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RESUMO

Os acaizeiros, Euterpe precatoria e Euterpe oleracea, sdo espécies da familia Arecaceae,
distribuidas por toda a regido Amazbnica. Essas palmeiras possuem grande valor
socioecondmico nas regides de ocorréncia e sdo usadas para diferentes finalidades, como na
alimentacdo, cosméticos, Gleos e fibras. A caracterizacdo do seu germoplasma quanto a
fenologia, viabilidade polinica e o estabelecimento de plantulas permitird o avanco de
programas de melhoramento em Euterpe. Os objetivos do trabalho foram estudar os eventos
fenoldgicos e a viabilidade polinica de E. precatoria; a emergéncia de plantulas e o conteudo
de DNA de E. precatoria, E. oleracea e seus hibridos interespecificos. Os eventos
fenoldgicos de E. precatoria foram acompanhados em 20 gendtipos em um periodo de 12
meses. Para o estudo da viabilidade polinica, foi coletado pdlen em inflorescéncias de
individuos de E. precatoria da area da Estacdo Experimental da Embrapa Amazbnia
Ocidental em Manaus. Foi determinado o meio de cultura ideal para a germinagéo dos graos
de polen e avaliada a porcentagem de germinacdo. Foram testados também trés solugdes de
corante para determinar a viabilidade polinica: Tetrazdlio (0,1%), Cotton Blue (0,05 %) e
Azul de Tripan (0,2 %) e foi avaliada a viabilidade do po6len por 180 dias. A emergéncia de
plantulas e o conteddo de DNA nuclear de E. precatoria e E. oleracea e de seus hibridos
interespecificos também foram avaliados. A floracéo foi verificada em todos os meses, com
pico ocorrendo nos meses de agosto a dezembro. O periodo de frutificacdo foi registrado em
todo o periodo de avaliagdo, sendo mais intensa entre setembro a maio. A maior porcentagem
de germinacéo do polen ocorreu no meio de cultura com 100 g L™* de sacarose e 300 mg L™t
de Ca (NO3), 4H,0. Com o uso dos trés corantes, os valores médios de pélen viaveis foram
considerados altos (acima de 70%), facilitando o uso dos métodos de coloracdo no
melhoramento genético da espécie. Os graos de pélen armazenados, na geladeira (5 °C), no
freezer (-20 °C) e no ultrafreezer (-80 °C), permaneceram viaveis até os 180 dias avaliados.
Observou-se que as plantulas de E. oleracea apresentaram Indice de Velocidade de
Emergéncia (IVE) variando de 2,14 a 3,18, em comparacao as de E. precatoria que variaram
de 0,62 a 1,03 e as dos hibridos interespecificos que apresentaram IVE intermediario, entre
0,74 a 1,80. De maneira geral, o contetdo médio de DNA de E. precatoria, E. oleracea e
dos hibridos interespecificos foram de 7,52 pg, 6,17 pg e 6,95 pg, respectivamente. A melhor

época para coleta do pélen de E. precatoria € entre agosto a dezembro. O pdlen dessa espécie



apresenta alta viabilidade (acima de 70%), mesmo quando armazenado por 180 dias e

permite hibridacdo artificial para cruzamentos controlados.

Palavra-chave: Acai, biologia floral, hibridacdo, floracdo, melhoramento genético,

semente.



ABSTRACT

Acaizeiros, Euterpe precatoria and Euterpe oleracea, are species of the Arecaceae family,
distributed throughout the Amazon region. These palms have great socioeconomic value in
the regions where they occur and are used for different purposes, such as food, cosmetics,
oils and fibers. The characterization of its germplasm in terms of phenology, pollen viability
and the establishment of seedlings will allow the advancement of breeding programs in
Euterpe. The objectives of the research were to study the phenological events and the pollen
viability of E. precatoria; the emergence of seedlings and the DNA content of E. precatoria,
E. oleracea and their interspecific hybrids. The phenological events of E. precatoria were
followed in 20 genotypes over a period of 12 months. For the study of pollen viability, pollen
was collected in inflorescences from individuals of E. precatoria from the Experimental
Station of Embrapa Amazonia Ocidental in Manaus. The ideal culture medium for the
germination of pollen grains was determined and the percentage of germination was
evaluated. Three dye solutions were also tested to determine pollen viability: Tetrazolium
(0.1%), Cotton Blue (0.05%) and Trypan Blue (0.2%) and pollen viability was evaluated for
180 days. Seedling emergence and nuclear DNA content of E. precatoria and E. oleracea
and their interspecific hybrids were also evaluated. Flowering was verified every month,
with the peak occurring fom August to December. The fruiting period was recorded
throughout the evaluation period, being more intense between September and May. The
highest percentage of pollen germination occurred in the culture medium with 100 g L™* of
sucrose and 300 mg L™t of Ca (NOs) , 4H,0. With the use of the three dyes, the average
viable pollen values were considered high (above 70%), facilitating the use of staining
methods in the genetic improvement of the species. The pollen grains stored in the
refrigerator (5°C), in the freezer (-20°C) and in the ultrafreezer (-80°C), remained viable
until the 180 days were evaluated. It was observed that the seedlings of E. oleracea showed
an Emergency Speed Index (ESI) ranging from 2.14 to 3.18, compared to E. precatoria that
ranged from 0.62 to 1.03 and to interspecific hybrids that presented intermediate ESI,
between 0.74 to 1.80. In general, the average DNA content of E. precatoria, E. oleracea and
the interspecific hybrids were 7.52 pg, 6.17 pg and 6.95 pg, respectively. The best time to
collect pollen from E. precatoria is between August and December. The pollen of this
species has high viability (above 70%), even when stored for 180 days allowing for artificial

hybridization for controlled crosses.
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1 INTRODUCAO

A familia Arecaceae possui cerca de 2.600 espécies reunidas em mais de 240 géneros
das palmeiras (LORENZI et al., 2004), ocupando quase todos os habitats (HENDERSON et
al., 1995). O Brasil apresenta grande diversidade de palmeiras, sendo registradas mais de
200 espécies e 39 géneros (HENDERSON; SCARIOT, 1993).

O género Euterpe Mart. contém sete espécies distribuidas na América do Sul e
Central, das quais cinco sdo encontradas no Brasil (HENDERSON; GALEANO, 1995). As
espécies Euterpe edulis Mart., Euterpe oleracea Mart. e Euterpe. precatoria Mart., devido
a alta demanda e valor de mercado no setor da alimentacao, sdo consideradas como as mais
importantes do género (CASTRO, 1992).

E. oleraceae ocorre espontaneamente, nos Estados do Amapa, Maranhdo, Para
(CALZAVARA, 1972) e a E. precatoria tem maior ocorréncia nos estados do Acre,
Amazonas, Rondo6nia e Para (HENDERSON, 1995). As principais utilidades de importancia
econdmica dessas duas palmeiras sdo como alimento, pelo consumo da polpa do fruto e do
palmito e o uso do estipes e folhas para construgdes rusticas (CALZAVARA, 1972). O suco
ou “vinho” extraido da polpa do fruto ¢ comum no habito alimentar da populagdo na regido
norte, é rico em proteinas, lipidios, fibras, vitamina E e elevado teor de antocianinas, sendo
considerado como um excelente energético (PAGLIARUSSI, 2010). A expansdo da
demanda de acai no mercado nacional e internacional e 0 bom preco de mercado promoveu
0 aumentou da pressdo no extrativismo do fruto e o interesse dos agricultores da regido norte
para o cultivo (HOMMA, 2006).

Com a expansao dos cultivos comerciais surgiu a demanda por tecnologias que
proporcionem maior produtividade e qualidade de frutos e que assegurassem retorno
econdmicos e segurancga aos investimentos realizados pelos produtores. Neste contexto,
cultivares com alta produtividade e qualidade de fruto, resisténcia a pragas e doencas, bem
como, praticas de manejos que permitam explorar o potencial genético do germoplasma das
espécies, deverdo proporcionar melhor lucratividade e menor risco para o produtor. Apesar
da importancia econdmica da cadeia produtiva do acai e da ampla variabilidade genética
disponivel nas populacdes nativas, existem apenas duas cultivares da espécie E. oleracea e
ainda ndo existem cultivares de E. precatoria disponivel para os agricultores.

Estudos demostraram que as espécies E. oleraceae (OLIVEIRA et al., 2000) e E.
precatoria (RAMOS et al.,, 2019), sdo preferencialmente alégamas. Devido a isso
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normalmente apresentam grande variagcdo para os mais diversos caracteres de interesse,
como precocidade, produtividade de frutos, rendimento de polpa e época de producéo. Estas
caracteristicas proporcionam grandes desafios para futuros programas de melhoramento
genético dessas culturas.

O melhoramento genético explora diferentes estratégias de selecdo, a escolha
depende de caracteristicas do sistema de producdo da espécie e do controle genético dos
caracteres de interesse. O conhecimento sobre a biologia floral € essencial para dar subsidio
ao melhoramento genético, manejo e domesticacdo da espécie, além de explicar as relacGes
existentes entre as plantas e 0 ambiente em que vivem e por contribuir na interpretacdo de
mecanismos relacionados a polinizacdo (OLIVEIRA, et al., 2003). Diversas estratégias de
melhoramento genético utilizam a hibridacdo controlada de individuos selecionados para o
avanco de geracdes e obter ganhos genéticos, em alguns casos, é necessaria até mesmo para
a autopolinizacdo. A hibridacdo controlada depende de procedimentos que garantam a
legitimidade dos cruzamentos, ou seja, que as sementes produzidas sdao do cruzamento
desejado. A legitimidade do cruzamento depende de procedimentos de isolamento de
inflorescéncias, coleta e armazenamento de pdlen e da polinizacdo em momento adequado.
E essencial conhecer o florescimento da espécie, como conservar o polen para manter sua
viabilidade até 0 momento de uso e também conhecer métodos que permitam analisar a
viabilidade do pélen antes do uso (BIONDO; BATTISTIN, 2001; ALEXANDER, 2019).

Pesquisas sobre conservacao e viabilidade de graos de pélen em palmeiras vem sendo
realizadas para dar suporte a realizagdo de cruzamentos controlados, tanto intra como
interespecificos (LEDO, et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2001; SOUSA et al., 2010). A
viabilidade do polen é influenciada pela temperatura de armazenamento, umidade relativa
do ar, umidade do polen, fatores geneticos e fisiologicos (GANESHAN et al., 2008;
FONSECA, 2005; WESTGATE, 2005; ARONNE et al., 2006). De maneira geral, os grédos
de polen da maioria das espécies permanecem viaveis por mais tempo em baixa temperatura.

Na literatura alguns trabalhos foram feitos para avaliar a viabilidade polinica do
género Euterpe, entretanto, para E. precatoria ainda é insuficiente para um melhor
entendimento da viabilidade de seu pdlen. Algumas pesquisas ja demonstraram a presenca
de alta viabilidade dos gréos de pdlen em individuos de acaizeiro (OLIVEIRA et al., 2010),
contudo, acredita-se que ocorram variabilidade nos caracteres relacionados a viabilidade
polinica, variando genoétipos e condicdes ambientais, devendo este aspecto ser melhor
abordado. Além disso, informacdes sobre o periodo ideal de coleta de polen e tempo de

armazenamento, aliado aos conhecimentos sobre eventos fenoldgicos relacionados a
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floracdo e frutificacdo em E. precatoria, oferecerdo maiores subsidios para futuros trabalhos
de hibridacdo na espécie.

O sucesso no estabelecimento de plantios de uma espécie deve-se ao fato de suas
sementes germinarem de forma rapida e uniforme, dentre os principais fatores requeridos
para a germinacdo das sementes, agua, luz e temperatura sdo vitais (BORGES, 2003). Apesar
da elevada importancia econémica, do ponto de vista cientifico, ainda existem muitas
lacunas sobre o conhecimento das espécies E. oleracea e E. precatoria, principalmente sobre
os seus hibridos interespecificos. Uma dessas lacunas, sdo as limitadas informag6es sobre a
germinacdo, emergéncia e o desenvolvimento das plantas.

A caracterizacdo das espécies vegetais tem como objetivo conhecer a variabilidade
existente no germoplasma disponivel e pode ser feita por caracteres agronémicos, botanicos
ou genéticos. O contetdo de DNA é uma das informacfes genéticas utilizadas para
caracterizacdo de espécie ou de individuo, sendo atualmente a citometria de fluxo uma forma
de obtencdo dessa informacéo (OLIVEIRA, 2011). S&o diversas as utiliza¢des da citometria
de fluxo no melhoramento genético, como na anélise do nivel de ploidia e na identificacdo
de hibridos interespecificos (DOLEZEL, 1997), por exemplo entre as espécies E. precatoria
e E. oleracea.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar o periodo dos principais eventos fenoldgicos e protocolos de manuseio
de pdlen, armazenamento e viabilidade do polen da espécie E. precatoria, e estimar o
contetldo de DNA e a emergéncia em sementes das espécies E. precatoria e E. oleracea e

dos hibridos interespecificos.
2.2 Obijetivos especificos

e Determinar o periodo dos principais eventos fenoldgicos relacionados a floracédo
e frutificacdo de E. precatoria;

e Definir protocolo de analise da viabilidade do polen de E. precatoria por método
colorimétrico e in vitro antes e ap6s um periodo de armazenamento;

e Determinar procedimento para viabilizar a emergéncia de plantulas em E.
precatoria e E. oleracea e seus hibridos interespecificos de maneira mais
adequada;

e Quantificar o conteido de DNA nuclear em E. precatoria e E. oleracea e seus

hibridos interespecificos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Familia Areacaceae

Arecaceae Schultz Sch é a Unica familia representante da Ordem Arecales, possui
vestigios que remontam mais de 120 milhdes de anos, sendo considerada um dos grupos de
vegetais mais antigos (LORENZI et al, 2004). Cinco subfamilias compdem a familia
Arecaceae: Calamoideae, Nypoideae, Coryphoidae, Ceroxyloideae, Arecoideae, as quais séo
compostas por tribos e subtribos (DRANSFIELD et al., 2008). Existem cerca de 2.600
espécies, reunidas em mais de 240 géneros das palmeiras (LORENZI et al., 2004), ocupando
quase todos os habitats (HENDERSON et al., 1995). O Brasil apresenta grande diversidade
de palmeiras, sendo registradas mais de 200 espécies e 39 géneros (HENDERSON;
SCARIOT, 1993).

A familia Arecaceae constitui-se, dentre todos 0s grupos vegetais, na terceira familia
mais utilizada do mundo, ficando atras apenas das gramineas e leguminosas, sendo inimeras
espécies de palmeiras com grande importdncia na economia, e alto potencial
socioecondmico para as diversas regides no mundo (IUCN, 1996), especialmente no Brasil.
As palmeiras sdo muito importantes em varios aspectos, geram produtos utilizados como
alimentos para 0 homem e para a fauna, produtos para construcdo de abrigos, cera, 0leo,
produtos para artesanato, fibras para a indUstria e substrato para uso na agricultura.

Segundo Lorenzi et al. (2004), essa familia apresenta espécies em sua maioria
lenhosas, diferenciando-se da maior parte das Monocotileddnea, que é principalmente
composta por espécies herbaceas. Apresentam morfologia bastante variada, com sistema
radicular geralmente subterrdneo e ocasionalmente aéreo. Algumas espécies apresentam
anico estipe, simples, solitario, ou vérios (maltiplos), formando uma touceira. O caule
podera ser subterraneo, tornando-as aparentemente acaules. As folhas apresentam extensa
variedade de formas, tamanhos e divisdes; as inflorescéncias podem ser infra foliares,
interfoliares e suprafoliares, do tipo espiga, racemo ou panicula; as flores sdo pouco atraentes
por serem muito pequenas, geralmente desprovidas de colorido vistoso; e os frutos sdo muito
variaveis no tipo, cor, tamanho e forma e sdo geralmente preenchidos por uma Gnica semente
dura e densa. As flores possuem termogénese (producdo de calor) o que volatiliza os
compostos odoriferos das flores atraindo seus polinizadores (RIBEIRO et al., 1999).

Os frutos variam muito conforme a espécie, com relacdo a inUmeras caracteristicas,

desde cor, tamanho, forma, textura, etc. Sdo formados basicamente por trés camadas:
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epicarpo, mesocarpo e endocarpo, o0 endocarpo € duro e lenhoso e fortemente aderido as
sementes (HENDERSON, 2002).

3.2 Euterpe precatoria e Euterpe oleracea

3.2.1 Caracteristicas gerais

Euterpe precatoria Mart. conhecida vulgarmente como acaizeiro, acai-do-
Amazonas, agai-solteiro, acai-da-mata, pertence a familia Arecaceae, é uma palmeira tipica
da regido amazonica, sendo uma das espécies mais difundidas e comuns da familia e do
género, nos Neotropicos (HENDERSON, 1995). Calzavara (1972) e Castro (1992)
consideram as espécies E. precatoria, E. oleracea e E. edulis como as mais importantes do
género. A espécie tem distribuicdo desde a América Central (Belize, Guatemala, Honduras,
Nicaragua, Costa Rica e Panama) até o norte da América do Sul (Coldmbia, Venezuela,
Trinidad, Guianas, Equador, Peru, Brasil e Bolivia). As maiores areas ocupadas com essas
espécies, encontram-se na Amazonia brasileira (OLIVEIRA etal., 2000). Ocorrem em varios
habitats, em terrenos alagados e também em terras ndo alagadas.

E. precatoria Mart. € uma palmeira monocaule (Figura 1), que frutifica na época de
outubro a marco, com 10 a 20 m de altura e o caule liso medindo de 10 a 23 cm de diametro.
Possui folhas do tipo pinadas variando de 10 a 20 cm, bainha fechada lisa de coloragdo verde
com até 1,5 m de comprimento; peciolo at¢é 51 cm de comprimento; e agrupadas
regularmente. Inflorescéncia infrafoliar na antese, frutos globulosos lisos, medindo 1,1 cm
x 1,1 cm de didmetro, de coloracdo negro-violaceo na maturidade (MIRANDA et al., 2001).
As flores e frutos podem ser encontrados durante todo o ano, mas sempre ha o periodo da
safra (junho a outubro) (FERREIRA, 2005).
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Figura 1. Planta de E. precatoria Mart., caule e frutos (BUSSMANN; ZAMBRANA, 2012).

Euterpe oleracea Mart. conhecida vulgarmente com acai-do-para, acai-de-touceira e
acaizeiro, é uma palmeira tipicamente tropical e de distribuicdo em quase toda a América
Latina, ocorrendo no norte da América do Sul, Panama, Equador, Trinidad, Guiana Francesa,
Suriname, Venezuela e Colémbia (HENDERSON; GALEANO, 1996). No Brasil, ocorre
nos estados do Pard, Amazonas, Maranh&o e no Amapa, em matas de terra firme, varzeas e
igapds da regido amazoénica (LORENZI et al., 1996). Ocorre em &reas que apresentam
pluviosidade superior a 2.300 mm anuais e elevada temperatura (MIRANDA et al., 2001).

E. oleracea apresenta touceiras de até 25 caules, raramente aparecendo solitario
(Figura 2). Seu estipe ¢é liso, delgado, podendo ser curvado, alcangando até 30 m de altura e
de 7 a 18 cm de didametro. Sustenta no apice um capitel de 12 a 14 folhas compostas, pinadas,
bainha incluindo uma pequena ligula marrom escura, roxa, verde, vermelho-esverdeada
escura ou verde-amarelada (CAVALCANTE, 2010). O estipe é envolvido por uma bainha,
onde é inserida a folha, constituida de peciolo com 20 a 40 cm de comprimento e limbo
distintos. As folhas tém comprimento de 3,5 m em plantas adultas (NOGUEIRA, 1997). O
fruto € uma drupa globosa, com didmetro variando entre 1 cm e 2 cm e peso médio de 1,5g,
de coloracdo negro violaceo ou verde, 0 mesocarpo polposo apresenta cerca de 1 mm de

espessura envolvendo um endocarpo volumoso (OLIVEIRA et al., 2007).
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3.2.2 Importancia econdmica

Dentre as palmeiras presentes na regido Amazénica, E. oleracea e E. precatoria
possuem uma grande importancia socioeconémicas por apresentam multiplicidade de usos
e altos niveis de exploragéo, principalmente em virtude da importancia econémica em fungéo
da extracdo do suco dos frutos e do palmito.

O acaizeiro pode fornecer madeira para construgdes rurais, palha para coberturas,
remedios, matéria-prima para artesanatos e corantes. Contudo, é como fonte de alimentos a
sua primordial importancia (CANTO, 2001). Oferece o palmito e o fruto, de onde € extraido
0 suco do acai. O mesocarpo comestivel é a parte mais utilizada do fruto, onde é extraido a
polpa, a partir de frutos frescos, também conhecido na Amazénia como vinho de acai, por
apresentar a coloracdo semelhante ao do vinho, um dos mais populares e tradicionais
recursos nutricionais das populagdes tradicionais amplamente consumido na Amazoénia
brasileira em todos os niveis socioeconémicos da populagdo (CASTRO, 1992). O fruto do
acaizeiro vem sendo utilizado por grandes empresas nacionais e internacionais para
producdo de produtos como: o0 acai congelado, sucos e polpas de acai, energético de acai;
hidratantes e shampoos para o cabelo, hidratantes para a pele; suplementos e vitaminas; po6
de acai, dentre outros (SEBRAE, 2015).

A comercializagdo da polpa do fruto do acai esta se destacando como uma das
principais potencialidades para o uso de produtos florestais ndo-madeireiros, apresentando

demanda crescente tanto no mercado nacional como internacional (BAYMA et al., 2008)
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No Brasil foram produzidos em 2017, 289.885 toneladas de frutos de acai, esse inclui E.
oleracea e E. precatoria, ambos sdo comercializados como acai (IBGE, 2019). O principal
produtor de acai no Brasil € o estado do Para, onde foram extraidas 141.913 toneladas em
2017, em seguida, Amazonas (50.503 toneladas), Maranhdo (18.330 toneladas), Acre (4.665
toneladas), Amapa (2.770 toneladas) e Ronddnia (1.500 toneladas).

3.2.3 Florescimento

O periodo de florescimento e frutificacdo das palmeiras ndo é bem conhecido.
Eventos como a época de florescimento e o periodo entre a polinizacdo e a maturidade do
fruto podem estar relacionados com fatores climéaticos ou ambientais como temperatura,
agua, nutrientes e luz (VAN SCHAIK et al., 1993).Essas informagdes sao fundamentais para
compreender tanto o0 seu processo, quanto o seu sucesso reprodutivo (FISCH et al., 2000).
Existem na literatura estudos fenoldgicos para algumas espécies de palmeiras, entretanto sao
poucas as informacdes para E. precatoria (JESUS; OLIVEIRA, 2014).

A fenologia da E. precatoria em Belém (PA), observaram que os eventos de floragao
ocorreram 0 ano inteiro, porém a emissao de bractea foi mais frequente no segundo semestre
(JESUS; OLIVEIRA, 2014). Aduracdo do ciclo reprodutivo de E. precatoria é de 12 meses
(um ano), que se manifesta a partir da formacao da espata, sua abertura e exposi¢ao de botbes
florais, antese floral masculina, abertura e fertilizacdo de flores femininas, coagulagéo,
desenvolvimento, maturacdo e queda dos frutos até ndo mais observar a presenca do cacho
seco na planta (GARCIA, 2011). As inflorescéncias nascem axilares e sdo infrafoliares na
antese. Cada individuo pode produzir de uma a quatro inflorescéncias em sucesséo durante
um periodo de floracdo e depois da senescéncia da folha mais velha sendo protegidas por
estruturas denominadas feréfilos (KUCHMEISTER et al., 1997). A Figura 3 mostra uma

inflorescéncia de E. precatdria.
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Em E. oleraceae a floracdo ocorre em todos os meses do ano, com um pico de
fevereiro a maio correspondendo ao periodo da estagdo mais chuvosa, tendo 0 menor pico
de julho a setembro, correspondendo ao periodo da estagdo menos seca, a frutificagdo ocorre
em todos 0s meses do ano, com um pico de junho a outubro e de fevereiro a abril (JARDIM,;
KAGEYAMA, 1994). A inflorescéncia dessa espécie € infrafoliar, sendo envolvida por duas
bracteas conhecidas por espatas que, ao abrirem, expdem o cacho (OLIVEIRA et al., 2002).
O numero de cachos por individuo varia até 8, sendo mais comum de 3-4, porém, em ambos
os casos, sempre em diferentes estagios de desenvolvimento, desde a inflorescéncia

encerrada na espata até os cachos com frutos maduros (CAVALCANTE, 2010).

3.3 Viabilidade polinica

A viabilidade polinica € um dos fatores responsaveis pela selecao de genétipos para
programas de melhoramento, pois, estdo diretamente relacionadas ao potencial reprodutivo
dos gametas e os grdos de polen viaveis influenciam diretamente o sucesso da fertilizagdo
(CABRAL et al., 2013). A utilizacdo de espécies que possuem polen com alta viabilidade, é
importante para o sucesso do melhoramento genético, uma vez que permite obter maior
sucesso nos cruzamentos realizados e na condugdo da polinizacdo controlada (CYSNE,
2015). A viabilidade de pdlen também pode ser Gtil em estudos taxonémicos, ecoldgicos,
genéticos e palinoldgicos (FRESCURA et al., 2012).

O planejamento de programas de melhoramento para hibridacgdes artificiais requer o

conhecimento da viabilidade dos gréos de polen durante o armazenamento (FERREIRA et
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al., 2007). No entanto, podem comprometer a viabilidade do pélen e dificultar a producéo
de hibridos o uso de técnicas inadequadas de coleta, transporte, extracdo e armazenamento
de pdlen (MENCK et al., 1990).

A viabilidade do pélen pode ser avaliada por um grande nimero de metodologias e
podem ser separadas em métodos diretos ou indiretos (DAFNI, 1992). Dentre os métodos
diretos pode-se mencionar a germinacdo do gréo de polen através do teste de germinacdo in
vitro. Neste teste rapido e barato, o pdlen é induzido a germinar em meio de cultura
apropriado, tendo o crescimento do tubo polinico como indicador. O meio de cultura deve
simular as condi¢Bes do estigma para induzir a germinacdo do tubo polinico, sendo a
determinacdo do meio de cultura ideal para cada espécie um processo crucial para 0 sucesso
da utilizacao deste método (FERREIRA et al., 2007; PI1O et al., 2007). Dentre os métodos
indiretos, técnicas que utilizam coloracdo sdo empregadas para estimar a quantidade de gréos
de polen viaveis, teoricamente estdo aptos a germinar (MENCK et al., 1990).

Varios estudos realizados para avaliar a viabilidade polinica do género Euterpe sdo
encontrados na literatura, entretanto, para a espécie E. precatoria ainda existem lacunas que
precisam ser estudadas, por exemplo, protocolos para geminacdo do pélen in vitro e métodos
colorimétricos eficientes na andlise indireta da viabilidade do pdlen. Em outras palmeiras,
este estudo tem recebido atencdo especial, devido a importancia da hibridagdo controlada
para o melhoramento genético, sendo realizado em graos de pélen frescos e conservados sob
baixas temperaturas (OLIVEIRA, 2001).

3.4 Germinacgao de sementes

A germinacdo é um fendmeno bioldgico, considerado pelos botanicos como a
retomada da atividade metabdlica do embrido, consequentemente o rompimento do
tegumento e emergéncia da radicula (LABOURIAU, 1983). A germinagdo pode ser
influenciada por diversos fatores intrinsecos e extrinsecos, podendo estes atuar por si ou em
interacdo; os intrinsecos sdo 0s hormanios e substancias inibidoras ndo hormonais, enquanto
0s extrinsecos que mais influenciam sdo umidade, temperatura, luz e oxigénio (BORGES;
RENA, 1993).

A propagacao das palmeiras se da principalmente por sementes que, em sua maioria
apresenta germinacdo lenta, desuniforme, frequentemente baixa e influenciada por varios
fatores relacionados ao ambiente, ou a propria planta, tais como estaddio de maturacéo,

presenca ou ndo de pericarpo, tempo entre colheita e semeadura, dorméncia fisica,
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temperatura do ambiente e substrato, entre outros (BROSCHAT, 1994; PIVETTA et al.,
2007). O fator mais importante na germinacdo de sementes de palmeiras é a hidratacao,
combinada com alta temperatura constante (MARCUS; BANKS, 1999). Ainda que sob
condicBes favoraveis, € frequente que muitas palmeiras demonstrem dificuldades para
germinar, podendo este fato estar relacionado a obstaculos mecanicos como espessura da
testa e endocarpo (TOMLINSON, 1990). Muitas espécies de palmeiras apresentam
dorméncia das sementes, que pode ser superada atraves da escarificacdo, exposicdo a luz (as
vezes a um especifico comprimento de onda) ou a radiacdo, estratificacdo fria ou quente,
tratamento com varias substdncias quimicas, ou simplesmente lavagem com agua
(ODETOLA, 1987).

A germinacdo de sementes de E. precatoria e E. oleracea em condicBes naturais
apresentam geminagéo bastante lenta e desuniforme. Essa germinacéo lenta e desuniforme
é um problema prético para o estabelecimento de plantios comercias dessas palmeiras, sendo
esses uns dos principais motivos para se buscar abreviar e uniformizar a germinacgéo dessas
palmeiras. (BOVI et al., 1975).

3.5 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo pode ser usada nas plantas para estudos sobre nivel de ploidia,
estimativa do tamanho do genoma de diferentes espécies, deteccdo de hibridos
interespecificos, deteccdo de plantas haploides, deteccdo de aneuploidias, entre outros
(DOLEZEL, 1997). De acordo com esse mesmo autor, a citometria de fluxo € um excelente
método para analisar as propriedades Opticas (tais como fluorescéncia e dispersdo da luz) de
particulas que fluem em suspensdo, que podem ser células, nucleos, cromossomos,
organelas, dentre outras, e é nesta suspensdo de particulas que se pode realizar as analises.

A medicdo da quantidade de DNA em plantas € baseada no uso de fluorocromos
especificos do DNA e na andlise da intensidade relativa de fluorescéncia emitida pelos
nucleos corados. Para determinar o conteddo de DNA nuclear em unidades absolutas, a
intensidade de fluorescéncia dos nucleos € comparada com a intensidade de fluorescéncia
de nucleos isolados de uma espécie com tamanho conhecido de genoma nuclear (DOLEZEL;
DOLEZELOVA; NOVAK, 1994). Dependendo do aparelho, as leituras podem sofrer
algumas variagdes que, geralmente, sdo expressas através do coeficiente de variacdo (CV%),
que, em plantas, pode variar de 1% a 10%, podem ser tomados como aceitaveis coeficientes

de variacdo de até 5 % devido ao alto grau de resolucdo da citometria de fluxo.
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(GALBRAITH etal., 2002; DOLEZEL, 1991). Em geral sdo necessarios 10000 ntcleos, que
podem ser obtidos com cerca de 50 mg de tecidos (BENNET; LEITCH, 1995).

E possivel obter milhes de niicleos em suspensdo a partir de poucas gramas de tecido
foliar de plantas, em um método relativamente simples que compreende a maceragdo desse
tecido em uma solucdo tampdo que mantém a integridade nuclear (GALBRAITH et al.,
1983). A quantidade de DNA é expressa em picogramas (pg), 10-12 g, sendo que 1 pg
corresponde a 978 Mpb (DOLEZEL et al., 2003).

A hibridacdo interespecifica é frequentemente aplicada para transferir caracteres
desejados de uma espécie para outra. Se as espécies parentais diferirem o suficiente em suas
quantidades de DNA nuclear, a citometria de fluxo pode detectar hibridos interespecificos
de acordo com seus valores intermediarios de DNA (DOLEZEL, 1997). Essa é uma das

aplicacdes mais comuns da citometria de fluxo em programas de melhoramento.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Fenologia reprodutiva em E. precatoria
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O estudo foi realizado em individuos de E. precatoria Mart. em uma plantacéo
comercial localizado no km 74 da rodovia AM-070 (Latitude 03° 15' 02,18805" S e

Longitude 60° 36' 48,82136" W), no municipio de Manacapuru (Figura 4).
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Figura 4. Local de estudo e obtencdo de material vegetal.

Foram acompanhados 20 individuos de Euterpe precatoria para 0s registros

fenoldgicos escolhidos aleatoriamente no plantio (Figura 5). Os individuos foram

georreferenciados com auxilio de GPS.
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Figura 5. Area do estudo fenolégico, km 74 da rodovia AM-070.

As avaliacGes fenologicas foram feitas a cada 15 dias, num periodo de 12 meses. As
duas principais fenofases acompanhadas foram: I- floracdo — que abrangeu desde a
visualizacdo das espatas fechadas, abertura das espatas e exposicao das inflorescéncias (pre-
antese, antese e pds-antese) até a queda das flores; e II- frutificacdo — que é subdividida em
cachos verdes, cachos maduros. Em cada avaliagdo foram realizadas observacgoes cuidadosas

da copa das plantas, com o auxilio de binéculos Tasco® 10x30 (Figura 6).

iy

Figura 6. (A) Visualizagdes das fases fenoldgicas; (B) Individuo com inflorescéncia em antese e
espata fechada; (C) Individuo com cacho maduro e inflorescéncia seca.
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O clima de Manacapuru, AM ¢ do tipo Afi, de acordo com a classificacdo de Koppen,
com precipitacdo pluvial superior a 2.000 mm, as quais sdo distribuidas uniformemente nos
meses do ano. Essa regido, segundo o Instituto Nacional de Meteorologia- INMET,
apresentou temperatura média de 25,04° C a 32,66° C, precipitacdo de 2.767,5 mm e
umidade relativa do ar de 78,44% durante os 12 meses de acompanhamento fenoldgico.

Os dados obtidos foram analisados por meio de estatistica descritiva no programa R
(R Development Core Team Citacdo??), como a média, os valores minimo e maximo e o

coeficiente de variagéo (CV).

4.2 Estudo da viabilidade polinica

Os testes de viabilidade polinica foram conduzidos no Laboratério de Cultura de
Tecidos Vegetais. O polen foi coletado em inflorescéncias de individuos de E.precatoria
localizados na area da sede da Estacdo Experimental da Embrapa Amazo6nia Ocidental, em

Manaus, Amazonas (Figura 7).

Figura 7. (A) Individuo de E. precatoria com inflorescéncia em antese; (B) Réaquila com flores
estaminadas abertas.

4.2.1 Germinagdo in vitro do pélen de E. precatoria

Na analise da germinaco do pdlen in vitro foi utilizado meio agar (10 g L) com
adicdo de diferentes concentracdes de sacarose, bdro e calcio (Tabela 1). Os tratamentos
foram definidos a partir de resultados obtidos em estudos realizados com pélen de vérias
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espécies (BREWBAKER; KWACK, 1963; SOUSA, et al., 2010; MOURA, 2015;
MENDEZ; ACMA, 2018). O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado em arranjo fatorial 2 (concentragdes de sacarose) x 2 (concentra¢des de H:BO:s)
X 2 (concentracOes de Ca (NOs). 4H-0).

Tabela 1. Composicdo dos meios de cultura utilizados para a avaliacdo da germinagdo in vitro de
graos de polen de E. precatoria.

Meio Sacarose HsBOs Ca (NOs)2 4H-0
(gL™ (mg L™ (mgL™)
M1 50 - -
M2 50 100 -
M3 50 - 300
M4 50 100 300
M5 100 - -
M6 100 100 -
M7 100 - 300
M8 100 100 300

O meio de cultura foi preparado com o auxilio de um Becker para cada tratamento
onde foram acrescentados todos os elementos componentes dos meios e 0 volume total
completado com agua destilada. A solucédo foi entdo aquecida em forno microondas até a
dissolucao completa dos componentes. Em cada tratamento foi utilizado 60 mL de meio, que
foi dividido 20 mL em cada placa de Petri, sendo trés placas de Petri por tratamento. Uma
quantidade de 0,010 g mL de pdlen de E. precatoria foi colocado em 60 uL agua destilada,
e desta suspensao foi pipetada sobre a superficie do meio de cultura, em cada placa de Petri
e distribuida com o auxilio de uma alca de Drigalsky (Figura 8 A). As placas contendo 0s
meios de cultura foram colocadas em estufa tipo BOD a temperatura constante de 37° C +
3° C num periodo de 4 h (Figura 8 B).
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Figura 8. (A) Disperséo dos grao de p6len com o auxilio de uma alca de Drigalsky para germinacao
em meio de cultura. (B) Meios de culturas prontos com pélen na BOD.

Apobs quatro horas de incubacdo, foi realizada a contagem de grdos de poélen
germinados, com auxilio de microscopio 6ptico com objetiva de aumento de 10 vezes. Foram
avaliadas trés placas de Petri por tratamento, cada placa correspondendo a uma repeticao.
Foram contados 200 grdos de polen por lamina. A percentagem de polen viavel foi obtida
calculando o numero total de grdos viaveis dividido pelo nimero de grdos contados e
multiplicado por 100. Foram considerados germinados 0s grdos que apresentaram tubo
polinico de comprimento igual ou superior ao didmetro do proprio polen.

Os dados foram submetidos a analise de variancia. Quando observada diferencas
significativas entre os tratamentos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, em
nivel de 5% de probabilidade de erro. Todas as analises foram realizadas com base nos
procedimentos do programa estatisticos Rbio (BHERING, 2017).

4.2.2 Viabilidade polinica de E. precatoria a partir de métodos colorimétricos

As inflorescéncias de E. precatoria em fase de liberacdo de polen foram

selecionadas, levadas ao Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa Amazonia
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Ocidental para coleta das anteras. Essas foram colocadas em Iamina para serem maceradas
com o auxilio de laminula para liberacdo dos grdos de pdlen. Em cada lamina foram
utilizadas quatro anteras. Apos este processo, foi retirado os residuos macerados das anteras.
Em cada lamina foi adicionada uma gota de solucdo de corante sobre as anteras. Foram
utilizados trés diferentes métodos colorimétricos em nove laminas: as solucgdes Tetrazolio
(0,1%) (LAKON, 1949), Cotton Blue (0,05 %) (NICOLSON, 1959) e Azul de Tripan (0,2
%) (HAYMAN, 1970) (Figura 9). As laminas foram entéo identificadas cada uma de acordo
com o tratamento utilizado, sendo trés repeticdes para cada tratamento. Os tratamentos foram
conduzidos diferentemente. As laminas preparadas com a solucdo de Tetrazolio (0,1%)
foram cobertas com papel aluminio e colocadas dentro de uma incubadora bioldgica
(B.0.D.) por 2 horas, em temperatura de 37+ 3 °C. As amostras preparadas com o corante
Cotton Blue (0,05 %) tiveram as laminas colocada em placa de Petri com papel filtro
umedecidos e permaneceram na B.O.D também a 37+ 3 °C por 30 minutos. J4 as do corante
Azul de Tripan (0,2 %) permaneceram em temperatura ambiente por 5 minutos.

A viabilidade foi determinada pelo padrao de coloracdo dos graos de polen, para 0s
corantes Tetrazolio (0,1%) e Cotton Blue (0,05 %) (Figura (9A e 9B). Foram considerados
viaveis aqueles que coraram fortemente, e 0s inviaveis 0s que coraram com menor
intensidade ou ndo coraram. Para 0 método com Azul de Tripan (0,2 %) (Figura 9C), foram
considerados viaveis aqueles que coraram com menor intensidade ou ndo coraram, e 0S
invidveis os que corarem fortemente. A andlise dos grdos de pélen viaveis foi feita em
microscépio e a leitura da 1dmina foi determinada na area com melhor dispersdo dos grdos
em relacdo ao campo de visdo. A percentagem de poélen viadvel foi obtida calculando o
numero de graos viaveis dividido pelo nimero de grdos contados e multiplicado por 100,
sendo contados 200 grédos/lamina.

Figura 9. Laminas preparadas com corantes: (A) Tetraz6lio (0,1%); (B) Azul de Tripan (0,2 %) e
(C) Cotton Blue (0,05 %).
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O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado com trés tratamentos e
quatro repeticbes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e, quando houve
diferenca significativa, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de
probabilidade de erro, utilizando-se o programa para analises estatisticas Rbio (BHERING,
2017).

4.2.3 Efeito da temperatura e do tempo de armazenamento na viabilidade do

poélen de E. precatoria

As inflorescéncias em antese de flores masculinas foram coletas no inicio da manhg,
colocadas em sacos de polietileno e transportados imediatamente ao Laboratério de Cultura
de Tecidos Vegetais da Embrapa Amazonia Ocidental. As raquilas foram retiradas das
inflorescéncias e colocadas em bandejas de aluminio, em seguidas levadas para estufa para
retirada da umidade durante 24 horas a 37° C. Ap0s esse procedimento foram retiradas todas
as flores e botdes florais das raquilas e colocados em sacos de papel, feito uma leve
compressdo utilizando um rolo de madeira para liberacdo dos graos de polen dos botdes que
por ventura ainda estavam fechados e o conteudo total da embalagem foi colocado sob
peneiradas para extracdo do pdlen. Os grdos de polen foram armazenados em tubos
eppendorf e mantidos em trés diferentes temperaturas: 5° C (geladeira), -20° C (freezer) e -
80° C (ultra freezer) e amostras avaliadas para viabilidade apds cinco periodos de
armazenamento: 0 dias, 30 dias, 60 dias, 90 dias e 180 dias. Apos serem retiradas da condi¢ao
de armazenamento, as amostras foram colocadas para hidratar por duas horas, em placa de
Petri com papel filtro umedecido e, em seguida foram submetidas aos testes de viabilidade
pelos métodos colorimétricos com uso dos corantes Cotton Blue (0,05 %), Tetrazolio (0,1%)
e Azul de Tripan (0,2 %), conforme descrito no item 4.2.2.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, em ensaio fatorial 3x3x5, 3
métodos colorimétricos, 3 temperaturas de armazenamento e 5 periodos de armazenamento,
com 3 repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia. Quando observada
diferencas significativas entre os tratamentos, as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey, em nivel de 5% de probabilidade de erro. Todas as anélises foram realizadas no
programa estatisticos Rbio (BHERING, 2017).



35

4.3 Emergéncia de plantulas em sementes de Acaizeiros (E. precatoria, E.

Oleracea e “hibrido entre E. precatoria x E. oleracea)

O estudo foi conduzido em casa de vegetacdo da Embrapa Amazonia Ocidental em
Manaus, com condi¢des ambientais controladas. As sementes E. precatoria foram obtidas
de frutos coletados de plantas de na area da sede da Embrapa Amazé6nia Ocidental e as de E.
oleracea no Campo Experimental do Rio Urubu (CERU) da Embrapa Amazdénia Ocidental.
As semente consideradas como hibridas foram coletadas de um cacho proveniente de uma
planta de E. precatoria conduzida no meio de um plantio de E. oleracea. A espécie E.
precatoria € aldgama e ndo existe sobreposicao das fases masculinas e femininas (RAMOS

et al., 2019), essas informacdes levaram a hipdtese das sementes produzidas serem hibridas E.

precatoria x E. oleracea.

Os frutos foram despolpados manualmente, sob agua corrente, por atrito em peneira
de aco. ApoOs este processo, as sementes foram selecionadas descartando aquelas danificadas
ou anormais para o padréo das sementes do cacho, por exemplo, muito pequenas.

Para superacdo da dorméncia as sementes foram imersas em agua morna, com
diferentes associacfes de temperatura e tempo de imersdo. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado, em ensaio fatorial 3 (sementes de E. Oleracea, E.
precatoria e hibridos) x 3 (5 min, 10 min e 20 min de embebicdo na &4gua quente) x 2
(temperaturas da agua de 40°C e 50°C) e um tratamento controle adicional com sementes
despolpadas sem tratamento térmico. Foram usados 3 repeticdes por tratamento, sendo uma
bandeja com 36 células (sementes) considerada uma repeticao.

A semeadura foi feita em bandejas de poliestireno contendo 36 células com substrato
comercial, as quais foram distribuidas em delineamento inteiramente casualizado nas

bancadas da casa de vegetacdo (Figura 10).
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Figura 10. A semeadura em bandejas de poliestireno de sementes de E. Oleracea, E.
precatoria e hibridos na casa de vegetacéo.

Foi avaliado a taxa de emergéncia (TE) e o indice de velocidade de emergéncia
(IVE). Os dados foram calculados de acordo com adaptacéo realizada no método usado por
Santos e Nascimento, (1999. O IVE foi determinado a partir da contagem diéria do nimero
de plantulas emergidas, sendo esse numero divido pelo nimero de dias transcorridos da data
de semeadura. O total desses valores somados é considerado o indice de velocidade de
emergéncia. Foram usados os dados de emergéncia de plantulas aos 15, 30, 45, 60, 75, 90,
105, 120, 135 e 150 dias.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade de erro, utilizando-se o programa
estatisticos Rbio (BHERING, 2017).

4.4 Quantidade de DNA gendmico de E. precatoria, E. oleracea e do hibrido

interespecifico E. precatoria x E. oleracea

A determinagdo do conteudo de DNA foi realizada por Citometria de Fluxo no
Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras, Lavras-MG. Como fonte de amostras foram utilizadas
folhas jovens, coletadas de mudas ou de plantas adultas. Vinte e cinco gendtipos foram

analisados, conforme Tabela 2.

Tabela 2. Gendtipos de agaizeiros das espécies E. oleracea, E. precatoria e possiveis hibridos E.
precatoria x E. oleracea analisados para quantificagdo do DNA nuclear por citometria de fluxo.

Identificacdo da amostra Genotipo Origem

P1EPC E. precatoria | Planta da espécie E. precatoria localizada
isoladamente em meio de plantio da espécie E.
oleracea mantido no Campo Experimental do Rio
Urubu (CERU) / Embrapa Amaz6nia Ocidental, no
municipio de Rio Preto da Eva, AM.

P1IEOC, P2EOC e | E.oleracea Trés plantas da espécie E. oleracea vizinhas da
P3EOC planta PLEPC no plantio mantido no CERU.

H4POC, H6POC, | E. precatoria | Dez plantas obtidas de sementes de um cacho
H32POC. H60POC, | x E. oleracea | coletado na planta PLEPC. Estudos realizados com a
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H64POC, H83POC,
HI93POC, H104POC,
H115POC, H118POC

espécie E. precatoria definiram a espécie como
alégama (Ramos et al., 2019), bem como, em teste
com isolamento da inflorescéncia, ndo ocorreu
formacdo de frutos, essas informacbes levaram a
hipotese das sementes produzidas serem hibridas E.

precatoria x E. oleracea.

H1POM, H2POM,
H4POM, H6POM,
H7POM, H8POM,

HI9POM, H10POM

E. precatoria

X E. oleracea

Oito plantas identificadas como possiveis hibridos
em um plantio da espécie E. precatoria no municipio
de Manacapuru, AM (Figura 11). De acordo com o
responsavel pelo plantio, todas as plantas foram
geradas a partir de um cacho coletado em uma Unica
planta matriz de E. precatoria, contudo, algumas
plantas apresentam perfilhamento e morfologia das
folhas diferente de E. precatoria, por isso, surgiu a
hipdtese de serem hibridos naturais de E. precatoria

X E. oleracea.

P1EPM, P2EPM e
P3EPM

Euterpe
precatoria

Trés plantas da espécie E. precatoria coletadas no
mesmo plantio comercial das plantas HPOMX, as
quais, pela informacdo do responsavel pelo plantio,
pressupbe-se serem meio-irmaos, visto que foram

obtidas de sementes de um Unico cacho.
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Figura 11. Plantas de E. precatoria consideradas hibridas.

Para a determinacdo da quantidade de DNA utilizou-se aproximadamente 50 mg de folha.
Com auxilio de um bisturi os fragmentos de tecido foliar foram triturados em placa de petri contendo
1 mL de tampéo de extragdo de nucleos Marie. Em seguida, o material extraido foi filtrado em malha
de 50 pm (DOLEZEL, 1997). A suspensdo foi corada com 25 pL de solucéo de iodeto de propidio.
Para cada amostra pelo menos dez mil nlcleos foram analisados quanto a emisséo de fluorescéncia
para quantificacdo do conteido de DNA. Os histogramas foram obtidos no citbmetro FacsCalibur 4
cores (Becton Dickinson) e analisados no software Cell Quest. Para a quantificacdo do DNA foi
utilizado como padréo de referéncia a folha de Vicia faba (26,90 pg de DNA). Os dados foram
comparados pelo teste paramétricos Kruskal-Wallis utilizando o software Action (EQUIPE
ESTATICAMP, 2014).

5 RESULTADOS E DISCURSAO

5.1 Fenologia reprodutiva em E. precatoria

A emissdo de espata ocorreu em todo o periodo de avaliagdo, com exce¢do do més
de janeiro, tendo pico maximo de emissdo de espata no més de julho. A ocorréncia de
individuos com inflorescéncias em fase de floracao (com botdes florais visiveis ou flores em

antese) foram verificadas em todos os meses do ano, mas com maior frequéncia no periodo
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de agosto a dezembro. O periodo de floragdo coincidiu com o periodo de menos precipitacéo,
com queda acentuada no periodo de janeiro até maio, quando o percentual de individuos com
inflorescéncias em floracdo comeca aumentar. Observa-se que o periodo de agosto a
dezembro como o ideal para realizar trabalhos de polinizacéo cruzada, e obtencdo de poélen,
uma vez que é o periodo com maior disponibilidade de inflorescéncia. A ocorréncia de
inflorescéncias abortadas (secas) que nao se desenvolveram e secaram presas a planta,
também ocorreu em todo o periodo avaliado, tendo pico no més de novembro (Figura 12 A).
Tal fato pode ser explicado, em parte, devido a existéncia de inflorescéncias quase
desprovidas de flores femininas.

No caso da frutificacdo foram registrados frutos imaturos em todos os meses, sendo
mais intensa entre setembro e maio, quando mais de 70% das plantas apresentaram cachos
com frutos imaturos. Os frutos maduros ocorrem em todo periodo avaliado, com excecéao

dos meses de dezembro e janeiro, sendo mais intenso de margo a setembro (Figura 12 B).
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Figura 12. Fenologia reprodutiva de Euterpe precatoria Mart.

Nota: A) Eventos de floracdo; B) Eventos de frutificacao.

Gama (2000), acompanhou a fenologia de E. precatoria em Manaus - AM, obteve
resultado semelhantes, onde o pico de individuos com inflorescéncias ocorreu de agosto a
dezembro no periodo de menor precipitacdo. Na area de estudo, no periodo de agosto a
dezembro ocorreram 0s menores indices de precipitacdo (cerca de 150 mm) e maiores de
temperatura (cerca de 26°C de minima e 34°C de maxima) conforme INMTE (2020).
Resultados obtidos para E. oleracea, diferem dos obtidos para E. precatoria, onde os autores
verificaram que os eventos de floragcdo ocorrem 0 ano inteiro para Astrocaryum vulgare
Mart. em Beléem - PA, com excegdo do més de outubro, com a maxima flora¢&o ocorrendo
nos meses de marco a julho, coincidindo com o periodo mais chuvoso (OLIVEIRA et al.,
2002). No caso da frutificagdo também registraram frutos maduros em quase todos os meses,
exceto no periodo de junho a agosto, sendo mais intensa entre dezembro e marco, quando
mais de 50% das plantas apresentaram cachos com frutos maduros.

Os resultados de E. precatoria do presente trabalho sdo sementes aos encontrado para
os eventos de floracdo em E. precatoria em Belém (PA) que ocorreram o ano inteiro, porém
a emissdo de espata foi mais frequente no segundo semestre (JESUS; OLIVEIRA, 2014). E.
precatoria frutifica de abril a setembro em &reas extrativistas no Acre (ROCHA, 2004).
Resultados semelhantes em relacéo a floracdo e frutificacdo, contiunuas durante todo o ano,
também foram encontrado em E. oleracea (ROGEZ, 2000). No entanto, foram observadas
diferencas nos picos de florescimento de frutificacdo, que ocorreram de fevereiro a julho e

de agosto a dezembro, respectivamente, mas podem variar conforme a variedade e a
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procedéncia. Foram observados dois picos de floracdo em E. oleraceae em Ubatuba, um de
abril a junho e outro de outubro a dezembro, sugerindo que a producdo de inflorescéncias
em duas épocas distintas contribuiu para producéo de frutos durante todo o ano na populagao
(BOVI et al., 1986). Outra espécie pertencente ao género, a Euterpe edulis iniciou o pico da
floracdo em agosto, que se estendeu até janeiro na Reserva Ecoldgica do Trabiju
(Pindamonhangaba — SP), semelhante a este estudo (FISCH et al., 2000).

5.2 Estudo da Viabilidade Polinica

5.2.1 Germinacdo in vitro do polen de E. precatoria

Efeitos significativos foram observados para todos os tratamentos: sacarose, Boro e
Célcio, bem como para as interacdes sacarose x Bo, sacarose x Ca e para a interacdo tripla
sacarose X Bo X Ca, exceto para Ca e Bo (Tabela 3). A adicao de nutrientes para maximizar
germinag&o do pdlen em meio de cultura vem sendo ressaltada em inimeros estudos. Dentre
esses, 0 célcio e o0 boro desempenham papel fundamental na germinacao e crescimento do
tubo polinico em diversas espécies (BREWBAKER; KWACK, 1963; SOUSA, et al., 2010;
MOURA, 2015; MENDEZ; ACMA, 2018).

Tabela 3. Anélise de variancia da porcentagem da germinagdo do pélen in vitro de E. precatoria

FV GL QM Fc Pr>Fc
Sacarose 1 2400 285,86* 0,0000
Boro 1 864 102,91* 0,0000
Calcio 1 2795,04 332,91* 0,0000
Sacarose X Boro 1 63,37 7,56* 0,0143
Sacarose x Calcio 1 1908,17 227,27* 0,0000
Calcio x Boro 1 6 0,716 0,4104
Sacarose x Boro x Calcio 1 51,04 6,08* 0,0254

Residuo 16 8,40

Total 23

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F. Coeficiente de variancia a 10,66%.

As medias dos meios de cultura com apenas sacarose e agar nao diferiram quanto ao
aumento na concentracdo de 50 g L' para 100 g L' de sacarose nos percentuais de
germinacdo do polen (21% para 23,5%) (Tabela 4). Os percentuais de germinagédo do pdlen
observados por CHIA et al. (2009) utilizando os mesmos componentes de meio, para as
palmeiras caiaué e dendé e seus hibridos interespecificos foram bastante superiores (maiores

que 50%) aos encontrados neste estudo.
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Tabela 4. Germinacdo in vitro de pdlen de Euterpe precatoria em meio &gar com diferentes
concentracOes de sacarose, boro e calcio.

Elementos dos meios de cultura

Médias da germinacao (%)

50 g L ! de Sacarose 100 g L'de Sacarose
- 21aA 235CcA
100 mg L' de HsBos 8,33b A 10,17d A
300 mg L.* de Ca (NOs): 4H:0 20,83 aB 64,83a A
-1 -1
100 mg L' de H:Bos, 300 mg L de 16aB 46,67 b A

Ca (NOs); 4H,0

*médias seguidas por letras distintas, mindsculas na coluna e maidsculas na linha, diferem entre si, pelo teste
de Tukey (p=0,05), todos os meios de cultura continham 10 mg L de agar.

Observou-se que a adi¢do de acido bdrico aos meios de culturas (M2, M4, M6 e M8),
foi um fator limitante quanto ao percentual de germinacdo do polen comparados aos meios
sem a presenca de acido borico. Uma vez, que a menor porcentagem de germinacéo (8,33%),
ocorreu no meio de cultura com 100 mg L' de HsBos e 50 g L' de sacarose (Tabela 4).
Embora o boro seja considerado um dos nutrientes fundamentais para a germinagéo e
crescimento do tubo polinico, cada espécie requer um protocolo especifico para obter uma
alta taxa de germinacdo. O sucesso da germinacdo in vitro depende de varios fatores, como
espécie, estado nutricional, estacdo do ano, época da coleta, fotoperiodo, temperatura,
método de coleta, periodo de incubacdo e meio de cultura, além de ajustes na composicao
do meio para cada espécie (STANLEY; LINSKENS, 1974; SOARES et al., 2008).

Constatou-se que houve interacdo entre a concentragdo de sacarose e a presenca de
calcio no meio de cultura, interferindo na porcentagem de germinacdo dos graos de pdlen.
A maior porcentagem de germinacéo (64,83%) ocorreu no meio de cultura com 100 g L de
sacarose e 300 mg L' de Ca (NOs). 4H-O (Tabela 4). Alexander (2019), observou que a
adicdo de calcio ao meio para germinacdo de polen de Dichroa febrifuga, Hydrangea
macrophylla e seus hibridos, aumentou a porcentagem de germinacdo. A importancia do
calcio no meio de germinacao expressa por Brewbaker; Kwack (1963), foi confirmada para
a germinacdo do pélen em E. precatoria. Os gradientes de célcio funcionam como um sinal
intracelular que regula a manutencédo do crescimento e controla a polaridade do crescimento

no sentido apical do tubo polinico (QIN; YANG, 2011). Os jons Ca * interagem com as
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pectinas, componente importante da parede celular do tubo polinico em expansao,
fortalecendo assim a parede celular (HOLDAWAY-CLARKE, et al., 2003). Quanto a
sacarose, este resultado corrobora com a maioria dos autores, que asseguram que a sacarose
€ um dos componentes fundamentais para a germinacao de pdlen e também exerce a funcao
de equilibrio osmético da solugdo, além de fornecer energia necessaria para o crescimento
do tubo polinico (SHIVANNA; JOHRI, 1989; STANLEY; LINSKENS, 1974; GALLETTA,
1983).
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Figura 13. Pélens de E. precatoria germinados em meio agar.

Os meio M4 e M8 contendo todos os elementos testados (sacarose, acido borico e
nitrato de calcio), sdo bastante utilizado em testes de germinacdo de grdos de podlen
(ALEXANDER, L. W, 2019, PIO et al., 2007 e SOUSA et al., 2013), apresentando taxas
significantes de germinagdo, acima de 60%. Contudo para E. precatoria, esses meios
apresentaram baixos percentuais de 16% a 46%, apesar de apresentar além da fonte de
energia (sacarose), 0s ions considerados essenciais para germinacao polinica (H+, B3+ e
Ca2+).

5.2.2 Viabilidade polinica em E. precatoria por métodos colorimétricos

Na andlise de variancia foi verificado efeito significativo para corantes (Tabela 5),
indicando que existe diferenca entre as médias para viabilidade do pdlen de uma mesma

amostra quando analisada por diferentes corantes.



44

Tabela 5. Anélise de variancia de porcentagem de polen vidvel utilizando trés solucbes corantes
Tetrazolio (0,1%), Cotton Blue (0,05 %) e Azul de Tripan (0,2 %).

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Corante 2 210,167 105,083 15,829  0,004045*
Residuos 6 39,833 6,639

Total 8 250.000

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F. Coeficiente de variancia a 3,19%.

As médias para percentual de pélen vidvel obtidas com os corantes Cotton Blue
(86,67%) e Tetrazédlio (80,50 %) ndo diferiram estatisticamente entre si. Apenas o valor
médio de pdlen vidavel com Cotton Blue foi estatisticamente superior a obtida com Azul de
Tripan (74,83 %) (Tabela 6). Alta porcentagem de viabilidade do polen, semelhante a
encontrada no presente estudo, também foi observada por Bovi et al. (1987) e Oliveira et al.
(2010). Independentemente do método, os valores médios para viabilidade de polen foram
considerados altos (acima de 70%), o que indica que podem ser obtidos bons resultados com
0 uso deste em cruzamentos controlados. Souza et al. (2002) classificam os valores de

viabilidade polinica como alto acima de 70%, médio de 31 a 69% e baixo inferior a 30%.

Tabela 6. Valores médios para percentual de pélen viavel de E. precatoria recém coletado,
avaliado com os corantes Cotton Blue (0,05 %), Tetrazolio (0,1%) e Azul de Tripan (0,2 %)

Corante Viabilidade %
Cotton Blue (0,05 %) 86,67 a
Tetrazdlio (0,1%0) 80,50 ab
Azul de Tripan (0,2 %) 74,83b

*Meédias seguidas de letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a nivel de 5% de significancia.

Resultado semelhante utilizando Cotton Blue (0,05 %) para determinar a viabilidade
polinica foi obtido por Storti, (1993) com a palmeira Mauritia flexuosa Lin. Fil, onde obteve
82 % de viabilidade utilizando pdlen de flores recém-abertas. Hyophorbe amaricaulis Mart,
apresentou niveis acima de 90% de viabilidade usando o mesmo corante (WYSE, et al.,
1990). Lyra (2011) trabalhando com a mesma técnica para estimar a viabilidade polinica de
Jatropha ribifolia e Jatropha molissima, obteve resultados proximos aos encontrado neste
estudo, maiores de 80% para as duas espécies. A acao do Cotton Blue (0,05 %) se baseia na

coloracdo do citoplasma denso de células vivas, tornando os mesmos azuis, ndo colorindo
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aqueles que ndo possuem citoplasma ou o contém em baixa quantidade (RADFORD et al.,
1974).
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Figura 14. (A) Polen corado com Tetrazdlio (0,1%); (B) Polen corado com Cotton Blue (0,05, (C)
Pélen corado com Azul de Tripan (0,2 %).

O teste colorimétrico com Tetrazdlio (0,1%) reflete a atividade de enzimas
desidrogenases envolvidas na atividade respiratoria de tecidos vivos. Como a atividade
enzimatica do grdo de pdlen € associada a sua capacidade de germinacdo (DERIN e ETI,
1999), quando o Tetrazdlio (0,1%) reage com o hidrogénio produzido pela respiracao celular
da ao polen uma coloracdo vermelha indicando viabilidade (HOEKSTRA e
BRUINSMA,1975). Sunilkumar et al. (2013), utilizando o Tetrazolio (0,1%) para estudar a
viabilidade polinica em hibridos interespecifico dos cruzamentos entre as palmeiras dénde
(Elaeis guineenses) e caiaué (Elaeis oleifera) observaram um valor médio entre 66,39% a
91,15% de viabilidade. Storti (1993) obteve resultado semelhante ao utilizar a mesma técnica
em Mauritia flexuosa Lin., que apresentou 76% de viabilidade.

O método com o corante Azul de Tripan (0,2 %) é baseado no fato de que, o corante
ndo pode passar dentro da célula, porque possui a membrana plasmatica intacta, quando o
plasmalema € danificado, o corante penetra ligando-se as proteinas presentes na célula
(Rején, et al. 2010). O resultado é que os grdos inviaveis mancham intenso azul violeta.
Desta forma, a viabilidade com o uso do Azul de Tripan (0,2 %) age como um teste de
exclusdo. Ouyang, et al. (2016), estudando o efeito do dioxido de nitrogénio e dioxido de
enxofre na viabilidade e morfologia do polen do carvalho (Quercus mongolica), utilizando
o corante Azul de Tripan (0,2 %) para determinar a viabilidade do pdélen, obteve valores
médios superiores a este estudo, 95,8 % de viabilidade para pdlen fresco, sem exposi¢ao aos
tratamentos com didxido de nitrogénio e didxido de enxofre, e variando o valor médio de
90,1 a 84,9 % de viabilidade nos pdlen exposto ao dioxido de nitrogénio e 84,9 a 75,2 % de
viabilidade nos pdlen exposto ao dioxido de enxofre. Rejon et al. (2010), também obteve

percentuais médios altos de viabilidade polinica, chegando a 92,6 % em diferentes cultivares
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de oliveira (Olea europaea L.). Ndo foram encontrados na literatura estudos utilizando Azul
de Tripan (0,2 %) para andlise da viabilidade polinica em palmeiras.

Dependendo do método utilizado, a viabilidade apresentou diferentes valores de
viabilidade (ndo esta claro). Esse fato indica que é aconselhdvel usar pelo menos dois testes
de viabilidade diferentes para que os resultados reflitam com mais preciséo a qualidade do
polen. Considerando-se que expressdo do gendtipo de um individuo € fruto da contribuicao
dos gametas masculino e feminino, quanto maior a viabilidade polinica, maior a
possibilidade da formacdo de diferentes combinacdes entre alelos, e consequentemente,
aumento da variabilidade genética (SOUZA et al., 2002).

5.2.3 Efeito da temperatura e do tempo de armazenamento na viabilidade do
poélen de E. precatoria

Diferencas significativas foram observadas entre os tratamentos com corantes, tempo
e temperatura de armazenamento, bem como as interagcdes, corante X tempo, para a
viabilidade do polen de E. precatoria (Tabela 7). O coeficiente de variacdo foi baixo
(3,15%), indicando alta precisdo do experimento. Considerando os resultados dos efeitos
isolados e da interagdo entre eles verificados na analise de variancia e o tipo de variavel
independente, para comparar as médias da viabilidade do pdlen avaliada por diferentes
corantes (variavel independente qualitativa), bem como as médias das diferentes
temperaturas de armazenamento (variavel independente quantitativa com trés niveis) foi
realizado o teste de médias, enquanto o efeito do tempo de armazenamento (variavel
independente quantitativa) foi analisado por regressao.
Tabela 7. Anélise de variancia de porcentagem de p6len vidvel utilizando trés solucdes (Tetrazdlio

(0,1%) 0,1 %, Cotton Blue (0,05 %) e Azul de Tripan (0,2 %), armazenado nas trés temperaturas
(5°, -20° e -80° C) nos cinco tempo de armazenamento (0, 30, 60, 90, 180 dias)

FV GL QM Fc Pr>Fc
Corante 2 3550,96 897,71* 0,0000
Temperatura 2 44,67 11,29* 0,0000
Tempo 4 425,46 107,56* 0,0000
Corante*Temperatura 4 1,33 0,34 0,8500
Corante*Tempo 8 35,07 8,87* 0.0000
Tempo*Temperatura 8 3,66 0,93 0,5000
Corante*Temperatura*Tempo 16 1,69 0,43 0,9700

Residuo 90 3,96

Total 134

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F. Coeficiente de variancia a 3,15%.
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Quando analisadas as médias da viabilidade polinica dentro de cada tempo de
armazenamento, os valores obtidos com os corantes Cotton Blue (0,05%) e o Tetrazdlio
(0,2%) néo diferiram entre si e foram superiores ao Azul de Tripan (0,1%) em todos os
tempos analisados (Tabela 8). Na comparacao das medias de viabilidade polinica dos tempos
de armazenamento para cada corante, os mesmos resultados sdo obtidos com 0s corantes
Cotton Blue (0,05%) e Tetrazolio (0,1%), com a média obtida no tempo zero estatisticamente
superior as demais, e as medias de 30 a 90 dias ndo diferiram entre si e sdo superiores a
média obtida com 180 dias de armazenamento. Com o corante Azul de Tripan (0,1%), apenas
uma alteracdo ocorreu na comparagdo dos tempos de armazenamento, onde a média obtida
com 30 dias de armazenamento ndo diferiu da obtida com o polen recém colhido (ndo

armazenado).

Tabela 8. Analise do desdobramento da interacdo corante X tempo de armazenamento, com teste de
Tukey a 5% de probabilidade para os valores da viabilidade polinica de E. precatoria.

Corante
Tempo de
Armazenamento ~ Cotton Blue ~Tetrazélio rAi\;:L(ZCe) )

(Dias) (0,05 %) (0,1%) %) ’

0 8167aA 8017aA 6567aB

30 7767bA  7611bA 635abB

60 76,11bA  7578bA 6267bB

90 75,61b A 75bA  61,67bB

180 725¢A  7144cA 50,72cB

*médias seguidas por letras distintas, mintsculas na coluna e maitisculas na linha, diferem entre si, pelo teste de Tukey

(p=0,05).

Para médias de viabilidade polinica resultante de diferentes temperaturas de
armazenamento, a amostra exposta a temperatura de -20° C (72,14%) foi estatisticamente
superior as demais médias obtidas com 5 °C (70,17%) e -80 °C (70,94%), as quais ndo
diferiram estatisticamente ente si (Tabela 9). Resultado semelhante foi observado por
Sunilkumar (2017), no qual estudou o processamento e armazenamento de pdlen de dendé
(Elaeis guineense) em relacao a duas variedades, Dura e Pisifera, onde obteve a viabilidade
méaxima registrada nos polen armazenados a -20° C. De forma diferente Mesnoua et al.
(2018) observaram para seis cultivares de Phoenix dactylifera L., onde a viabilidade foi

menor para o pélen armazenado a -20° C.
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Tabela 9. Andlise do efeito da temperatura através do teste de Tukey a 5% de probabilidade para os
valores da viabilidade polinica de E. precatoria.

Temperatura de Viabilidade (%)

armazenamento
-20°C 72,14 a
-80°C 7094 b
5°C 70,17 b

O armazenamento do pdlen como meio de manutencdo de sua viabilidade é uma
ferramenta valiosa empregada por melhoristas e geneticistas (P1O et al. 2007). Além dos
fatores fisioldgicos e genéticos, os principais fatores que podem afetar a viabilidade do p6len
armazenado sdo a umidade e a temperatura de armazenamento (GANESHAN et al., 2008).

A anélise de regressdo da interacdo entre o metodo de avaliagcdo e o tempo de
armazenamento demostrou que houve uma reducdo significativa e gradual na viabilidade do
po6len armazenado durante o periodo de 180 dias (Figura 15). Nos primeiros 30 dias houve
uma reducdo significativa dos percentuais de viabilidade, mantendo-se proximos até os 90
dias, tendo uma outra diminuicao significativa até chegar aos 180 dias (Figura 4). Resultado
semelhante foram obtidos por Oliveira, et al. (2001). Os autores verificaram que houve uma
reducdo da viabilidade polinica de gend6tipos de acaizeiros (E. oleracea) com o aumento do
tempo de armazenamento do polen, onde no primeiro més, a percentagem média foi de
79,6%, enquanto nos demais periodos avaliados foram de 77,4%, 74,1% e 61,3% (3, 6 e 12
meses respectivamente) quando avaliou a viabilidade polinica em a partir da solucéo de
Baker (DAFNI 1992). Maryam et al. (2017) observaram que os pdlen armazenado da
palmeira Phoenix dactylifera,corados por Acetocarmina (1%) variaram entre 87 a 65% nos

periodos de armazenamento de 1 e 12 meses.
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Figura 15. Porcentagem de viabilidade dos gréos de polen de E. precatoria obtida com o uso dos
corantes avaliados (Cotton Blue (0,05 %)s, Tetrazdlio (0,1%) e Azul de Tripan (0,2 %)), nos 5
periodos de avali¢do (0, 30, 60, 90, 180 dias).

Nota: (A) Cotton Blue (0,05 %)s, (B) Tetrazélio (0,1%) e (C) Azul de Tripan (0,2 %).

Os valores de viabilidade de polen encontrados no presente trabalho podem ser
considerados altos, capazes de garantir o sucesso de hibridacdes, utilizando pdlen
armazenado durante um periodo de até seis meses. Pereira et al. (2002), trabalhando com
clones de Eucalyptus camaldulensis e E. urophylla obteve 40% de viabilidade apds trés
meses de armazenamento, e consideraram uma percentagem alta devido a quantidade de

po6len empregada nas polinizagdes.

5.3 Emergéncia de plantulas em sementes de Acaizeiros E. precatoria, E.
oleracea, e hibrida E. precatoria x E. oleracea

Houve efeito altamente significativo de espécie para taxa de emergéncia (TE) e indice
de velocidade de emergéncia (I\VE), e, embora os efeitos isolados de temperatura da agua e
tempo de imersdo das sementes nao tenham sido significativos para as duas variaveis, a
interacdo espécie X temperatura da 4gua x tempo de imersdo foi significativa para ambas
(Tabela 10). Para TE foram também significativas as interacdes espécie X tempo de imersao
e temperatura x tempo de imersdo. De acordo com as interacGes significativas, foram

realizados os devidos desdobramentos para comparacao das médias.

Tabela 10. Resumo da analise de variancia para Indice de Velocidade de Emergéncia (IVE) e taxa
de emergéncia (TE) em sementes de E. precatoria, E. olereraceae e hibridas E. precatoria x E.
oleracea

IVE TE
FVv DF Fc Fc
Espécie (F1) 2,00 1,26* 161,75*
Temperatura (F2) 1,00 2,41 0,16
Tempo (F3) 2,00 0,35 0,28
F1*F2 2,00 0,97 2,84
F1*F3 4,00 1,84 3,51*
F2*F3 2,00 0,73 3,75*
F1*F2*F3 4,00 2,91% 3,81*
Residuals 36,00
Total 53,00

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
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Analisando os resultados do IVE, observa-se que as sementes de E. oleracea tiveram
a emergéncia de plantulas mais rapido em comparacao as de E. precatoria e do hibrido
interespecifico em todos os tratamentos, sendo estes ndo diferiram significativamente entre
si (Tabela 11). Em relacdo a valores absolutos o hibrido ficou com valores intermediérios
em relacdo as duas espécies, apenas o tratamento com 50° durante 20 minutos a velocidade
de emergéncia em E. precatoria foi intermedidrio (Tabela 11). Bovi et al. (1987),
comparando o desenvolvimento vegetativo e a producao de hibridos de palmiteiro (Euterpe
oleracea x E. edulis) com seus genitores, em duas condi¢des diferentes de cultivo, na regido
de Ubatuba-SP, verificou que ao contrério destes resultados, os hibridos germinaram e
emergiram mais rapido em relacéo a seus genitores.

As sementes dos hibridos apresentaram uma menor taxa de emergéncia de plantulas
em todos os tratamentos (Tabela 11). A E. oleracea teve o maior percentual de emergéncia,
nédo apresentando diferenca significativa com a E. precatoria nos tratamentos a 50° C a 5
minutos, e 40 e 50° C com 20 minutos. De maneira geral, os efeitos da temperatura e o tempo
para as sementes de E. oleracea na porcentagem de emergéncia ndo foram significativos,
apenas no tempo de 5 minutos diferenciou-se significativamente as médias de emergéncia
entre 40 e 50° C. J& para o Hibrido o tempo ndo influenciou significativamente as
emergéncias das sementes. Resultado semelhante foi obtido por Nazéario (2006), estudando
tratamentos pre-germinativos para amenizar a dorméncia de Astrocaryum aculeatum, onde
a temperatura e o periodo de embebicédo ndo afetaram de modo significativo a emergéncia,
a embebicdo, em qualquer temperatura ou periodo testado, favorece a emergéncia.

Tabela 11. Médias para indice de velocidade de emergéncia (IVE) e taxa de emergéncia (TE) em
sementes de E. precatoria, E. oleracea e hidridas E. precatoria x E. oleracea, submetidas a imersao
em agua com diferentes temperaturas e tempos de imersao.

IVE
Tempo

. 5 min 10 min 20 min

Espécie
Temperatura
40°C 50°C 40° C 50°C 40° C 50°C
E. oleracea 3,18 aA? 2,14 aB® 2,37aA°  2,75aA®  3,05aA*  2,91aA?
E. precatoria 0,71 bA® 0,93 bA® 0,62 bA? 0,78 bA® 0,94 bA? 1,03 bA?
Hibrido 0,98 bA® 1,45 bA? 1,17 bB? 1,80 cA? 1,19 bA®? 0,74 bAP
TE (%)

o Tempo

Espécie

5 min 10 min 20 min
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Temperatura
40° C 50° C 40° C 50°C 40° C 50° C
E. oleracea 83,33aA* 73,15aA* 78,70aA* 83,34aA®* 82,41aA* 87,96 aA?
E. precatoria 57,41bB* 75,93aA®* 58,33bA* 58,34bA%* 65,74aA* 74,07 aA?
Hibrido 25 cA? 37,96 bA® 2870 cA* 40,74 bA* 34,26 bA® 19,44 bAP

*Meédias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas, maidsculas nas linhas dentro de cada tempo e
sobrescritas nas linhas entre as temperaturas, ndo se diferenciam entre si pelo teste de Tukey (P < 0.05).

5.4 Quantidade de DNA genémico de E. precatoria, E. oleracea e do hibrido

interespecifico E. precatoria x E. oleracea

O contetdo de DNA nuclear da planta de E. precatoria proveniente do Campo
Experimental do Rio Urubu (CERU) foi de 7,04 pg, ja as plantas de E. precatoria do plantio
em Manacapuru a média foi 8,01 pg (Tabela 12). A diferenca observada entre os DNA das
espécies pode estar relacionada aos genotipos avaliados e a plasticidade do genoma nuclear.
As plantas de E. oleracea e os hibridos oriundo do plantio em Manacapuru, apresentaram
médias menores de contetdo de DNA, diferindo-se significativamente dos hibridos oriundos
da planta de E. precatoria do CERU (Tabela 12).

Os coeficientes de variacdo foram considerados baixos, inferiores a 5%
(GALBRAITH et al., 2001). Quanto menor o coeficiente de variagdo menor é a largura do
pico e maior € a precisdo dos experimentos de citometria de fluxo. O CV expressa as
variagOes observadas nas medicGes do conteddo de DNA, que sdo influenciadas pelas
metodologias de isolamento dos nucleos e tipo de fluorocromos usados, além da leitura no
citometro de fluxo (MARIE; BROWN, 1993). Foram avaliados em torno de 10 mil nucleos
por individuo (Figura 16), com a formacdo de picos bem definidos para cada uma das

espécies.

Tabela 12. Estimativa da quantidade de DNA nuclear de E. precatoria, E. oleracea e provaveis
hibridos interespecificos nas diferentes areas de origem, obtido por anélise de citometria de fluxo.

Espécie/Local Contetido de DNA
E. precatoria/Manacapuru 8,01a
Hibrido/CERU 7,35a
Hibrido/Manacapuru 6,60 b
E. oleraceae/CERU 6,17 b

E. precatoria/CERU 7,04*
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*ndo incluido no teste de médias, amostra Unica da espécie no local; *médias seguidas por letras distintas

diferem entre si, pelo teste de Kruskal-Wallis.

De acordo com Dolezel (1997), ¢ esperado obter valores intermediarios na
quantidade de DNA nuclear em hibridos interespecificos em relagdo as espécies parentais.
Entretanto, os genitores dos hibridos interespecificos oriundos do CERU, apresentaram
conteldo de DNA nuclear menor que a média dos hibridos interespecificos. 1sso pode ser
devido a heterose ou vigor hibrido (SNUSTAD; SIMMONS, 2000). Outro motivo pode ser
devido a esses hibridos estarem em estadio de mudas, pois, segundo Dolezel et al. (2007), o
estagio de desenvolvimento da planta pode influenciar em grande parte os resultados da
citometria de fluxo. Resultado semelhante foi obtido por Madon et al. (2008), estudando a
aplicacdo da citometria de fluxo para estimar o contetdo de DNA nuclear no género Elaeis,
onde observou quantidade de DNA nuclear superior do hibrido interespecifico do
cruzamento entre Elaeis oleifera (Suriname) e E. guineensis (Pisifera) em relacdo as
espécies parentais.

Oliveira (2011), estudando a palinologia, citogenética e conteido de DNA nuclear
em espécies do género Euterpe, observou valores maiores de contetido de DNA usando a
citometria de fluxo para E. oleracea (8,44 pg) e E. precatoria (9,41 pg). Roser, Johnson e
Hanson (1997), determinou o conteldo de DNA nuclear de E. precatoria a partir de
densitometria por Feulgen (2C de DNA de 10,62 pg), o que é considerado relativamente alto.
A variacdo notada entre as plantas mesmo entre aquelas da mesma espécie pode ser explicada
por pequenas variacdes na quantidade de DNA nos parentais, uma vez que 0S materiais
analisados por esses autores ndo sdo 0os mesmos analisados neste trabalho. Essas diferencas
na quantidade de DNA entre gendtipos, populac@es, linhagens ou cultivares dentro de uma
espécie sdao comuns (Dolezel, 1997). Schifino-Wittmann (2001), explica que quando os
resultados de determinacdo da quantidade de DNA por diferentes autores sdo divergentes,

deve-se a plasticidade do genoma nuclear ou as metodologias aplicadas.
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Figura 16. Histograma de citometria de fluxo em ntcleos das plantas E. precatoria (P1EPC) plantada

no CERU, E. oleracea, (PLEOC) oriunda do CERU, Hibrido interespecifico (He4POC) oriundo do

cacho da planta PLEOC, Hibrido interespecifico oriundo do plantio em Manacapuru e E. precatoria

(P1EPC) oriunda do plantio em Manacapuru.
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6 CONCLUSOES

As fases fenologicas de floracdo e frutificacdo de E. precatoria ocorrem durante
todos os meses do ano, mas ndo de forma regular.

O melhor periodo para coleta do pdlen, bem como, para realizacdo de cruzamentos,
em E. precatoria sdo de agosto a dezembro, quando ocorre maior frequéncia de
inflorescéncias em fase de floracéo.

A germinacdo in vitro do polen de E. precatoria em meio &gar € estimulada pelo
calcio, enquanto o boro parece ser um fator limitante a germinacéo.

Os métodos colorimétricos usando os corantes Cotton Blue e Sal de Tetrazdlio sdo
adequados para analise da viabilidade de pdlen de E. precatéria.

Recomenda-se 0 armazenamento de pdlen de E. precatoria em temperatura de -20
°C, condigdes em que se mantem viavel pelo menos por 180 dias.

A temperatura e o periodo de embebicdo em &gua quente favorece a emergéncia das
plantulas. Contudo, para E. oleracea, a emergéncia de plantulas é mais rapida em
comparacao a E. precatoria e ao hibrido interespecifico. Os hibridos interespecificos entre
E. precatoria e E. oleracea apresentam valores intermediarios quanto a velocidade de
emergéncia de plantulas, entretanto, apresenta uma menor porcentagem de emergéncia.

O contetdo medio de DNA nuclear de E. precatoria é superior ao da espécie E.
oleracea, enguanto nos hibridos interespecificos E. precatoria X E. oleracea podem

apresentar valores superiores e intermediario entre as espécies genitoras.
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