arginina na proteína, formando um produto inicialmente reversível conhecido como produto de 

Amadori (MEHTA; DEETH, 2016). Assim, essas reações podem ser o fator responsável pelo 

impedimento para um melhor desenvolvimento das linhagens, mencionados na avaliação dos 

AST.  

Essa reação é o primeiro passo na formação de produtos de glicação avançada (AGEs), 

que são compostos irreversíveis resultantes da modificação de proteínas por açúcares. Em 

termos de síntese de proteínas, a glicação não enzimática pode interferir na estrutura e função 

das proteínas. Quando as proteínas são modificadas por glicação, sua estrutura tridimensional 

pode ser alterada, afetando sua função biológica normal (KANDARAKIS et al. 2014).  

No contexto do cultivo in vitro de plantas, onde a síntese de proteínas é fundamental para 

o crescimento e desenvolvimento das plantas, a ocorrência da reação de Amadori e a formação 

de AGEs podem afetar negativamente processos metabólicos e fisiológicos (KANDARAKIS 

et al. 2014). Isso pode ter implicações na qualidade das plantas cultivadas in vitro, incluindo o 

rendimento de biomassa, resistência a estresses bióticos e abióticos, e qualidade nutricional 

(OLIVEIRA, et al., 2016).   

Fatores como tempo de cultivo, temperatura, umidade elevada e pH do sistema podem 

favorecer as reações de Amadori e Mailard (PURLIS, 2010). No cultivo in vitro, a presença de 

um ambiente de alta umidade é comum, o que favorece tais reações. Isso pode resultar na 

inativação de proteínas, levando a uma redução dos níveis proteicos nos tecidos (SANTOS et 

al., 2010).  

Levando em conta os aspectos mencionados anteriormente, as principais abordagens para 

reduzir a reação de Maillard incluem: escolher variedades com baixo teor de açúcares redutores, 

ajustar as condições ou tecnologias do processo térmico sempre que possível, regular o pH, 
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adicionar antioxidantes e utilizar compostos redutores (FURRER; CHEGENI; FERRUZZI, 

2018). Zhang et al. (2017) mostraram que variações na temperatura e na umidade afetaram 

significativamente a expressão de genes relacionados à síntese de proteínas em Arabidopsis 

thaliana. 

Em análise bioquímica de calos de pinhão-manso (Jatropha curcas L.), espécie de 

importância econômica na produção de biodiesel, Santos et al. (2010) verificaram padrões 

bioquímicos muito parecidos com os resultados desta pesquisa. Elevados teores de AST e níveis 

muito baixos de PST. Uma outra informação importante nesse estudo foi o fato de que os níveis 

mais baixos de PST coincidiram com os níveis mais elevados de açúcares redutores (AR), e que 

elevados teores de AR podem induzir modificações químicas nas proteínas, favorecendo as 

reações de Amadori e Mailhard.  

Proteínas de sinalização desempenham um papel crucial na comunicação entre as células 

e na regulação do crescimento e diferenciação celular. Hormônios vegetais, como as auxinas e 

citocininas, são conhecidos por influenciar a formação e crescimento de calos embriogênicos, 

agindo através de vias de sinalização específicas mediadas por proteínas. Estudos têm 

demonstrado que a modulação da concentração e distribuição de auxinas e citocininas podem 

afetar significativamente a formação e morfologia dos calos embriogênicos (SU et al., 2016). 

Modificações na composição do meio de cultivo são fundamentais para melhorias na 

síntese de proteínas, que possam induzir o metabolismo celular e assim favorecer a o 

crescimento e desenvolvimento celular das linhagens, como por exemplo os níveis de auxinas 

e citocininas, os níveis de suplementos vitamínicos e aminoácidos já testados em outros estudos. 

Alwael et al. (2017) verificaram que a dição de ABA na suspensão melhorou os níveis de 

proteínas no cultivo de P. dactylifera L. Mello et al. (2023) verificaram que o meio líquido 

contendo 15 µM de Picloram induziu o melhor crescimento de calos friáveis de E. edulis.  

Em sua pesquisa sobre as reações de escurecimento não enzimático envolvendo diferentes 

sistemas de aminoácidos, Hemmler et al. (2018) ao estudarem as reações de oxidação 

(escurecimento) não-enzimáticos com diferentes sistemas de aminoácidos, mostraram que a 

lisina, a cisteína, a isoleucina e glicina foram capazes de minimizar os produtos gerados pela 

reação de Maillard.  Pacheco, Christian e Feng (2012) durante seu estudo sobre inibidores da 

reação de Maillard em cana-de-açúcar, verificaram que 0,1% de cisteína reduziu 

significativamente o escurecimento não enzimático em um sistema contendo asparagina, 

glutamina e glicose.  

Portanto, aminoácidos, como a cisteína, podem ser considerados como uma possível 

solução visando controlar os níveis proteicos e oxidativos resultante das reações de Amadori e 
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Mailhard (NOOSHKAM; VARIDI; BASHASH, 2019). Os aminoácidos desempenham um 

papel crucial como fontes de nitrogênio orgânico durante o transporte e a síntese de proteínas 

no processo de embriogênese somática (LLEBRÉS et al., 2018). 

Outro aminoácido importante é a glicina, que contribui para a estabilidade das membranas 

celulares vegetais e das proteínas em condições de estresse. Isso resulta em uma maior 

capacidade das plantas em tolerar variações de salinidade e temperaturas extremas. Embora o 

papel da glicina como inibidor das rações não esteja completamente esclarecido, evidências 

indicam que ela mantém a estabilidade das membranas das células vegetais e proteínas sob 

condições de estresse, aumentando a tolerância a salinidade, altas e baixas temperaturas (SUN 

et al., 2020). 

Assim, esses resultados podem explicar algumas dificuldades no processo embriogênico 

de E. precatoria, onde há um grande gargalo de informações com relação as proteínas 

envolvidas no crescimento de calos embriogênicos. Uma compreensão mais aprofundada do 

papel das proteínas nesse processo não apenas amplia nosso conhecimento fundamental sobre 

o desenvolvimento vegetal, mas também tem implicações práticas significativas na 

biotecnologia vegetal para aprimoramento de características agronômicas programas de 

melhoramento.  

CONCLUSÃO  

Calos friáveis embriogênicos de Euterpe precatoria podem ser estabelecidos e 

multiplicados em meio líquido. O potencial de multiplicação em meio líquido desses calos é 

influenciado pela linhagem utilizada. O meio líquido surge como alternativa viável para 

propagação vegetativa, visto que há formação de novos calos no meio.  

Neste trabalho, as linhagens L2 (folhas imaturas) e L6 (embrião zigótico) apresentam a 

maiores taxas de multiplicação e menor tempo de resposta. O melhor potencial embriogênico é 

atingido entre 90 e 120 dias de cultivo em meio líquido. A cinética do crescimento descrita pela 

modelagem de Gompertz pode ser utilizada para descrever as fases de crescimento em 

suspensão da espécie, elucidando o comportamento das linhagens em cada fase. 

As linhagens cultivadas em meio líquido apresentam teores de açúcares mais elevados 

que o semissólido. O teor de proteínas nas linhagens é baixo, que pode ser afetada pelos estádios 

de desenvolvimento ou ausência de aminoácidos;  

A multiplicação apresenta comportamento significativo ao longo dos subcultivos, tanto 

entre linhagens quanto entre períodos de cultivo;  
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O cultivo de Euterpe precatoria no sistema líquido in vitro mostra-se promissor, podendo 

ser utilizado também para obtenção de matérias-primas padronizadas como metabólicos 

secundários para fins farmacêuticos e medicinais e outros. A otimização das concentrações de 

sais minerais no meio de nutrientes, bem como a realização da diferenciação de embriões 

somáticos em meio líquido, seguida de regeneração em biorreatores, serão objetos de pesquisas 

futuras para garantir o desenvolvimento de um protocolo completo e eficiente de propagação 

clonal de E. precatoria.  
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RESUMO 

O açaí é uma palmeira que vai além dos seus usos tradicionais devido sua relevância nutricional 

e seus benefícios para a saúde humana. Assim, objetivou-se otimizar o protocolo de cultivo de 

açaí solteiro (Euterpe precatoria) em meio de consistência líquida e melhorar a produção de 

calos embriogênicos friáveis. Doze linhagens de calos oriundas de folhas e inflorescências 

imaturas foram homogeneizadas em meio semissólido, depois transferidas para cinco tipos de 

meios com diferentes combinações de auxinas, cultivadas em meio de suspensão 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 fórmula de Sturges e as classes de volumes foram identificadas. As 

linhagens apresentaram diferenças estatísticas na curva de crescimento pelo teste Scott-Knott 

(p<0,05) a 5% de significância. Para linhagens oriundas de folhas imaturas, a combinação de 

auxinas favoreceu a homogeneização das linhagens em meio líquido. Para aquelas provenientes 

de inflorescências imaturas, os meios sem a combinação de auxinas foram suficientes para 

melhorar o desempenho das linhagens. A presente pesquisa fornece evidências estatísticas de 

que a adição de aminoácidos e vitaminas promoveram um supercrescimento de calos 

embriogênicos de Euterpe precatoria, com um incremento no volume de até 20 vezes. As 

análises anatômicas revelaram que as linhagens possuem potencial embriogênica. O meio foi 

otimizado, embora ainda necessite de ajustes para evitar o estresse oxidativo. A análise da 

cinética de crescimento e a aplicação do modelo matemático de Gompertz permitiram verificar 

o comportamento das diferentes linhagens utilizadas. O protocolo foi otimizado e a produção 

de calos embriogênicos friáveis foi melhorada tanto em linhagens folhas imaturas quanto em 

linhagens de inflorescências imaturas. 
 

Palavras chaves: Açaí; células em suspensão; agregados celulares; anatomia de calos; meio líquido 
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ABSTRACT 

Açaí is a palm tree that extends beyond its traditional uses due to its nutritional relevance and 

health benefits to humans. Açaí 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 açaí (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: Açaí; cells in suspension; cell aggregates; callus anatomy; liquid medium.  
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INTRODUÇÃO  

As palmeiras mantêm uma posição importante devido à capacidade de produzir diversos 

produtos úteis com múltiplas finalidades medicinais, alimentícias, industriais, socioculturais, 

socioambientais e socioeconômicas. Com ampla distribuição e abundância, as palmeiras 

exercem um papel tão importante, que dão suporte para a família Arecaceae alcançar a terceira 

posição no ranking das famílias botânicas de maior importância econômica para os seres 

humanos (SOUZA; LIMA, 2020).  

O dendê, a tamareira e o coco são exemplos de espécies de palmeira de grande 

importância eocômica, e o açaí uma palmeira que ingressou nesse grupo. O açaí, palmeira é 

nativa da floresta Amazônica, é atualmente a principal palmeira comercial no grupo dos 

produtos alimentícios do Brasil (IBGE, 2023), sendo de significativa importância que recebeu 

títulos de forte impacto econômico, como “ouro preto”, “ouro roxo” (SEDAP, 2020).  

 No Brasil, há mais de 20 espécies de palmeiras com potencial econômico para uso do 

fruto, palmito, óleo comestível e para a produção de biodiesel (SOUZA; LIMA, 2020). Nesse 

contexto, o açaí solteiro (Euterpe precatoria Mart.) vem ganhando destaque no mercado devido 

seu alto perfil econômico (FERREIRA et al., 2020). O açaí é atualmente a principal palmeira 

comercial no grupo dos produtos alimentícios do Brasil (IBGE, 2023).  

 O açaí é uma palmeira que vai além dos seus usos tradicionais devido sua relevância 

nutricional e seus benefícios para a saúde humana. O açaí recebeu outro título, o de “super 

fruto”, tornando-a ainda mais importante economicamente (ALVES; RAMOS, 2019; 

FERREIRA et al., 2020) Essas e outras características resultaram em uma grande procura pelos 

frutos, havendo a expansão do mercado de açaí principalmente para a Estados Unidos, Japão e 

países da Europa (IBGE, 2023).  

 Essa demanda em alto nível faz com que novas tecnologias de produção para a cultura 

do açaí sejam necessárias. O açaí é propagado por semente, desprovido de propagação 

vegetativa natural (FERREIRA et al., 2022). O modo natural de propagação do açaí gera 

heterogeneidade, causando frutos com qualidade diversificada, de baixo nível devido a variação 

dos indivíduos em campo (NAIK; AL-KHAYRI, 2018). Tais aspectos tornam plantios 

limitados, podendo não corresponder a demanda necessária. Assim, são urgentes pesquisas que 

otimizem o seu processo de produção. No entanto, a clonagem em grande escala, para diferentes 

espécies de palmeiras de valor econômico, só é possível por meio da técnica de embriogênese 

somática (SE) (NAIK; AL-KHAYRI, 2016; FERREIRA et al., 2022). 

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

2023), a ES quando completamente dominada, contribui de forma eficiente na regeneração de 
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plantas completas e geneticamente idênticas (SILVA; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2018) e no 

aperfeiçoamento de programas de melhoramento genético. Isso ocorre graças ao mecanismo da 

totipotência das células dos vegetais (FEHÉR, 2019), onde células que já passaram por 

diferenciação adotam um novo caminho, e esse novo caminho é justamente a formação de 

embriões somáticos (WÓJCIK et al., 2020). Assim, as células desdiferenciam-se, havendo por 

seguinte a ativação de um novo ciclo de divisão celular e também uma reprogramação e 

sinalização que envolve diversos parâmetros metabólicos/moleculares, bioquímicos e 

fisiológicos que irão desenvolver um padrão de expressão gênica (MÉNDEZ-HERNÁNDEZ 

et al., 2019).  

Os meios de consistência líquida podem otimizar as etapas da ES, pois através do cultivo 

de materiais genéticos em suspensão pode-se obter populações mais homogêneas e também 

aumentar a produção de matérias genéticos com potencial embriogênico, (KONG et al., 2020). 

Tais fatos estão ligados ao contato direto com o meio nutritivo (MONTEIRO et al., 2018), 

garantido maior absorção (MUSTAFA, et al., 2011). Esses fatores podem favorecer a 

capacidade de divisão celular e possibilitar uma uniformidade nos diferentes estágios de 

desenvolvimento (CABRAL et al., 2015).  

Em culturas inoculadas em meio líquido, usa-se o calo embriogênico visando à 

diferenciação de embriões somáticos. Esse fato dá condição para uma estrutura benéfica e uma 

troca eficiente de gases e nutrientes, facilitando a divisão celular (MONTEIRO et al., 2018). 

Assim, são facilmente separadas em meio líquido, tornando uma material genético ideal para o 

cultivo em suspensão celular, com foco em aumentar a produção materiais embriogênicos 

somáticos (ZEBO LIU et al., 2022). 

Muito embora um recente protocolo tenha sido desenvolvido em meio de consistência 

líquida para a espécie, ainda há aspectos a serem otimizados, como a quantidade de meio 

utilizada, a frequência do subcultivo, uso de aminoácidos 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 inflorescências por se tratar 

de material somático. Muito embora calos de inflorescências sejam ainda negligenciados, é uma 

alternativa viável nos protocolos de ES pela elevada disponibilidade de propágulos para início 

de trabalhos, pelo ótimo potencial embriogênico (SILVA-CARDOSO et al., 2019), além de ser 

um material de baixa contaminação durante o estabelecimento dos cultivos in vitro (REE e 

GUERRA, 2015), caracterizando esse tipo de material genético como um propágulo que facilita 

a clonagem da matriz doadora  (SILVA-CARDOSO et al., 2019).  

https://link.springer.com/article/10.1007/s11240-021-02199-9#ref-CR10
https://link.springer.com/article/10.1007/s11240-021-02199-9#ref-CR68
https://link.springer.com/article/10.1007/s11240-021-02199-9#ref-CR27
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Assim, este estudo objetivou investigar a influência de fatores diversos associados aos 

meios de cultivo sobre a taxa de formação de calos embriogênicos de açaí solteiro (E. 

precatoria), oriundos de tecidos foliares e de inflorescências imaturas, visando otimizar  a sua 

produção em escala maior.Adicionalmente, realizaram-se análises anatômicas para investigar 

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

MATERIAL E MÉTODO  

Local de condução da pesquisa  

A presente pesquisa foi desenvolvida no Laboratório de Cultura de Tecidos e Genética 

Vegetal, da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasília – DF. 

Caracterização das linhagens e condições de cultivo  

Utilizaram-se calos provenientes de tecidos foliares jovens (palmito – folhas aclorofiladas 

e não expandidas) e de segmentos de inflorescências imaturas de plantas adultas de Euterpe 

precatoria Mart., que estavam sob manutenção em sala de crescimento com temperatura de 25 

± 2 ºC. As matrizes de onde os materiais foram coletados são provenientes do estado do Acre, 

na região Norte do Brasil, na Amazônia ocidental brasileira (Fig. 1).   

 

Figura 1. Palmeira Euterpe precatoria Mart. (açaí-solteiro) cultivada na Unidade Federativa 

do Acre, região norte do Brasil. A e D. Representação da palmeira açaí-solteiro com cachos de 

frutos e inflorescência. B. Representação dos frutos ainda no cacho. C. Plantio de açaí-solteiro 

pertencente à Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária-EMBRAPA. Fotos cedidas e 

autorizadas para publicidade por Daniel de Almeida Papa. Funcionário da EMBRAPA-ACRE.  
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Posteriormente, os calos foram postos em um mesmo meio de cultivo (meio de 

multiplicação), com finalidade de homogeneização das culturas/dos setores a serem inoculados 

posteriormente em meio líquido. 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 básico de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com 20 μM de ácido 

4-amino-3, 5, 6-tricloropicolínico (Picloram) , 5 μM da citocinina de 2-isopenteniladenina 

(2iP), 30 g L-1 sacarose, 0,5 g L-1 de caseína hidrolisada, 0,5 g L-1 de cisteína, 0,5 g L-1 de 

glutamina e 2,3 g L-1 do agente gelificante Phytagel (Sigma, St. Louis, MO®), com 2,5 g L-1 

de carvão ativado, conforme Ferreira (2020), Ferreira et al. (2022a) e Ferreira et al. (2022b). Os 

materiais foram mantidos sob ausência de luz por 60 dias para reindução dos setores 

embriogênicos. 

Uma vez reinduzidos, os calos globulares de consistência friável 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 esterilização em autoclave a 121°C e 1,5 atm por 

20 minutos, conforme Monteiro et al. (2018). Aos 45 dias, verificou-se o estabelecimento em 

meio líquido.  

Consideraram-se como suspensões estabelecidas aquelas que mantiveram a ocorrência de 

calos intumescidos pelo aumento do volume do calo, erlenmeyers com do aumento da 

densidade dos propágulos, e frascos em que os propágulos não eram afetados pela oxidação ao 

ponto de comprometer o crescimento em suspensão.  

A composição e a designação de cada meio utilizado estão dispostas na tabela a seguir 

(Tabela 1).  

 

Tabela 1: Designações e formulações dos meios testados usando diferentes combinações de 

auxinas, para estabelecimento e multiplicação de agregados celulares e células em suspensão 

oriundos de tecidos foliares jovens (palmito – folhas aclorofiladas e não expandidas) e de 

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

Designação do meio 

M1 M2 M3 

5 μM de Picloram 5 μM de Picloram 5 μM de Picloram 

- - - 

- -  0,1 mg.L-1 ANA 

- 4,92 μM AIB - 

20 g L-1 de sacarose 20 g.L-1 de sacarose 20 g.L-1 de sacarose 

0,5 g L-1 de glutamina 0,5 g.L-1 de glutamina 0,5 g.L-1 de glutamina 

0,1 g L-1 de asparagina 0,1 g.L-1 de asparagina 0,1 g.L-1 de asparagina 
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0,1 g L-1 de caseína 

hidrolisada 

0,1 g.L-1 de caseína 

hidrolisada 

0,1 g.L-1 de caseína 

hidrolisada 

10 mg L-1 de tiamina 10 mg.L-1 de tiamina 10 mg.L-1 de tiamina 

1mg L-1 de glicina 1mg.L-1 de glicina 1mg.L-1 de glicina 

100 mg L-1 Myo-inositol 100 mg.L-1 Myo-inositol 100 mg.L-1 Myo-inositol 

1 mg L-1 de ácido ascórbico 1mg.L-1 de ácido ascórbico 1mg.L-1 de ácido ascórbico 

0,1 g L-1 de arginina  0,1 g.L-1 de arginina  0,1 g.L-1 de arginina  

M4 M5 M6 

- - - 

5 μM de 2,4-D 5 μM de 2,4-D 5 μM de 2,4-D 

- -  0,1 mg.L-1 ANA 

- 4,92 μM AIB - 

20 g.L-1 de sacarose 20 g.L-1 de sacarose 20 g.L-1 de sacarose 

0,5 g.L-1 de glutamina 0,5 g.L-1 de glutamina 0,5 g.L-1 de glutamina 

0,1 g.L-1 de asparagina 0,1 g.L-1 de asparagina 0,1 g.L-1 de asparagina 

0,1 g.L-1 de caseína 

hidrolisada 

0,1 g.L-1 de caseína 

hidrolisada 

0,1 g.L-1 de caseína 

hidrolisada 

10 mg.L-1 de tiamina 10 mg.L-1 de tiamina 10 mg.L-1 de tiamina 

1mg.L-1 de glicina 1mg.L-1 de glicina 1mg.L-1 de glicina 

100 mg.L-1 Myo-inositol 100 mg.L-1 Myo-inositol 100 mg.L-1 Myo-inositol 

1mg.L-1 de ácido ascórbico 1mg.L-1 de ácido ascórbico 1mg.L-1 de ácido ascórbico 

0,1 g.L-1 de arginina  0,1 g.L-1 de arginina  0,1 g.L-1 de arginina  

 
Com o objetivo de otimizar o protocolo e melhorar a produção dos setores 

embriogênicos a partir de linhagens calogênicas provenientes de folhas jovens e de 

inflorescências imaturas, dois experimentos distintos foram estabelecidos. 

 

Experimento 1: Efeito do meio de cultura e da combinação de diferentes auxinas na 

multiplicação de agregados celulares e células em suspensão de linhagens calogênicas 

oriundas de folhas jovens de Euterpe precatoria Mart. 

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

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

 

Tabela 2. Representação da disposição dos materiais (linhagens calogênicas) provenientes de 

tecidos foliares jovens (palmito – folhas aclorofiladas e não expandidas), conforme o meio de 

cultivo utilizado para o estabelecimento e multiplicação.  

Origem Designação da 

linhagem 

Meio  

Região apical (Indução a 450 μM PIC) LT1 M4 

Região mediana (Indução a 900 PIC μM) LT2 M6 

Região mediana (Indução a 900 PIC μM) LT3 M5 

Região apical (Indução a 450 μM PIC) LT4 M1 

Região apical (Indução a 450 μM PIC) LT5 M3 
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Região apical (Indução a 450 μM PIC) LT6 M2 
 

Embora os materiais possam ter o mesmo tratamento indutivo, estes estavam sob 

manutenção, 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 calogênicas x cinco tempos de 

avaliação, sendo cada tratamento representado por oito repetições. Em cada repetição, foi 

inoculado 0,5 mL de calo.  

 

Experimento 2: Efeito do meio de cultura e da combinação de diferentes auxinas na 

multiplicação de agregados celulares e células em suspensão de linhagens calogênicas 

oriundas de inflorescências imaturas Euterpe precatoria Mart. 

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

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

 

Tabela 3. Representação da disposição dos materiais (linhagens calogênicas) provenientes de 

inflorescências imaturas de Euterpe precatoria conforme o meio de cultivo utilizado para o 

estabelecimento e multiplicação.  

Origem Designação da 

linhagem  

Meio  

 Indução a 450 μM PIC LT7 M4 

 Indução a 450 μM PIC LT8 M6 

 Indução a 450 μM PIC LT9 M5 

 Indução a 450 μM 2,4-D LT10 M1 

 Indução a 450 μM 2,4-D LT11 M2 

 Indução a 450 μM 2,4-D LT12 M3 

 
Adotou-se a mesma metodologia aplicada para o experimento 1, considerando-se cada 

origem uma linhagem calogênica distinta.  

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema 

fatorial (6 x 6 x 5), seis meios de cultivo x seis linhagens calogênicas x cinco tempos de 

avaliação, com oito frascos por linhagem. Cada frasco representando uma unidade 

experimental, onde foram inoculados 0,500 mL de solução contendo células/agregados 

celulares.  

Para ambos os experimentos, a homogeneização das culturas foi realizada conforme a 

ilustração abaixo.  
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Figura 2. Esquema ilustrativo da indução de calos a partir de tecidos foliares e inflorescências 

de E. precatoria manutenção dos calos obtidos em meio semissólido e estabelecimento e 

multiplicação de agregados celulares em suspensão, em diferentes formulações de meios (M1-

M6). 

 

Ainda para ambos os experimentos, seguiram-se as etapas abaixo no que se refere às 

condições de cultivo, avaliação das variáveis de crescimento (taxa de crescimento, densidade, 

tempo de dobramento de peso, coeficiente de correlação de Pearson, modelagem de Gompertz, 

parâmetros cinéticos, matriz de correlação Pearson das linhagens entre cada período de cultivo, 

matriz de crescimento) e realização das análises anatômicas e estatística dos dados. 

 

Condições de cultivo  

Em ambos os experimentos, após a inoculação, as linhagens foram mantidas em repouso 

em sala de crescimento com fotoperíodo de 16 horas e radiação luminosa de 30 μmol m-2 s-1, 

fornecida por lâmpadas tubulares tipo Led (Philips, mod. 920008431). Nessas mesmas 

condições, após 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 após 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.  

 

Avaliação 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 câmara de fluxo laminar. Os tubos forma mantidos em repouso por 

30 minutos. Após esse período, verificou-se o volume sedimentado, repetindo-se o 

procedimento nas demais leituras.  

 

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

Euterpe precatoria Mart. em meio líquido. A. Aspecto morfológico do tipo de calo (oriundo de 

explantes foliares) utilizado para o estabelecimento em meio líquido; B. Linhagens postas em 

agitador automático a 100 rpm, marcadas com ligas amarelas; C-D. Linhagens estabelecidas e 

multiplicando em meio líquido; E. Agregados celulares em tubo Falcon (ilustração antes da 

sedimentação).  
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Taxa de crescimento 

A determinação do crescimento das linhagens embriogênicas foi realizada de acordo com 

as fórmulas a seguir: 

Taxa de Crescimento Médio (TCM): 

𝑻𝑪𝑴 =
𝒍𝒏 𝑴𝑭 − 𝒍𝒏 𝑴𝑰

𝒕
    (𝟏) 

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

 

Modelagem de Gompertz 

Utilizou-se o modelo matemático de Gompertz para verificar a curva de crescimento não 

linear ou sigmoide (crescimento em forma de S), usando o software GraphPad Prism 9.0, 

aplicando-se uma análise de regressão não linear, conforme o modelo abaixo:  

𝒀 = 𝒂 ∗ 𝒆(−𝒃𝒆−𝒄∗𝒕)) (𝟐) 

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

constantes de integração;  

Uma vez obtidas as constantes, determinaram-se os parâmetros cinéticos de crescimento 

das linhagens.  Os dados são apresentados como média ± erro padrão. 

 

Parâmetros cinéticos 

μmax = velocidade máxima de crescimento específico das células (d-1), estimada 

utilizando a fórmula abaixo: 

𝝁𝒎𝒂𝒙 = 𝒂 ∗ 𝒄 (𝟑)  

λ = tempo da fase lag;  

 𝛌 =
𝒃 − 𝟏

𝒄
 (𝟒) 

Classes de volume por Sturges  

As amplitudes de classes foram calculadas via método estatístico de Sturges (STURGES, 

1926). Esse método determina o número de classes por meio da seguinte fórmula: 

𝐧𝐜 =  𝟏 + 𝟑, 𝟑𝐥𝐨𝐠(𝐍) (𝟓) 

nc = número de classes; 

N = número de indivíduos medidos. 

 

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

𝐀𝐜 =  (𝐦á𝐱𝐢𝐦𝐨 −  𝐦í𝐧𝐢𝐦𝐨) / (𝐧𝐜 −  𝟏) (𝟔) 
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Onde: 

máximo = maior volume encontrado; 

mínimo = menor volume encontrado. 

 

Análise anatômica 

As análises anatômicas das amostras de agregados celulares estabelecidas e multiplicadas 

nos diferentes meios de suspensão 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 fixação, desidratação e emblocamento do material vegetal. Em micrótomo 

rotativo manual (Leica®, RM212RT), seccionou-se as amostras (3-10 μm). Aas secções 

transversais e longitudinais foram então distendidas e postas em lâminas microscópicas em 

placa aquecedora a 40 °C. Em seguida, as amostras foram coradas com Azul de Toluidina 

(0,5%) para caracterização estrutural (O’BRIEN; FEDER; MCCYLLY, 1964). As imagens 

para análise das estruturas foram obtidas via microscópio Leica DM 750 e programa Leica 

Application Suite EZ. 

 

Análise estatística dos dados  

O crescimento em volume foi avaliado utilizando-se oito repetições por tratamento, 

respectivamente. Para identificar as condições mais adequadas de crescimento em volume em 

meio líquido, os dados foram submetidos à Análise de Variância (ANOVA). As médias foram 

comparadas usando pelo teste de Scott-Knott (p<0,05), usando software SISVAR, versão 5.6 

FERREIRA (2019). Realizou-se estatística multivariada por meio da análise dos componentes 

principais (PCA), para determinar as relações entre o crescimento durante o tempo de cultivo e 

o tipo de meio utilizado. Para essa etapa, usou-se o pacote “vegan”, do software R versão 4.2.1. 

Os dados são apresentados como média ± erro padrão.  

 

RESULTADOS  

Experimento 1: Efeito do meio de cultura e da combinação de diferentes auxinas na 

multiplicação de agregados celulares e células em suspensão de linhagens calogênicas 

oriundas de folhas jovens de Euterpe precatoria Mart. 

Conforme mencionado, as linhagens permaneceram em repouso após inoculação em meio 

líquido por oito dias. Nesse período, não foi observada contaminação ou oxidação nas culturas. 

Após o repouso, mesmo quando foram submetidas à agitação, as linhagens permaneceram 
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estáveis no meio, livres de escurecimento e contaminação. Ao final dos 30 de cultivo, os 

materiais continuaram em estabilidade, sem contaminação e sem oxidação, porém 

morfologicamente já era possível notar novas estruturas presentes no meio. Aos 45 dias, 

observou-se que as linhagens cultivadas nos novos meios de suspensão (meio básico de MS 

com diferentes combinações de auxinas) foram estabelecidas com sucesso e já apresentavam 

multiplicação evidente.  

Os novos meios utilizados mantiveram a sobrevivência de 100% das linhagens.   

Conforme às análises estatísticas, diferenças 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 

líquidos, em função da linhagem celular em cada tempo de cultivo, pelo teste Scott-Knott ao 

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

 

L*MC 

Período  

Equação da regressão 

 

R² 45 90 135 180 

LT4 * M1 2,93 bC 4,68 bB 7,75 aA 4,43 aB y= -0,0003x2 + 0,0814x + 0,1429 0,91 

LT6 * M2 2,43 bB 4,12 aA 3,56 cA 4,87 aA y= -0,0002x2 + 0,0409x + 0,4893 0,90 

LT5 * M3 4,43 aB 6,81 bA 5,75 bA 6,06 aA y = -0,0003x² + 0,0713x + 0,8714 0,90 

LT1 * M4 2,56 bC 4,75 bB 6,5 bA 4,50 aB y = -0,0004x2 + 0,0929x + 0,0696 0,83 

LT3 * M5 4,25 aA 4,87 bA 4,50 cA 4,62 aA y= -0,0004x2 + 0,0955x + 0,6982 0,94 

LT2 * M6 1,81 bA 3,12 bA 2,37 dA 2,18 bA y=-0,0001x2 + 0,0442x + 0,625 0,91 

Médias seguidas pela mesma letra maiúscula na linha e médias seguidas pela mesma letra 

minúscula na coluna não diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de significância. 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 regressão polinomial 

do crescimento celular em volume ao longo do tempo. As mensurações de volume 

possibilitaram verificar os resultados satisfatórios 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 LT5 destacou-se com alto volume de agregados e 

células em suspensão quando cultivada na formulação M3, após 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, após 135 dias de cultivo. Estudos relacionados 



 

112 
 

com essa combinação de auxinas também devem ser indicadas para utilização futuras no cultivo 

in vitro da espécie. Esse fato também é confirmado pelas imagens morfológicas dos calos.  

 Os resultados do crescimento em volume são muito parecidos, inclusive os resultados da 

estatística. Esse fato indica uma elevada correlação entre o crescimento de linhagens com as 

auxinas Picloram e 2,4-D no meio líquido. Portanto, linhagens de E. precatoria podem ser 

cultivados em meios de suspensão contendo qualquer uma dessas auxinas, na concentração de 

5 μM.  

Pela semelhança em alguns resultados, averiguou-se, por meio da análise dos 

componentes principais, similaridade entre as linhagens (Figura 4). 

 

 

Figura 4.  Análise dos componentes principais (PCA) do crescimento em volume em diferentes 

linhagens embriogênicas de Euterpe precatoria Mart. (açaí-solteiro) ao longo do tempo de 

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

Os dois componentes principais explicaram 74,12% da variação total dos dados, sendo, 

portanto, o PCA bem ajustado, que permitiu observar a tendência no desenvolvimento dos calos 

em suspensão. PC1 representou 62,4% da relação, com separação das linhagens em clusters.  

O PCA confirma os dados apresentados na tabela de desdobramento das médias (Tabela 

4). O gráfico subsidia e mostra a alta correlação entre as linhagens LT1, representado pelo vetor 

LFO1 e pela linhagem LT4, representado pelo vetor LFO1, formando um grupo específico. 
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Esses resultados indicam um comportamento de crescimento diferente dessas duas linhagens 

em relação às das demais em meio de suspensão, que é confirmado pelas características 

morfológicas.  

A correlação positiva é tão elevada entre essas duas linhagens que os vetores quase 

sobrepõem-se. Para tanto, um leve desempenho da linhagem cultivada no meio contendo auxina 

Picloram (LT4*M1) foi verificado em relação ao meio contendo auxina 2,4-D (LT1 * M4). 

Dessa forma, o gráfico 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 suspensão de 

E. precatoria.  

Os vetores LFO3, LFO5 e LFO6 representam respectivamente as linhagens LT3, LT5 e 

LT6, no qual encontram-se agrupados nos dois quadrantes do lado direito, com correlação 

positiva entre as linhagens. O agrupamento dos vetores possui proximidade e angulações quase 

que equidistantes. Portanto, as amostras agrupadas demonstram comportamentos de 

crescimento semelhantes, conforme os dados da Tabela 4. Para tanto, as similaridades são 

maiores entre as linhagens LT3 e LT5.  

Outro fato que o gráfico subsidia na Tabela 4, são os componentes principais em volume 

da linhagem LT2, representada pelo vetor LFO2, com menores níveis de volume. O isolamento 

do vetor com grande angulação indica que a linhagem apresentou baixa correlação com as 

demais. Para tanto, esse isolamento também evidencia os menores níveis alcançados pela 

linhagem no meio M6 (2,4-D+ANA). Essa linhagem (LT2) ficou significativamente fora do 

padrão geral apresentado pelas demais linhagens no crescimento em volume.  

Como alguns comportamentos foram muito similares, decidiu-se aplicar da fórmula de 

Sturges (1926). Por essa estimativa é possível garantir consistência das análises e complementar 

a comparação entre os resultados (Figura 5).  

Como o número de frascos utilizado na pesquisa foi representativo, pôde-se estimar a 

distribuição dos volumes aferidos em histogramas, com classes determinadas pela fórmula de 

Sturges (1926). Dessa forma, foi possível identificar condições incomuns ou eventos 

significativos no crescimento celular em volume, como são 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 distribuição de volume mais similar entre as 

classes. A distribuição das frequências observadas dos volumes dos agregados nessas duas 

linhagens foi mais regular, havendo um padrão nas tendências de crescimento das mesmas. Na 

linhagem LT1 (M4- 2,4-D), houve predominância de volume na segunda classe (entre 2 e 4 mL 
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de volume), totalizando 12 observações. Na linhagem LT4 (M1- PIC) a predominância ocorreu 

na terceira classe de volume (entre 4,1 e 6,0 mL de volume), com 11 observações verificadas 

(Figura 5).  

A soma entre a segunda e a terceira classe de volume na LT1 totalizam 18 observações, 

entre 2 e 6 mL de volume. Já na linhagem LT4, o número de observações 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 relação à linhagem LT1 (Figura 5).  

Assim, com base nos dados obtidos, observa-se pela taxa média de crescimento dos calos 

e agregados celulares em suspensão que a dinâmica de crescimento variou entre as linhagens ao 

longo dos 180 dias de cultivo (Figura 5). Com base nessa figura têm-se as percepções 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 exceção do valor observado aos 135 dias de cultivo. Com 

crescimento expressivo, essa linhagem alcançou níveis próximos de 800% da TCM aos 45 dias 

de cultivo. Aos 90 dias, essa linhagem ultrapassou 1200% de TCM, estabilizando nos períodos 

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 suspensão de 

materiais somáticos foliares de Euterpe precatoria Mart. ao longo dos 180 dias de inoculação. 

Barras representam o erro padrão 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, alcançou a maior TCM aos 135 dias de cultivo, atingindo um percentual 

acima de 1400% de calos produzidos por essa linhagem. A razão deste resultado ocorreu pelo 

fato de que foi nesse período que aconteceu os maiores incremento de volume entre 8,1 e 10,0 

mL de volume. Já 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 ápice 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 não tenha alcançado os níveis de TCM das 

LT1, LT5 e LT4, verifica-se que esta apresenta uma TCM média de 800% ao longo do 

experimento, sendo possível verificar a representatividade da homogeneidade na multiplicação 

de setores embriogênicos nessa linhagem. Esse resultado indica que esse tratamento tem efeito 

positivo para potencializar o crescimento e melhorar as condições de cultivo.   

A linhagem LT6, manteve TCM variável ao longo tempo. Porém os resultados obtidos 

por essa linhagem também apresentaram TCM satisfatórios, sendo superiores a 700, 600 e 800 

%, aos 90, 135 e 180 dias de incubação.  

 

Cinética de crescimento e aplicação de modelo matemático de Gompertz  

As curvas ajustadas pelo modelo Gompertz (Figura 7) podem ser consideradas adequadas, 

uma vez que os valores de R2 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−𝑐∗𝑡)) e coeficiente correlação das 

suspensões de linhagens oriundas de tecidos somáticos de folhas imaturas de Euterpe 

precatoria Mart. cultivadas em diferentes meios de suspensão celular em função da linhagem 

celular durante 180 dias de cultivo.  

Parâmetr

os  

Linhagens genéticas 
LT1 

(2,4-

D) 

LT2 

(2,4-

D+ANA) 

LT3  

(2,4-

D+AIB) 

LT4 

(PIC

) 

LT5 

(PIC+AN

A) 

(LT6 

(PIC+AI

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 dinâmica de crescimento das linhagens em 

função do meio de cultivo ao longo dos 109 dias de cultivo (Figura 7).  A linhagem LT1 mostrou 

uma curva de crescimento com característica 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 45º dia. A taxa de crescimento máxima específica (μmax) foi de 2,72 d -1 com 

um tempo de duplicação (G) de 0,25 dias até que as culturas atingissem a fase estacionária 

(Tabela 6). Com base na curva, observando o ponto de estabilidade, recomenda-se que entre os 

90 e 135 dias de cultivo, na manutenção do meio seja realizada a transferência dos calos para 

plaqueamento.  
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Figura 7: Curvas de crescimento dos calos e agregados celulares em suspensão de linhagens 

oriundas de tecidos somáticos de folhas imaturas de Euterpe precatoria Mart. cultivadas em 

diferentes meios de cultivo, ajustadas ao modelo de Gompertz (𝑌 = 𝑎 ∗ 𝑒(−𝑏𝑒−𝑐∗𝑡)) 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 tendência sigmoide mesmo característica que a 

linhagem LT1. O menor tempo da fase lag (3,1 dias) pode ter influenciado essa dinâmica. Para 

tanto, nota-se uma tendência de crescimento de forma sigmoide antes de entrarem na fase 
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estacionária (Fig. 7). A taxa de crescimento específico máximo (μmax) foi de 0,05d-1 com um 

tempo de duplicação (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 

manutenção do meio seja realizada a transferência dos calos para plaqueamento. 

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 

estacionário até o final do experimento. A curva mais constante para os incrementos de volume, 

ocorreu pela existência de um padrão de médias uniformes ao longo do tempo, com pontos 

coincidindo ou muito próximos da curva.  

Nota-se que a fase estacionária foi estabelecida logo aos 75 dias, sendo possível verificar 

a tendência de estabilização já 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 manutenção do meio seja 

realizada a transferência dos calos para plaqueamento (Fig.7). Com relação à cinética de 

crescimento, a taxa de crescimento específico máximo (μmax) na linhagem LT3 foi de 0,14d-1, 

com um tempo de duplicação (G) de 4,85 dias (Tabela 6).  

Para linhagem LT4, o padrão sigmoide é 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 estacionário até o final do 

experimento (Fig. 7). A taxa de crescimento específico máximo (μmax) foi de 0,07 d-1 com um 

tempo de duplicação (G) foi de 0,38 dias (Tabela 6). Com base na curva, recomenda-se que 

entre os 90 e 100 dias de cultivo, seja realizada a transferência dos calos para plaqueamento. 

Na linhagem LT5, também se verifica a tendência 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 estacionário até o final do experimento (Fig. 7). A taxa de 

crescimento específico máximo (μmax) foi de 0,11 d-1 com um tempo de duplicação (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 transferência dos calos para plaqueamento. 

Na linhagem LT6, 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 estacionário até o final do experimento. 

Com base na curva, recomenda-se aos 90 dias de cultivo a transferência dos calos para 

plaqueamento. 
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As curvas representadas pelo modelo de Gompertz se ajustaram bem aos dados 

representados pelas linhagens, embora note-se a presença 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 

períodos da fase lag 𝝀 (dia) nas linhagens, bem como a velocidade máxima de crescimento 

específico μmax (d-1) e o tempo de duplicação (Tabela 5 ou 6).  

 

Tabela 6. Parâmetros Cinéticos das suspensões de linhagens genéticas oriundas de material 

somático de folhas imaturas de Euterpe precatoria Mart. cultivadas em diferentes meios de 

cultivo ao longo de 180 dias de incubação. 
 

Parâmetros 

Cultivos em Suspensão de Folha 

 LT1 

(2,4-D) 

LT2 

(2,4-D+ANA) 

 LT3  

(2,4-D+AIB) 

 LT4 

(PIC) 

 LT5 

(PIC+ANA) 

(LT6 

(PIC+AIB) 

μmax (d-1) 2,72 0,05 0,14 0,07 0,11 0,57 

𝝀 (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: μmax = velocidade máxima específica de crescimento. ƛ = tempo de fase lag (d). G 

= tempo de regeneração das células. R2 = coeficiente de correlação. 

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

 

Caracterização do tamanho dos calos e agregados celulares em suspensão   

Para uma melhor compreensão da morfologia de crescimento dos calos, verificou-se a 

presença de calos grandes ao longo do período de cultivo. Em quase todas as linhagens a 

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

 

Tabela 7. Porcentagem de formação de calos grandes das suspensões de linhagens genéticas 

oriundas de material somático de folhas imaturas de Euterpe precatoria Mart. cultivadas em 

diferentes meios ao longo de 180 dias de incubação.  
 

Linhagens * Meio de 

cultivo 

Período de Cultivo (dias) e ocorrência de calos grandes (%) 

45 90 135 180 

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 

LT5 * 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 LT1obteve predominância em relação 

as demais linhagens quanto a porcentagem de ocorrência de calos grandes (75%). A linhagem 

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

 

Figura 8. Aspectos morfológicos dos calos grandes verificados nas diferentes linhagens 

de folhas imaturas de Euterpe precatoria cultivadas em meio de suspensão. A- F círculos 

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 formação de calos grandes. Alguns desses calos apresentaram antocianinas, o que 

pode caracterizar etapa ideal para transferência de meio e mudança de etapa, nesse caso a 

diferenciação. Salienta-se que conforme a morfologia verificada, os calos podem chegar a mais 

de 100 dias de cultivo para realizar a transferência de meio e mudança de etapa.   

A linhagem LT5 apresentou pequenas variações na porcentagem de calos grandes, com 

pico aos 90 dias, decrescendo ao longo dos demais períodos 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 satisfatórios 

com multiplicação elevada, os calos originados dessa linhagem eram muito grandes e não 
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homogêneos. Os materiais oriundos de 2,4 D+AIB mantiveram a homogeneidade no tamanho 

dos calos, com coloração marrom, estes constituíam um excelente material em meio de 

suspensão.  

Os materiais cultivados com meio PIC+ANA formaram excelentes linhagens em meio de 

suspensão. Embora tenham sido prejudicados pela oxidação (Tabela 7), os calos cultivados em 

meio PIC também apresentaram elevada multiplicação, sendo muitos casos no início do 

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

 

Tabela 7. Porcentagem e grau de oxidação de linhagens oriundas de tecidos somáticos de folhas 

imaturas de Euterpe precatoria Mat. em diferentes meios de suspensão em função do tempo de 

cultivo.  
 

MG x MC 

Grau de oxidação por período de Cultivo (dias) 

30 Grau 45 Grau  90 Grau  135 Grau  180 Grau  

LT1 (2, 4-D) 0 - 25 + 25 ++ 75 +++ 100 +++ 

LT2 (2,4 D+ANA) 0 - 100 +++ 100 +++ 100 +++ 100 +++ 

LT3 (2,4 D+AIB) 0 - 25 + 25 + 20 + 10 + 

LT4 (PIC) 0 - 37,5 + 100 +++ 100 +++ 100 +++ 

LT5 (PIC+ANA) 0 - 25 + 100 ++ 100 ++ 100 ++ 

LT6 (PIC+AIB) 0 - 25 + 62,5 + 62,5 + 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.  

 

As primeiras oxidações surgiram aos 45 dias após a inoculação, logo após a primeira 

manutenção no de meio de cultivo. Aos 45 dias, a linhagem LT2 (2,4-D+ANA) foi a única que 

apresentou elevado grau de oxidação, sendo que todas as parcelas constituintes desta linhagem 

tiveram incidência do processo oxidativo, permanecendo esse comportamento até o final do 

experimento (180 dias). Esse fato pode ter causado interferência na multiplicação dos calos.  

 Aos 90 dias, as linhagens LT2 (2,4-D ANA), LT4 (PIC), LT5 (PIC ANA), apresentaram 

100% de oxidação. Isso implica que em todos os frascos havia a presença de calos oxidados, 

que também permaneceram recorrente nas demais avaliações. Apesar da presença da oxidação, 

algumas dessas linhagens não se limitavam na incidência da mesma para se multiplicar, sendo 

um fator superável que não constituiu impedimento para a multiplicação, como foi o caso das 

linhagens LT4 (PIC) e LT5 (PIC ANA).  

A linhagem com menor porcentagem e grau de oxidação foi LT3 (2,4-D+AIB). Essa 

linhagem manteve-se sempre com uma coloração específica (tons de marrom que não se 

manifestava como oxidação, mas como uma característica inerente ao material genético) e 

multiplicação mais homogênea, tanto pela morfologia globular, por serem muito parecidos ou 

iguais pelo tom marrom de seus calos.  
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A homogeneidade na multiplicação dos calos como nessa linhagem não foi verificado nas 

demais. Outro aspecto importante foi a resistência da linhagem à oxidação nas trocas de meio 

de cultivo.  

Outra linhagem que também apresentou baixo grau de oxidação nos calos em meio 

líquido foi a LT6 (PIC+AIB). Já na linhagem LT1 (2,4-D), a baixa porcentagem e grau de 

oxidação ocorreram até os 90 dias de cultivo, aumentando a porcentagem e o grau de oxidação 

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 após esse período depois da 

inoculação, a maioria das linhagens foram afetadas pela oxidação. Esse resultado deve ser 

melhor investigado para entender o porquê desse comportamento oxidativo logo após 

manutenção/troca do meio. Muito embora a contaminação em meio líquido seja mais favorável 

de ocorrer, houve contaminações somente após a troca de meio no período de 180 dias de 

cultivo. A linhagem afetada pela contaminação foi somente a LT2 (2,4-D+ANA = 12,5%).  

 

Características anatômicas dos calos oriundos de folha imaturas cultivados em meio 

líquido  

 Conforme as secções anatômicas, os calos apresentaram características anatômicas 

distintas umas das outras (Figuras 9 a 11). A Figura 9A, B representa secções anatômicas dos 

materiais inoculados no meio M1 (5 Μμ?? de Picloram), onde verifica-se o embrião somático 

totalmente definido (torpedo evidente) com vacúolos ocupando grande volume celular, 

protoderme e procâmbio (células alongadas evidentes). Observa-se ainda células vacuoladas 

com núcleos ausentes e presença de espaços intercelulares (Figura 9B).  
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Figura 9. Secções anatômicas de agregados celulares oriundas de folhas imaturas de Euterpe 

precatoria Mart. (açaí-solteiro) após 100 dias de cultivo em meio líquido com diferentes 

composições. A: secção anatômica de embrião somático definido, com estrutura similar ao 

suspensor (triângulo), notar a protoderme (seta) e procâmbio, cultivado em meio M1. C:calo 

embriogênico; notar diferentes zonas celulares e procâmbio; D: secção anatômica de possível 

embrião somático, cultivadas no meio M3 (Picloram + ANA). E-F: calo embriogênico; 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 análises das seções anatômicas, os calos 

exibem uma zona meristemática composta por células menores, com ausência de vacúolos e 

espaços intercelulares. Além disso, no interior do calo pode haver uma zona parenquimática, 

constituída por células com vacúolos 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 meristemática. A letra “D” da Figura 8 evidencia uma possível 

formação de embrião somático, com zona embriogênica no interior do calo.  

Segundo as seções anatômicas, os calos embriogênicos cultivados em meio líquido 

contendo 5 μM de 2,4-D mostraram uma predominância de características meristemáticas 

quando comparadas com meio contendo Picloram. Essas incluíam vacúolos pequenos e a 

ausência de espaços entre as células (Fig. 10). 

 

Figura 10. Secções anatômicas de agregados celulares oriundas da linhagem LT1 de folhas 

imaturas de Euterpe precatoria Mart. (açaí-solteiro) após 100 dias de cultivo em meio líquido 
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suplementado com 5 μM de 2,4-D (M4). A: Secção anatômica do calo embriogênico B. Detalhe 

do calo embriogênico da letra A com células meristemáticas. D. Detalhe da letra A com 

proembriões. Abreviações: ce, calo embriogênico; células meristemáticas. Configurações das 

imagens A = 4x. B = 10x. C = 20x. 

 

Foi observada a presença de proembriões e embriões somáticos globulares (onde foi 

observada? Chamar as figuras). O corte anatômico mostrado na Figura 10 não só revela áreas 

meristemáticas/embriogênicas, mas também indica a presença de uma protoderme incipiente 

que envolve a massa calogênica globular (Fig. 10B). Isso sugere que as condições testadas no 

meio contendo 2,4-D favorecem a manutenção do potencial embriogênico dos calos e pode 

favorecer a formação de embriões somáticos no estágio globular. Essas características 

confirmam que os calos mantiveram potencial embriogênico quando cultivados em meio 

líquido.  

O meio M5 proporcionou calos com zonas compostas por células meristemáticas, 

extensas e embriogênicas. Algumas zonas de rupturas de tecidos podem ser verificadas devido 

ao desprendimento de materiais na multiplicação (Figura 11 A-B).  

Ainda na Figura 11, verifica-se nas letras C e E, a formação de embriões somáticos. Na 

letra “C”, os embriões somáticos possuem forma irregular, mas com protoderme evidente (seta). 

Nessa seção, também se verifica a presença de proembriões. Na letra “E”, o embrião do tipo 

torpedo pode ser facilmente verificado, com células alongadas do procâmbio evidente.  

De maneira geral, as análises anatômicas revelaram a presença de proembriões e 

embriões somáticos do tipo torpedo e globular. Esses embriões apresentavam 

características anatômicas como protoderme, procâmbio e meristema fundamental. O 

procâmbio era composto por células alongadas. As análises anatômicas demostram o 

potencial embriogênico nas linhagens de E. precatoria cultivadas em meio líquido, sobretudo 

quando há 2,4-D presente no meio de cultivo. Adicionalmente, verificou-se a formação de 

embriões de embriões somáticos no estágio globular e similar ao torpedo.  
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Figura 11. Secções anatômicas de agregados celulares oriundas de folhas imaturas de 

Euterpe precatoria Mart. (açaí-solteiro) após 100 dias de cultivo em meio líquido 2,4-D+AIB 

(M2). A-B e CDE=2,4-D+ANA (M3). Secção com proliferação celular e novas formações 

globulares (seta). Procâmbio evidenciado e zona meristemática/embriogênicas evidentes. 

Indício de rompimento de tecidos para crescimento de calo. Abreviações: (pe) proembrião; calo 

embriogênico (ce); procâmbio (pc); (zm) zona meristemática e (rt) ruptura de tecidos. 

Configurações das imagens A-B = 4x. C=200μm. D-E: =500μm.  
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Características do crescimento e morfologia dos calos e agregados celulares oriundos de 

folhas imaturas de Euterpe precatoria   

 

Figura 12. Aspectos morfológicos do crescimento em suspensão 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 embriogênicos de 

consistência friável de coloração amarela clara, com indício de surgimento de antocianinas. B 

- Parcela com calos branquinhos, com os mesmos aspectos de multiplicação descritos no item 

A. C - Multiplicação evidente em calos de natureza dura (seta amarela), e presença de 

antocianinas (seta vermelha). D - Calos com presença de antocianinas saindo de outros calos 

(círculo tracejado branco). E - F Multiplicação evidente em calos de natureza dura (seta 

amarela). Calos branquinhos de aspectos friáveis (seta vermelha). Calos surgindo de outro calo 

oxidado (seta branca). F- G Multiplicação evidente em calos de natureza dura (seta amarela). 

Calos branquinhos de aspectos friáveis (seta e círculo vermelho). H- Calos branquinhos de 

aspectos friáveis (seta e círculo vermelho) e possível formação e embriões somáticos em meio 

líquido (círculo amarelo). I - K Multiplicação evidente em calos de natureza dura (seta amarela); 

Calos surgindo de outro calo oxidado (seta branca); Calos em tons de verde (círculo branco).    

 

Conforme as imagens acima (Figura 12), pode-se observar a presença de calos friáveis 

com coloração variando entre amarela (Fig. 12-A, I, J e K) branca (Fig. 12 B-F). Calos brancos 

do tipo friável foram constatados com predominância no meio com combinação das auxinas 

Picloram e AIB.   

Tanto os calos presentes na Figura 12A (friáveis amarelos) quanto calos da Figura 12E 

(friáveis brancos) são desejáveis em sistema líquido de cultivo. Os calos friáveis amarelos são 

muito parecidos com os calos multiplicados em meio líquido da palmeira Elaeis guineensis em 

estudos desenvolvidos por Monteiro et al., (2018).  

Verifica-se também a presença de calos de natureza dura (compacta)A presença de calos 

com aumento de massa e tons levemente esverdeados é verificada em meios com Picloram 

(Figura 12-I-K). Embora não friáveis, verificou-se a multiplicação em meio líquido. Tais calos 

apresentaram alta taxa de oxidação, além de pigmentação 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 não foram combinadas, as 

novas estruturas eram menos soltas, maiores e aderentes ao explante principal (Figura 12 I-K).  
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Figura 13. Aspectos morfológicos do crescimento em suspensão de calos e agregados celulares 

das linhagens de inflorescências imaturas de Euterpe precatoria em diferentes meios de cultivo. 

A-B = Linhagens no meio Picloram+AIB (LT5*M3): Calos friáveis de tamanhos menores 

e possivelmente isodiamétricos. C-E = Linhagens no meio Picloram+ANA (LT6*M2): C-E 

Calos em tons de verde, com poucos setores dispersos no meio, com coloração variando entre 

branco e bege. D- Calos com poucos setores dispersos no meio, com coloração variando entre 

branco e bege. E- Presença de calos com tons esverdeados, variando entre tamanho e 

consistência. Presença de novos setores embriogênicos de natureza friável de cor branca.  

 

Esses resultados evidenciados na Figura 13 A, B indicam que a proliferação dos materiais 

pode estar ligada ao tipo de nutrição fornecida, como é o caso da similaridade dos materiais 

cultivados com AIB, onde nota-se uma semelhança com os setores verificados na linhagem 

cultivada com 2,4-D+AIB.  

Uma outra hipótese levantada, consiste em que embora a natureza dura seja verificada, 

estas possivelmente podem contribuir para multiplicação 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 originário/principal.   

Portanto, a partir de tais resultados pode-se inferir que o meio de cultivo pode influenciar 

diretamente nessas características tanto quanto as variações epigenéticas singular do(a) 

calo/linhagem podem inferir na resposta deste quando inoculado em suspensão.  

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

figura 14.  
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Figura 14. Aspectos morfológicos do crescimento em suspensão 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): Multiplicação em calos de natureza dura (seta 

amarela). Calos em tons de verde (círculo vermelho). D-F = Linhagens no meio 2,4-D+AIB 

(M6): Calos friáveis de tamanhos maiores e irregulares (seta amarela). Calos friáveis de 

tamanhos menores e possivelmente isodiamétricos (seta vermelha). E-G = Linhagens no meio 

2,4-D+ANA (M5): Multiplicação 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 

coloração variando entre branca, tons de bege e marrom (Figura 14 A-C). Linhagens cultivadas 

com meio 2,4-D com AIB apresentaram coloração específica 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 coloração entre branca e levemente amarelo. Em todos os frascos com esse 

tratamento foi verificada a presença de antocianinas.  

Comparando os aspectos morfológicos das linhagens cultivadas em meio líquido 

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 possível verificar a presença 

de calos com consistência dura, formando massas com tamanhos maiores que os demais e 

colocação levemente esverdeada (Fig. 14 A-C).   

Calos cultivados com 2,4-D tiveram menor incidência (porcentagem) de oxidação que os 

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 multiplicação também foram visualizados em meios 

suplementados com 2,4-D. 

Especificamente na linhagem LT2*M6, cultivada com 2,4-D+AIB, embriões somáticos 

em estados diferenciados podem ser observados em tons esverdeados aos 90 dias de cultivo 

(Figura 15).  

 

Figura 15. Aspectos morfológicos do crescimento em suspensão 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: embrião somático diferenciado em tons de verde. Seta amarela: 

embrião somático diferenciado de coloração com ausência de clorofila. Seta verde: calos 

friáveis.  

 

Experimento 2: Efeito do meio de cultura e da combinação de diferentes auxinas na 

multiplicação de agregados celulares e células em suspensão de linhagens oriundas de 

material somático de inflorescências imaturas Euterpe precatoria Mart. 
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Estabelecimento e multiplicação de agregados celulares e células em suspensão de 

tecidos somáticos de inflorescência imaturas de E. precatoria Mart. 

As linhagens de inflorescências imaturas também passaram por repouso, e conforme os 

resultados apresentados por folha, igualmente permaneceram estáveis, inclusive sob agitação. 

Aos trinta dias de cultivo, os materiais se mantiveram em estabilidade, sem contaminação e sem 

oxidação. Em termos morfológicos, as mudanças da proliferação eram superficiais, com poucos 

frascos apresentando novas estruturas presentes no meio.  

Verificou-se que as linhagens cultivadas em novos meios de suspensão foram bem-

sucedidas o estabelecimento foi alcançado. Aos 45 dias, as linhagens demonstravam algumas 

mudanças morfológicas. 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 propágulos que não foram afetados pela oxidação a ponto de prejudicar seu 

crescimento em suspensão, foram definidos como linhagens estabelecidas. 

Embora os novos métodos empregados neste estudo garantiram a sobrevivência de todas 

as linhagens, a otimização não foi alcançada em todas elas. As linhagens bem-sucedidas nos 

novos meios de multiplicação em suspensão foram LT7 (cultivada no meio M4), LT2 (cultivada 

no meio M3) e LT9 (cultivada no meio M5) (Tabela 8). Diferenças significativas foram 

observadas nos resultados, tanto em relação ao tipo do meio de cultivo, quanto em relação ao 

tempo de cultivo, conforme demonstrado pelo teste Scott-Knott ao nível de significância de 5% 

(Tabela 4). 

 

 

 

 

 

 

Tabela 8. Desdobramento das médias de incremento de volume (mL) de agregados celulares 

material somático oriundos de inflorescências imaturas de E. precatoria Mart. cultivadas em 

diferentes meios de suspensão celular sob agitador industrial a 100 rpm, em função da linhagem 

celular em cada tempo de cultivo, pelo teste Scott-Knott ao nível de 5% de probabilidade. LG 

= Linhagem genética; MC = meio de cultivo. 

 

LG*MC 

Período  

Equação da regressão 

 

 R² 45 90 135 180 

LT7 *   M4 2,0   aB 5,14 aA 4,06 aA 3,87 aA y = -0,0003x2 + 0,066x + 0,2804 0,88 

LT8 *   M6 1,15 aA 1,72 bA 0,86 bA 1,12 bA y = -5E-05x2 + 0,0127x + 0,5089 0,78 

LT9 *   M5 0,92 aA 1,41 bA 1,07 bA 1,25 bA   y=-8E-05x2 + 0,0162x + 0,5639 0,54 

LT10 * M1 1,75 aB 2,25 bB 3,43 aA 4,75 aA y = 3E-05x2 + 0,0175x + 0,6161 0,98 

LT11 * M2 1,56 aA 2,43 bA 2,12 bA 1,25 bA y = -0,0002x2 + 0,0367x + 0,4393 0,97 

LT12 * M3 2,68 aA 4,50 aA 3,93 aA 3,17 aA y = -0,0003x2 + 0,0672x + 0,4579 0,97 
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Médias seguidas pela mesma letra maiúscula na linha e médias seguidas pela mesma letra 

minúscula na coluna não diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de significância. 
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 diferenças significativas somente a partir dos 90 dias cultivo entre as 

linhagens. Nesse período 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 às demais linhagens pelo 

teste Scott-Knott a 5% de significância.  

Aos 180 dias, as linhagens acima mencionadas continuavam com superioridade 

significativa com relação as demais linhagens. Para tanto, nesse período a linhagem LT10 

manteve-se em vantagem significativa com relação as linhagens LT7 e LT12. Os resultados 

evidenciaram que os meios de cultivos favoreceram o crescimento das linhagens de 

inflorescências imaturas em suspensão, 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 possível contemplar a etapa de 

suspensão em protocolos de ES usando materiais genéticos oriundos de inflorescências.  

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. Já para a linhagem LT10, essa diferença 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 níveis de volumes mensurados LT8, LT9 e LT11 

foram semelhantes entre si pelo teste Scott-Knott ao nível de 5% de significância em cada 

interação acima mencionada. Essas linhagens apresentaram um comportamento similar ao 

longo do experimento.  

Para os componentes da regressão, verifica-se baixo ajustamento da linhagem LT9.  Para 

tanto, deve-se manter em consideração as diferenças significativas da regressão 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 fórmula 

de Sturges (1926) para uma melhor compreensão das estimativas (Fig.15).  
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Figura 15.  Distribuição por classe de volume de agregados e células em suspensão oriundas 

de linhagens de inflorescências imaturas de Euterpe precatoria Mart. (Método estatístico 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, o número de frascos permitiu a estimativa das 

classes de volumes em histogramas pelo método de Sturges (1926). Os resultados apontam 

desde classes amplas, regulares à classes vazias. Esses resultados complementam e esclarecem 

a comparação dos resultados evidenciados na tabela 8.  

Apenas a linhagem LT7 apresentou cinco classes com frequência de observações em 

todas elas. Embora muitas observações (11) tenham sido frequentes na primeira classe (0 a 2,0 

mL de volume) para essa linhagem, o número de observações entre 2,1 a 8,0 mL de volume 

celular sedimento foi de 20. A única linhagem com comportamento similar a esta é a LT10. 

Uma única observação acima de 8,1 mL de volume sedimentar foi verificado para linhagem 

LT7, essa observação pode ter influência direta nos resultados da ANOVA para o período em 

que foi mensurado.   

A linhagem LT10 apresentou 18 observações entre 2,1 a 8,0 mL de volume sedimentar 

mensurado, sendo onze observações entre 2,1 e 4,0, quatro observações entre 4,1 e 6,0 e três 

observações entre 6,1 e 8,0. Esses dados embora pouco abaixo da linhagem LT7, são muito 

próximos. Tais aspectos podem indicar uma correlação positiva existente entre as mesmas. Para 

tanto, quase 50% de todas as observações realizadas nessa linhagem ficaram na primeira classe 

de volume, entre 0 e 2,0mL.  

A linhagem LT12, apresentou 18 observações entre a segunda e a terceira classe (2,1 a 

4,0 e 4,1 a 6,0 mL). Esse número é igual/próximo aos verificados pelas linhagens L10 e LT7, 

respectivamente. Assim, como na linhagem LT7, uma única observação foi verificada entre 8,1 

a 10 mL de volume.  

É possível verificar que as linhagens LT8, LT9 e LT11 apresentaram muitas observações 

nas classes mais baixas de volume.  Esses resultados mostram um crescimento inferior aos 

demais tratamentos, não sendo indicados para cultivo em suspensão.  

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 alcançaram níveis 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 suspensão de 

materiais somáticos de inflorescências imaturas de Euterpe precatoria Mart. ao longo dos 180 dias 

de inoculação. Barras representam o erro padrão médio.  
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, alcançando em média 900% de crescimento. Aos 135 dias, essa linhagem alcançou uma 

TCM média de 700%, com níveis próximos a este aos 180 dias no meio de suspensão.  

A linhagem LT12 constitui a segunda linhagem com maior TCM ao longo dos períodos 

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 período, e níveis próximos a 600% aos 180 dias.  

A linhagem LT10 apresentou uma TCM média crescente, desde os 45 dias até a última 

mensuração aos 180 dias. Aos 45 a TCM correspondia a 250%, 350% aos 90 dias. Aos 135 

DIAS, a TCM chegou próximo de 600%, atingindo pico aos 180 dias com mais de 800% de 

crescimento em volume em relação ao período inicial.  
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Cinética de crescimento e aplicação de modelo matemático de Gompertz de 

agregados celulares e células em suspensão de tecidos somáticos de inflorescência 

imaturas de E. precatoria Mart 

O modelo de Gompertz mostrou padrões ajustam (LT7, LT8, LT10 e LT12) e padrões 

que não foram ajustados ao modelo em relação à cinética do crescimento, como foi o caso da 

linhagem LT9 apresentado baixo percentual de coeficiente de correlação (53%) Tabela z.  

As linhagens de inflorescências imaturas com os melhores desempenhos em incremento 

de volume, apresentaram coeficiente de correlação satisfatórios (78% para linhagem LT7, 93% 

para linhagem LT10 e 76% para linhagem LT12), considerando assim que o modelo foi 

adequado para descrever a cinética de crescimento dos calos e agregados celulares em 

suspensão (Tabela 9).  

 

Tabela 9. Constantes do modelo de Gompertz (𝑌 = 𝑎 ∗ 𝑒(−𝑏𝑒−𝑐∗𝑡)) das suspensões de linhagens 

oriundas de tecidos somáticos de inflorescências imaturas de Euterpe precatoria Mart. 

cultivadas em diferentes meios de cultivo, sob agitador industrial a 100 rpm durante 180 dias 

de cultivo. 

Parâmetros  

Linhagens genéticas 
LT7 

(2,4-D) 

LT8 

(2,4-D+ANA) 

LT9 

(2,4-D+AIB) 

LT10 

(PIC) 

LT11 

(PIC+AIB) 

LT612 

(PIC+ANA) 

a 1,60797325 0,76924258 0,7723755 1,813400 1,0067039 1,4962432 

b 1,458741 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 dinâmica de crescimento das linhagens foi verificada pelo modelo de Gompertz, 

que permitiu diferentes respostas quando se observa as curvas de crescimento (Figura 17). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

138 
 

 

Figura 17. Curvas de crescimento dos calos e agregados celulares de inflorescências imaturas 

de Euterpe precatoria em suspensão, ajustadas ao modelo de Gompertz (𝑌 = 𝑎 ∗ 𝑒(−𝑏𝑒−𝑐∗𝑡)) )em 

função do cultivo de diferentes linhagens em diferentes meios ao longo de 180 dias de 

incubação.   

 
Os gráficos evidenciam a dinâmica diversificada das linhagens. A linhagem LT7 

apresenta as maiores médias, para descrição 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.  

Após esse período, 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 os 75 e os 
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90 dias de cultivo, seja feito o plaqueamento para prosseguimento das etapas seguintes da ES. 

A taxa de crescimento máximo específico (μmax) foi de 0,06d-1 com um tempo de duplicação 

(G) de 12,16 dias até que as culturas atingissem a fase estacionária (Tabela B).  

Para linhagem LT10, o crescimento não foi característico de uma curva sigmoide, 

havendo um padrão linear. Essa dinâmica implicou também numa longa fase lag de 27,19 dias 

com ausência da fase de estabilidade, havendo o crescimento contínuo ao longo do tempo.  

A taxa de crescimento máximo específico (μmax) foi de 0,02d-1 com um tempo de 

duplicação (G) de 27,99 dias (Tabela 10). Como o crescimento foi contínuo, pode-se transferir 

tanto aos 90 quanto aos 135 dias os calos para plaqueamento, observando a transferência antes 

da troca de meio.  

Já a linhagem LT12 apresentou uma fase lag de 6,13 dias, estabilizando por volta dos 90 

dias, sendo indicado esse período para plaqueamento. A taxa de crescimento específico máximo 

(μmax) foi de 0,08d-1 com um tempo de duplicação (G) foi de 0,46 dias (Tabela 10). A curva 

teve forte tendência de padrão sigmoide.  

As linhagens LT8, LT9 e LT11 apresentaram as menores incremento em volume. 

Conforme os gráficos da figura 17, a linhagem LT8 entrou em estabilidade aproximadamente 

logo após o centésimo dia com baixos níveis de volume. A linhagem LT9 entrou em 

estabilidade logo aos exatos 45 dias, um período mais curto e também com baixos níveis. Já a 

linhagem LT11, adquiriu estabilidade por volta dos 75 dias de cultivo, com valores um pouco 

superior em relação aos observados pelas linhagens LT8 e LT9.  

Essas linhagens, não apresentaram fase lag (𝝀 = -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 correlação terem sido acima de 70% (Tabela 10). 

Tabela 10. Parâmetros Cinéticos das suspensões de materiais somáticos de inflorescências 

imaturas de E. precatoria Mart. cultivadas em meio de suspensão celular sob agitador industrial 

a 100 rpm em função da linhagem celular e do meio de cultivo ao longo de 180 dias. 
 

Parâmetros 

Cultivos em Suspensão de Folha 

 LT7 

(2,4D) 

LT8 

(2,4D+ANA) 

 LT9 

(2,4D+AIB) 

 LT10 

(PIC) 

 LT11 

(PIC+AIB) 

LT12 

(PIC+ANA) 

μmax (d-1) 0,06 0,02 0,06 0,02 0,06 0,08 

𝝀 (dia) 12,94 -13,01 -4,81 27,19 -1,5 6,13 

G (dia) 12,16 0,90 0,54 27,99 12,15 0,46 

R2 (%) 87 84 99 76 96 93 

Legenda: μmax = velocidade máxima específica de crescimento. ƛ = tempo de fase lag (d). G 

= tempo de regeneração das células. R2 = coeficiente de correlação. 
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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Caracterização do tamanho dos calos e agregados celulares em suspensão   

A verificação da presença de calos muito grandes  pode subsidiar detalhes da suspensão 

que merecem mais atenção nos trabalhos futuros. Tais aspectos podem garantir uma melhor 

etapa de crescimento e um desenvolvimento mais homogêneo. Assim, com base na tabela 11, 

verificou-se a presença de calos grandes ao longo dos períodos de cultivo.  

Tabela 11. Porcentagem de Formação de Calos Grandes das suspensões de materiais somáticos 

de inflorescências imaturas de Euterpr precatoria Mart. cultivadas em meio de suspensão 

celular sob agitador industrial a 100 rpm em função da linhagem celular e do meio de cultivo 

ao longo de 180 dias. 
 

Linhagens * Meio de 

cultivo 

Período de Cultivo (dias) e ocorrência de calos grandes (%) 

45 90 135 180 

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 incidência de calos grandes logo aos 45 dias, com 

aproximadamente 62,5% das parcelas. Nas linhagens LT9 e LT12 50% das parcelas 

apresentaram ocorrência de calos grandes, sendo o segundo maior valor observado.  

Aos 90 dias de cultivo, as linhagens LT7, LT10 e LT12 apresentaram 100% formação de 

calos grandes. Todas as parcelas dessas linhagens tiveram pelo menos a presença 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 

ocorrência de calos grandes foi a LT10, seguida das linhagens LT7, LT8 e LT9 com ocorrência 

de calos grandes em 50% das parcelas. Nesse período, 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 tendência de homogeneização.  

Assim como no experimento de folhas imaturas, a oxidação também foi pertinente nas 

linhagens de inflorescências imaturas, sendo verificado o mesmo comportamento oxidativo nas 

linhagens aqui analisadas (tabela 12). 
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Tabela 12: Porcentagem e grau de oxidação de cultivos em suspensão de materiais somáticos 

de inflorescências imaturas de E. precatoria Mart em meio líquido.  

MG x MC 

Porcentagem e Grau de oxidação por período de Cultivo (dias) 

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 +++ 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 não apresentaram oxidação. Aos 45 dias, todas 

linhagens apresentaram baixo grau de oxidação. Aos 90, 135 e 180 dias, as linhagens LT11 e 

LT12 apresentaram 100 % de oxidação. Esse comportamento indica que a oxidação foi 

observada em todos as parcelas dessas linhagens, em que pelo menos metade ou mais calos 

foram constatados com forte oxidação nas parcelas.  

Como o grau oxidativo nessas parcelas foi elevado, isso significa que o número de calos 

oxidados após a manutenção do meio de cultivo foi expressivo. Ainda nos 90 dias de cultivo, a 

incidência de oxidação em grau moderado foi observado somente nas linhagens LT7 e LT12. 

Em todas as outras linhagens inclusive nos demais períodos de cultivo, a ocorrência de oxidação 

foi um problema após a manutenção do meio de cultivo. Embora a incidência em porcentagem 

tenha ocorrido de maneira distinta entre as mesmas.  

Os resultados apontam que embora a incidência e ocorrência em grau elevado da oxidação 

tenha ocorrido no cultivo das linhagens de inflorescências imaturas em meio líquido, esse 

problema pôde ser superado para as linhagens LT7, LT10 e LT12 e a multiplicação foi mantida.  

Para as demais linhagens, esse fator pode ser sido a principal causa dos menores níveis 

de multiplicação verificados, embora isso varia de linhagem para linhagem. No que se refere à 

contaminação, somente as linhagens LT8, LT9 e LT12 apresentaram contaminações (25%, 

37,5% e 12,5%, respecivamente). Para tanto assim como em folhas imaturas, esse fato ocorreu 

somente após a troca de meio no período de 180 dias de cultivo.  

 

Características anatômicas dos calos em meio líquido  

Na linhagem LT7, cultivada em meio contendo auxina 2,4-D (Fig. 18), nota-se um intenso 

processo de divisão celular, com aglomerados embriogênicos isolados (Fig. 18). Os 

proembriões observados assemelham-se àqueles reportados, também em E. precatoria, por 

Ferreira et al. (2022b), típicos de calos friáveis.  
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Esses resultados indicam que a manutenção do estádio indiferenciado por um período 

maior, e, portanto, a LT7 em meio contendo 2,4-D pode ser mantida sob as condições testadas 

para fins de multiplicação por mais tempo. A natureza friável dos agregados dessa linhagem 

provavelmente está relacionada ao fácil desprendimento de proembriões, como visualizado na 

Fig. 18, itens A e B. 

 

 

Figura 18. Secções anatômicas de agregados celulares oriundas de inflorescências 

imaturas de Euterpe precatoria Mart. (açaí-solteiro) após 100 dias de cultivo em meio líquido 

2,4-D (M4) para a linhagem LT7. A. Secção anatômica evidenciando embrião somático tipo 

torpedo e proembriões somáticos provenientes de células em proliferação na parte 

meristemática. B. Detalhe da zona meristemática do item A. C-D. Secção anatômica de calo 

formando estruturas embriogênicas globular e proembriões. D-E. proembriões somáticos e zona 

de células com divisão celular. Abreviações: (es) embrião somático; (pc) procâmbio; (zm) zona 

meristemática; (ze) zona embriogênica; (pe) proembriões somáticos. Configurações das 

imagens A = 4x; B-C-D=10x; E=20x. 

  

As análises anatômicas mostram ainda o desenvolvimento de embriões somáticos, aos 

100 dias de cultivo nas linhagens LT7 e LT10, cultivas nos meios M4 (2,4-D) e M1(PIC) sendo 

possíveis de observação 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 concentrações (5μM) de auxinas 

são capazes de induzir a formação de embriões somáticos em palmeiras.  

Na linhagem LT10, pode-se visualizar os embriões com facilidade (Fig. 19-B), sendo 

mais definido, com presença de protoderme, cordões procambiais nítidos e meristemas 

fundamentais na linhagem LT10 (Fig. 19-B). 

 

 

Figura 18. Secções anatômicas de agregados celulares oriundas de inflorescências 

imaturas de Euterpe precatoria Mart. (açaí-solteiro) após 100 dias de cultivo em meio líquido 

contendo Picloram (M1) para a linhagem LT10. A. possível embrião somático globular. B-C-

D. A: secção anatômica de embrião somático definido com estrutura similar ao suspensor (seta), 

notar a protoderme (seta), procâmbio e meristema fundamental. E. Secção anatômica do calo. 

Abreviações: (esg) embrião somático globular; (pc) procâmbio; (mf) meristema fundamental; 

(pt) protoderme; (es) embrião somático; (ce) células embriogênicas. A-B-C=10x; D-E=20x. 

 

Na linhagem LT10, verificou-se indícios de origem unicelular dos embriões somáticos, 

dada a visualização 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 embriogênese somática de E. precatoria (FERREIRA et al., 2022a, b). Esses 

resultados ratificam o potencial embriogênico da linhagem.   
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Na linhagem LT12, observaram-se proembriões em estádios de desenvolvimento e 

oriundos de ciclos repetitivos de embriogênese somática (Fig. 19 A-J). A secção anatômica 

evidencia áreas meristemáticas/embriogênicas, e grande a massa calogênica de característica 

embriogênica (Fig. 20). 

 

Figura 20. Secções anatômicas de agregados celulares oriundas de inflorescências 

imaturas de Euterpe precatoria Mart. (açaí-solteiro) após 100 dias de cultivo em meio líquido 

PIC+ANA (M3) para a linhagem LT12. A. Secção anatômica evidenciando calo com zona 

embriogênica e meristemática e proembriões. B. Detalhe da letra A com proembriões. C. Calo 

com zona meristemática/embriogênica. D. Secção anatômica do calo. Abreviações: (pe) 

proembrião; zona embriogênica (ze); (zm) zona meristemática Configurações das imagens A-

C-D = 4x; B = 20x. 

 

Essas linhagens constituíram os principais materiais genéticos testados nos novos meios, 

sendo possível conservar o potencial embriogênico das mesmas, bem como promover a 

diferenciação de embriões somáticos no estádio torpedo e globular. 
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Características do crescimento e morfologia dos calos e agregados celulares de 

materiais somáticos de inflorescências imaturas de Euterpe precatoria   
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Figura 21. Aspectos morfológicos do crescimento em suspensão de calos e agregados celulares 

de linhagens de inflorescências imaturas de Euterpe precatoria em diferentes meios de cultivo. 

A-B: Calos cultivados em meio contendo Picloram+ANA. Multiplicação evidente em calos de 

natureza dura (círculo amarelo); Calos de natureza dura (seta vermelha); Calos branquinhos de 

aspectos friáveis (seta amarela). C-D: Calos cultivados em meio contendo 2,4-D+AIB: Pouca 

multiplicação alcançada e presença de calos com consistência dura (seta vermelha).  E-F: Calos 

cultivados em meio contendo 2,4-D+ANA: Pouca multiplicação alcançada e presença de calos 

friáveis branquinhos (seta amarela). G-H: Calos cultivados em meio contendo Picloram+ANA: 

Multiplicação alcançada e presença de calos friáveis branquinhos (seta amarela).  I-J: : Calos 

cultivados em meio contendo 2,4-D: Calos branquinhos de aspectos friáveis (seta amarela) e 

calos com consistência dura (seta vermelha).  K-L: Calos cultivados em meio contendo 

Picloram: Calos branquinhos de aspectos friáveis (seta amarela) e calos com consistência dura 

(seta vermelha).   

 

Conforme as imagens acima (Figura 21), pode-se observar a presença de calos 

branquinhos, de características friáveis (Fig. 21-A, C, G, I e L). Calos branquinhos do tipo 

friável também foram constatados com predominância no meio com combinação das auxinas 

Picloram e AIB, bem como em 2,4-D e Picloram.    

Verifica-se também a presença de calos de natureza dura (21-A, B, C, D, I e K). A 

presença de calos com aumento de massa e tons levemente verdes são verificados nos calos 

cultivados somente com Picloram (Fig. 12-I-K). Calos esverdeados com grandes massas não 

foram verificados nas linhagens em florescências, sendo-os menores que os calos esverdeados 

que surgiram nas linhagens de folhas que apresentaram essa característica geralmente 

apresentavam aspecto duros/compactos.  

As linhagens de inflorescências também conseguiram capacidade de se multiplicar 

mesmo quando estavam sob oxidação, mantendo a mesma característica evidenciada nas folhas 

quanto ao tempo submerso, havendo ciclos mais curtos.  

O oposto do que ocorreu em folhas imaturas foi verificado em inflorescências, em que os 

meios que as auxinas não eram combinadas, as novas estruturas eram mais adaptadas ao meio.  

Algumas linhagens de inflorescências foram capazes de induzir materiais que se 

assemelham a uma suspensão de sob comportamento celular, embora nota-se a presença de 

microcalos no meio. As linhagens que apresentaram esse comportamento foram cultivadas em 

meio com combinação de auxinas, uma ocorreu pela combinação de Picloram com ANA (Fig. 

22) e a outras ocorreu pela combinação de 2.4-D com AIB (Fig.23).  
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Figura 22. Aspectos morfológicos do possível crescimento celular em suspensão de calos e 

agregados celulares de linhagens de inflorescências imaturas de Euterpe precatoria em meio 

de cultivo contendo a combinação de Picloram com ANA.  

 

As estruturas são visíveis e o crescimento pode ser facilmente visto quando se compara a 

figura 22 nos itens A, B e C. Para linhagem inoculada em meio líquido, isso também pode ser 

facilmente observada quando se compara a evolução do crescimento celular na figura 23, nos 

itens B, D, E e F, verificando do início à senescência da suspensão celular.  
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Figura 23. Aspectos morfológicos do possível crescimento celular em suspensão de calos e 

agregados celulares de linhagens de inflorescências imaturas de Euterpe precatoria em meio 

de cultivo contendo a combinação de Picloram com ANA.  
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DISCUSSÃO  

Para aprimorar a geração de calos na fase de cultivo em suspensão celular, foram 

conduzidas investigações sobre diversos tratamentos visando promover a formação de células 

embriogênicas friáveis e aprimorar o processo em suspensão. Este estudo evidencia a medida 

de crescimento em volume de Euterpe precatoria pelas linhagens nos meios testados, a 

dinâmica e a cinética de crescimento ao longo de 180 dias de cultivo de linhagens 

embriogênicas oriundas de tecidos foliares imaturos e inflorescências imaturas.  

A otimização da etapa de cultura em suspensão celular foi alcançada para 

micropropagação de Euterpe precatoria em diferentes linhagens nos diferentes tipos de 

explantes. Em ambas as fontes de tecidos somáticos utilizados, os resultados indicam uma forte 

associação entre a formação de células embriogênicas friáveis pelas linhagens em razão dos 

meios de cultivo e utilizados, sobretudo nas linhagens de material somático oriundo de folhas 

imaturas.  

Em inflorescências imaturas, esses resultados foram mais associados às linhagens LT7, 

LT10 e LT12. Em ambas as fontes de tecidos somáticos utilizados, diferenças foram 

identificadas no crescimento volumétrico entre as linhagens.  

Nas linhagens de folhas imaturas, a expansão de massas embriogênicas de E. precatoria 

em diferentes meios de cultura aumentou o crescimento em volume das linhagens durante o 

período de 180 dias, demonstrando variações significativas. Nas linhagens de inflorescências 

imaturas esses fatores foram observados somente nas linhagens LT7, LT10 e LT12. 

Até o momento atual, são escassos os estudos relacionados à indução de culturas em 

suspensão celular a partir de calos para espécies do gênero Euterpe. Apenas um estudo 

(MELLO et al., 2023) mencionou a produção de células embriogênicas friáveis em Euterpe 

edulis, embora a produção 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 incubação (90 dias), a uma concentração de 15 

μM 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 à 235,8% nessa concentração 

de Picloram. As demais concentrações de Picloram 25, 35 e 45 μM alcançaram 170, 180 e 160 

% de taxa média de crescimento, respectivamente.  

Nesta pesquisa, os calos embriogênicos cultivados nos meios otimizados foram capazes 

de aumentar seu volume em até 20 vezes para cultivo em suspensão de tecidos somáticos de 

folhas imaturas, representando um crescimento de mais de 1400%. Para linhagens de 
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inflorescências imaturas, o crescimento em volume aumentou mais de 10 vezes mais o volume 

inicial inoculado, representando um crescimento próximo a 1000%, para as linhagens com 

maior incremento de volume.  

No experimento com materiais somáticos com inflorescências, os resultados de alguns 

são parecidos com os verificados por Mello et al. (2023), aos 90 dias de incubação. Nesse 

período, a linhagem LT8 cresceu 192,5%, a LT9 245% e a LT11 387,5% (Figura 16). Em 

termos de variação 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 não foi uniforme para algumas linhagens. Para superar essa 

dificuldade e promover um crescimento mais homogêneo, uma próxima etapa deve ser 

investigada a fim de possibilitar um desenvolvimento mais equitativo das suspensões. Ainda 

que seja algo não desejável, isso não constitui uma limitação para cultivo em suspensão.  

Fica difícil uma comparação com o protocolo desenvolvido por Ferreira et al. (2022a) em 

meio semissólido, visto que os autores fizeram contagem de estruturas formadas nos meios de 

multiplicação, e nessa contagem podem ter sido incluídos tamanhos e massas distintas, 

tornando-se complicado a comparação com esta pesquisa. 

Para tanto, sabe-se que a multiplicação de tecidos de folhas imaturas neste estudo em 

meio líquido, foi tão eficaz quanto no protocolo inicial em meio semissólido com folhas 

imaturas, estabelecidos por Ferreira e colaboradores (2022a).  

Dessa forma, com base nos resultados, o meio de suspensão permite uma eficiente 

proliferação de estruturas com competência embriogênica, sob movimentos repetitivos em 

agitador orbital industrial a 100 rpm. Os setores embriogênicos produzidos em meio de 

suspensão foram predominantemente mais individualizados que os setores desenvolvidos por 

Ferreira et al. (2022 a,b). Esse comportamento pode favorecer o desenvolvimento de embriões 

sadios e sem anormalidades (MONTEIRO et al., 2018).  

A conversão para embriões somáticos utilizando o cultivo em suspensão tem contribuído 

positivamente nesse sentido, como foi observado nos casos de E. guineensis (HASHIM et al. 

2018; MONTEIRO et al. 2018) ePhoenix dactilyfera (NAIK e Al-KHAYRI et al., 2016, 2018).  

A dinâmica de crescimento mostra o incremento em volume dos experimentos no meio 

de cultura em suspensão. A análise da cinética de crescimento e a aplicação do modelo 

matemático de Gompertz permitiram verificar o comportamento das diferentes linhagens 

utilizadas.  
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No entanto, em ambos tecidos pesquisados (folhas imaturas e inflorescências imaturas), 

as dinâmicas de crescimento dos calos foram distintas entre as linhagens nos seis meios, 

evidenciadas tanto por observações morfológicas quanto por medições de volume celular (mL). 

Nos dois tipos de explantes utilizados (folhas e inflorescências), os materiais somáticos 

proporcionaram diferentes tempos para fase lag (𝝀). Embora os cultivos tenham sido 

homogeneizados antes da inoculação em suspensão, não se deve descartar a hipótese de que as 

células poderiam ter entrado em diferentes estádios de desdiferenciação e com capacidade de 

competência embriogênica variável. Tal fato pode ter causado interferência no tempo resposta 

das linhagens quando inoculadas na suspensão, resultando em tempos maiores, menores ou 

ausentes da fase lag.  

As linhagens provenientes no meio líquido exibiam características anatômicas distintas 

devido à aplicação de diferentes composições do meio em relação a diferentes reguladores de 

crescimento. Essas estruturas se tornaram mais distintas, desenvolvendo desde áreas esféricas 

claramente definidas, a áreas com superfícies irregulares, embora em ambas havia presença de 

células meristemáticas. Por conseguinte, foram identificadas como estruturas embriogênicas. 

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 embriogênicas eram 

perceptíveis, sobretudo nos meios contendo 2,4-D. Essa característica foi identificada tanto em 

cultivo de folhas imaturas, quanto de inflorescências imaturas. Assim, com base nas secções, 

os materiais cultivados em meio 2,4-D apresentaram maiores capacidades de divisão celular 

(Figuras 10 e 18). Mello et al. (2023) relataram essa caraterística em meio suplementado com 

Picloram.  

Em pesquisas com conduzidas culturas de C. nucifera em meio líquido, Bhavyashree et 

al. (2016) notaram que tratamentos com o regulador 2,4-D favoreceram o crescimento mais 

eficaz das suspensões quando comparadas ao meio contendo auxina Picloram. O meio contendo 

2,4-D também foi eficaz na proliferação em meio líquido de Elaeis guineensis (MONTEIRO et 

al., 2018), Phoenix dactylifera L. (NAIK e Al-KHAYRI, 2018), Camellia oleifera (FANG LI 

et al., 2021).  

Embora o cultivo com Picloram tenha favorecido mais incidência de embriões somáticos 

(Fig. 9 e 19), também é possível verificar áreas com forte influência de divisão celular (Figura 

9 e 19). Isso ratifica o potencial embriogênico das linhagens nesses meios de suspensão. Assim, 

embora anatomicamente seja mais evidente utilizando a auxina 2,4-D, a proliferação de setores 
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embriogênicos em E. precatoria pode ser possível em qualquer uma das auxinas para o cultivo 

em meio líquido.  

As análises anatômicas também revelaram a presença de proembriões e embriões 

somáticos do tipo torpedo e globulares. Foram observados embriões somáticos em estádios 

mais avançados de desenvolvimento (estágio de torpedo) (Figura 9 e 19).  Esses embriões 

apresentavam características anatômicas como protoderme, procâmbio e meristema 

fundamental. Os embriões do tipo torpedo também apresentavam superfícies irregulares, com 

ciclos de ES ocorrendo nas suas extremidades, possivelmente em função da fase estacionária 

avançada (Figura 9 e 19).   

O procâmbio era composto por células alongadas quanto calo friável com vários 

proembriões foram observados Ferreira et al. (2022a) também verificaram esse comportamento 

em explantes de Euterpe precatoria na fase de diferenciação em cultivos no meio semissólido.  

Na maioria das linhagens, entre 90 e 100 dias de cultivo, a suspensão estava sob fase 

estacionária. As análises anatômicas evidenciaram que nesse período, havia também materiais 

de consistência friável, isto é, mais desdiferenciadas em razão dos ciclos da ES (Figura 10 e 

18).  

Assim, apesar de haver diferenças significativas entre os períodos de 90 a 135 dias de 

cultivo nas duas fontes de explantes testadas, recomenda-se que seja feito a transferência e 

plaqueamento aos 90 dias em meio líquido, visto que podem ser diminuídos problemas com 

variações somaclonais (LARKIN E SCOWCROFT 1981).  

Uma concentração de 2,4-D ou Picloram (5 µM) associado ao AIB ou ANA suplementado 

por diferentes aminoácidos presentes no meio influenciam positivamente a formação de setores 

embriogênicos, permitindo a multiplicação eficiente das linhagens em meio de suspensão. Em 

folhas, todas as combinações foram satisfatórias. Em inflorescências, as mais favoráveis foram 

2,4-D, Picloram e Picloram+ANA.  

Em folhas, resultados utilizando apenas a auxina Picloram ou apenas 2,4-D, resultou em 

diferenças significativas maiores do que em outros meios. Isso ocorreu devido a estrutura 

morfológica dos calos terem sido bem maiores que os meios com combinação de auxinas (AIB 

ou ANA). Para tanto, os meios contendo combinação de auxinas além de promover 

desempenhos satisfatórios dos calos em termos numéricos, foram mais homogêneos em 

suspensão quando comparados com meios sem a combinação de auxinas.  

As características morfológicas dos calos grandes nos meios 2,4-D e Picloram sem 

associação com outras auxinas, promoveram a similaridade entre essas linhagens. Esse fato 
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indica uma elevada correlação entre o crescimento de linhagens com as auxinas Picloram e 2,4-

D no meio líquido. 

Essa constatação também foi observada por Kong et al. (em 2023), em pesquisas 

envolvendo Cocos nucifera no qual a adição de auxinas ao meio de cultura desencadeou uma 

multiplicação altamente eficiente em meio semissólido.  

Embora essas observações realizadas por Kong et al. (2023) tenham sido em meio 

semissólido, revelaram-se úteis para aprimorar a etapa de cultura em suspensão celular. Os 

hormônios vegetais como as auxinas constituem os principais reguladores usados na 

embriogênese somática com alta taxa de sucesso (SU et al., 2015).  

A inclusão de aminoácidos (como glicina e arginina), também contribuíram para um 

efeito positivo na formação de CE. Esse efeito é provavelmente devido ao papel desses 

aminoácidos como fonte de nitrogênio, o qual geralmente melhora as taxas de crescimento 

celular e estimula os processos morfogênicos e embriogênicos em plantas (KONG et al., 2023; 

GEORGE; KLERK, 2008).  

Le-Feuvre e colaboradores (2013) observaram diferenças estatisticamente em relação aos 

suplementos de nitrogênio orgânico, como glutamina e hidrolisado de caseína. Meios de cultura 

com maior teor de glutamina demonstraram superioridade, resultando em taxas de crescimento 

mais elevadas em comparação com meios com menor concentração de glutamina. A presença 

glutamina contribui para uma nutrição mais eficaz dos cultivos (LE-FEUVRE et al., 2013). 

Nos protocolos desenvolvidos em E. precatoria, em meio semissólido, o uso de 

aminoácidos como L-glutamina e caseína hidrolisada tem sido usado como fonte de 

suplementos importantes para o desenvolvimento embriogênico (FERREIRA et al., 2022a-b; 

FERREIRA 2020).  

A presente pesquisa fornece evidências estatísticas de que a adição de aminoácidos e 

vitaminas promoveram um supercrescimento de E. precatoria. Resultados importante foram 

alcançados pela adição de mais aminoácidos ao meio, e  pela inclusão de vitaminas (tiamina, 

mio-inositol e ácido ascórbico). Isso sustenta a hipótese de que tanto suplementação por 

aminoácidos e quanto de vitaminas são cruciais para melhorar o desempenho dos setores 

embriogênicos em meio líquido de E. precatoria, estimulando a formação de CE friáveis 

(Tabela 4).   

Os aminoácidos possuem função essencial no correto dobramento das proteínas 

(POLESI et al., 2022). O uso de aminoácidos e vitaminas (glutamina e ácido ascórbico) também 

proporcionaram excelentes resultados em cultivo de E. guineensis em meio líquido 

(MONTEIRO et al., 2018). Em geral, os aminoácidos melhoram o metabolismo celular, 
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desempenhando uma síntese de proteínas mais eficiente, bem como de açúcares de reserva 

(PARAST et al., 2011), favorecendo o crescimento e desenvolvimento celular (MELLO et al., 

2023) 

A otimização do meio de cultivo mostrou-se eficiente para obtenção calos embriogênicos 

em suspensão de E. precatoria. Isso representou um requisito muito importante para uma 

otimização além das expectativas. Os resultados desses estudos serão úteis para melhorar a taxa 

de formação de CE em outras espécies. 

Todavia, esses resultados também indicam que é necessário avaliar outras vias de 

suplementação (cisteína, por exemplo) para tentar conter problemas com oxidação dos setores 

embriogênicos.   

Nas pesquisas desenvolvidas por Mello et al. (2023) a oxidação nos experimentos 

conduzidos ocorreu após as 12 semanas de incubação (90 dias após a inoculação), nas maiores 

concentrações de Picloram (45 µM). Os pesquisadores ainda constataram que menores 

concentrações de Picloram proporcionaram menores escurecimentos dos calos. 

Esse dado é importante para o contínuo melhoramento das condições de cultivo, pois 

embora as concentrações de Picloram utilizadas por Mello e colaboradores (2023) tenham sido 

maiores (15, 25, 35 e 45 µM) que as concentrações utilizadas nesta pesquisa, os resultados das 

taxas de oxidação condizem com os resultados aqui verificados.  

Dessa forma, deve-se atentar ao nível usado de cada aminoácido neste estudo, pois 

embora tenha favorecido o crescimento dos calos e agregados celulares das linhagens, não foi 

suficiente para controlar o estresse oxidativo em alguns períodos. O uso de aminoácidos em 

condições ideais pode favorecer propriedades antioxidantes que combatem o estresse oxidativo 

na membrana celular, além de contribuir para a estabilização da estrutura nativa e 

fisiologicamente ativa das proteínas (COLOVIĆ et al., 2018). 

O estresse oxidativo surge durante o cultivo in vitro. Ele é caracterizado por um 

desequilíbrio na proporção entre a produção de compostos antioxidantes e compostos oxidantes 

(BARBOSA et al., 2014), os quais ativam os sistemas de sinalização das plantas (MOLLER et 

al., 2007). O estresse oxidativo ocorre devido à forte formação imediata de espécies reativas de 

oxigênio (BARREIROS et al., 2006). Esse desequilíbrio, causado pela formação imediata de 

espécies reativas de oxigênio quando presentes em excesso, podem oxidar proteínas, ácidos 

graxos insaturados e DNA (BARBOSA et al., 2014), resultando em danos celulares e, em última 

instância, morte celular (Barbosa et al., 2014; TRIPATHI et al., 2020). 

A presença de cisteína causa uma redução significativa no escurecimento não enzimático 

em sistemas que contêm asparagina e glutamina. Embora não 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 proteínas vegetais em condições de estresse. Isso 

resulta em uma maior tolerância à salinidade, além de temperaturas elevadas e baixas 

(FEDOTOVA; KRUCHININ, 2017; SUN et al., 2020). 

Todavia, como ainda não se têm informações sobre a influência dos aminoácidos no 

escurecimento das linhagens, e por isso recomenda-se estudos para investigar as concentrações 

ideais que possa garantir redução progressiva do estresse oxidativo. Esse tipo de estudo também 

pode evitar efeitos adversos contrários ao desejado. É possível aprofundar a identificação da 

oxidação em tecidos cultivados in vitro (BASKARAN et al., 2015) por meio de estudos que 

considerem a atividade de enzimas antioxidantes (MANQUÍAN-CERDA et al., 2016). O uso 

de marcadores bioquímicos, como a peroxidase, pode reduzir a subjetividade associada à 

identificação visual da morfogênese in vitro e contribuir para a detecção precoce desses 

processos (BASKARAN et al., 2015). 

Dessa forma, esta pesquisa constitui uma peça importante no que se refere ao cultivo em 

suspensão de Euterpe precatoria, pois evidencia que a modificação das concentrações de 

nutrientes dos meios de cultivos permite o melhoramento da suspensão, sendo fundamentais na 

busca de condições ótima de cultivo.   

 

CONCLUSÃO 

Para as linhagens cultivadas com combinações de auxinas em folhas imaturas o protocolo 

de cultivos de açaí solteiro (E. precatoria) em meio de consistência líquida foi otimizado; 

Para as linhagens cultivadas sem combinações de auxinas em inflorescências imaturas o 

protocolo de cultivos de açaí solteiro (E. precatoria) em meio de consistência líquida foi 

otimizado; 

A produção de calos embriogênicos friáveis foi melhorada tanto em linhagens folhas 

imaturas quanto em linhagens de inflorescências imaturas; 

As linhagens apresentaram diferença significativa em razão do efeito das composições 

dos meios de cultivo ao longo do tempo; 

A oxidação não impede a produção de calos embriogênicos friáveis tanto em linhagens 

folhas imaturas quanto em linhagens de inflorescências imaturas; 

A melhor época de transferência para o plaqueamento em geral consiste entre os 90 e 135 

dias; 

O modelo de Gompertz permite verificar a dinâmica e a cinética do crescimento; 
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O modelo de Gompertz permite verificar a melhor época de transferência para o 

plaqueamento, sendo variável de linhagem para linhagem; 

Os calos podem ser multiplicados tanto usando auxina Picloram quanto 2, 4 -D; 

As análises anatômicas revelam que os calos possuem competência embriogênica. 
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