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RESUMO

Astrocaryum aculeatum Meyer (Arecaceae), popularmente conhecido por tucumd, é uma
palmeira que ocorre na Amazobnia e apresenta potencial para o mercado de alimento e
artesanato. Tem grande importancia econdémica, principalmente, pelos diferentes produtos que
dela podem ser extraidos e usados. A especie tem como caracteristica a demora na
germinacdo, fato que desestimula o seu cultivo. Deste modo, informacgdes que viabilizem
métodos e técnicas que acelerem a producdo de mudas sdo importantes como estimulo para o
cultivo da espécie. O presente trabalho teve como objetivo estabelecer protocolos de
germinacdo e desenvolvimento in vitro de embrides zigéticos de tucuma através da técnica de
cultura de tecidos. Os ensaios foram realizados no Centro de Biotecnologia da Amazonia. Foi
avaliada os efeitos de diferentes antioxidantes (carvao ativado, &cido ascérbico e
polivinilpirrolidona); foram testados os meios semi sélidos MS e Y* com 0,0 mg.L™ e 2,0
mg.L™ de &cido indolilacético (AIA), na fase de alongamento; ja em fase de enraizamento, 0s
tratamentos consistiram de quatro concentracdes de acido naftaleno acético (ANA) (0, 2,5, 5,
10 mg.L™). As culturas permaneceram em sala de crescimento com temperatura ajustada em
25 + 1°C, intensidade luminosa de 30,0 pmols.m™.s™ e fotoperiodo de 16 horas. Na fase de
aclimatizacdo as plantas foram mantidas em casa de vegetacdo com sistema de nebulizacdo
intermitente por 60 dias. Os substratos utilizados foram areia, fibra de coco, Vivato®, fibra de
coco X areia, fibra de coco x Vivato®, areia x Vivato® e areia x fibra de coco x Vivato®,
todos nas mesmas proporgdes. O ensaio com antioxidantes os resultados demonstraram que
ndo ha a necessidade de utilizacdo de antioxidantes, pois 0 meio MS (controle) apresentou
86% de germinacdo e auséncia de oxidacdo. JA na fase de alongamento o meio MS
suplementado com 2,0 mg.L™” de AIA apresentou superioridade aos demais tratamentos,
desenvolvendo plantas com altura média de 6,18 cm. Para o enraizamento, o tratamento com
10,0 mg.L™ de ANA, foi superior, com uma produc&o média de 9,0 raizes por planta, com um
percentual de enraizamento de 75,0%. Na fase de aclimatizagdo, o substrato Vivato®
apresentou resultados superiores aos demais, com incremento médio em altura de 10,25 cm e
langamento de cinco novas folhas.

Palavras Chaves: palmeiras, tucumad, cultura de embrido, germinacéo in vitro.
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ABSTRACT

Astrocaryum aculeatum Meyer (Arecaceae), popularly known by tucuma, is a palm tree that
occurs in the Amazon and presents a potential market of food and crafts. Has great economic
importance, mainly the different products that it can be extracted and used. The specie is
characterized by delay in germination, a fact that discourages their cultivation. Thus,
information that enable methods and techniques that accelerate the seedlings production is
important as a stimulus to the specie cultivation. The aimed of this study was to establish
protocols for tucuma in vitro germination and development of zygotic embryos through tissue
culture techniques. The tests were performed at the Centro de Biotecnologia da Amazonia.
We evaluated the effects of different antioxidants (activated charcoal, ascorbic acid and
polyvinylpyrrolidone), the means were tested semi solid MS and Y3 with 0.0 mg L™ and 2.0
mg L™ indolylacetic acid (IAA) in the elongation phase, while in the rooting phase, the
treatments consisted of four concentrations of naphthalene acetic acid (NAA) (0, 2.5, 5, 10
mg L-1). The cultures remained in a growth chamber with temperature set at 25 + 1 ° C, light
intensity of 30.0 pmols.m?s™ and 16-hour photoperiod. During the acclimatization plants
were kept in a greenhouse with intermittent misting system for 60 days. The substrates used
were sand, coconut fiber, Vivato®, coconut fiber x sand, coconut fiber x Vivato®, sand and
Vivato®, sand x coconut fiber x Vivato®, all in the same proportions. The antioxidant assay
results showed that there is no need for the use of antioxidants as MS medium (control)
showed 86% germination and absence of oxidation. In stretching phase, MS medium
supplemented with 2.0 mg L-1 IAA, was superior to other treatments, developing plants with
an average height of 6.18 cm. For rooting, the treatment with 10.0 mg L-1 NAA was higher,
with an average production of 9.0 roots per plant, with a rooting percentage of 75.0%. During
the acclimatization phase, the substrate Vivato® showed superior results to the other, with an
average increase in height of 10.25 cm and launch of five new leaves.

Keywords: palm trees, tucuma, embryo culture, in vitro germination.
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1. INTRODUCAO

A biodiversidade é responsavel pelo equilibrio dos ecossistemas e serve como fonte de
uso econdmico, sendo responsavel pelas atividades agricolas, pecuérias, pesqueiras e
florestais, assim como serve de base para os diversos segmentos industriais, inclusive para a
industria de alimentos, considerada de grande importancia para o desenvolvimento de
qualquer nacdo e bem estar de sua populacdo, através da possibilidade de uso de uma dieta
ampla (OLIVEIRA, 2007).

A flora brasileira esta formada por cerca de 20 mil diferentes espécies de plantas, e a
Amaz6nia, em especial, apresenta espécies com caracteristicas muito peculiares, de grande
potencial para os mais diversos usos. Algumas de suas espécies tém potencial para a
exploracdo sustentavel, o que contribui de forma significativa para a melhoria das condicdes
socio econbmicas na Regido. A utilizacdo das plantas desta regido nao se restringe a industria
madeireira, mas de inumeros produtos, que vao desde frutos, flores, 6leos e gorduras, para uso
na alimentacdo humana e animal; substancias toxicas e inseticidas, com potencial para serem
usados tanto na agricultura como na pecudria; latex, folhas e raizes que tanto podem ser
usadas na alimentacdo como na medicina, bem como, em paisagismo e na ornamentacédo, na
comercializacdo e industrializacdo de inumeros produtos (GUARIM NETO, 1994; CORTEZ
et al., 2003) e, mais recentemente, na industria da biotecnologia e das biojdias.

As palmeiras pertencem ao grupo de plantas mais utilizadas por comunidades
indigenas e urbanas, movimentando uma boa parcela da economia nas pequenas e grandes
cidades, estimando-se que pelo menos 40% das palmeiras amazonicas sdo efetivamente
utilizadas pelos habitantes da regido (ALMEIDA, 2003).

As potencialidades e os valores econémico, ecoldgico, ornamental e alimentar das

palmeiras séo grandes, pelo fato de suas diferentes partes serem aproveitadas. Portanto, o seu
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estudo é de relevancia. A grande importancia econdmica esta baseada, principalmente, pelos
diferentes produtos que delas podem ser extraidos e usados. Todas as partes de uma palmeira
sdo aproveitadas de alguma maneira, desde alimentacdo até o uso medicinal, tendo inclusive
utilizacdo nas areas de paisagismo, arborizacéo e artesanal. A madeira, originada do estipe, é
muito resistente e utilizada para assoalhos e paredes de casas, e as folhas para construcao,
cobertura de casas e producéo de fibras. Os frutos e as sementes sdo utilizados na alimentagédo
humana e animal, e também fornecem matéria-prima para as industrias de cosméticos,
produtos nutracéuticos, pro-vitaminas, entre outros.

A espécie Astrocaryum aculeatum Meyer é uma palmeira de cultura pré-colombiana,
provavelmente originaria do Amazonas — Brasil, onde é muito frequente, e esta localizado em
um dos mais importantes Centros de diversidade deste género, sendo encontrada nos Estados
do Para, Roraima, Mato Grosso, Rondénia e Acre. E comum nas areas de formagdes florestais
menos densas e capoeiras, em terrenos bem drenados, bem como préximo aos nucleos
habitacionais devido a dispersdo ndo intencional do homem (LORENZI et al., 2004).

Os frutos do tucumad possuem grande potencial como matéria-prima para o
desenvolvimento tecnoldgico de produtos com notaveis caracteristicas organolépticas, como
por exemplo: bebidas alcodlicas, geléias, néctares, sucos, sorvetes, iogurtes e outros,
tornando-os interessantes para 0 emprego industrial e, conseqlientemente, promissores para a
exploracgdo racional da fruticultura amazonica. Além disso, a utilizagdo desses frutos podera
criar oportunidades econdmicas e gerar empregos no Polo da Agroindustria de Manaus.

Embora o tucuma seja, aparentemente, pouco exigente quanto a fertilidade do solo e
ndo apresente grandes problemas fitossanitarios, o seu plantio na propria regido amazonica é
inexpressivo. Dentre os fatores que contribuem para essa situacdo estdo, provavelmente, a
dificuldade na germinacdo das sementes, que levam até dois anos para germinar, e a

impossibilidade da propagacéo vegetativa, por ser uma planta monopodial, ou seja, apresenta
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apenas uma estirpe diferente do Astrocaryum vulgare (tucuma-do-pard), que forma touceira
(SA, 1984).

Apesar de constituir uma importante atividade econémica para a regido, a obtencao
dos frutos é feita geralmente de forma extrativista, havendo poucos plantios de A. aculeatum.
A principal forma de propagacdo dessa espécie, como de outras palmeiras, € por sementes.
Contudo, existem poucas pesquisas sobre o processo de producdo de mudas, desde a
germinacdo das sementes. Miranda et al. (2001) citam que as sementes da espécie apresentam
dorméncia, constituindo-se num problema para producdo de mudas. A dorméncia é um fator
interno da semente, de grande importancia no estudo da germinacdo, e muitas espécies da
familia Arecaceae as exibem em diferentes graus (ODETOLA, 1987).

A propagacdo do tucuma ocorre exclusivamente pela via seminifera, que em
condi¢cdes naturais pode levar de um a dois anos para germinar (LORENZI, 2004). A
propagacao via seminifera constitui-se no processo natural de disseminacao e perpetuacdo das
espécies. Em se tratando de uma forma de propagacdo sexual, as plantas frutiferas
provenientes de sementes apresentam variacfes devido a segregacao genética (HARTMANN
et al., 2002). Portanto, para solucionar os problemas decorrentes das dificuldades de
germinacdo e da desuniformidade das plantulas formadas, a propagacéo in vitro, pela cultura
de embrides, torna-se uma ferramenta de grande valia na producdo de mudas de muitas
palmeiras. A cultura de embrides in vitro tem sido usada para superar dorméncia de sementes,
em virtude da imaturidade do embrido ou da presenca de substancias inibidoras no
endosperma; estudar os aspectos nutricionais e fisioldgicos do desenvolvimento do embri&o;
testar a viabilidade de sementes; recuperar hibridos raros de cruzamentos incompativeis; e

como fonte de explantes devido a elevada totipoténcia.
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho €é estabelecer protocolos de germinacdo e

desenvolvimento in vitro de embrides zigéticos de Astrocaryum aculeatum Meyer

(Arecaceae) através da técnica de cultura de tecidos vegetais.

2.1. Objetivos especificos:

Analisar o efeito de antioxidantes nos meios de cultura, sobre o percentual de
germinacdo e sobrevivéncia dos embrides;

Analisar o efeito de diferentes meios de cultura, na fase de alongamento dos
explantes;

Analisar o efeito do &acido indolilacético (AlA), na fase de alongamento dos
explantes;

Analisar o efeito do acido naftaleno acético (ANA) na promocao do enraizamento;
Analisar os diferentes substratos, em diferentes propor¢bes, na fase de

aclimatizacdo das mudas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Distribuicéo geografica das palmeiras

A maior ocorréncia de géneros e espécies de palmeiras verifica-se nas regides tropicais
da Asia, Indonésia, Ilhas do Pacifico e Américas. Os representantes da familia Arecaceae tém
uma distribuicdo pantropical e se desenvolvem em diferentes ambientes. Os limites extremos
desta larga distribuicdo estdo representados pelos géneros Rhapidophyllum e Washingtonia a
33° N na Ameérica do Norte e Rhopalostylis a 44° 18’ S na Nova Zelandia (FERREIRA, 2001;
JOHNSON, 1997). No entanto, apesar desta grande expansdo em latitude, a grande maioria
das espécies ocorre naturalmente nas regides tropicais (JOHNSON, 1997). DOWE (1992)
estimou que somente cerca de 130 espécies ocorram de forma natural alem das latitudes
tropicais.

Nas Américas, Henderson et al. (1995) dividem a ocorréncia das palmeiras em sete
regides, sendo a Regido Amazobnica, a mais extensa de todas, com aproximadamente 6,5
milhGes de km, que inclui toda a floresta da bacia da Amazo6nia e Orinoco, como também as
Guianas. Estes autores estimam que 34 géneros e 189 espécies e variedades ocorrem nesta
regido. No Brasil, a chamada Zona dos Cocais abrange extensas regides: partindo do norte e
nordeste em direcdo ao centro, caracteriza-se pelos babacguais, carnaubais e buritizais e, em
direcdo ao oeste pelos carandazais (LORENZI et al., 1996).

O Brasil possui cerca de 30% das espécies de plantas e de animais conhecidos no
mundo, e estas estdo distribuidas em seus diferentes tipos de ecossistemas. E o pais detentor
da maior diversidade biolégica do planeta. Em meio a esta diversidade, as palmeiras estdo
entre as mais antigas plantas do planeta (CAMBION, 2001). S&o as plantas que melhor
caracterizam a flora tropical e sdo muito importantes na composic¢do do paisagismo nacional.

Estas plantas destacam-se, de forma marcante, e caracterizam a paisagem amazolnica
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(GRANVILLE, 1992). Segundo Henderson (1995), as palmeiras estdo presentes em quase
todos os tipos de vegetacéo.

Almeida (2003) afirma que, por meio do desenvolvimento de mecanismos adaptativos
eco-fisiologicos e morfoldgicos, as palmeiras conseguem habitar diversos ambientes, como
florestas densas e abertas de terra firme, varzeas e igapds, bem como caatingas, campinas,
campinaranas, savanas, campos e capoeiras. Portanto, as palmeiras, devido as suas formas de
adaptacdo, podem sobreviver nos mais diversos tipos de ambiente: mangues, savanas,
desertos, florestas tropicais e florestas periodicamente inundadas (GRANVILLE, 1992;
FERREIRA, 2001). De acordo com Henderson (1995), na regido amazénica, poucas espécies
de palmeiras tém restricGes para viver em um unico tipo de solo e cita como exemplo a
Mauritia flexuosa que ocorre em solos inundados, mas pode sobreviver em solos encharcados,
como também em solos secos. Segundo este autor, certas espécies podem ter preferéncia por
um determinado tipo especifico de solo, mas também podem ocorrer em outros tipos.

O clima da Amazbnia é constantemente quente e Umido e o fator climatico mais
importante € o regime de chuvas, considerando a quantidade anual total, a distribui¢&o sazonal
e a variacdo inter anual. De acordo com Henderson (1995) baseado em Gentry (1982), em
geral, a riqueza de espécies é mais alta em areas de maior pluviosidade, e isto também parece
ser verdadeiro para as palmeiras. No entanto, segundo este autor hd poucos dados para se
fazer qualquer correlacdo mais definida; e que embora seja encontrado um ndmero maior de
espeécies nas areas mais chuvosas da Amazonia Ocidental, a maioria destas também ocorre nas
regides secas das adjacéncias. Ainda, segundo este autor, o sistema de rios da Amazonia, com
seus diferentes tipos de aguas, também contribui para a distribuicdo das palmeiras. Um
exemplo tipico € a Leopoldinia pulchra que vive principalmente em areas inundadas por

aguas escuras (do Rio Negro e seus afluentes), mas também ocorre esporadicamente em areas
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com influéncia de aguas claras (do Rio Solimdes e seus afluentes). Isto também acontece com
algumas espécies de Bactris.

Outro fator que pode influenciar a distribuicdo das palmeiras é a topografia. Algumas
palmeiras sdo encontradas em montanhas com 200 metros de elevacgdo, confrontando com os
Andes e dessas apenas Prestoea tenuiramosa pode ser considerada endémica. Dictyocaryum
ptarianum é comum em inclinaces entre 800 e 1700 metros de elevacdo, mas também
ocorre, com pouca frequéncia, na Amazonia Ocidental, em ambientes com pouca elevacéo
(HENDERSON, 1995). Ainda, segundo este autor, Euterpe caatinga e Geonoma appuniana
sdo espécies comuns das florestas baixas e vertentes, mas também sdo encontradas nos Andes
do Equador. Outro exemplo é a Socrotea exorrhiza que ocorre em abundancia em areas
inundadas, de baixas elevacfes, e com pouca precipitacdo pluviométrica, bem como, em terra
firme, em areas com precipitacdo anual acima de 2.500 milimetros. Para este autor, a elevada
frequéncia de chuvas andinas permite a ocorréncia destas palmeiras em grandes altitudes.

Na distribuicdo das palmeiras, outro fator importante, que pode ser considerado, é a
influéncia dos povos indigenas; tendo em vista, a sua utilizacdo por estas comunidades
humanas nativas. Sob este aspecto, existe um padrdo de comportamento marcante para cada

etnia.

3.2. Classificacédo das palmeiras

As palmeiras sdo plantas monocotiledoneas, geralmente arborescentes e terrestres
pertencentes a familia Arecaceae. S&o dotadas de distintas formas, podendo apresentar estipe
solitario ou cespitoso (touceira), subterraneo (acaule) ou trepador. Podem ou nédo apresentar
espinhos, recobrindo totalmente ou de forma parcial a planta, e as folhas podem variar do tipo

inteiras a forma de pinas (KAHN, 1990).
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Esta familia é constituida por 189 géneros (UHL e DRANSFIEL, 1999) representados
por 1.500 a 2.800 espécies em todo 0 mundo (UHL e DRANSFIEL, 1987; HENDERSON et
al., 1995). A quantidade de espécies existentes no chamado Mundo Novo, ndo € totalmente
conhecida, mas as estimativas apontam para um numero bastante alto. Para Henderson et al.,
(1995) existem aproximadamente 200 géneros e 1.500 espécies de palmeiras em todo mundo,
e destas, 67 géneros e 550 espécies ocorrem naturalmente nas Ameéricas, sendo que 0S
maiores géneros sdo Chamaedorea, Bactris e Geonoma, que juntas formam um terco de todas
as palmeiras. Para Khan (1997), a familia das palmeiras compreende um pouco mais de 200
géneros e 2.800 espécies distribuidas pelo mundo. Na Amazénia, Henderson (1995)
reconhece 34 géneros e destes, oito (24%) sdo endémicos.

Uhl e Dransfield (1987), baseados em Moore (1973) classificaram as palmeiras usando
o0s aspectos morfoldgicos dos 6rgdos reprodutores e das partes vegetativas, onde dividiram a
familia em seis subfamilias, de acordo com o nivel de especializacdo, que sdo: Coryphoideae,

Calamoideae, Nypoideae, Ceroxyloideae, Arecoideae e Phytelephantoideae.

3.3. Aspectos da frutificacdo das palmeiras

Para cada espécie vegetal, a época da producdo de flores e frutos pode variar conforme
0 ano, a regido e as condicdes climéaticas. O comportamento dos individuos dentro de cada
especie, em relacdo a padronizacdo na eépoca e na duragdo da producdo faz com que algumas
espéecies apresentem sincronia. Entretanto, existem espécies, que apresentam padrdes
diferentes de producéo de flores e frutos, na mesma area de ocorréncia natural, demonstrando
assincronia (JANZEN, 1967; LIMA JUNIOR e ALENCAR, 1992; PINA-RODRIGUES e
PIRATELLI, 1993; PIRES-O’BRIEN, 1995).

As espeécies que florescem e frutificam anualmente sdo chamadas de anuais, e as que

apresentam intervalos entre os anos de producdo sdo chamadas supra-anuais. Nos tropicos, o
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tipo de periodicidade para algumas espécies € provocado principalmente pelo esgotamento de
nutrientes, uma vez que, sendo a producdo de flores e frutos intensa em um mesmo ano,
determina uma reducdo do crescimento vegetativo nesse ano, diminuindo a possibilidade de
producdo no ano seguinte (FECHNER, 1979; LIMA JUNIOR e ALENCAR, 1992;
KAGEYAMA e PINA-RODRIGUES e PIRATELLI, 1993; PIRES-O’BRIEN e O’BRIEN
1995).

O fruto é considerado como a estrutura que contém a semente e sua origem inicia-se
através da modificacdo que ocorre durante o desenvolvimento do gineceu de uma flor
(FLORES-VINDAS, 1999b) podendo ainda ser definido como o ovario amadurecido e
algumas outras estruturas agregadas que amadurecem junto como o mesmo (HARRIS e
HARRIS, 1997).

Os estudos de Murray (1973) contribuiram de forma marcante para o entendimento da
formacdo do endocarpo dos frutos de palmeiras, classificando-as em trés tipos: o primeiro é o
mais simples derivado unicamente da epiderme locular, observado em palmeiras dos
principais grupos, na época classificadas como Pseudophoenicoid, Chamaedoreoid e
Caryotoid (MOORE, 1973) que atualmente correspondem as tribos Cylospatheae,
Hyophorbeae e Caryoteae (UHL e DRANSFIEL, 1987), respectivamente. O segundo tipo se
diferencia da porcdo interna do fruto no inicio do desenvolvimento e ndo envolve a epiderme
locular; este tipo foi observado por (MURRAY, 1973) somente no fruto das palmeiras
Coryphoid atual tribo Corypheae. O terceiro tipo, e 0 mais complexo, € a epiderme locular
esclerificada, uma camada interna de feixes vasculares e o parénquima intermediario entre
estas duas faixas de tecido. Este tipo de endocarpo foi atribuido para as palmeiras Arecoid
atual tribo Areceae e Cocosoid atual Cocoeae. Este estudo, até 0 momento, é a mais completa
referéncia acerca da origem e desenvolvimento do endocarpo, cujas caracteristicas servem

para separar 0s principais grupos de palmeiras
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3.4. Morfologia dos frutos

Robertson (1976 e 1977) estudou a morfologia e desenvolvimento do fruto e semente
de jubeopsis caffra (Cocoeae sem espinho), onde a formacao do endocarpo confirmou o tipo
mais complexo descrito por Murray (1973) para uma palmeira Cocoeae, cujo endurecimento
do espesso endocarpo se da pela lignificacdo do parénquima intermediario, no sentido
basipeto, indicando quando o fruto esta, aproximadamente, com % do tamanho maximo.

Mendonca (1996) realizou estudos sobre a caracterizacdo morfoldgica de varias
espécies nativas e cultivadas no Amazonas. Trabalhos semelhantes sdo os de Mendonca e
Araujo et al. (2000), que caracterizam o fruto e a semente de Attalea maripa, e Menezes
(2000) que detalha um pouco mais o fruto, semente, germinacao e plantulas. Benarrés (2002)
detectou em Oneocarpus bacaba (Arecaceae — Euterpeinae) o mesmo tipo complexo de
endocarpo, observado por Murray (1973) para as subtribos Areceae e Cocoeae. Fernandes
(2002) observou em Mauritia flexuosa (tribo Lepidocaryeae ndo exemplificada em Murray,
1973) que o endocarpo no fruto imaturo é estruturalmente carnoso, constituindo a maior parte
do fruto, entretanto a medida que a semente cresce vai comprimindo-o até que, no fruto
maduro, torna-se praticamente imperceptivel com a estrutura de um tecido esponjoso e
delgado.

De acordo com Valio (1979), o desenvolvimento do fruto pode ser investigado,
acompanhando-se um ou mais parametros (diametro, volume, peso fresco, peso seco, etc.) de
amostras colhidas em diferentes estagios de maturacdo. Em alguns casos, pode-se medir o
diametro do mesmo fruto sem destaca-lo da planta durante toda a fase de crescimento. Nos
trés momentos do desenvolvimento das drupas, os varios componentes do fruto (paredes e
sementes) ndo se desenvolvem simultaneamente. No primeiro momento, o pericarpo e a
semente aumentam de volume e massa, atingindo praticamente o tamanho maximo; o embrido

pouco se desenvolve durante este periodo. No segundo momento, o crescimento total da drupa
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tende a ser muito reduzido, iniciando-se um rapido endurecimento do endocarpo. O que mais
se desenvolve neste momento € o embrido que, dependendo da espécie, pode atingir seu
tamanho maximo. Considera ainda este autor que, o0 terceiro momento corresponde ao
amadurecimento pleno do fruto que promove, na polpa, um aumento do volume celular e nos

espacos intercelulares.

3.5. Caracterizacdo botanica de Astrocaryum aculeatum Meyer (Arecaceae)

Esta espécie apresenta crescimento monopodial, arborescente, estipe ereto e solitario,
e mondico (CAVALCANTE, 1991). Com altura de 8 a 25 m (HENDERSON, 1995;
LORENZI, et al., 1996 e 2004). O estipe tem diametro de 12 a 40 cm , guarnecido com
espinhos negros, finos, longos e pungentes, dispostos em anéis que se adensam na metade
superior do estipe. Apresenta folhas do tipo pinadas, ascendentes, com bainha, peciolo e raque
cobertos por espinhos longos e achatados de cor negra ou castanha de até 10 cm de
comprimento; bainha e peciolo com 1,8 a 3,7 m de comprimento; raque com 1,4 a 6,4 m de
comprimento; pinas lineares, em nimero de 73 a 130 de cada lado da raque, irregularmente
arranjadas em grupos de dois a cinco pinas, dispostas em diferentes planos, as da porgéo
mediana da folha de 1,0 a 1,4 m de comprimento de quatro a seis cm de largura (LEITAO,
2008). As inflorescéncias interfoliares sdo ramificadas e eretas; pedinculo com 0,3 a 0,7 m de
comprimento; bractea peduncular, de 1,2 a 2,2 m de comprimento, inserida préximo ao apice
do peddnculo, densamente espinhosa na face inferior com espinhos negros ou castanhos
(LORENZI et al., 2004).

Cada inflorescéncia apresenta em media 432 raquilas com flores unissexuais. As flores
femininas sdo maiores e ocorrem em menor quantidade, cerca de 500 a 1.200 flores pistiladas
situadas na parte basal dos ramos da espadice, sempre ladeadas por duas masculinas e

possuem trés pétalas aderidas ao estigma. Ja as masculinas, sdo actinomorfas e
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displostémones, maiores, acontecem em maior quantidade, cerca de 190.000 a 260.000 flores
estaminadas, ocupando o restante de cada ramo. Ambas sdo de coloracdo bege e do tipo calice
(BACELAR-LIMA et al., 2006). A antese das flores femininas é vespertina, ficando viaveis
por 24 horas. As masculinas iniciam sua antese ap0s o término das femininas ficando viaveis
por apenas 6 horas. O odor é produzido nas pétalas e anteras. Os grdos de pdlen séo de
tamanho grande, medindo 62,7 a 88,0 um, e a viabilidade polinica é de 95%. Os visitantes
mais comuns sdo os coledpteros (Curculionidae e Nitidulidae) e € uma espécie alogama
(FAO, 1987; CAVALCANTE, 1991; BACELAR-LIMA et al., 2003).

Os frutos sdo drupas variando em sua forma de subglobosos, globosos a ovoides, com
medidas bastante variadas, sendo as mais comuns entre 4,5 a 6 cm de comprimento e 3,5 a 4,5
cm de didmetro; pesam de 60 a 80 g e apresentam calice e corola persistentes; o epicarpo liso
e duro possui coloracdo verde-amarelada e mede 1,0 a 1,5 mm de espessura; 0 mesocarpo
apresenta coloracdo amarelo-alaranjada, compacto, firme, fibroso, e oleaginoso de 7,0 a 8,0
mm de espessura e endocarpo pétreo, negro, consistente e lenhoso, medindo 2,0 a 5,0 mm de
espessura e apresenta trés poros, dispostos como vértices de um tridngulo, sendo que apenas
num destes acontecera a emergéncia da plantula; em geral ocorre uma semente por fruto, mas
pode apresentar duas (FAO, 1987; KAHN e MILLAN, 1992; CAVALCANTE, 1991;
MENDONCA, 1996; MIRANDA et al., 2001). As sementes globulares, oblongas e raramente
elipséides, medem cerca de 4,0 cm de didmetro e pesam 22 a 53 g; o tegumento fino possui
coloragdo pardo-castanha; o embrido é solido e mede aproximadamente 4,0 mm de
comprimento e 2,0 mm de didmetro, é reto, cilindrico e apresenta duas regides: a proximal
equivale ao limbo cotiledonar e se transformara em haustorio, durante o processo
germinativo, para absorver os nutrientes do endosperma e nutrir a plantula em formacéo; e a
regido distal, que corresponde ao peciolo cotiledonar. Durante a germinacéo, esta estrutura

sofre modificagdes, ocorrendo um alongamento e emitindo o botdo embrionario. O embrido,
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nesta regido, apresenta uma fenda em vista frontal, por onde ird ocorrer a protusdo plantular
(MENDONCA, 1996).

O padréo de dispersdo primaria da espécie consiste na chuva de sementes, geralmente
concentrada no raio de projecdo da copa (3,5 m). A dispersdo secundaria € feita por cutias
(Dasyprocta sp.) roedor de médio porte, que depositam sementes nas proximidades das
plantas, em distancias inferiores a 15 m (BACELAR e PESSONI, 2000). Raramente séo
encontrados plantios comerciais. A ocorréncia em fazendas, sitios e quintais, esta geralmente
associada a dispersdo natural e a dispersdo involuntaria feita pelo homem e, ainda, a

manutencdo de plantas jovens e adultas, mesmo em areas destinadas a pastagens.

3.6. Dorméncia

Embora o tucuma seja aparentemente pouco exigente quanto a fertilidade do solo e
ndo apresente grandes problemas fitossanitarios, o seu plantio na propria regido amazénica é
inexpressivo. Dentre os fatores que contribuem para essa situagcdo estdo, provavelmente, a
dificuldade na germinacdo das sementes, que em condi¢fes naturais, o tempo de germinacgao
pode chegar a 730 dias (SA, 1984) ou mesmo 1044 dias (KOEBERNICK, 1971).

A dorméncia das sementes de tucuma deve estar relacionada, em parte, ao endocarpo
pétreo que as envolve. Segundo Popinigis (1977), a cobertura protetora (tegumento,
endocarpo ou pericarpo) das sementes de algumas espécies pode impedir o crescimento do
embrido e a subsequente emergéncia da plantula, sendo por isso recomendado a abertura e
remocao completa dessa cobertura, visando acelerar o processo germinativo, como em Attalea
geraensis, A. phalerata, Butia archeri, B. capitata (LORENZI, 1996) e Jubaea chilensis
(LAMBREGHTS, 1996). Outro procedimento € a imersdo em agua por 1 a 7 dias, com a troca
diaria da 4gua (MEEROW, 2001), que é indicado para as sementes de Copernicia alba e

Elaeis oleifera (LORENZI, 1996). Estudos recentes tém demonstrado que € possivel reduzir
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para trés a quatro meses, o periodo de germinacéo das sementes de A. aculeatum (FERREIRA
e GENTIL, 2006), e pesquisas mostram que a posicdo da semeadura influencia na emergéncia
das plantulas de tucuma, sendo que aquelas semeadas com 0 eixo embrionario na posicdo de

90° apresentaram melhor desempenho (ELIAS et al., 2007).

3.7. Importancia econdmica

A importancia econdmica da palmeira de tucuma (Astrocaryum aculeatum) baseia-se
principalmente na exploracdo da polpa de seus frutos que pode ser consumida ao natural ou na
forma de sorvetes, suco, licor e doce. Os frutos inteiros ou a polpa em forma de laminas sdo
comercializados nas feiras, mercados, supermercados, padarias e nas principais ruas do centro
de Manaus — AM. A polpa do fruto é consumida ao natural, usada na elaboracdo de vinhos,
producdo de sorvetes, cremes e patés, e ainda como recheio de sanduiche e em tapioca,
produtos estes, muitos apreciados nos “cafés regionais” (PICANCO, 1997; KAHN e
MOUSSA, 1999; MIRANDA et al., 2001; FERREIRA e GENTIL, 2002). Deste modo, a
comercializacdo dos frutos, da polpa e de seus derivados representa uma significativa e
crescente no ambito regional (FERREIRA e GENTIL, 2002).

A polpa dos frutos de tucuma apresenta um alto valor nutritivo, principalmente devido
ao seu alto teor em lipidios e carboidratos. E uma importante fonte regional de carotendides
que pode ser usada como alternativa contra a hipovitaminose A (AMBROSIO et al. 2006). De
acordo com Marinho e Castro (2007) o tucuma (Astrocaryum aculeatum) é uma fonte
excepcional de carotenoides com atividades de pré-vitamina A, apresentando B-caroteno (92,
0 ug/g), a-caroteno (2,5 pg/g), y-caroteno (2,1 ug/g). Para estas autoras, 100g de sua polpa
pode contribuir com aproximadamente 153,4% das necessidades diarias de vitamina A (1000

Mg RE) para um homem adulto.
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Os frutos do tucumd@ possuem grande potencial como matéria-prima para o0
desenvolvimento tecnoldgico de produtos com notaveis caracteristicas organolépticas, como
por exemplo: bebidas alcoolicas, geléias, néctares, sucos, sorvetes, iogurtes e outros,
tornando-os interessantes para 0 emprego industrial e conseqlientemente, promissores para a
exploracdo racional da fruticultura amazonica. Além disso, a utilizacdo desses frutos podera

criar oportunidades econdmicas e gerar empregos no Polo da Agroindustria de Manaus.

3.8. Cultura de tecidos vegetais

A Cultura de tecidos vegetais € uma técnica com grande aplicacdo na agricultura.
Nessa técnica, pequenos fragmentos de tecidos vivos, chamados de explantes, sdo isolados de
um organismo vegetal, desinfestados e cultivados assepticamente, por periodos indefinidos
em um meio de cultura apropriado. O objetivo é obter nova planta idéntica a original, ou seja,
realizar uma clonagem vegetal que € definida como uma propagacdo assexuada de células ou
organismos de modo a obter novo individuo, mantendo-se o genétipo idéntico aquela do
ancestral comum (TORRES et al., 2000).

A cultura de tecidos vegetais é feita de um explante que é todo segmento de tecido ou
6rgdo vegetal utilizado para iniciar uma cultura in vitro. Pode ser um fragmento de folha, de
raiz, de caule ou de qualquer tecido que responda as condic¢@es de indu¢do do meio de cultura,
com vistas a regeneracdo vegetal in vitro (TORRES et al., 2000). Essa regeneracdo €
fundamental na capacidade de proliferacdo das células vegetais organizarem-se em tecidos e,
eventualmente, em plantas completas (KERBAUY, 1997, MANTELL et al., 1994). Essa
capacidade é denominada totipoténcia e considera que as células vegetais manifestam, em
momentos diferentes e sob estimulo apropriado, a potencialidade de iniciar no individuo
multicelular (TORRES et al., 2000). Teoricamente, considera-se que todas as celulas vegetais

sdo capazes de expressar sua totipoténcia. No entanto, os explantes sdo uma mistura de
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células em variados estados: fisiologico, bioguimico e de desenvolvimento. Nesse sentido,
espera-se que a exposicdo desses explantes a um ambiente in vitro estimule reacGes
diversificadas nos diferentes tipos celulares, fazendo com que somente algumas células desse
explante respondam as condi¢des de cultura in vitro, levando a célula ou um grupo de células
a responder a um estimulo indutivo visando a um processo de desenvolvimento que é

denominado de competéncia (TORRES et al., 2000).

3.9. Reguladores de crescimento

Segundo Kend e Zeevaart (1997), sem a adi¢do dos reguladores de crescimento ao
meio de cultura, ndo seria possivel o controle quase absoluto do crescimento e
desenvolvimento das plantas em cultura de tecidos vegetais, pois sdo estes componentes que
direcionam o metabolismo do explante in vitro para o processo desejado.

O conhecimento destas substancias é importante, pois todas as plantas possuem,
naturalmente, em sua composicdo algumas destas substancias quimicas cuja funcao é regular
0s processos metabolicos envolvidos no crescimento e desenvolvimento. Essas substancias
sdo ativas em concentracbes muito baixas nos tecidos e sdo conhecidas como hormonios ou
substancias de crescimento. Através deste conhecimento, desenvolveram-se as sustancias
sintéticas, denominadas reguladores de crescimento ou fitorregladores que, uma vez aplicadas
a plantas inteiras ou a segmentos de tecidos vegetais, provocam atividades fisioldgicas
similares aos hormonios (KEND e ZEEVAART, 1997).

Os principais grupos de horménios vegetais e reguladores de crescimento sdo:
auxinas; citocininas; giberilinas; etileno; acido abscisico. Sendo que as auxinas e citocininas
sdo os hormdnios mais importantes para regulacdo do crescimento e da morfogénese de
tecidos e 6rgdos. Em cada uma dessas classes, foram desenvolvidos reguladores sintéticos

com uma atividade bioldgica similar ou superior aquela dos horménios. Os efeitos dos
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reguladores de crescimento geralmente variam quanto as respostas das células, tecidos e
orgdos in vitro, de acordo com as condic¢des culturais, o tipo de explante e 0 genoétipo da
planta.

Na cultura de tecidos vegetais a presenca de reguladores de crescimento (exdgenos e
sintéticos) no meio de cultura é muito importante, mas o crescimento e a morfogénese in vitro
sdo regulados pela interacdo e balanco entre os reguladores de crescimento fornecidos na
atmosfera e os horménios produzidos internamente. Além de exercerem um efeito direto
sobre os mecanismos celulares, muitos reguladores sintéticos podem modificar o nivel de
substancias de crescimento produzidas internamente, de um modo que muitas vezes se torna
hereditario por varios subcultivos.

As auxinas sdo sustancias capazes de iniciar a divisdo celular e estdo envolvidas na
origem de meristemas, promovendo crescimento tanto ao tecido desorganizado como para
orgdos definidos. A auxina natural (AlA) foi o primeiro horménio vegetal identificado, em
1928.

As auxinas sdo muito usadas em micropropagacdo e sdo incorporadas ao meio de
cultura para promover a formacédo e crescimento de calo e de suspensdo de células ou 6rgaos,
bem como para regular a morfogénese, especialmente associadas com citocininas. O tipo e a
concentracdo de auxinas a ser adicionada ao meio de cultura irdo de pender do tipo de
crescimento ou desenvolvimento requerido, dos niveis naturais de auxinas no interior do
explante quando este € preparado, da capacidade dos tecidos cultivados de sintetizar auxina
naturalmente e da interacdo, se houver, entre a auxina sintética aplicada e as susbstancias
enddgenas naturais.

As auxinas sintéticas mais comumente usadas na cultura de tecidos vegetais sdo: 2,4-D

(&cido 2,4-diclorofenoxi acético), AIB (&cido indolutirico) e ANA (acido naftaleno-acético).
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3.10. Cultura de Embrides

No inicio do século, Hanning (1904) publicou um trabalho que representa um marco
para o estudo da fisiologia do desenvolvimento do embrido (Raghavan, 1976). Utilizando
meios de cultura contendo sais minerais, acucares e aminoacidos, Hanning foi capaz de
cultivar embrides isolados de Raphanus e Cochlearia. Desde entdo, a técnica de cultura de
embrides tem-se expandido e dado importantes contribui¢cGes em estudos basicos da fisiologia
do desenvolvimento do embrido, em programas de melhoramento genético, pela recuperacao
de hibridos de interesse de cruzamentos incompativeis, bem como para a quebra de dorméncia
de sementes, observada em algumas espécies (FERREIRA et al., 1990).

A cultura de embrido pode ser utilizada para a recuperacgdo de hibridos de cruzamentos
incompativeis, na superacdo da dorméncia e esterilidade de sementes e em estudos de
fisiologia da embriogénese. Esta tecnologia pode, por exemplo, ser o Unico meio de obter-se
descendentes de um cruzamento entre duas plantas que produzem frutos que amadurecem
muito precocemente. Neste caso, 0 embrido ndo consegue amadurecer perfeitamente,
impossibilitando a sua germinacdo na geracdo seguinte. Através da cultura de tecidos, 0s
embrides colhidos ainda bastante imaturos, sdo colocados in vitro, permitindo que 0s mesmos
alcancem seu amadurecimento fisiol6gico, os quais entdo podem gerar uma nova planta.

Diversos fatores podem afetar a eficiéncia e o sucesso da cultura de embrides. Porém,
as condicdes gerais foram testadas e determinadas por varios pesquisadores, em trabalhos
classicos, desde o inicio do século. A medida que o embrido zigotico se desenvolve ocorrem
mudancgas progressivas nas suas exigéncias nutricionais, passando de heterotrofico para
autotrofico. A distingdo entre estas duas fases se baseia na dependéncia do embrido pelas
substancias nutritivas armazenadas no endosperma. Inicialmente, o zigoto e o embrido, nas
fases subsequentes a fecundagéo, tem pouca capacidade de sintese e se utilizam das reservas

nutricionais, fitohormonios e outros metabdlitos essenciais presentes no endosperma e células
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acessorias do saco embrionario. Ainda no estadio globular o embrido continua sendo
heterotréfico. Somente a partir do estadio cordiforme final, com inicio do desenvolvimento
dos cotilédones, é que o embrido comeca a se tornar independente e autotréfico

(RAGHAVAN, 1976).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta de material

Os frutos maduros de Astrocaryum aculeatum foram coletados de plantas matrizes, em
areas de produtores rurais, localizados nos Municipios de Barreirinha, Nova Olinda do Norte
e Rio Preto da Eva, no Estado do Amazonas, seguindo critérios de producdo e aspecto
fitossanitarios, e encaminhados ao LCTV-CBA para a andlise biométrica dos furtos com
mostra a Figura 01. Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos

Vegetais (LCTV) da Coordenacdo de Produtos Naturais (CPN) do Centro de Biotecnologia da

Amazonia (CBA).
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Figura 01 — Analise biométrica de frutos de Astrocaryum aculeatum: A) Peso do fruto inteiro; B)
medidas do fruto inteiro; C) Peso do fruto sem o exocarpo; D) Medidas do fruto sem o exocarpo; E)
volume do fruto inteiro; F) Volume do fruto sem o exocarpo.
4.2. Extracgao das sementes e resgate dos embrides

Ap0s a retirada da polpa, os pirénios foram lavados em &gua corrente com o auxilio de
uma esponja com detergente neutro e colocados sobre uma bancada para secar durante 20
dias, sob temperatura de 25 °C * 2, tempo esse necessario para soltar o endosperma do
endocarpo. Em seguida, foi realizada a quebra do endocarpo, com o uso de uma morsa, para
retirada do endosperma. Esse material foi lavado com agua destilada esterilizada, em

autoclave e, deixados hidratando por 12 horas. Em seguida, com o auxilio de um formao, foi

retirada uma porgéo do endosperma contendo o embrido (Figura 02).
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Figura 02 — Procedimentos de pré assepsia dos explantes: A) Processo de retirada da casca e polpa; B)
secagem dos pirénios; C) Quebra do endocarpo; D) Detalhe da quebra do endocarpo; E) Retirada do
endosperma; F) Endosperma; G) Cortes para retirada da por¢do contendo o embrido; H) CorcGes de
endosperma contendo os embrides em fase de hidratag&o.

Apo0s a etapa de hidratacdo, as porcOes de endosperma contendo os embriGes foram
levadas a camara de fluxo laminar e mergulhados em solucdo de alcool 70% por

aproximadamente trés minutos, lavados em &gua destilada e autoclavada, posteriormente
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imersos em hipoclorito de sédio a 2% de cloro ativo e agua destilada autoclavada, na
proporcao de 1:1 por aproximadamente 15 minutos. Apds o tratamento asséptico, as porcoes
de endosperma contendo o embrido foram lavadas com agua destilada estéril por trés vezes

como mostra a Figura 03.

Figura 03 — Assepsia dos explantes em camara de fluxo laminar: A) Assepsia, em alcool 70%, das
porcdes de endosperma contendo os embrides; B) Retirada do alcool 70% com o auxilio de uma
peneira; C) Lavagem das porcGes de endosperma contendo os embrides; D) Assepsia com solucdo de
hipoclorito de sodio; E) Triplice lavagem; F) PorcGes de endosperma contendo os embrides prontos
para inoculacéo.
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4.3. Inoculacdo dos explantes
O processo de inoculagédo dos explantes foi realizado em cdmara de fluxo laminar, sob

condicdes assépticas. Os embrides zigdticos foram extraidos e inoculados em tubos de ensaio

de 50 ml, contendo 10 mL de meio de cultura (Figura 04).
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Figura 04 — Processo de inoculacdo dos embrides de Astrocaryum aculeatum; A) Sala de fluxo
laminar; B) Visdo geral da camara de fluxo laminar; C) Corte do endosperma para retirada do
embrido; D) Retirada do embrido; E) Embrido inoculado em tubo de ensaio com auxilio de uma pinca;
F) Embrido inoculado; G) Transporte dos tubos de ensaio para a sala de crescimento; G) Tubos de
ensaios com embrides inoculados depositados em cAmara de demanda biolégica de oxigénio (B.O.D.).

4.4, Efeito de antioxidantes na germinacao in vitro.

Os embriBes zigdticos extraidos foram inoculados individualmente em tubos de ensaio
de 50 mL contendo 10 mL de meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e meio Y*
(EEUWENS, 1976), os quais tém composicdes diferentes de acordo com o Tabela 01, ambos
suplementados com 30 g.L™ de sacarose e 600 mg.L™ de antibiético (Cefotaxima sédica) com
trés diferentes antioxidantes e o controle em ambos os meios de cultura, de acordo com as
seguintes concentracBes: Carvdo ativado (CA): (500, 1000, 2000 mg.L™); Acido ascérbico
(AA): (50, 100, 150 mg.L™); Polivinilpirrolidona (PVP): (200, 400, 600 mg.L™).

O pH do meio foi ajustado em 5,8 + 0,1 e solidificado com 1,8 g.L™* de phytagel antes
da autoclavagem a 121 °C por 20 minutos. O experimento foi fatorial 2 x 3 X 4 em
delineamento inteiramente casualizado com trés repeticbes e 10 embrides por repeticdo. Os
dados coletados foram porcentagem de germinacdo e oxidacdo. Apd6s a inoculacdo, 0s
embrides permaneceram em camara B.O.D. (Demanda Bioldgica de Oxigénio) no escuro por 30
dias, em temperatura de 25 + 1 °C. A avaliacdo dos embriGes quanto ao nivel de germinacio,

oxidacdo e contaminacdo destes foi realizada aos 30 dias. Apos este periodo, 0os embriGes
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foram transferidos para novos meios de cultura, com as mesmas composi¢des e mantidos em

sala de crescimento a 25 + 1°C, intensidade luminosa de 30,0 umols.m™.s™ e fotoperiodo de

16 horas por 120 dias para o completo desenvolvimento.

Sais de MS (Murashige, T. & Skoog, F., 1962)

Sais de Y3(Eeuwens, 1976)

Solucéo estoque Sal Solucdo estoque Sal
A NH4NO4 | NH4NO;
Nitrato de Amdnia Nitrato de Amdnia
B KNO; I KNO;
Nitrato de Potassio Nitrato de Potassio
MgS0,.7H,0 Il CaCl,.2H,0
Sulfato de Magnésio Cloreto de Célcio
MnS0,.4H,0 MgS0,.7H,0
Sulfato de Manganés v Sulfato de Magnésio
C ZnS0,.7H,0O KH,PO,
Sulfato de Zinco Fosfato de Potassio
CuS0,4.5H,0 C10H14N,0gNa,.2H,0
Sulfato de Cobre V Ac.
Etilenodiaminotetraacético
CoCl,.6H,0 FeS0,.7H,0
Cloreto de Cobalto Sulfato Ferroso
D CaCl,.2H,0 H3;BO;
Cloreto de Calcio Acido Bérico
H3;BO; MnSO,.4H,0
Acido Bérico Sulfato de Manganés
KH,PO, ZnS0,.7H,0O
E Fosfato de Potassio Vi Sulfato de Zinco
Kl Na,M00,.2H,0
lodeto de Potassio Molibdato de Sédio
Na,Mo00.,.2H,0 COC|26H20
Molibdato de Sodio Cloreto de Cobalto
C10H14N208Na2.2H20 CUSO45H20
Ac. Sulfato de Cobre
F Etilenodiaminotetraacético
FeSO,.7H,0 C6H1106
Sulfato Ferroso Mio - Inositol
G C21H18C12N4OS.H20 C21H18C12N4OS.HQO
Tiamina Tiamina
H CeH1105 CsH11NO3
Mio - Inositol \l Piridoxina
I C6H11N03 C6H5NOQ
Piridoxina Ac. Nicotinico
J CeHsNO, Ac. Pantoténico
Ac. Nicotinico
K Glicina Biotina
Glicina

Tabela 01 - Composigéo dos Sais de MS (Murashige, T. & Skoog, F., 1962) e sais de Y* (Eeuwens,

1976).
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4.5. Alongamento dos explantes de Astrocaryum aculeatum in vitro

Os embrides com 30 dias de inoculacdo, ja germinados, foram transferidos para os
meios de cultura semi sélidos MS e Y3, acrescido do regulador de crescimento nas
concentracdes de 0,0 mg.L™ e 2,0 mg.L™ de 4cido indolilacético (AIA), contendo 1,5 g.L™ de
carvao ativado e 1,8 g/L de phytagel. O pH foi ajustado para 5,8, antes da inclusdo do
phytagel. O meio de cultura foi distribuido em tubos de ensaios de 50 mL, os quais receberam
10 mL de meio e, em seguida foram esterilizados em autoclave com pressdo de 1,3 atm. e
temperatura de 120° C, por 20 minutos. Os experimentos foram conduzidos num fatorial 2 x 2
em delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticdes e 10 plantulas por repeticéo.
Os mesmos permaneceram em sala de crescimento com temperatura ajustada em 25 + 1°C,
intensidade luminosa de 30,0 umols.m™.s™ e fotoperiodo de 16 horas por periodo de 60 dias,

o0 dado avaliado foi altura das plantulas.

4.6. Enraizamento das plantulas de Astrocaryum aculeatum in vitro

O material vegetal utilizado no experimento foi constituido de plantulas néo
enraizadas dos experimentos anteriores, provenientes do material vegetal ja em fase final de
alongamento no LCTV-CBA. O meio de cultura utilizado foi MS, com as concentra¢fes dos
sais e vitaminas reduzidas & 1/3 e 1,8 g.L™* de phytagel, acrescido das concentracées de &cido
naftaleno acético (ANA) (0,0; 2,5; 5,0; 10,0 mg.L™). O pH foi ajustado para 5,8, antes da
inclusdo do phytagel. O meio foi distribuido em tubos de ensaios de 50 mL, os quais
receberam 10 mL de meio de , em seguida foram esterilizados em autoclave com pressao de
1,3 atm. e temperatura de 120 °C, por 20 minutos. Os experimentos foram conduzidos em
delineamento inteiramente casualizado com quatro repeti¢des e 10 plantulas por repeticdo. Os

dados analisados foram a porcentagem de plantulas enraizadas e numero de raiz por planta, 0s
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mesmos ficaram em sala de crescimento com temperatura ajustada em 25 + 1°C, intensidade

luminosa de 30,0 umols.m™.s™ e fotoperiodo de 16 horas por 30 dias.

4.7. Aclimatizacao de plantulas de Astrocaryum aculeatum

Foram utilizadas mudas de Astrocaryum aculeatum Meyer Arecaceae, propagadas por cultura
de embrido que estavam em meio MS sem reguladores de crescimento. A figura 05 mostra as
mudas selecionadas por altura (média de 9,25 cm), as quais foram lavadas para retirada do
excesso de meio de cultura e plantadas em tubetes de 120 cm® contendo os substratos e
mantidas em casa de vegetacdo com nebulizacdo intermitente. Os substratos utilizados foram
areia, fibra de coco GOLDEN MIX da AMAFIBRA que é um substrato formulado a partir de
100% Fibra de Coco, de textura fina, indicado principalmente para formacdo de mudas em
bandejas e tubetes, Vivatto® é um substrato para plantas que possui caracteristicas e
propriedades fisico-quimicas balanceadas e adequadas para um excelente desenvolvimento
das mudas, combinacédo fibra de coco x areia, fibra de coco x Vivatto®, areia x Vivatto® e

areia x fibra de coco x Vivatto®, todos nas mesmas proporgoes.

Figura 05 — Processo de sele¢do de mudas para aclimatizacdo: A) Vista geral; B) Plantula selecionada
para aclimatizacéo.
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 7
tratamentos, 3 repeticdes e 5 plantas por parcela (15 plantas por tratamento), totalizando
105 plantas. As avaliacGes foram feitas 60 dias ap6s o plantio das mudas, quantificando-se 0s

seguintes dados: altura da planta e numero de folhas.

4.8. Analise Estatistica

O efeito de diferentes antioxidantes sobre a germinacéao e o desenvolvimento da planta
guanto ao percentual de oxidacdo, contaminacdo e germinacdo, taxa de alongamento das
plantas foram avaliado por andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey-Kramer, ao nivel de significancia 5%. Estas analises foram efetuadas
utilizando-se o Graph Pad in Stat, versdo 3,01. Na anélise das porcentagens de enraizamento,
sera usado o teste de diferenca entre porcentagens ao nivel de 5% de significancia utilizando-

se o Software Statistica for Windows TM, versdo 5.0.
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S. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.  Efeito de antioxidantes na germinag&o in vitro.

Pode-se observar que houve diferenca significativa nas taxas de germinagdo e
oxidagdo em todos os antioxidantes testados, nos meio de cultura, ao passo que a germinacgéo
dos embrides de tucuma in vitro em meio MS, apresentou indice médio de 84,00%, resultado
superior ao obtido utilizando o meio Y3, que apresentou 58,67% de germinac&o. O resumo das
andlises de variancia obtido para oxidacdo, contaminacdo e germinagdo dos embribes de

Astrocaryum aculeatum encontra-se na Tabela 02.

Tratamentos Germinacao (%) Oxidacéo (%) Contaminacao (%)
(mg.L™Y) MS Y3 MS Y3 MS Y3
Controle 86,67 66,67 0,00 20,00 13,33 13,33
AA (50) 80,00 33,33 13,33 60,00 6,67 6,67
AA (100) 93,33 40,00 0,00 46,67 6,67 13,33
AA (150) 86,67 66,67 13,33 6,67 0,00 26,67
CV (500) 86,67 93,33 0,00 0,00 13,33 6,67
CV (1000) 80,00 60,00 13,33 40,00 6,67 0,00
CV (2000) 86,67 80,00 0,00 20,00 13,33 0,00
PVP (200) 73,33 66,67 6,67 33,33 20,00 0,00
PVP (400) 80,00 53,33 13,33 26,67 6,67 20,00
PVP (600) 86,67 26,67 6,67 73,33 6,67 0,00
Média 84,00 58,67 6,67 32,67 9,33 8,67

Tabela 02 — Indices de germinacéo, oxidacdo e contaminacdo de embrides maduros de Astrocaryum
aculeatum, ap6s 60 dias de inoculacdo, em meio MS e Y® com diferentes concentracdes de
antioxidantes.

O meio MS (controle) e o suplementado com 100 mg.L™ de acido ascérbico, foram os
que levaram as maiores taxas de germinacdo, com indices de 86,67 e 93,33% de germinagéo,
respectivamente. Ambos os resultados foram significativamente superiores a taxa de 73,33%
alcancada com 200 mg.L™ de PVP que levou ao indice mais abaixo (Grafico 01). J4 entre os

meios de cultura Y? testados, o que apresentou 0 melhor resultado foi o meio suplementado
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com 500 mg.L™ carvido ativado com indice de 93,33% de germinacdo, significativamente

superior aos 26,67% alcancado com a utilizacdo do meio Y* acrescido de 600 mg.L™ de PV/P.

120

100 93,33 333 6,67
80,00 80,00

86,67 86,67 86,6971 8 86,67
80,00 80,00 1333
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Gréafico 01 — Germinacdo de embrides maduros de tucuma in vitro em funcdo de diferentes
antioxidantes.
*Concentragdo em mg.L™,

Estes resultados mostram que é desnecessario o uso de antioxidantes para 0 meio MS,
pois o indice de oxidacdo do MS controle foi nulo, combinado com o segundo indice de
germinacdo (Grafico 02). J4 para o meio Y* recomenda-se o uso de carvdo ativado na
dosagem de 500 mg.L™ pois ndo apresentou oxidacdo e uma germinagdo de 93,33%, bem
superior ao Y? controle com uma oxidacdo de 20,00%, e germinagdo de 66,67%. Com esses
dados fica evidenciada a importancia dos antioxidantes no controle da oxidacdo no embrido
de tucum4, pois o meio Y* controle apresentou alto indice de oxidagéo. Juntamente com o
4cido ascorbico na dosagem de 50 mg.L™ (60,00% de oxidac&o) e o PVP na dosagem de 600
mg.L™ (73,33%), o antibidtico utilizado promoveu a sintese de compostos fenélicos e os
niveis mais elevados foram detectados no tratamento com meio Y?, apresentando maior

percentual de oxidagdo como mostra a Tabela 2.
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Gréfico 02 — Oxidacéo de embrides maduros de tucumd in vitro em funcédo de diferentes antioxidantes.
*Concentragio em mg.L™,

Os antioxidantes quimicos notadamente utilizados em diversos protocolos sdo: carvao
ativado, &cido ascorbico e PVP (GEORGE, 1996). Para as palméaceas, o mais utilizado no
inicio dos trabalhos com a cultura de tecidos foi o carvéo ativado em diferentes concentracdes
de até 2% (DE GUZMAN E MANUEL, 1975; TISSERAT, 1979; PARANJOTHY e
OTHAMAN, 1982; ASHUBURNER et al., 1995). No entanto, mediante pesquisas efetuadas
utilizando &cido ascorbico e PVP, acrescido ao meio, verificaram-se excelentes resultados no
controle da oxidacdo em palmeiras usando-se o acido ascorbico, e resultados ndo muito
promissores para o uso do PVP (TISSERAT, 1979; GEORGE, 1996).

Estes resultados foram superiores aos obtidos por Nazéario e Ferreira (2010) em
sistema de embebicdo de sementes, com emergéncia de 32%, em média, para sementes
embebidas em relacdo as sementes da testemunha (21%). Também sdo superiores aos 73,00%
de emergéncia verificados por Ferreira et al., (2010) com sementes de tucuma embebidas e
semeadas em serragem com sombreamento de 50%. Em outro trabalho Ferreira e Gentil
(2006), tanto para as sementes embebidas quanto para as ndo embebidas, os valores de
germinacdo, 70% e 58%, respectivamente. Os resultados deste experimento sdo semelhante

aos resultados obtidos por Ramos (2008), o qual obteve uma germinagdo entre 60,00% e



45

85,00%. Vale salientar que no presente trabalho o critério de controle de umidade da semente
foi extremamente rigoroso, assim como no experimento realizado por Ramos (2008). Nesse
processo as sementes antes da excisdo dos embrides, passaram por um periodo de secagem em
sala com sistema de ar condicionado, com temperatura ajustada em 25° C, por 20 dias.
Provavelmente esse fator (tempo de secagem da semente) influenciou de forma positiva para a
germinacdo media de 84,0% em meio MS. Resultado bem superior ao obtido no primeiro

experimento, o qual o periodo de secagem foi mais longo: (30 dias).

5.2.  Alongamento de plantulas de tucuma in vitro

Foram avaliadas 160 plantulas desenvolvidas em meio MS, Y* e acrescidos do
regulador de crescimento &cido indolilacético, com relacdo a altura , apos periodo de 60 dias.
A anélise de variancia demonstrou que 0 meio MS suplementado com 2,0 mg.L™ de AIA,
respondeu melhor em relacdo aos demais tratamentos utilizados (Grafico 03). O mesmo
apresentou incremento médio de 6,18 cm de altura das plantas, ou seja, significativamente
superior aos incrementos apresentados pelo meio Y* suplementado com 2,0 mg.L™ de AIA
(3,53 cm de altura), também superior aos resultados obtidos pelo MS e Y sem regulador de
crescimento, com incremento médio de 2,5 e 2,55 c¢cm de altura, respectivamente, como

mostra a Figura 06.
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MS-0 Y3-0 MS (2,0 mg.L-1 de AIA) Y3 (2,0 mg.L-1 de AIA)

Gréfico 03 — Incremento em altura (cm) de plantulas de tucuma in vitro em funcdo da concentragédo de
AlA.

Hu e Ferreira (1998) relatam que embrides excisados no estadio maduro ou préximo a
este, podem germinar e crescer num meio inorganico, e os reguladores de crescimento
tornam-se dispensaveis. Todos os explantes obtiveram percentual de diferenciacdo de 100%
da parte aérea, indiferentemente do meio de cultura utilizado com ou sem o meio acrescido de
AlA. Ja o percentual o formacdo de raiz priméaria nao foi significativo. Dificuldades no
enraizamento das plantulas de coqueiro foram observadas desde o inicio do desenvolvimento
da técnica (REYNOLDS, 1982). Em experimento in vitro conduzido com embrido de Zizania
aquatica L., também foi observado que o crescimento em cultura foi caracterizado pelo
desenvolvimento precoce da parte aérea e crescimento minimo da raiz primaria (CROCKER e
BARTON, 1957). A necessidade de uma fase de enraizamento com ANA para plantulas de
tucuma cultivados in vitro foi confirmada neste estudo, o que concorda com os dados de Melo
(2000) para plantulas da guarirobeira (Syagrus oleracea (Mart.) Becc.), as quais plantulas néo

formaram raiz fasciculada na auséncia de reguladores de crescimento.
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Figura 06 — Incremento em altura de plantulas de tucuma in vitro em funcdo da concentracdo de AlA,
apos 60 dias.

5.3.  Enraizamento de plantulas de tucuma in vitro

A andlise de variancia demonstrou que para as variaveis: (percentual de plantulas
enraizadas e nimero de raiz por planta), o0 meio MS com as vitaminas reduzidas 1/3,
suplementado com 5,0 mg.L™* de ANA, respondeu melhor em relacéo aos demais tratamentos
utilizados (Gréafico 04). O mesmo apresentou percentual de plantas enraizadas de 82,5%,
estatisticamente semelhante aos 75% obtidos como o meio suplementado com 10,0 mg.L™ de
ANA. Ambos superiores estatisticamente aos 25% de enraizamento alcancado com meio MS

e 57,5% do meio MS suplementado com 2,5 mg.L™ de ANA, evidenciado na Figura 07.
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Grafico 04 — Percentual de plantulas de tucuma enraizadas in vitro, em funcdo da concentracdo de
ANA.

Quanto & variavel nimero de raiz, a analise de variancia demonstrou que o meio MS
suplementado com 10,0 mg.L™ de ANA, apresentou o melhor resultado, com indice médio de
9,08 raizes por planta, estatisticamente superior aos demais tratamentos, como mostra o

Gréfico 05.
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Grafico 05 — Numero médio de raizes por plantulas de tucuma in vitro, em funcdo da concentracédo de
ANA.
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Figura 07- Enraizamento de plantulas de tucuma in vitro em funcéo da concentragdo de ANA, ap6s 30
dias.

Os resultados obtidos no presente trabalho s&o superiores aos resultados que Santana e
Teixeira (2004) obtiveram em processo de enraizamento de plantulas de Cocos nucifera. O
trabalho dos mesmos, ap6s 30 dias de cultivo dos explantes em meio de cultura Y?*
suplementados com 10,0 mg.L™ de ANA, apresentou indice médio de 5,67 raizes por planta.
Assim como no trabalho de Costa e Aloufa (2007), com tamareira, onde a emissdo da radicula
s6 foi observada aos 60 dias no tratamento sem fitorreguladores e nas combinacées 0,1 mg.L™
de AIA + 10 mg.L™ de BAP € 0,2 mg.L™ de AIA + 20 mg L™ de BAP. N&o houve a formagéo
de raizes secundarias em nenhum dos tratamentos. Apenas as plantulas do meio controle
apresentavam raiz primaria normal, sendo todas as dos demais tratamentos, atrofiadas ou, em
alguns casos, inexistentes, caracterizando plantulas anormais.

Esta dificuldade é um problema que compromete a cultura do embrido zigético de

palmeiras e a sobrevivéncia das plantulas na fase de aclimatizacdo, porque as plantulas podem



50

desenvolver um deficiente sistema radicular ou mesmo nenhuma raiz (VERDEIL et al.,
1997). A necessidade de uma fase de enraizamento com ANA para plantulas de Astrocaryum
aculetaum cultivados in vitro foi confirmada neste estudo, o que concorda com os dados de
Melo (2000) para plantulas da guarirobeira (Syagrus oleracea (Mart.) Becc.), as quais
plantulas ndo formaram raiz fasciculada na auséncia de reguladores de crescimento. A
utilizacdo de ANA na concentracdo de 0.1 mg.L™ no meio de cultura foi necessaria para
promover o0 enraizamento adequado dessa palmeira, uma concentracdo bem inferior a

necessaria para enraizamento de plantulas de tucuma.

5.4. Aclimatizacdo de plantulas de Astrocaryum aculeatum propagadas in vitro

Na fase de aclimatizacdo, ndo houve diferenca significativa entre os substratos
avaliados, quanto a porcentagem de sobrevivéncia aos 60 dias, apds a transferéncia das
plantulas para casa de vegetacdo. A areia lavada combinada com fibra de coco e Vivato®
proporcionou maior sobrevivéncia (55,56%) de plantulas regeneradas em condicGes de casa
de vegetacdo (Gréafico 06). Resultado este proximo aos obtidos por Lédo et al. (2007) que
utilizou areia lavada combinada com po de casca de coco seco que proporcionou
sobrevivéncia de 58,33% na aclimatizacdo de plantulas de coco. Estes resultados foram bem
superiores aos obtidos por Samosir et al. (1998), que alcancaram apenas 30% de
sobrevivéncia de plantulas de coqueiro regeneradas in vitro. Em estudo comparativo de trés
protocolos de cultura de embrides de coqueiro, Capote et al. (2002) observou baixa

sobrevivéncia de plantulas em areia esterilizada, que foi de 5,25 a 31,4%.
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Gréfico 6 — Percentual de sobrevivéncia de Astrocaryum aculeatum no processo de aclimatizag&o.

Quanto ao incremento da parte aérea das plantulas, o substrato comercial Vivatto®
levou ao indice médio de 10,25 cm, ndo se diferenciando estatisticamente em relacéo a areia,
da combinacdo de fibra de coco com Vivato® na proporcao de 1:1 e da combinacéo de areia,
fibra de coco e Vivatto® nas mesmas propor¢des, com indices médios de 9,25; 7,25 e 8,25
cm, respectivamente. Os resultados apresentados mostraram-se estatisticamente superiores

aos demais tratamentos, como mostra o Grafico 07.
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Gréfico 7 — Incremento em altura de plantulas de Astrocaryum aculeatum, ap6s 60 dias, em processo
de aclimatizacéo.
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Pode-se observar que para variavel avaliada, numero de folhas novas, o substrato
Vivatto® mostrou-se mais eficiente que os demais tratamentos utilizados (Grafico 08). O
mesmo apresentou incremento medio de 05 novas folhas por plantas, ou seja,
significativamente superior aos incrementos apresentados pelo substrato areia combinado com
fibra de coco, também superior aos resultados obtidos pela combinacdo de fibra de coco e
Vivatto®, com incremento médio de 02 novas folhas como mostra a Figura 08. A
superioridade do substrato Vivatto® é, provavelmente, devido a adubacdo de arranque contida
neste substrato ter influenciado no desenvolvimento da parte aérea, uma vez que as folhas
tiveram mais suprimento para seu desenvolvimento, o que ndo foi fornecido nos outros
substratos, como a areia e fibra de coco que sdo considerados substratos inertes, ou seja, com

niveis nutricionais ndo significativos.

Novos trabalhos devem ser realizados no sentido de avaliar a viabilidade econdmica
da utilizacdo de substratos e adubacdo, pois no presente trabalho a areia, que € um substrato

inerte, também levou a um bom desenvolvimento da parte aérea.

N¢ de folhas novas
N w H (6} (o))

[N

o

Areia Fibra de coco Vivato® Areia e Fibra Areia e Fibra de coco Areia, fibra de
de coco Vivato® e Vivato® coco e vivato®

H N2 de Folhas

Gréfico 8 — Incremento em numero de folhas de plantulas de Astrocaryum aculeatum, apos 60 dias,
em processo de aclimatizagéo.
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Figura 08- Plantas de tucumd aclimatizada em casa de vegetagdo com sistema de nebulizacdo
intermitente, apds 60 dias.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos pelo presente trabalho permitem concluir que:

Na fase de germinagdo in vitro de embrides zigoticos maduros de Astrocaryum
aculeatum, quando utilizado 0 meio MS, néo se faz necessario 0 uso de antioxidantes.
Mas com a utilizacdo do meio Y°, se faz necessario o uso de carvdo ativado na
concentracdo de 500 mg.L™. . Sendo que o meio de cultura comumente usado no
cultivo in vitro de palmeiras é o Y3, por tanto o resultado deste trabalho foi
significativo, pois 0 meio de cultura MS é também, economicamente mais viavel
assim reduzindo os custos de producdo de mudas in vitro de Astrocaryum aculeatum.
A germinacdo in vitro de embribes zigdticos de Astrocaryum aculeatum mostrou-se
uma técnica eficiente, acelerando em 90 dias a germinacdo com um percentual de
germinacao de até 93,33%.

Na fase de alongamento dos explantes, os melhores resultados foram apresentados em
meio MS suplementado com 2,0 mg.L™ de AIA (com incremento de 6,18 cm);

Para a promogdo de enraizamento o meio MS suplementado com 10,0 mg.L™ de
ANA, apresentou os melhores resultados em nimero de raiz por planta (9,0 raizes em
média);

Na fase de aclimatizacdo, o substrato comercial Vivato®, apresentou 0 maior
incremento em relacdo a altura da planta (10,25 cm) e, em namero de folhas (5,0

folhas).
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