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RESUMO

Dentre as espécies amazobnicas ndo domesticadas com grande potencial
econdmico para produtos ndo-madeireiros, destaca-se a espécie de palmeira de
murmuru (Astrocaryum spp.). A utilizacdo de técnicas biotecnologicas tem
demonstrado resultados promissores, como uma importante estratégia de
domesticacdo e conservacdo de espécies vegetais. O objetivo deste trabalho foi
realizar a avaliacdo de medicdo das sementes e diasporos, verificar a germinagao
in vitro de embrides zigoticos e realizar a indugcédo de calos para embriogénese
somatica em murmuru a partir de embriées zigéticos. O estudo foi conduzido no
Laboratério de Propagacdo e Conservacdo in vitro de Plantas da Universidade
Federal do Acre — UFAC, Rio Branco, AC. O trabalho foi realizado em dois
experimentos, inicialmente realizou-se a caracterizacdo de medicdo dos diasporos
e améndoas de murmuru através de procedimentos sequenciais e individual. Em
seguida, foi estabelecido o experimento de germinacdo in vitro de embrides
zigoticos em meios de cultivos que consistiram de trés formulacdos (MS, WPM e
White) associados a sacarose em diferentes concentracdes (15, 30 e 45 g. LY)
apos 63 dias, foi avaliado a porcentagem de germinacdo, altura da parte aérea
(cm), comprimento do haustério (cm) e comprimento da parte radicular (cm).
Resultados significativos foram obtidos para as caracteristicas de medicao, pois
se observou que as informacdes quanto a descricdo de medicdo apresentou uma
variacdo entre as populacbes da mesma espécie. Os resultados obtidos a partir
dos 63 dias de avaliagdo apresentou um porcentual de germinacao de 49,07%,
em que a maior porcentagem de germinacdo foi obtida utilizando embribes
zigoticos inoculados no meio MS (61,11%), seguidos de WPM (47,22%) e White
(38,89%). Para as caracteristicas de comprimento da parte aérea e tamanho dos
haustério, os embrides cultivados em meio MS foram os melhores resultados,
diferindo estatisticamente dos embrides submetidos no meio WPM e White. Para
o0 comprimento da parte radicular, o meio MS e WPM foram os melhores
resultados comparando com o meio White. Por ultimo, os embrides foram
induzidos com meio MS, suplementado com diferentes concentracbes de
Picloram (0; 56,25; 112,5; 225,0; 450,0 uM) apos 120 dias foi verificado a
formacao de calos, foram realizadas a caracterizacdo morfologica.

Palavras-chave: calos; inducdo; germinacao in vitro; murmuru.



ABSTRACT

Among the Amazonian non-domesticated species with great economic potential
for non-timber products, there is the kind of murmuru palm (Astrocaryum spp.).
The use of biotechnological techniques have shown promising results, as an
important strategy of domestication and conservation of plant species. The aim of
this study was the evaluation of measurement seeds and diasporas, check the in
vitro germination of zygotic embryos and perform the callus induction for somatic
embryogenesis in murmuru from zygotic embryos. The study was conducted in
Propagation and Conservation Laboratory in vitro plants of the Federal University
of Acre - UFAC, Rio Branco, AC. The study was conducted in two experiments,
initially held the characterization measurement of the seeds and almonds murmuru
through sequential procedures and individual. Then the experiment vitro
germination of zygotic embryos in media crops consisting of three formulagéaos
was established (MS, WPM and White) associated with sucrose at different
concentrations (15, 30 and 45 g. L-1) after 63 days, it evaluated the percentage of
germination, shoot height (cm), haustoria length (cm) and length of roots (cm).
Significant results were obtained for the measurement features, as it noted that
information concerning the measurement of description showed a variation among
populations of the same species. The results obtained from the 63 day trial
showed a 49.07% germination percentage, where the largest percentage of
germination was obtained using zygotic embryos inoculated in MS medium
(61.11%), followed WPM (47, 22%) and White (38.89%). For the shoot length
features and size of the haustorium, embryos cultivated in MS medium were the
best results, differing statistically from embryos submitted in the middle WPM and
White. For the length of roots, and MS medium WPM best results were compared
to the means White. Finally, the embryos were induced on MS medium
supplemented with different concentrations of Picloram (0; 56.25; 112.5; 225.0;
450.0 mM) was observed after 120 days callus formation, they were performed

Morphological characterization.

Keywords: calluses; induction; germination in vitro; germination; murmuru.
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1 INTRODUCAO

A Amazobnia € um bioma com enorme diversidade biologica. Mantém-se
em evidéncia mundial devido a extensiva riqueza dos recursos naturais, pois 0s
produtos originados das florestas apresentam um elevado valor econdmico,
principalmente na atualidade, quando o mundo tem consciéncia da preservagao
do meio ambiente aliada a exploracdo racional da natureza.

Os produtos florestais ndo-madeireiros da Amazbnia sdo atualmente
revalorizados e sua utilizacdo é incrementada em virtude da valorizagdo de uma
vida de habitos mais saudaveis e, consequentemente, pelo consumo de produtos
naturais (SOUSA et al., 2004).

Nas florestas neotropicais do mundo existe uma consideravel
biodiversidade de palmeiras, assim contribuem para a manutencdo dos
ecossistemas, bem como para a biodiversidade.

Dentre as espécies com grande potencial econdmico, destaca-se as
espécies de palmeira do género Astrocaryum (Arecaceae) incluindo espécies
endémicas de importancia socioecondmica na Amazobnia Sul-Ocidental. A
palmeira de murmuru (Astrocaryum spp.), bastante encontrada na regido
amazobnica € importante para o0 uso multiplo, pois resulta em beneficios
energéticos e alimentares para o homem, sem ocasionar riscos a espécie e ao
meio ambiente.

As caracteristicas de medi¢cdes das sementes sao importantes em relacdo
a propagacao de espécies, principalmente de palmeiras, em razdo de promover o
aumento da produtividade. Desta forma, os parametros dos caracteres das
medicbes de frutos servem de base de informacdes para outras areas de
conhecimento, pouco investigados nas linhas de pesquisas voltadas as formas de
propagacéao de palmeiras.

Na maioria das palmeiras, o processo de propagacao ocorre de forma
restrita, quase sempre por sementes, assim, algumas limitacées neste tipo de
processo de multiplicagdo sdo encontradas comparados com outras técnicas de
propagacéao vegetativa que busque a domesticacéo e exploracao racional.

Embora incipientes, as utilizacbes de técnicas biotecnologicas

demonstram resultados promissores, principalmente na aplicacdo de métodos
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biotecnolégicos de culturas de células e tecidos vegetais, principalmente com a
aplicacao de cultivo in vitro em palmeiras neotropicais de forma mais frequente e
ainda complementa pesquisas voltadas a embriogénese somatica, bastante
utilizados com sucesso na conservacdo e uso de palmeiras de importancia
socioecondmica.

As técnicas de cultura de tecidos vegetais possibilitam, através de um
conjunto de estratégias, a propagacdo massal e conservacdo das espécies
(REICH FILHO et al., 2005). Todavia, o desenvolvimento destas técnicas €&
fundamental para as areas de morfogenética e de melhoramento genético, diante
desta importancia, exigem o estabelecimento de protocolos eficientes de técnicas
de cultivo in vitro em Astrocaryum ulei.

Este trabalho teve por objetivo determinar as principais caracteristicas de
medicdes dos diasporos e améndoas, e ainda avaliar a morfogénese in vitro de
embrides zigbticos de murmuru em funcdo do meio de cultura e concentracdes de
carboidratos e a inducdo de calos para embriogénese somatica de Astrocaryum

ulei.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Segue a revisdo de literatura considerando aspectos importantes e o
restrito conhecimento cientifico sobre a espécie Astrocaryum ulei Barret.,
direcionado a tdépicos de estudos de caracterizacdo de medicdes de frutos,

germinacao e embriogénese somatica.

2.1 Descricéo da Espécie

A seguir sdo apresentados aspectos relevantes, referentes a descricao do
murmuru, como: abordagem historica, classificacdo e descri¢cdo botanica, origem
e variedades de murmuru, area de ocorréncia e exigéncias edafocliméaticas,

utilizacdes do murmuru e importancia econémica.

2.1.1 Abordagem historica

Nas ultimas décadas, em razdo das mudancas de habitos mais saudaveis
das populagdes, os produtos florestais ndo-madeireiros da Amazonia estdo mais
valorizados em consequéncia do maior consumo dos produtos naturais (PEREIRA
et al., 2006).

Entre muitas espécies que produzem inumeros produtos florestais néo-
madeireiros, as palmeiras sao de grande importancia para o homem, pois sé&o
grandes fornecedoras de produtos, pertencentes a familia Arecaceae,
antigamente denominadas de Palmae.

Sodré (2005) cita que no que concerne a evolugao historica das palmeiras,
desde os tempos remotos as grandes civilizacdes orientais, as espécies de
palmeiras estdo presentes como elementos caracteristicos das paisagens e
habitats. Os primeiros registros relatados na historia iniciaram-se entre 0s povos

assirios e egipcios, informacdes que sédo base de alimentacdo para os habitantes
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do norte da Africa e sudoeste da Asia, e ainda estende-se para o Eufrades até o
Nilo.

Os gregos chamavam as espécies de palmeiras de “foinix’,
etimologicamente de origem fenicia. A partir da difusdo do seu cultivo, expedicbes
botanicas foram realizadas em virtude do conhecimento de novas plantas,
estende-se & América e Oceania e foi introduzida na Europa (SODRE, 2005).

Em relacdo as espécies de Astrocaryum, somente em 1980 surgiram as
primeiras informacdes sobre a identificacdo da maioria das espécies. As
informacdes das colecdes deste periodo sao incipientes, devido que durante a Il
Guerra Mundial, vérios herbarios foram destruidos e assim ocorreu a perda de
inUmeros espécimes.

No entanto, varias contribuicdes foram realizadas por Martius (1824 -
1844), Drude (1881) e Barbosa Rodrigues (1903), pelas excelentes descricbes e
ilustracbes de trabalhos de pesquisas que envolvem a palmeira de murmuru.
Posteriormente Burret (1934) descreveu espécies novas de Astrocaryum, ainda
Granville (1989) descreveu e discutiu a distribuicdo das espécies em paises da
América do Sul, especialmente na Guiana Francesa (KAHN, 2008). Nos registros
de estudos na Colémbia, Brasil e Peru, foram inventariadas algumas espécies de

murmuru, outras foram reavaliadas.
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Figura 1: Pintura do século XVI apresenta a
palmeira como um dos

componentes presentes na tela.
Fonte: Sodré (2005).

2.1.2 Classificacao e descricdo botanica

As palmeiras foram classificadas de acordo com Alves e Dematté (1987)
como plantas do Reino Vegetal; divisdo magnoliophyta (Angiospermae); classe
Liliopsida (Monocotyledoneae); subclasse Arecidae (Espadiciflorae); Super-ordem
Arecanae; ordem Arecales (Principes) e familia Arecaceae (Palmae).

A familia Arecaceae apresenta uma distribuicdo ampla no mundo, inclui
cerca de 200 géneros e 2000 espécies (SILVA et al.,, 2013). No continente
americano, sdo encontrados 67 géneros e cerca de 1440 espécies, dos quais 39
géneros e aproximadamente cerca de 200 espécies foram registradas no Brasil
(HENDERSON et al., 1995).

As espécies do género Astrocaryum s8o economicamente importantes, o

género é composto de 40 espécies e entre as espécies inseridas neste grupo,
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encontra-se a conhecida pelo nome vulgar de murmuru ou murumuru no Brasil e
chonta-loro na Bolivia (KAHN, 2008).

Os murmurus séo palmeiras de facil reconhecimento, apresentam como
caracteristicas botanicas um estipe solitario ou cespitoso, crescimento em
touceiras com estipe de 10 a 15 metros de altura, geralmente medindo de 17 a 27
cm de diametro, portando um monocaule (MIRANDA et al., 2001).

Os murmurus destacam-se por ser cobertas em toda a extensao do caule
bainhas persistentes e densamente cobertas por espinhos alongados, pretos e
achatados (NASCIMENTO et al., 2007).

As folhas desta palmeira sdo pinadas, variam em média de 12 a 20,
geralmente apresentam coloragdo quase branca abaxialmente e estédo
regularmente arranjadas e dispostas em um mesmo plano, elas medem em média
cerca de 5,0 a 6,2 metros (MIRANDA et al., 2001; NASCIMENTO et al., 2007).

A inflorescéncia é determinada de forma interfoliar, ereta na antese e na
frutificagdo, com frutos turbinados assimétricos, com coloracdo avermelhada, de
forma periforme a ovoide (NASCIMENTO et al., 2007; BEZERRA, 2012). O pistilo
da flor é glabro, em forma de uma taca, superficialmente tridentados, fazendo com
gue seja mais curto do que a corola, raramente desigual, nunca o cobre (KAHN,
2008).

Os frutos do murmuru sdo bastante apreciados pelo homem,
morfologicamente apresentam caracteristicas bem distintas em relacdo ao
tamanho, formato e coloragdo. Os frutos tém uma variagcdo de 3,0 a 8,5 cm,
alcancam de 1,2 cm a 4,5 cm de diametro e o peso médio de 8,0 gramas, com
formato periforme a obovado ou alongado-obovado e coloragcdo marrom-claro a
amarelo-ouro, com presenca ou nhdo de espinhos (BEZERRA, 2012,
NASCIMENTO et al., 2007; SOUSA et al., 2004).

Os frutos do murmuru sdo morfologicamente formados quando maduros
por um epicarpo geralmente coberto por pequenos espinhos finos, negros e
macios. O mesocarpo é comestivel, parte carnosa, suculenta e também macia,
importante na dieta de varios animais, principalmente de mamiferos (macacos,
esquilos, caititus e queixadas). J4 o endocarpo € lenhoso, contém endosperma
homogéneo de coloracdo branca (NASCIMENTO et al., 2007), conforme ilustra a

Figura 2.
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A composicao quimica deste fruto € composta em média de 53% de polpa,
faz com que seja considerado suculento (PEREIRA et al., 2006). Além disso, para
Pio Corréa citado por Silva (1996), os cheiros destes frutos sdo bastante
caracteristicos, pois 0 aroma e o sabor sdo semelhantes aos do melédo. A polpa
do murmuru é classificada como adocicada, em razdo de que os teores de
sacarose apresentam valores consideraveis em torno de 8,7°Brix, o teor bruto de
proteina em torno de 4%, julgado como baixa fonte e ainda pH do fruto varia em
torno de 4,31 a 4,26, classificado como acido (PEREIRA et al., 2006). As
améndoas do murmuru séo oleosas e também comestiveis, fonte de matéria
prima para varias utilidades (BEZERRA, 2012).

A floracéo e frutificagcdo de Astrocaryum spp. ocorrem anualmente, porém
de forma desuniforme. A floragdo ocorreu durante a estacédo seca e a frutificacao
ocorre durante a estacdo chuvosa, geralmente os processos que influenciam a
floracdo e frutificacdo estdo relacionados aos correspondentes agentes
polinizadores e dispersores (FREITAS et al., 2011).

As alteracdes das formas ritmicas e condi¢bes sazonais sédo fatores como
ja mencionados anteriormente de grande importancia no processo fenolégico de
reproducao e interfere na participacdo dos agentes polinizadores e dispersores
(JANZEN, 1967).

As formas de disperséo dos frutos de murmuru séo através da hidrocérica,
feita pela agua dos rios, e zoocoérica, realizada pela fauna aquatica e terrestre,
principalmente por mamiferos como as pacas, jabutis, quatipurus, macacos,
gueixadas e outros (MIRANDA et al., 2001).



Figura 2: Palmeiras de Astrocaryum ulei (A), Inflorescéncia (B), Cacho de

murmuru (C) e Frutos de murmuru (D).
Fonte: Kahn (2008); Bezerra (2012).

2.1.3 Origem e Variedades

O murmuru é uma espécie do género Astrocaryum, que apresenta uma
grande importancia econémica. E uma palmeira bastante encontrada na regiéo
amazonica. As populagbes de murmuru geralmente estao situadas em regides de
elevadas umidade e temporariamente inundadas, encontradas em areas do
estuario do Rio Amazonas e afluentes, assim como no alto e baixo Amazonas. Na
regido amazodnica estdo distribuidas as espécies Astrocaryum murumuru e a
Astrocaryum ulei (ALTMAN, 1958; SILVA, 1996; BALICK, 1979).

Sado observados no Acre duas espécies de murmuru com caracteristicas
botanicas semelhantes: Astrocaryum faranae, com distrubuicdo somente no Vale
do Jurua e Astrocaryum ulei, encontrada em todo o Estado do Acre, espécies
estas formadas em toda sua estrutura por espinhos (SOUSA et al., 2004).

Kahn (2008) relata em suas buscas que ainda séo descritas na Amazbnia
trés espécies de murmuru: Astrocaryum chonta, encontradas a partir de Santa
Cruz de la Sierra, na Bolivia ao vale do Rio Ucayali, no Peru. A Astrocaryum ulei,
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encontrada no norte da Bolivia junto a margem sul do Rio Solimdes, no Brasil
(Acre, Amazonas e Rondébnia). E ainda, a Astrocaryum murumuru, encontrada

nas Guianas e na regido nordeste e central da bacia.

2.1.4 Areade Ocorréncia e Exigéncias Edafoclimaticas

O género Astrocaryum € composto por cerca de 40 espécies, distribuidas
em 12 paises conforme Tabela 1. O género é concentrado de forma
representativa em paises como Brasil, Peru, Colémbia e nas Guianas, com 26,
14, 11 e 10 espécies, respectivamente. No entanto, no Brasil consta como
endémicas oito espécies, duas vezes a mais do que na Colémbia e Peru, onde

constam quatro espécies em cada pais (KAHN, 2008).

TABELA 1 — Distribuicdo de espécies de Astrocaryum nos paises: espécies

endémicas.
PAISES QUANTIDADE ESPECIE
Astrocaryum aculeatum, A. campestre, A.
Bolivia 3 chonta, A. gratum, A. gynacanthum, A.

huaimi, A. jauari, A. ulei.

Astrocaryum acaule, A. aculeatum, A.
aculeatissimum ©), A, arenarium ©), A.
campestre, A. chambira, A. echinatum ©),
A. faranae, A. farinosum, A. ferrugineum,
A. giganteum ®©,  A. gynacanthum, A.

Brasil 26 huaimi, A. jauari, A. javarense, A. kewense
®©, A. minus, A. murumuru, A. paramaca,
A. pygmaeum ©) A, rodriguesii, A. sociale
@, A. sciophilum, A. ulei, A. vulgare, A.
weddellii ),

Astrocaryum acaule, A. ciliatum ®©), A,
chambira, A. cuatrecasanum ©), A,
ferrugineum, A. gynacanthum, A. malybo

Colombia 11 ®©, A. macrocalyx, A. standleyanum, A.
triandrum ©, A, urostachys.
. Astrocaryum confertum, A. standleyanum.
Costa Rica 2 y y
Astrocaryum chambira, A. jauari, A.
Equador 4 standleyanum, A. urostachys.

Astrocaryum gynacanthum, A. jauari, A.
3 minus, A. murumuru, A. paramaca, A.

Guiana Francesa rodriguesii, A. sciophilum, A. vulgare.
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Astrocaryum aculeatum, A. farinosum, A.
gynacanthum, A. jauari, A. murumuru, A.

Guiana 9 paramaca, A. rodriguesii, A. sciophilum, A.
vulgare.

Astrocaryum aculeatum, A. farinosum, A.
gynacanthum, A. jauari, A. murumuru, A.

Suriname 9 paramaca, A. rodriguesii, A. sciophilum, A.
vulgare.
, Astrocaryum confertum, A. standleyanum.
Panama 2 y y

Astrocaryum carnosum ©), A. chambira, A.
chonta, A. faranae, A. gratum, A.
gynancanthum, A. huaimi, A. huicungo ®,

Peru 14 A. jauari, A. javarense, A. macrocalyx, A.
perangustatum ©), A. scopatum ©), A,
urostachys.

. Astrocaryum aculeatum.

Trindade 1 y
Astrocaryum acaule, A. aculeatum, A.

Venezuela 6 chambira, A. gynacanthum, A. jauari, A.
murumuru.

(e): espécies endémicas
Fonte: Adaptado de Kahn (2008).

Henderson et al.,, (1995) menciona que muitas espécies do género
Astrocaryum encontram-se distribuidas em todos os estados amazoénicos, e ainda
relata, que essas espécies geralmente estdo associadas a areas periodicamente
inundadas, baixas elevacdes e formacdes florestais densas ou semi-abertas.

A palmeira do murumuruzeiro € encontrada principalmente na regido
amazobnica, concentradas no estuario do Rio Amazonas (SILVA, 1996) e
afluentes, assim como no alto e baixo Amazonas (ALTMAN, 1958; SILVA, 1996;
BALICK, 1979).

O Astrocaryum murumuru Mart. esta distribuida em grande abundancia na
varzea estuarina, percorre ao longo dos rios de todos os estados amazbénicos
(HENDERSON et al., 1995). Situam-se também no nordeste e regido central da
bacia amazénica e sudoeste do estado do Acre, além de paises como Guianas,
Guiana Francesa e Suriname (KAHN, 2008).

O Astrocaryum ulei Burret é uma palmeira oriunda de areas de florestas
primarias, secundarias e ainda pastagens, com exigéncias edafocliméticas de boa

adaptacado, pois é uma espécie que se desenvolve em regides de terra firme e
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areas alagadas. Encontra-se distribuida na regido sul da Amazbénia em estados
como Acre, Amazonas e Rondbnia e ainda em Pando na Bolivia e Madre Dios no
Peru (FERREIRA, 2005).

2.1.5 Informacgfes Ecolbgicas

Planta perinifolia, heliéfita, caracteristica das florestas de varzea de terra
firme da Amazonia (LORENZI, 2001). Os aspectos ecolégicos do Astrocaryum
ulei Burret, descreve que é uma espécie com adaptacdo em regides de florestas
sazonais, de terras aluviais inundaveis e pantanos costeiros sob influéncia das
marés (KAHN, 2008).

O murmuruzeiro é considerado entre as espécies de maior ocorréncia nas
florestas de varzea amazbnica com cerca de 15% das espécies comuns nesta
regido, registros estes obtidos por Almeida et al.,, (2004). A densidade de
ocorréncia da espécie é de 516 a 1396 plantas/ha (GAMA et al., 2002).

Existe uma grande variagdo de dados referentes a densidade do
murumuzeiro. Os dados indicadores do estado do Acre apresentam em média em
algumas regibes de 10 a 28 plantas/ha, porém em algumas éareas ja foram
registrados com mais de 100 plantas/ha (BEZERRA et al., 2012). Diante desta
grande ocorréncia, o murmuru tem uma importante funcéo ecolégica para a fauna

frugivora e para as populacgdes ribeirinhas (FREITAS et al., 2011).

2.1.6 Importancia Econdmica

A prospeccéo de alternativas potenciais dos produtos nao-madeireios sao
significativas para o mercado atual. O murmuru € uma espécie com grande
potencial econdémico, traduzida pelo uso multiplo de produtos extraidos dos
recursos desta palmeira, gera beneficios energéticos e alimentares para 0 homem
e ainda possibilita a exploracdo sustentavel, sem promover riscos a espécie e ao

meio ambiente.
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No entanto, ha poucas informacdes sobre o mercado de produtos
derivados do murmuru no ambito nacional e internacional, apenas estimativas
superficiais que sinalizam dados que esta espécie tem grande potencial para o
futuro.

As informacdes do mercado internacional sdo incipientes, apenas ha
registros de crescimento de exportacdo da gordura de murmuru para alguns
paises da Europa. Algumas empresas optam por investir na exportacdo, com o
intuito atingir o mercado internacional como Europa e EUA, em razdo da
dificuldade que o mercado local tem em nao valorizar os produtos oriundos da
industria de cosméticos (GALDINO, 2007).

As informag0des referentes ao mercado nacional apontam que existe uma
expansao no mercado nas industrias alimenticias e de cosméticos, apesar de néo
haver uma hegemonia na producdo industrial em larga escala em todas as
regibes do Brasil, apenas a concentracdo de mercado na regido Norte do pais,
com uma producao de cerca de 25 mil toneladas ao ano (SOUSA et al., 2004).

As industrias nacionais concentram-se 0S seus investimentos na area de
processamento de gorduras das améndoas de murmuru e participam os estados
que sdo os principais centros de producdo, como o Acre, Amazonas e Para,
porém o mercado nacional tem enfrentado algumas dificuldades relacionadas a
cadeia produtiva desta comercializacdo, principalmente aos altos custos que as
logisticas de transporte tém exigido na regido amazénica (GALDINO, 2007).

As empresas ou cooperativas do estado do Acre que comercializam as
matérias-primas oriundas do murmuru para o mercado brasileiro apresentam
precos do murmuru que variam de R$14,00 a R$20,00 por quilo, garantem
rendimentos em torno de 30% a cada 100 kg de sementes e obtem ganhos de
cerca de R$600,00, incentivos estes que contribuem de forma significativa para a
economia das populacdes extrativistas (GALDINO, 2007).



29

2.1.7 Utilizagbes: beneficiamento, produtos e subprodutos

O Astrocaryum ulei Burret. tem grande importancia para a economia local,
devido que o murmuru é uma espécie fonte multipla de produtos e tem como
matérias primas o coco verde (consumido na alimentacdo), coco seco
(artesanatos), espinhos (medicamentos para a queda de -cabelos), folha
(alimentacdo de animais), améndoas (manteiga) e 6leos/gorduras (cosméticos)
(GALDINO, 2007).

As fibras localizadas no peciolo e raquis do murmuru S&o recursos que em
transformacdo sdo fontes de matéria prima das industrias de papéis (ROCHA;
POTIGUARA, 2007). O murmuru é material de varios produtos e subprodutos
como adubos, artesanato, fibras, forragens, madeira comercial, palha de
cobertura, bastante utilizadas também como plantas ornamentais e de sombra
(FRANKE, 1999).

As améndoas sdo aproveitadas no processamento industrial na fabricacéo
de margarinas, devido possuirem uma elevada concentracdo de o6leos (SILVA,
1996). A gordura € utilizada na industria de cosmeéticos, principalmente na
fabricacdo de sabonetes, cremes, xampus e nas industrias de tintas como
secativos (SOUSA et al., 2004).

O beneficiamento dos frutos do murmuru inicia-se na observacao das
épocas de producdo da espécie, que geralmente estédo disponiveis duas vezes ao
ano, conforme foi demonstrado por Sousa et al., (2004) na Tabela 2.

TABELA 2 — Calendario com épocas de producdo do murmuru (Astrocaryum
spp.), Rio Branco — AC, 2003.

Meses
Astrocaryum

spp.

PP Jan. Fev. Mar. Abr. Mai. Jun. Jul. Ago. Set. Out. Nov. Dez.
Floragéo X X - - X X X X X X X X
Frutos X X X X - - X X X X x X
Verdes
Frutos X X X X X - - - X X x X
Maduros

Fonte: Adaptado de Sousa et al., (2004).
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Uma das fases de beneficiamento dos frutos de murmuru é a realizacao da
coleta dos frutos, onde se opta preferencialmente por realizar a coleta quando os
frutos estiverem disponiveis no chéo, devido que existe a dificuldade de serem
coletados diretamente do cacho, pois as palmeiras de murmuru sédo cobertas em
sua extensao por varios espinhos. Geralmente se deve observar as épocas de
coleta destes frutos, pois os frutos dispostos no chao por muito tempo estao
sujeitos a serem atacados por pragas e fungos, recomendagédo esta bastante
importante como medidas de profilaxia em relacdo a sanidade dos frutos e
améndoas (SOUSA et al., 2004).

Um dos procedimentos necesséarios apds a coleta é o processo de pré-
beneficiamento, quando ocorre a retirada da polpa por meio de uma lavagem, em
gue os frutos ficam submedidos em agua corrente para facilitar a remoc¢ao manual
da polpa. Em seguida os frutos sdo friccionados em uma peneira, removendo
parte da polpa. Quando as sementes ficam expostas em temperatura ambiente
para perder a umidade, sdo armazenados em camaras frias para ndo haver a
perca da viabilidade das sementes. A partir deste momento inicia-se a utilizacao
de tecnologias de transformacdo para 0 processamento extrativista das
améndoas com o intuito de obtencdo de varios tipos produtos e subprodutos
utilizados nos variados segmentos (PALLET, 2002).
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Figura 3: Hidratante de O6leo de murmuru (A), Mascara restauradora para
cabelo (B), Linha de produtos Natura (C) e Cosmético feito com

0leos de améndoas do murmuru (D).
Fonte: Bustamante et al., (2010); Galdino (2007).

2.2 Caracteres de medicao dos Cachos, Frutos e Sementes

As caracteristicas de medi¢cdo dos cachos, frutos e sementes de plantas
sdo essenciais para a determinagdo de definicdes particulares de uma espécie,
desta forma, essas caracteristicas servem de subsidios para outras areas de
conhecimento, fornecendo informacdes referentes a variabilidade genética entre
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as espeécies, aspectos ecolégicos de dispersdo, agentes dispersores e
estabelecimento de plantulas (MACEDO et al., 2009).

Os dados de estudos referentes as caracteristicas métricas de cachos,
frutos e sementes sdo pouco aplicadas nos setores comerciais, em razao da
escassez de pesquisas que envolvem o assunto, necessidade de uma
investigacdo mais detalhada sobre o assunto. Diante disso, as caracteristicas de
medicbes € uma ferramenta que tem uma grande contribuicdo no que concerne a
respeito da propagacao de espécies e consequentemente promove 0 aumento da
produtividade de sementes (CRUZ et al., 2001).

Os processos descritivos nos caracteres de medicdo de frutos e sementes
sdo base de dados que esclarecem a diferenciacdo de espécies no mesmo
género e ainda agrega melhorias nas novas ac¢des tecnolégicas de producéo de
mudas, principalmente de espécies nativas (CRUZ et al., 2001; PINA-
RODRIGUES, 2002). Destaca-se ainda que os caracteres de medicao de frutos e
sementes gerem subsidios para padronizacdes de testes laboratoriais, pois estes
estudos servem de base de dados e favorecem o uso racional e sustentavel dos
recursos quando tratamos de conservacdo e utilizacdo das espécies
(FERRONATO et al., 2000).

A descricdo do tamanho e forma dos frutos séo caracteres comuns nos
estudos de caracterizacdo de medicdo das espécies brasileiras, permite a
diferenciacdo de espécies do mesmo género, obtidos através das analises dos
padrbes morfométricos encontrados ao longo da distribuicdo geografica da
espécie (ARAUJO, 2009).

Desta forma, complementa-se que a obtencdo dos dados referentes ao
peso dos frutos é avaliada de forma positiva, pois estas informacfes sao
preponderantes para a determinacdo da quantidade de polpa e
consequentemente uma maior valorizacdo das espécies avaliadas para o0s
setores industriais que utilizam os extratos da polpa (MOURA et al., 2010).

As sementes apresentam algumas particularidades que a colocam como
orgéo vegetativo fundamental para os processos de identificacdo de espécies por
meio de suas caracteristicas morfoldgicas e auxilia a compreensao das pesquisas
voltadas aos estudos de germinacgéo de sementes (DONADIO; DEMATTE, 2000).

Segundo Aratjo (2009), os estudos dos caracteres de medi¢cdes de

sementes visam ampliar os caracteres descritivos das espécies, onde se observa
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as variacOes individuais durante o desenvolvimento das sementes e da
variabilidade genética, além da relacdo das caracteristicas de dispersdo e do
estabelecimento das plantulas e a diferenciacdo das espécies pioneiras e ndo
pioneiras em florestas tropicais.

As avaliacbes para a determinacdo do peso ou tamanho das sementes &
um procedimento estratégico adotado para melhor compreensdo dos processos
germinativos, com o intuito de uniformizar a emergéncia e o crescimento inicial
das plantulas, assim gera o aumento da produtividade e vigor das mudas
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

2.2.1 Relacbes dos caracteres de medicdes de frutos e sementes de

Palmeiras

Na Amazébnia existe uma grande biodiversidade de palmeiras, onde estas
desempenham papéis socioecondmicos e ambientais relevantes a sociedade.
Desse modo, fica evidenciado que existe uma necessidade do aprimoramento de
técnicas que facilitem a propagacao das espécies de palmeiras em larga escala
(SANTOS-MOURA, 2013).

A determinacdo das diferencas dos caracteres de medicdo dos cachos,
frutos e sementes de palmeiras € um caminho de suma importancia para o
conhecimento pormenorizado, pois a caracterizacdo de medicdo esta ligada a
forma de disperséo e reproducao das espécies (DOMINGOS NETO; FERREIRA,
2014).

Matheus e Lopes (2007) mencionaram em seus estudos que as pesquisas
gue envolvem os caracteres de medicdo de sementes de palmeiras auxiliam nos
processos germinativos e caracterizacdo do vigor e da viabilidade. Quando se
trata de palmeiras, estes estudos merecem destaque, pois esta corrente de
estudos massifica cientificamente a colaboragéo da caracterizacdo de medicao de
frutos e sementes para as pesquisas voltadas a propagacdo sexuada das
espécies (ARAUJO et al., 2000).

Os trabalhos de caracterizacdo de frutos e sementes de espécies nativas

sdo raros e, quase sempre, tém se limitado as espécies de maior expressao
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econbmica, porém pesquisas sao observadas em algumas espécies, onde
constam alguns dados caracterizagdo de medicao de palmeiras, como os obtidos
de Barbosa et al., (2010), com buritis (Mauritia flexuosa L. F.), babacu (Attalea
speciosa Mart. Ex Spreng.) (MITJA et al.,, 2008; PINHEIRO et al, 2014), jarina
(Phytlephas mcrocarpa) (NETO DOMINGOS, 2014), macauba (Acrocomia
aculeata (Jacq.) Lodd) (SANTOS et al., 2013) e tucuma (Astrocaryum vulgare
Mart.), (RIBEIRO et al., 2014).

2.2.2 Relagbes dos caracteres de medicdo de frutos e sementes de

murmuru

Trabalhos como o de Carim et al., (2009) demonstram a importancia dos
caracteres de medicdo na diferenciacdo dos individuos da espécie de
Astrocaryum murumuru L.). Estes estudos corroboram para as linhas de
pesquisas que afirmam que a caracterizacdo reprodutiva da espécie é um
processo obtido a partir da observacao dos caracteres morfologicos dos frutos e
sementes.

Os autores dos estudos dos caracteres de medicdo de Astrocaryum
murumuru L., localizada na floresta de varzea no municipio de Mazagao — Amapa,
verificaram que os cachos eram formados por cerca de 150 frutos, onde na
analise individual dos frutos obtiveram peso médio de 12390 gramas, que variam
entre 2350 e 31400 gramas, também encontrado um ndamero médio de 375,6
frutos por cacho, que variam entre 106 e 960. Os frutos apresentaram peso médio
de 23,18 gramas, diametro longitudinal e diametro vertical de 54,20 e 30,03 cm,
respectivamente e peso médio do mesocarpo de 10,34 gramas, principalmente
por esta palmeira possuir 6tima perspectiva em relacdo a producédo de biodiesel
(CARIM et al., 2009).

Nascimento et al., (2007) estudaram os caracteres de medi¢do de cachos,
frutos e sementes da palmeira murumuru (Astrocaryum ulei Burret) proveniente da
regido de Porto Acre — Acre, onde os autores obtiveram peso médio dos cachos
de 8,2 quilos, comprimento de 79,3 cm, diametro de 22,2 cm e média de 552

frutos por cacho. Os frutos possuem peso médio de 12.98 g, peso da casca de
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2,21 gramas, da polpa de 0.91 gramas, endocarpo 4,65 gramas e endosperma de
3,22 gramas.

Desta maneira, os caracteres de medicdo dos frutos e sementes é de
grande importancia, pois os dados dos caracteres de medicdo sao fontes de

subsidios complementares para os estudos de variabilidade genética.

Figura 4 Forma do fruto do murmuru (A), Polpa do fruto do murmuru (B) e

Detalhamento do fruto do murmuru (C).
Fonte: Bezerra (2012).

2.3 Métodos de propagacao

A multiplicac@o é um processo determinante para o aumento de ndmero de
individuos de uma mesma espécie, simultaneamente adquirido a partir das
caracteristicas desejaveis, pois ocorre por via sexuada ou assexuada. Assim, a
variedade e morfologia de cada espécie é fator determinante para a escolha do

melhor método de propagacéo que sera empregado.

2.3.1 Propagacao sexuada

A reproducdo sexuada € o principal mecanismo de multiplicacdo das
plantas superiores e de praticamente de todas as angiospermas. Os métodos de
reproducdo sexuada normalmente utilizados em plantas séo: gametogésese,
microsporogénese, macrosporogénese e através da polinizacdo e fertilizacdo
(DANTAS et al., 2009).
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A propagacédo sexuada é realizada normalmente através de sementes, pois
procede da recombinacdo genética entre as plantas e ocasiona a variagao
genética para os descendentes (XAVIER; WENDLING; SILVA, 2009). Para gerar
0 aumento da variabilidade nas progénies resultantes, a propagacao via sementes
€ 0 mecanismo mais eficiente e utilizado em espécies de cereais, olericolas e
florestais (GOES, 2011).

As palmeiras sdo multiplicadas quase que exclusivamente por sementes,
em que a obtencdo das plantas seja de forma geneticamente desuniforme, em
razdo da segregacdo e recombinacdo de genes que ocorrem durante a
reproducao sexual (SUMIANAH et al., 1984), além disso, apresentam processos
germinativos lentos, de forma desuniforme e frequéncia baixa, fatores estes
influenciados pelo estagio de maturacdo, presenca de pericarpo, tempo de
colheita e semeadura, dorméncia fisica, temperatura do ambiente e substrato, o
que torna a producéo de mudas um grande desafio (MEEROW, 1991).

Grandes parte das espécies de palmeiras sdo isentas de mecanismos
naturais de propagacao vegetativa, de modo que a multiplicacdo ocorra através
de sementes. Também as palmeiras apresentam varios niveis de dorméncia,
caracteristica esta que dificultam a propagagcdo convencional das espécies
(BRAUN, 1968).

As sementes de palmeiras apresentam uma variacdo de dorméncia entre
as diferentes espécies. Pode-se encontrar em algumas delas mecanismos com
grande potencial de dorméncia e ocorrer & germinacdo em longos periodos.
Assim também como ocorrer de forma rapida, sem a necessidade da intervencéo
de procedimentos para maior obtencdo de mudas. De uma maneira geral, o
tempo médio de germinacdo de sementes de palmeiras, avaliadas em condi¢des
naturais, é superior a um ano (COSTA; MARCHI, 2008).

Muitas espécies de palmeiras apresentam dificuldades de germinacao,
mesmo quando as condi¢cdes sao favoraveis. Uma das dificuldades € em relacéo
a parte embrionaria, pois 0 embrido muitas vezes encontra-se subdesenvolvido
logo apds as sementes se desprenderem da planta mae e necessario que estas
sementes sejam submetidas a altas temperaturas para que se dé inicio ao
processo germinativo (LUZ, 2008).

Koebernik (1971) relata em seus estudos o tempo médio de germinacao de

mais de 200 espécies de palmeiras, onde ele registrou que 54% das espécies de
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palmeiras germinaram apés mais de 100 dias e 19% necessitaram de mais de
200 dias.

As informacdes referentes a germinacdo de murmuru sdo escassas. Porém
sdo notados na literatura alguns estudos sobre esta espécie. De acordo com
Santos e Ferreira (2014), a germinacdo de sementes de Astrocaryum murumuru €
bastante varidvel, depende da matriz, ou progénie utilizada, porém de maneira
distinta, boa parte das sementes nao germinadas havia apodrecido, enquanto os
restantes se mantinham viaveis.

Com o objetivo do aumento da producdo de mudas de palmeiras,
recomenda-se que ocorra a remocao completa das partes dos frutos que
envolvem as sementes nas espécies dos géneros Astrocaryum, com o intuito de
aceleracdo e uniformizacdo dos processos germinativos de algumas espécies,
além disso, outro procedimento bastante utilizado € a imersdo em agua, que é
uma das quebras de dorméncia indicadas para as sementes de Astrocaryum
murumuru Mart. (FERREIRA; GENTIL, 2006; SANTOS; FERREIRA, 2014).

Conforme na Tabela 3, Costa e Machi (2008) realizou a relacdo de forma
sintetizada de algumas espécies do género Astrocaryum, os principais métodos
disponiveis de quebra de dorméncia de sementes para favorecer sobremaneira os

processos germinativos de palmeiras.

TABELA 3 — Métodos utilizados para acelerar a germinacdo de sementes de
palmeiras e periodo de viabilidade das sementes.

Espécie Métodos utilizados Periodo de viabilidade

Imersdo das sementes em
Astrocaryum spp. banho-maria (65°C a 70°C), por

2 a 3 semanas Longo
Astrocaryum Remocdo do epicarpo e
aculeatissimum mesocarpo e semeadura em Intermediario
(Schott) Burret areia a 30°C, 35°C
Astrocaryum aculeatum Rempgao do e_ndocarpo, .
seguida da embebicdo das Intermediario

Meyer sementes em agua, por 9 dias

Imersdo das sementes em
Astrocaryum murumuru  banho-maria (65°C a 70° C), por Intermediario
2 a 3 semanas

Fonte: Adaptado de Costa e Machi, (2008).
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2.3.2 Propagacao assexuada

A propagacao sexuada em algumas espécies acontece de forma restrita,
onde estas espécies apresentam algumas dificuldades nos processos de
multiplicagéo, diante disso existe a necessidade de utilizagdo de outros meios
para obtencdo de plantas uniformes. Assim, estas espécies sdo propagadas
vegetativamente, através da utilizacdo de técnicas de cultura de tecido como
importante instrumento para producdo de outros individuos em larga escala
(DANTAS et al., 2009).

Os novos individuos obtidos por métodos assexuais ou agamicos sao
oriundos de processos através de técnicas de propagacao vegetativa ou clonal a
partir de uma planta matriz, buscando preservar a integridade do gendétipo desta
planta (TRACZ, 2005).

A propagacao assexuada é uma alternativa que atende aos problemas de
producdo presentes quando realizada de forma convencional, as dificuldades
encontradas em algumas plantas, inclusive nas espécies de palmeiras, seja a
producdo lenta das sementes ou a propria propagacdo das sementes exije altos
custos (HIGASHI; SILVEIRA; GONCALVES, 2000).

A propagacéo vegetativa pode ser resultado do cultivo in vitro de plantas ou
através da macropropagacao, alcanca-se com a utilizacao desta técnica inUmeras
vantagens com a utilizacdo para a obtencdo de individuos com caracteristicas
desejaveis, multiplicacdo uniforme, otimizacdo de tempo, plantas mais resistentes
a doencas, reducdo de custos, além da possibilidade de producdo a partir de

apenas uma planta matriz (TRACZ, 2005).

2.3.2.1 Micropropagacao

A propagacéao vegetativa de plantas pode ser alcangada mediante o cultivo
in vitro e é realizada por meio de técnicas de micropropagacdo, em que 0S
materiais vegetativos sao obtidos das gemas axilares, por embriogénese somatica
ou cultura de tecidos (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Na cultura de tecidos
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vegetais o explante (célula, tecido ou 6rgdo) é submetido ao isolamento e
cultivado sob condi¢cbes de assepsia em um meio de cultura nutritivo (PASQUAL,
2001).

A base da cultura de tecidos é a presenca de células totipotentes, células
estas que contém toda a informacdo necessaria para a regeneracdo de uma
planta completa, em que as vantagens desta técnica sdo a micropropaga¢do em
massa e multiplicacdo rapida de gendtipos superiores. (LEMOS, 2003).

A micropropagacdo € um recurso que aumenta o numero de plantas
geneticamente idénticas a partir de plantas selecionadas, alternativa que produz
plantas durante o ano inteiro, com elevada qualidade fitossanitaria, necessidade
de um curto espaco de tempo e maior producéo de plantas que possuem poucas
sementes ou baixas taxas de germinacédo (CURTI, 2011).

A preparacao, estabelecimento, multiplicacdo, alongamento, enraizamento
e aclimatacdo sdo etapas pertencentes aos protocolos de trabalhos de
micropropagacao (PASQUAL et al., 2001).

A propagacao vegetativa in vitro ou micropropagacao é considerado como
técnica de aplicacéo pratica e de maior impacto na cultura de tecidos (COSTA et
al., 2009). Porém algumas dificuldades s&o enfrentadas quando da utilizagdo da
propagacao in vitro em virtude da recalcitrancia da maioria das espécies e do
controle da morfogénese (GIRI et al., 2004).

A micropropagacao tem se tornado uma técnica cada vez mais comum na
sua utilizacao, existem varios registros de éxito na aplicacdo desta técnica em
algumas espécies, dentre as quais se destacam: abacaxi (BARBOZA et al., 2006;
COSTA et al.,, 2006), mandioca (SATO et al., 2001), espécies ornamentais
(LEAO, 2013), banana (OLIVEIRA, 2009) e ainda de algumas espécies de
palmeiras (PEREIRA et al., 2005; LEDO et al., 2007; GRANER, 2009; MATTIA,
2009).

Nos ultimos anos existe um grande interesse a respeito aos mecanismos
de aplicacéo da cultura de tecidos para propagac¢ao dos materiais vegetativos das
espécies da familia Arecaceae. Com isso, 0s estudos morfogenéticos e de
micropropagacdo em palmeiras neotropicais tem utilizado as técnicas in vitro de
forma mais frequente, principalmente pelo fato de que muitas espécies de

palmeiras apresentam alto interesse econémico (COSTA; ALOUFA, 2006).



40

A embriogénese somatica e a organogénese sao respostas finais para os
estudos vinculados as expressées morfogenéticas. Neste caso, a organogénese
esta voltada a obtencdo de eixos caulinares monopolares e provenientes de
gemas pré-existentes ou neoformadas (GUERRA; NODARI, 2006). Ja a
embriogénese somatica € formada a partir de tecidos do explante ou de uma
célula ou grupo desta em calos previamente formados (HANDRO; FLOH, 1990).

Todavia, a aplicagcdo das técnicas in vitro exige o0 estabelecimento de
protocolos eficientes de germinacdo, desenvolvimento e aclimatacdo para
avancos nos processos de adaptacdo as condicbes ambientais naturais. Porém,
alguns entraves sdo enfrentados na micropropagacdo de muitas espécies, entre
elas as de palmeiras (LEDO et al., 2007).

Estudos indicam que o uso de técnicas de micropropagacdo em palmeiras
sado fontes de contribuicdo que agregam para as areas da morfogenética e de
avancos nos programas de melhoramento genético. No entanto, o
estabelecimento de protocolos de micropropagacdo nas palmeiras sao
procedimentos lentos e complexos em razdo de algumas dificuldades
encontradas nas espécies, como um longo ciclo, habitos de crescimento e
auséncia de métodos convencionais de propagacao vegetativa (MATTIA, 2009).

As principais fontes de explantes no cultivo in vitro de palmeiras sdo os
embribes zigoticos, tecidos foliares jovens, apices caulinares, gemas laterais,
apices radiculares e inflorescéncias (ALMEIDA et al.,, 2012; SCHERWINSKI-
PEREIRA et al., 2012).

As pesquisas que envolvem a utilizacdo de técnicas de micropropagacéao
de palmeiras sdo ainda incipientes, comparadas a diversidade de espécies
descritas na familia Arecaceae, mas estudos sdo observados em algumas
espécies de palmeiras, como as de coqueiro-ando (Cocos nucifera L.) (LEDO et
al., 2007), dendé (Elaeis guineensis) (MATTIA, 2009; PADUA, 2012), pupunha
(Bactris gasipaes) (GRANER, 2009), macauba (Acrocomia aculeata)
(GUIMARAES et al., 2012), tucuma (Astrocaryum aculeatum) (RODRIGUES et al.,
2012) e de murmuru (Astrocaryum ulei) (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2006).

Scherwinski-Pereira e colaboradores (2006) afirmam em seus estudos que
assim como na maioria das palmeiras, 0 murmuru também apresenta uma grande
variabilidade genética, assim a aplicacdo de técnicas de micropropagacdo € um

importante avanco para a domesticacdo e exploragao racional desta espécie.
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2.3.2.2 Germinacdo in vitro de embrides zigoticos

A germinacdo de sementes € o0 método mais praticado para a realizacdo de
producdo de mudas, porém algumas barreiras externas e internas podem estar
presentes nas sementes. Dessa forma o cultivo in vitro é uma alternativa de
otimizacdo de tempo para a producdo e aumenta as taxas de embrides
germinados (PADUA, 2012).

Com isso, a propagacao in vitro é uma técnica que facilita a multiplicacédo
de plantas com dificuldades de germinacdo, em que propicia vantagens sobre o0s
métodos convencionais de propagacdo, estabelecida como uma técnica de
grande importancia para as palmeiras (LEDO et al., 2001; MACIEL et al., 2000).
Assim, a cultura de embrides zigoticos consiste no isolamento e cultivo asséptico
de embrides submetidos em meios de cultura capaz de sustentar o crescimento e
desenvolvimento (BANDEIRA, 2008).

Com o cultivo de embrides in vitro, estudos sobre o0s processos
germinativos e o desenvolvimento de plantulas séo estabelecidos e constitui uma
alternativa para a propagacdo de espécies que apresentam limitacdes fisioldgicas
(TZEC-SIMA et al., 2006).

A cultura de embrides zigoticos € um método alternativo dentre as técnicas
de cultura de tecidos, ocorre a reproducdo in vitro dos embrides zigéticos. Entre
as vantagens da aplicacdo desta técnica sdo observadas o acompanhamento das
necessidades nutricionais do embrido durante o processo de desenvolvimento in
vitro, curto espaco de tempo para a germinacdo das plantas, superacdo da
dorméncia das sementes e teste de viabilidade de sementes (PEREIRA et al.,
2006).

A aplicacdo dos protocolos da germinacao in vitro de embrides zigéticos é
bastante empregada nas espécies de palmeiras, em geral estas espécies tem um
crescimento lento e maiores dificuldades de germinacéo das sementes (SPERA et
al., 2001). Os estudos de cultivo de embrides de palmeiras sdo importantes para o
estabelecimento de programas de melhoramento genético, intercambio de
germoplasma, qualidade fitossanitaria e conservacéo de materiais (SILVA, 2005).

No entanto, a definicho do meio de cultura para a manutengcao do

7

crescimento e desenvolvimento dos embribes zigéticos € um aspecto de
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importancia para o meio de cultura de embrifes. Os nutrientes promovidos variam
de acordo com a maturacdo das sementes e com a espécie, onde estes em sua
composicdo devem se aproximar da composicdo do endosperma ou do saco
embrionario (BURUN; POYRAZOGLU, 2002; BALZON, 2008).

Respostas promissoras foram obtidas com a aplicacdo de técnicas de
germinacdo de embrides zigéticos de muitas palmeiras, resultados com
expressOes representativas referente a taxas de germinagao, uniformidade das
plantas como as de Cocos nucifera (MOLLA et al., 2004; TZEC-SIMA et al., 2006;
LEDO et al.,, 2007), Euterpe oleracea (LEDO et al., 2001), Syagrus oleracea
(MELO et al., 2001), Mauritia flexuosa (SPERA et al.,, 2001), Hyophorbe
lagenicaulis (SARASAN et al., 2002) e também de Astrocaryum ulei (PEREIRA et
al., 2006).

Desta forma, o conhecimento cientifico sobre a germinacdo in vitro de
embrides zigbticos da espécie de Astrocaryum ulei sdo restritos, porém com a
interacdo entre a concentracdo de sacarose e a idade fisiolégica dos embribes
houve diferencas significativas nas taxas de germinacdao de embrides imaturos e
maduros (PEREIRA et al., 2006).

2.3.2.3 Meios de Cultura

A determinacdo do meio de cultura € um aspecto importante na cultura de
embribes zigoticos, responsavel pela manutencdo do crescimento e
desenvolvimento da planta. Assim, os meios de cultura devem apresentar em
uma composicao nutritiva que possibilite o desenvolvimento dos embrides e seja
adequado de acordo com as exigéncias nutricionais de cada espécie (PEREIRA
et al., 2006).

A cultura de embrides zigbticos tem como exigéncia a determinagdo de um
meio de cultura adequado para a sustentacdo do crescimento continuo do
embrido, pois a maturacdo do embrido € preponderante para o nivel de exigéncia
de concentragdes do meio de cultura (BALZON, 2008).

No que concerne as composicdes nutricionais dos meios de cultura, existe

uma diferenciacdo de concentracées entre 0s meios de macronutrientes e
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micronutrientes, como vitaminas, compostos organicos, fonte de carbono e outras
substancias complexas (GUEDES, 2008).

Os processos metabdlicos sdo influenciados pelos niveis de nutrientes
organicos e inorganicos, com funcédo de promover o crescimento e diferenciacao
dos tecidos (MALDANER et al., 2006). Os elementos minerais também
apresentam uma participacdo significativa de suporte aos processos de
regeneracao, principalmente para 0s minerais essenciais que sao importantes ao
crescimento das plantas in vitro (EPSTEIN; BLOOM, 2005).

De acordo com Cid (2001), o desenvolvimento do explante no cultivo in
vitro deve-se aos componentes organicos, pois estes sdo indispensaveis como
composicdo ao meio de cultura. Observa-se que as concentragdes de sacarose
devem ser determinadas e ajustadas para que ocorra o desenvolvimento do
explante, pois o aumento, reducdo ou eliminacdo da sacarose pode ser
determinante no sucesso do enraizamento in vitro para muitas plantas
(CALAMAR; KLERK, 2002; SANTOS, 2007).

A manutencdo da osmolaridade do meio de cultura e promocdo do
crescimento embrionario estad relacionada com o papel fundamental que os
carboidratos atuam no meio de cultivo (HU; FERREIRA; 1998). Ainda, o ferro que
contribui significantemente para as transformacfes energéticas, tem uma atuacao
como ativador enzimatico e influencia no desenvolvimento in vitro, como também
promove os processos de oxidacdo dos explantes (CALDAS et al., 1998).

O nitrogénio é considerado como um elemento chave no meio de cultura,
principalmente do MS, pois estes elementos submetidos em diferentes formas
atingem indmeras respostas in vitro, como a organogénese e a embriogénese
somatica (LELJAK-LEVANIC’ et al., 2004; ELKONIN; PAKHOMOVA, 2000).

Salienta-se ainda que a agua seja outro componente primordial nos meios
de cultura, encontrado em maior quantidade nos meios e essenciais na obtencao
de respostas eficazes na cultura de tecidos. A agua € submetida a uma
purificacdo através de métodos de destilacdo, eliminando os compostos organicos
(CALDAS et al., 1998).

O estado fisico do meio de cultura € outra caracteristica que proporciona
eficiéncia as diversas espécies vegetais testadas aos meios de cultivo,
principalmente os meios de cultura em estado liquido, pois os rendimentos do

meio de cultura neste estado fisico sdo iguais ou superiores aos de meios semi-
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sélidos. Além de que os meios de cultura com consisténcia liquida apresentam
outras vantagens como a facilidade no preparo e manipulacdo, utilizagdo em
menor volume e reducéo de custo (SCHERWINSKI-PEREIRA; FORTES, 2003).

De acordo com as exigéncias de uma planta, os meios de cultura séo
modificados e visam atender as suas particularidades (CORREIA et al., 1995).
Desta forma, os meios mais empregados conforme suas formulacdées sdo: MS
Murashige e Skoog (1962), com altas concentragcfes de sais, sobretudo os ions
nitrato e amoénio (WU et al., 2007; TAKEDA et al., 2007), WPM (Woody Plant
Medium), comparado com 0 anterior, apresenta concentracdes mais baixas em
sais, principalmente de nitrogénio e potassio (RENYING et al., 2007; YOU et al.,
2007), LS Linsmaier e Skoog (1965), Y3 Eeuwens (1976) (LEDO et al., 2007,
FUENTES et al., 2005).

Na elaboracdo de meios de cultura, o carvao ativado € bastante utilizado
nos protocolos de cultura de tecidos em palmeiras. Este composto € o
responsavel por permitir a promocdo da adsor¢cdo dos exudatos liberados pelo
explante, os quais provocam a oxidacdo e ainda possuem propriedades de
adsorcdo e reducédo da disponibilidade de auxina exégena no meio de cultura
(MELO et al., 2001).

Nos trabalhos de Cardoso e colaboradores (2008) foi observado que com a
aplicacdo do carvdo ativado no experimento, 0s processos de oxidacdo sao
atenuados ou implica na auséncia de oxidacdo, onde os autores ratificam que o
carvao ativado atua na adsorcdo de metabdlitos produzidos pelo explante in vitro.

Neste contexto, varias espécies de palmeiras foram testadas em diferentes
meios de cultura, no qual foi avaliada a influéncia do tipo de meios de cultura e
concentragbes na germinacdo in vitro de plantas, conforme observado nos
estudos de coqueiro (Cocos nucifera L.), os embrides foram inoculados em meios
de cultura MS e Ys (SILVA, 2002); os embrides zigoticos de tucuma (Astrocaryum
huaimi Mart.) foram inoculados em meios de cultura MS ou WPM, diferenciados
nas concentracdes de meio 25%; 50%; 75% e 100% (GUIMARAES et al., 2012);
os embrides zigoticos de Astrocaryum aculeatum G. Mey foram inoculados em
meios de cultura semi-solido MS suplementado com vitaminas, e em seguida 0s
embribes sobreviventes transferidos para meio MS suplementado com 0,0; 1,0;
3,0 e 5,0 mg L! de BAP (RODRIGUES et al., 2013); e de embrides de murmuru
(Astrocaryum ulei) inoculados em meio de cultura de MS com 75% das
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concentragbes de sais, suplementado com 2,5 g.L! de acido giberélico e
diferentes concentracdes de sacarose: 15,30 e 45 g.L! (PEREIRA et al., 2006).

2.3.2.4 Reguladores de Crescimento

Em geral, na cultura de tecidos os reguladores de crescimento vegetal sdo
aplicados ao meio com o objetivo de suprir as possiveis deficiéncias de teores
enddgenos de horménios e de estimular o alongamento e a multiplicacdo dos
explantes (TORRES et al.,, 1998). Os explantes quando submetidos em um
ambiente in vitro, ocorrem varias reacdes fisiologicas e bioquimicas nas células,
assim as células do material vegetativo iniciam a responder a diversos estimulos
(OLIVEIRA, 2009).

Diante disso, os reguladores de crescimento de plantas sdo substancias
gue promovem processos fisiologicos em concentracdes baixas, responsaveis
pela citodiferenciacdo e da morfogénese em ambientes in  vitro
(FRANKENBERGER JR.; ARSHAD, 1995). Tais substancias séo classificadas
como hormodnios vegetais, como: auxinas, giberilinas, citocininas, retardadores,
inibidores de etileno, além de outras moléculas com efeitos semelhantes como os
brassinosterdides, acido jasmoénico, acido salicilico e poliaminas (CATO, 2006).

As auxinas séo reguladores de crescimento vegetal bastante utilizado no
cultivo in vitro, principalmente na regulacdo da embriogénese somatica (GAJ,
2004). Diante disso, a observacdo da diferenciacdo de respostas em razdo da
espécie, gendtipo ou mesmo do tecido do explante evidencia que somente tecidos
responsivos reagem a presenca das auxinas (SOMLEVA et al., 1995).

Nos cultivos in vitro, as auxinas sdo consideradas como as mais
importantes na regulacdo da embriogénese somatica. As mais utilizadas sdo o
2,4-D (49%), ANA (27%), AlIA (6%), AIB (6%), Picloram (5%) e Dicamba (5%)
(GAJ, 2004; JIMENEZ et al., 2005).

Na embriogénese somatica utilizam-se em conjunto com as auxinas,
algumas citocininas, pois a interacao dos dois grupos sao mais efetiva na inducéo
da embriogénese. Entre as citocininas mais utilizadas estdo o BAP (57%), cinetina
(37%), zeatina (3%) e thidiazuron (3%). (RAEMAKERS et al., 1995).
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Trabalhos de cultivo in vitro com a aplicacdo de reguladores de
crescimento vegetais sdo frequentemente realizados em varias espécies de
palmeiras, como as de coqueiro (Cocos nucifera L.) que utilizam reguladores
vegetais como o 2,4-D (SAMOSIR, 1998), o 2,4-D e o ABA (FERNANDO;
GAMAGE, 2000) e o 2,4- D associado & ABA e 0 GAs (MONTERO-CORTES et
al., 2010).

No caso da bocaiuva que foram testadas duas auxinas 2,4-D e Picloram
para induzir a calogénese a partir de embrides zigoéticos (TABAI, 1992). Como
também em dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.), cultivo in vitro com a aplicacéo
de picloram ou 2,4-D para a obtencdo de embriées somaticos (GUEDES et al.,
2011). Assim também como Balzon (2008) testou com o dendezeiro as auxinas
2,4-D e Picloram em embrides zigoticos.

Nos trabalhos desenvolvidos em Astrocaryum ulei o meio de cultura foi
adicionado de 2,5 mg. L de acido giberélico (AGs), com a suplementacdo deste
regulador, houve influéncia na taxa de germinacdo dos embrides zigoticos
(PEREIRA et al., 2006).

2.3.2.5 Embriogénese Somatica

De maneira geral, a embriogénese somatica € um tipo de técnica de
propagacdo assexual incluida na clonagem de plantas in vitro e pode ser
denominada também de embriogénese assexual, adventicia ou ndo zigotica
(GUEDES, 2008).

A embriogénese somatica € um processo em que as células somaticas
hapléides ou dipléides diferenciam-se em plantas completas seguindo estagios de
citodiferenciagcdo embriogenéticos caracteristicas (WILLIAMS; MAHESWARAN,
1986; EMONS, 1994). Desta forma, a embriogénese somatica tem uma
importdncia na aplicagdo comercial de espécies florestais em funcdo da
multiplicacdo de gendtipos superiores e a multiplicacdo de genoétipos nos
diferentes ciclos de selecao genética (SUTTON, 2002).

Pereira e colaboradores (2007) definem a embriogénica somatica como um

processo no qual as células somaticas desenvolvem-se através de distintos
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estagios embriogénicos, que resulta na propagacdo acelarada de clones
superiores e na manutencao de hibridos interespecificos.

A embriogénese somatica envolve varias etapas que contribuem para o
processo de regeneracdo como a formacdo de massas pré-embriogénicas de
células, formacéo do embrido somatico, maturacao e regeneracao da planta (VON
ARNOLD et al., 2002), assim depende como a espécie é submetida, ha outras
etapas béasicas como: globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar (TEIXEIRA et
al., 1994; TITON et al., 2007).

Diante disso, 0s embrides somaticos das palmeiras apresentam
caracteristicas morfologicas, bioquimicas e moleculares similares as do embrido
zigoticos, onde estes embribes somaticos sdo formados com uma estrutura
bipolar constituida de apice caulinar e radicular (PEREIRA et al., 2007). Também
nas palmeiras, a regeneracdo in vitro é parte complementar da embriogénese
somatica, pois esta via morfogénica aumenta o nimero de plantas regeneradas
(STEINMACHER et al., 2007b).

A embriogénese somatica in vitro ocorre por intermédio de duas maneiras:
embriogénese somatica direta e embriogénese somatica indireta (BALZON,
2008).

A embriogénese somatica direta corresponde ao processo no qual os
embribes somaticos originam-se dos tecidos matrizes sem a formacdo de
estagios intermediarios de calo, pois no padrédo direto sdo formadas estruturas
muito semelhantes aos embrides zigoticos a partir de tecidos do explante
(GRANER, 2009). Segundo Handro e Floh (1990), os embribes somaticos
originados pelo processo direto podem originar-se a partir de camadas internas ou
superficiais num explante. Embora, os embrides somaticos originam-se de células
Unicas e que o desenvolvimento de centros meristematicos seja caracteristico da
organogénese (PARROT et al.,, 1991). Geralmente na embriogénese somatica
direta o cultivo dos explantes é realizado apenas em um meio de cultura,
adicionado de apenas uma citocinina (GUEDES, 2008).

J& a embriogénese somatica indireta corresponde ao processo pelo qual os
embribes somaticos se formam a partir de um calo, em que as células
apresentam diferentes estagios de diferenciacdo e diferentes graus de
determinacdo, podem adquirir novas competéncias mediadas por mensageiros

guimicos especificos, pois no padréao indireto sdo formados de uma célula ou
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grupo destas em calos previamente formados (SHARP et al., 1980, HANDRO;
FLOH, 1990).

Os calos sdo massas de células desorganizadas que se diferenciam no
processo de multiplicacdo, resultam em tecidos ou 6rgdos que podem resistir a
danos fisicos ou quimicos (TORRES; CALDAS, 1990). Destaca-se entre 0s
diversos tipos de calos, os embriogénicos, que sédo induzidos no meio de cultura e
que se originam individualmente na superficie dos embrides sométicos (ANGELO,
2009).

A embriogénese somaética indireta apresenta alta relagdo auxina/citocinina
para formacao de calos nao diferenciados em um meio de cultura inicial e baixa
relacdo (GUEDES, 2008).

No caso da forma indireta, a ocorréncia acontece de forma padrdo na
maioria das vezes, onde existe uma necessidade de ocorrer uma
desdiferenciacdo antes da aquisicdo de competéncia para a rota embriogénica
(GUERRA et al., 1999).

Desta maneira, os processos de divisdo e desdiferenciacdo das células
embriogénicas sdo necessarios na embriogénese somatica. Neste caso, a
desdiferenciacdo € responsavel pela definicio de um novo padrao de
desenvolvimento a partir da alteracao dos padrdes dos processos de transcricao e
traducdo genémica (FEHER et al., 2002).

As formacbes de células embriogénicas ndo estdo completamente
estabelecidas, devido que a embriogénese somatica em palmeiras exija a
participacdo de processos de aplicacdo de auxinas e inducéo de calos (VINAS;
JIMENEZ, 2011). Nisso, alguns mecanismos sdo desenvolvidos no intuito de
potencializar e aplicar a inducdo e a modulacédo dos protocolos de embriogénese
somatica em palmeiras (FREITAS, 2014).

As concentragcdes adequadas de reguladores de crescimento, duracéo das
etapas envolvidas no processo, origem e idade fisiologica do explante a ser
cultivo e do estado fisiolégico da planta sédo fatores primordiais para aumento do
numero de embrides somaticos de uma espécie (GUEDES, 2008). Diante disso,
0s protocolos de embriogénese somatica precisam atender estes critérios para
alcancar maior qualidade dos embrides somaticos (BALZON, 2008).

Porém, as utilizacbes dos reguladores de crescimento ndo € a Unica forma

para que aconteca a inducdo embriogénica das células somaticas, outros fatores
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sao primordiais para os processos de formacao de embriGes somaticos, como 0s
choques térmicos, variacdes nos niveis de pH e a aplicacao de produtos quimicos
para promover a inducao de células somaticas (GUERRA et al., 1999).

Na embriogénese somatica, alguns protocolos foram descritos para
algumas espécies de palmeiras, como Cocos nucifera (VERDEIL et al., 1994),
Areca catechu (KARUN et al., 2004), Euterpe edulis (SALDANHA et al., 2006),
Elaeis guineenses (TEIXEIRA et al., 1994; THUZAR et al., 2012; BALZON et al.,
2013), Phoenix dactilyfera (FKI et al., 2003; GUEYPE et al., 2009), Euterpe
oleracea (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012) e Bractis gasipaes
(STEINMACHER et al., 2011).

Diante dos aspectos supramencionados, existe na literatura poucos
trabalhos de desenvolvimento de protocolos de embriogénese somatica em
palmeiras (LAKSHMANAN et al., 2006; GUEDES, 2008). Porém estudos de
embriogénese somatica de murmuru (Astrocaryum ulei) a partir de uso de
propagulos formados por embrifes zig6ticos oriundos de sementes em diferentes
estagios de maturacdo sdo incipientes, por isso existe uma necessidade uma
melhor caracterizacdo e entendimento das etapas do processo de embriogénese

somatica para esta espécie.

2.3.2.5.1 Etapas da embriogénese somatica

A embriogénese somatica na maioria das espécies vegetais € utilizada
como metodologia mais promissora, porém se reconhece a necessidade de
evolucdo. Conforme os protocolos de embriogénese soméatica, a metodologia é
composta de algumas etapas fundamentais: indugc&o, multiplicacdo, maturacao
dos embribes somaticos e germinacdo dos embribes somaticos. Baseado nos
trabalhos desenvolvidos por Durzan (1989), o autor descreveu as etapas de

embriogénese de embrides somaticos, conforme demonstra a Figura 5.
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Figura 5 - Esquema demonstrativo do protocolo das etapas da embriogénese

somatica.
Fonte: Adaptado de Durzan (1989).

2.3.2.5.1.1 Inducéo da embriogénese somética

A inducdo da embriogénese somética € iniciada a partir de um processo
morfogenético através do explante, este submetido a um estimulo fisico, quimico
ou bioldgico, pois € uma etapa com varias restricbes para o estabelecimento de
culturas embriogénicas in vitro (GUERRA; NODARI, 2006).

Na inducao da embriogénese somatica as células sdo reprogramadas em
consequéncia de processos de alteracdes génicas dos explantes. Diante disso, 0s
processos embriogénicos ndo sdo determinados somente por fatores genéticos,
mas influenciados também pelo meio de cultivo e qualidade dos explantes
(MERKLE et al., 1995; LOYOLA-VARGAS et al., 1999).

A inducdo é usualmente obtida de explantes embrionéarios, juvenis ou
maduros cultivados em meios de cultura semi-sélidos ou solidos e dependentes
de reguladores de crescimento que atuam nos processos de calogénese,
embriogénese e organogénese através da adi¢cdo de auxinas ao meio de cultura
com funcdo de expansao, alongamento e divisdo celular, como ANA, 2,4-D,
Picloram e Dicamba (KRIKORIAN, 1991; GUERRA; HANDRO, 1998; BALZON,
2008), podendo ou nao estar associada as citocininas BAP, KIN e TDZ
(CARVALHO et al.,, 2004; REY et al, 2006; STEIMACHER et al.,, 2007a;
JOGESWAR et al., 2007).
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Além das auxinas mencionadas, outros indutores de crescimento podem
contribuir na embriogénese somatica, como estresse salino, inoculagdo com altos
teores de sacarose, tecidos e estagios de desenvolvimento do explante, niveis de
horménios enddgenos e incubacdo em altas temperaturas e luminosidades
(KIYOSUE et al., 1999; KAMADA et al., 1994; CARMAN, 1990; JIMENEZ, 2001).
Normalmente os explantes s&o condicionados em locais isentos de luminosidade
e as temperaturas dos ambientes dos explantes devem variar em torno de 25°C
(BALZON, 2008).

A inducédo de embriogénese somatica € importante, pois é a etapa que as
células embriogénicas diferenciam-se e adquirem uma competéncia embriogénica
(NAMASIVAYAM, 2007). Guerra (1989) define a competéncia celular como a
capacidade de um explante de expressar um potencial de inducdo, ou seja,
células que realizem a chamada inducdo diretiva através de mudancas na
competéncia ou atravées de uma iniciagdo de uma resposta particular de
diferenciagéo, denominada de indug¢ao permissiva.

A embriogénese somatica in vitro ocorre por intermédio da participacdo do
processo de inducdo embriogénica somatica direta e indireta. Nos protocolos de
inducdo via direta, nota-se que o0s explantes, denominados de embribes
somaticos globulares iniciam com respostas morfogénicas através da formacédo
inicial de estruturas globulares brancas e translicidas. Nas observacdes iniciais
dos protocolos de inducdo via indireta, verifica-se que no inicio ocorre a
diferenciacdo de calo e o aparecimento de regides com massas ou complexos
celulares pro-embriogénicos, caracterizados por serem brancos e translicidos.
(GUERRA et al., 1989).

De acordo com Steinmacher e colaboradores (2007b), a utilizacdo de
embrides zig6ticos como fonte de explantes apresentam limitacdes nos
programas de conservacdo, porém nao exclui optar pelos embrides zigoéticos
como modelos de estudos de embriogénese somatica em murmuru, pois existe

uma taxa relativamente alta de inducao em palmeiras.
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2.3.2.5.1.2 Multiplicacéo de culturas embriogénicas

Apoés a inducdo da embriogénese somatica, segue-se a multiplicacdo das
culturas embriogénicas. A multiplicacdo € caracterizada pela reducédo nos niveis
dos reguladores de crescimento nos meios de cultivo (GUERRA et al., 1999). A
partir desta etapa inicia-se as suspensodes celulares, com concentragdes médias
de reguladores na faixa de 2 a 5 UM para as auxinas e de 2 a 5 uM para as
citocininas (GUPTA et al., 1993), permitem ciclos repetitivos de divisdo celular e
controle dos processos de diferenciagdo, assim obtém como resultados em
culturas constituidas por células pré-embrionarias ou embribes somaticos em
estagios globulares iniciais de desenvolvimento (GORRET et al., 2004).

Geralmente as culturas embriogénicas sdo cultivadas em biorreatores ou
frascos Erlenmeyers sob agitacdo ou através da utilizacdo de agitador rotatério
(FKI et al., 2003; SANE et al., 2006; ZOUINE et al., 2007). A multiplicacéo das
culturas embriogénicas é baseada na capacidade dos calos embriogénicos darem
continuidade a origem de embrides somaticos durante muitas subculturas, por
longos periodos de tempo (BARTOS, 2012).

Padilha (2013) afirma que ap6s a transferéncia dos calos para os meios de
multiplicagdo de massas da palmeira Acrocomia aculeata, resultou em uma
diferenciacdo morfolégica entre os calos, caracterizados por quatro tipos
morfologicos: calos compactos, calos friaveis, calos fridveis mucilaginosos e calos
nodulares. Observacdes estas que podem inferir como base para o processo de
multiplicac@o de culturas embriogénicas para a espécie Astrocaryum ulei.

2.3.2.5.1.3 Maturacdo dos embrifes soméaticos

A fase seguinte, apos a etapa de multiplicacédo de culturas embriogénicas é
a etapa de maturacdo dos embrides somaticos. A maturacdo dos embribes

somaticos é importante devido a necessidade de conhecimento detalhado dos

processos e fatores que promovem a embriogénese zigotica, e ainda, a utilizacao
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dos conhecimentos de forma integral desta etapa no cultivo in vitro de
embriogénese somatica (GUERRA et al., 1999).

E nesta etapa que ocorre a interrupcdo de ciclos repetitivos de divisio
celular e o fornecimento de estimulos fisioldgicos, bioquimicos e ambientais. A
maturacdo dos embribes somaticos ocasiona a diferenciacdo celular e contribui
para os ciclos de desenvolvimento e de maturacdo, origina um grande nimero de
embrides somaticos maduros de elevadas condi¢cdes qualitativas e com grande
potencial para a transformacao em plantas (GUERRA et al., 1999).

Os embrides somaticos na etapa de maturacdo estdo suscetiveis a
alteracdes morfolégicas e bioguimicas, deposicdo de materiais armazenados,
interrupcdo da germinacdo e tolerancia a dessecacdo, principalmente em
espécies com sementes ortodoxas (THOMAS et al., 1993). O inicio do processo
de maturacdo ocorre quando existe a acumulacdo de substancias de
armazenamento, como proteinas, lipideos e aminoacidos, substancias estas
fundamentais para o convertimento dos embribes somaticos em plantas
(THOMAS, 1993). Também é caracterizada pela sintese de proteinas e de
carboidratos, quando os embrides atuam para tornd-lo metabolicamente
queiscente e tolerante a dessecac¢do (BAUD et al., 2002).

No geral, os resultados sé&o influenciados pelo aumento da osmolaridade
do meio de cultura com a adicdo de mio-inositol, sorbitole manitol (LARA,;
MONTEK, 2002; LEMOS et al., 2002), devido a relacdo com a transicao do ciclo
divisdo e a diferenciacao celular na fase de maturacgéao.

Na maturacdo, um dos requisitos essenciais para a manutencdo dos
embribes sométicos € a suplementacdo das culturas embriogénicas com acido
abscisico (ABA), pois este hormdnio vegetal tem funcao de reduzir o processo de
embriogénese secundéria ou até mesmo inibir a germinacéo precoce (BOZHKOV;
VON ARNOLD, 1998).

Além dos compostos citados, o acido abscisico exerce efeito na etapa de
maturacdo e impedindo processos de clivagem e de gemacéo, do qual atua nos
estagios iniciais da diferenciacdo (HUONG et al., 1999; SAHRAWAT; CHAND,
2001). A adicdo do ABA combinado ao meio de cultura semi-solido é importante
para a maturacdo dos embrides zigoticos, pois permite a queda na metilagdo
global do DNA e propici a expressdo de proteinas essenciais para a maturagéo
dos embrides somaticos (HERINGER, 2013).
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A aplicacdo do acido abscisico € utilizada com bastante frequéncia nas
pesquisas voltadas a estudos de maturagcdo dos embribes somaticos de
palmeiras, tais como Phoenix canariensis (Huong et al., 1999), Cocos nucifera L.
(FERNANDO; GAMAGE, 2000), Phoenix dactylifera (ZOUINE et al.,, 2005;
OTHMANI et al., 2009), porém ndo existem registros suficientes na literatura de
trabalhos relacionando este composto com a maturacdo de embrides soméaticos

de Astrocaryum ulei.

2.3.2.5.1.4 Germinagao dos embrides somaticos

A germinacao dos embrides somaticos consiste na formacao de plantulas a
partir de embrides somaticos maduros. De acordo com Rodriguez e Wetzstein
(1994) a germinagdo de embrides e consequentemente as conversdes dos
embrides somaticos em plantas podem ser influenciadas pelas caracteristicas
morfologicas destes embrides.

Nos protocolos de embriogénese somatica a germinacdo de embrides é
realizada a partir de meios de culturas isentos de reguladores de crescimento.
Diante disso, muitos autores recomendam que nha etapa de germinacdo de
embribes somaticos aconteca a adi¢cao de citocininas ao meio de cultura, pois em
algumas espécies foram usados alguns tipos de citocininas que melhoraram as
taxas de germinacdo dos embribes somaticos (ABERLENC-BERTOSSI et al.,
1999; SWATI et al., 2001; KARUN et al., 2004).

A pesquisa de Bartos (2012) descreve a etapa de germinacdo dos
embribes somaticos do cafeeiro (Coffea arabica L.), que utiliza os calos
embriogénicos inoculados em frascos de Erlenmeyer estéreis e contem meio
liquido, com densidade inicial de 5 mg/ml e temperatura de 17 a 24°C em
agitadores orbitais a 90-100 rpm, do qual as avaliagbes do niumero de embrides
foram obtidas apds 60 dias de cultivo, proporcionou a maior sicronizacdo na
maturacdo dos embrides.

A etapa de germinacdo de embrides somaticos foi descrita em alguns
trabalhos em palmeiras, entre elas esta a de coqgueiro, em que nesta fase houve a

diminuicdo da concentracdo de auxina (2,4-D) no meio de cultura e foi adicionado
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o BAP com finalidade de diferenciacdo bipolar dos embrides (VERDEIL et al.,
1994). Para a germinacdo dos embrides somaticos de tamareira (Phoenix
dactylifera) foi aplicado no meio de cultura, 30 g. L** de sacarose, 0,2 g.L* de
glutamina e 0,15% de carvéo ativado, com a suplementac¢éo de 0,05 a 0,1 mg. L
de ANA e 1 mg. L de 2-iP (EKE et al., 2005). No dendezeiro (Elaeis guineensis)
houve um aumento de 60% para 73% na taxa de germinacdo de embrides
somaticos, justamente pelo efeito da concentracdo de BAP sobre a porcentagem
de embribes, testados nas concentracbes de 0, 1, 5 e 10 uM (ABERLENC-
BERTOSSI et al., 1999).

3 MATERIAL E METODOS

A seguir é descrito o local do experimento, a area de localizacdo das
plantas matrizes, coleta dos frutos, caracterizacdo dos caracteres de medicdo dos
diasporos e améndoas de murmuru, bem como séo detalhados os procedimentos
utilizados para os experimentos de germinacéo in vitro de embrides zigoéticos e de

inducédo de calos para embriogénese somética.

3.1 Area de localizacdo do experimento, plantas matrizes e coleta dos frutos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Propagacdo e Conservacao in
vitro de Plantas da Universidade Federal do Acre — UFAC, localizado na cidade
de Rio Branco, AC.

Os frutos foram coletados de trés &arvores, aparentemente sadias,
vigorosas e com boa produtividade de frutos (Tabela 4), existentes no fragmento
florestal primario do Parque Zoobotéanico (09°57°22”S; 67°52’10”; 164 metros) da
Universidade Federal do Acre (PZ/UFAC) que abrange uma area de
aproximadamente 100 hectares, localizado na BR-364, km 4, Distrito Industrial, na

regido Leste de Rio Branco — Acre (Figura 6).
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Figura 6 - Fragmento Florestal do Parque Zoobotanico, Rio Branco, Acre.
Fonte: Imagem de satélite Google Earth. Edicdo da imagem: Lima, J. P. da C.

TABELA 4 - Coodenadas geogréficas das trés arvores utilizadas no estudo de
Astrocaryum ulei, Rio Branco, Acre, 2014.

MATRIZ COORDENADAS ALT(ILL)JDE LOCAL
; 06° 23 861" S
Arvore 1 880 99’ 314" W 177 Entrada do PZ.
, » Préximo ao lago
A 06923 5517 S Lo ’
Arvore 2 880 99’ 466" W 166 direcéo ao
viveiro
Viveiro do PZ
; 06° 23’ 350" S " ’
Arvore 3 88° 99’ 581" W 166 proximo a casa
de ferramentas

A coleta dos cachos foi realizada no més de novembro de 2013 e os
mesmos foram coletados em estado de maturacdo maduros, sendo retirado um
cacho por arvore (planta matriz) com o auxilio de uma escada e de um podao, em
seguida colocados em sacos de nailon e levados ao Laboratério de Propagacéo e
Conservacéao in vitro de Plantas.

Os frutos foram imersos em agua para facilitar o despolpamento e
separacdo manual das diferentes partes componentes do fruto: exocarpo (casca),

mesocarpo (polpa) e endocarpo (cobertura fibrosa).
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3.2 Caracterizacao dos diasporos de murmuru

Antes que fossem iniciadas as determinacfes dos caracteres, os diasporos
foram tratados com solucdo aquosa de hipoclorito de sédio (2,0 a 2,5% de cloro
ativo) e enxaguados em agua destilada e autoclavada, no intuito de promover o
controle de doencas fungicas. Depois foram selecionados os diasporos e
eliminados os que apresentavam danos mecanicos, ataques de pragas e ma
formacdo. Por fim os diasporos foram secados em temperatura ambiente de
laboratério por um periodo minimo de 24 horas.

ApOs a selegdo e secagem, os diasporos foram devidamente identificados
com uma numeracdo para melhorar a organizacdo e manipulacdo, depois
acondicionados em geladeira até a realizacao das avaliagdes descritas a seguir. A
caracterizacdo dos diasporos dos frutos de murmuru (Astrocaryum ulei) foi
realizada em condic¢des de laboratério com suporte dos seguintes materiais: régua
milimétrica, balanca eletrbnica analitica (0,0001 g), paquimetro digital com
precisdo de 0,1 mm, facas, cabos e lamibas de bisturis, pincas e luvas. As
andlises foram realizadas em dias alternados e para cada matriz foram utilizados
30 diasporos, com 90 sementes no total.

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas: comprimento do didsporo
(mm), didmetro equatorial do didsporo (mm), didmetro dos polos do diasporo
(mm), espessura do endocarpo do didsporo (mm) e massa do diasporo (g). O
comprimento do diasporo (CDD) foi medido com o auxilio de uma régua
milimétrica, o diametro equatorial dos diasporos (DED), diametro dos polos dos
diasporos (DPD) e espessura do endocarpo dos diasporos (EED) foram
mensurados com o auxilio de paquimetro digital e a massa dos diasporos (MDD)
foi mensurada através de uma balanga analitica (Figura 7).
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Figura 7: Diasporo (A), comprimento (B) e massa do diasporo (C).

Para a caracterizagcdo da améndoa e do embrido zig6tico foram realizados
cortes com o auxilio de um bisturi, e avaliadas as caracteristicas: comprimento da
améndoa (mm), didmetro equatorial da améndoa (mm), massa da améndoa (g),
comprimento do embrido (mm) e massa do embrido zigotico (g). O comprimento
da améndoa (CDA) foi medido através de uma régua milimétrica, o diametro
equatorial da améndoa (DEA) e comprimento do embrido zigético (CEZ) foram
medidos com um paquimetro e a massa da améndoa (MDA) e massa do embrido

zigotico (MEZ) através da balanca analitica.

Figura 8: Obtencdo da améndoa (A), comprimento da améndoa (B), e detalhe do
embrido zigotico (C).

Os dados obtidos da caraterizacdo dos didsporos, améndoas e embrido
zigbtico foram submetidos a analise estatistica descritiva e distribuicdo de
frequéncias utilizando os programas Excel 2007 e o Assistat 7.7 betas. O teste de

Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificacdo da normalidade de dados e sua
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distribuicdo e homogeneidade da variancia dos erros. Verificou-se que os dados
expressos em unidades ndo atendiam as pressuposi¢des da analise de variancia,
entdo de acordo com recomendacdes ocorreu a transformagdo matematica em
x11 para que fossem atendidos os padroes de normalidade, conforme

metodologia proposta nos trabalhos de Cruz et al., (2004).

3.3 Germinacéo in vitro de embrides zigoticos de murmuru

A germinacao in vitro de embrides zigoticos foi conduzida a partir de frutos
maduros da matriz (arvore) 2 (Tabela 4).

O processamento dos frutos e obtencdo dos diasporos seguiram
metodologia descrita no item 3.2. Para obtencdo da améndoa, os didsporos
tiveram o endocarpo quebrado com auxilio de morsa. Em seguida, em condi¢ées
de fluxo laminar horizontal, as améndoas foram submetidas a desinfestacdo pela
imersdo em alcool etilico 70% (v/v) durante 3 minutos, depois imersas em solucao
de hipoclorito de sédio comercial (2 a 2,5% de cloro ativo) durante 20 minutos,
com a adicdo de uma gota de tween-80 a cada 100 mL de solucéo.
Posteriormente foram efetuados trés enxagues com agua destilada e autoclavada
para remoc¢ao do excesso de hipoclorito de sodio, e as améndoas imersas em
agua destilada e autoclavada por 12 horas para facilitar a obtencdo do embrido
zigotico.

A obtencdo do embrido foi realizada com auxilio de alicate, pinca e bisturi,
mediante cortes em volta do poro germinativo. O cultivo in vitro foi realizado em
tubos de ensaio (25mmx150mm), com 10 mL de meio de cultura. Os tratamentos,
dispostos em delineamento inteiramente casualizado, foram representados por
trés formulacbes (MS, WPM e White) de meios de cultura associadas a
concentracdes (15, 30 e 45 g. L) sacarose (Tabela 5). Foram utilizadas 12
repeticdes por tratamento, representada por um tubo de ensaio e um embri&o.

O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,8 = 0,1, antes da adi¢cdo do
geleificante Phytagel™ (2,2 g. L?), conforme apresenta a Tabela 5 e
posteriormente os meios foram autoclavados a 121°C em 1,3 atm de pressao por

20 minutos.
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TABELA 5 — Descri¢do dos tratamentos utilizados no estudo de germinacgdo de
embrides zigoticos de Astrocaryum ulei, Rio Branco, Acre, 2014.

Tratamento Meio de cultura Concentracéo de sacarose (g.L™?)
1 MS 15
2 MS 30
3 MS 45
4 WPM 15
5 WPM 30
6 WPM 45
7 WHITE 15
8 WHITE 30
9 WHITE 45

MS: formulado por Murashige & Skoog (1962); WPM: Wood Plant Medium, formulado por Lloyd e
Mccown (1980); WHITE: formulado por White (1943).

Apos a transferéncia do embrido para os tratamentos, os tubos de ensaio
foram fechados com duas camadas de filme transparente de PVC. Depois, 0s
embribes foram mantidos por 28 dias em sala de cultivo in vitro, com 16 horas de
fotoperiodo e temperatura de 25 + 5°C. Aos 21, 35 e 63 dias de cultivo in vitro
foram avaliadas as seguintes varidveis respostas (caracteristicas): porcentagem
de germinacdo, comprimento da parte aérea (cm), tamanho do haustério (cm) e
comprimento da raiz primaria (cm).

Os dados foram analisados com o uso do programa de andlises estatistica
Assistat 7.7 betas, e a comparacdo de médias pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

3.4 Inducéo de calos para embriogénese somatica de murmuru

A inducdo de calos foi realizada a partir de embrido zigético (explante)
proveniente de frutos maduros das matrizes 2 e 3 (Tabela 4). A desinfestacdo das
améndoas e obtencdo do embrido zigotico foram relizados de acordo com a
metodologia utilizada no item 3.3.

O cultivo in vitro foi realizado em frascos de vidro com capacidade de 250
mL, que continham 25 mL de meio de cultura e dois embribes, fechados com filme

PVC. O meio de cultura utilizado para a inducdo de calos foi composto pelos
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nutrientes minerais, vitaminas, aminoacido e mio-inositol da formulagéo original do
meio MS, adicionado de sacarose (30,0 g. L), L-glutamina (500 mg. LY) e 1,5 g.
L de carvédo ativado. Os tratamentos consistiram da adicdo ao meio de cultura de
concentracbes (0; 56,25; 112,5; 225,0; 450,0 uM) do regulador de crescimento
Picloram, conforme Tabela 6.

Os meios de cultura tiveram o pH ajustado para 5,8+0,1 antes da adi¢ao do
geleificante Phytagel™ (2,2 g. L1), e posteriormente autoclavados a 121°C em 1,3

atm de pressao por 15 minutos.

TABELA 6 — Descricao dos tratamentos utilizados para de inducao de calos para
embriogénese somatica a partir de embrides zigoéticos de
Astrocaryum ulei, Rio Branco, Acre, 2014.

Concentracéo de

Picloram (uM)

1 0

2 56,25

3 112,5

4

5

Tratamento

225,0
450,0

A inducéo de calos foi realizada em sala de cultivo in vitro na auséncia de
fotoperiodo e temperatura de 25+2°C. Foram avaliadas a porcentagem de calos

granulares e a caracaterizacao qualitativa da formacéo dos calos.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

S&o apresentados os resultados e discussoes referentes a caracterizacao
dos diasporos, améndoas e embrido zigotico, germinacgéo in vitro e a inducdo de

calos para embriogénese somatica de Murmuru.
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4.1 Caracterizacdo dos diasporos, améndoas e embrido zigético de murmuru

Os resultados de caracterizacdo sao apresentados de forma geral
(independente da matriz) e individualmente, por matriz (arvore), de murmuru

(Astrocaryum ulei).

4.1.1 Caracterizacao dos diasporos e améndoas de murmuru

Os resultados da caracterizacdo dos diasporos, independentemente da
matriz coletada no fragmento florestal primario, encontram-se descritos na Tabela
7. O didmetro equatorial dos diasporos teve valor médio, maximo e minimo de
23,17 mm, 27,62 e 17,04 mm, respectivamente, com coeficiente de variagdo de
9,03%. Dessa forma é possivel afirmar que a média obtida se aproxima dos
valores reais para diametro equatorial dos didsporos de murmuru.

Para a massa do didsporo a média foi de 9,38 g e 0 CV% expressou um
valor de 22,05, que demonstra a variabilidade deste caractere de medigao,
indicada pela amplitude observada entre o valor de maximo (13,45 g) e minimo
(4,7 g). O comprimento, didmetro dos pdlos e espessura do endocarpo, 0S
resultados apresentaram resultados inferiores aos observados, com valores
médios de CV% (13.95, 14,55 e 14,58), cuja amplitude foi de 22,42 para o
comprimento, 12,57 para didametro dos pélos e 1,47 para espessura do
endocarpo.

N&o existe na literatura caracterizacdo para diasporos. Com frutos da
mesma espécie e colhidos em Rio Branco (AC), Nascimento et al. (2007)
obtiveram comprimento e didametro médio de 55,58 e 26,24 mm, maximo de 68,80
e 38,20, e minimo de 54,7 e 1850 mm, com CV% de 9,97 e 13,91,
respectivamente. A diferenca observada no presente estudo é justicaficada em
razado de que os autores realizaram a caracterizacao do fruto inteiro, o qual inclui
a casca (exocarpo), a polpa (mesocarpo) e o diasporo (endocarpo e améndoa).

No trabalho desenvolvido por Santos-Moura (2013), com a espécie licuri

(Syagrus coronata — Arecaceae), observou que a média do comprimento (30,22
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mm) e diametro dos diasporos (22,18 mm) foram préximas aos valores
correspondentes ao observados na presente pesquisa. Batista et al. (2011),
salienta que o comprimento, didmetro e massa dos didsporos sdo variaveis na
familia Arecaceae, no proprio género de Astrocaryum e ainda dentro da propria
espécie, como foi observado na espécie estudada.

A caracterizacdo de frutos e didsporos € de grande importancia para
detectar a variacdo genética dentro de populacdes de uma mesma espécie ou
diferenciar espécies do mesmo género, pois sao fontes de informacdes base para
caracterizar aspectos ecolégicos como o tipo de dispersao, agentes dispersores e
ainda o estabelecimento de plantulas (GUSMAO et al., 2006; MACEDO et al.,
2009).

TABELA 7 — Parametros utilizados para analise dos caracteres de medi¢cdo dos
didasporos de Astrocaryum ulei Burret, Rio Branco, Acre, 2014.

Parametros CDD DED DPD EED MDD
(mm) (mm) (mm) (mm) (9)
Média 37,23 23,17 19,68 2,27 9,38
Mediana 36,92 23,28 19,75 2,28 9,59
Minimo 24,8 17,04 12,91 1,61 4,70
Maximo 47,22 27,62 25,48 3,08 13,45
Amplitude 22,42 10,58 12,57 1,47 8,75
Variancia 26,98 4,38 8,21 0,11 4,27
Desvio Padrao 5,19 2,09 2,86 0,33 2,07
CV (%) 13,95 9,03 14,55 14,58 22,05

Notas: CDD: Comprimento do Diasporo; DED: Didmetro Equatorial dos Didsporos; DPD: Diametro
dos polos dos diasporos; EED: Espessura do Endocarpo dos Diasporos; MDD:
Massa dos Didsporos; CV: Coeficiente de Variac&o.

A frequéncia relativa do comprimento do didsporo, didmetro equatorial,
diametro dos poélos, espessura do diasporo e massa dos diasporos encontram-se
na Figura 9. Para o comprimento do diasporo constatou-se uma variacado de 24,8
a 48,41 mm, entretanto, os valores mais frequentes foram encontrados em
apenas uma classe 31,89 com porcentagem de 20%, entretanto, as classes
34,25; 38,97 e 41,33 registraram percentuais de 13,33 14,44 14,44 %,

respectivamente, no total de 41% dos dados analisados. As demais classes
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referentes a caracteristica do comprimento dos diasporos foram inferiores a 10%
(Figura 9-A).

Para o didmetro equatorial dos diasporos foi verificado pela frequéncia
relativa que ndo houve uma classe Unica que expressasse variacdo em relacdo as
outras, na realidade observou-se uma homogeneidade desse caractere de
medicao, pois ha amostra estudada ocorreram cinco classes (20,19; 21,50; 22,61;
23,73 e 24,85) com registros percentuais de 14 a 18%, no total de 83,5% (Figura
9-B).

O diametro dos podlos registrou uma frequéncia de classes distribuida,
porém com concentracdes em forma de pardbola, cujos valores mais frequentes
foram encontrados em cinco classes, que variaram de 16,88 a 22,18 mm, no qual
correspondeu em um total de 74% dos dados amostrados (Figura 9-C).

O comprimento dos diasporos evidenciou uma distribuicdo semelhante ao
caractere de medicdo de espessura do endocarpo, onde se observou uma
distribuicdo desuniforme, em que apenas duas classes, 2,25 e 2,41 apresentam
maiores concentracdes, no total estas duas classes com aproximadamente 39%.
Ainda que observado valores mais frequentes na classe (Figura 9-D).

Com relacdo a massa média dos diasporos, os valores mais frequentes
foram obtidos nos intervalos de 6,54 a 7,47; 8,39 a 9,31 e 10,23 a 12,08,
constatou-se que as quantidades mais frequentes totalizaram cerca de 65%
(Figura 9-E).

Desta maneira, neste estudo foi realizado a analise da frequéncia relativa
de classes que permite identificar a variabilidade referente as caracteristicas
biométricas observadas. E de suma importancia que a frequéncia relativa deve
apresentar niumeros de classes bem distribuidos.

Santos-Moura (2013), afirma que com o agrupamento dos dados dos
caracteres de medicdo analisados, foi possivel demonstrar de forma visivel as
diferencas existentes entre o comprimento, diametro e peso, pois essas
diferencas podem ser atribuidas a variabilidade genética existente entre as
amostras escolhidas para coleta dos frutos.

De acordo com Gusmao et al., (2006) e Macedo et al., (2009), a descricédo
dos caracteres de medicdo € de suma importancia para observagao da variacao
genética dentro das populagbes de uma mesma espécie ou diferenciagdo de

espécies do mesmo género.
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Figura 9 - Frequéncia Relativa do comprimento dos diasporos (A), diametro
equatorial (B), diametro dos polos (C), diametro da espessura dos diasporos (D) e
Massa dos diasporos (E).

Os resultados da caracterizagdo individual das améndoas e embrides
zigoticos de Astrocaryum ulei sdo apresentados na Tabela 8. Os caracteres de
medicdo do comprimento da améndoa, diametro equatorial da améndoa e
comprimento do embrido encontram-se dentro da margem, com valores de CV%
correspondem a 12,84, 12,39 e 12,79. Ja os caracteres de medicao, diametro dos
polos da améndoa e massa da améndoa apresentaram valores relativamente
acima, com CV% de 18,21 e 20,36, demonstram uma variabilidade nos
parametros observados, com médias de 15,11 e 3,82 g. Porém, o caracter de

medicdo massa do embrido zigotico com média de 0,0032 g, valores maximo de



66

0,0230 e minimo de 0,0003 apresentou CV% muito elevado (78,96), com
caracteristica de apresentar uma grande variabilidade conforme observados nos
valores de méaximo e de minimo.

No trabalho de Nascimento et al., (2007) foi analisada a caracterizacéo
morfométrica do endocarpo, observando o peso do endosperma, equivalente ao
embrido. Os autores observaram um CV% também bastante alto (72,7), com
média de 2,59, com valores maximo de 8,27 e minimo de 0,22 g, é possivel de
deduzir que esta € um caractere de medicdo que apresenta uma grande
variabilidade.

Os caracteres de medicao de diasporos, améndoas e embrifes zigobticos,
inclusive, seus respectivos pesos, sao bastante variaveis nas espécies da familia
Arecaceae, até mesmo no proprio género de Astrocaryum e ainda dentro da
prépria espécie como observado nos dados referentes a outras pesquisas. Para
os diadsporos de Astrocaryum murumuru L., Carim et al., (2009) identificaram que
o comprimento médio de 54,20 mm, didametro equatorial médio de 30,03 mm e
peso médio de 10,34 g, dados bem superiores aos encontrados no presente
trabalho.

Para outras espécies de palmeiras, pelas caracteres de medicdo também
foi possivel identificar variacdo para os diasporos, a exemplo de Phytephas
mcrocarpa (DOMINGOS-NETO; FERREIRA, 2014), com peso médio variando
2,074 g, comprimento de 1,39 mm e diametro equatorial de 5,34 mm e a de
Syagrus vagans (LOPES, 2007), com peso médio variando de 6 a 8 g,

comprimento de 2,52 mm e diametro de 1,34 mm.
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TABELA 8 — Parametros utilizados para analise dos caracteres de medicao das
améndoas de Astrocaryum ulei Burret, Rio Branco, Acre, 2014.

Parametros CDA DEA DPA CEZ MDA  MEZ
(mm) (mm) (mm) (mm) (9) (9)

Média 25,76 18,17 15,11 3,12 3,82 0,0032
Mediana 26,32 18,26 15,24 3,18 3,83 0,0029
Minimo 18,09 13,32 9,71 2,05 1,96  0,0003
Méaximo 34,55 22,71 21,22 3,89 5,32 0,0230
Amplitude 16,46 9,39 11,51 1,84 3,36 0,0227
Variancia 10,94 5,07 7,57 0,16 0,61 0,0227
Desvio 331 2.25 275 0,40 07 00025
Padréao

CV (%) 12,84 12,39 18,21 12,79 20,36 78,96

Notas: CDD: Comprimento da Améndoa; DED: Diametro Equatorial da Améndoa; DPA: Diametro
dos polos da Améndoa; CDE: Comprimento do Embrido Zigético; MDA: Massa da Améndoa;
MEZ: Massa do Embrido zZigético; CV: Coeficiente de Variacéo.

Na Figura 10 s&o apresentados os dados de medicéo da frequéncia relativa
relacionados aos caracteres da parte interna da semente: améndoa e embriao
dos frutos de Astrocaryum ulei. Na figura 10 — A, B, C e D, sédo apresentados os
dados de medicdo referentes a améndoa dos frutos de Astrocaryum ulei, onde
observa-se que referente ao comprimento, diametro equatorial, diametro dos
pélos e massa dos mesmos variaram de 18,09 a 35,49 mm, de 13,32 a 23,22 mm,
de 9,71 a 23,44 e de 18,09 a 35,49 g, respectivamente. A maior parte das
améndoas apresentaram comprimento variando entre as classes de 26,79 a 28,53
mm, com aproximadamente 24,44%, porém cerca de 43,32% das améndoas
ficaram distribuidas de forma equivalente em apenas trés classes, com variacao
de 21,57 a 26,79 mm (Figura 10-A). Porém, os valores obtidos da massa da
améndoa foram préximos as améndoas de Macauba, da qual pertence a familia
Arecaceae, com variacdo de 20,3 a 50,3 mm (SANTOS et al.,, 2013). Esses
resultados indicam que as améndoas de Astrocaryum ulei desse estudo sao
menores que as améndoas de Astrocaryum ulei, encontrada na regido de Porto
Acre, Acre, cujo comprimento varia de 38,20 a 68,80 mm (NASCIMENTO et al.,
2007).

Com relacéao a frequéncia relativa do diametro equatorial e dos polos das
améndoas, observa-se que a maior parte esta distribuida na parte central do
grafico, com didmetros que variam de 15,3 a 21,24 mm e percentual total de
aproximadamente 78% para diametro equatorial e de 12,14 a 19,40 mm e

percentual total com aproximadamente de 88% para diametro dos polos (Figura
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10 — B e C). Valores distintos foram registrados por Nascimento et al., (2007),
quando realizaram a analise do comprimento da semente de murmuru na regiao
de Porto Acre, com variacdo de 18,50 a 54,80 mm, o que permite observar que,
esses dados sdo superiores aos analisados neste estudo, em razdo de que 0s
autores realizaram a mensuracédo do diametro equatorial e leva em consideracao
0 endocarpo e o endosperma simultaneamente, diferentemente aos realizados,
gue a metodologia partiu da escolha da mensuracao apenas da améndoa.

Na figura 10 (A, B e C) € necessario destacar que ndo ha grande variacao
do comprimento e diametros das améndoas de murmuru, independente da sua
posi¢cdo no cacho. No entanto, Mendoncga et al., (2011) relatam que encontraram
sementes de palmeira de babacu, com comprimentos e didmetros superiores, e
gue isso pode acontecer em funcdo da época de colheita das sementes em
campo. Ja Pinheiro et al., (2014) afirmam que as sementes submetidas a
caracterizacdo de medicdo podem apresentar variacdo de suas caracteristicas
morfolégicas de acordo com a posicdo em que os frutos foram coletados no
cacho.

Na figura 10 — D séo apresentados os dados de medicdo da massa da
améndoa de Astrocaryum ulei. A maior parte das améndoas apresentam massa
em torno de 21,57 a 30,27 g, com total de de 80%. Os resultados foram
semelhantes aos registrados por Carim et al., (2009), em Astrocaryum murumuru
L.), em floresta de varzea no municipio de Mazagdo, Amap4a, onde os resultados
referentes a massa média das sementes foi de 23,18 g. Para os estudos com o
Astrocaryum ulei no municipio de Porto Acre, Acre, observou que os valores
correspondentes a massa da améndoa foram inferiores, com média de 4,64 g,
onde é afirmado que o peso da améndoa estd altamente correlacionada com o
diametro e o peso do endocarpo (NASCIMENTO et al., 2007).

De acordo com Sangalli (2008), as variacbes nas dimensdes do peso das
sementes dos frutos podem ser promovidas tanto por fatores ambientais durante
o florescimento e o desenvolvimento, como também pode respresentar um indicio
de alta variabilidade genética populacional. Assim, sugere-se que a relativa
uniformidade das dimensdes do peso das sementes sejam caracteres
determinados geneticamente para as espécies (OLIVEIRA et al., 2000).

Para o comprimento do embrido constatou-se uma variacdo de 2,05 a 3,95

mm, em que os valores se encontravam bastante distribuidos e forma
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desuniforme entre as classes, houve uma maior concentracdo do comprimento
dos embrides em apenas duas classes, que varia de 3,00 a 3,38 mm, com o total
de aproximadamente 43% dos dados analisados (Figura 10 — E).

A massa do embrido zigotico registrou uma frequéncia de classes
distribuida de forma diferenciada, cujos valores mais frequentes foram
encontrados predominantemente em duas classes, da qual variavam de 0,0003 a
0,0051 g e correspondiam em um total de aproximadamente 95% dos dados
amostrados em apenas estas duas classes (Figura 10-F).

Neves et al.,, (2010), na morfologia da semente e na caracterizacdo de
medicado do embrido de babacu — Orbignya oleifera Burret (Arecaceae), comparou
o comprimento dos embries com os de Astrocaryum ulei, os embrides O. oleifera
sdo maiores que o0s padrdes meédios observados, com média de 9,4 mm e
variavam de 12,30 a 6,9 mm, de comprimento e média de 0,00935, de 0,0060 a
0,01230 de massa do embrido. Ainda, nos estudos morfo-anatdbmicos do fruto e
semente de Oenocarpus minor Mart. (Arecaceae), o embrido mede em média 9
mm de comprimento, com variacao de 8 a 12 mm (MENDONCA et al., 2008).

Neves et al., (2010), afirmam que as sementes de palmeiras contém
embrides pequenos em relagcdo ao tamanho e peso da semente e uma grande
guantidade de endosperma. Diante disso, a descricdo dos caracteres de medicao
em relacdo aos embrides das palmeiras serve de subsidio para distincdo das
regides do embrido, bem como revela caracteres estruturais que contribuem na
identificacdo da espécie e fornece dados para posteriores estudos fenologicos e
reprodutivos (MENDONCA et al., 2008).
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Figura 10: Frequéncia Relativa do comprimento da améndoa (A), diametro
equatorial da améndoa (B), diametro dos polos da améndoa (C),
massa da améndoa (D), comprimento do embrido (E) e massa do
embrido zigético (F).

4.1.2 Caracterizacao dos diasporos, améndoas e embrido zigotico de cada matriz

A caracterizacdo dos didsporos e améndoas de cada planta matriz de
murmuru encontram-se descrita na Tabela 9.

A matriz 2 apresentou as caracteristicas com maiores proporc¢des, exceto
as caracteristicas CDA, DPA e CEZ, em que estes resultados foram
intermediarios entre as trés matrizes. As médias das caracteristicas dos diasporos
analisados da amostra 2 foram superiores comparadas as da amostra 1, o
comprimento (40,87 mm; 32,75 mm), diametro equatorial (25,09 mm; 23,23 mm),

didmetro dos podlos (21,27 mm; 20,83 mm), espessura do endocarpo (2,42 mm;
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2,41 mm) e massa do diasporo (11,6 g; 9,45 g), respectivamente. Faz deduzir que
quanto mais distantes uma amostra da outra, as diferencas entre as
caracteristicas do diasporo também sdo perceptiveis. Essas caracteristicas de
observacdo podem variar muito dependendo das condi¢cbes do ecossistema
(BARBOSA et al., 2010).

Em relagéo as caracteristicas de medigdo relacionadas a améndoa, nota-
se ainda a superioridade das médias correspondentes ao comprimento (25,85
mm), didmetro equatorial (20,09 mm) e massa da améndoa (4,54 g) da amostra 2
quando comparadas com as médias da amostra 1 (23,30 mm; 18,41 mm e 3,96
g). Porém ainda referente as améndoas, os valores de média do didametro dos
pélos das améndoas da amostra 2 (16,53 mm) sdo proximos as da amostra 1
(16,76 mm).

Os resultados das médias dos diasporos e améndoas da amostra 2
apresentaram-se com caracteristicas mais superiores, como relatado
anteriormente e ainda os seus valores foram homogéneos, em razdo de que para
estas médias, os coeficientes de variacdo foram os menores entre as amostras.
Nos estudos de Nascimento et al., (2007), realizado com Astrocaryum ulei, foi
observado que o maior coeficiente de variagdo em sua avaliacdo dos caracteres
de medicéo foi com as sementes Umidas.

De acordo com Domingos-Neto e Ferreira (2014), afirmam que quando os
frutos e sementes apresentam este padrdo, sugere-se que as amostras onde
foram extraidos os frutos devem ser mais velhas do que as de outras localidades.

Diante disso, para as trés amostras as caracteristicas relacionadas aos
diasporos e améndoas foram variaveis e sao independente da forma principal que
consta na literatura. Ruiz et al., (2001) comentam que para as espécies de
palmeiras, geralmente os frutos e sementes dos individuos de uma espécie
apresentam diferentes morfotipos presentes em uma mesma localidade.

Também € importante salientar que estes resultados exaltam a diferenca
entre as médias das amostras, da qual aceita a alternativa de variabilidade
morfométrica entre os didsporos e améndoas. Porém embora estes resultados
indiquem gue exista uma variabilidade morfométrica, os resultados apresentados
sdo compativeis com outras espécies da mesma familia e do mesmo género,
como comentado anteriormente e dentro dos limites métricos comparaveis a
outras regides da Amazonia (BARBOSA et al., 2010).
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Hamrick et al., (1992) relata inimeras razbes que influenciam o nivel de
diversidade genética nas plantas, entre elas estdo a reproducéo e a distribuicao
geografica, onde esta Ultima desempenha importante papel na variagdo genética
entre e dentro das populacdes. A diferenciacdo genética dentro de uma
populacdo ou até mesmo entre as populacdes de uma espécie pode ocorrer a
distancia relativamente pequenas (LINHART et al., 1981).

Os resultados da caracterizagdo das trés amostras de embrifes zigoéticos
de Astrocaryum ulei sdo apresentados também na tabela 9. Em relacdo ao
comprimento e massa dos embrides zigoticos as médias da amostra 3 foram as
menores, 2,87 mm e 0,0023 g, seguida pelas médias das outras duas amostras
em que seus valores foram proximos, amostra 1 (3,35 mm e 0,0033) e amostra 2
(3,16 mm e 0,0040).

Como citado anteriormente nos trabalhos de Oliveira et al., (2008), o
embrido de Oenocarpus minor Mart. apresenta média de 9 mm de comprimento e
4 mm de diametro, médias superiores aos resultados apresentados. J4 o embrido
de Syagrus oleraceae (Mart.) Becc, as médias dessa palmeira sdo similares a de
Astrocaryum ulei, com comprimento de 2,76 mm (BATISTA et al.,, 2011). Com
isso, Santos-Moura (2013) afirma que a forma e o tamanho do embrido sao

bastante variados nas sementes de palmeiras.

TABELA 9 — Caracterizacdo do diasporo, améndoa e embrido zigético de cada matriz de
Astrocaryum ulei Burret, Rio Branco, Acre, 2014.

Variével Matriz Média Mediana Min. Max. Amp. Var. D.P CV (%)
1 32,75 33,17 26,91 39,46 12,55 8,16 2,86 8,72
CDD (mm) 2 40,87 41,96 29,64 47,22 17,58 21,38 4,62 11,31
3 37,78 39,01 24,80 44,99 20,19 20,26 4,50 11,91
1 23,23 23,33 19,53 26,30 6,77 2,23 1,49 6,43
DED (mm) 2 25,09 25,27 21,82 27,62 5,8 1,62 1,27 5,07
3 21,21 21,13 17,04 23,62 6,58 1,69 1,30 6,13
1 20,83 20,77 15,97 24,97 9,0 5,02 2,24 10,76
DPD (mm) 2 21,27 21,43 17,67 25,48 7,81 3,79 1,95 9,15
3 16,98 17,09 12,91 20,29 7,38 4,60 2,14 12,63
1 2,41 2,39 1,60 3,98 2,38 0,23 0,48 19,77
EED (mm) 2 2,42 2,35 1,60 3,98 2,38 0,18 0,41 17,32
3 2,00 1,89 1,60 3,98 2,38 0,18 0,42 20,93
1 9,45 9,44 5,84 12,15 6,31 1,52 1,23 13,02
MDD (g) 2 11,6 11,6 9,75 13,45 3,7 0,86 0,93 8,07
3 7,14 7,15 4,70 8,90 4,20 0,79 0,89 12,48
1 23,30 23,28 18,82 28,64 9,82 4,76 2,18 9,36
CDA (mm) 2 25,85 26,77 19,25 29,05 9,80 6,93 2,63 10,18
3 27,89 28,14 18,09 34,55 16,46 10,89 3,30 11,83
1 18,41 18,53 15,20 22,0 6,80 3,48 1,87 10,13
DEA (mm) 2 20,09 20,17 17,43 22,71 5,28 1,84 1,36 6,75
3 16,04 16,02 13,32 18,65 5,33 1,52 1,23 7,68
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1 16,76 16,22 12,75 21,22 8,47 3,98 1,99 11,91
DPA (mm) 2 16,53 16,4 13,61 20,8 7,19 3,25 1,80 10,91
3 12,48 12,18 9,71 15,88 6,17 3,72 1,93 15,46
1 3,35 3,42 2,39 3,82 1,43 0,11 0,33 9,73
CEZ (mm) 2 3,16 3,19 2,05 3,89 1,84 0,15 0,39 12,28
3 2,87 2,91 2,30 3,38 1,08 0,11 0,33 11,61
1 3,96 3,85 3,22 5,21 1,99 0,22 0,47 11,90
MDA (g) 2 4,54 4,62 3,85 5,32 1,67 0,16 0,40 8,80
3 2,97 2,90 1,96 3,82 1,86 0,15 0,39 13,10
1 0,0033 0,0036 0,0003 0,0054 0,0051 0,0018 0,0014 41,24
MEZ (g) 2 0,0040 0,0035 0,0019 0,0230 0,0211 0,0133 0,0004 91,79
3 0,0023 0,0021 0,0011 0,0097 0,0086 0,0000 0,0015 65,09

Notas: CDD: Comprimento do Diasporo; DED: Diametro Equatorial dos Diasporos; DPD: Diametro dos

polos dos diasporos; EED: Espessura do Endocarpo dos Didsporos; MDD: Massa dos Diasporos;
CDA: Comprimento da Améndoa; DED: Diametro Equatorial da Améndoa; DPA: Didmetro dos
polos da Améndoa; CEZ: Comprimento do Embrido Zigético; MDA: Massa da Améndoa; MEZ:
Massa do Embrido Zigotico; Min.: Minimo; Max.: Maximo; Amp.: Amplitude; Var.: Variancia; DP:

Desvio Padréo; CV: Coeficiente de Variacao.

Todas as caracteristicas avaliadas nos didsporos tiveram diferencas

significativas entre as matrizes (Tabela 10). O comprimento médio do diasporo foi
maior na matriz 2, seguido das matrizes 3 e 1 (p<0,05). Para o diametro equatorial
e a massa do didsporo a matriz 2 e 3 apresentaram médias significativamente
maiores e menores, respectivamente. Quanto ao didametro dos polos e a
espessura do endocarpo, as matrizes 1 e 2 ndo diferiram significativamente, mas
tiveram maiores médias comparadas a matriz 3 (p<0,05). Estes resultados
evidenciam a possivel variabilidade entre as matrizes de Astrocaryum ulei.

Estudo realizado por Ribeiro et al., (2014), com a caracterizacédo de frutos
de tucuma (Astrocaryum vulgare Mart.) no municipio de Capitdo Poco, apresentou
diferenca entre os individuos coletados, ndo apenas nos caracteres utilizados,
mas também na producao das plantas.

Segundo Nascimento (2007) em um trabalho realizado com parametros de
medicdo de cachos, frutos e sementes da palmeira de tucumé (Astrocaryum
aculeatum g. Meyer), no estado do Acre, foram encontrados valores aproximados

de médias do fruto de tucuma.
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TABELA 10 — Comparacdo de médias das caracteristicas dos diasporos entre
as matrizes de Astrocaryum ulei Burret, Rio Branco, Acre, 2014,

Matriz CDD DED DPD EED MDD
(mm) (mm) (mm) (mm) (9)
1 46,43c 31,83b  28,23a 2,64a 9,45b
2 59,27a 34,63a  28,89a 2,65a  11,50a
3 54,37b 28,79c  22,56b 2,15b 7,14c

Notas: As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CDD: Comprimento do Diasporo; DED: Diametro
Equatorial dos Diasporos; DPD: Diametro dos polos dos diasporos; EED: Espessura do
Endocarpo dos Diasporos; MDD: Massa do diasporo.

De acordo com os valores de média das caracteristicas de medi¢do das
améndoas e embrides, descritas na Tabela 11, observa-se que a amostra 2 ainda
apresenta os maiores valores em relacdo as outras amostras, os resultados em
relacdo ao comprimento do embrido zigético ndo diferiram estatisticamente, este
resultado implica que as médias do comprimento dos embrides entre o0s
individuos de murmuru se aproximam, ndo houve diferenca expressiva. Porém os
valores das outras caracteristicas de medicdo relacionadas as améndoas se
distinguem estatisticamente, com variacdo entre as medias.

Geralmente nos frutos de murmuru observou-se que existe uma variagao
entre as suas sementes, apresentou diferentes tamanhos e formas na posi¢éao do
cacho. Nas pesquisas Mitja et al., (2008) sobre aos caracteres de medicdo dos
frutos e sementes de babacu, no estado do Tocantins, mencionam que os frutos e
sementes de palmeiras, gealmente sdo separados em grandes e pequenos, pois
os frutos grandes tém sementes com medidas e pesos maiores do que as do fruto
pequeno, do qual corroborou com os resultados obtidos no presente trabalho.

Para Sangalli (2008), os fatores ambientais durante o florescimento e o
desenvolvimento promovem diversas variacfes nas dimensdes e no peso, estes

fatores representam um indicio de alta variabilidade genética populacional.
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TABELA 11 — Comparagdo de médias das caracteristicas das améndoas e
embrido zigotico entre as matrizes de Astrocaryum ulei Burret,
Rio Branco, Acre, 2014.

. CDA DEA DPA MDA CEZz MEZ (g)
Matriz
(mm) (mm) (mm) (9) (mm)
1 20,97b 22,18b 16,30b 4.24b 3,28a 0,0016ab
2 25,85a 27,13a 21,90a 5,28a 3,55a 0,0024a
3 27,89a 21,18b 16,09b 3,32c 3,08a 0,0013b

Notas: As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CDA: Comprimento da Améndoa; DEA: Diametro
Equatorial da Améndoa; DPA: Diametro dos polos da Améndoa; CEZ: Comprimento do
embrido zigo6tico; MEZ: Massa do embrido zigotico.

Nota-se que estes resultados ndo apresentam variacdes significativas em
suas caracteristicas de medicédo, exceto na massa do embrido. Diante disso, os
dados amostrados nao apresentaram variagcdes significativas em suas
carateristicas de medicdo. Porém para a massa do embrido zigético (MDE),
constatou-se auséncia de aderéncia a distribuicdo normal dos valores (0,2604).
Este resultado indica que possivelmente € necessario a realizacdo de estudos
adicionais com amostras mais amplas e de diferentes espécies.

Oliveira et al., (2009) afirmam que a ndo aderéncia das caracteristicas a
distribuicdo normal e as variacbes das caracteristicas das sementes estdo
relacionadas a variabilidade genética. Por outro lado, a variagdo das
caracteristicas de medicdo das sementes deve influenciar a capacidade
germinativa e estar relacionada aos problemas reprodutivos da espécie (VIEIRA
et al., 2008).

4.2 Germinacédo in vitro de embrides zig6ticos de murmuru

O embrido zigético de Astrocaryum ulei encontra-se localizado na por¢ao
terminal do saco embrionario junto a micrépila e esta inserido no endosperma.
Morfologicamente o embrido possui uma regido cilindrica que corresponde ao
peciolo cotiledonar, uma regido proximal e outra distal afilada (Figura 11 - A).

Na primeira semana de cultivo, observou-se acentuado intumescimento
dos embribes na regido que determina a posicdo da emissdo do peciolo

cotiledonar, correspondente ao eixo embrionario, seguido de dilatacdo da
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extremidade proximal e distal do embrido, e curvatura da regido do mesocaotilo
(Figura 11 — B).

Os resultados verificados no presente estudo corroboram aos obtidos no
cultivo in vitro de embriGes zigéticos de dendezeiro (Elaeis guineenses) (BALZON,
2008) e Mauritia flexuosa (EBERT et al, 2014), aos sete dias de cultivo. Para
embrides zigodticos de acai (Euterpe oleracea) o inicio do processo germinativo
ocorreu aos dez dias (MIKOVSKI et al.,, 2015). O inicio da germinacdo esta
relacionado ao processo de embebicdo e ativacdo do metabolismo celular,
conforme observado por Spera et al., (2001) e Costa et al., (2006).

Apébs o intumescimento, Aguiar e Mendoncga (2002), afirmam que se inicia
um alongamento, comumente a segunda alteracdo morfolégica verificada no
processo germinativo em palmeiras, porém este alongamento pode ser
demasiado e provocar assim a curvatura da regido denominada como mesocatilo,
como observado nos embrides de murmuru.

A emisséo e desenvolvimento da radicula e, mais tardiamente da plumula,
bem como o inicio da formac&o do haustorio, ocorreram apos 0s vinte e um dias
de cultura in vitro, conforme demonstrado na Figura 11 — C. Resultados
semelhantes foram obtidos com o acai e o dendé, onde os pontos de crescimento
radicular e plumular desenvolveram-se a partir de 20 e 21 dias, respectivamente
(MIKOVSKI et al., 2015; BALZON, 2008).

A plumula é uma estrutura composta por células indiferenciadas, formada
por uma protoderme externa e interna, inserida no interior da cavidade cotiledonar
(OLIVEIRA et al., 2008).

Melo (2000) determina que a emissao da raiz primaria € uma caracteristica
determinante no processo de germinacdo de embrides zigéticos de palmeiras,
conforme observados no estudo com Washingtonia filifera (DEMASON, 1988),
Euterpe precatoria (AGUIAR; MENDONCA, 2002) e Phoenix roebelenii (I0SSI et
al., 2006).

AplOs vinte e oito dias do estabelecimento in vitro, observou-se o
desenvolvimento da primeira bainha foliar, formacdo do haustorio e em alguns
embrides ocorréncia de oxidacdo. O inicio da formacédo da bainha plumular de
embrides de Euterpe oleracea deu-se a partir dos dez dias do cultivo (MIKOVSKI

et al., 2015). Vérios fatores, como a maturidade do embrido, o meio de cultura e
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as condicbes do ambiente de cultivo podem estar envolvidos no periodo de
emisséo da bainha foliar, por isso as diferencas entre os estudos.

Ao estudar a germinacao in vitro de embrifes zigoticos de coquinho-azedo
Ribeiro et al. (2011) afirmam que, ao contrario da presenca de sacarose no meio
de cultivo, o fotoperiodo nao influencia na emissédo de bainhas foliares, o que os
autores relacilonaram a falta de reservas de carboidratos suficientes para a
germinacao.

Em relacdo ao haustorio, essa estrutura apresentou crescimento irregular
em funcdo do embrido zigodtico, alguns com maior crescimento e outros sem
formacéo de haustorio. Em pupunha foi observado que algumas plantas foram
formadas sem o desenvolvimento do haustorio, inferindo que esta estrutura pode
nao ser essencial ao desenvolvimento in vitro (STEINMACHER, 2005).

No trabalho de Lédo et al. (2007), com o cultivo in vitro de embribes de
coqueiro-anao, a completa germinacdo ocorreu aos dois meses.

De acordo com Verdeil e Hocher (2003), o haustério € uma estrutura
cotiledonar, geralmente encontrada em palmeiras e com funcédo de secrecéo de
enzimas para o endosperma e redirecionamento das reservas para as atividades
metabdlicas e crescimento das plantulas.

A ocorréncia de oxidacdo no cultivo in vitro de espécies de palmeiras é
relatada e pode ser decorrente da liberacdo de compostos fendlicos no meio de
cultura (BLAKE, 1983). Estudos indicam que o carvao ativado tem a capacidade
em adsorver tais compostos (PAN; STANDEN, 1998).

Sharma et al. (1980) ao avaliar o cultivo in vitro de embrides zigoticos de
tamareira ndo observaram oxidacao, sendo o embrido o Unico explante, dentre os
utilizados, que tiveram essa resposta.

Aos 35 dias ndo foi notada nenhuma modificacdo dos eventos morfologicos
do processo germinativo comparado aos 28 dias. Aos 42 dias de cultivo,
observou-se a formacdo da segunda bainha foliar e regi6es proximal e distal
clorofiladas. No cultivo de embrides zigoticos de Euterpe oleracea, o
desenvolvimento da segunda bainha ocorreu a partir dos 30 dias de avaliacao
(MIKOVSKI, 2015). No que concerne a presenca de clorofila, provavelmente os
expalntes submetidos a luz, apresentavam atividade fotossintética ativa e
culminou em diferenciar algumas regides com clorofila, uma vez que a sintese de
clorofila é dependente de luz (TAIZ; ZEIGER, 2004).
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Nenhuma alteracdo morfolégica foi observada aos 49 e 56 dias,
diferentemente dos 63 dias, em que verificou-se a presenca do edfilo (Figura 11 —
D) e maior crescimento das estruturas.

T ¢

Figura 11: Morfogénese in vitro de embrifes zigoéticos de Astrocaryum ulei Burret.
Aspecto do embrido zigético (A), Dilatacdo da regido distal e proximal
(B), Emissdo da raiz primaria, curvatura do mesocaétilo, emissdo da
bainha primaria e inicio da formacé&o do haustorio (C), Desenvolvimento
das bainhas foliares e detalhe do haustério e raiz primaria com 63 dias
de cultivo (D), em Rio Branco, Acre, 2014.
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Ledo et al. (2007) afirma que a germinacao de embrids de coqueiro-anao
ocorre aos 60 dias. Ja Mikovski (2015) observou o desenvolvimento do edfilo a
partir dos 90 dias de cultivo. Para Balzon (2008) e Steinmacher (2005) a obtencéo
de plantas completas de dendé e de pupunha é observada aos 90 dias.

Com relacdo aos tratamentos aplicados aos embribes, houve efeito
significativo do meio de cultura na formacao da raiz primaria e do haustorio, bem
como na emissao das bainhas foliares e emissao do edfilo (Figura 12). Aos 21
dias, embrides cultivados em meio MS tiveram melhor formacdo, com emisséo e
alongamento da raiz primaria, formacédo do haustorio e inicio da formacédo da
plumula (Figura 12 — A). Nos meios WPM e White (Figura 12 — D e G) os
embrides apresentaram retardo na germinagao e/ou emissao das suas estruturas,
principalmente embrides cultivados em meio White (Figura 12 — G).

A partir dos 35 dias, os melhores resultados ainda foram verificados no
meio MS, seguido do WPM (Figura 12 — B e E). O meio MS promoveu ainda a
formacéo da primeira bainha foliar e do haustério. Aos 63 dias de avaliacao,
observou-se a presenca de eodfilo tanto no meio MS quanto no meio WPM,
enguanto o cultivo em meio White apresentou as estruturas de forma reduzida ou
anormal (Figura 12 — C, F e I). Oxidagédo também foi verificada em embribes

cultivados em meio White, possivelmente como uma condigdo de estresse in vitro.
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21 dias 35 dias 63 dias

WPM MS

WHITE

Figura 12: Germinacado e formacdo de plantas a partir de embrides zigéticos de
Astrocaryum ulei Burret em funcdo do meio de cultura e periodo de
cultivo (21, 35 e 63 dias). Meio MS (A, Be C), WPM (D, Ee F) e
White (G, H e I), em Rio Branco, Acre, 2014.

Maior porcentagem de germinacgédo e formacéo de plantas ocorreu no meio
MS (61,11%) e WPM (47,22%), aos 63 dias de cultivo. Embriées cultivados em
meio White tiveram 38,89% (Figura 13). A média observada corrobora os
resultados obtidos no cultivo in vitro de embribes zigéticos de macauba, que
apresentaram germinacao de 60,6% (SOARES et al., 2011).
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Figura 13: Germinacdo de embrides zigoticos de Astrocaryum ulei Burret em
funcéo do meio de cultura, aos 63 dias de cultivo, Rio Branco, Acre,
2014.

A germinacdo média obtida esta em concordancia aos resultados
observados para embribes extraidos de frutos imaturos e maduros de murmuru
cultivados em meio MS, com os valores de 68,8 e 40,6% respectivamente
(PEREIRA et al., 2005). A composicao do meio de cultura, a espécie e o estadio
de maturagédo do embrido exercem influencia na morfogénese in vitro. O meio MS,
proposto por Murashige e Skoog, possui elavada concentracdo de nitrogénio,
Nitrato de Amonio (1.650 mg. L) e Nitrato de Potassio (1.900 mg. L), além de
Cloreto de Célcio dihidratado (440 mg. L), conforme apresenta o apéndice A. Ja
o0 meio WPM, embora néo contenha Nitrato de Potassio (1.900 mg. L), apresenta
Nitrato de Célcio (556,00 mg. L) e reduzida concentracdo de Nitrato de Amdnio
(400 mg. L) e Cloreto de Calcio (96 mg. L1).

A menor porcentagem de germinacéao e formacgao de plantas verificada no
meio White pode estd relacionada a auséncia e as menores concentracdes de
alguns nutrientes minerais. Esse fato demonstra a exigéncia dos embrides
zigoticos pelos nutrientes e suas concentracdes presentes no meio MS e WPM. A
formulacdo proposta por White (1943) ndo contém Nitrato de Amonio, Cloreto de
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Célcio, Fosfato de Potassio, Ferro e vitaminas, além de apresentar menor
concentracéo de Nitrato de Potassio (80 mg. L) (Apéndice A).

Os meios de cultura que apresentam Nitrato de Amonio e Nitrato de
Potassio podem ser mais eficientes no cultivo in vitro, pois possuem uma relacao
mais efetiva do amonio:nitrato e nitrato:potassio, corroborando afirmacfes de
Gamborg (1970).

Kauth et al. (2006) afirmam que em Calopogon tuberosus os meios de
cultura que apresentavam uma melhor relacéo nitrato:amoénio sdo mais eficientes
para germinacdo. A decisdo do meio de cultura € decisiva para haver uma maior
porcentagem de germinacéo (SUZUKI et al., 2009).

A concentracdo de sacarose teve influencia na germinacdo dos embrides.
A maior germinacdo foi observada com 30 g. L de sacarose, independente do
meio de cultura, o que demonstra a necessidade de carboidrato e que sua
reducdo ou aumento pode reduzir a germinacdo dos embriées maduros. Os
percentuais variaram de 16,67 a 83,33% para as diferentes concentracdes de

sacarose nos meios de cultura utilizados (Figura 14).
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Figura 14: Porcentagem de germinacdo de embribes zigéticos de Astrocaryum
ulei em funcdo do meio de cultura e concentracdo de sacarose, Rio

Branco, Acre, 2014.
O cultivo de embrides zig6ticos de Syagrus coronata na auséncia de
sacarose resultou na reducdo da germinacdo, enquanto a adicdo de sacarose

teve efeitos significativos e maiores percentuais de germinacdo, o que confirma a
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necessidade de um carboidrato como fonte de energia (SANTOS-MOURA, 2013).
O efeito positivo da sacarose também esta em concordancia com Padua (2012)
para o cultivo de embrides de dendezeiro (Elaeis guineenses), onde a auséncia
de sacarose ndo promoveu a germinacao in vitro.

Neste contexto, observa-se que as menores porcentagens de germinacgao
foram observadas em meios com menor concentracdo de sacarose (15 g. L™).
Estes resultados sao diferentes aos obtidos por Andrade et al. (2001) para
embrides de Coffea ardbica e Coffea canephora, em que o meio de MS acrescido
de sacarose (30 g.L?) proporcionou os melhores resultados. Ha necessidade de
estudos em fungéo da espécie em decorréncia de existir uma grande variacdo de
resultados dentro de uma mesma familia, como se verifica para as espécies da
familia Arecaceae (CARNEIRO, 2012).

Em relacdo aos meios de cultura, a formulacdo de MS, com 30 g.L? de
sacarose, apresentou os melhores resultados na germinacdo de embrides de A.
ulei, com média de 83,33%, comparado aos meios WPM (75,00%) e White
(66,67%). Por outro lado, a menor porcentagem de germinacdo (16,67%) foi
observada na formulacdo de WPM com 15 g.L! de sacarose (Figura 14). O meio
WPM também foi eficiente para o cultivo in vitro de embribes de Acrocomia
aculeata, com germinacdo média de 80% (BORCIONI; NEGRELLE, 2012).

Ao cultivar embrides, oriundos de frutos maduros de murmuru, em meio MS
com 0, 30 e 45 g. L! de sacarose Pereira et al. (2006) observaram porcentual de
germinacdo de 56,5; 25,0 e 41,3%, respectivamente. J& embribes zigbticos
extraidos de frutos imaturos tiveram maiores porcentagens de germinacao.

Ao cultivar embrides de laranja-péra, em diferentes concentracdoes de
sacarose (0 a 60 g. L), Ribeiro et al. (1998) observaram elevado indice de
sobrevivéncia de embrides na presenca de sacarose.

Em algumas espécies, 0 estagio de desenvolvimento do embrido pode
apresentar efeito sinérgico com a concentracdo de sacarose, de forma que a
presenca de carboidrato(s) no meio de cultura pode ser exigida em concentragbes
minimas ou até dispensavel a depender das reservas do proprio embrido
(GARCIA et al, 2002).

Em estudo com a espécie Caesalpinia echinata (pau-brasil) Werner et al.
(2010) nao verificaram diferencas entre o meio de cultura White e as formulagbes

de MS e WPM, respostas distintas aos obtidos com o murmuru. Por esta razéo,
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Glocke et al., (2006) afirmam que a comparacao de diferentes meios de cultura
uma tarefa complexa, devido as interagBes entre 0s nutrientes minerais, o
potencial osmotico do meio e as exigéncias nutricionais de cada planta.

Houve efeito significativo do meio de cultura nas caracteristicas de
crescimento avaliadas (Tabela 12). Para o CPA e THA, o meio MS foi
significativamente melhor, a excecdo do CRA em que os meios MS e WPM néo
diferiram entre si (p<0,05). Os piores resultados foram verificados em meio White.
O comprimento da altura da parte aérea variou de 0,32 a 1,89 cm nos meios
avaliados, enquanto o comprimento do haustorio apresentou valores de 0,47
(meio MS), 0,34 (WPM) e 0,20 (White).

TABELA 12 — Influéncia do meio de cultura no comprimento da parte aérea
(CPA), do haustorio (THA) e da raiz primaria (CRA), em cm, de
plantas de Astrocaryum ulei Burret, Rio Branco, Acre, 2014.

Caracteristicas de crescimento (cm)

Meio de cultura

CPA THA CRA

MS 1,89 a 0,47 a 0,68 a
WPM 0,95b 0,34 b 0,71 a
White 0,32 ¢c 0,20 c 0,20 b

As médias seguidas pela mesma letra, dentro de cada variavel resposta, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. MS: formulado por
Murashige & Skoog (1962); WPM: Wood Plant Medium, formulado por Lloyd e Mccown (1980);
WHITE: formulado por White (1943).

Para o comprimento da raiz primaria os meios MS e WPM tiveram
resultados iguais (p<0,05) e foram significativamente superior aos meio White.
Dessa forma, entre as caracteristicas avaliadas (CPA, THA e CRA), o CRA foi
menos responsivo aos trés meios estudados.

No estudo de Rezende et al. (2008), com diferentes formulac6es de meio e
concentracbes de agar, foi observado que o comprimento da parte aérea de
plantas de cafeeiro (Coffea arabica L.) foi melhor nos meios MS e WPM
comparados aos meio White, corroborando resultados verificados por Jesus
(2003) ao avaliar os meios WPM e MS.

O meio White €& considerado como de baixo conteudo de nutrientes
minerais (KRIKORIAN, 1991), a passo que o0 meio MS € um meio conhecido pelas
elevadas concentracdes de nitrogénio e satisfatoria de Calcio e Magnésio
(SINGH; KRIKORIAN, 1991).
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Bertozzo e Machado (2010) afirmam que a formulacdo do meio MS e suas
variagdes sdo mais utilizadas em cultura de tecidos vegetais, principalmente nas
espécies herbaceas.

A Tabela 13 apresenta os resultados do efeito das concentracfes de
sacarose no comprimento da parte, tamanho do haustério e comprimento da raiz
priméria. Para o CPA e THA diferencas significativas foram observadas entre 15
g. L't e 45 g. L de sacarose, com melhores resultados com 45 e 15 g. L%,
respectivamente. Nao houve efeito significativo da sacarose no CRA, embora o

menor valor médio foi obtido com 15 g. L de sacarose.

TABELA 13 — Influéncia da sacarose no comprimento da parte aérea (CPA),
do haustério (THA) e da radicula (CRA), em cm, de plantas de
Astrocaryum ulei Burret, Rio Branco, Acre, 2014.

Caracteristicas de crescimento (cm)

Sacarose (g.L?)

CPA THA CRA
15 1,38Db 0,38 a 0,26 a
30 1,12 ab 0,35 ab 0,60 a
45 0,80 a 0,27 b 0,67 a

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade. MS: formulado por Murashige & Skoog (1962); WPM: Wood
Plant Medium, formulado por Lloyd e Mccown (1980); WHITE: formulado por White (1943); CPA:
Comprimento da parte aérea; THA: tamanho do haustério; CRA: Comprimento da Radicula.

Embrides de acaizeiro (Euterpe oleracea) cultivados em meio MS
suplementado com 20 g. L* de sacarose e 2% de carvdo ativado apresentaram
maior desenvolvimento das plantulas, enquanto o aumento da concentracdo de
sacarose causou reducdo no comprimento das plantulas (MIKOVSKI, 2015).
Pereira et al. (2006) obtiveram maior altura de plantas de murmuru a partir de
embrido maduro cultivado em meio MS com 30 ou 45 g. L' de sacarose, com
diferenca significativa da concentracéo 15 g. L.

Oliveira et al. (2011), afirmam que na cultura de embrides, a adicdo de
sacarose no meio de cultivo, proporciona maior disponibilidade de fontes
energeéticas para a planta cultivada in vitro e permite a manutencdo dos processos
metabdlicos ativos, com resultados positivos no favorecimento do crescimento.
Para o cultivo in vitro de embrides zigoéticos de Acrocomia aculeata os melhores

resultados foram obtidos em meio de cultivo com 30 g. L' (BANDEIRA et al.,
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2013). Ja Lédo et al. (2007) concluiu que a adicdo de 60 g. L de sacarose
promoveu o maior desenvolvimento da parte aérea de Cocos nucifera L. O efeito
positivo do aumento na concentracdo de sacarose foi também obtido por Silva
(2002), com melhor desenvolvimento de embrides de Cocos nucifera L. nos meios
MS e Y3, suplementados com 60 g. L*! de sacarose.

As diferentes respostas das espécies quanto a concentracdo de sacarose
pode ser justificada pelo fato das palmeiras diferirem na quantidade de reservas
nutritivas (BUCKERIDGE et al., 2000). Steinmacher (2005) verificou que, para o
comprimento do haustério, 0 meio de cultura White proporcionou 0s piores
resultados quando comparados com os meios de cultura MS e de Y3. Rabechault
e Cas (1974) afirmam que o comprimento e desenvolvimento do haustério sdo
influenciados pelo meio de cultivo utilizado.

O efeito positivo do aumento da concentracdo de sacarose na formacao
das raizes foi observado por Ledo et al. (2007) para Cocos nucifera. O menor
valor para o CRA com 15 g. L' de sacarose infere sobre a necessidade desse
carboidrato para o desenvolvimento da raiz primaria em murmuru.

Barcel6 et al. (2001) afirmam que durante o processo de rizogénese, 0
crescimento da parte radicular poderé retardar o desenvolvimento da parte aérea,
pois o crescimento da raiz necessita de substancias organicas translocadas da
parte aérea para a base, o que compromete o desenvolvimento da parte aérea.

A formacdo de raizes no cultivo in vitro de embribes zigéticos de Euterpe
oleracea foi benefiada pela maior concentracdo de sacarose (40 g. L1). Melo
(2000) afirma que a emissdo de raizes € uma caracteristica chave para a
avaliacdo da cultura de embries de palmeiras, uma vez que, é muito comum
ocorrer o processo de indiferenciacdo dessa estrutura.

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam a necessidade em
avaliar as formulagdes de meio de cultura e concentragdo de sacarose no cultivo
in vitro de embrido de palmeiras.

As plantas oriundas da germinagdo de embrido zigdtico foram
aclimatizadas em estufa com uso de substrato comercial e tiveram elevada

sobrevivéncia (Figura 15).
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Figura 15: Plantas de Murmuru (Astrocaryum ulei Burret) obtidas da
germinacdo de embrido zigético na fase de aclimatizagéo, Rio
Branco, Acre, 2014.

4.3 Inducdo de calos para Embriogénese Somética

A adicdo de Picloram ao meio de cultura MS teve efeito significativo na
inducdo de calos (Figura 16) com diferentes respostas morfogénicas dos
embrides zigbticos de A. ulei em fung¢éo da concentracdo de Picloram (Figura 17).
N&o houve formacdo de calo na auséncia de Picloram e em meio suplementado
com 56,25 uM da auxina, no entanto, somente na auséncia de auxina foram
verificados a germinacédo dos embrides e a formacao de plantas normais (Figura
17A — D). A adigéo de 112,5; 225 e 450 uM de Picloram promoveram a formacao
de calos em 88,89 e 100% (Figura 16).
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Figura 16: Formacédo de calos a partir de embrides zigoéticos de Astrocaryum ulei
em meio MS adicionado de Picloram. 0 uM, 56,25 uM, 112,5 uM, 225,0
MM e 450,0 uM, em Rio Branco, Acre, 2014.

A utilizacdo de embribes zigéticos como explante apresenta vantagens.
Além da elevada capacidade de expressar sua totipoténcia pela constituicdo
meristematica, € possivel obter embrides em larga escala, sua colheita pode ser
facilitada e ainda reduzir a ocorréncia de contaminagdes microbianas (TEIXEIRA
et al., 1993). Steinmacher et al. (2007) afirmam que a utilizagdo de embrides
zigoticos como fonte de explante induz a formagédo de calos embriogénicos em
Bactris gasipaes Kunth., que ocorreu a partir de 90 dias de cultivo em meio de
inducao.

No presente estudo, o processo de desdiferenciacdo e inducdo de calos
em embrides de A. ulei foi observada a partir de 28 dias em meio acrescido de
112,5; 225 e 450 uM. Todavia, a formacao de calos primarios do tipo granular foi
mais caracteristico nas concentracdes de 225 e 450 uM de Picloram, observado a
partir de 77 dias de cultivo (Figura 17 O-P; S-T). Nessas concentracfes, a
desdiferenciacdo ocorreu a partir da regido proximal dos embrides zigoticos,
mediate a ruptura e posterior formacdo de calos primérios de coloragéo
esbranquicada ou amarelada e que apresentaram consisténcia bastante

compactada.
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Estudos realizados com inducdo de calos reportam o intumescimento e
aumento do volume dos embrides zigéticos a partir de quatro semanas de cultivo
em meio de inducdo, conforme observado por Silva et al. (2010) para Elaeis
guineensis (dendezeiro) e por Padilha (2013) em Acrocomia aculeata. Ainda, Luis
e Scherwinski-Pereira (2014), afirmam que durante a inducdo de embriogénese
somatica em Acrocomia aculeata os embrides zigoticos cultivados em meio
adicionado de Picloram mostraram crescimento duas vezes maior, com a
dilatacéo, seguida de formacé&o de calos primarios.

A dilatacdo da regido proximal e distal do embrido zigG6tico € importante e
comumente observada no processo de inducéo de embriogénese somética, pois o
intumescimento do explante apresenta um papel fundamental para a divisdo
celular, além de resultar na formacao dos calos embriogénicos (BENKIRANE et
al., 2000).

No caso do dendé (Elaeis guineensis) a formacéo dos calos também se
deu a partir da ruptura da regido proximal, na qual iniciou a formacdo de calos
primarios apos 60 dias de cultivo (SILVA et al., 2010). Todavia, esse evento ndo é
comum para todas as espécies, pois como verificado nos experimentos de
Dassanayake e Sivakadacbhchan (1973), os embribes das espécies Phoenix
dactylifera e Borassus flabellifer sdo bastante semelhantes, porém esses

embribes ndo apresentaram nenhuma abertura da regidao proximal.
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Figura 17: Inducdo de calos a partir de embrides zigoticos de Astrocaryum ulei
Burret em meio MS acrescido de Picloram. 0 uM (A, B, C e D), 56,25
MM (E, F,GeH),1125uM (I, J, Ke L), 225,0 uM (M, N, O e P) e 450,0
UM (Q, R, S e T) aos 28, 42, 77 e 120 dias respectivamente, em Rio
Branco, Acre, 2014.
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A producéo de calos primarios de Uncaria tomentosa ocorreu ao final de 45
dias, verificou-se que havia maior acumulo de fitomassa quando foi adicionada
concentracdes superiores a 2,07 uM de Picloram (PEREIRA et al., 2004).

A formac@o de calos primarios em Acrocomia aculeata foi verificada
somente aos 90 dias em meio MS suplementado com Picloram (LUIS;
SCHERWINSKI-PEREIRA, 2014).

No presente trabalho, a formacdo de calos com caracteristicas granulares
foi constatada aos 120 dias em meio com 225 pM e aos 77 dias para 450 uM de
Picloram (Figura 17 P, S). Essa tipologia de calos pode ser utilizada como
inferéncia a capacidade embriogénica como observado em trabalhos com
espécies de Arecaceae.

Segundo Fernando et al. (2001) o inicio do processo de alteracdo dos
embrides zigoticos para calos primarios se da por meio de divisdes celulares que
ocorrem geralmente em células meristeméaticas, por serem multipotentes e
potencialmente originar outras células embriogénicas, como observado nos
estudos em Bactris gasipaes, Mendicago trunulata e Capsicum chinense,
respectivamente (ALMEIDA et al., 2012; WANG et al., 2011; SANTANA-BUZZY et
al., 2009).

Nos estudos com Acrocomia aculeata e Carica papaya, 0s calos primarios
apresentaram um padrao morfolégico semelhante com os de murmuru. As células
encontravam-se compactas em intensa divisdo, algumas regides periféricas dos
embribes apresentavam uma aparéncia friavel (PADILHA, 2013; FERNANDO et
al., 2001). Gueye et al. (2009) definiram os calos embrionarios por apresentarem
em sua estrutura uma regido central, formada por células meristematicas e uma
regiao periférica, com células menores.

Padua (2012) observou que a formacao dos calos primarios em dendezeiro
nao ocorreu de forma homogénea, pois houve a necessidade da realizacdo de
uma analise de classificacdo de acordo com as caracteristicas que os embrifes
se comportavam, fator este particular de cada espécie.

Para embrides zigbticos de pupunha, a adicdo do Picloram incrementou a
inducdo da embriogénese somatica (STEINMACHER; GUEIRRA, 2003), resposta
também verificada por Padua (2012) durante a inducdo de embriogénese
somatica em dendezeiro. Em vérios trabalhos ha citacdes do processo de indugéo

de calos com caracteristicas embriogénicas atraves da adicdo de Picloram.
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Para pupunha (Bactris gasipaes Kunth.) a concentracdo de 300 pM de
Picloram proporcionou a maxima capacidade embriogénica e induziu a formacao
de calos, concentracdo essa proxima as utilizadas com o murmuru (225, 450 uM)
(STEINMACHER, 2005).

A eficiéncia do Picloram na inducéo de calos embriogénicos e formacéao de
embribes somaticos é relatada em outros estudos com pupunha (STEINMACHER
et al., 2007), dendezeiro (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2010; SILVA et al.,
2012), acaizeiro (SCHERWINSKI-PEREIRA et al.,, 2012) e Areca catechu
(KARUN et al., 2004).

Ainda sobre a influéncia das concentracdes de Picloram para a inducédo de
calos primérios, a adicdo ao meio de concentracbes elevadas pode reduzir as
respostas da formacdo de calos, em razdo de um decréscimo na aquisicdo da
competéncia embriogénica (STEINMACHER, 2005).

De acordo com Silva et al. (2010), aos 90 dias de cultivo, os explantes de
dendé mostraram homogeneidade na formacdo de calos, e periodos de cultivo
superiores nao tiveram alteracdes significativas na formacdo de novos calos
primarios.

Em Acrocomia aculeata, apds 150 dias, os calos formados na regido distal
apresentaram caracteristicas embriogénicas, seguido de aumento na
pigmentacdo amarela e progrediram para formacdo de calos embriogénicos,
salientado pelos autores que essas estruturas foram mais evidentes nos meios
gue continham Picloram (LUIS; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2014).

Esses resultados corroboram com os obtidos em Elaeis guineensis, onde
ocorreu o mesmo padrdo de formacdo de calos embriogénicos e o0s autores
determinaram que o0s calos apresentavam um aspecto compacto, nodular e
coloracdo amarelo-claro (SILVA et al., 2010). Moura et al. (2009) observaram dois
tipos padrdes de calos na inducdo da embriogénese soméatica a partir de
embrides zigdticos em Acrocomia aculeata, e classificaram os calos de acordo
com suas caracteristicas em friavel e nodular, este ultimo considerado um calo
embriogénico.

No trabalho realizado com E. guineensis, a presenca de Picloram agregou
de forma produtiva a inducdo da embriogénese somatica e proporcionou a
conversdo dos embrides somaticos (ABERLENC-BERTOSSI et al.,, 1999).

Conforme proposto por Guerra e Handro (1998), os embribes somaticos de
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pupunha foram transferidos para o meio de cultura de conversdo, nos quais
resultaram em plantulas com desenvolvimento balanceados de parte aérea e

raizes.
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5 CONCLUSOES

Os diasporos e as améndoas de Astrocaryum ulei apresentam variabilidade
morfométrica;

As formulacdes do meio MS e WPM, acrescidas de sacarose (30 g L), sdo
indicadas para germinagdo de embrido zigético e formacao de plantas de A. ulei;

O meio proposto por White ndo € indicado a germinacdo e formacao de
plantas em A. ulei;

A adicéo de 225,0 ou 450,0 pM de Picloram ao meio MS induz a formagao

de calos com caracteristicas morfologicas pré-embriogénicas.
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APENDICE A - Nutrientes minerais, vitaminas, aminoacido e mio-inositol nos
meios de cultura (MS, WPM e White) utilizados na germinagéao in
vitro de embribes zigoticos de murmuru (Astrocaryum ulei).

] MS |  WPM | White
Componente Formula ]
(mg. L)

Nitrato de Amonio NH4NO3 1.650,00 400,00 -
Nitrato de Potassio KNOs3 1.900,00 - 80,00
Nitrato de Calcio Ca(NO3)2 - - 200,00
Nitrato de Calcio
tetrahidratado Ca(NOs3)2.4H20 - 556,00 -
Cloreto de Calcio 440 .00 i
dihidratado CaClz.2H-0 96,00
Cloreto de Potassio KCI - - 65,00
Suilfato de Magnésio MgSO4 i i 360,00
anidro
Sulfato de Magnésio
heptahidratado MgS0a4.7H20 370,00 370,00 -
Su_lfato de Potassio K»SOu i 990.0 i
anidro
Sulfato de Sdédio anidro | Na2S0Oa - - 200,00
Fosfato de Sodio NaH2POu i i 16,50
monobasico
Fosfato, dg Potassio KH2POu 1700 170.0 i
monobasico
Acido Borico HsBO 6,20 6,20 1,50
Sulfato de manganes |\, a0 223 223 5,04
monohidratado
Sulfato de Zinco
heptahidratado ZnS04.7H20 8,60 8,6 2,67
lodeto de Potassio Kl 0,83 - 0,75
Molibidato de s6dio
dihidratado NaMo0Oa4.2H20 0,25 0,25 -
Sulfato de cobre
pentahidratado CuS0a4.5H20 0,025 0,25 -
Cloreto de Cobalto
hexahidratado CoCl2.6H20 0,025 - -
Sulfato férrico Fe2(S04) 3 - - 2,50
Sulfato ferroso
heptahidratado FeS04.7H20 27,80 27,80 -
EDTA dissédico
dihidratado Na2EDTA.2H20 37,30 37,30 -
Glicina Aminoéacido 2,00 2,00 -
Acido nicotinico B3 0,50 0,50 -
Piridoxina-HCI B6 0,50 0,50 -
Tiamina-HCI Bl 0,10 1,00 -
Mio-inositol CeH1206 100,00 100,00 -




