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RESUMO

Euterpe oleracea (Mart.), palmeira nativa da Amazodnica, pode ser propagada por via sexuada
(sementes) e assexuada, sendo a primeira a mais largamente usada para a produgdo comercial
de mudas. Como a palmeira tem polinizacao aberta, a obtencdo de clones de materiais vegetais
selecionados da palmeira para fins de melhoramento genético fica limitada ao perfilhamento.
Dessa forma, o cultivo in vitro pode ser empregado como uma alternativa aos métodos
tradicionais de propagacgao, principalmente pela vantagem de producdo de plantas em grande
quantidade, em condi¢des assépticas, € em um pequeno espaco. Nesse sentido, o objetivo do
trabalho foi avaliar o potencial morfogénico no cultivo in vitro de diferentes explantes de E.
oleracea sob diferentes concentra¢des de auxinas e citocininas. Foram conduzidos quatro
experimentos independentes com diferentes explantes e reguladores de crescimento. No Exp.
I, embrides zigoticos imaturos foram cultivados em meio MS suplementados com BAP (0; 1 e
2 mg L ™). No Exp. II, embrides zigdticos imaturos foram cultivados em meio MS com 2,4-D
(0; 5 e 10 mg L™"). No Exp. III, segmentos foliares foram cultivados em meio MS com 2,4-D
(0;2,5;5;7,5;10; 12,5 e 15 mg L") e no Exp. IV, dpices caulinares foram cultivados em meio
MS com BAP (0; 2,5; 5; 7,5 mg L"), NAA (0; 0,1 mg L") e combinagdes (2,5 +0,1; 5+0,1;
7,5+0,1 mg L). Todos os meios MS foram acrescidos de 30 g L de sacarose, 2 g L™ de carvio
ativado e 2 g L'! de Phytagel®. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
dez repeti¢cdes por tratamento, sendo um tubo com um explante considerado repeticdo. Os
experimentos foram conduzidos por 150 dias e os dados foram analisados por modelos lineares
generalizados, com comparagdo de médias pelo teste de Tukey (p < 0,05). No Exp. I, alguns
explantes apresentaram apenas inducdo de radicula (10% na presenca de 2 mg L' de BAP),
outros apenas de parte aérea (10% na presenca de 0 mg L' de BAP e 10% na presenca de 1 mg
L' de BAP), enquanto alguns apresentaram indug¢ado de radicula e parte aérea (30% tratamento
com 1 mg L™ de BAP). No Exp. II, foi observada a indu¢do de calos em 10% dos explantes do
controle e em 10% no tratamento com 10 mg L' de 2,4-D. No Exp. III, ndo houve formacao
de calos nos fragmentos foliares imaturos em nenhuma das concentragdes avaliadas. No Exp.
IV, ndo foi observada formagao de gemas adventicias ou brotagdes e a resposta morfoldgica
restringiu-se ao prolongamento apical, com percentuais entre 0 e 40% dos explantes, sem
diferencas significativas entre tratamentos. Assim, os resultados permitem concluir que, nas
condig¢des avaliadas, os diferentes explantes de E. oleracea apresentam limitado potencial para
a inducao de organogénese adventicia e embriogénese somatica, uma vez que as concentragdes
e combinacdes dos reguladores de crescimento testadas ndo promovem respostas morfogénicas
consistentes.

Palavras chaves: Acai; cultura de tecidos; explante; reguladores de crescimento.



ABSTRACT

Euterpe oleracea Mart., a palm species native to the Amazon region, can be propagated sexually
by seeds or vegetatively, with seed propagation being the most widely used method for
commercial seedling production. Because this species is open-pollinated, the clonal
propagation of selected genotypes for breeding purposes is largely restricted to the production
of basal shoots. Therefore, in vitro culture may provide an alternative to conventional
propagation methods, particularly because it enables the large-scale production of plants under
aseptic conditions within a limited space. In this context, this study aimed to evaluate the
morphogenic potential of different explants of E. oleracea cultured in vitro under different
concentrations of auxins and cytokinins. Four independent experiments were conducted using
different explant types and plant growth regulators. In Exp. I, immature zygotic embryos were
cultured on MS medium supplemented with BAP (0, 1, or 2 mg L™). In Exp. II, immature
zygotic embryos were cultured on MS medium supplemented with 2,4-D (0, 5, or 10 mg L™).
In Exp. III, leaf segments were cultured on MS medium supplemented with 2,4-D (0, 2.5, 5,
7.5, 10, 12.5, or 15 mg L™"). In Exp. IV, shoot apices were cultured on MS medium
supplemented with BAP (0; 2,5; 5; 7,5 mg L"), NAA (0; 0,1 mg L"), or combinations of
both(2,5 +0,1; 5+0,1; 7,5+0,1 mg L"). All MS media were supplemented with 30 g L' sucrose,
2 g L' activated charcoal, and 2 g L' Phytagel®. The experiments were arranged in a
completely randomized design with ten replicates per treatment, with each tube containing one
explant considered an experimental unit. The experiments were conducted for 150 days, and
the data were analyzed using generalized linear models, followed by mean comparisons using
Tukey’s test (p < 0.05). In Exp. I, some explants showed root formation only (10% in the
presence of 2 mg L' BAP), whereas others showed shoot formation only (10% in the absence
of BAP and 10% in the presence of 1 mg L' BAP). Root and shoot formation occurred
simultaneously in 30% of the explants cultured with 1 mg L' BAP. In Exp. II, callus formation
was observed in 10% of the explants in the control treatment and in 10% of those cultured with
10 mg L' 2,4-D. In Exp. III, no callus formation was observed in immature leaf segments at
any of the concentrations evaluated. In Exp. IV, neither adventitious bud nor shoot formation
was observed, and the morphological response was restricted to apical elongation, which
occurred in 0—40% of the explants, with no significant differences among treatments. Thus, the
results indicate that, under the conditions evaluated, the different explants of E. oleracea exhibit
limited potential for the induction of adventitious organogenesis and somatic embryogenesis,
since the concentrations and combinations of plant growth regulators tested do not promote
consistent morphogenic responses.

Keywords: acai palm; tissue culture; explant; plant growth regulators.
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1. CONTEXTUALIZACAO

A crescente valorizacdo do agaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) no contexto amazonico
e no mercado de frutas tropicais tem ampliado o interesse por estratégias que contribuam para
o fortalecimento de sua producdo. Além de sua relevancia alimentar e econdmica, a espécie
ocupa posi¢do central na dindmica produtiva regional, especialmente no estado do Pard, onde
o0 acai representa grande parte do valor econdmico associado as palmeiras amazonicas e sustenta
cadeias de producao dependentes de recursos florestais e de servigos ecossistémicos, como a
polinizagdo (Alves et al., 2024; Ferreira et al., 2024).

Nesse contexto, o agai também se destaca no ambito da bioeconomia amazonica, tanto
pelo potencial de aproveitamento de seus produtos e subprodutos quanto pelas possibilidades
de agregacdo de valor associadas a sua cadeia produtiva (Silva; Sevalho; Miranda, 2021;
Barbosa; Carvalho Junior, 2022). Esse cenério € refor¢ado por dados recentes que mostram que,
em 2024, a produgao nacional de frutos foi de aproximadamente 1,74 milhdo de toneladas, das
quais 1,61 milhao de toneladas foram provenientes do Par4, correspondendo a mais de 90% da
producao brasileira (IBGE, 2025). Esse expressivo volume produtivo estd associado ao papel
estratégico do agai na geracdo de renda, na segurancga alimentar e dindmica socioecondmica
regional, uma vez que o Pard concentra a maior parte da producdo, do processamento e das
exportacodes do fruto (Alves et al., 2024; Flor-Und et al., 2024; Oliveira et al., 2025).

Ao mesmo tempo, a demanda crescente por frutos e derivados de Euterpe oleracea, no
Brasil e no mercado internacional, tem exigido a transi¢cdo de um sistema extrativista para areas
cultivadas comercialmente (Freitas ef al., 2018). Esse processo também se relaciona a expansao
da economia do acai e do manejo agroflorestal, impulsionados pelo crescimento do mercado e
pela abertura de novas fronteiras de comercializagao, embora o manejo intensivo nao regulado
possa alterar a estrutura e a composi¢ao das florestas amazonicas (Damasco et al., 2022).

Esse avanco produtivo, contudo, ndo elimina limitagdes estruturais relacionadas a
propagacao da espécie. Em E. oleracea, embora o perfilhamento permita a formacao de
individuos geneticamente idénticos a planta matriz, a espécie € propagada predominantemente
por sementes, uma vez que a multiplicacdo vegetativa apresenta baixa eficiéncia de
aproveitamento e reduzida sobrevivéncia das plantas para uso em escala comercial (Farias Neto
et al., 2005; Nascimento et al., 2011; Freitas et al., 2016; Freitas et al., 2018; Scherwinski-
Pereira et al., 2012).

Como consequéncia, a propagagdo sexuada mantém elevada variabilidade genética

entre plantas e progénies, resultando em populagdes geneticamente heterogéneas e pouco
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uniformes, o que compromete a padronizagdo dos cultivos e a multiplicacdo de materiais
superiores (Farias Neto et al., 2005; Nogueira et al., 2005; Yokomizo et al., 2013). Além disso,
esse processo ¢ limitado pelo comportamento recalcitrante das sementes, caracterizado por
viabilidade fisiologica reduzida e elevada sensibilidade a dessecagdo (Carvalho; Nascimento,
2018; Nascimento et al., 2010), o que dificulta sua conservacdo e uso em programas de
melhoramento genético (Freitas et al., 2016). Em outras palmeiras do género Euterpe,
limitag¢des associadas a propagacao sexuada também sdo descritas, como em E. precatoria, cuja
propagacao por sementes ¢ considerada lenta, heterogénea e pouco adequada a multiplicacao
de gendtipos de interesse (Ferreira ef al., 2022a). Nesse contexto, a propagacao clonal assume
importancia para o melhoramento, por permitir a multiplicacdo de genotipos e sua avaliagao
por meio de individuos geneticamente similares, com potencial para aumentar a precisao do
processo de selecdo (Balzon et al., 2026). Testes clonais conduzidos ao longo do tempo e em
diferentes ambientes também permitem comparar o desempenho dos gendtipos, identificar
clones superiores e investigar a interagdo genotipo x ambiente, contribuindo para a selecdo e
recomendacao de materiais em diferentes condi¢des de cultivo (Soh et al., 2003; Reis et al.,
2025).

Diante dessas limitagdes e da importancia da multiplicagdo clonal, o cultivo in vitro se
destaca como uma alternativa promissora para a propagacao clonal de E. oleracea, com
destaque para a embriogénese somatica, podendo contribuir para a producdo de mudas, a
multiplicagdo de genotipos selecionados e o suporte a programas de melhoramento (Freitas et
al., 2018). Em acaizeiro, essa via ja foi relatada a partir de embrides zigoticos imaturos e
maduros, com indugdo de calos embriogénicos, formagdo de embrides somaticos e regeneracao
de plantas (Freitas et al., 2016; Scherwinski-Pereira et al., 2012). De modo geral, o sucesso das
respostas regenerativas em cultura de tecidos depende da interagdo entre o tipo de explante, os
reguladores de crescimento, a composi¢do do meio e as condi¢des de cultivo (Mehbub et al.,
2022).

Entre as rotas morfogénicas empregadas na cultura de tecidos, destacam-se a
organogénese € a embriogénese somatica, ambas relacionadas a regeneracdo de plantas sob
condigdes in vitro (Liu et al., 2024). Em palmeiras, entretanto, a embriogénese somatica ainda
¢ descrita como um processo lento e complexo, com predominancia da rota indireta (Silva-
Cardoso et al., 2019). Em E. oleracea, estudos com embrides zigdticos também relataram
desenvolvimento assincrono dos embrides somaticos (Freitas et al., 2016; Lédo et al., 2002;

Scherwinski-Pereira et al., 2012).
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Apesar desses avancos, estudos com palmeiras indicam que a regeneragdo in vitro
permanece dependente das caracteristicas do explante e das condi¢des de cultivo. Em espécie
do mesmo género (Euterpe edulis), de Mello et al. (2023) observaram que a indugao
embriogénica foi influenciada pelo tipo de ferimento, pela orientagao do explante no meio de
cultura e pelas condi¢des de inducdo e maturagdo, incluindo o uso de picloram. Em estudo
posterior, de Mello et al. (2024) demonstraram que a maturidade do material vegetal também
interfere na resposta embriogénica, com maior indugdo de embriogénese somatica em
segmentos caulinares obtidos de plantulas de seis meses. Em E. oleracea, inflorescéncias e
folhas imaturas também resultaram na formacao de calos embriogénicos e embrides somaticos;
contudo, esses explantes apresentaram respostas inferiores as obtidas com embrides zigoticos
e ainda requerem ajustes nas etapas do protocolo (Freitas et al., 2018).

Assim, a avaliagdo de folhas, apices caulinares e embrides zigéticos de Euterpe
oleracea, sob diferentes de concentra¢des de auxinas e citocininas, insere-se em uma lacuna
metodologica relevante, pois amplia a compreensdo sobre a competéncia morfogénica de
distintos tecidos e pode contribuir para a otimizagdo de protocolos mais eficientes e
reprodutiveis para a espécie. Em uma cultura de crescente importancia econdmica, ambiental e
tecnologica, o avanco dessas estratégias ¢ especialmente relevante para apoiar a producao de
mudas e a multiplica¢do de materiais de interesse, bem como a conservacao ex situ de recursos
genéticos e o melhoramento genético da espécie (Chaves; Alves; Dias, 2021).

As diferencas de competéncia morfogénica entre explantes podem estar associadas ao
estado de diferenciacao dos tecidos e ao seu estado hormonal endégeno, que condicionam a
resposta celular aos estimulos do cultivo in vitro (Jiménez, 2001; Bidabadi; Jain, 2020). Além
disso, a resposta aos reguladores adicionados ao meio depende de sua absor¢ao e transporte nos
tecidos (Raspor et al., 2021), bem como da interagao entre auxinas e citocininas, que influencia
os processos de diferenciagdo e desdiferenciacao celular (Asghar et al., 2023). Com base nesses
aspectos, formulou-se a hipotese de que a competéncia morfogénica in vitro de Euterpe
oleracea ¢ dependente das caracteristicas do tecido utilizado como explante e de sua resposta
aos reguladores de crescimento. Dessa forma, este trabalho foi conduzido com o objetivo de
avaliar o potencial morfogénico in vitro de diferentes explantes de agai (embrides zigodticos
imaturos, segmentos foliares e apices caulinares) sob diferentes concentragdes de auxinas (2,4

D e NAA) e citocininas (BAP).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos botanicos do acaizeiro

O acaizeiro ¢ uma palmeira pertencente a familia Arecaceae, e ao género Euterpe,
classificada botanicamente como Euterpe oleracea Mart., vulgarmente conhecida como “acai-
do-pard” e “acai-de touceira” (Oliveira; Navegantes; Costa, 2019). Distribui-se amplamente
pelos estados do Pard, Amapa e Tocantins (Oliveira et al., 2022b), estendendo-se ao Maranhao,
Mato Grosso, e a outros paises da América do Sul (Yamaguchi et al., 2015). A espécie ocupa
ecossistemas variados no estudrio amazonico, que incluem desde areas de terra firme até
ambientes sujeitos a inundagdes, como igapds e varzeas (Farias Neto; Yokomizo; Resende,
2020; Jardim, 2002; Oliveira et al., 2017).

Do ponto de vista morfoldgico, trata-se de uma espécie estipitada que apresenta
crescimento cespitoso, caracterizado pela formacao de touceiras a partir da emissdo de perfilhos
basais, cujos estipes se encontram em diferentes estdgios de desenvolvimento, que podem
alcancar mais de 18 m de altura e cerca de 20 cm de diametro (Matos et al., 2017; Oliveira;
Navegantes; Costa, 2019). Essa caracteristica multicaule favorece a regeneracdo natural da
planta e possibilita a exploracdo continua dos frutos ao longo dos ciclos produtivos. A
arquitetura vegetativa completa-se com as folhas do tipo pinada, com lamina longa e disposi¢ao
pendular, alcangando entre 2 € 3 m de comprimento e apresentando, em média, de 50 a 90 pares
de pinas (Pesce, 2009). Os foliolos sdo alongados, de &pice agudo, distribuidos de forma regular
ao longo da raque e com tendéncia ao arqueamento, conferindo a copa aspecto pendente
(Henderson; Galeano, 1996. Rocha et al., 2025), além de um sistema radicular fasciculado
adaptado a solos hipdxicos através da presenga eventual de pneumatoforos (Oliveira et al.,
2022b).

No que tange a morfologia reprodutiva, apresenta inflorescéncias na inser¢ao interfoliar
inicialmente envolvidas por bracteas que asseguram protegdo as estruturas florais durante seu
desenvolvimento. Essa inflorescéncia ¢ formada por uma raquis (eixo principal) do qual se
originam diversas raquilas. A espécie ¢ monoica com dicogamia protandrica, apresentando uma
unidade floral organizadas em triades, formadas por duas flores estaminadas e uma pistilada
(Oliveira et al., 2002). Esse arranjo estrutural e fisioldgico favorece a polinizacdao cruzada,
contribuindo para a elevada variabilidade genética observada na espécie.

Os frutos sdo drupas globosas, com colora¢do varidvel ao longo do processo de
maturagao (Oliveira ef al., 2022a). A frutificagdo ocorre em infrutescéncias do tipo cacho, com

producdo média de trés a quatro cachos por planta, podendo esse numero atingir até oito,
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conforme o estadio de desenvolvimento ¢ as condi¢des ambientais (Cavalcante, 2010; Tavares,
2020). As sementes sdo globosas e apresentam endosperma ruminado (Pereira et al., 2021),

sendo o embrido zigotico nelas contido uma importante fonte de explantes.

2.2. Importancia economica

Atualmente, o Brasil destaca-se como o maior produtor mundial de frutos de agai, € o
estado do Para responde pela maior parte dessa producdo. A posicao de lideranca do Paré resulta
da elevada concentracdo de areas manejadas e cultivadas, da tradig¢@o extrativista e da crescente
estruturacdo da cadeia de beneficiamento ¢ comercializagdo do fruto (Homma et al., 2006)
Oliveira et al., 2017; Tavares et al., 2022).

Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) indicam que, em 2024,
a producdo nacional de agai alcangou aproximadamente 1,74 milhdo de toneladas, das quais
1,61 milhdo de toneladas foram provenientes do estado do Par4, correspondendo a mais de 90%
do total produzido no pais. A producao concentra-se em municipios do estuario amazonico, com
destaque para Igarapé-Miri (260.000 t), Cametd (157.830 t), Anajas (122.000 t), Acara (120.000
t) e Abaetetuba (112.000 t), que formam o principal polo fornecedor da matéria-prima (IBGE,
2025). Esses dados evidenciam que o Par4 concentra a maior parte da produgdo nacional do
fruto e reforgam a importancia da cadeia produtiva para a economia regional e para os sistemas
produtivos amazdnicos.

O mercado do agai apresenta expansao continua no Brasil e no exterior, impulsionada
pela valorizagdo de suas caracteristicas nutricionais e funcionais, que ampliaram o consumo em
grandes centros urbanos e estimularam a inser¢ao do produto em mercados internacionais,
como Estados Unidos, Japao, China e paises europeus (Barros et al., 2022; Tavares et al., 2022).
Paralelamente, a base produtiva passou por processo de modernizagdo, com a incorporagao de
sistemas de cultivo irrigado e de praticas de manejo voltadas ao aumento da produtividade e a
regularidade da oferta (Lindolfo ef al., 2020).

Nesse processo de modernizagao, a difusao de cultivares adaptadas a condi¢des de terra
firme, a exemplo da BRS-Para e da BRS-Pai d’égua, representou marco importante para a
interiorizacdo dos plantios e para a reducdo da dependéncia do extrativismo tradicional (Farias
Neto, 2019; Oliveira; Farias Neto, 2004). Nesse periodo, observou-se expressiva ampliacdo das
areas cultivadas, com crescimento acumulado de aproximadamente 675% entre 2010 e 2022,
associado a adocao de tecnologias de produgdo mais eficientes e a organizacao dos sistemas de

comercializacdo (EMBRAPA, 2023).
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Além dos avangos relacionados a producdo e a expansdo do mercado, a cadeia do agai
também se insere no contexto da bioeconomia amazoOnica, considerando o potencial
bioecondmico de E. oleracea e as possibilidades de aproveitamento de seus produtos e
subprodutos (Silva; Sevalho; Miranda, 2021; Teixeira et al., 2026). Além da polpa, residuos
gerados na cadeia produtiva, especialmente sementes e fibras, apresentam possibilidades de
aproveitamento para obtencdo de compostos bioativos, biomateriais, biopolimeros e fontes de
energia renovavel, contribuindo para a agregacdo de valor em uma perspectiva de economia
circular (Barbosa; Carvalho Junior, 2022; dos Santos et al., 2026). Entretanto, a expansao da
cadeia e sua inser¢do nos mercados globais também envolvem desafios socioambientais,
incluindo alteragdes no uso da terra, perda de biodiversidade e desigualdades na distribui¢ao
dos beneficios, evidenciando a necessidade de conciliar crescimento economico,
sustentabilidade e equidade (Ardenghi; Sa; Teixeira, 2026). Diante da expansdo ¢ da
modernizacdo dos sistemas de produgdo, torna-se necessdria a adogdo de estratégias de
propagacdo que assegurem oferta regular de mudas e maior uniformidade do material vegetal

utilizado nos cultivos.

2.3. Propagacao

A estratégia de reprodugao do agaizeiro € tanto sexuada como assexuada. No entanto, a
propagacao via seminifera ¢ a mais predominante em escala comercial, em decorréncia da
praticidade e economia em comparagdo a propagacao vegetativa (Farias Neto et al., 2005;
Nascimento et al., 2011). Entretanto, em fun¢do do comportamento recalcitrante das sementes,
estas sao sensiveis a desidratagao, o que torna indispensavel o uso de sementes recém-coletadas
e com adequado teor de umidade, a fim de preservar sua viabilidade germinativa (Carvalho;
Nascimento, 2018; Nascimento; Silva, 2005; Nascimento; Cicero; Novembre, 2010; Souza et
al.,2018). Além disso, por ser uma espécie alogama, o agaizeiro apresenta elevada variabilidade
genética, resultando em plantios heterogéneos com produtividade e qualidade de frutos
desuniformes (Farias Neto et al., 2005; Nogueira et al., 2005, Yokomizo et al., 2013).

Em contrapartida, a propagacdo vegetativa por meio de perfilhamento possibilita a
multiplicagdo de individuos geneticamente idénticos a planta matriz, preservando as
caracteristicas genéticas (Farias Neto et al., 2005; Nascimento et al., 2011). No entanto, esse
método enfrenta limitagdes praticas, como a baixa taxa de multiplicagdo, em virtude do numero
reduzido de perfilho formados por planta, a dificuldade de separacdo e as baixas taxas de
sobrevivéncia no campo, sdo fatores que limita a produ¢cdo de mudas em escala comercial

(Scherwinski-Pereira et al., 2012).
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Nesse contexto, técnicas de propagacdo in vitro, surgem como uma alternativa
promissora para obter material genético com maior uniformidade, sanidade e potencial
produtivo. Alguns estudos promissores tém sido realizados com embrides zigoticos alcangando
plantulas completas (Lédo et al., 2002) e embrides somaticos (Freitas et al., 2016; Lédo et al.,
2002; Scherwinski-Pereira et al., 2012). Avancos também foram observados na embriogénese
somatica a partir de inflorescéncia e folhas imaturas, embora com limitagdes quanto a taxa de
diferenciagdo e ao desenvolvimento dos embrides (Freitas, 2014). Apesar desses progressos, 0s

estudos ainda sdo preliminares e ndo existem protocolos consolidados para a cultura.

2.4. Cultivo in vitro

O cultivo in vitro de plantas surge como uma alternativa biotecnoldgica aos métodos
tradicionais de propagagdo, contribuindo para a superacdo das limitacdes produtivas ao
viabilizar a obten¢do de plantas geneticamente estaveis, uniformes e com maior adaptabilidade
as condi¢des de campo (Hasnain et al., 2022; Solangi et al., 2025). Do ponto de vista técnico,
essa abordagem compreende um conjunto de procedimentos que possibilita a regeneragao,
multiplicag@o e conservacao de plantas a partir de células, tecidos ou 6rgaos vegetais cultivados
em meios nutritivos artificiais, sob condig¢des controladas e assépticas (Hussain et al., 2012;
Sidik et al., 2024). Sua base conceitual fundamenta-se no principio da totipoténcia celular,
segundo o qual as células vegetais, mesmo ap6s a diferenciacao, preservam a capacidade de
originar uma planta completa quando submetidas a condi¢des adequadas de cultivo (Long et
al., 2022; Thakur et al., 2024). A expressdo dessa propriedade envolve eventos de
desdiferenciagdo e rediferenciacdo celular, resultando em diferentes respostas morfogénicas
que sao influenciadas por fatores intrinsecos ao explante, estado fisioldgico e caracteristicas do
meio de cultura (Bidabadi; Jain, 2020; Delporte et al., 2014).

Sob essas condi¢cdes, a regeneracdo vegetal in vitro manifesta -se por duas vias
morfogénicas: a organogénese ¢ a embriogénese somatica (Bettoni; Wang; Wang, 2024). A
organogénese caracteriza-se pela formacao de brotagdes adventicias ou axilares a partir de
tecidos previamente diferenciados. Esse processo pode ocorrer por via direta, quando brotos
e/ou raizes se originam de meristemas ou gemas pré-existentes no explantes, ou por via indireta,
na qual ocorre desdiferenciacdo celular com formacdo de calos, a partir dos quais se
desenvolvem meristemas adventicios responsdveis pela regeneracdo de novos oOrgaos
(Bidabadi; Jain, 2020; Hussain et al., 2012; Long et al., 2022). Enquanto a embriogénese
somatica corresponde a formacdo de embrides a partir de células somaticas, os quais apresentam

padrdes de desenvolvimento semelhante aos observados em embrides zigoticos, esse processo
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pode ocorrer de forma direta, quando os embrides se originam do proprio explante sem fase
intermediaria, ou de forma indireta, mediante a formagao prévia de calos embriogénicos. Esses
embrides somaticos formados sdo capazes de germinar e originar plantas completas, sem a
necessidade de fertilizagdo sexual (Fehér, 2019; Guan et a/,.2016; Hussain et al., 2012; Loyola-
Vargas; Ochoa-Alejo, 2016). Ambas as vias tém sido exploradas em sistemas de
micropropagacdo e conservacao de germoplasma in vitro.

A aplicacao dessas estratégias tem se expandido para diferentes grupos vegetais,
incluindo as palmeiras, nas quais a regeneragdo in vitro ainda representa desafio relevante.
Estudos com espécie da familia Arecaceae destacam o potencial da organogénese na
multiplicagdo clonal, de relevancia econdmica, como tamareira (Phoenix dactylifera)
(Abahmane, 2017; Mazri et al., 2018; Taha et al., 2021), dendezeiro (Elaeis guineensis)
(Romyanon; Mosaleeyanon; Kirdmanee, 2015) e coqueiro (Cocos nucifera) (Kong et al., 2021).
Na embriogénese somatica, diferentes palmeiras tém demonstrado respostas promissoras, como
Euterpe precatoria, com elevada sobrevivéncia de plantulas apds aclimatizagao Ferreira ef al.,
2022a). Em Elaeis guineensis e hibridos com E. oleifera, estudos morfoldgicos e epigenéticos
esclareceram etapas do processo embriogénico a partir de folhas imaturas (Gomes; Bartos;
Scherwinski-Pereira, 2017; Gomes et al., 2024; Silva-Cardoso, 2022). No coqueiro (Cocos
nucifera) e em Syagrus oleracea, a técnica tem sido associada a micropropagacao clonal e a
caracterizagdo anatomica das células embriogénicas (Khan et al., 2023; Silva-Cardoso et al.,
2019), enquanto em Phoenix dactylifera foram descritos protocolos completos de regeneragdo
(Sané et al., 2006).

Para o acaizeiro (Euterpe oleracea), os estudos concentram-se principalmente na
embriogénese somatica, tendo os embrides zigdticos como principal explante utilizado.
Trabalhos iniciais de Lédo ef al. (2001) demonstraram a conversdo in vitro de embrides
zigoticos maduros em plantulas, com melhor desenvolvimento na presenca de combinagdes de
NAA e BAP, embora ndo tenham sido observadas diferengas significativas entre as
concentragdes avaliadas quanto a frequéncia de conversdo dos embrides. Posteriormente,
Scherwinski-Pereira et al. (2012) obtiveram 72% de formacao de calos embriogénicos a partir
de embrides zigoticos imaturos com 225 uM de picloram, além da formagdao de embrides
somaticos e regeneracdo de plantas. Freitas et al. (2016) ampliaram esses resultados ao
demonstrarem que embrides zigdticos maduros e imaturos apresentam competéncia
embriogénica, com 84,7% de formacdo de calos embriogénicos na presenga de 450 uM de
picloram e maior frequéncia de regeneracdo de plantas, de 58,7%, a partir de embrides

somaticos originados de embrides zigdticos imaturos. Depois, Freitas et al. (2018)
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sistematizaram protocolos para diferentes fontes de explantes, incluindo inflorescéncias e
folhas imaturas, nas quais também foram obtidos calos embriogénicos e embrides somaticos,
embora com desenvolvimento mais lento e necessidade de ajustes nas etapas de diferenciagao.
Apesar desses avangos, ainda persistem limitagdes quanto a eficiéncia e a padronizacao dos

protocolos para aplicagdo em larga escala.

2.5. Fatores que influenciam as respostas morfogénica no cultivo in vitro

As respostas morfogénicas em cultivo in vitro sdo condicionadas pelas caracteristicas
do material vegetal e pelas condi¢cdes estabelecidas durante o cultivo, de modo que a
competéncia regenerativa pode variar conforme o tipo, a origem e o estagio de desenvolvimento
do explante, bem como em fun¢do da composicao do meio e dos reguladores de crescimento
utilizados (Bidabadi; Jain, 2020). Em dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.), diferengas na
capacidade de regeneragdo sdo observadas entre tipos de explante, sendo essa resposta
relacionada, entre outros fatores, ao estagio de desenvolvimento do tecido, com maior
responsividade geralmente associada a materiais juvenis (Weckx; Inzé; Maene, 2019). Essa
dependéncia do estado de desenvolvimento também foi demonstrada em tamareira (Phoenix
dactylifera L.), na qual a capacidade calogénica de segmentos foliares variou conforme o grau
de diferenciacao celular, sendo maior nos tecidos localizados na zona de alongamento da folha
(Gueye et al., 2009). Em macauba (Acrocomia aculeata [Jacq.] Lodd. ex Mart.), tanto o
gendtipo quanto a idade da planta doadora interferiram na resposta, com maior formagao de
calos embriogénicos em explantes foliares provenientes de plantas de dois anos em comparacao
as de cinco anos (Andrade et al., 2024). Essa relacao, entretanto, ndo ¢ uniforme entre espécies
ou estagios do explante. Em Euterpe oleracea, embrides zigdticos maduros e imaturos
formaram calos embriogénicos sem diferenca entre os dois estagios para essa resposta, embora
a maior regeneracao de plantas tenha sido obtida a partir de embrides imaturos (Freitas et al.,
2016). Assim, a selecao do explante deve considerar ndo apenas o tipo de tecido, mas também
sua origem, estagio de desenvolvimento e o material vegetal do qual ¢ obtido.

Os meios de cultura fornecem aos tecidos cultivados in vitro os nutrientes necessarios
ao crescimento, sendo constituidos por macro e micronutrientes ¢ podendo incluir fonte de
carbono, vitaminas e outros componentes necessarios ao cultivo (George et al., 2008). A
disponibilidade e o equilibrio dos nutrientes estdo entre os fatores que condicionam o sucesso
da cultura de tecidos, e a otimizacdo da composicdo do meio pode contribuir para o
aprimoramento dos protocolos in vitro (Pasternak; Steinmacher, 2024). Entre as formulagdes

basais, 0 meio MS (Murashige; Skoog, 1962) ¢ um dos mais utilizados e frequentemente
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empregado como ponto de partida para a otimizagcdo de protocolos, embora sua adequacao
possa variar conforme a espécie ou aplicacdo (Phillips; Garda, 2019). Em palmeiras, diferentes
formulacdes basais tém sido utilizadas; em dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.), por exemplo,
sdo relatados protocolos com MS, Y3 e N6, além de combinagdes entre esses meios (Weckx;
Inz¢é; Maene, 2019). No género Euterpe, o MS foi empregado na inducdo de calos
embriogénicos a partir de embrides zigoticos de E. oleracea (Freitas et al., 2016) e no cultivo
de embrides zigdticos e bainhas foliares de E. edulis, com formag¢ao de embrides somaticos a
partir dos primeiros e de calos a partir das bainhas foliares (Saldanha et al., 2006). Os meios
MS e Y3 diferem quanto a composi¢do de macronutrientes e vitaminas, caracteristica que pode
contribuir para respostas distintas dos tecidos durante o cultivo in vitro (Sulaksono et al., 2024).
Nesse sentido, em E. precatoria, a comparagao entre MS e Y3 demonstrou maior resposta na
formacao de calos embriogénicos quando o Y3 foi associado ao picloram, evidenciando que a
adequagdo da formulagdo basal pode variar entre espécies e condi¢gdes de cultivo (Ferreira et
al.,2022a).

Os reguladores de crescimento vegetal (PGRs) sdo substancias naturais ou sintéticas
que, em baixas concentragdes, modulam processos de divisdo, alongamento e diferenciagao
celular em sistemas de cultivo in vitro (Telgad, 2025; Yirmibes et al., 2025). Entre eles, auxinas
e citocininas constituem as classes mais empregadas em protocolos de micropropagagao
(Asghar et al, 2022; Long et al., 2022), desempenhando fun¢des complementares: as auxinas
estao associadas a inducao de raizes, calos e embriogénese somadtica, enquanto as citocininas
estimulam a proliferacdo e o alongamento de brotacdes (Agudelo-Morales et al., 2021;
Pasternak; Steinmacher, 2024). Assim, a razao auxina/citocinina ¢ considerada fator
determinante para o direcionamento da rota morfogénica do explante, podendo direcionar
diferentes respostas morfogénicas (Dang et al., 2022; Pasternak; Steinmacher, 2024).

No cultivo in vitro, o tipo de regulador de crescimento vegetal e suas concentragdes sao
frequentemente definidas de forma empirica e posteriormente refinadas por otimizagdo
experimental, considerando a espécie, o tipo e a idade do explante e a fase do protocolo
(estabelecimento, multiplicagdo ou enraizamento) (Pasternak; Steinmacher, 2024). Com
relagdo aos reguladores de crescimento, as auxinas mais comuns sao o acido naftalenoacético
(NAA) e o acido 2.4-diclorofenoxiacético (2,4-D); enquanto dentre as citocininas, as mais
largamente usadas sdo a 6-benzilaminopurina (BAP) e o tiadiazuron (TDZ).

As concentragdes dessas auxinas e citocininas induzem diferentes respostas em
palmeiras. Em embrides zigoticos imaturos de Euterpe oleracea, Scherwinski-Pereira et al.

(2012) verificaram que a formacdo de calos embriogénicos variou conforme o tipo e a
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concentragdo da auxina, sendo 225 uM de picloram o tratamento de maior resposta, com 72%
de calos embriogénicos. Posteriormente, os calos foram transferidos para meio de diferenciagao
e maturacao contendo 2iP e NAA, enquanto a conversao dos embrides somaticos ocorreu em
meio de composicao distinta.

Em estudo posterior com E. oleracea, Freitas et al. (2016) obtiveram maior formacao
de calos embriogénicos com 450 uM de picloram; na sequéncia, a diferenciagcdo e a maturagao
foram conduzidas com 0,6 uM de NAA e 12,3 uM de 2iP, enquanto a regeneracdo ocorreu em
meio contendo 1,0 uM de BAP ¢ 0,5 uM de GAs. Em E. edulis, o 2,4-D também promoveu a
formagao de calos e estruturas embriogénicas (Saldanha et al., 2006), enquanto NAA associado
a 2iP foi empregado na maturacdo e BAP associado a GAs na germinagdo e conversao dos
embrides somaticos (Oliveira et al., 2022). Esses resultados evidenciam que a resposta aos
reguladores depende de sua concentracao e da etapa do processo morfogénico.

Além dos fatores diretamente relacionados a indu¢ao da morfogénese, o escurecimento
dos tecidos pode constituir uma limita¢do ao cultivo in vitro, por comprometer o crescimento,
a multiplicacdo e a regeneracao dos tecidos (Al-Mayahi; Ali; Shareef, 2018; Meziani et al.,
2016). Em suspensdes embriogénicas de tamareira (Phoenix dactylifera L.), o aumento do
escurecimento esteve associado a maiores teores de compostos fendlicos e atividade de
peroxidase e a menor proliferagdo de células embriogénicas, enquanto transferéncias mais
frequentes para meio fresco reduziram esses parametros e favoreceram a proliferacdo da cultura
(Abohatem; Zouine; El Hadrami, 2011). Entre as estratégias empregadas para reduzir esse
processo, o carvao ativado pode ser adicionado ao meio de cultura devido a sua capacidade de
adsorver substancias inibidoras e reduzir a oxidagdo fendlica e o acumulo de exsudatos
escurecidos (Thomas, 2008). Em Euterpe precatoria Mart., entretanto, a oxidacdo leve nao
restringiu o potencial morfogénico dos embrides zigbticos, enquanto a oxidagao completa,
observada na maior concentracao de 2,4-D, esteve associada a auséncia de formagao de calos e
a necrose dos explantes (Ferreira et al., 2022). Em E. edulis Mart., niveis mais elevados de
oxidagdo em explantes provenientes de plantulas de dois e quatro meses afetaram
negativamente a indugdo embriogénica (De Mello ef al., 2024).

A intensidade dessa resposta também pode variar com as caracteristicas do material
vegetal e as condigdes de cultivo (Ferreira et al., 2022). Em macauba (Acrocomia aculeata
[Jacq.] Lodd. ex Mart.), explantes provenientes de plantas de cinco anos apresentaram maior
percentual de oxidacao, especialmente na maior concentragdao de picloram, € menor formacao
de calos embriogénicos (Andrade et al., 2024). O proprio procedimento de desinfestagdo

também pode estar relacionado ao escurecimento dos tecidos: em pupunheira (Bactris gasipaes
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Kunth), a combinagao de 1,25% de NaOCI por 20 minutos proporcionou 90% de explantes
livres de contaminagao e baixa oxidagdo (Santos et al., 2010). Em dendezeiro (Elaeis guineensis
Jacq.), ndo foram detectadas diferencas significativas entre os tratamentos para escurecimento
ou resposta de crescimento; contudo, os autores registraram auséncia de resposta de
crescimento nos explantes submetidos a alcool a 80 e 90%, comportamento atribuido a maior
toxicidade dessas concentracdes (Pratiwi et al., 2021). Assim, os efeitos da oxidacdo podem
variar conforme sua intensidade e as condigdes as quais o tecido € submetido, o que ndo implica
necessariamente perda da capacidade morfogénica, uma vez que a oxidagdo leve pode ndo
restringir essa resposta (Ferreira ef al., 2022a).

A contamina¢do microbiana constitui uma importante limita¢ao do cultivo in vitro, pois
pode comprometer o crescimento € o desenvolvimento dos explantes e, em casos mais severos,
impedir seu desenvolvimento (Ilham; Ernayunita; Rahmadi, 2025). No mesmo estudo, em
culturas de dendezeiro, foram identificados Aspergillus sp. e Penicillium sp. entre 0s
contaminantes fungicos, além de quatro isolados bacterianos Gram-negativos € um Gram-
positivo. O controle desses microrganismos, entretanto, requer o ajuste do procedimento de
desinfestagcdo de modo a reduzir a contaminacdo sem comprometer o tecido vegetal. Em
pupunheira, o tratamento com 1,25% de NaOCI por 20 minutos proporcionou 90% dos
explantes livres de contaminagdo e baixa oxidacdo (Santos et al., 2010). Essa necessidade de
ajuste também foi observada em dendezeiro, no qual Pratiwi et al. (2021) apontaram o alcool a
70% por cinco minutos € 0 NaOCl a 10% por dez minutos como os tratamentos que conciliaram
menor contaminagao e escurecimento com manutengao da resposta de crescimento, embora nao
tenham sido detectadas diferencas estatisticas entre os tratamentos.

Além do estabelecimento asséptico, a eficiéncia da desinfestacdo pode repercutir na
resposta posterior dos explantes: em tamareira, a melhor formagdo de calo embriogénico foi
obtida no tratamento que apresentou menor contaminag¢ao € menor ocorréncia de morte dos
explantes (Emoghene et al., 2020). A resposta também pode variar conforme o material vegetal
e o meio de cultivo. Em E. precatoria, Batista, Raposo e Liberato (2017) registraram 20 e 40%
de contaminacao em explantes foliares cultivados em B&G e MS, respectivamente, enquanto,
para os embrides, os percentuais foram de 33 e 40%. Dessa forma, o estabelecimento asséptico
em palmeiras requer o ajuste do agente desinfestante, de sua concentracdo e do tempo de
exposicao, buscando reduzir a contaminagao sem comprometer sua viabilidade e capacidade de

resposta dos explantes (Emoghene et al., 2020; Pratiwi ef al., 2021).
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3. RESPOSTA MORFOGENICA DE EXPLANTES DE ACAIZEIRO PARA
REGENERACAO DE PLANTAS IN VITRO

3.1. INTRODUCAO

A regido amazdnica abriga uma diversidade de espécies frutiferas, entre as quais se
destacam as palmeiras (Arecaceae), reconhecidas por sua importancia ecologica, econdmica e
social, uma vez que fornecem alimentos, matérias-primas e outros recursos de interesse humano
(Muscarella et al., 2020; Rocha; Silva, 2005; Salm; Jardim; Albernaz, 2011). Dentre ¢las, o
acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) destaca-se como um dos principais produtos agricolas da
Regido Norte do Brasil, especialmente no estado do Para, onde possui importancia cultural,
alimentar e econdmica consolidada (Muscarella et al., 2020; Oliveira et al., 2019).

Em virtude da demanda por frutos e derivados de agai, intensificou-se a necessidade de
sistemas produtivos mais eficientes e voltados ao cultivo em escala comercial, refletida na
expansao de agaizais manejados em areas de terra firme, com praticas como a irrigagao (Farias
Neto et al., 2011; Freitas et al., 2016) e o uso de cultivares melhoradas, a exemplo da BRS Para
(Oliveira e Farias Neto, 2004) ¢ BRS Pai d’Egua (Farias Neto, 2019) adaptadas as condigdes
de terra firme. Apesar desses avancgos, a propagacdo do acgaizeiro ainda representa uma
limitacdo para a producdo de mudas em grande escala, uma vez que permanece
predominantemente dependente de sementes, resultando em populagdes geneticamente
heterogéneas e pouco uniformes (Farias Neto et al., 2005; Nogueira et al., 2005;Yokomizo et
al.,2013).

Diante dessas limitagdes, as técnicas de cultivo in vitro surgem como uma estratégia
biotecnoldgica promissora para a propagacao do agaizeiro, com aplicagdes potenciais na
produ¢do de mudas, conservagdo de germoplasma e melhoramento genético. Na cultura de
tecidos, a regeneracdo vegetal pode ocorrer pelas vias morfogénicas de organogénese e
embriogénese somatica (Bettoni; Wang; Wang, 2024). Nesse contexto, a embriogénese
somatica, sobretudo a partir de embrides zigéticos, tem sido a via mais investigada para a
espécie, com estudos envolvendo a regeneracdo de plantulas e a inducdo de estruturas
embriogénicas (Lédo et al., 2002; Scherwinski-Pereira et al., 2012; Freitas et al., 2016; Freitas
etal., 2018).

O sucesso dessas vias de regeneracdo ¢ condicionado pelo tipo de explante, pelas
condi¢des de cultivo, pela composicao do meio e pelo tipo e pela concentragdo dos reguladores
de crescimento utilizados (Mehbub et al., 2022). Auxinas e citocininas exercem papel central

nos processos de regeneragdo vegetal e, conforme o tipo, a concentragdo ¢ a combinagao
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empregados, podem direcionar diferentes respostas morfogénicas (Long et al., 2022; Pasternak;
Steinmacher, 2024). Em E. oleracea, essa influéncia ¢ observada tanto em relagdo ao explante
quanto aos reguladores de crescimento: diferentes tipos de explantes apresentam respostas
embriogénicas distintas (Freitas et al., 2018), enquanto a formagao de calos embriogénicos
varia de acordo com o tipo e a concentra¢do da auxina utilizada (Scherwinski-Pereira et al.,
2012; Freitas et al., 2016).

Apesar desses avancos, a predominancia do uso de embrides zigoticos nos estudos com
o género Euterpe reforca a necessidade de explorar outras fontes de explantes, a fim de ampliar
a compreensdo do potencial regenerativo de E. oleracea. Além disso, limitagdes como
contaminag¢do, oxidacdo e baixa responsividade dos tecidos ainda representam entraves ao
estabelecimento de protocolos eficientes de cultivo in vitro em palmeiras. Assim, o objetivo
deste estudo foi avaliar o potencial morfogénico no cultivo in vitro de embrides zigéticos,
explantes foliares e 4pices caulinares de acai sob diferentes concentragdes de auxinas (acido
naftalenoacético, NAA; e acido 2,4-diclorofenoxiacético, 2,4-D) e de citocinina

(6-benzilaminopurina, BAP).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material Vegetal e obtencio dos explantes

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia, da Universidade Federal
Rural da Amazonia (Belém, Brasil), sendo dividido em quatro experimentos independentes.
Nos Experimentos I e II foram utilizados embrides zigoticos imaturos (iZE) como explantes,
os quais foram obtidos de frutos verdes coletados de plantas adultas de populagdes naturais em
Belém, Brasil. Nos Experimentos III e IV foram utilizados fragmentos foliares e apices
caulinares obtidos de plantulas produzidas em casa de vegetacao a partir de sementes da cultivar
BRS-Pai d"égua. Importante ressaltar que o uso de materiais vegetais diferentes foi decorrente
da disponibilidade de sementes na ocasido da instalagao dos referidos experimentos.

A obtencao dos iZE para os Experimentos I e II foi realizada a partir de frutos imaturos
de acai coletados aleatoriamente de palmeiras adultas em Belém, Brasil. Os frutos verdes foram
destacados dos cachos, lavados em agua corrente e detergente neutro, imersos em solug¢ao de
etanol 70% (v/v) por 5 min e em solucdo de 2-2.5% hipoclorito de sddio por 30 min. Apos
lavagem em agua destilada autoclavada, os frutos foram incubados por 48 h em agua destilada
autoclavada para amolecer o tegumento e permitir a sec¢do do fruto. A temperatura inicial da

agua foi de 40 °C, resfriando naturalmente a temperatura ambiente (~25 °C) ao longo do tempo
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de incubagdo. Posteriormente, em camara de fluxo laminar, os frutos foram incubados em etanol
70% (v/v) por 5 min e depois incubados em 5—-6% (v/v) hipoclorito de sédio acrescido de quatro
gotas de Tween 20®, sob agitacao, por 30 min. Os frutos foram transferidos para uma solugao
fungicida de 1% Benomyl (v/v) por 5 min e em seguida enxaguados trés vezes em agua
destilada autoclavada. Por fim, os frutos foram segmentados e os iZE obtidos foram submetidos
a desinfec¢do adicional por 1 min em etanol 70% (v/v) e 1 min em 2—-2,5% (v/v) hipoclorito de
sodio, seguindo-se de trés lavagens em agua destilada autoclavada antes das inoculagdes nos
meios de cultura.

Para os Experimentos III e IV, sementes de acai da cultivar BRS Pai d’Egua foram
semeadas em bandejas de polietileno preenchidas com vermiculita como substrato. As bandejas
foram dispostas em casa de vegetacao e a irrigacao foi realizada diariamente ou a cada dois dias
a fim de manter o substrato umedecido, mas sem encharcamento. Apds trés meses da
emergéncia, as plantulas foram coletadas e as raizes separadas. A parte aérea foi lavada em agua
corrente e detergente neutro e depois levada a camara de fluxo laminar, onde a assepsia foi
realizada pela incubacdo em etanol 70% (v/v) por 5 min, passando para 5—6% (v/v) hipoclorito
de sddio acrescido de quatro gotas Tween 20® por 30 minutos sob agitacdo e posteriormente
em solu¢do fungicida de 1% Benomyl (v/v) por 5 min. Por fim, o material vegetal foi lavado
trés vezes em agua destilada autoclavada seguindo-se da remogdo das folhas até a obtencdo do
apice caulinar. Das folhas foram obtidos os segmentos foliares de 1 cm de comprimento. Esses
explantes foram submetidos a mais uma série de desinfec¢ao em etanol 70% (v/v), 2-2,5% (v/v)
hipoclorito de sddio e 1% (v/v) Benomyl, com incubag¢des de 1 min em cada solucdo, seguindo-

se de trés lavagens em agua destilada autoclavada antes das inocula¢des nos meios de cultura.

4.2. Meio de cultura e condicoes de cultivo

Ap6s o procedimento de assepsia, os explantes foram cultivados em tubos de ensaio de
150 mL contendo 15 mL de meio MS (Murashige & Skoog 1962), suplementados com 30 g L™
de sacarose, 2 g L' de carvao ativado e com os reguladores de crescimento de acordo com cada
experimento conforme descrito na Tabela 1. O pH foi ajustado para 5,8 antes da adicio de 2 g
L' de Phytagel®. Os meios de cultura foram autoclavados por 20 min a 121 °C e 1 atm. Em
seguida, os explantes foram inoculados nos respectivos meios de cultura conforme cada
tratamento de cada experimento.

Os tubos referentes aos Experimentos I e IV foram dispostos em sala de crescimento a
25 £+ 2 °C e fotoperiodo de 16 h, provido por lampadas fluorescentes. Para os Experimentos 11

e III, os tubos foram dispostos na mesma sala de crescimento, porém, na auséncia de luz por
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oito semanas até serem expostos ao mesmo fotoperiodo e intensidade de luz dos Experimentos
TelV.

Os Experimentos I, II e III foram realizados em delineamento inteiramente casualizado
cujos tratamentos corresponderam as doses do regulador de crescimento utilizado (BAP ou 2,4
D; Tabela 1). O Experimento IV foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4 x 2, resultante da combinagdo de quatro doses de BAP e duas doses de NAA
(Tabela 1). Todos os experimentos foram realizados com dez repeti¢des por tratamento, sendo

cada repeti¢do constituida por um tubo contendo um explante.

Tabela 1. Reguladores de crescimento e concentra¢des utilizadas nos Experimentos I, I, IT e IV.

Experimento  Explante Regulador de Concentracio (mg L™)
crescimento
I Embrides zigoticos imaturos BAP 0;le2
1I Embrides zigoéticos imaturos  2,4-D 0;5e10
111 Segmento foliar 2,4-D 0;2,5;5,7,5;10;12,5¢e 15
v Apice caulinar Controle 0
BAP 2,5;5;e7,5
NAA 0,1
BAP +NAA 2,5+0,1; 5+0,1; 7,5+0,1

4.3. Avaliacio dos experimentos

Todos os experimentos foram avaliados ao final de 150 dias de cultivo por meio da
determinagdo das seguintes varidveis: Experimento I: porcentagens de embrides que
apresentaram inducdo de brotagdes, inducdo de gemas, indu¢do apenas de radicula, inducao
apenas de parte aérea (PA), inducao de radicula e PA, e porcentagem de embrides sem indugdo
de estruturas visiveis (embrides ndo responsivos). Experimento II: porcentagens de embrides
que apresentaram induc¢do de calos, de embrides somaticos, inducdo apenas de radicula, indugao
apenas de PA, inducdo de radicula e PA, e porcentagem de embrides ndo responsivos.
Experimento III: porcentagens de segmentos foliares que apresentaram inducgdo de calos, de
calos embriogénicos, de embrides somaticos, € porcentagem de embrides nao responsivos.
Experimento I'V: porcentagens de apices caulinares que apresentaram inducao de brotacgdes, de
gemas, inducdo apenas de radicula, inducdo apenas de PA, inducdo de radicula e PA,
porcentagem de apices caulinares que apresentaram alongamento apical, e porcentagem de

apices nao responsivos.
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4.4. Analise Estatistica

As varidveis avaliadas foram de natureza bindria, sendo os eventos para cada unidade
experimental registrados como auséncia (0) ou presenga (1). Assim, os dados foram analisados
por meio de Modelos Lineares Generalizados (GLM), assumindo distribuicdo binomial e
funcdo de ligacdo logit, conforme proposto por McCullagh e Nelder (1989).

A significancia do efeito dos tratamentos foi avaliada por meio da analise de Deviance,
utilizando o teste da razao de verossimilhanca (Likelihood Ratio Test), obtido pela comparagao
entre 0 modelo completo e o modelo nulo. A deviance constitui uma medida andloga a soma de
quadrados residual empregada em modelos lineares classicos, sendo amplamente recomendada
para variaveis binomiais por ndo exigir pressupostos de normalidade e homogeneidade de
variancias (Dobson & Barnett, 2018).

Quando identificado efeito significativo dos tratamentos (p < 0,05), foram estimadas as
probabilidades de ocorréncia dos eventos para cada tratamento por meio das médias marginais
estimadas (Estimated Marginal Means — EMMs). As comparagdes multiplas entre tratamentos
foram realizadas utilizando contrastes pareados com ajuste de Tukey para controle da taxa de
erro do tipo 1. Nos casos em que a variavel apresentou frequéncias extremas (0% ou 100% de
ocorréncia em um ou mais tratamentos), situagdo que pode ocasionar separagao completa ou
quase completa dos dados e comprometer a estabilidade dos contrastes baseados em razoes de
chances, a interpretagdo dos resultados foi fundamentada prioritariamente na significancia
global da Andlise de Deviance e nas propor¢des observadas, procedimento recomendado para
dados binomiais com baixa frequéncia de eventos (Agresti, 2013).

Para fins de apresentacdo dos resultados, os tratamentos foram agrupados por letras.
Tratamentos que compartilharam a mesma letra foram considerados estatisticamente
semelhantes, enquanto tratamentos identificados por letras distintas foram considerados
diferentes ao nivel de 5% de probabilidade. Quando a Anélise de Deviance nao indicou efeito
significativo dos tratamentos (p > 0,05), todos os tratamentos foram representados pela mesma
letra.

Todas as analises foram realizadas no software R (v. 4.3.3, R Core Team, 2025).

5. RESULTADOS

5.1. Experimento I- embrioes zigéticos imaturos cultivados na presenca de BAP

Nao foram observadas indugdes de gemas ou brotacdes adventicias em nenhum dos

tratamentos. Em termos absolutos, 10% dos explantes cultivados na presenca de 2 mg L' de
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BAP apresentaram inducdo apenas de radicula (Fig. 1A), enquanto 10% dos explantes
apresentaram inducdo apenas de PA nos tratamentos com 0 ¢ 1 mg L' de BAP (Fig. 1B). A
inducdo de radicula e parte aérea pelo mesmo explante foi observada em 30% dos iZE na
presenca de 1 mg L' de BAP (Fig. 1C). Imagens representativas dos iZE apresentando, ao final
dos 150 dias de experimento, apenas indu¢do de radicula, apenas indugdo de parte aérea e
indugdo de radicula + parte aérea sdo apresentadas na Figura 2. Além disso, foi observada uma
alta porcentagem de iZE que ndo apresentaram respostas (Fig. 1D).

Em termos estatisticos, a andlise de deviance dos GLM nao indicou diferengas
significativas para indu¢do somente de radicula (3> = 2,27 e p = 0,322) e nem para a indugdo
somente de PA (> = 1,69 e p = 0,429) (Tabela 2). Aos explantes sem resposta visivel (Fig. 1D),
também nao houve efeito significativo dos tratamentos (%> = 1,11 e p = 0,574) (Tabela 2). O
tratamento 0 mg L™! apresentou 70% de embrides sem resposta, enquanto os tratamentos 1 e 2
mg L~! BAP apresentaram 50% de embrides sem resposta (Tabela 3). Em contraste, a GLM
indicou efeito global significativo dos tratamentos para explantes que apresentaram indugao de
radicula e PA (x> = 7,29 e p = 0,026; Tabela 2). No entanto, as comparagdes pareadas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade ndo evidenciaram diferencas significativas entre as
concentragcdes de BAP (Fig. 1). As probabilidades estimadas também nao mostraram aumento
progressivo das respostas com o incremento da concentracdo de BAP. Para a emissdo de
radicula e parte aérea, a resposta ficou concentrada em 1 mg L' de BAP (IC 95% de 0,10—0,62),
enquanto a emissao apenas de radicula foi observada na maior concentracao 2 mg L' de BAP
(IC 95% de 0,01 —0,47). Por outro lado, a emissdo apenas de PA nessa concentracdo ndo foi
registrada, ficando restrita aos tratamentos com 0 ¢ 1 mg L' de BAP, ambos com IC 95% de

0,0—0,47, ndo sendo registrada na maior concentragao (Tabela 3).

Figura 1. Efeito de diferentes concentragdes de BAP (0; 1; € 2 mg L) na porcentagem de embrides zigoticos
imaturos de agai que apresentaram inducdo somente de radicula (A), somente de parte aérea (B), de radicula e
parte aérea (C) e porcentagem de embrides nao-responsivos (D). Os dados foram obtidos ao final de 150 dias de
experimento e cada tratamento foi formado por dez repeti¢des.
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Figura 2. Embrides zigdticos imaturos de acai apresentando apenas indug¢do de radicula sob 2 mg L™ BAP (A),
de parte aérea sob 0 (B) e 1 mg L' BAP (C) e de radicula + parte aérea sob 1,0 mg L' BAP (D). As imagens
foram obtidas ao final dos 150 dias de experimento. As barras nas imagens correspondem a 1 cm.

Fonte: Autora

Tabela 2. Analise de modelos lineares generalizados (GLM) para a estimativa da devidncia (y?), grau de liberdade
(GL) e significancia (p-valor) referente ao efeito das concentragdes de BAP no desenvolvimento de estruturas a
partir de embrides zigodticos imaturos de agai.

Variavel e GL  p-valor Efeito do tratamento
Apenas radicula 2,27 2 0,322 Nao significativo
Apenas parte aérea 1,69 2 0,429 Nao significativo
Radicula + parte aérea 7,29 2 0,026 Significativo
Explantes sem resposta 1,11 2 0,574 Nao significativo
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Tabela 3. Probabilidades estimadas e intervalo de confianca (+ IC 95%) para o efeito das concentragcdes de BAP
no desenvolvimento de estruturas a partir de embrides zigdticos imaturos de acai.

Variavel BAP
0 mg L 1mgL! 2mg L
Apenas radicula 0,00 0,00 0,10 (0,01 —0,47)
Apenas parte aérea 0,10 (0,01 —0,47) 0,10 (0,01 —0,47) 0,00
Radicula + parte aérea 0,00 0,30 (0,10 — 0,62) 0,00
Explantes sem resposta 0,70 (0,38 —0,90) 0,50 (0,23 —0,78) 0,50 (0,23 — 0,78)

5.2. Experimento II- embri6es zigoticos imaturo cultivados na presenca de 2,4 D

Em termos absolutos, a inducdo de calos foi observada em apenas 10% dos explantes
dos tratamentos 0 e 10 mg L' de 2,4-D (Fig. 3A). A emissdo somente de radicula foi observada
em 10% dos embrides cultivados em presenca de 5 mg L' de 2,4-D (Fig. 4B), enquanto a
emissdo somente de PA foi de 30% nos embrides do tratamento controle (0 mg L™ 2,4-D) e de
20% nos embrides dos tratamentos 5 e 10 mg L' de 2,4-D (Fig. 4C). A indugio de radicula +
PA foi observada em 20% dos iZE cultivados nas concentragdes de 0 e 5 mg L' de 2,4-D (Fig.
4D). Foi ainda observado que 30% dos embrides dos tratamentos 0 e 5 mg L™ de 2,4-D e 60%
dos embrides cultivados na presenca de 10 mg L' ndo apresentaram resposta alguma (Fig. 4E).
As imagens representativas de iZE que apresentaram inducdo de calos, de radicula, de parte
aérea, e de radicula e parte aérea cultivados na auséncia e na presencade 5e 10 mg L' 2,4 D
sao apresentadas na Figura 5.

Em termos estatisticos, a andlise de deviance dos GLM nao indicou diferengas
significativas para formacao de calos (¥* = 1,69 e p = 0,429), indug@o apenas de radicula (3> =
2,27 e p = 0,322), emissdo apenas de PA (%> = 0,360 e p = 0,834), indugdo de radicula + PA (*
= 3,540 ¢ p = 0,170) e nem para explantes sem resposta (> = 2,490 e p = 0,289) (Tabela 4). As
probabilidades estimadas também nao mostraram aumento progressivo das respostas com o
incremento da concentragdo de 2,4-D. A formacao de calos concentrou-se nas concentragdes
extremas no controle e 10 mg L™ (IC 95%: 0,01-0,47), enquanto a emissdo apenas de radicula
ficou restrita a dose intermediaria de 5 mg L™ (IC 95%: 0,10—0,62). Para emissdo apenas de PA
foi favorecida no controle (IC 95%: 0,10—0,62), enquanto a emissdo de radicula e parte aérea
ocorreu nas menores concentragdes - controle e 5 mg L' (IC 95%: 0,05-0,54). Em
contrapartida, a maior concentragdo (10 mg L) elevou a propor¢io de explantes sem resposta,

cuja incerteza foi refletida pela maior dispersdo no intervalo de confianga (IC 95%: 0,30—0,84),
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enquanto as demais variaveis mantiveram faixas mais estreitas (IC 95%: 0,01-0,47 a

0,05—0,54) (Tabela 5).

Figura 3. Efeito de diferentes concentragdes de 2,4 D (0; 5; ¢ 10 mg L) na porcentagem de embrides zigdticos
imaturos de agai que apresentaram indugdo de calos (A), indu¢do somente de radicula (B), inducdo somente de
parte aérea (C), indugéo de radicula + parte aérea (D) e porcentagem de embrides ndo-responsivos (E). Os dados

foram obtidos ao final de 150 dias de experimento e cada tratamento foi formado por dez repeti¢des.
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Figura 4. Indugdo de calos, de radicula, de parte aérea, e de radicula e parte aérea simultancamente a partir de
embrides zigbticos imaturos de agai cultivados na auséncia de 2,4 D (A, B e C) e na presenga de 5mg L' 2,4 D (D,
EeF)e10mg L' 24D (G, Hel). Indugio de calos (A e G), apenas indugdo de radicula (D), apenas indugdo de
parte aérea (B, E e H), indugdo de radicula + parte aérea (C e F) e embrides sem resposta (I). As imagens foram
obtidas ao final dos 150 dias de experimento. As barras nas imagens correspondem a 1 cm.
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Tabela 4. Analise de modelos lineares generalizados (GLM) para a estimativa da deviancia (y?), grau de
liberdade (GL) e significancia (p-valor) referente ao efeito das concentragdes de 2,4 D no desenvolvimento de
estruturas a partir de embrides zigdticos imaturos de agai.

Variavel e GL p-valor Efeito do tratamento
Inducao de calos 1,69 2 0,429 Nao significativo
Apenas radicula 2,27 2 0,322 Nao significativo
Apenas parte aérea 0,36 2 0,834 Nao significativo
Radicula + parte aérea 3,54 2 0,170 Nao significativo
Explantes sem resposta 2,49 2 0,289 Nao significativo

Tabela 5. Probabilidades estimadas e intervalo de confianga (+ IC 95%) para o efeito das concentragdes de 2,4 D
no desenvolvimento de estruturas a partir de embrides zigdticos imaturos de agai.

Variavel 24D

0 mg L 5mgL! 10 mg L!
Indugdo de calos 0,10 (0,01-0,47) 0,00 0,10 (0,01—0,47)
Apenas radicula 0,00 0,10 (0,01 —0,47) 0,00
Apenas parte aérea 0,30 (0,10—0,62) 0,20 (0,05 — 0,54) 0,20 (0,05 — 0,54)
Radicula + parte aérea 0,20 (0,05—0,54) 0,20 (0,05 — 0,54) 0,00
Explantes sem resposta 0,30 (0,10—0,62) 0,30 (0,10 — 0,62) 0,60 (0,30 —0,84)

5.3. Experimento III - segmentos foliares cultivados na presenca de 2,4 D

Nao houve formacdo de calos a partir dos segmentos foliares em nenhuma das
concentragdes de 2,4 D utilizadas dos tratamentos. Durante o periodo de cultivo, observou-se

elevada ocorréncia de oxidagdo dos explantes.

5.4. Experimento IV - dpice caulinares cultivados na presenca de BAP e NAA

\

Nao houve formacao de gemas ou brotagdes adventicias em nenhum dos tratamentos. A
excecao do tratamento 5 mg L', foi observado um alongamento apical visivel em varios
explantes dos demais tratamentos (Fig. SA). Nesse caso, a maior porcentagem de explantes com
alongamento apical visivel (40%) foi observada nos tratamentos controle € na combinacdo de
2,5¢7,5mgL"'de BAPcom 0,1 mg L' de NAA, enquanto os menores percentuais de explantes
(10%) com alongamento apical foram observados nos tratamentos 2,5 mg L' de BAP e 0,1 mg
L' de NAA (Fig. 5). Os percentuais de apices sem respostas foram de 30% no tratamento 2,5
mg L' de BAP + 0,1 mg L' de NAA; 20% no tratamento com 5,0 mg L' de BAP e em sua

combinagdo com 0,1 mg L' de NAA; e 10% nos demais tratamentos (Fig. 5B).
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Em termos estatisticos, a andlise de deviance dos GLM nao indicou efeitos significativos
de BAP (> = 1,409; p = 0,704) ou NAA (> = 1,771; p = 0,183) isoladamente sobre o
alongamento apical, porém revelou interacao significativa entre os reguladores (y*> = 8,949; p =
0,030) (Tabela 6). Entretanto, no desdobramento da interagcdo, as comparacoes pareadas nao
apresentaram diferencas significativas apds o ajuste de Tukey (p ajustado > 0,05). Para os
explantes sem resposta, ndo foram observados efeitos significativos de BAP (> = 3,123; p =
0,373), NAA (%> =0,994; p = 0,319) ou da interagdo BAP x NAA (> = 1,742; p = 0,628).

As probabilidades estimadas de alongamento apical foram maiores no controle e nas
combinagdes de 2,5 e 7, 5 mg L' de BAP com 0,1 mg L' de NAA (IC 95%: 0,16—0,70),
enquanto o tratamento com 5,0 mg L' de BAP apresentou probabilidade proxima de zero
(Tabela 7). Para os explantes sem resposta, os intervalos de confianca apresentaram ampla
sobreposi¢do entre os tratamentos, com maior amplitude no controle (IC 95%: 0,00 —1,00) e na
combinagdo de 2,5 mg L' de BAP + 0,1 mg L' de NAA (IC 95%: 0,10—0,62); nos demais
tratamentos, os intervalos variaram entre 0,01-0,47 e 0,05—0,54 (Tabela 7). Cabe ressaltar que

o experimento apresentou elevada ocorréncia de contaminacao.

Figura 5. Porcentagem de apices caulinares de acai que apresentaram elongacdo caulinar (A) e porcentagem de
apice ndo responsivos (B) na auséncia de reguladores de crescimento (Controle) e na presenga de BAP (2,5; 5,0 ¢
7,5mg L!), de NAA (0,1 mg L), e das combinagdes de BAP (2,5; 5,0 ¢ 7,5 mg L) e NAA (0,1 mg L. Os dados
foram obtidos ao final de 150 dias de experimento e correspondem a porcentagem obtida para cada tratamento a
partir de dez repetigdes.
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Tabela 6. Analise de modelos lineares generalizados (GLM) para a estimativa da deviancia (y?), grau de liberdade
(GL) e significancia (p-valor) referente ao efeito das concentragdes de BAP, NAA e combinagdes entre BAP ¢
NAA no desenvolvimento de estruturas a partir de apices caulinares de agai.

Fonte de

Variavel variaggio © GL p-valor Efeito do tratamento
BAP 1,409 3 0,704 Nao significativo
Alongamento apical NAA 1,771 1 0,183 Nao significativo
BAP x NAA 8,949 3 0,030 Significativo
BAP 3,123 3 0,373 Nao significativo
Explantes sem resposta NAA 0,994 1 0,319 Nao significativo
BAP x NAA 1,742 3 0,628 Nao significativo

Tabela 7. Probabilidades estimadas ¢ intervalo de confianga ( IC 95%) na auséncia de reguladores de
crescimento e na presenga de BAP, de NAA e de BAP + NAA no desenvolvimento de estruturas a partir de
apices caulinares de acai.

Tratamento Alongamento apical Explantes sem resposta
Omg L™ 0,40 (0,16-0,70) ~ 0,00 (0,00-1,00)

2,5mg L' BAP 0,10 (0,01-0,47) 0,10 (0,01-0,47)

5,0 mg L' BAP ~ 0,00 (0,00-1,00) 0,20 (0,05-0,54)

7,5 mg L' BAP 0,20 (0,05-0,54) 0,10 (0,01-0,47)

0,1 mg L' NAA+ 0,10 (0,01-0,47) 0,10 (0,01-0,47)

2,5mg L' BAP+ 0,1 mg L' NAA 0,40 (0,16-0,70) 0,30 (0,10-0,62)

5,0 mg L' BAP+ 0,1 mg L' NAA 0,30 (0,10-0,62) 0,20 (0,05-0,54)

7,5mg L' BAP+ 0,1 mg L' NAA 0,40 (0,16-0,70) 0,10(0,01-0,47)

6. DISCUSSAO

6.1. Experimento I- embrides zigéticos imaturo cultivados na presenca de BAP

No Experimento I, as concentragcdes de BAP avaliadas ndo promoveram a formagao de
gemas ou brotagdes adventicias nos embrides zigoticos imaturos de acai. Entretanto, parte dos
explantes apresentou emissdo de radicula e/ou parte aérea. A emissdo simultanea dessas
estruturas ocorreu em maior propor¢ao na presenca de 1 mg L' de BAP. Considerando o baixo
numero de repeti¢des e a baixa frequéncia de ocorréncia dessas respostas, as comparagdes entre
os tratamentos ndo evidenciaram diferengas estatisticamente significativas. Dessa forma, os
resultados permitem apenas sugerir uma tendéncia de maior resposta nessa concentragao, sem
caracteriza-la como superior as demais.

A ocorréncia de desenvolvimento embrionario sem a formacao de novas brotacdes ¢
relevante para a interpretacao desses resultados, pois a formagao de gemas adventicias envolve

diferentes estados de desenvolvimento, incluindo competéncia morfogénica, determinagdo
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caulogénica e diferenciacdo, cuja expressdo pode ser influenciada pelo estagio de
desenvolvimento do explante e pela acdo dos reguladores de crescimento em diferentes
momentos do processo morfogénico (Lakshmanan ef al., 1997). Nesse sentido, a auséncia de
novas brotagdes, mesmo com a suplementacao de BAP, pode estar relacionada a interagao entre
as condi¢des hormonais de cultivo e as caracteristicas do explante, uma vez que a organogénese
de novo também ¢ influenciada pela interagdo entre auxinas e citocininas (Bidabadi; Jain, 2020;
Long et al., 2022). Em dendezeiro (Elaeis guineensis), por exemplo, a indugao direta de brotos
variou em funcao do tipo e da concentragdo da citocinina, do periodo de exposi¢ao ao regulador
e do estagio de desenvolvimento do explante (Romyanon; Mosaleeyanon; Kirdmanee, 2015).
Em tamareira (Phoenix dactylifera), Zaid e Tisserat (1983) também observaram respostas
morfogenéticas distintas em func¢ao do tipo e da origem dos explantes, com menor resposta in
vitro em tecidos provenientes de plantas fisiologicamente mais maduras. Esses resultados
mostram que a resposta organogénica ndo ¢ determinada apenas pela suplementacdo com
citocinina, mas depende também das caracteristicas fisioldgicas do material vegetal e das
condigdes em que o regulador ¢ empregado.

Resultados obtidos com embrides zigoticos de palmeiras também ajudam a interpretar
essa resposta. Em E. oleracea, Lédo et al. (2001) observaram o desenvolvimento in vitro de
embrides zigdticos maduros cultivados sob diferentes combinacdes de NAA e BAP, sem
diferengas entre os tratamentos quanto a frequéncia de conversdo em plantulas. Em Arenga
pinnata, Abdullah et al. (2015) avaliaram embrides zigoéticos provenientes de frutos
parcialmente maduros na presenga de BAP e ndo observaram formacao de brotos apds oito
semanas de cultivo. Embora os estudos difiram quanto a espécie, ao estagio de desenvolvimento
dos embrides e as condigdes hormonais empregadas, eles reforcam que a resposta de embrides

zigbticos ao BAP nao depende apenas da presenga desse regulador no meio.

6.2. Experimento II- embrides zigoticos imaturo cultivados na presenca de 2,4 D

No Experimento II a baixa capacidade de inducdo de calos indica que o 2,4-D, nas
concentragoes testadas, nao favoreceu a calogénese, corroborando a dependéncia dessa resposta
ao tipo de auxina, a concentracdo, ao explante e ao meio de cultura em palmeiras (Scherwinski-
Pereira et al., 2012; Ferreira et al., 2022a). Além da baixa formacgao de calos, foram observadas
emissao de radicula, parte aérea e desenvolvimento simultaneo de radicula e parte aérea, sem
diferengas significativas entre as concentragdes avaliadas. Essas respostas estiveram
relacionadas a germinagao e ao desenvolvimento dos embrides zigdticos, sem progressdo para

a embriogénese somatica.
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Essa baixa resposta calogénica pode estar relacionada a resposta dos embrides zigdticos
imaturos as condi¢des de inducdo utilizadas, uma vez que, em palmeiras, a calogénese ¢
influenciada pelo tipo de explante, pela composicdo do meio e pelo tipo e concentragao dos
reguladores de crescimento (Yarra et al., 2019). Além disso, a inducao de calos e sua posterior
diferenciagdo correspondem a etapas distintas da resposta morfogénica, podendo requerer
diferentes condi¢des hormonais ao longo do cultivo (Yusnita; Hapsoro, 2011). Embora o 2,4-D
possa induzir formagado de calos em embrides zigdticos de outras espécies do género, como em
Euterpe edulis, essa resposta foi obtida em concentracdes molares significativamente superiores
as avaliadas neste experimento, visto que o regulador apresentou desempenho inferior quando
comparado a outras auxinas sintéticas, como o Picloram (Oliveira et al., 2022a).

Tendéncia semelhante foi observada em E. oleracea e E. precatoria, espécies nas quais
as respostas mais eficientes para a indugao de calos sdo associadas ao uso de Picloram, enquanto
0 2,4-D apresenta desempenho inferior ou varidvel (Scherwinski-Pereira et al., 2012; Ferreira
et al., 2022a). Esse comportamento também ¢ reportado em outras palmeiras, como Butia
odorata e Syagrus oleracea, nas quais o Picloram superou o 2,4-D na formag¢ao de massas pro-
embriogénicas (Campos et al., 2020; Silva-Cardoso et al., 2022). Desse modo, os resultados
sugerem que a baixa responsividade observada pode estar relacionada o regulador e as doses
avaliadas. Entretanto, fatores relacionados ao estddio de desenvolvimento dos explantes e ao
gendtipo do material vegetal também podem contribuir para a variagdo da resposta morfogénica

em Arecaceae (Saleh; Scherwinski-Pereira, 2016).

6.3. Experimento III- segmentos foliar cultivados na presenca de 2,4 D

No Experimento III, a auséncia de formacao de calos foi acompanhada por intensa
oxidagao dos segmentos foliares, que se tornou mais evidente ao longo do cultivo. Essa resposta
pode estar relacionada ao estresse provocado pelo seccionamento dos tecidos e a exposicao as
condigdes in vitro, uma vez que o ferimento dos explantes pode favorecer a exsudacao e a
oxidagdo de compostos fenolicos (Campos-Boza et al., 2022). O escurecimento decorrente
desse processo pode comprometer o desenvolvimento dos tecidos, pois a oxidagdo de
compostos fenodlicos resulta na formagdo de quinonas, que podem interferir na atividade
enzimatica e no crescimento celular (Al-Mayahi; Ali; Shareef, 2018). Assim, a intensa oxidagao
observada ao longo do cultivo pode ter reduzido a sobrevivéncia e a capacidade de resposta dos
segmentos foliares, contribuindo para a auséncia de formacao de calos. Essa interpretagdo ¢
consistente com a menor resposta a indu¢do embriogénica observada em tecidos com maior

oxidagdo de Euterpe edulis (De Mello et al., 2024).
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Além da oxidagdo, caracteristicas proprias do explante podem ter influenciado a
resposta. A competéncia morfogénica de tecidos foliares ndo ¢ necessariamente uniforme ao
longo do explante, podendo variar conforme a regido de origem e o estado de diferenciagao
celular. Em Euterpe precatoria, a formacao de calos foi observada em segmentos das regides
apical e mediana de folhas imaturas (Ferreira et al., 2022b), e, em tamareira, a capacidade
calogénica também variou de acordo com a posicdo do segmento foliar e o estado de
diferenciagdo das células (Gueye et al., 2009). Assim, a utilizagdo de tecido foliar jovem, por
si s0, nao assegura que todos os segmentos apresentem a mesma competéncia para iniciar uma
resposta calogénica.

A resposta calogénica dos tecidos foliares também pode depender das condigdes de
indugdo, particularmente do tipo e da concentracdo da auxina e do periodo de cultivo. Em
tecidos foliares de Acrocomia aculeata, a resposta variou conforme a regido do explante, a
auxina utilizada e o tempo de permanéncia no meio, com maior formagao de calos associada ao
picloram (Meira et al., 2020). Em folhas jovens de dendezeiro, diferentes concentragdes de 2,4-
D também resultaram em respostas distintas de formagao de calos, e a progressao da resposta
embriogénica ocorreu ao longo de sucessivos subcultivos (Yusnita; Hapsoro, 2011). Nesse
contexto, a continuidade dos subcultivos durante a fase de inducdo pode constituir um
componente importante para o estabelecimento da resposta, uma vez que subcultivos sucessivos
em meio fresco favoreceram a formacao de calos embriogénicos em dendezeiro (Monteiro et
al., 2018). No presente estudo, entretanto, nenhuma das concentragdes de 2,4-D avaliadas
promoveu a formagdo de calos nos segmentos foliares de agai. Desse modo, a auséncia de
calogénese ndo deve ser atribuida a um tnico fator, mas pode estar relacionada a interagao entre
diferentes fatores, incluindo a intensa oxidacao observada durante o cultivo, a competéncia e a
regido de origem dos segmentos foliares, as condi¢des de indugdao com 2,4-D e o manejo dos

explantes ao longo do cultivo.

6.4. Experimento I'V- apices caulinares cultivados na presenca de BAP e NAA

No Experimento IV, os 4pices caulinares mantiveram o alongamento apical durante o
cultivo, sem formacdo de qualquer outra estrutura. Embora tenha sido observada interacao
significativa entre BAP e NAA para o alongamento apical, as comparag¢des pareadas nao
permitiram identificar uma combinagdo especifica dos reguladores que favorecesse essa
resposta. A ocorréncia de alongamento sem a formagao de novas gemas pode estar relacionada
as diferentes respostas envolvidas na organogénese, uma vez que essa via envolve iniciagdo de

gemas, proliferacdo e alongamento de brotos e enraizamento, e sua ativagcdo € progressao sao
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influenciadas pela concentracdo e pelo periodo de exposicdo a citocinina (Romyanon;
Mosaleeyanon; Kirdmanee, 2015). Além disso, o crescimento e o desenvolvimento da parte
aérea nao necessariamente sao acompanhados pela inducdo de novas gemas, indicando que
essas respostas podem ocorrer de maneira distinta durante o cultivo in vitro (Graner et al.,
2013).

Em E. oleracea, o crescimento de apices caulinares na presenca de NAA e BAP também
foi observado por Cavalcante (2001); naquele estudo, entretanto, o desenvolvimento progrediu
para a formagdo de plantulas completas aos 40 dias de cultivo. No presente experimento, o
desenvolvimento permaneceu restrito ao alongamento do &pice, sem progressao para formacao
de plantulas. Desse modo, embora o crescimento inicial dos apices tenha sido observado em
ambos os estudos, a continuidade do desenvolvimento diferiu entre as condi¢oes avaliadas.

Durante o cultivo dos d&pices caulinares, foi observada elevada ocorréncia de
contaminagdo, mesmo apos os procedimentos de desinfesta¢do. Esse comportamento pode estar
relacionado a presenga de microrganismos internos ou latentes no material vegetal, que podem
permanecer nos tecidos e manifestar-se apos o estabelecimento in vitro (Cassells, 2012;
Dunaeva; Osledkin, 2015). A ocorréncia tardia de contaminagdo sugere a permanéncia de
microrganismos associados aos tecidos, como observado em 4pices caulinares de pupunheira
(Almeida; Yara; Almeida, 2005). A elevada ocorréncia de contaminagao reduziu o niamero de

explantes disponiveis para avalia¢do, constituindo uma limitagdo experimental.

7. CONCLUSAO

Nas condicoes avaliadas, os diferentes explantes de Euterpe oleracea apresentam
respostas distintas ao cultivo in vitro, porém limitado potencial para a indu¢ao dos processos
morfogénicos avaliados. As concentracdes e combinac¢des dos reguladores de crescimento
avaliados ndo favorecem, de forma consistente, a indu¢do de organogénese adventicia ou
embriogénese somatica, predominando, nos explantes, respostas associadas principalmente ao
desenvolvimento de estruturas preexistentes. Além disso, ndo se evidencia um padrdo
consistente de resposta relacionado ao aumento das concentracdes ou as combinagdes dos
reguladores de crescimento. Esses resultados indicam a necessidade de ajustes nas
concentracdes e combinagdes dos reguladores de crescimento e nas condigdes de
estabelecimento in vitro, visando favorecer a indugcdo de organogénese adventicia e

embriogénese somatica na espécie.
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