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INTRODUCAO

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) € uma palmeira tipica do estuario amazonico,
encontrada em populagbes homogéneas nas matas de terra firme (Jardim et al., 1995). Das
espécies frutiferas nativas com potencial mercadolégico de ocorréncia na Amazbnia, 0 acai se
destaca pela grande producao de frutos, palmito e celulose.

A despeito de seu potencial, a utilizacdo de técnicas de propagacao ineficientes e a
auséncia de material geneticamente melhorado tém contribuido negativamente para a
exploracao racional e econdmica dessa espécie (Oliveira, 1999).

A propagacdo in vitro constitui-se numa importante técnica para plantas com grande
dificuldade de multiplicacdo vegetativa, como ocorre com Euterpe oleraceae Mart. A
propagacdo in vitro via embriogénese somatica oferece um grande potencial para a
multiplicacdo clonal, onde uma célula isolada pode ser induzida a produzir primeiramente um
embrido e entdo uma planta completa (Rout et al., 1999; Guedes et al., 2006).

O desenvolvimento vegetal é o resultado de um intrincado controle hormonal multiplo
espacial e temporal, o qual € oriundo da regulacdo e expressado de mdultiplos sistemas génicos
(Barendse & Peeters, 1995). O mesmo autor ainda salienta que a variagdo no numero de
receptores e sua distribuicdo, durante o desenvolvimento, podem alterar a sensibilidade das
células aos horménios ou outros sinais. A multiplicacdo por embriogénese somatica ocorre pelo
desenvolvimento de estadios morfolégicos caracteristicos, de seqiiéncias similares aquelas
observadas no embrido zigético, e origina uma planta completa (Wiliams & Maheswaram,
1986).

As alteracBes histoldgicas associadas com a posicdo e a atividade das células
competentes tém sido muito estudadas na embriogénese somatica (Cangahuala-lnocente et al.,
2004). Maheswaran & Williams (1985) constataram que a embriogénese somatica de Trifolium
repens L., obtida a partir de embrides zigéticos imaturos, originava-se de células da epiderme
do hipocétilo, que proliferavam produzindo embriGes somaticos sem uma fase de calo. A
iniciacdo do desenvolvimento da embriogénese somatica de Carya illinoinensis (Wagenh) C.
Koch induzida por diferentes auxinas, revelou pela analise morfolégica e anatbmica que as
auxinas ANA e 2,4-D induziram acentuada divisdo celular na camada subepidérmica dos
cotilédones de embrides imaturos (Rodriguez & Wetzstein, 1998).

Diante do exposto, o trabalho teve por objetivo avaliar aspectos morfo-anatémicos da
inducdo e desenvolvimento de embriGes somaticos a partir de embrides zigaticos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados embrides zigéticos de Euterpe oleraceae como fontes de explantes, a partir
de plantas obtidas na Embrapa Acre. A assepsia foi realizada em camara de fluxo laminar com
imersdo dos embrides zigoticos em hipoclorito de sodio 1% por 10 minutos e em alcool 70% por
15 segundos e logo apds submetidos a triplice lavagem em agua destilada e esterilizada. Em
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seguida, os explantes foram inoculados em meio MS solidificado com agar, acrescido dos
reguladores Picloran e o 2,4-D nas concentracdes de 225 e 450 uM. Posteriormente, foram
transferidos para um meio de multiplicacdo contendo 0,537 uM de ANA combinado com 12,30
MM de 2iP. As culturas embriogénicas foram mantidas em meio cultura para maturacdo e
regeneracdo, no qual foi composto pela metade dos sais e vitaminas de MS com 2,5 g.L™ de
carvao ativado. O experimento foi mantido em sala de crescimento com temperatura controlada
entre 26 + 2 °C na auséncia de luz, conforme metodologia proposta por Guedes et al., (2006).
Apéds 150 dias de cultivo, amostras dos explantes responsivos foram preparadas para a
andlise morfo-anatdbmica. As amostras foram preparadas para microscopia Optica de acordo
com James et al.(1994), com modifica¢des. Estas, foram fixadas em solucao de glutaraldeido
2,5 % em tampao fosfato 0,1M (pH 7,2) por 24 horas a temperatura ambiente. Apés a fixagéo,
as amostras foram lavadas por trés vezes em tampao fosfato e desidratadas em série etandlica
crescente (20% al00%). ApOs a desidratacdo as amostras foram embebidas em resina acrilica
“LR White medium grade” (London Resin Company, UK) durante um periodo de 7 dias, sendo
mantidas em geladeira para infiltragdo da resina. Posteriormente as amostras foram
emblocadas em capsulas transparentes de gelatina contendo resina e postas para polimerizar
em estufa a 55 2C por um periodo de 18 horas. A partir destes blocos, secces semi-finas (1
pum) foram obtidas utilizando um ultramicrétomo Reichert-Jung Ultracut S (Leica) e coradas com
azul de toluidina solugdo 0,1% sendo examinadas em um microscopio optico Axioplan (Zeiss).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As células epidérmicas e sub-epidérmicas do calo apresentam nucleo proeminente e
citoplasma denso (Figura 1). Observa-se intensa divisdo celular na epiderme, com a formacao
de delgadas paredes celulares anticlinais e periclinais (Figura 2). Segundo Rodriguez &
Wetzstein (1998) a iniciagdo do desenvolvimento da embriogénese somatica de Carya
illinoinensis (Wagenh) C. Koch induzida por diferentes auxinas, revelou pela analise morfoldgica
e anatbmica que as auxinas NAA e 2,4-D induziram acentuada divisdo celular na camada
subepidérmica dos cotilédones de embriGes imaturos.

As sucessivas divisbes celulares organizam inicialmente uma protuberancia com
poucas células (Figura 2), progredindo para uma formac¢ao multicelular mais numerosa (Figura
3). Nesse momento, percebe-se a organizacao da massa celular pré-embriogénica.

O desenvolvimento da massa pré-embriogénica origina embriées somaticos com
numerosas células em arranjo esférico, caracterizando embrides sométicos no estagio globular
(Figura 4). A multiplicacdo por embriogénese somatica ocorre pelo desenvolvimento de estadios
morfoldgicos caracteristicos, de sequiéncias similares aguelas observadas no embrido zigético,
e origina uma planta completa (Thorpe & Stasolla, 2001).

O processo de inducdo da embriogénese somatica passa pela formacdo de calo,
caracterizando uma rota regenerativa indireta (Guerra et al.,, 1999). Maheswaran & Williams
(1985) constataram que a embriogénese somética de Trifolium repens L., obtida a partir de
embrides zigoticos imaturos, originava-se de células da epiderme do hipocétilo, que
proliferavam produzindo embries somaticos sem uma fase de calo.

Na base da estrutura globular, observam-se células, semelhantes ao suspensor,
conectando o embrido somético aos tecidos do embrido zigotico. De acordo com Nonohay et al.,
(1999), a presenca de estruturas semelhantes ao suspensor indicam a origem unicelular do
desenvolvimento de embrides somaticos. As caracteristicas descritas sugerem que a
embriogénese somatica a partir de embrides imaturos de acgaizeiro tem origem unicelular da
epiderme.

O sucesso na iniciacdo e estabelecimento de culturas embriogénicas depende
basicamente do tipo e estadio fisiolégico dos explantes (Pompelli, 2002). Este € o primeiro
passo importante para a transi¢cdo de células somaticas em células embriogénicas (De Jong et
al., 1993). Por isto, é fundamental o reconhecimento dos explantes que tenham a competéncia
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morfogenética e que estejam em estadio especifico de desenvolvimento (Harry & Thorpe,
1991).

A propagacdao in vitro via embriogénese somética oferece um grande potencial para a
multiplicacdo clonal, onde uma célula isolada pode ser induzida a produzir primeiramente um
embrido, e entdo, uma planta completa (Rout et al., 1999).

FIGURAS 1-4. Ontogénese de embrides somaticos de acaizeiro (Euterpe oleraceae). 1.
Epiderme com intensa atividade de divisdo celular (seta) da massa pré-embriogénica (Barra =
50 um). 2. Divisbes celulares anticlinais (seta) e periclinais sucessivas (Barra = 10 um). 3.
Células pré-embriogénicas com nucleos proeminentes (seta) e citoplasma denso (Barra = 10
pm). 4. Embrido somatico no estagio globular (seta) e suspensor (SP) (Barra = 10 um).
Legenda: ES- embrido somatico; SP- suspensor. CD — citoplasma denso.

CONCLUSAO

A embriogénese somatica passa por uma fase de calo, caracterizando uma rota
regenerativa indireta. As caracteristicas celulares da epiderme do calo tais como: formacao de
paredes celulares delgadas, nucleo proeminente e citoplasma denso expressas durante a
cultura in vitro, juntamente com o desenvolvimento de suspensor, sugerem a origem unicelular
dos embribes sométicos em acaizeiro.
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