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FIGURA 4. Histoquimica de embrido zigético Euterpe precatoria Mart.. A:
Corpos proteicos em células do cotilédone, conforme reacéo positiva com Xylidine
Ponceau. B: Corpos proteicos em células adjacentes aos cordfes procambiais
(seta). C: Corpos proteicos visualizados nas proximidades da plamula (detalhe em
quadrado lateral). D: Grdos de amidos corados com Lugol em células da plumula
e em células proximas a plumula (seta). E: Polissacarideos corados com Periodic
Acid Schiff em células proximas a plimula (seta); provaveis graos de amido. F:
Provaveis graos de amido em células do cotilédone — extremidade distal (seta). G:
Corpos lipidicos em células do cotilédone coradas com Sudan Ill. Abreviacdes:
(cf) composto fendlico (cp) corpo proteico, (mf) meristema fundamental, (pc)
procambio e (pl) plumula. Barras = A, C: 200 pum; B-F: 50 um e G: 20 pm.

FIGURA 5. Prancha da evolucdo morfoldgica do processo germinativo de Euterpe
precatoria Mart. por 80 dias em vermiculita. A: Embrido zig6tico inserido
perifericamente dentro do endosperma. B: Levantamento do opérculo e exposicao
da regido proximal aos 10 dias. C: Formagéo do botdo germinativo aos 15 dias;
observar no embrido lateral o arroxeamento do ponto de saida da raiz (retangulo) e
linha limitrofe entre a regido proximal e o peciolo cotiledonar (seta). D, E: Protusao
daraiz e ligula aos 20 dias. F: Emissao do primeiro catafilo aos 30 dias. G: Emisséo
do segundo catafilo e surgimento da raiz adventicia aos 40 dias. H:
Desenvolvimento do segundo catafilo, do haustorio e das raizes aos 60 dias. I:
Heterogeneidade do processo germinativo aos 60 dias. J: E6filo esverdeado aos 80
dias. Abreviacdes: (bg) botdo germinativo, (ct) catafilo, (e) eofilo, (end)
endosperma, (ez) embrido zigético, (ha) haustério, (op) opérculo, (li) ligula, (pct)
peciolo cotiledonar, (ra) raiz adventicia, (rp) raiz primaria e (rs) raiz secundaria.
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Barras: H, | =10 mm, A-G, J = 2mm e B-D (embrides laterais) = 1mm.

FIGURA 6. Comprimento (A) e didametro (B) medio (mm) de embrides zigoticos
de Euterpe precatoria Mart. no periodo de 2 a 15 dias ap6s semeadura.

FIGURA 7. Comprimento (A) e didmetro (B) médio (mm) de diferentes estruturas
de plantulas de Euterpe precatoria Mart. no periodo de 20 a 60 dias apos
semeadura.

FIGURA 8. Percentual de germinacdo de sementes em funcdo dos dias apos
semeadura de Euterpe precatoria Mart. em vermiculita. Critério de germinacéo:
emissdo de raiz e ligula.

FIGURA 9. Aspectos anatdbmicos e histoquimicos de embrifes zigoticos de
Euterpe precatoria Mart. observados aos 4 (A-D) e 8 dias (E-K) de cultivo em
vermiculita. A: Embrido zigético. B: Seccédo longitudinal de embrido zig6tico. C:
Plamula com dois catafilos em desenvolvimento e surgimento do e6filo. D: Detalhe
do eo6filo e promeristema caulinar. E: Eixo hipocétilo-radicula com principio de
diferenciacdo de parénquima. F: Células da regido haustorial em divisdo celular;
notar matriz polissacaridica (quadrado lateral — reagdo com Periodic Acid Schiff,
PAS). G: Células parenquimaticas haustorias em divisdo celular; observar espagos
intercelulares (quadrado). H: Inicio de consumo de reservas proteicas nas
proximadades da plumula, conforme corante Xylidine Ponceau. I: Graos de amido na
plimula e suas vizinhagas corados com Lugol e PAS (retangulo lateral). J: Gréos de
amido corados com PAS em células parenquimaticas do haustério proximas a corddes
procambiais. Abreviagdes: (ct) catafilo, (e) edfilo, (ha) hastorio, (hr) eixo hipocétilo-
radicula, (id) idioblasto, (Ii) ligula, (pa) parénquima, (pc) procambio, (pl) plumula e
(pmc) promeristema caulinar. Barras: A, B =500 pum; I: 200 um; C, F, H: 100 pm e
D, G, J: 50 um.

FIGURA 10. Aspectos anatbmicos e histoquimicos de embrido zigético de
Euterpe precatoria Mart. observados aos 15 dias de cultivo em vermiculita. A:
Embrido zig6tico com regido proximal intumescida e haustorial alongada; observar
marcacdo entre regido proximal e inicio do peciolo cotiledonar. B: Seccédo
longitudinal do embrido zigético especificado na letra A; observar marcacao
anteriormente mencionada. C, D: Ligula, catafilos e e6filo em expansdo; seccdo
longitudinal e transversal, respetivamente. E: Detalhe do primeiro eéfilo. F:
Emissdo de raiz; notar a capa radicular rica em compostos fendlicos e idioblastos
alongados. G: Raiz secundaria em formacdo. H: Diferenciacdo vascular na regido
haustorial. I: Detalhe de células parenquimaticas na regido proximal. J: Células do
haustério desprovidas de contetdo proteico, de acordo com corante Xylidine
Ponceau. K: Haustorio com inumeros gréos de amido corados com Lugol e Periodic
Acid Schiff, PAS (detalhe lateral). L: Graos de amido corados com Lugol na raiz. M:
Gréos de amido corados com PAS nos catafilos. Abreviagdes: (cr) capa da raiz, (ct)
catafilo, (e) edfilo, (ha) hastdrio, (ev) elemento de vaso, (id) idioblasto, (li) ligula, (pa)
parénquima, (pc) procambio, (pmc) promeristema caulinar, (r) raiz primaria e (rs) raiz
secundaria. Barras: A, B, K=500 um; C,D,F, G, =200 umeE, H, J,L, M =50
um.
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FIGURA 11. Aspectos anatémicos e histoquimicos de plantulas de Euterpe
precatoria Mart. observados aos 20 dias de cultivo em vermiculita. A: Plantula;
notar raiz e ligula. B: Seccéo longitudinal da plantula da letra A; observar expansédo
da ligula, catafilos e eofilo e emissdo da raiz priméaria com idioblastos (cabeca de
seta). C: Detalne do meristema apical com edfilo em crescimento. D: Raiz
secundaria em formac&o. E: Plantula com ligula e raiz desenvolvidos. F: Sec¢do
longitudinal da plantula da letra D; notar expanséo da ligula com feixes vasculares
em diferenciacdo (seta), raiz priméria (detalhe na lateral), raiz secundaria, inicio de
raiz adventicia, diferenciacdo vascular no peciolo cotiledonar (retangulos),
idioblastos (cabecas de setas) e compostos fendlicos. G: Peciolo cotiledonar com
conspicuos graos de amido corados com Periodic Acid Schiff. H: Graos de amido
corados com Lugol nos primérdios foliares e suas proximidades. I: Grdos de amido
na plimula e suas vizinhacas corados com Lugol. Abreviagdes: (cr) capa da raiz, (ct)
catafilo, (e) eofilo, (ha) haustorio, (li) ligula, (pc) procambio, (pct) peciolo
cotiledonar, (pmc) promeristema caulinar, (ra) raiz adventicia, (rp) raiz primaria e (rs)
raiz secundaria. Barras: A=2 mm; E = 1mm; B, D, F =500 pum; C = 250 um; 1 = 200
pme G, H =50 pum.

FIGURA 12. Aspectos anatémicos e histoquimicos de embribes zigéticos de
Euterpe precatoria Mart. observados aos 30 dias de cultivo em vermiculita. A:
Plantula; notar catafilo exposto. B: Seccdo longitudinal da plantula da letra A;
observar foliolos em crescimento e raiz adventicia. C: Extremidade distal do
catafilo com fibras e compostos fenodlicos. D: Ligulas e catafilos; observar fileira
de compostos fendlicos. E: Catafilo com fibras proximas aos feixes vasculares em
diferenciacdo; notar estdbmato (quadrado). F: Raiz principal, secundaria e
adventicia. G: Detalhe de raiz adventicia. H: Haustério com camada polissacaridica
lateral (seta) e células em divisdo (retangulo lateral). I: Células do haustério com
grdos de amido corados com Periodic Acid Schiff (PAS) e Lugol (retangulo lateral);
observar camada polissacaridica. J; Grdos de amido corados com Lugol nos
primdrdios foliares e suas proximidades; detalhe lateral de estbmato com gréos de
amido corados com PAS. K: Detalhe de células parenquimaticas do catafilo com
grdos de amido corados com PAS. AbreviacOes: (cr) capa da raiz, (ct) catafilo, (e)
edfilo, (ep) epiderme, (est) estbmato, (ev) elementos vasculares, (f) foliolo, (fi) fibra,
(fv) feixe vascular, (ha) haustdrio, (id) idioblasto, (li) ligula, (pc) procambio, (pct)
peciolo cotiledonar, (pmc) promeristema caulinar, (ra) raiz adventicia, (rp) raiz
priméria e (rs) raiz secundaria. Barras: A =2 mm; B, H, F =500 um; C, D, E, G, I, J
=200 um e K =50 pm.

FIGURA 13. Aspectos anatémicos e histoquimicos do haustério e segmento foliar
de plantula de Euterpe precatoria Mart. aos 60 dias de cultivo em vermiculita. A:
Haustorio. B: Secgdo longitudinal do haustdrio. C: Detalhe de feixe vascular da
regido hasutorial. D: Detalhe da regido periférica do haustério (seta apontando
matriz polissacaridica). E: Peciolo cotiledonar. F: Segmento foliar. G: Seccdo
transversal do segmento foliar. H: Segmento foliar caracterizado por catafilos com
feixes fibrovasculares. I: Peciolo cotiledonar com grdos de amido corados com
Lugol e Periodic Acid Schiff (PAS). J: Regido haustorial com gréos de amido corados
com PAS e Lugol (detalhe lateral) (seta apontando matriz polissacaridica). K: Eéfilo
com gréos de amido corados com PAS; notar estdmato (cabeca de seta) com graos de
amido. Abreviacgdes: (cf) composto fenolico, (ct) catafilo, (e) edfilo, (ei) espagos
interelulares, (ep) epiderme, (ev) elemento de vaso, (fi) fibra, (fv) feixe vascular, (ha)
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haustorio, (id) idioblasto e (pct) peciolo cotiledonar. Barras: A =2 mm; F =1 mm; B,
E, G, 1 =500 pm; D, H, J= 200 pm e C, K =50 pm.

CAPITULO IIl: DESSECACAO E CONSERVACAO EX SITU DE SEMENTES DE
Euterpe precatoria Mart. - ARECACEAE

FIGURA 1. Percentuais de umidade em funcéo do tempo dessecacdo em horas de
sementes de Euterpe precatoria Mart. expostas a silica gel. 113

FIGURA 2. Variacdo no percentual de germinacdo convencional (A) e in vitro (B)
e do Indice de Velocidade de germinacao - IVG convencional (C) e in vitro (D) em 117
fungéo teor de umidade de sementes de Euterpe precatoria Mart.

FIGURA 3. Diferentes comportamentos de embrides zigdticos de Euterpe
precatoria Mart. inoculados em meio de germinacdo in vitro. A: Embrido zigético
indiferente ao cultivo in vitro (inviavel), exceto pela ocorréncia de oxidacdo na
regido proximal. B: Embrido zig6tico contaminado com bactéria (seta). C: Embrido
zigotico com regido distal (haustorio) intumescida; notar regido proximal oxidada 118
(seta). D: Emissdo de sistema radicular. E: Emissdo de parte aérea. F: Planta
completa. Abreviacdes: (ct) catafilo, (eo) eofilo, (ez) embrido zigético e (ha)
haustorio. Escalas = A, B: 0,5 mm; C: 1 mm; D-F: 5 mm.

FIGURA 4. Embrido zigotico de Euterpe precatoria Mart.. A: Seccdo longitudinal

de embrido zigotico. B: Detalhe da regido proximal; notar células vacuoladas
(quadrado). Abreviacoes: (ee) eixo embrionario; (rd) regido distal e (rp) regido 125
proximal. Barras = A: 0,5 mm, B: 500 um e C: 200 pm.

FIGURA 5. Aspectos morfoanatbmicos e histoquimicos de embrido zigotico de
Euterpe precatoria Mart., proveniente de semente com 33% de teor de umidade,
sem dessecacdo em silica e cultivado em vermiculita para germinacdo. A: Embrido
zigbtico em processo germinativo; notar ligula e emissdo de raiz. B: Secgao
anatdmica longitudinal de embrido zigdtico com primdrdios foliares desenvolvidos
(A). C: Embrido zigotico em germinagdo; notar edfilo em desenvolvimento e
abertura da fenda cotiledonar. D: Raiz. E: Células do meristema fundamental da
regido haustorial. F: Elementos de vaso em diferenciagdo. G: Graos de amido 126
corados com Periodic Acid Schiff (PAS) em células da plumula. H, I: Gréos de
amido corados com PAS em células da regido haustorial; notar invaginagdes.
Abreviages: (cc) cavidade cotiledonar, (cf) composto fendlico, (cr) capa da raiz,
(ct) catafilo, (e) eodfilo, (ev) elemento de vaso, (id) idioblasto, (li) ligula, (mf)
meristema fundamental, (pc) procambio, (pl) plumula, (pmc) promeristema
caulinar e (r) raiz. Barras = A: 2 mm, B: 500 um, C, D: 200 pm e E-J: 50 um.



FIGURA 6. Aspectos morfoanatémicos e histoquimicos de embrido zigotico de
Euterpe precatoria Mart., proveniente de semente com 17% de teor de umidade,
pos dessecacao em silica e cultivado em vermiculita para germinacdo. A: Embrido
zigdtico com regido proximal oxidada e indicio de germinacdo (abertura lateral da
fenda cotiledonar). B: Seccdo anatdmica longitudinal de embrido zig6tico com
primordios foliares desenvolvidos (A); observar compostos fendlicos (*). C: Eixo
embrionario em intensa divisdo celular; notar catafilos, inicio de edfilo (*) e
abertura da fenda cotiledonar. D: Intensa divisdo celular na periferia do eixo. E:
Células do meristema fundamental da porcéo de transicdo entre a regido proximal
e distal com espacos intercelulares. F: Detalhe da abertura da fenda cotiledonar. G:
Corpos proteicos corados com Xylidine Ponceau em células proximas aos corddes
procambiais saindo da plumula. H, I: Grdos de amido corados e compostos
fenolicos (*) corados com Lugol e Periodic Acid Schiff, respectivamente, em
células da plumula. Abreviacdes: (ee) eixo embrionario, (li) ligula, (mf) meristema
fundamental, (pc) procambio, (pf) primordio foliar, (pmc) promeristema caulinar e
(pmr) promeristema radicular. Barras = A: 0,5 mm, B: 500 um, C: 200 pm e D-J:
50 um.

FIGURA 7. Aspectos morfoanatbmicos e histoquimicos de embrido zigotico de
Euterpe precatoria Mart., proveniente de semente com 12% de teor de umidade,
pos dessecacao em silica e cultivado em vermiculita para germinacéo. A: Embrido
zigbtico com regido proximal oxidada. B: Seccdo anatdmica longitudinal de
embrido zigético (A); observar compostos fendlicos (seta e *). C: Eixo
embrionario; notar compostos fendlicos (seta). D: Detalhes da extremidade do
promeristema radicular com compostos fenolicos (*). E: Elemento de vaso
visualizado no eixo hipocétilo-radicula. F: Células do meristema fundamental da
porcdo de transicdo entre a regido proximal e distal com espacos intercelulares
(quadrado). G: Corpos proteicos corados com Xylidine Ponceau em células do
meristema fundamental da regido distal. H, I: Graos de amido corados com Lugol
e Periodic Acid Schiff, respectivamente, em células da plimula. Abreviaces: (ee)
eixo embrionario, (ev) elemento de vaso), (mf) meristema fundamental, (pf)
primoérdio foliar, (pmc) promeristema caulinar e (pmr) promeristema radicular.
Barras = A: 0,5 mm, B: 500 um, C: 200 um, D, F, G-I: 50 um e E: 20 pm.

FIGURA 8. Aspectos morfoanatdmicos e histoquimicos de embrides zigoticos de
Euterpe precatoria Mart., provenientes de sementes com 8,97% de umidade, pos
dessecacdo em silica e cultivados in vitro para germinacdo, com danos celulares.
A: Embrido zigético com regido proximal oxidada. B: Seccdo anatdémica
longitudinal de embrido zigotico (A). C, D: Plumula com células danificadas. E, F:
Secgdo anatdémica transversal de embrido zigdtico com células danificadas (setas e
*); notar compostos fenolicos na regido plumular (*) e em células
subprotodérmicas (quadrado). G: Regido da sec¢do da letra E com protoderme e
subprotoderme intactas. H: Corpos proteicos corados com Xylidine Ponceau em
células da regido distal. I: Diminutos grdos de amido corados com Periodic Acid
Schiff (PAS) em células danificadas da plumula. J: Gréos de amido corados com
PAS em células proximas a plumula. Abreviagdes: (cc) cavidade cotiledonar, (ee)
eixo embrionario, (li) ligula, (mf) meristema fundamental, (pc) procambio, (pf)
primordio foliar, (pl) plimula, (pmc) promeristema caulinar e (pmr) promeristema
radicular. Barras = A: 0,5 mm, B: 500 pm, C, E: 200 um e D-J: 50 um.
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FIGURA 9. Aspectos morfoanatdmicos e histoquimicos de embrido zig6tico de
Euterpe precatoria Mart., proveniente de semente com 8,97% de teor de umidade,
pos dessecacdo em silica e cultivado in vitro para germinacao. A: Embrido zigético
com regido proximal oxidada. B: Seccdo anatdmica longitudinal de embrido
zigotico (A); observar compostos fenolicos (seta). C: Plumula; notar compostos
fendlicos (seta). D: Corpos proteicos corados com Xylidine Ponceau em ceélulas
proximas aos corddes procambiais saindo da plimula. E: Graos de amido corados
com Lugol nas proximidades do promeristema radicular e em células do
promeristema radicular. F: Graos de amido corados com Periodic Acid Schiff em
celulas proximas a plimula. Abreviages: (cf) composto fendlico, (mf) meristema
fundamental, (pc) procambio, (pf) primordio foliar, (pl) plumula, (pmc)
promeristema caulinar e (pmr) promeristema radicular. Barras = A: 0,5 mm, B: 500
pm, C: 200 um e E-G: 50 um.

FIGURA 10. Aspectos morfoanatdmicos e histoquimicos de embrides zig6ticos
de Euterpe precatoria Mart., provenientes de sementes com 8,33% de teor de
umidade, pos dessecacdo em silica, criopreservados e cultivados in vitro para
germinacdo, com danos celulares. A: Embrido zigdtico com regido proximal
oxidada. B: Seccdo anatémica longitudinal de embrido zigético (A). C, D: Plumula
com células danificadas. E, F: Seccdo anatbmica transversal de embrido zigético
com células danificadas (seta); notar acimulo de compostos fendlicos na regido
protodérmica. G: Elemento de vaso visualizado no eixo hipocétilo-radicula. H:
Corpos proteicos corados com Xylidine Ponceau em células da regido distal. I:
Gréos de amido corados com Lugol em células danificadas da plumula. J: Graos
de amido corados com Periodic Acid Schiff (PAS) em células préximas a plumula.
Abreviacdes: (cc) cavidade cotiledonar, (ee) eixo embrionério, (ev) elemento de
vaso, (li) ligula, (mf) meristema fundamental, (pf) primoérdio foliar, (pl) plimula,
(pmc) promeristema caulinar e (pmr) promeristema radicular. Barras = A: 0,5 mm,
B: 500 um, C, E: 200 um, D, F, H-J: 50 um e G: 20 um.

FIGURA 11. Aspectos morfoanatémicos e histoquimicos de embrido zig6tico de
Euterpe precatoria Mart., proveniente de semente com 8,33% de teor de umidade,
pos dessecacdo em silica, criopreservados e cultivado in vitro para germinagéo. A:
Embrido zigotico com regido proximal oxidada. B: Seccdo anatdmica longitudinal
de embrido zigdtico (A). C: Eixo embrionario; notar compostos fendlicos (seta). D:
Corpos proteicos corados com Xylidine Ponceau em células da regido distal. E, F:
Gréos de amido corados com Lugol e Periodic Acid Schiff, respectivamente, nas
proximidades da plumula. AbreviacGes: (ee) eixo embrionério, (mf) meristema
fundamental, (pc) procdmbio, (pf) primordio foliar, (pmc) promeristema caulinar e
(pmr) promeristema radicular. Barras = A: 0,5 mm, B: 500 pum, C: 200 pm e D-F:
50 pm.
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DIVERSIDADE GENETICA, GERMINACAO E CONSERVACAO EX SITU DE
Euterpe precatoria Mart. (ARECACEAE)

RESUMO

O Euterpe precatoria Mart. € uma das palmeiras nativas da amazénia com significativo
potencial econdmico, dada a sua multiplicidade de usos, especialmente seus frutos. Mas
para atender a demanda atual ainda sdo necessarios estudos relativos a diversos aspectos
dessa palmeira, como a diversidade genética populacional, a fisiologia de sementes, além
da propagacdo e estratégias de conservacdo ex situ. Este trabalho teve por objetivo
caracterizar a diversidade e estrutura genética de populagdes naturais, a morfoanatomia e
histoquimica da germinagdo e avaliar a qualidade fisioldgica de sementes e embrides
zigoticos de Euterpe precatoria Mart. apds dessecacdo e conservacgdo. Para avaliacdo da
diversidade e estrutura genética, amostras foliares de 96 individuos tiveram o DNA
extraido, sendo as mesmas amplificadas via PCR e submetidas a analise via marcadores
ISSR, os quais foram selecionados 24 primers. Para caracterizacdo das estruturas
reprodutivas, germinacdo, dessecacdo e conservacdo das sementes, foram utilizados
frutos coletados no municipio de Placido de Castro no Estado do Acre, Brasil. Para a
biometria das estruturas reprodutivas utilizou-se um paquimetro digital, considerando um
total de 100 frutos e 100 sementes e 15 embrides zigdticos. Ja para avaliar a evolugdo das
carateristicas biométricas, morfologicas, anatdmicas e histoquimicas do processo
germinativo foram coletadas amostras em diferentes periodos apds a semeadura: 2, 4, 6,
8, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 dias. A avaliacdo da tolerancia a dessecacdo das sementes
ocorreu pela secagem artificial das mesmas por sete periodos: 0, 24, 48, 96, 120, 168 e
216 horas. E, para conservacdo, as sementes e embrides foram armazenadas em diferentes
condicdes: 6, 25, -20 e -196 °C (nitrogénio liquido). Os 24 primers ISSR selecionados
amplificaram um total de 316 fragmentos de DNA, com média de 13 fragmentos. Os
indices de diversidade genética Nei (He) e Shanonn (I) alcancaram valores médios de
0,11 e 0,17 para as trés populac6es. Segundo AMOVA a maior diversidade genotipica
acontece dentro das populactes (77%) e entre as populagdes (23%). Foram encontradas
diferencas significativas (p>0,05) nas trés populacdes para as estimativas do Coeficiente
de Coancestria. Quanto a caracterizagdo das estruturas reprodutivas, verificou-se que o
fruto e semente apresentam forma globosa, com diametros e comprimentos homogéneos. O
embrido zigdtico é conico com cerca de 1,5 mm de didmetro e 3,5 mm de comprimento. A
germinacdo das sementes da espécie foi classificada como criptocotiledonar, hipogea e
adjacente ligular e apenas aos 20 dias ap6s semeadura foram observadas plantulas
(33,33%). Esse periodo foi marcado histologicamente pela expansao da ligula, inicio de
diferenciacéo do segundo eofilo e ruptura radicular completa. Histoquimicamente, a fase
foi caracterizada pelo consumo total das reservas proteicas e aumento dos graos de amido.
Para ocorréncia de 100% de germinacdo foram necessarios 60 dias. As sementes
manifestaram sensibilidade a dessecacdo, com valores criticos de germinagéo e vigor
guando atingiram a umidade de 16,88%. Ja as umidades de 12,02 e 8,97%
proporcionaram efeitos letais na germinacéo. Para o IVG, os maiores valores foram
obtidos quando as sementes ndo foram dessecadas (28,41% de umidade), com valores
maximos de 2,8 para germinagdo convencional e 4,27 para germinagao in vitro. Em nivel
anatdmico foram observados danos na plimula de embriGes com 8,97% de umidade e
embrides com 8,33% de umidade criopreservados. Diante dos resultados, concluiu-se que
as populacdes estudadas de agai solteiro possuem baixos niveis de diversidade genética,
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com maior divergéncia, dentro das populacdes. Ndo hd um padréo na estruturacdo da
genética espacial dentro das populagdes, indicando o cruzamento de individuos
aparentados. Os propagulos sdo uniformes em termos biométricos e morfologicos. A
germinagdo das sementes da espécie estudada é lenta e desuniforme e apresenta como
marcador morfologico de sucesso no processo germinativo a saida da regido proximal do
embrido do interior da semente por meio do levantamento do opérculo. Constata-se ainda
que as sementes e embrides zigdticos do acai solteiro mostram-se sensiveis a dessecagdo
e que nenhuma das temperaturas de conservacéo é eficiente na manutencdo da qualidade
fisioldgicas das sementes. Estes parametros confirmam o comportamento recalcitrante
desta espécie.

Palavras-chave: Arecaceae; Euterpe spp.; Floresta amazonica; conservacdo genética;
marcadores moleculares; recalcitrante; armazenamento de sementes; teor de umidade;
embrides zigaticos.



GENETIC DIVERSITY, GERMINATION AND CONSERVATION EX SITU
Euterpe precatoria Mart. (ARECACEAE)

ABSTRACT

The Euterpe precatoria Mart. is one of the native palm trees of the amazon with significant
economic potential, given its multiplicity of uses, especially its fruits. However, in order
to meet the current demand, studies are still needed on different aspects of this palm, such
as population genetic diversity, seed physiology, propagation and ex situ conservation
strategies. This work aimed to characterize the genetic diversity and structure of natural
populations, morphoanatomy and histochemistry of germination and to evaluate the
physiological quality of seeds and zygotic embryos of Euterpe precatoria Mart. after
desiccation and storage. To evaluate the diversity and genetic structure, foliar samples of
96 individuals had the DNA extracted, the same being amplified by PCR and submitted
to ISSR markers analysis, which were selected 24 primers. For characterization of the
reproductive structures, germination, desiccation and conservation of the seeds, fruits
were collected in the municipality of Placido de Castro in the State of Acre, Brazil. For
the biometry of the reproductive structures a digital caliper was used, considering a total
of 100 fruits and 100 seeds and 15 zygotic embryos. To evaluate the biometric,
morphological, anatomical and histochemical characteristics of the germination process,
were samples collected in different periods after sowing: 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 30, 40, 50
and 60 days. The evaluation of seed desiccation tolerance occurred by artificial drying of
the seeds for seven periods: 0, 24, 48, 96, 120, 168 and 216 hours. And, for conservation,
the seeds and embryos were stored under different conditions: 6, 25, -20 and -196 °C
(liquid nitrogen). The 24 primers selected the ISSR amplified a total of 316 DNA
fragments, with an average of 13 fragments. The genetic diversity indexes Nei (He) and
Shanonn (1) reached mean values of 0.11 and 0.17 for the three populations. According
to AMOVA, the greatest genotypic diversity occurs within populations (77%) and among
populations (23%). Were found, significant differences (p> 0.05) in the three populations
for the estimates of Coancestry Coefficient. Regarding the characterization of the
reproductive structures, it was verified that the fruit and seed presented a globose shape, with
homogeneous diameters and lengths. The zygotic embryo is conical about 1.5 mm in
diameter and 3.5 mm in length. The germination of the seeds of the species was classified
as cryptocotiledonar, hypogea and adjacent ligular and only at 20 days after sowing were
observed plantules (33.33%). This period was marked histologically by the expansion of the
ligula, the beginning of differentiation of the second and complete root rupture.
Histochemically, the phase was characterized by the total consumption of the protein
reserves and increase of the starch grains. For the occurrence of 100% germination, it took
60 days. The seeds showed sensitivity to desiccation, with critical values of germination
and vigor when they reached the humidity of 16.88%. Already in the levels of humidity
12.02 and 8.97% provided lethal effects on germination. For IVG, the highest values were
obtained when the seeds were not desiccated (28.41% moisture), with maximum values
of 2.8 for conventional germination and 4.27 for in vitro germination. At the anatomical
level, were observed embryo plumule damages with 8.97% of moisture and in embryos
with 8,33% moisture, cryopreserved. Considering the results, it was concluded that the
studied populations of single acai have low levels of genetic diversity, with greater
divergence within the populations. There is no pattern in structuring spatial genetics
within populations, indicating the crossing of individuals relatives. The propagules are
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uniform in biometric and morphological terms. The germination of the seeds of the
species studied is slow and uneven and presents as a morphological marker of success the
process of exiting the proximal region of the embryo from the seed through the removal
of the operculum. It is also observed that the zygotic seeds and embryos of the single acai
are sensitive to desiccation and that none of the storage temperatures is efficient in
maintaining the physiological quality of the seeds. These parameters confirm the
recalcitrant behavior of this species.

Key words: Arecaceae; Euterpe spp.; Amazon rainforest; genetic conservation;
molecular markers; recalcitrant; seed storage; moisture content; zygotic embryos.



1. INTRODUCAO GERAL

A floresta amazoOnica possui uma diversidade de espécies vegetais tanto
classificadas quanto ndo classificadas botanicamente pelos pesquisadores e, nesta vasta
diversidade, existem as palmeiras que dao caracteristicas e enriquecem as matas onde s&o
encontradas (BATISTA; RAPOSO; LIBERATO, 2017).

A familia das palmeiras (Arecaceae) € uma das mais importantes plantas que
podem ser utilizadas na alimentacdo. Adicionalmente, a familia pode servir como
ferramenta para descrever a mudanca de conhecimento de uso deste grupo de espécies ao
longo do tempo, pois um numero consideravel de produtos podem ser gerados a partir
delas (BUSSMANN; ZAMBRANA, 2016).

Para Batista, Rap6so e Liberato (2017), em meio ao grande nimero de espécies
de palmeiras, destaca-se 0 acai por ser de grande valor socioecondmico. Entre as espécies
de acai, a Euterpe precatoria Mart. tem sido considerada de importante potencial para a
diversificacdo da producdo florestal ndo-madeireira, pois 0 manejo de seus frutos para
producdo de polpa engloba aspectos sociais, econdémicos e ecoldgicos concernentes a
floresta (ROCHA, 2004).

Mesmo que a principal utilizacdo da espécie seja por meio da polpa extraida dos
frutos, diversos outros usos sdo também advindos dessa espécie, podendo também ser
usada para a recuperacdo de areas degradadas (BENTES-GAMA et al., 2009), no
artesanato (FRAUSIN et al., 2010), no uso medicinal (VALADEAU et al., 2010;
PEDROLLO et al., 2016), além de ser importante na fabricacdo de bebidas (CAMPOS et
al., 2016).

Contudo, apersar de sua importancia econdmica e ecoldgica, a Amazonia, seu
centro de origem, tem passado por um intenso processo de desmatamento e fragmentagéo
para 0s mais diversos objetivos, em especial pela expansdo do agronegdcio e extracdo de
madeira. Essa exploracdo inadequada dos recursos naturais tem ocasionado
consequéncias para 0s ecossistemas naturais amazonicos, dentre estas a degradacdo
ambiental, com diminuicdo do tamanho das populacdes naturais e o isolamento das
mesmas que, muitas vezes, tem dificultado o fluxo génico entre os individuos, resultando
no cruzamento de individuos aparentados, sendo estes fatores também responsaveis pela
diminuicdo ou perda da diversidade genética nessas populacdes.

Outro aspecto a ser considerado para a Euterpe precatoria Mart. é o fato de

apresentar um estipe solitario e ndo produzir perfilhos (FREITAS et al., 2018), sendo a



semente a (nica maneira para propagacao natural da espécie. Com isso, a coleta dos frutos
de maneira ndo planejada, em conjunto com a coleta destrutiva da planta, que segundo
Scariot (2015) resulta no corte do estipe por completo quando se deseja a obtencdo do
palmito, podem ser também agravantes na manutencdo da diversidade genética da
especie.

Neste contexto, conhecer a diversidade genética dessa palmeira em populagdes
naturais é um importante instrumento para o estabelecimento de estratégias de utilizacéo,
preservacdo e/ou conservacdo dessa espécie. Dentro dessas estratégias pode citar a
producdo de mudas e melhoramento genético; conservacao in situ com areas prioritarias
para coletas de sementes ou recomendacdes para criacao de areas protegidas; conservacao

ex situ, como por exemplo, a conservacdo de sementes em bancos de germoplasmas.

Para Santana et al. (2016), a avaliacdo da diversidade genética € uma das maneiras
utilizadas para promover a conservacdo dos recursos genéticos, por ser possivel o
conhecimento sobre o grau de variabilidade genética. Assim, esse tipo de informacéo é
importante na formag&o de germoplasmas e na identificacdo de novos genes de interesse.
De acordo com Singh et al. (2017), distintos tipos de marcadores moleculares
fundamentados no polimorfismo do DNA s&o utilizados para a estimativa da diversidade
genética nas espécies de plantas. Entre os marcadores moleculares, os ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats) tem sido utilizados com sucesso em estudos sobre a diversidade
genética em populacdes naturais de palmeiras (VIEIRA et al., 2015; CHAGAS et al.,
2015).

Apo0s conhecer a diversidade genética de uma espécie e selecionar os individuos
geneticamente superiores, a producdo de mudas via germinacdo de sementes e, a
conservacdo de sementes podem ser alternativas eficazes para auxiliarem na sua
conservacao.

Nas palmeiras as estruturas embrionarias e germinacdo sao bastante peculiares,
devido a posicdo interna do eixo embrionario, seu pequeno tamanho em relacdo as
sementes, e por existir muitos padrdes morfoldgicos de embrides e plantulas. Esses e
outros fatores fazem com que 0Ss processos germinativos sO possam ser descritos
adequadamente por meio de uma associacdo detalhada de caracteristicas morfoldgicas e
anatomicas, para entdo definir indicadores morfoldgicos facilmente visiveis da
germinacdo (HENDERSON, 2006; RIBEIRO; OLIVEIRA; GARCIA, 2012).



A conservacao de sementes possui como objetivo manter esse material genetico
por longos periodos sob condi¢Bes controladas, sem perder sua viabilidade. Segundo
Kohama et al. (2006) e Medeiros e Eira (2006), existem diversas técnicas utilizadas no
armazenamento de sementes, que dependem da finalidade da conservacdo e da
longevidade requerida, muito embora, nem todas as técnicas utilizadas na conservacéo de
sementes se adequam para todas as espécies. Segundo Lima et al. (2014) e Carvalho e
Nascimento (2018), sementes de plantas do género Euterpe apresentam comportamento
recalcitrante, ou seja, ndo suportam dessecacéo e armazenamento. E importante ressaltar,
no entanto, que sao raros os trabalhos na area para a espécie, sendo necessario pesquisas
mais direcionadas em busca de confirmar esse comportamento e definir técnicas e
condigdes para sua conservagao racional.

Diante do exposto, este estudo teve como principais objetivos caracterizar a
diversidade e estrutura genética de populacbes, a morfoanatomia e histoquimica da
germinagdo e avaliar a qualidade fisiol6gica de sementes e embriBes zigéticos de Euterpe
precatoria Mart. apds dessecacdo e conservacao.



2. REVISAO BIBLOGRAFICA
2.1 Euterpe precatoria Mart.

Euterpe precatoria Mart. é popularmente conhecida como acai do Amazonas e
acai-solitario (AGUIAR; MENDONCA, 2003), ou ainda acai-de-terra-firme por ter sua
ocorréncia em areas sem inundacdes permanente na Amazonia Central e Ocidental
(GALOTTA; BOAVENTURA; LIMA, 2008).

O acai é uma espécie nativa, no entanto, ndo endémica. Ela apresenta distribuicao
geografica na Regido Norte do Brasil, com ocorréncias confirmadas nos estados do Acre,
Amazonas, Pard e Ronddnia. Sob dominios fitogeograficos da Amaz6nia, sua ocorréncia
varia quanto ao tipo de vegetacédo, estendendo-se pela Floresta de Terra Firme, Floresta
de Vérzea e Floresta Ombrofila (Floresta Pluvial) (FLORA DO BRASIL, 2018).

Euterpe precatoria Mart. € uma palmeira de apenas um Unico tronco (Figura 1C).
Ela pode atingir altura de até 20 m, com diametro de 25 cm (KANG et al., 2012). Suas
folhas sdo pinadas, planas e divergentes, porém, as vezes péndulas; apresenta bainha
fechada de 0,7 a 1,6 m de comprimento, desenvolvendo um tubo com o palmito ou caule,
na grande maioria de cor verde, podendo ocorrer verdes com listas verticais amarelas
(LORENZI et al., 2004).



FIGURA 3. Aspecto geral de Euterpe precatoria Mart.. A: Plantas em habitat natural. B:
Planta com cacho de frutos maduros. C: Planta completa isolada. D: Frutos imaturos. E:
Frutos maduros. F: Sementes com fibras mesocarpicas. G: Semente cortada
longitudinalmente com endosperma e embrido zigotico. H: Embrido zigotico extraido da
semente. I: Embrido zigético com indicios de germinacdo (intumescimento das regides
proximal e distal). J: Germinagédo da semente, com emissao da raiz e ligula (parte aérea).
K: Plantula completa germinada in vitro.

As inflorescéncias nascem axilares e sdo infrafoliares na antese. Cada individuo
pode produzir de uma a quatro inflorescéncias em sucessdao durante um periodo de
floragdo. O broto da inflorescéncia tem um profilo tubular e verde que se divide

abaxialmente a medida que o broto se expande. Ele se torna marrom e cai muito antes de



0 bot&o abrir. A bractea peduncular é mais longa que a do propilo e tubular com uma
ponta pontiaguda. As inflorescéncias tém um peddnculo curto e sdo ramificadas em
rachilas de primeira ordem. Os rachilas tém uma secdo basal estéril curta, distalmente
carregam flores estaminadas e pistiladas em triades em pocos distintos. O ndmero
maximo estimado de flores por inflorescéncia foi 110550, incluindo 73700 masculinas e
36850 femininas. A polinizagdo desta palmeira ocorre pela combinacdo de insetos e
eventualmente pelo vento (KUCHMEISTER; SILBERBAUER- GOTTSBERGER;
GOTTSBERGE, 1997).

O fruto € do tipo globoso, de cor de verde quando imaturo e mudam para preto
quando amadurece (Figura 1D; 1E). Em cada fruto existe apenas uma semente de 7 a 10
mm, com tegumento fino, eixo embrionario de tamanho reduzido, farto em tecido de
reserva (endosperma), sendo este, rico em lipidios (Figura 1F).

As sementes séo envolvidas por camadas finas de fibras e mesocarpo comestivel
e, apresentam germinacdo, consideravelmente, mais lenta que as sementes de Euterpe
oleracea Mart., sugerindo a possibilidade da existéncia de algum mecanismo de
dorméncia que controla a germinacdo. Contudo, até o0 momento nada foi publicado a
respeito dessa possibilidade (KUCHMEISTER; SILBERBAUER-GOTTSBERGER,;
GOTTSBERGE, 1997; CASTILLO; LARES; HERNANDEZ, 2012; CARVALHO;
NASCIMENTO, 2018). Quanto ao comportamento das sementes de Euterpe precatoria
Mart. em relacdo ao armazenamento, essas foram classificadas como recalcitrantes
(LIMA etal., 2014). Como a espécie ndo apresenta perfilhnamentos, a semente assume um
papel importante na regeneracao natural, constituindo-se como a Unica forma de
propagacdo (AGUIAR; MENDONCA, 2003; COELHO et al., 2015).

De acordo com Henderson (2006), o sistema radicular apresenta raiz primaria
efémera, raizes secundarias ramificadas, e presenca de pélos radiculares, com
pneumatdforos espalhados.

Euterpe precatoria Mart. possui caracteristicas ecologicas favoraveis para seu
manejo sustentavel, tais como alta densidade e frequéncia, regeneracdo abundante e
grande producgdo de frutos. Apresenta maior potencial de manejo na floresta de varzea,
guando comparado a terra firme, devido principalmente a densidade e estabilidade
populacional (ROCHA, 2004). Segundo Costa (2017) no estado do Acre uma palmeira
de acai solteiro pode produzir de 1 a 4 cachos por ano, em média com 19 kg.

Da planta de Euterpe precatoria Mart. utiliza-se praticamente tudo. Segundo

Wadt et al. (2004) as folhas podem ser usadas para cobertura de casas, para tecer chapéus,
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esteiras, tapetes e cestos; o estipe (tronco) para construcao de casas e cercas; 0 cacho seco
serve como vassoura; o endosperma como adubo e para confeccdo de artesanato; o
palmito como alimento; e as raizes como produto medicinal. No entanto, o principal
produto do acaizeiro é a polpa dos frutos para a alimentacdo humana.

Nos altimos anos, o0 acai, sobretudo a espécie Euterpe precatoria Mart. tem se
destacado no mercado nacional, sendo inserido cada dia mais na alimentacéo,
principalmente para pessoas que d&o preferéncia a produtos de origem natural. De acordo
com Costa et al. (2018), a espécie tem demostrado amplo potencial econdmico
principalmente por causa de seus frutos, onde um liquido grosso, chamado "vinho do

1l

acai" é extraido do mesocarpo comestivel fresco.

Em estudo recente Yuyama et al. (2011) observaram que o acai de diferentes
ecossistemas amazdnicos reline caracteristicas essenciais para a nutricdo humana como
fonte de energia, fibra alimentar, antocianinas, minerais, particularmente, calcio e
potéssio, e 0s acidos graxos oleico e linoleico.

E comum encontrar na literatura estudos que citam os usos medicinais de Euterpe
precatoria Mart., como, por exemplo: a utilizacdo das raizes e extrato dos frutos para
tratamento contra a malaria, hepatite, febre amarela e dores estomacais (BALSLEV et al.,
2008); dor no figado e nos rins, infecgdo uterina, purificacdo do sangue e tuberculose
(VALADEAU et al., 2010); anemia e hepatite (PEDROLLO et al., 2016); extrato com
antocianina para o tratamento de disturbios neurodegenerativos como a doenca de
Alzheimer (DA) e doenca de Huntington (HD). Muito embora, ressaltam que sdo
necessarios mais estudos para divulgar a extensdo destes efeitos (PEIXOTO et al., 2016).

Um dos primeiros trabalhos desenvolvidos com E. precatoria Mart. foi realizado
por Aguiar e Mendonga (2003), como objetivo de descrever a morfo-anatomia de sua
semente como contribuicdo aos estudos posteriores.

Com o passar dos anos algumas pesquisas estdo sendo desenvolvidas com a
finalidade de propagacdo da especie, como, por exemplo, Coelho et al. (2015)
trabalharam com efeito da irrigacdo no comportamento fisiolégico das mudas. Batista,
Rapdso e Liberato (2017) determinaram o protocolo de assepsia para reproducdo in vitro.
Costa et al. (2018) estudaram o efeito da temperatura, da luz e do teor de umidade da
semente na germinagdo de sementes, € concluiram que a temperatura a 20°C promoveu
as maiores médias de porcentagem de germinacdo e taxa de germinacdo, sob luz ou

escuro. As sementes foram tolerantes até 11% de umidade.
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2.2  Conservacao dos recursos geneticos

Segundo Barata et al. (2011), a conservacdo dos recursos genéticos vegetais
consiste em preservar e gerir a variabilidade genética de espécies com importancia atual
ou futura, em beneficio do desenvolvimento sustentavel. E considerada uma ag&o
importante, j& que em plena mudanca global, os ecossistemas estdo sujeitos as alteraces
climaticas e fortes pressdes antropogeénicas, e a reducdo da diversidade genética € uma
realidade cada vez mais atual. Ainda salienta os autores, que a conservagao dos recursos
genéticos vegetais é uma prioridade estabelecida e reconhecida em nivel mundial.

Essa prioridade passou a ser reconhecida a partir da década de 1970, com
entendimento e conscientizacdo mundial de preservacado dos recursos genéticos vegetais
para atender a demanda da variabilidade genética para o melhoramento, principalmente
para alimentacdo. Nessa mesma década, a Food and Agriculture Organization (FAO),
incentivou o estabelecimento de uma rede mundial de centros para conservagdo de
recursos genéticos. No Brasil, em 1974 foi criado o Centro Nacional de Recursos
Genéticos (CENARGEN), atualmente Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(SIMON, 2010).

Essa preocupacdo com a conservacdo dos recursos genéticos vegetais se deu,
principalmente, por que de acordo com Carderalli et al. (2013), com o passar dos anos,
0S ecossistemas, nos quais se inserem as populacdes naturais de espécies arboreas
tropicais, vém sendo modificados, resultando em éreas fragmentadas, formando mosaicos
de vegetacdo remanescente, mergulhados em uma matriz antropizada.

Quando a floresta se torna fragmentada ocorre a reducdo no tamanho das
populacdes e, consequentemente, na sua diversidade genética e no potencial adaptativo
das populacbes arbdreas ali presentes, tornando-as, com este isolamento,
significativamente mais vulnerdveis a eventos ambientais, demograficos e genéticos
(BATISTA et al., 2012).

Em populagdes naturais de espécies arboreas, a crescente fragmentacao florestal
aliada a exploracdo madeireira tem sido a principal ameaca a sustentabilidade dos
ecossistemas florestais, aumentando as possibilidades de erosdo genética, decorrente da
dréstica reducédo do tamanho populacional. Este fato, aliado ao isolamento das populacgdes
numa matriz pouco permeével, gera condi¢des propicias para a manifestacao dos efeitos

da deriva genética, diminui¢do do fluxo génico entre populagdes, aumento da endogamia,
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reducdes na variabilidade genética e no tamanho efetivo, 0 que afeta as geracOes
descendentes (SENNA et al., 2012; MORAES et al., 2012).

Neste sentido, a conservacdo dos recursos genéticos vegetais torna-se um
instrumento fundamental mesmo para aquelas populacGes que apresentam alta taxa de
variabilidade genética e estdo fora da lista de espécies ameacadas de extingdo, sendo
essencial para as futuras geragdes, no que diz respeito ao melhoramento da espécie,
conservacao e ao aproveitamento de genes especificos de interesse (FREITAS et al.,
2006). Glasenapp et al. (2014) ressaltam que apenas com a conservacao da diversidade
genética podem ser mantidos 0s processos evolutivos atuantes nas populacées.

A Convencao sobre a Diversidade Bioldgica (CBD) em 1992, realizada no Rio de
Janeiro, dentro de seu quadro mais amplo, define duas estratégias de conservacao:
conservacao ex situ e conservacao in situ (STHAPIT; PALUDOSI; MAL, 2010).

Apenas nos anos 2001, o Tratado Internacional sobre Recursos Fitogenéticos para
a Alimentacdo e a Agricultura (TIRFAA) reconheceu que a diversidade genética deve ser
mantida também nos sistemas agricolas locais (conservacao on farm), reconhecendo que
a participacdo dos agricultores é fundamental no processo de conservacao dos recursos
genéticos vegetais. Esse Tratado Internacional foi adotado por 125 paises e estabeleceu
normas importantes sobre a conservagao (ex situ, in situ e on farm) e a utilizacdo
sustentdvel dos recursos fitogenéticos para a alimentagdo e a agricultura
(BUSTAMANTE, 2010; SANTONIERI; BUSTAMANTE, 2016).

Para melhor entendimento dessas trés maneiras de conservacdo dos recursos

genéticos vegetais, segue suas descri¢des:

2.2.1 Conservacao ex situ

Para Calgaro et al. (2015), a conservacdo ex situ ocorre quando o material €
conservado em locais diferentes daqueles de onde naturalmente ocorrem.

Batista et al. (2012) relataram que a conservacao ex situ de recursos vegetais pode
ser realizadas de distintas maneiras, como cole¢bes permanentes de polen,
armazenamento de sementes, culturas de tecidos ou cole¢des de plantas mantidas em
campo, de acordo com as caracteristicas da especie e a disponibilidade de recursos
materiais e humanos. Aradjo et al. (2014) discorrem sobre outra estratégia que seria a
conservacdo em bancos de germoplasmas estabelecidos em forma de testes de

procedéncias e progénies.
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Outra técnica utilizada na conservacéo ex situ é a criopreservagdo, um método de
conservagdo in vitro a longo periodo, em que o material biolégico é submetido a
baixissimas temperaturas utilizando nitrogénio liquido (-196 °C) ou em sua fase de vapor
(-150°C) (SANTOS, 2000). Martins et al. (2009), estudaram a técnica de criopreservacao
de sementes de ipé-roxo (Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.) Standl) como uma
alternativa a conservagdo genética ex situ da espécie.

Camillo et al. (2009) relatam a técnica da cultura de tecidos in vitro como opg¢éo
para conservacao genética vegetal ex situ, especialmente em casos de espécies com
sementes recalcitrantes e de dificil propagacdo vegetativa por métodos convencionais;
neste caso o objetivo deste trabalho foi adequar uma metodologia para a conservagéo in
vitro do algoddo-do-campo - Cochlospermum regium (Schrank) Pilg. espécie que
encontra-se na lista de espécies medicinais nativas prioritarias para conservacdo no
cerrado.

Neste contexto, a criopreservacao pode ser um eficiente método indicado para a
conservacao ex situ e, quando associada as técnicas de cultura de tecidos, possibilitam a
conservacdo e multiplicacio de espécies nativas (BARBARA et al., 2015).

A conservacdo ex situ tem sido adotada como uma estratégia eficiente para
preservar populagdes de especies vegetais da extin¢éo, tendo como objetivo conservar a
variabilidade genética de diferentes populacBes de espécies florestais, para uso atual ou
futuro, com a finalidade de satisfazer as exigéncias econdmicas, sociais e ambientais.
Além de assegurar a manutencdo da representatividade genética dos recursos naturais
dentro e fora do seu habitat natural, a conservacdo ex situ pode contribuir para
entendimento dos potenciais produtivos, ecolégicos e controle genético de caracteres de
valor econdmico de inumeras espécies (KUBOTA et al., 2015).

Porém, Sebbenn et al. (2009) alertam que somente a conservagdo ex situ nédo
garante a conservacao das espécies. Desastres naturais, como por exemplo, incéndios,
podem causar a perda dos bancos geneticos, sendo fundamental recombinar essa variacdo
genética em pomares de sementes e expandi-la através de reflorestamentos ambientais, o

que asseguraria uma maior conservacdo dessas espécies.
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2.2.2 Conservacao in situ

A conservacdo in situ dos recursos vegetais naturais, de fato, ocorre quando o
material é conservado no local de origem e ocorréncia da espécie (CALGARO et al.,
2015).

Simon (2010) caracteriza conservagdo dos recursos genéticos in situ como um
procedimento que busca preservar as populagdes de espécies em seu estado natural de
ocorréncia na natureza. O autor salienta que o objetivo deste tipo de conservacdo nao é
apenas preservar os individuos das espécies de interesse, mas também os habitats onde
ocorrem, tendo em vista a manutencao das interacfes entre 0S organismos e 0S processos
evolutivos.

Segundo o Ministério do Meio Ambiente (MMA, 2017), a conservacao in situ de
recursos genéticos € realizada, basicamente, em reservas genéticas, reservas extrativistas
e reservas de desenvolvimento sustentavel. Elas podem ser organizadas também em areas
protegidas, seja de ambito federal, estadual ou municipal. As reservas genéticas, por
exemplo, sdo implantadas e mantidas em areas prioritarias, de acordo com a diversidade
genética de uma ou mais espécies de reconhecida importancia cientifica ou
socioeconémica. Essas reservas podem existir dentro de uma area protegida, de uma
reserva indigena, de uma reserva extrativista e de uma propriedade privada, entre outras.

Como exemplo dessa estratégia de conservacgdo, Freitas e Medeiros (2008) citam
algumas iniciativas que tém sido realizadas, como 0s projetos de conservacdo da
agrobiodiversidade desenvolvidos em areas de agroextrativismo na Amazoénia e em areas
de Cerrado do norte de Minas Gerais, sul do Ceara (Floresta Nacional do Araripe), Mato
Grosso (Parque Indigena do Xingu) e Tocantins (Terra Indigena Krahd), através do
Programa Biodiversidade Brasil-1talia, executado pela Embrapa e o Instituto Chico
Mendes, com a participacdo de organiza¢es ndo governamentais, movimentos sociais,
institutos de pesquisas e universidades. Neste projeto estdo sendo desenvolvidos estudos
para conservagao in situ e on farm de algumas espécies nativas, como o pequi (Caryocar
brasiliense), a mangaba (Hancornia speciosa) e o coquinho azedo (Butia capitata), além
das variedades crioulas de espécies cultivadas.

Akashi Junior e Castro (2010) relatam o uso de corredores de biodiversidade
(ecologicos) como uma alternativa viavel de conservacdo dos ecossistemas em larga
escala, como uma acdo complementar a funcdo desempenhada pelas Unidades de

Conservagao.
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2.2.3 Conservacao on farm

Com a modernizacéo da agricultura no Brasil, parte das areas e tradicdes agricolas
foram comprometidas, ocasionando importantes impactos em relacdo a diversidade
genética. Por isso, para se prevenir o processo de erosdo genética, tem sido proposta a
conservacao de recursos fitogenéticos na propria situacdo onde eles se desenvolveram (in
situ e on farm) (ARAUJO; AMOROSO, 2012).

A conservacdo genetica dos recursos vegetais denominada on farm é uma
estratégia complementar a conservacgao in situ, pois, neste caso € possivel o continuo
processo evolutivo das espécies. Esta estratégia de conservacdo apresenta como
particularidade o fato de envolver recursos genéticos, especialmente variedades crioulas
- cultivadas por agricultores, especialmente pelos pequenos agricultores, além das
comunidades locais, tradicionais ou ndo e populagBes indigenas, detentoras de grande
diversidade de recursos fitogenéticos e de um amplo conhecimento sobre eles (MMA,
2017).

A base da conservacdo on farm é fundamentada em inserir a valorizacdo dos
conhecimentos dos agricultores relativos as formas de conservagdo de sementes e mudas
e o estimulo a identificacdo e manutencdo de um conjunto de préticas, algumas delas
milenares que, empreendidas por eles, resultam na ampliacdo da base genética e na
adaptacdo dos cultivos aos desafios das mudancas ambientais (BUSTAMANTE, 2010).
Neste contexto, Lima et al. (2013) consideram a conservacdo on farm uma proposta
pertinente por preconizar o manejo sustentavel da diversidade genética de variedades
dentro dos sistemas produtivos dos agricultores tradicionais.

A conservacdo on farm é, portanto, uma alternativa dindmica de manejo de
recursos fitogenéticos, que permite que os processos de selecdo natural e humana
continuem a atuar no sistema de producdo. A conservagdo na exploracdo € geralmente
utilizada para descrever o processo dinamico de gestdo pelo qual os agricultores e
variedades de culturas tradicionais que foram desenvolvidas nas suas condicdes locais e
que continuam a modificar gragas as suas praticas de gestdo e aos esforcos de selecdo das
culturas (STHAPIT; PALUDOSI; MAL, 2010).

Para Clement et al. (2007), mesmo com numero de colecbes ex situ, a
representatividade de cada uma geralmente é pequena, dado a dificuldade de justificar

coletas abrangentes para espécies com pouca ou nenhuma expressao econémica. Segundo
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0s autores, pode-se concluir que a maioria dos recursos genéticos vegetais nativos do
Brasil ndo é bem representada nas colecGes existentes. E, no Brasil, como no mundo, a
maioria dos recursos genéticos nativos é conservada on farm.

Um exemplo de conservagdo on farm no Parque Indigena do Xingu é a forma
remanescente de plantio da mandioca. Uma unica familia da aldeia Yawalapiti realiza um
ritual religioso durante a implantagdo de sua roca, denominada “Casa do Kukurro”

(FREITAS; MEDEIROS, 2008).

2.3. Marcadores Moleculares

Na década de 70 iniciou os avancos das Novas Biotecnologias com o
desenvolvimento de tecnologias como fusdo de protoplastos, técnica do DNA
recombinante e marcadores bioquimicos. Utilizando-se das mais variadas metodologias,
elas permitiram que diversos seres vivos pudessem ser racionalmente explorados,
otimizando-os com finalidades econdmicas ou sociais. Atualmente as biotecnologias
celulares e moleculares estdo sendo rapidamente absorvidas pelos programas de
melhoramento varietal (BRAMMER, 2000).

Neste contexto, Ramalho e Furtini (2009) relatam que a dificuldade do
melhoramento de plantas é que se tem a informacéo do fendtipo e ndo do genétipo. Em
inimeras situacdes, quando o carater € muito influenciado pelo ambiente, a eficiéncia da
selecdo pode ser pequena. Especialmente durante o inicio do século XX procurou-se por
meio de métodos de melhoramento e, sobretudo, da melhoria da precisdo experimental
da avaliacdo das progénies, incrementar essa eficiéncia. Com os avancos da biologia
molecular, as técnicas logo despertaram a atenc¢do, por possibilitar o manuseio do préprio
DNA em vez somente do fenétipo.

Para Pires et al. (2011), a terminologia Marcadores Genéticos tem uma abrangente
definicdo que é dada a qualquer alteracdo possivel de ser observada, que é herdavel e que
diferencia dois ou mais individuos. De acordo com Borém e Miranda (2009), quatro tipos
de marcadores genéticos tém sido usados em vegetais: os marcadores morfologicos,
citologicos, bioquimicos, moleculares. Neste momento, o ultimo serd melhor discutido a
sequir.

Em marcadores moleculares dois importantes conceitos sdo fundamentais, que é
a presenca de poliforfismo e a natureza do marcador. Uma sequéncia de DNA que é

idéntica em todos os individuos analisados ndo gera informagéo que permita diferenciar
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geneticamente os individuos. Estes marcadores denominados de ndo polimdrficos,
geralmente ndo sdo considerados em analises genéticas. Com isso, um dos critérios de
utilizacdo é a presenca de polimorfismo na populacdo em que estes sdo utilizados. Em
relacdo a segunda classificacdo que € quanto a natureza do marcador, sdo chamados de
marcadores dominantes quando ndo sdo capazes de diferenciar o genétipo homozigoto
dominante (AA) do gendtipo heterozigoto (Aa). Quando o marcador permite esta
distingdo dos heterozigotos sdo chamados de codominantes (PIRES et al., 2011).

A variabilidade genética € a base da biodiversidade e pode ser acessada por meio
de marcadores genéticos. E os métodos para detectar, analisar e quantificar a variabilidade
genética em nivel molecular oferecem algumas vantagens, como a obtencdo de um
namero praticamente ilimitado de polimorfismos, a possibilidade da analise a partir de
pequena quantidade de tecido das plantas e a ndo influéncia do ambiente. Além disso,
propicia a reducdo do tempo para identificacdo da diversidade genética entre 0s
individuos trabalhados, auxilia em programas de melhoramento genético da espécie, além
de poder ser utilizados para a analise em qualquer estagio de desenvolvimento da planta
(XAVIER et al., 2005; FREITAS et al., 2006; KAMADA et al., 2009; VIEIRA et al.,
2011; PIRES, 2012; COUTINHO; GUIMARAES; VIDAL, 2014).

Para Oliveira et al. (2013), o potencial de uso dos marcadores moleculares no
melhoramento de plantas é bastante amplo, destacando-se a identificacdo de genotipos,
quantificacdo da variabilidade genética, estudos de diversidade e distancia genética.
Brammer (2000) afirma ainda que a aplicacdo de marcadores moleculares na deteccao da
variabilidade genética tem aumentado nas Gltimas décadas, considerando tanto em
estudos genéticos como em programas de melhoramento genético.

Existem muitas tecnologias da genética molecular que podem ser utilizadas para
fornecer informacGes Uteis aos programas de conservacao e uso de recursos genéticos.
Nenhum marcador é superior a todos 0s outros para uma ampla gama de aplicacdes.
Contudo, cada tecnologia apresenta vantagens e desvantagens. A escolha de uma ou outra
vai estar condicionada a alguns fatores, como: o objetivo do estudo, da infraestrutura
disponivel, dos recursos financeiros, dos recursos humanos disponiveis e com
treinamento apropriado e do nivel de conhecimento da genética molecular da espécie a
ser estudada (FALEIRO, 2007; KUMAR et al., 2009).

Existem diferentes técnicas que permitem identificar diretamente o polimorfismo
do DNA. Os marcadores moleculares mais utilizados sao diferenciados pelas técnicas

utilizadas para a revelacdo das caracteristicas entre individuos, permitindo a obtencédo de
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um namero ilimitado de marcadores moleculares cobrindo todo 0 genoma do organismo
(COUTINHO; MILITAO NETO; VERDE, 2006; LIMA et al., 2015). A efic4cia dos
diferentes marcadores é confirmada com a vasta utilizacao dessas técnicas nos estudos de

conservacao genética e no melhoramento de plantas (SOUZA, 2015).

2.3.1 ISSR (Inter-simple Sequence Repeats)

Os marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat — Inter RepeticGes de
Sequéncia Simples) sdo fragmentos de DNA obtidos a partir da amplificacdo de regides
do DNA pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando-se de Unico primer,
(FALEIRO, 2007). Os mesmos foram desenvolvidos com o surgimento da necessidade
de explorar repeticdes de microssatélites, sem a necessidade do conhecimento anterior do
sequenciamento do DNA das espécies (ZIETKIEWICZ et al., 1994).

Os marcadores ISSR envolvem amplificagdo por PCR do DNA usando um Unico
primer composto por uma sequéncia de microssatélites, como (CA) 8 ancorada na
extremidade 3 'ou 5' por 2-4 nucleotideos arbitrarios, muitas vezes degenerados. As
sequéncias de repeticdes e nucleotideos ancorados sdo selecionadas aleatoriamente, em
conjunto com a separacdo dos produtos das amplificacbes em gel de poliacrilamida
(KUMAR et al., 2016).

O ISSR utiliza uma sequéncia simples repetida como oligonucleotideo iniciador
(Olii) para amplificar um fragmento de DNA delimitado por dois microssatélites
invertidos, o que gera um alto nivel de polimorfismo (SILVA et al., 2011).

Com o andamento da PCR o marcador ISSR gera fragmentos de varias dimensdes,
designados de locos, que em seguida sdo avaliados via eletroforese (CHAGAS et al.,
2015). Cada banda corresponde a uma sequéncia de DNA delimitada por pelos dois
microssatélites invertidos (BORNET; BRANCHARD, 2001).

Na literatura sdo encontradas diversas vantagens atribuidas aos marcadores
moleculares ISSR, como produzirem fragmentos com boa reprodutibilidade e requerem
pouca infraestrutura em termos de equipamento de laboratério para execugdo dos estudos
(DIAS et al., 2015); nenhum conhecimento prévio sobre a sequéncia de marcadores da
especie é requerido (GOYAL et al., 2015); a amplificacdo do ISSR pode revelar maior
numero de fragmentos por primer, quando comparados ao RAPD (SOARES et al., 2016);
atécnica é simples, rapida, de baixo custo financeiro, confiavel e é necessario apenas uma
pequena quantidade da amostra de DNA (PURAYIL et al., 2018). Porém, todos 0s
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marcadores também apresentam desvantagens. A principal desvantagem dos marcadores
ISSR é serem de natureza dominante (SOARES et al., 2016).

De acordo com Faleiro (2007), as principais aplicacdes desta técnica sdo analise
da diversidade e filogenia, e fingerprinting (impressao digital). Esse tipo de marcador
permite a identificacdo de ampla variabilidade intra e interespecificas e, com isso,
fundamentam-se como uma ferramenta bastante Gtil em programas de melhoramento e
estudos de diversidade (LORENZONI et al., 2014).

2.4. Conservacao de sementes

O armazenamento de sementes passou a ser uma atividade essencial quando o
homem deixou de ser nbmade e passou a cultivar o seu alimento, necessitando conservar
sementes para 0 proximo plantio. O aprendizado dessa atividade envolveu inicialmente a
protecdo das sementes contra aves, insetos e microrganismos e, posteriormente, 0s
aspectos ligados a germinacdo e aos fatores ambientais que influenciam a sua
longevidade. Com o avanc¢o da genética e do melhoramento de plantas, 0 homem sentiu
a necessidade de armazenar pequenos estoques de sementes por periodos mais longos.
Mais tarde, ao observar a perda de material genético que poderia ser valioso para trabalhos
de melhoramento, foram criados os Bancos de Germoplasma, com a missdo de conservar
materiais genéticos de uso atual ou potencial pelo maior periodo de tempo possivel,
utilizando os mais recentes resultados da fisiologia de sementes (MEDEIROS; EIRA,
2006).

Os autores acima citados definiram armazenamento de sementes como a atividade
que constitui guardar sementes obtidas numa determinada ocasido, buscando manter a sua
maxima qualidade fisioldgica, fisica e sanitaria, para uso futuro.

Em uma colocagdo pertinente, Figueiredo Neto et al. (2014) dizem que as
condicBes de armazenamento sdo determinantes para garantia da qualidade fisioldgica
das sementes e, embora a sua qualidade n&o possa ser melhorada, boas condi¢des durante
este periodo contribuirdo para manté-las viaveis por um tempo mais longo, retardando o
processo de deterioragdo. Para Zuchi et al. (2013), adequadas condicdes de
armazenamento reduz o metabolismo das sementes e diminui o ataque de
microorganismos patogénicos, minimizando assim a perda de qualidade.

Porém, Davide et al. (2003) relatam que para determinar as condi¢fes ambientais

adequadas para cada espécie & necessario 0 conhecimento sobre a capacidade de
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armazenamento das sementes, como também da elaboracdo de programas para a
conservacdo de germoplasma. Mas ressaltam ainda que diante da grande diversidade de
espécies nas florestas tropicais, a literatura ainda é deficiente sobre a tecnologia dessas
sementes, principalmente em relagdo ao comportamento no armazenamento.

As condi¢des durante o armazenamento, como a umidade relativa do ar e
temperatura do ambiente de conservagdo das sementes sdo duas dos mais importantes
fatores que afetam a longevidade, podendo, portanto, proporcionar altera¢des fisioldgicas
e bioquimicas das mesmas (SILVA et al., 2011; MONIRA et al., 2012).

No entanto, além das condi¢Bes do armazenamento existem outros fatores que
influenciam sobre a conservacao das sementes, como, por exemplo, os citados por Costa
(2009) e Carvalho e Nakagawa (2012), como: a qualidade inicial da semente; vigor das
plantas ascendentes; condi¢Ges durante a maturacdo das sementes; teor de agua das
sementes; atuacdo de mecanismos de dorméncia; grau maturidade fisiolégica no
momento da colheita; ataque de pragas e doengas; e integridade fisica das sementes.

Um fator de suma importancia que ja foi citado acima, mas, vale a pena enfatizar
¢ em relacdo ao comportamento das sementes durante o armazenamento, que esta
diretamente relacionada com a longevidade das mesmas. De acordo com este
comportamento as sementes sdo geralmente classificadas em trés grupos. Inicialmente
dois grupos proposto por Roberts (1973), sendo as sementes ortodoxas as que podem ser
dessecadas a baixos niveis de umidade (em torno de 5%) e armazenadas a temperaturas
baixas, 0 que possibilita a manutencéo da viabilidade por um longo periodo; e as sementes
recalcitrantes que ndo toleram ser dessecadas a estas condicdes e apresentam, portanto,
dificuldades de armazenamento. Posteriormente, Ellis et al. (1990) verificaram um
comportamento de armazenamento intermediario das sementes, ou seja, entre ortodoxo e
recalcitrante.

O armazenamento das sementes recalcitrantes de espécies florestais é um desafio
para as pesquisas, visto que quando ocorre o dessecamento de uma semente recalcitrante,
rapidamente se reduz sua viabilidade e vigor, o que faz com que a semente perda
completamente a capacidade germinativa (YUYAMA, MENDES e VALENTE, 2010).
Segundo Carvalho, Silva e Davide (2006) existe uma associa¢do entre 0 comportamento
das sementes durante o armazenamento e 0s grupos ecoldgicos a que as especies
pertencem.

Em funcéo da dificuldade de armazenamento de sementes recalcitrantes em longo

prazo, Costa (2009) recomenda que sejam formuladas estratégias de conservagéo in situ
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dessas espécies, e que devem ser levadas em consideracdo, como forma de garantir a
preservacao e conservagao de sua diversidade genética.

Em contraponto as sementes recalcitrantes, as sementes ortodoxas podem ser
armazenadas em baixas temperaturas e baixos teores de umidade (entre 5 % e 7 %),
mantendo a viabilidade por longos periodos. Pode-se dizer que a temperatura e o teor de
umidade sdo determinantes para que as sementes ortodoxas mantenham sua viabilidade,
0 que pode ser mantido, dependendo das condicdes e das estratégias de armazenamento
adotadas (COSTA, 2009; MOROZESK et al., 2014).

S80 muitas as opc¢Oes de ambientes controlados para o armazenamento de
sementes. Contudo, de acordo com Pifia-Rodrigues, Figliolia e Silva (2015) a escolha do
equipamento ou técnica precisa atender alguns requisitos como facilidade de acesso e
manipulacdo limpeza do ambiente de armazenamento. Os autores mencionam que além
do uso de geladeiras e congeladores, pode ser utilizado:

- Camara fria: neste equipamento apenas a temperatura é controlada e a umidade relativa
varia de acordo com a quantidade de vapor de dgua do ambiente. Podem ser armazenadas
na camara fria sementes ortodoxas em embalagens impermeaveis e intermediarias e
recalcitrantes em embalagens semipermeaveis;

- Cémara seca: neste caso a umidade relativa do ar é reduzida utilizando um
desumidificador. As sementes ortodoxas podem ser armazenadas neste local, e podem ser
acondicionadas em embalagens permeaveis;

- Camara fria e seca: ambas as condicdes de temperatura e umidade relativa sdo
controladas com equipamentos de refrigeracdo e desumidificador. Indicada para
armazenamento de sementes por longos periodos, permite 0 armazenamento de sementes
ortodoxas em embalagens permeaveis ou semipermeaveis;

- Ambiente de laboratério: ndo ha o controle da temperatura ou umidade relativa que sdo
variaveis. Indicado, principalmente, para o armazenamento de sementes com dorméncia
fisica, quando ocorre a impermeabilidade do tegumento a agua, como exemplo, o
guapuruvu (Schizolobium parayba).

Outra técnica utilizada no armazenamento de sementes € a criopreservacao, sendo
constantemente usada para conservacdo de sementes por longos periodos em bancos de
germoplasma (WETZEL; REIS; RAMOS, 2003). Esta técnica consiste em armazenar e 0
material biologico submetido a baixissimas temperaturas utilizando nitrogénio liquido (-
196 °C) ou em sua fase de vapor (-150 °C) (SANTQOS, 2000).
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Houve um progresso significativo nas pesquisas utilizando as técnicas de
criopreservagao de sementes. Este avanco atribui-se aos bons resultados obtidos com as
mesmas. Para Martins et al. (2009) e Goldfarb et al. (2010), a semente é um tipo de
material que pode ser crioconservado, sendo minima a deterioracdo biologica do material
durante o armazenamento, mantendo-se as qualidades fisiologicas.

No entanto, para que as sementes possam Ser armazenadas nesses locais séo
necessarios recipientes ou embalagens apropriadas. Com isso, deve-se avaliar melhor o
tipo de embalagem em que as sementes devem ser acondicionadas, pois estas assumem
importancia relevante na preservacdo da viabilidade e vigor das sementes (GUEDES et
al., 2012). A deterioracdo esta associada também as carateristicas dos recipientes que
contém as sementes, dependendo da facilidade para as trocas de vapor de agua entre as
sementes com a atmosfera e condi¢bes do ambiente de armazenamento (MARCOS-
FILHO, 2015).

S&o muitos os atributos que devem ser observados durante o processo de escolha
da embalagem para o armazenamento ou transporte de sementes. Deve-se considerar o
comportamento fisioldgico (espécie), grau de umidade das sementes, o volume e 0 peso,
condicdes e tempo necessario para o acondicionamento, resisténcia do material a ruptura,
relacdo com a umidade relativa e temperatura, protecéo a invasdo de insetos e roedores e
aspectos econémicos (MARCOS-FILHO, 2015; PINA-RODRIGUES; FIGLIOLIA;
SILVA, 2015).

Segundo Carvalho e Nakagawa (2012), as embalagens sdo classificadas, pelo grau
de permeabilidade ao vapor de 4gua que possuem, da seguinte forma:

- Porosas: sdo aquelas completamente permeaveis ao vapor de agua, ocorre livre toca
gasosa entre as sementes e 0 meio. Pode ser mencionado como exemplos as de
embalagens de pano, polipropileno trancado, papel e papeldo.

- Semipermeaveis: neste caso apenas parte da troca de vapor de agua entre as sementes e
0 meio é permitida. Pode citar como exemplo, a juncdo de laminas de papel ou asfalto,
polietileno e poliéster.

- Impermeaveis: com esse tipo de embalagem ndo € permitido a troca de vapor de agua
entre as sementes e 0 meio ambiente. S8o utilizados materiais como lata de metal,

plastico, vidro, aluminio, entre outras.
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CAPITULO |

DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA DE Euterpe precatoria Mart. EM
POPULACOES NATURAIS NA AMAZONIA POR MARCADORES ISSR

RESUMO

O Euterpe precatoria Mart. € uma palmeira promissora da floresta amaz6nica, com
multiplicidade de usos e beneficios ecoldgicos. Neste trabalho objetivou-se avaliar a
diversidade e estrutura genética de trés populacdes naturais de Euterpe precatoria Mart.
do Estado do Acre, por meio de marcadores moleculares ISSR. Inicialmente foi extraido
DNA de 96 amostras foliares pelo método CTAB, os quais foram amplificados via PCR
e submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%, seguido da fotodocumentagdo em
luz UV para posterior avaliacdo. Os 24 primers ISSR selecionados amplificaram um total
de 316 fragmentos, com média de 13 fragmentos. Os indices de diversidade genética Nei
(He) e Shanonn (I) alcancaram valores médios de 0,11 e 0,17 para as trés populacdes.
Segundo AMOVA a maior diversidade genotipica aconteceu dentro das populagdes
(77%) e entre as populacdes (23%). Foram encontradas diferencas significativas (p>0,05)
nas trés populagdes para as estimativas do Coeficiente de Coancestria. Conclui-se que as
populacdes de Euterpe precatoria Mart. possuem baixos niveis de diversidade genética,
com maior divergéncia dentro das populagdes. Verificou-se que ndo ha um padrdo na
estruturacdo da genética espacial dentro das populacdes, apresentando grande variagdo
no coeficiente de coancestria, independente das classes distancias geograficas, o que
indica o cruzamento de individuos aparentados.

Palavras chave: Arecaceae; palmeira acai; conservacdo genética; marcadores
moleculares; diversidade genética.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento sustentadvel da biodiversidade encontrada na Floresta
Amazonica torna-se um tema cada vez mais relevante, principalmente, por ser fonte de
espécies promissoras que apresentam potencial para diversos usos comerciais. Entre essas
espécies, destaca-se o Euterpe precatoria Mart. (acai solteiro), que € uma palmeira
tradicionalmente consumida por comunidades nativas da Amazonia. Porém, seu consumo
aumentou recentemente devido as suas propriedades nutricionais e ao alto nivel de
antioxidantes presentes em seus compostos. Mesmo sendo uma espécie interessante
economicamente, ainda ndo é cultivada de forma comercial, sendo ainda sub-utilizada
(YUYAMA et al., 2011; DIAZ et al., 2014; QUIROGA; GOMEZ; LARES, 2017).

No entanto, mesmo considerando a importancia ecolégica e econdmica para a
regido amazodnica, Azévedo et al. (2017) salientam que a exploracdo dos frutos de E.
precatoria Mart. ainda é realizada de maneira extrativista. Este fato pode comprometer
de forma negativa as popula¢bes naturais, ocasionando declinio da diversidade e
variabilidade genética. Para Ramos et al. (2018), a espécie em questdo € muito promissora
e deve ser valorizada de acordo com sua importancia, com esforgos de investimento a
curto prazo para dar inicios a estudos em domesticacdo, principalmente, na gestdo e
técnicas de conservacgdo, pois a alta demanda atual compromete a oferta e os precos do
mercado, estimulando a implementacdo de areas de monocultura de individuos com
pouca variabilidade genética.

Cardona (2010) definiu a diversidade genética como sendo a multiplicidade de
frequéncias alélicas que se fazem presentes em um grupo de individuos, e que em
conjunto com o ambiente, caracteriza a natureza do fenétipo.

Desta maneira, sdo importantes os estudos relacionados a caracterizacdo da
estrutura genética das populagdes em nivel de diversidade. Eles podem gerar informacdes
que auxiliam no desenvolvimento e recomendacdo de praticas de manejo sustentavel, na
definicdo de areas de conservacao e areas com prioridades para 0 manejo dos recursos
genéticos, além de ajudarem a projetar uma gestdo mais eficiente dos programas de
conservacdo. Como, por exemplo, direcionar estratégias de coleta de material para
conservacdo em bancos de germoplasma e programas de melhoramento (GELETA;
BRYNGELSSON, 2009; RAMALHO et al., 2016; AZEVEDO et al., 2017).

A biotecnologia, especialmente, o uso de marcadores moleculares é uma

ferramenta utilizada com sucesso em estudos de diversidade genética em populacdes
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naturais. Com ela é possivel realizar caracterizacdo da diversidade entre os individuos,
dentro e entre populagdes. Existem diversos marcadores moleculares, apresentando todos
suas vantagens e desvantagens, a depender do objetivo do estudo. Contudo, os
marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeat — Inter Repeticdes de
Sequéncia Simples) tém sido empregados com éxito nos estudos de diversidade genética,
pois de acordo com Lorenzoni et al. (2014), esse tipo de marcador permite a identificagdo
de ampla variabilidade intra e interespecificas.

Os marcadores ISSR séo fragmentos de DNA obtidos a partir da amplificagéo via
PCR (reacdo em cadeia da polimerase), utilizando-se de Unico primer, com tamanho entre
16 a 20 pares de bases (FALEIRO, 2007). Na literatura é comum encontrar uma serie de
vantagens sobre esse marcador, podendo-se citar: a necessidade de pouca infraestrutura
em termos de equipamento de laboratério (SOUZA et al., 2008); alto grau de
polimorfismo e reprodutibilidade (SANTANA et al., 2011); dispensar de conhecimento
prévio do genoma da espéecie (OLIVEIRA et al., 2014); requerer pouca quantidade da
amostra de DNA (GOYAL et al., 2015); é considerada uma técnica simples, rapida,
confiavel e de baixo custo (PURAYIL et al., 2018). Por outro lado, apresenta como
principal desvantagem ser um marcador de natureza dominante (SOARES et al., 2016).

Os marcadores ISSR tém se mostrado eficientes na caracterizacdo da diversidade
genética de algumas palmeiras, como: Copernicia prunifera - carnauba (VIEIRA et al.,
2015) e Elaeis guineenses Jacq. - dendé (CHAGAS et al., 2015). No entanto, até o
momento ndo foi encontrado na literatura estudos com uso desse marcador com intuito
de averiguar diversidade e a estrutura genética para a espécie Euterpe precataria Mart.
(SANCHEZ, 2013; LIMA, 2014; AZEVEDO et al., 2017; RAMOS et al., 2018).

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo avaliar a diversidade e estrutura
genética de Euterpe precatoria Mart. em popula¢des naturais no Estado do Acre, com a

utilizagdo marcadores moleculares ISSR.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local de coleta de material vegetal

Para avaliacdo da diversidade genética foram coletadas amostras foliares novas de
96 individuos georreferenciados oriundos de trés populacfes naturais localizadas no
Estado do Acre (Figura 1), nos municipios de Pl&cido de Castro - Populacédo 1, Xapuri -

Populacao 2 e Feijo - populacédo 3, sendo 32 individuos de cada populacéo.

8°s

10°S

A\ Populacdo 1 - Placido de Castro

@ Populagéo 2 - Xapuri

I Populagéo 3 - Feijo

&P Municipios de estudo - Acre
&7 Limite Municipal

FIGURA 1. Localizacéo das populagdes estudadas, mapa do Brasil com énfase no Estado
do Acre e localiza¢do nos municipios. Observar as figuras geométricas, onde: triangulo
em azul = Populacdo 1- Plascido de Castro; circulo vermelho = Populagdo 2- Xapuri;
quadrado verde = Populacgéo 3- Feijo.

A primeira populacdo coletada foi no municipio de Placido de Castro, local com
caracteristicas de floresta de varzea. De acordo com Rodrigues et al. (2003), a floresta de
varzea deste municipio é representada por espécies adaptadas a solos com excesso de
agua, com dominancia de ciperaceas, espécies lenhosas xeromorficas com xilopddios e
palmeiras. Segundo 0s mesmos autores 0s solos dessas areas foram desenvolvidos em
rochas moles, constituidos por argilitos silticos e siltitos argilosos que imprimem ao solo
uma baixa permeabilidade e pobres condices fisicas.

As coletas das demais populacdes ocorreram em locais de terra firme, nos

municipios de Xapuri com predominancia de Argissolos, e Feijo onde predominam 0s
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Cambissolos (ACRE, 2010). Nessas duas ultimas populacdes o tipo de vegetacdo pode se
enquadrar como Floresta Aberta com Palmeiras com associagcdo com Floresta Densa.

Na Tebela 1, encontra-se maior detalnamento sobre a caracterizacdo do relevo e
climatica dos municipios do Estado do Acre onde localizam-se as populac¢@es naturais em
estudo.

TABELA 1. Caracterizacdo de climética e revelo dos municipios nos quais estdo

localizadas as populacdes naturais de Euterpe precatoria Mart. em estudo

Municipios / Populagdes

Caracteristicas

Placido de Castro - P1  Xapuri - P2 Feij6 - P3
Altitude média (m) 144 175 159
. . Equatorial
Clima (K6ppen) Equz’:lto_rlal quente e Equ’ato_rlal quente e quente e Gmido
Umido (Am) Umido (Am)
(Am)
Precipitacdo média anual mm 1.853 1.830 2.205
Umidade relativa do ar média anual (%) 80 81 84
Temperatura média anual (°C) 26,3 25,8 25,8
Revelo pano a suave pano a suave pano a uave
ondulado ondulado ondulado

Fonte: Adaptado de www.climate-data.org

Apos a coleta, as amostras foliares foram acondicionadas em tubos falcon
contendo silica gel, identificadas. Em seguida, elas foram transportadas de avido para
Brasilia-DF, aonde encontra-se o Laboratério de Cultura de Tecidos Il da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia (EMPRAPA CENARGEN), e permaneceram
armazenadas em freezer a -80°C até o momento da extragdo do DNA.

2.2 Extracdo do DNA

Para a extracdo do DNA foi utilizado aproximadamente 150 mg de tecido foliar,
por meio do método CTAB descrito por Doyle e Doyle (1990), com algumas
modificagdes. Cada amostra de DNA foi fracionada e inserida em tubo de 2 mL contendo
cerca de 12 beads (esferas de metal), e adicionado 700uL da solucdo CTAB 2% + 2-
mercaptoetanol. Em seguida, o material vegetal foi triturado em TissueLyser por um

minuto. Apos trituracdo, as amostras foram incubadas em banho-maria a 65 °C por 60
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minutos, agitando-as a cada 10 minutos. Apos esse periodo, as amostras foram retiradas
e deixadas esfriar por cinco minutos.

Em capela de exaustdo, as amostras foram adicionadas 600 pL de CIA 24:1
(solucéo cloroférmio e alcool isoamilico), agitadas por aproximadamente 30 segundos e
centrifugadas por 10 minutos a 12.000 rpm. Na sequéncia foi retirada a fase superior de
cada amostra e transferida para tubos de 1,5 mL previamente identificados. Foi
acrescentado entdo 400 pL de isopropanol gelado as amostras e armazenadas em freezer
-20 °C por 30 minutos, homogeneizando-as a cada 15 minutos e centrifugadas por 5
minutos a 12.000 rpm.

Ap0s a retirada por inverséo de toda solucdo, cuidadosamente para ndo descartar
o0 pellet foi realizada uma sequéncia de lavagens em 500 pL de etanol nas concentragdes
de 70 e 100%, sempre centrifugando-se as amostras por 5 minutos a 12.000 rpm.

O DNA precipitado, apo6s ultima lavagem em etanol 100%, foi deixado em
temperatura ambiente para secagem e posteriormente solubilizado em Tris-EDTA. Para
quantificacdo da concentracdo total de DNA extraido foram analisadas as imagens obtidas
em géis de agarose a 1% em luz de Ultra Violeta (UV) em fotodocumentador, e quando

necessario diluido a 3 a 20 ng.puL™ e conservado em freezer a -20°C até utilizagao.

2.3 Amplificacdo do DNA extraido

Para cada amostra amplificada foram utilizados uma solucdo de volume final de
13 pl, constituida de 2,84 uL. de agua ultra pura, 1,3 pL. de tampao IB 10X, 1,3 pL de
BSA (2,5 pg.uL?), 1,3 pL de dNTPs (2,5 mM), 0,26 pL de Taq DNA polimerase (5 U.uL°
1, 3 uL de primer (1,2 mM) e 3 pL de DNA gendmico (3 ng.uLY).

As amplificacdes do DNA extraido foram realizadas por PCR em termocicladores
Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems®), executando-se 37 ciclos de
amplificacdo, sendo, uma etapa de iniciagdo de cinco minutos a 94°C, uma etapa de
desnaturacéo a 94°C por 45 segundos e, uma etapa de ligacdo do primer ISSR ao DNA a
56°C por 45 segundos, além de uma etapa de sintese da cadeia complementar pela DNA
polimerase a 72°C por um minuto e, por fim a etapa de extensao das cadeias a 72°C por
sete minutos.

As solugdes resultantes do processo de amplificacdo foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo (13,5 pL). Em

seguida foi realizada a fotodocumentacéo dos geis em luz UV, utilizando o marcador de
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DNA ladder de 1 Kb (Invitrogen®) para estimar o tamanho molecular dos fragmentos
amplificados.

No total, foram testados 57 primers aleatorios (Sigma-Aldrich®), para identificar
quais deles apresentaram o melhor perfil de fragmento. Para isso foram separadas
aleatoriamente oito amostras de DNA do conjunto total de individuos. Para selecdo dos
primers seguiu-se os critérios de acordo com Vieira et al. (2015), ou seja, com maior
namero de fragmentos e boa resolugdo. Destes, foram escolhidos 24 primers para serem

utilizados nas 96 amostras.

2.4 Analise dos dados pelo marcador ISSR

Os resultados obtidos por meio dos marcadores ISSR foram avaliados a partir das
fotografias dos géis, onde foram registradas a auséncia (0) ou presenca (1) dos fragmentos
amplificados, sendo possivel a constituicdo da matriz binéria utilizada nas analises
estatisticas.

Os parametros de diversidade genética, como numero (P) e percentual de locos
polimorficos (P%), numero de alelos observados (Na) e efetivos (Ne), diversidade
genética de Nei (He), indice de Shannon (1) foram calculados com auxilio do programa
POPGENE (YEH et al., 1997).

Para estimar a eficiéncia dos primers ISSR utilizados em detectar polimorfismo
entre dois individuos, foi calculado o Conteudo de Informacdo Polimdrfica (PIC),
utilizando-se seguinte férmula (ROLDAN-RUIZ et al., 2000):

PIC =2P;-(1-P)
Onde: P; é a frequéncia de fragmentos polimorficos amplificados e, 1 — P; é a frequéncia

do alelo nulo.

Para determinar o comportamento da diversidade genética dentro e entre as
populacdes foi estimada a anélise de variancia molecular (AMOVA) usando o programa
ARLEQUIN v.3.1 (EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005).

Os parametros de identidade e a distancia genética de Nei (1978) foram estimados
por meio do programa POPGENE. A analise de coordenadas principais (PCoA),

utilizando a distancia Euclidiana, foi realizada visando representar as distancias geneticas
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entre as populagdes, atraves do programa GeneAlEx v.6.4 (PEAKALL; SMOUSE,
2006).

Foi estimado também o coeficiente de coancestria genética, com objetivo de
avaliar o padrao de estrutura espacial entre as populacdes pelo coeficiente de kinship entre
pares de individuos para cada uma das classes de distancia, com auxilio do programa
SPAGeDI, verséo 1.2 (HARDY; VEKEMANS, 2005). Foram preestabelecidas diferentes
classes de distancia de acordo com as populagdes. Foram calculados coeficientes a partir
da correlacdo entre as distancias genéticas e as matrizes de conectividade espacial,
considerando intervalos de confianca a 95% de probabilidade do coeficiente de
coancestria médio estimado para classe de distancia. Para testar a ocorréncia de estrutura

genética espacial dentro de cada classe de distancia, utilizaram-se 10.000 permutacdes.

40



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliagéo do Marcador Molecular ISSR

A metodologia de extracdo e amplificacdo do DNA mostrou-se eficiente na

deteccdo de polimorfismo para os individuos coletados das trés populacdes de Euterpe

precatoria Mart.. Dos 57 primers ISSR testados, 24 foram selecionados e utilizados no

estudo da diversidade genética de E. precatoria Mart., conforme Tabela 2.

TABELA 2. Primers ISSR, sequéncia de nucleotideos, nimero de fragmentos

amplificados (locos), PIC (Contetdo de Informagfes Polimorficas), percentagem de

fragmentos amplificados e amplitude dos fragmentos (pb = pares de base)

Nome do U Fragmentos Fre}gnjeqtos Amplitude
orimer Sequéncia (5'3") an&p;llglcilaxjos PIC pohrg)zr)ﬂcos dos locos

ISSR 15 zm GTGCACACACACACACAC 10 0,30 30,0 300-1650
ISSR 17 zm CAGCTCTCTCTCTCTCTC 13 0,53 53,85 300-1650
ISSR 18 zm GTGCTCTCTCTCTCTCTC 12 0,66 66,67 400-1650
ISSR 27 zm GTACTTCTTCTTCTTCTTC 13 0,61 61,54 300-2000
ISSR 32 zm AGCAGCAGCAGC 16 0,31 31,25 200-2000
ISSR 35 zm AGCAGCAGCAGCG 09 0,33 33,33 300-2000
ISSR 38 zm AGCAGCAGCAGCAT 11 0,72 72,73 400-3000
ISSR 39 zm AGCAGCAGCAGCAC 14 0,42 42,86 200-3000
ISSR 50 zm CCAGCTGCTGCTGCT 13 0,76 76,92 300-3000
ISSR52zm GGCACCACACACACACACACACA 22 0,63 63,64 200-2000
ISSR53zm CGCAACACACACACACACACACA 15 0,60 60,0 300-1650
ISSR54zm GGCTACACACACACACACACACA 18 0,38 38,89 200-1650
ISSR55zm  CCTCCACACACACACACACACA 17 0,64 64,71 200-1650
ISSR56zm GCTACCACACACACACACACACA 14 0,28 28,57 200-1650
ISSR 57 zm CGTCCACACACACACACACACA 14 0,35 35,71 200-2000
ISSR58zm CGAACCACACACACACACACACA 13 0,30 30,77 200-1650
ISSR59zm  GGCCAGCTGCTGCTGCTGCTGCT 7 0,57 57,14 700-2000
ISSR 6 pv GACAGACAGACART 9 0,66 66,67 300-2000
ISSR 7 ps AGAGAGAGAGAGAGAGYG 13 0,69 69,23 300-1650
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ISSR 9 ps ACACACACACACACACYA 9 0,66 66,67 400-2000

ISSR 10 ps AGAGAGAGAGAGAGAGYT 15 0,60 60,0 200-2000
ISSR UBC 807 AGAGAGAGAGAGAGAGT 11 0,63 63,64 300-2000
ISSR UBC 840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT 18 0,83 83,33 300-1650
ISSR UBC 857 ACACACACACACACACYG 10 0,40 40,0 300-1650

R=purina (A ou G) e Y = pirimidina (C ou T).

Os primers geraram um total de 316 fragmentos de DNA, com média de 13
fragmentos. O numero de fragmentos amplificados teve uma amplitude minima e maxima
entre 7 a 22, isto para os primers ISSR 59 ZM e 52 ZM. Em relagédo ao percentual de
fragmentos polimérficos, todos os primers apresentaram polimorfismo igual ou superior
a 30%, mas destacaram-se os primers UBC 840 (83,33%), 50 ZM (76, 92%), 38 ZM
(72,73%), 7 PS (69,23%), 9 PS, 6 PV e 18 ZM (66,67%), 55 ZM (64,71%) e 52 ZM
(63,64%).

Para avaliar a eficiéncia dos primers ISSR em indicar o polimorfismo entre dois
individuos, pela auséncia ou presenca de fragmentos, foi calculado o PIC (Conteldo de
Informacdo Polimorfica), com valores que variaram entre 0,30 a 0,83, respectivamente,
dependendo do primer utilizado, e em média de 0,60 (Tabela 1).

Segundo Botstein et al. (1980), os marcadores sdo classificados de acordo com o
conteddo de informacdo polimorfica, em pouco informativo, com valores inferiores a
0,25, moderadamente informativo de 0,25 a 0,5 e valores acima de 0,5 em altamente
informativo. Para este estudo todos os marcadores enquadram-se de moderado a
altamente informativo. De acordo com Costa et al. (2015), este parametro auxilia na
classificacdo dos primers conforme a eficiéncia na deteccdo do polimorfismo, servindo
como base para selecionar os primers.

Na Figura 2 observa-se o perfil dos fragmentos gerados pelos primers ISSR 9 PS

e 35 ZM para 96 individuos das trés populacfes naturais de Euterpe precatoria Mart..
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FIGURA 2. Perfil de fragmentos ISSR provenientes das amplificacGes dos primers 9 PS e 35 Zm de Euterpe precatoria Mart. em trés populagdes naturais do
Estado do Acre. A- Primer 9 PS para 32 individuos da populacdo 1 (Pl&cido de Castro); B- Primer 9 PS para 32 individuos da populacéo 2 (Xapuri); C- Primer
9 PS para 32 individuos da populacéo 3 (Feijd); D- Primer 35 ZM para 32 individuos da populacédo 1 (Placido de Castro); E- Primer 35 ZM para 32 individuos
da populacédo 2 (Xapuri); F-Primer 35 ZM para 32 individuos da populacéo 3 (Feijé). M - Marcador.
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3.2 Diversidade Genética Populacional

O indice de diversidade genética Nei (He), assumindo o equilibrio de Hardy-
Weinberg, alcancou valor médio de 0,11 (x 0,01), com o maior nimero de alelos
observados (Na) e efetivos (Ne) para os individuos da populacdo 1, de 1,38 e 1,21,
respectivamente. No entanto, para as outras populagdes os esses valores sao minimamente
inferiores, e ndo apresentaram diferencas significativas a 5% de probabilidade (p>0,05).
Outro parametro utilizado para estimativa da diversidade genética entre as populacdes foi
de indice de Shanonn (I), que atingiu o valor médio de 0,17 (£ 0,01) para as trés

populagdes (Tabela 3).

TABELA 3. Distribuicao da diversidade genética de trés populacdes naturais de Euterpe

precatoria Mart. no Estado do Acre, a partir de marcadores ISSR

Parametros de Diversidade Genética

Populagdo
Na Ne | He P(%) P
Pop. 1 Placido de Castro/AC 1,38 (+0,03) 1,21 (+0,02) 0,18 (+0,01) 0,12 (+0,01) 39,56 125
Pop. 2 Xapuri/AC 1,32 (x0,03) 1,19 (x0,02) 0,17 (x0,01) 0,11(x0,01) 33,86 107
Pop. 3 Feij6/AC 1,36 (£ 0,03) 1,18 (+0,02) 0,16 (+0,01) 0,10 (+0,01) 36,71 116
Total 1,35 (£ 0,02) 1,19 (+0,01) 0,17 (+0,01) 0,11 (+0,01) 36,71 116

Na: nimero de alelos observados; Ne: nimero de alelos efetivos; He: diversidade genética de Nei; I: Indice
de Shannon; P (%): porcentagem de locos polimérficos; P: n® de locos polimorficos; (...): desvio padréo.

As estimativas dos indices de Nei (He) e Shanonn (I) encontradas nesse estudo,
sdo indicativos de niveis baixos de diversidade genética dentro e entre as populacdes.
Conforme Giustina et al. (2014), quanto mais o indice de Shanonn (1) se aproxima de 0
menor é a diversidade genética presente na populacdo. Resultados estes confirmados
também pelo percentual de locos polimdrficos que em média atingiram aproximadamente
37%.

Esses valores inferiores dos indices de diversidade genotipica dentro das
populagdes naturais de Euterpe precatoria Mart. ndo era esperada, principalmente, por se
tratar de uma espécie alégama, ou seja, que necessita da flor de outro individuo para
fecundacéo, conceitualmente denominada de fertilizagdo cruzada. Por outro lado, outros
fatores podem explicar esse comportamento, como: a pressao antropica sobre essas
populacbes, especialmente, pela exploracdo dos frutos para alimentagdo e
comercializagdo do agai, contribuindo para a diminui¢do da densidade de individuos,
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considerando que as sementes sdo a Unica alternativa de regeneracao natural da espécie,
por ndo apresentar perfilhos, e consequentemente, o cruzamento de individuos
aparentados (endogamia); outra hipdtese pode ser atribuida a diminuigéo do fluxo génico,
pela auséncia ou dificuldade dos agentes polinizadores e dispersores de sementes em
virtude da fragmentacdo da vegetacdo; ou as populacbes poderem ser originadas por
poucos gendtipos. Deve-se considerar também a metodologia aplicada nesse estudo, e em
pesquisas futuras, talvez se deva aumentar o esfor¢co amostral, as distancias entre os
individuos e/ou outro tipo de marcador.

Goncalves et al. (2010) afirmam que se a coleta de frutos for efetuada sem
planejamento, pode resultar na erosdo da variabilidade genética, por restricbes na
disseminacédo de sementes, com reflexos no sucesso reprodutivo e na regeneracgao natural.

Lima (2014) encontrou valor médio de diversidade genética Nei (He) = 0,49 para
trés populacbes de Euterpe precatoria Mart. no estado do Amazonas, resultado superior
ao alcangado no presente estudo, porém, com uso de marcadores microssatélites. Com
esse mesmo marcador e espécie Ramos et al. (2018) também observaram altos niveis de
diversidade genética (variacdo He = 0,58 — 0,62) de uma populacdo no Amazonas,
independentemente dos estadios ontogenéticos dos individuos (reproducdo de
polinizacdo aberta, imaturos, jovens e plantulas), mantendo os padrdes semelhantes de
diversidade genética ao longo de geragdes, porém, com a populagdo se encontrando-se
em uma floresta em climax.

Com uso de marcadores ISSR em palmeira, os valores mais proximos ao desse
estudo foram estimados por Chagas et al. (2015), em uma populacéo de Elaeis guineensis
Jacq., conhecida popularmente como dendé, onde a diversidade genética de Nei (He) foi
de 0,194 (£ 0,210) e o indice de Shannon (1) de 0,2850 (+ 0,3004). Os autores justificam
esses resultados em funcdo da analise de gargalo genético, que indicou que a populacédo
sofreu reducdo de tamanho com o decorrer dos anos, por provaveis atividades agricolas e
a perda de habitats.

Se esses baixos niveis de diversidade genética nas populacbes de Euterpe
precatoria Mart. no estado do Acre estiverem realmente atribuido ao comportamento da
espécie, torna-se algo preocupante, pois a exploracdo ndo racional dessa espécie pode
leva-14 a vulnerabilidade. Torna-se cada vez mais importantes estratégias de conservacao.

Apesar da baixa diversidade genética estimada pelos indices de Nei (He) e
Shanonn (1) para a espécie nessas populacgdes, através da analise de variadncia molecular

(AMOVA) foi possivel notar que a maior diversificagdo genotipica acontece
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significativamente (p<0,01) dentro das populagdes, representando 77% da variacao total
ocorrida, e que apenas 23% esta relacionado a variancia molecular entre as populagdes
(Tabela 4). E provavel, que esse ocorrido seja devido a distancia geografica entre as
populacdes, o que esclarece que em comparacdo a niveis de diversidade genética as

mesmas sejam pouco semelhantes.

TABELA 4. Andlise de variancia molecular (AMOVA) para dois niveis hierarquicos de

trés populagdes naturais de Euterpe precatoria Mart. no Estado do Acre, Brasil

F.V GL SQ QM s? _
Variagéo total (%)
Entre populagdo 2 409,719 204,859 5,810 23%
Dentro de populagéo 93 1760,313 18,928 18,928 7%
Total 95 2170,031 24,738 100%

F.V_A:Fpnte de variacdo; GL = grau de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; S2 =
variancia.

Lacerda e Kageyama (2003) relatam que a maior variabilidade genética das
espécies arbdreas alogamas, como é o caso da Euterpe precatoria Mart., ocorre dentro de
populacdes e destaca a importancia de conhecer suas causas.

Os resultados da analise de variancia molecular desse estudo, corroboram com os
obtidos por Rossi et al. (2014), também usando os marcadores ISSR para a palmeira
Mauritia flexuosa L. f. (buriti). Os autores concluiram que a maior variancia total ocorreu
dentro de populagdes (84,14%), e somente 15,87% entre populacdes.

Observa-se, na Figura 3 que em relacdo ao nimero das bandas e nimero de bandas
frequentes > = 5% seguiu 0 mesmo padréo para as trés populacGes, e ndo apresentou
bandas comuns em nenhuma das delas. As populagdes 1 e 2 ndo apresentaram bandas
exclusivas, enquanto que a populacdo 3 mesmo com menor valor de indice de Nei (He)
= 0,104, foi observado quatro bandas exclusivas, ou seja, frequéncias alélicas especificas
para esta populacdo, fator que, possivelmente, esta relacionado a capacidade adaptativa
de determinados genoétipos a condi¢cdes ambientais especificas como solo, altitude,
umidade, relevo, entre outros. Vale ressaltar que a populacdo 3 é a mais distante

geograficamente das demais.
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FIGURA 3. Padrdes totais de bandas para as trés populacdes de Euterpe precatoria
Mart., considerando o numero total de bandas polimdrficas e indice de diversidade de
Nei.

A distdncia genética de Nei variou de acordo com as distancias geogréficas das
populacBes naturais de Euterpe precatoria Mart., sendo a distancia genética entre as
populacdes 1 e 2, nos municipios de Placido de Castro e Xapuri, de 0,037 e a estimativa
da identidade de Nei foi de 0,963, com distancia geografica de 129 km. E entre as
populacBes 1 e 3 em Placido de Castro e Feijé a distancia genética foi de 0,053, com
identidade de Nei estimada em 0,949, distantes 425 km. Para as populacbes 2 e 3
localizadas em Xapuri e Feijo, distantes cerca de 351 km, a distancia genética foi de 0,051
e identidade de Nei 0,951.

Nei (1978) apresenta uma classificagdo da distancia genética como baixa, no caso
de distancias menores que 0,05; média em distancias entre 0,05 e 0,15, e alta quando as
distancias forem maiores que 0,15. Para as populacfes em estudo, tem-se que quanto
menor a distancia geografica, menor a distancia genética, que € o caso entre as populacdes
1 e 2, considerada baixa. J& para as demais distancias entre populacdes, foram
consideradas médias, sendo também geograficamente mais distantes.

Os resultados de distancia genética de Nei foram confirmados pela analise de
coordenadas principais (PCoA), obtidas pela distancia euclidiana, considerando as trés
populagdes (Figura 4). Verificou-se que os dois primeiros eixos respondem por 47,4% da
variacao total, demostrando que estdo estruturadas geneticamente. Mesmo sendo possivel
visualizar a separacdo dos individuos em trés grupos, ou seja, as trés populaces,

indicando que de fato ocorre variagdo genética entre elas, existe uma maior similaridade
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entre as populacdes 1 e 2 pela aproximacao de individuos que compartilham alelos

comuns nessas duas populagdes.
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FIGURA 4. Anélise de coordenadas principais dos 96 individuos de Euterpe precatoria
Mart. de trés populacBes naturais no Estado do Acre, por meio dos marcadores
moleculares ISSR.

3.3 Estrutura Genética Espacial

As estimativas do coeficiente de coancestria dentro das classes de distancias
geograficas e entre pares de individuos sofreu variacdes relevantes de acordo com cada
populacdo estudada, e diferencas significativas (p>0,05) foram observadas para as trés
populacdes (Figura 5). Ressalta-se que coancestria sdo probabilidades, portanto, este

parametro variaentre O e 1.
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FIGURA 5. Correlograma para o coeficiente de coancestria para classes de distancia
entre os individuos de trés populacdes de Euterpe precatoria Mart., com intervalo de
confianca a 95% de probabilidade. A - Populagdo 1 (Pl&cido de Castro); B - Populagéo 2
(Xapuri); C - Populacéo 3 (Feijo).
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Os resultados do coeficiente de coancestria apontaram diferencas significativas
(p>0,05) com valores positivos e negativos entre os individuos para as trés populagdes,
independentemente da distancia geografica entre eles, sem estabelecer um padrdo de
distribuicdo na estrutura genética espacial.

Na Populacéo 1, obteve-se grande variacao no coeficiente de coancestria ao longo
das classes de distancias, sendo Oxy = 0,341 para os pares de individuos localizados na
primeira classe de distancia com até 32m, compartilham de alelos comuns com grau de
parentesco entre irmaos completos e entre pais e filhos. Apos essa classe, como aumentou
a distancia geografica houve um decréscimo no grau de parentesco, ocorrendo valores
préximos a zero ou negativos até a classe cinco com 288m de distancia. Porém, a maior
estimativa (Oxy = 0,787) foi observada na classe de nUmero oito, com 544m de distancia
entre os pares de plantas, sugerindo o cruzamento entre irméos de autofecundacao.

A Populacdo 2 também revelou grande a variacdo no coeficiente de coancestria,
mesmo com 0 aumento das classes de distancia geografica de até aproximadamente
1300m, contudo, foram observados os maiores picos (Oxy = 0,419 - ©Oxy = 0,660) para
os individuos presentes nas classes de distancias 5, 7, 8, 10, 13 e 14 (288 a 864m), sendo
esses valores proximos ao assumidos entre irmaos de autofecundacéo e autocoancestria
de individuos ndo endogamicos, indicando endogamia.

Para Populagéo 3 foram encontrados apenas valores de coeficiente de coancestria
positivos e, com os maiores valores ©xy = 0,351 e 0,350 nos pares de individuos presentes
nas classes de menor e maior distancia com 10 e 100m, respectivamente, indicando o
cruzamento entre irmdos completos e entre pais e filhos. O menor valor estimado foi para
classe de distancia com 80 m com ©xy = 0,052, proximo ao esperado entre primos de
primeiro grau.

A falta de um padrdo estabelecido, apresentando oscilacbes nos valores de
coancestria nas diferentes classes de distancias, independente da distancia geografica,
podem estar relacionados a diversos fatores, como ao préprio sistema reprodutivo da
espécie (alogamia). De acordo com Lima (2014), a reproducdo da mesma &,
predominantemente, por cruzamentos e que ocorreram cruzamentos entre individuos
parentes; os agentes de polinizacdo, que s&o principalmente insetos (besouros e abelhas)
e ocasionalmente pelo vento, podem levar os grdos de pdlen a maiores distancias,
inclusive polinizar varios individuos com o mesmo material genético. Outro fator é a
sindrome de dispersdo de suas sementes, sendo 0s animais, 0s principais vetores de

transporte das sementes, que também favorecem a dissemina¢do mais distante. Ou
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explicada também pela baixa divergéncia genética encontrada dentro das populacdes,
como ja discutido anteriormente.

Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com os retratados por Lima
(2014) para a mesma espécie Euterpe precatoria Mart em populagdes no Amazonas, por
meio dos marcadores microssatélites, na qual, observou que até 56 km os individuos
apresentaram grau de parentesco. Embora estejam destoantes dos verificados por Ramos
et al. (2018), em uma populagdo em floresta climax no Amazonas também com uso dos
marcadores microssatélites, que notaram baixos valores de coeficientes de coencestria,
variando de ©xy = 0.0161 para individuos na fase reprodutiva a ©xy = 0.0312 na fase de
plantulas.

A estrutura genética espacial em populacGes naturais € influenciada por diversos
fatores, mas na maioria dos casos, é decorrente de limitacdes na dispersdo de genes via
sementes e poélen, deriva genética e selecdo, que podem favorecer um ou diferentes
genotipos (MOURA et al., 2009; EPPERSON, 1992). Segundo Moraes, Kageyama e
Sebbenn (2005), a principal consequéncia da estruturacdo é o aumento da probabilidade
de ocorrer o cruzamento entre individuos parentes, causando endogamia na populacéo.
Ramos et al. (2018) justificam alguns niveis de endogamia pela polinizacdo aberta para
formacgédo de sementes.

Contudo, de acordo com Gongalves et al. (2010), para definir a escala espacial de
estudos e poder fazer dedugdes com relacdo a distribuicdo espacial dos gendtipos, sdo
necessarias informacdes importantes sobre a histdria de vida e mecanismos de dispersao

das espécies.
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4., CONCLUSOES

Os marcadores moleculares ISSR se mostram eficientes para avaliacdo da
diversidade genética de populacional de Euterpe precatoria Mart.;

Os indices de diversidade avaliados revelam niveis baixos de diversidade genética

para a espécie dentro das trés populacdes estudadas;

A divergéncia genotipica ocorre, principalmente, dentro das populacdes;

As populacdes 1 e 2 sdo mais proximas em relacdo a distancia genética Nei;

N&o h& um padrdo na estruturagdo da genética espacial dentro das populaces,
ocorrendo grande variagcdo dos coeficientes de coancestria, independente das
classes de distancias geograficas;

Os valores elevados dos coeficientes de coancestria encontrados nas trés

populacgdes indicam o cruzamento de individuos aparentados, o que também pode

explicar a baixa diversidade encontrada nas populagdes estudadas.
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CAPITULO I

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E BIOMETRICA DE ESTRUTURAS
REPRODUTIVAS E MORFOANATOMICA E HISTOQUIMICA DO
PROCESSO GERMINATIVO DE Euterpe precatoria Mart.

RESUMO

Os frutos de Euterpe precatoria Mart. tém sido explorados comercialmente para uso em
alimentos e bebidas, devido as suas propriedades medicinais e energéticas. Mas para
atender a demanda de forma sustentavel sdo necessarias mais pesquisas em relagdo a sua
propagacdo. Neste contexto, objetivou-se caracterizar as estruturas reprodutivas e
descrever temporalmente 0 processo germinativo de Euterpe precatoria Mart. (acai
solteiro). Para tal, foram utilizados frutos coletados no municipio de Placido de Castro no
Estado do Acre, Brasil. Para a biometria das estruturas reprodutivas utilizou-se um
paquimetro digital, considerando um total de 100 frutos e 100 sementes e 15 embrides
zigoticos. Ja para avaliar a evolucdo das carateristicas biométricas, morfologicas,
anatdmicas e histoquimicas do processo germinativo foram coletadas amostras em
diferentes periodos ap6s a semeadura: 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 dias. Verificou-
se que os frutos e sementes apresentam forma globosa, com diametros e comprimentos
médios de 11,51 e 10,27 mm e 11,83 e 10,01 mm respectivamente. Ja o0 embrido zigotico é
codnico com cerca de 1,5 mm de diametro e 3,5 mm de comprimento. A germinacdo das
sementes é classificada como criptocotiledonar, hipdgea e adjacente ligular e apenas aos
20 dias ap6s semeadura foram observadas plantulas (33,33%). Esse periodo foi marcado
histologicamente pela expansdo da ligula, inicio de diferenciagdo do segundo eofilo e
ruptura radicular completa. Histoquimicamente este estagio foi caracterizado pelo
consumo total das reservas proteicas e aumento dos grdos de amido. Para ocorréncia de
100% de germinag&o foram necessarios 60 dias. Diante dos resultados, conclui-se que 0s
propagulos sdo uniformes em termos biométricos e morfoldgicos. A germinacdo das
sementes da espécie estudada é lenta e desuniforme e apresenta como marcador
morfolégico de sucesso no processo germinativo a saida da regido proximal do embrido
do interior da semente por meio do levantamento do opérculo. Verifica-se que consumo
de reservas proteicas do embrido esta relacionado ao fornecimento de energia necessario
a protusdo radicular.

Palavras chave: Arecaceae; fisiologia da germinagdo; Floresta Amazonica; palmeira
acai; propagulos; morfogénese.
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1. INTRODUCAO

A floresta amazoénica possui uma ampla diversidade vegetal, destacando-se a
familia botanica Arecaceae pela variedade de espécies passiveis de usos, contribuindo
para a diversificacdo da producdo florestal ndo madeireira. Entre estas menciona-se o acai
que € nativo da regido amazonica da América do Sul. Ele é especialmente, importante
pela exploragdo comercial da polpa dos frutos para uso em alimentos e bebidas
(PACHECO-PALENCIA; DUNCAN; TALCOTT, 2009). No ano de 2017 a producdo de
frutos do acai foi de 219.885 toneladas, procedente principalmente do extrativismo
vegetal (IBGE, 2017).

Euterpe oleracea Mart. e Euterpe precatoria Mart. sdo as duas principais espécies
de acai que tém chamado a aten¢do da comunidade cientifica dadas as propriedades
medicinais atribuidas aos seus frutos (QUIROGA; GOMEZ; LARES, 2017). Desde a
década passada o acai e outras frutas ganharam o status de "superfruit", expressao referida
a frutos com alto poder energético, capacidade antioxidante, propriedades imunoldgicas
e antienvelhecimento, devido, principalmente as quantidades substanciais fitoquimicas
de polifendis, polissacarideos e fibras (PEIXOTO et al., 2016). Kang et al. (2012)
concluiram que as atividades antioxidantes da polpa dos frutos do E. precatoria Mart. é
superior a dos frutos do E. oleracea Mart.,, muito embora, tenha recebido
consideravelmente menos atencdo de pesquisadores do que a E. oleracea Mart. (CAREY
etal., 2015).

E. precatoria Mart., também conhecida popularmente como acai solteiro é uma
palmeira de haste Unica, pinada, que atinge alturas de até 20 m, com um diametro de 25
cm (KANG et al., 2012). E por ndo apresentar perfilhos, a reproducdo sexuada (via
sementes) € a Unica alternativa de propagacdo natural dessa espécie. Mas apesar da
importancia ecoldgica e econdmica das palmeiras amazonicas, a literatura € limitada em
diferentes aspectos, principalmente, no que se refere a biologia e morfologia de frutos,
sementes e propagacao, restringindo-se as pesquisas a um numero pequeno de espécies
de valor econémico (ARAUJO; LEITAO; MENDONCA, 2000; OROZCO-SEGOVIA et
al., 2003).

De acordo com Mendonca et al. (2008), para as palmeiras sdo necessarias mais
pesquisas em relacéo as estruturas reprodutivas, com contribuicdes para conservagdo dos
ecossistemas naturais amazonicos, além de dar subsidio a estudos taxondmicos e

fisiologicos. Desta maneira, 0s estudos a respeito da caracterizagdo morfologica e
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biométrica de frutos e sementes tornam-se necessarios, pois auxiliam na identificacdo
botanica das espécies e permitem sua diferenciacdo no mesmo género (CRUZ;
MARTINS; CARVALHO, 2001). Além disso, pode proporcionar detectar a variabilidade
genética dentro de populacbes de uma mesma espécie e suas relacbes com os fatores
ambientais e programas de melhoramento genético (GONCALVES et al., 2013). Estes
estudos também esclarecem o0s aspectos ecoldgicos envolvidos na germinagdo e no
estabelecimento das espécies vegetais (MATOS et al., 2014), como também podem
direcionar a escolha das estratégias de conservacao ex situ.

Além dos aspectos ja mencionados, pesquisas relacionadas a morfoanatomia e
histoquimica da germinacéo de sementes das espécies desse grupo de plantas também sdo
importantes, particularmente em E. precatoria Mart. por ndo perfilhar. Considerando-se
que para a maioria das palmeiras o processo germinativo ndo foi completamente descrito
e as estruturas de plantulas ndo foram identificadas, e do ponto de vista anatbmico pouco
se conhece (GENTIL; FERREIRA, 2005; OLIVEIRA; MENDONCA; ARAUJO, 2010).
Silva et al. (2014) e Lima et al. (2014) ressaltam sobre auséncia desse tipo estudo para
espécies recalcitrantes, como € o caso de E. precatoria Mart..

Nas palmeiras as estruturas embrionarias e germinacdo sdo bastante peculiares,
devido a posicdo interna do eixo embrionario, seu pequeno tamanho em relacdo as
sementes, e por existir muitos padrdes morfolégicos de embribes e plantulas. Esses e
outros fatores fazem com que 0s processos germinativos sO possam ser descritos
adequadamente por meio de uma associacao detalhada de caracteristicas morfoldgicas e
anatbmicas, para entdo definir indicadores morfoldgicos facilmente visiveis da
germinacdo (HENDERSON, 2006; RIBEIRO; OLIVEIRA; GARCIA, 2012).

Estudos histoquimicos também sdo incipientes entre as palmeiras, com um déficit
de literatura sobre a caracterizacdo das reservas de sementes (OLIVEIRA et al., 2013),
com pesquisas limitadas a poucas espécies como Phoenix dactylifera L. (DEMASON,
1988), E. edulis Mart. (PANZA et al., 2004) e Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. Ex Mart.
(MOURA; VENTRELLA; MOTOIKE, 2010).

Nesse contexto, salienta-se a importdncia da realizacdo de estudos
morfoanatbmicos de estruturas reprodutivas para melhor compreensdo do processo
germinativo e na interpretacdo de testes de germinacdo e de vigor (RODRIGUES;
MENDONCA; GENTIL, 2015), além de estudos histoquimicos dos principais
metabolitos de reservas, fundamentais ao processo germinativo de E. precatoria Mart.

Adicionalmente, sdo poucas as pesquisas sobre a caracterizagdo dos propagulos e
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a morfoanatomia da germinacéo de Euterpe precatoria Mart. Aguiar e Mendonca (2002)
e posteriormente Bernardes (2010) foram os pioneiros nesta temética para espécie,
constituindo estes trabalhos os mais importantes para espécie até entdo sobre o assunto,
muito embora tais estudos apresentem dados relativamente pouco aprofundados sobre
aspectos especificos do processo. O presente estudo, também traz a caracterizagdo
histoquimica do comportamento das principais reservas nutricionais durante o processo
germinativo, sendo assim inédito para o Euterpe precatoria Mart..

Neste contexto, os resultados alcancados neste trabalho, podem demonstrar
parametros importantes para a melhor compreensdo do processo germinativo das
palmeiras, em especial do género Euterpe. Além disso, pode fornecer informacdes para
futuros estudos de propagacéo, producgéo de mudas, identificagdo de plantulas no solo em
estudos de regeneracao natural, conservacdo e domesticacao da espécie estudada.

Com isso, esta pesquisa objetivou caracterizar a morfologia e biometria de estruturas
reprodutivas e descrever temporalmente os aspectos morfolégicos, anatdbmicos e
histoquimicos de embrides e plantulas durante as fases do processo germinativo, além de
propor caracteristicas morfoldgicas a serem utilizadas como indicadores de germinacao

de Euterpe precatoria Mart.
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2. MATERIAL E METODOS

Os frutos de Euterpe precatoria Mart. foram coletados de plantas matrizes adultas
no municipio de Placido de Castro, localizado no Estado do Acre, Brasil. Em seguida,
foram acondicionados em sacos plasticos e caixa de isopor e transportados para o
Laboratdrio de Cultura de Tecidos Il da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(EMPRAPA CENARGEN) em Brasilia-DF, onde foi conduzido todo experimento.

No laboratorio, os frutos foram lavados em agua corrente, colocados para secar a
sombra em bandejas plasticas por 24 horas e beneficiados manualmente com auxilio de
bisturi, retirando-se toda polpa. Em seguida, o teor de umidade das sementes foi
determinado pelo método da estufa a 105°C durante 24 horas, de acordo com as Regras
de Analises de Sementes (BRASIL, 2009), utilizando-se trés repeticdes de 10 sementes.

Para caraterizacdo biométrica dos frutos e sementes, foram selecionados de forma
aleatoria 100 frutos e 100 sementes e com auxilio de paquimetro digital foram realizadas
as medidas de didametro em sentido transversal e comprimento longitudinalmente. Os
dados mensurados para essas variaveis foram submetidos a analise estatistica descritiva
e distribuicdo de frequéncias em intervalos de classes, conforme Pontes et al. (2018),
utilizando-se o Office Excel (verséo 2010).

Para avaliar a evolucdo das carateristicas biométricas, morfolégicas, anatémicas e
histoquimicas dos embriGes zigdticos e do processo germinativo foram coletadas
amostras em diferentes periodos ap6s a semeadura: 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60
dias. Para isso, posteriormente a remoc¢do da polpa, em camara de fluxo laminar, as
sementes passaram por um processo de assepsia, onde as mesmas permaneceram imersas
por trés minutos em alcool etilico 70%, seguidos de 30 minutos em hipoclorito de sédio
(NaOCl) a 2,5% de concentracdo, acrescido de trés gotas de Tween 20 para cada 100 ml
de hipoclorito. Passados os 30 minutos, as sementes foram lavadas em &gua destilada e
autoclavada por trés vezes.

Na sequéncia, foram semeadas um total de 165 sementes (15 sementes por periodo
de avalicéo), utilizando-se caixas do tipo gerbox (11 x 11 x 3,5 cm) e vermiculita de
granulometria super fina como substrato, com 100% da capacidade de agua. As caixas
plasticas foram mantidas em camara de germinagédo tipo BOD (PERCIVAL, BOONE
IOWA 50036), com temperatura constante de 25 °C e fotoperiodo de 16 horas. O processo
de montagem e reposicdo de agua nos gerbox foi realizado dentro de cAmera de fluxo

laminar para evitar possiveis contaminagdes fangicas e/ou bacterianas.
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As descrigdes morfoldgicas e avaliagdes biométricas foram realizadas para cada
periodo preestabelecido com auxilio do software Leica Application Suite EZ por meio de
imagens obtidas via microscopio Leica DM 750. Na fase inicial da germinacéo (2 a 15 dias)
foram mensurados os seguintes parametros dos embrides zigoticos: comprimento total
(mm); diametro (mm) da divisdo entre as regiGes proximal e distal (distinguiveis por
diferencgas de coloracdo); diametro (mm) da &rea central da regido proximal e diametro
(mm) da éarea central da regido distal. Com avanco do processo germinativo, foram
consideradas as variaveis comprimento e diametro (mm) da ligula, da parte aérea
(primeiro e segundo catafilos), da raiz primaria (mm), da raiz adventicia e do haustério.
Para a realizacdo das medicdes supracitadas, 15 sementes foram avaliadas em cada
periodo preestabelecido. Para que fosse possivel realizar as medicbes e descricdes
morfoldgicas as sementes foram abertas longitudinalmente com ajuda de um torno de
bancada (morsa) e os embrides e plantulas foram retirados do endosperma com pingas.

Para a avaliacdo da germinacdo foi considerado o critério tecnoldgico (BRASIL,
2009), com a protusdo da raiz priméria e emisséo da ligula.

As avaliacBes anatdbmicas foram realizadas também para todos os periodos acima
citados, onde embrides zigdticos ou plantulas (cinco em cada periodo) foram submetidos as
etapas de fixacdao, desidratacdo e emblocamento conforme o seguinte protocolo: fixagdo em
solucdo de Karnovsky modificada (KARNOVSKY, 1965), composta por paraformaldeido
4%, glutaraldeido 2,5% e tampdo cacodilato de sddio 0,05 M (pH 7,2), por um periodo de
24 horas (sob vacuo durante a primeira hora), seguida de trés lavagens em solucdo de
cacodilato de sodio (0,05 M, pH 7,2), por um periodo de 1 hora cada (sob vacuo); logo apos,
desidratacdo em série alcodlica crescente (30%, 50%, 70% - 100%, 100%), por uma hora
cada (sob vacuo) e infiltracdo em historesina (Leica, Heidelberg, Alemanha), segundo as
especificagdes do fabricante. Posteriormente, cortes longitudinais e transversais (3-7 pm)
foram obtidos em micrétomo rotativo manual (Leica®, RM212RT), distendidos e aderidos
as laminas microscopicas em placa aquecida a 40 °C.

Para anélise histoquimica as sec¢@es obtidas a partir do material emblocado foram
coradas com Azul de Toluidina (0,5%) para caracterizagdo estrutural e identificacdo de
compostos fendlicos (O’BRIEN et al., 1964); Xylidine Ponceau — XP utilizado para
visualizacdo de proteinas (VIDAL, 1970); Periodic Acid Schiff — PAS (O’BRIEN;
MCCULLY, 1981) usado para identificar polissacarideos neutros; Lugol (JOHANSEN,
1940) para deteccdo de graos de amido e Sudan IV (PEARSE, 1972) para visualizagéo de

lipideos totais. A obtenc&o e analise de imagens foram realizadas via microscopio Leica DM
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750 e programa Leica Application Suite EZ.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagdo morfoldgica e biométrica de estruturas reprodutivas de Euterpe

precatoria Mart.

O fruto de E. precatoria Mart. é globoso, com varia¢do na coloracéo de acordo com
estagio de maturacdo, passando de verde quando imaturos para purpura-negra quando
maduros (Figura 1A; 1B). O fruto apresenta perianto e estigma persistentes mesmo apds
maturacao e dispersao de cor esbranquicada e marrom, respectivamente (Figura 1A; 1B).
Esse comportamento foi confirmado para outras palmeiras como Oenocarpus minor
Mart. (MENDONCA et al., 2008) e Syagrus coronata (Mart.) Becc (SANTOS-MOURA,

FIGURA 1. Caracterizacdo morfologica de frutos e diasporos de Euterpe precatoria
Mart. A: Frutos verdes. B: Fruto maduro; detalne do estigma (lateral). C: Corte
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longitudinal do fruto maduro com semente e embrido zigotico inserido perifericamente;
observar fibras mesocarpicas, endocarpo e as regides proximal e distal do embrido
zigotico. D: Semente com fibras mesocarpicas. E: Semente mostrando o endocarpo. F:
Corte longitudinal da semente. G: Tegumento com estrias endocarpicas (seta). H: Vista
frontal da semente; notar hilo, hafe e poro germinativo. I: Detalhe do poro germinativo
aberto. Abreviacoes: (ec) endocarpo, (end) endosperma, (et) estigma, (ex) exocarpo, (ez)
embrido zigdtico, (fm) fibras mesocarpicas, (h) hilo, (op) opérculo, (pg) poro
germinativo, (pr) perianto, (rd) regido distal, (rf) rafe, (rp) regido proximal e (tg)
tegumento. Barras: B-F = 2mm.

Quando o fruto é cortando longitudinalmente (Figura 1C) é simples a identificacédo
de trés camadas: 0 exocarpo, mesocarpo e endocarpo. O exocarpo conhecido comumente
como a casca do fruto, tem consisténcia lisa e auséncia de pilosidade, com variagOes de
cores ja mencionadas. O mesocarpo € constituido pela polpa, que é comestivel e de
coloracdo arroxeada e envolvida pelas fibras mesocéarpicas. Ja o endocarpo é uma camada
fina de cor verde, que recobre toda a semente e esta inserido imediatamente abaixo das
fibras mesocarpicas (Figura 1E).

Com relago as varidveis biométricas os frutos apresentaram dimensfes médias de
11,51 mm de diametro e 11,83 mm de comprimento (Tabela 1), e a maioria (42%) se
enquadram no intervalo de classe de didmetro de 11,22 -11,91 mm, e 41% no intervalo de
classe de comprimento de 11,54 - 12,18 mm, exibindo, deste modo, pouca variagao (Figura
2A; 2B). Valores similares para a mesma espécie sao relatados por Lorenzi et al. (2004)
quanto as dimensdes de diametro (1,0 - 1,3 cm), e por Bernardes (2010), com valores médios
de 13,7 mm de comprimento e 14,3 mm de diametro. Portanto, os resultados observados
neste estudo também estado de acordo com a maioria das palmeiras, pois para Tomlinson
(1990), os frutos desse grupo de plantas estdo incluidos no intervalo de classe de tamanho
de1,0-1,4cm.

TABELA 1. Estatistica descritiva da caracterizacdo biométrica de frutos e sementes de
Euterpe precatoria Mart., coletadas no Estado do Acre, Brasil

FRUTOS SEMENTES
Parametros Diametro Comprimento Diametro Comprimento

(mm) (mm) (mm) (mm)
Valor minimo 9,84 10,26 8,8 8,77
Valor maximo 13,29 13,46 11,43 11,8
Média 11,51 11,83 10,27 10,01
Mediana 11,38 11,90 10,40 10,07
Desvio padréo 0,64 0,63 0,57 0,52
Coeficiente de 5,55 5.29 5,52 516

variacdo (%)
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FIGURA 2. Frequéncias (%) em intervalos de classes do diametro de frutos (A),
comprimento de frutos (B), diametro de sementes (C) e comprimento de sementes de
Euterpe precatoria Mart. coletadas no Estado do Acre, Brasil.

O fruto apresenta uma Unica semente, que por sua vez, tem formato globular, de cor
marrom, que compreende a maior parte do fruto e é envolta por tegumento e endocarpo
coberto por fibras mesocéarpicas, apos a remocao da polpa (Figura 1D). O endosperma exibe
uma pequena cavidade periférica onde o embrido zigético se encaixa (Figura 1C, F).
Conforme observado na Figura 1, 0 endosperma € denso, rigido, homogéneo, esbranquicado
e brilhante, como previamente mencionado por Aguiar e Mendonca (2003). O tegumento
encontra-se aderido ao endosperma é delgado, amarronzado com estrias endocarpicas
amarelas (Figura 1G, H), similar ao observado por Mendonga et al. (2008), em
Oenocarpus minor Mart., no entanto, 0s autores se referem as estrias como cicatrizes
deixadas pelas fibras do endocarpo. Com a retirada do endocarpo é possivel observar
longitudinalmente no tegumento uma cicatriz que se refere a rafe, com o poro germinativo
em um dos extremos (regido do apice), e no outro extremo (regido basal) o hilo (Figura 1H).

As sementes mensuradas possuem dimensdes de diametro e comprimento minimas
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de 8,8 e 8,77 mm e maximas de 11,43 e 11,8 mm, respectivamente (Tabela 1). E cerca de
42 e 43% estdo incluidas nos intervalos de classes de 10,39 - 10,92 mm de didmetro e de
9,99 - 10,6 mm de comprimento, e assim como 0s frutos apresentaram baixas variagoes
biométricas (Figura 2C, D). Esses valores estdo proximos aos verificados por Aguiar e
Mendonca (2003) com diametro médio de 11,5 mm, porém, ligeiramente inferiores aos
reportados por Bernardes (2010) com valores médios de 12,1 mm de diametro e 12,4 mm
de comprimento. Contudo, mesmo se tratando da mesma espécie é comum a ocorréncia
dessas variagdes, pois tratam-se de sementes coletadas em diferentes locais e épocas, bem
como procedentes de outros materiais genéticos.

Poucas variacGes biométricas foram relatas por Rodrigues, Mendonca e Gentil
(2015) para a palmeira Bactris maraja Mart.. Os autores sugerem que sejam indicios que
as plantas matrizes nao apresentavam grandes variacfes genéticas. Esses mesmos autores
salientam ainda a importancia de informacgdes como valores de dimensdes maximas para
a selecdo de sementes com maior potencial germinativo. Silva et al. (2017) concluiram
que o tamanho das sementes influenciou na qualidade de mudas do Euterpe oleracea
Mart., onde as sementes de maiores dimensfes produziram mudas mais vigorosas, fato
que poderia relacionar também o tamanho das sementes com a escolha das alternativas
de propagacdo e de conservacao da espeécie.

O teor de umidade das sementes de E. precatoria Mart. foi de 33,0% apds a coleta e
beneficiamento dos frutos. Valor préximo (35,1%) para a mesma espécie foi obtido por
Bernardes (2010), e teores de umidades superiores foram verificados para o E. oleracea
Mart., com 43,4% de umidade inicial (NASCIMENTO; CICERO; NOVEMBRE, 2010).
Ja para E. edulis Mart. o teor de umidade ap0ds a coleta variou entre 46,2 e 48,8%, de
acordo com a época do ano (MARTINS et al., 2009). Para Umarani, Aadhavan e Faisal
(2015), sementes dispersas da planta matriz com alto contetdo de &gua é caracteristico
de espécie recalcitrante.

O embrido zigotico de E. precatoria Mart. é pequeno em relacdo ao volume total do
endosperma e adjacente ao poro germinativo, recoberto por uma estrutura denominada de
opérculo (Figura 11). E conico, mede cerca de 3,5 mm de comprimento e 1,5 mm de didmetro
e apresenta uma regido distal mais estreita, embebida no endosperma, que corresponde ao
haustorio e uma regido proximal (basal) mais larga, adjacente ao tegumento da semente,
onde localiza-se o eixo embrionéario (Figura 1C).

O embrido de E. precatoria Mart. é consideravelmente pequeno quando comparado
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ao de outras palmeiras, como Oenocarpus minor Mart. (cerca de 9 mm) (MENDONCA et
al., 2008). A regido proximal também é conhecida como peciolo cotiledonar por alguns
autores (GENTIL; FERREIRA, 2005; MAGALHAES et al., 2012; RIBEIRO, OLIVEIRA;
GARCIA, 2012; NEVES et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013). A regido distal,
especificamente, tem a funcdo de mobilizar reservas das sementes durante o processo
germinativo (RIBEIRO, OLIVEIRA; GARCIA, 2012; MAZZOTTINI-DOS-SANTOS;
RIBEIRO; OLIVEIRA, 2017).

A regido proximal e a distal podem ser distinguidas pela sua coloracdo, onde no
material fresco, imediatamente ap6s a remog¢do do embrido da semente, a por¢do com
coloracdo mais amarelada corresponde a regido proximal, a0 passo que a por¢do com
coloracdo variando entre bege a esbranquicada corresponde a regido distal (Figura 1C). Essa
distin¢do de ambas regides em fungéo da cor também tem sido relatada em outras palmeiras
(ARAUJO et al, 2000; MOURA; VENTRELLA; MOTOIKE, 2010; RIBEIRO;
OLIVEIRA; GARCIA, 2012; OLIVEIRA et al., 2013; SILVA et al., 2014; RODRIGUES;
MENDONCA; GENTIL, 2015; DIAS et al., 2018). Magalhaes et al. (2012), por outro
lado, ndo identificaram diferencas macroscdpicas entre essas duas regides em Butia capitata

Mart. (Becc.), as diferenciando somente com base em aspectos anatbmicos.

3.2 Caracterizacdo anatdmica e histoquimica de embrides zigéticos de Euterpe

precatoria Mart.

Conforme as analises anatdmicas, o embrido de E. precatoria Mart. é composto por
eixo embrionario e cotilédone. O eixo embrionario é formado por plimula (p6lo caulinar) e
eixo hipocotilo-radicula (pélo radicular). O eixo embrionario é ainda curvo, obliguamente

posicionado com relacdo ao eixo do cotilédone (Figura 3A).
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longitudinal do embrido zigoético (A1l-A6: secgdes transversais); B: Plumula. C: Detalhes
da ligula, fenda cotiledonar e cavidade cotiledonar. D: Detalhe da protoderme e
meristema fundamental. E: Detalhe do procdmbio (corte transversal); F: Idioblastos com
réfides. G: Compostos fenolicos. Abreviacdes: (cc) cavidade cotiledonar, (cf) composto
fendlico, (ee) eixo embrionario, (fc) fenda cotiledonar, (id) idioblasto, (inv) invaginacéo,
(i) ligula, (mf) meristema fundamental, (pc) procambio, (pf) primordio foliar, (pl)
plimula, (pmc) promeristema caulinar, (pmr) promeristema radicular e (pt) protoderme.
Barras = A: 500 pm; B: 200 um e C-G: 50 pum.

O posicionamento obliquo do eixo embrionario também é uma caracteristica de
outras palmeiras do mesmo género, como E. edulis Mart. (PANZA; LAINEZ;
MALDONADO, 2004), e de outros géneros, como Cocos nucifera L. (HACCIUS; PHILIP,
1979), Washingtonia filifera (Linden ex André) H. Wendl. (DEMASON, 1988b), O. minor
Mart. (OLIVEIRA; MENDONCA; ARAUJO, 2010), Butia capitata Mart. (Becc.)
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(MAGALHAES et al., 2012), Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.) (MOURA;
VENTRELLA; MOTOIKE, 2010; RIBEIRO OLIVEIRA; GARCIA, 2012), Mauritia
flexuosa L. f. (SILVA et al., 2014) e Bactris maraja Mart. (RODRIGUES; MENDONCA,
GENTIL, 2015).

Os primdrdios foliares, em numero de dois (catafilos) com protoderme definida e o
promeristema caulinar (composto por células pequenas, isodiamétricas, arranjadas
compactamente, com alta relacdo ndcleo citoplasma), formam a plimula (Figura 3A, B). A
plimula esta localizada na cavidade cotiledonar que é formada pela ligula. A ligula apresenta
a fenda cotiledonar, que cria uma abertura para 0 ambiente externo (Figura 3A3, A4, C),
semelhante ao relatado em Attalea vitrivir Zona (NEVES et al., 2013) e M. flexuosa L. f.
(SILVA et al., 2014). Essa cavidade € pressionada durante o processo germinativo,
permitindo a emergéncia da plumula (AGUIAR; MENDONCA, 2003).

O eixo hipocotilo-radicula ndo é totalmente diferenciado, uma vez que nao exibe
protoderme definida, como também mencionado nas palmeiras A. aculeata (Jacq.) Lood.
ex Mart. (RIBEIRO, OLIVEIRA; GARCIA, 2012), Syagrus inajai (Spruce) Becc.
(GENOVESE-MARCOMINI et al., 2013), A. vitrivir Zona (NEVES et al., 2013), M.
flexuosa L. f. (SILVA et al., 2014) e Bactris maraja Mart. (RODRIGUES; MENDONCA,;
GENTIL, 2015) e posiciona-se centralmente ao corpo do embrido (Figura 3A). Nas
proximidades do promeristema radicular verifica-se uma pequena elevagdo que marca o
local de saida raiz (Figura 3A) reportada inicialmente por Aguiar e Mendonca (2002). A
plimula e a regido hipocétilo-radicula exibem células do meristema fundamental e células
procambiais. No eixo embrionario, as células sdo menores e com arranjo mais compacto em
comparagdo com as demais células do embrido (Figura 3A).

O cotiledone é simples e, como visualizado na Figura 3A, exibe protoderme,
meristema fundamental e procdmbio totalmente diferenciados e facilmente distinguiveis por
meio dos formatos e posicdes de suas células. Durante o processo germinativo, o cotilédone
assume a funcéo de um 0Orgédo de absorcdo chamado de haustdrio (VIANA et al., 2016),
responsavel pela hidrélise de compostos de reservas do endosperma e sua mobilizag&o para
a emergéncia da plantula (VERDEIL; HOCHER, 2002; OLIVEIRA; MENDONCA;
ARAUJO, 2010; NEVES et al., 2013; MAZZOTTINI-DOS-SANTOS; RIBEIRO;
OLIVEIRA, 2017). A protoderme é unisseriada com células justapostas, variando de
quadrada a retangular, com nucleos evidentes (Figura 3A, D) e com leves invaginacdes na
extremidade distal (Figura 3A).

As células do meristema fundamental, localizadas na regido proximal, tendem a ser
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isodiamétricas e, da regido haustorial, exibem formatos mais variados. Além do mais,
exibem dimensdes maiores e vacuolos proeminentes nas regides central e distal que nas
regides periférica e proximal (Figura 3A). As células procambiais sdo estreitas, com ndcleos
evidentes, longitudinalmente alongadas e agrupadas em corddes (Figura 3A, E). Os cordbes
procambiais séo direcionados do né cotiledonar em direcao a regido proximal e em direcéo
a regido distal, onde tornam-se gradualmente mais periféricos e paralelos ao comprimento
do embrido (Figura 3A).

Adicionalmente, verificaram-se abundancia de idioblastos com rafides inclusas
(Figura 3F) e de compostos fendlicos (Figura 3G), sobretudo, na regido proximal, nas
vizinhancas do eixo embrionario (Figura 3A). Salienta-se que, a oxidacdo dos compostos
fendlicos ocorre quase que imediatamente apds o isolamento do embrido zig6tico do interior
da semente, conferindo coloracdo escura na regido proximal.

Conforme Oliveira, Mendonga e Araujo (2010), tais compostos, também observados
em O. minor Mart., provavelmente tém funcdo protetiva do eixo embrionario. Panza, Lainez
e Maldonado (2004) também relataram idioblastos e compostos fendlicos,
especificamente taninos, em E. edulis Mart.. J& Silva et al. (2014) associaram a
abundancia de metabdlitos secundarios em embrides zigoticos de M. flexuosa L. f. a um
mecanismo de adaptacdo a ambientes alagadicos, como mecanismo de defesa contra
herbivoros e patdgenos tipicos desse ambiente. Contudo, Zona (2004) salientam que a
funcdo mais provavel da ocorréncia de rafides em embriGes zigoticos de palmeiras,
embora ainda ndo comprovada experimentalmente, seria de depdsitos de célcio, oxalato
e/ou peroxido de hidrogénio. Ainda segundo esse autor, a presenca de réafides é uma
caracteristica comum em palmeiras. J& Veloso et al. (2016) associaram a abundancia de
compostos fendlicos em células de embrides zigoticos de M. flexuosa L. f. com uma
possivel atividade antioxidante, que pode estar relacionada a modulacdo do
comportamento recalcitrante.

Menciona-se que a literatura descritiva dos aspectos anatdmicos do embrido zigético
de E. precatoria Mart., até 0 momento, ¢ limitada ao trabalho de Aguiar e Mendonga (2003).
Ja em termos de histoquimicos, este é o primeiro trabalho sobre a espécie. As analises
histoquimicas revelaram a presenca de corpos proteicos, por reagdo positiva com Xylidine
Ponceau, com diferentes tamanhos e formatos ao longo de toda regido haustorial, sobretudo,
na sua periferia ao redor dos corddes procambiais (Figura 4A, B), e nas proximidades do
eixo embrionario (Figura 4C). Além de proteinas, graos de amido diminutos e em pequenas

guantidades também foram identificados na plimula e nas suas proximidades (Figura 4D,
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E) e na extremidade distal (Figura 4F), por meio dos corantes Periodic Acid Schiff e Lugol.
Além dos compostos de reserva mencionados, observaram-se corpos lipidicos ou
oleossomos, conforme reacao positiva com Sudan IV. Os corpos lipidicos exibiam formato

arredondado e tamanho inferior ao dos corpos proteicos (Figura 4G).
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FIGURA 4. Histoquimica de embrido zig6tico Euterpe precatoria Mart.. A: Corpos
proteicos em células do cotilédone, conforme reagédo positiva com Xylidine Ponceau. B:
Corpos proteicos em células adjacentes aos cordbes procambiais (seta). C: Corpos
proteicos visualizados nas proximidades da plumula (detalhe em quadrado lateral). D:
Grdos de amidos corados com Lugol em células da plumula e em células préximas a
plumula (seta). E: Polissacarideos corados com Periodic Acid Schiff em células proximas
a plumula (seta); provaveis graos de amido. F: Provaveis grdos de amido em células do
cotilédone — extremidade distal (seta). G: Corpos lipidicos em células do cotilédone
coradas com Sudan Ill. Abreviacdes: (cf) composto fendlico (cp) corpo proteico, (mf)
meristema fundamental, (pc) procambio e (pl) plumula. Barras = A, C: 200 um; B-F: 50
um e G: 20 um.

Conteldo proteico e lipidico abundante em embrides zigdticos é uma carateristica
comum a palmeiras de diferentes géneros (DEMASON, 1985; DEMASON, 1988a;
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PANZA; LAINEZ; MALDONADO, 2004; MOURA; VENTRELLA; MOTOIKE, 2010;
NAZARIO et al., 2013; SILVA et al., 2014; RODRIGUES; MENDONCA; GENTIL,
2015; MAZZOTTINI-DOS-SANTOS; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2017; CARDOSO, 2018;
DIAS et al., 2018) e ambos subsidiam o crescimento do embrido durante o processo
germinativo como reserva alimentar até a planta ter autonomia fotossintética. Uma
parcela considerdvel do contetdo proteico de sementes (endosperma e embrido zigotico),
de acordo com Copeland et al. (1999), é metabolicamente inativa e auxilia o
crescimento/desenvolvimento do embrido durante a germinacdo, funcionando como
reserva alimentar, ao passo que a outra parcela, considerada metabolicamente ativa, é
composta por enzimas catalisadoras dos processos metaboélicos de digestéo, translocacdo
e utilizacdo de reservas. Ja as gotas lipidicas ou oleossomos armazenam triacilglicerdis
que estdo relacionados com o fornecimento de energia e, provavelmente, na sinalizacdo
durante o processo de germinacdo (LAIBACH et al., 2015).

A presenca de gréos de amido em embrides zigoticos de palmeiras, geralmente,
ndo sdo comuns, com poucos relatos, como em E. edulis Mart. (PANZA; LAINEZ;
MALDONADO, 2004), B. capitata Mart. (OLIVEIRA et al., 2013; DIAS et al., 2018) e S.
oleracea Mart. Becc (CARDOSO, 2018) e, provavelmente, funcionam como fonte adicional
de energia. Conforme Oliveira et al. (2013), a presenca incomum de amido em embriGes
zigéticos de algumas palmeiras estd envolvida com o rapido processo germinativo
relacionado com a recalcitrancia.

O acumulo de reservas proteicas no interior de vacuolos, de acordo com Veloso et
al. (2016), merece atengdo no contexto do comportamento recalcitrante, comportamento
esse tipico de sementes do agai solteiro (E. precatoria Mart.). Nessa conjuntura, a presenca
de proteinas LEA positivamente relacionadas a preservacdo de membranas celulares
mediante protecdo contra estresse oxidativo (SHARMA et al., 2016) associado ao processo
de dessecacdo, nao pode ser descartada em células de embries de E. precatoria Mart., 0
que merece estudos futuros. Essas proteinas foram identificadas em embrides zigoticos de
E. edulis Mart. (PANZA et al., 2007), uma espécie recalcitrante.

3.3 Caracterizacdo morfoanatémica e histoquimica do processo germinativo de

Euterpe precatoria Mart.

Quanto ao processo germinativo, entre os 6 e 10 dias, 0os embrides exibiram um

leve intumescimento, com um discreto incremento nas suas dimensoes (Figura 6A, B).
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Entre os 10 e 15 dias, visualizou-se a emergéncia da porcdo proximal através do poro
germinativo com consequente abertura do opérculo circular (Figuras 11 e 5B; 5C).
Concomitantemente a projecéo da porcéo proximal externamente a semente, observou-se
a formacdo de uma linha entre esta e a regido distal do embrido inserida, dentro da
semente, que nesse trabalho é considerada a marcacgéo entre a regido proximal onde o eixo
embrionario esta posicionado e o peciolo cotiledonar (Figuras 5C e 10A). Essa marcagao
também foi notificada em W. filifera (Linden ex André) H. Wendel (DEMASON, 1988b).
Verificou-se também o intumescimento da porcdo proximal caracterizando o botédo
germinativo, conforme Figuras 5C e 10A (GENTIL; FERREIRA, 2005; OLIVEIRA;
MENDONCA; ARAUJO, 2010; BASKIN; BASKIN, 2014), que coincide com o aumento
do didmetro da porcdo central dessa regido (Figura 6B). Notou-se, ainda, em alguns
embribes o estufamento e arroxeamento do ponto de onde a raiz emerge, assim como 0

alongamento da regido distal do embrido (Figuras 5C e 10A).
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FIGURA 5. Prancha da evolugdo morfologica do processo germinativo de Euterpe
precatoria Mart. por 80 dias em vermiculita. A: Embrido zig6tico inserido
perifericamente dentro do endosperma. B: Levantamento do opérculo e exposicdo da
regido proximal aos 10 dias. C: Formagéao do botdo germinativo aos 15 dias; observar no
embrido lateral o arroxeamento do ponto de saida da raiz (retangulo) e linha limitrofe
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entre a regido proximal e o peciolo cotiledonar (seta). D, E: Protusdo da raiz e ligula aos
20 dias. F: Emisséo do primeiro catafilo aos 30 dias. G: Emisséo do segundo catafilo e
surgimento da raiz adventicia aos 40 dias. H: Desenvolvimento do segundo catafilo, do
haustorio e das raizes aos 60 dias. I: Heterogeneidade do processo germinativo aos 60
dias. J: Edfilo esverdeado aos 80 dias. AbreviacGes: (bg) botdo germinativo, (ct) catafilo,
(e) edfilo, (end) endosperma, (ez) embrido zigotico, (ha) haustorio, (op) opérculo, (li)
ligula, (pct) peciolo cotiledonar, (ra) raiz adventicia, (rp) raiz primaria e (rs) raiz
secundaria. Barras: H, I =10 mm, A-G, J = 2mm e B-D (embrides laterais) = 1Imm.

Os aspectos biométricos dos embrides ndo apresentaram diferencas importantes
entre o0 periodo de 2 a 15 dias apds semeadura das sementes em vermiculita, cujo
comprimento médio aumentou apenas 0,5 mm (Figura 6A). A mesma tendéncia foi
constada quanto ao didmetro das diferentes regides do embrido, com aumento medio de
0,4 mm para a divisdo da regido proximal e distal e regides central proximal e distal
(Figura 6B). Esses pequenos acréscimos estdo de acordo com o observado
morfologicamente neste periodo, sendo verificado apenas leve intumescimento, causado,

sobretudo pela absorcdo de agua.
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FIGURA 6. Comprimento (A) e diametro (B) médio (mm) de embries zigoticos de
Euterpe precatoria Mart. no periodo de 2 a 15 dias apds semeadura.

A partir do 20° dia, o botdo germinativo adquiriu coloragdo roxa bem evidente e
a partir dele verificou-se a saida da ligula e da raiz primaria (Figuras 5D, E e 11A, E).
Ainda a partir do 20° dia, observou-se a emergéncia do primeiro catafilo em alguns
poucos embrides, em posicdo contraria ao meristema radicular. Observou-se também
inicio da expansdo da regido haustorial (Figura 5E). A partir do 30° dia, além de um

discreto incremento nas dimensdes do haustério, verificou-se também o desenvolvimento
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do primeiro catafilo na maioria dos embrides (Figura 5F, 12A) e a formacéo de raizes
secundarias em alguns embrides (Figura 12A).

A partir dos 40 dias, notou-se o desenvolvimento mais pronunciado das raizes e
do primeiro catafilo (alongamento) e apontamento do segundo catafilo, envolvidos pela
ligula (Figura 5G). Além da formac&o de raizes secundarias, observou-se a formacéo de
raiz classificada como ‘“shoot-borne” ou adventicia (HENDERSON, 2006), com
espessura superior as demais raizes, porém com o comprimento inferior ao da raiz
principal (Figura 5G), supondo-se que sua principal funcédo seja a de sustentacdo. Raiz
adventicia com diametro superior ao da raiz principal também foi mencionado por Gentil
e Ferreira (2005) durante o processo germinativo de Astrocaryum aculeatum G. Meyer.
Aos 50 dias de avaliagdo, verificaram-se crescimento mais pronunciado do haustorio.
Notou-se também o engrossamento da raiz adventicia.

Os 60 dias foram marcados pelo desenvolvimento do segundo catafilo,
alongamento das raizes primarias, secundarias e adventicia e crescimento mais expressivo
do haustorio, que cresceu mais em comprimento que em didmetro e adquiriu um aspecto
esponjoso (Figura 5H). Concomitantemente ao crescimento do haustério observou-se o
consumo de reservas do endosperma e consequente reducao do seu volume (Figura 13A).
Os dois catafilos observados eram pontiagudos e rigidos (Figura 5H), como previamente
mencionado por Aguiar e Mendonga (2002).

Além do mais, verificou-se aos 60 dias que todos o0s eventos supracitados a partir
do 20° dia foram visualizados (Figura 51), o que evidencia a heterogeneidade/assicronia
do processo germinativo de E. precatoria Mart.. Essa heterogeneidade pode estar
associada a origem do lote de sementes, geralmente, formado a partir de mistura de
progénies (GENTIL; FERREIRA, 2005), ou ainda, devido a variacdo do grau de
maturacdo entre as sementes (OROZCO-SEGOVIA et al., 2003). Por volta dos 80 dias,
as plantulas apresentaram-se bem vigorosas, com e6filo esverdeado evidente (Figura 5J)
e sistema radicular bem desenvolvido.

Com relacéo as dimensdes das plantulas durante periodo de 20 a 60 dias ap0s
semeadura das sementes, foram observados acréscimos para todas as estruturas
analisadas, com aumentos mais expressivos para 0 comprimento das raizes primarias e
adventicias com 54,1 e 23,2 mm, e parte aérea de 19,8 mm, respectivamente (Figura 7A),
e didametro do haustério com 3,7 mm (Figura 7B). Essas observacgdes também coincidem

com o constato na morfologia e anatomia das plantulas neste periodo, com alongamento
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das regibes caulinar e radicular e aumento do volume do haustério para absorcéo das

reservas do endosperma.
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FIGURA 7. Comprimento (A) e didametro (B) médio (mm) de diferentes estruturas de
plantulas de Euterpe precatoria Mart. no periodo de 20 a 60 dias, apds a semeadura.

A germinagdo das sementes de E. precatoria Mart. é classificada como
criptocotiledonar, hipogea e adjacente ligular, a qual tem sido comum nos géneros da
subfamilia Arecoideae (PINHEIRO, 2001). Nessa categoria de germinagdo, segundo
Aguiar e Mendonga (2002), o peciolo cotiledonar cessa seu alongamento quando 0 eixo
embrionario emerge da semente fazendo com que a pléantula se desenvolva proxima a

mesma, ou seja, sem alongamento expressivo do peciolo cotiledonar. Por outro lado,
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Oliveira, Mendonga e Aradjo (2010) afirmam que, nessa categoria de germinacdo nao
ocorre o alongamento do peciolo cotiledonar. Uma estrutura chamada ligula é formada,
da qual a plimula se projeta (PINHEIRO, 2001; OLIVEIRA; MENDONCA; ARAUJO,
2010). A germinacdo de outras palmeiras como A. aculeatum G. Meyer (GENTIL;
FERREIRA, 2005), Oenocarpus minor Mart. (OLIVEIRA; MENDONCA; ARAUJO,
2010) e Mauritia flexuosa L. f. (SILVA et al., 2015) também € classificada como
adjacente ligular.

Esse tipo de germinacdo é tipico de ambientes Umidos, uma vez que, nesses
ambientes ndo ha a necessidade de enterramento do eixo embrionario mediante
alongamento do cotilédone para evitar dessecacdo, uma vez que, ndo representa uma
vantagem ecoldgica (PINHEIRO, 2001; OROZCO-SEGOVIA et al., 2003). Essas
observacdes corroboram com a distribuicdo geogréafica da palmeira em estudo, que ocorre
em ambientes de terra firme e de varzea, porém, sem inundagdo permanente (ROCHA,
2004; GALOTTA,; BOAVENTURA; LIMA, 2008).

Como foi considerado critério tecnolégico (BRASIL, 2009) para germinacdo de
E. precatoria Mart., com protrusdo da raiz e emissdo da ligula, apenas aos 20 dias apds
semeadura foi observado plantulas com essas duas estruturas (33,33%). Contudo, os
percentuais de germinagdo foram acrescidos de acordo com aumento dos dias apos
semeadura das sementes em vermiculita, mas maxima germinacdo (100%) s¢6 foi
verificada aos 60 dias (Figura 8), caracterizando assim, uma germinacdo relativamente

lenta e heterogénea.
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FIGURA 8. Percentual de germinacdo de sementes em funcdo dos dias ap6s semeadura
de Euterpe precatoria Mart. em vermiculita. Critério de germinacdo: emisséo de raiz e
ligula.
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Outros estudos com E. precatoria Mart. confirmam essa lenta germinacdo das
sementes como Lorenzi et al. (2004), que relatam ser necessarios entre 30 a 90 dias, e
Carvalho e Nascimento (2018), que observaram germinacdo entre 40 a 88 dias apds
cultivo. Os altimos autores sugerem a possibilidade de existéncia de algum mecanismo
de dorméncia que controla a germinacéo. Bernardes (2010) concluiu que a germinagéo
do E. precatoria Mart., é consideravelmente mais lenta e desuniforme que a do E.
oleracea Mart. e relaciona essa diferenga a maior resisténcia imposta pelo endosperma
do E. precatoria Mart., que € volumoso, homogéneo, sélido e duro (AGUIAR e
MENDONCA 2003). Segundo esses autores, as caracteristicas do endosperma podem
influenciar a absorc¢do de agua e substancias de reservas, o que reflete na necessidade de
maior tempo para germinacao.

Baskin e Baskin (2014) ao analisar uma revisao de informacdes sobre o tempo de
germinacdo em palmeiras realizada por Orozco-Segovia et al. (2003), sem especificacdo
da unidade de germinac&o, do critério para definir a germinacéo e o tempo de germinacao,
que incluiu 1281 registros publicados em 457 espécies, copilaram os seguintes dados: em
cerca de 10% das observacoes, as sementes germinaram em 30 dias, e para 0s outros 90%,
0 tempo de germinacdo variou entre 31 a 40 dias. De acordo com Baskin e Baskin (2014),
o fato da maioria delas necessitarem de mais de 30 dias para germinar e por apresentarem
embrides pouco desenvolvidos sdo indicativos de que a dorméncia morfoldgica é a mais
comum entre as palmeiras, o que certamente ndo ocorre com E. precatoria Mart.. Na
espécie em estudo, considerando o critério de germinacdo a protrusao da raiz primaria e
emissdo ligula (primeira estrutura da parte aérea da espécie), 0 processo germinativo se
inicia aos 20 dias em vermiculita (Figura 8).

Estudos morfoanatémicos e histoquimicos do processo germinativo de palmeiras
sd0 escassos apesar da significativa importancia ecologica e econémica da familia, da sua
diversidade e complexidade. Para a Euterpe precatoria Mart. limita-se a Aguiar e
Mendonga (2002), que investigaram somente aspectos histologicos, sem
acompanhamento da evolucdo morfoldgica do processo, o que foi realizado nesse
trabalho, como descrito abaixo.

Em termos anatdmicos, as analises realizadas aos 4 dias revelaram o inicio da
diferenciacéo dos dois catafilos caracterizado pelo aumento do volume celular (Figura
9C) e o surgimento do primeiro eofilo (Figura 9C, D). Ja a partir de 8 dias de cultivo,
observaram-se incremento no volume de células do meristema fundamental do eixo

hipocotilo-radicula, o que caracteriza principio de diferenciacdo do parénquima (Figura

80



9E) e inicio de divisGes mitoticas na extremidade distal do haustorio, com surgimento de
espacos intercelulares (Figura 9F, G) e de uma matriz polissacaridica entre algumas
células em divisdo (Figura 9F).

FIGURA 9. Aspectos anatdmicos e histoquimicos de embrides zigéticos de Euterpe
precatoria Mart. observados aos 4 (A-D) e 8 dias (E-J) de cultivo em vermiculita. A:
Embrido zigotico. B: Secgédo longitudinal de embrido zigotico. C: Plimula com dois
catafilos em desenvolvimento e surgimento do eofilo. D: Detalhe do eéfilo e
promeristema caulinar. E: Eixo hipocotilo-radicula com principio de diferenciacdo de
parénquima. F: Células da regido haustorial em divisdo celular; notar matriz
polissacaridica (quadrado lateral — reagdo com Periodic Acid Schiff, PAS). G: Células
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parenquimaticas haustoriais em diviséo celular; observar espagos intercelulares (quadrado).
H: Inicio de consumo de reservas proteicas nas proximadades da plumula, conforme corante
Xylidine Ponceau. I: Gréos de amido na plumula e suas vizinhagas corados com Lugol e
PAS (retangulo lateral). J: Grdos de amido corados com PAS em células parenquimaticas
do haustorio proximas a corddes procambiais. Abreviagoes: (ct) catafilo, (e) edfilo, (ha)
hastorio, (hr) eixo hipocotilo-radicula, (id) idioblasto, (li) ligula, (pa) parénquima, (pc)
procambio, (pl) plumula e (pmc) promeristema caulinar. Barras: A, B =500 pm; I: 200 pum;
C,F,H:100 ume D, G, J: 50 pm.

Em termos histoquimicos, verificou-se que a partir do quarto dia, houve leve
consumo de proteinas (corpos proteicos com dimensdes reduzidas) nas proximidades do
eixo embrionario e na regido central do haustério, conforme reacgdo positiva com Xylidine
Ponceau. Esse consumo gerou vacuolos contendo resquicios de proteina (Figura 91). Nos 8
primeiros dias, além de inicio de mobilizac&o de reservas proteicas, observou-se incremento
na quantidade de grdos de amido no eixo embrionario e suas proximidades (Figra 9J) e na
extremidade distal, sobretudo, nas vizinhangas dos cordfes procambiais (Figura 9J), de
acordo com Periodic Acid Schiff e Lugol.

J& aos 15 dias, 0s eventos anatdbmicos associados ao processo germinativo
tornaram-se mais pronunciados, tais como: i) catafilos e primeiro eéfilo mais definidos,
com tecidos vasculares em diferenciacéo (Figura 10C, D, E); ii) inicio de protusdo da raiz
principal com idioblastos alongados (Figura 10F) e da formacdo de raizes secundarias
oriundas do periciclo da raiz priméria (Figura 10G); protusédo radicular favorecida pelo
acumulo em uma camada adjacente de compostos fenolicos, caracterizando a capa da raiz
ou coifa (Figura 10F); iii) intensa divisdo celular nas células procambiais e diferenciacédo
de elementos de vaso (Figura 10H); iv) alongamento e diferenciacdo de células
parenquimaticas na regido proximal, caracterizadas pela presenca de vactolos
proeminentes; algumas delas em divisdo celular, além da marcacao do inicio do peciolo
cotiledonar (Figura 101) e, v) diferenciacdo de células parenquimaticas na regido

haustorial, células vacuoladas e alongadas (Figura 10B, J).
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FIGURA 10. Aspectos anatbmicos e histoquimicos de embrido zigético de Euterpe
precatoria Mart. observados aos 15 dias de cultivo em vermiculita. A: Embrido zigdtico
com regido proximal intumescida e haustorial alongada; observar marcagéo entre regido
proximal e inicio do peciolo cotiledonar. B: Seccdo longitudinal do embrido zigético

83



especificado na letra A; observar marcagdo anteriormente mencionada. C, D: Ligula,
catafilos e edfilo em expansdo; seccdo longitudinal e transversal, respetivamente. E:
Detalhe do primeiro e6filo. F: Emisséo de raiz; notar a capa radicular rica em compostos
fendlicos e idioblastos alongados. G: Raiz secundaria em formacdo. H: Diferenciacao
vascular na regido haustorial. I: Detalhe de células parenquimaticas na regido proximal.
J: Células do haustdrio desprovidas de conteudo proteico, de acordo com corante Xylidine
Ponceau. K: Haustorio com inimeros graos de amido corados com Lugol e Periodic Acid
Schiff, PAS (detalhe lateral). L: Graos de amido corados com Lugol na raiz. M: Grdos de
amido corados com PAS nos catafilos. Abreviages: (cr) capa da raiz, (ct) catafilo, (€) eofilo,
(ha) hastorio, (ev) elemento de vaso, (id) idioblasto, (li) ligula, (pa) parénquima, (pc)
procambio, (pmc) promeristema caulinar, (r) raiz primaria e (rs) raiz secundaria. Barras: A,
B, K=500um; C,D,F, G, 1=200 pmeE, H,J, L, M =50 pm.

Os eventos i e iv foram associados a emergéncia da porcéo proximal do embrido
através do poro germinativo e ao inicio da formacao do botdo germinativo (Figuras 5C e
10A), o evento ii foi associado a formacdo de uma protuberadncia arroxeada na
extremidade proximal (Figuras 5C e 10A), enquanto o evento v foi relacionado ao
alongamento da regido haustorial (Figuras 5C e 10A). Emergéncia precoce do sistema
radicular (evento ii) de embribes de E. precatoria Mart. corroboram com o relato de
Aguiar e Mendonca (2002).

A emergéncia da porgdo proximal através do poro germinativo é considerada por
varios autores indicativo do processo germinativo e esta associado ao alongamento do
peciolo cotiledonar (OLIVEIRA; MENDONGCA; ARAUJO, 2010; RIBEIRO, OLIVEIRA;
GARCIA, 2012; MAGALHAES et al., 2012; NEVES et al., 2013; NASCIMENTO E
SOUZA; RIBEIRO; MERCADANTE-SIMOES, 2017; VIANA et al., 2016; DIAS et al.,
2018).

Apesar da emergéncia da porcao proximal, o crescimento do peciolo cotiledonar
se manteve limitado, dada as caracteristicas tipicas da germinacdo adjacente ligular
(Figura 10A). A extrusdo do eixo embrionario de E. precatoria Mart. para fora da semente
aparenta ser consequéncia de uma agdo conjunta dos eventos anatdmicos ocorridos na
regido proximal (Figura 10B, 1), com aqueles ocorridos na regido do peciolo cotiledonar
e haustorial (Figura 10B). Salienta-se ainda, que na literatura ndo ha um consenso com
relacdo aos termos regido proximal e peciolo cotiledonar. Ribeiro, Oliveira e Garcia (2012)
e Magalh&es et al. (2012) dividem o peciolo cotiledonar de embrides de A. aculeata
(Jacg.) Lood. ex Mart. e B. capitata Mart., respectivamente, em regido proximal (onde o
eixo embrionario se encontra) e mediana (que se alonga). Por outro lado, Henderson
(2006) considera o termo peciolo cotiledonar como sinénimo de porcdo mediana do

cotilédone ou, ainda, como apocole ou hiperfilo e, de acordo com esse autor, tal regido é
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muito curta em palmeiras com germinacao adjacente. J& Tillich (2007) ndo concorda com
o termo peciolo e sugere como mais apropriado o termo apocole, o qual se aplicaria,
exclusivamente, para palmeiras com germinacgdo remota. Viji et al. (2015), assim como
Tillich (2007), chamam a por¢do proximal do embrido zigotico de bainha cotiledonar,
onde o eixo embrionario se encontra. Essa variabilidade de termos e tipos especificos de
germinagdo inerentes a familia Arecaceae, além dos diferentes comprimentos do
chamado peciolo cotiledonar entre as espécies, dificultam o estabelecimento de critérios
anatdmicos relacionados ao peciolo cotiledonar como indicativo do processo
germinativo. Nesse trabalho, com base nas analises anatdmicas, considera-se como
marcador morfoldgico da germinacdo a extrusdo da regido proximal e ndo do peciolo
cotiledonar (Figuras 5B, C e 10A). Essa regido, que emerge primeiro, é chamada por
alguns autores de botdo germinativo (GENTIL; FERREIRA, 2005; OLIVEIRA;
MENDONCA; ARAUJO, 2010; BASKIN; BASKIN, 2014).

Aos 15 dias, com o inicio da protusdo radicular, as reservas proteicas foram quase
que totalmente consumidas, o que resultou na vacuolizagdo celular (Figura 10J).
Concomitantemente ao consumo de proteinas, observou-se o surgimento de graos de amido
nas células parenquimaticas da regido distal (haustorio) (Figura 10K), na regido cortical e da
coifa da raiz primaria em formacdo (Figura 10L). Observou-se uma capa radicular
glicoproteica mediante reacdo positiva com Xylidine Ponceau e Periodic Acid Schiff.
Verificou-se também grdos de amido localizados nos catafilos subsidiando o seu
crescimento (Figura 10M).

O padréo de consumo proteico caracterizado pela formacéo de vactolos também
foi verificado durante o processo germinativo de P. dactylifera L. (DEMASON, 1985),
W. filifera (Linden ex André) H. Wendel (DEMASON, 1988b), B. capitata Mart. (DIAS
et al., 2018) e de espécies de outras familias botanicas, como Pinus taeda L. (STONE;
GIFFORD, 1997) e Olea europaea L. (ZIENKIEWICZ et al., 2011). Pés hidrolise
proteica, corpos proteicos vazios sdo fundidos, gerando, dessa forma, grandes vacuolos
(PERNOLLET, 1978). Os aminoéacidos que sao gerados podem ser utilizados como fonte
de energia e na biossintese (TAN-WILSON; WILSON, 2011), essenciais para o
desenvolvimento do eixo embrionario, considerado o maior sitio de biossintese de
proteinas da semente em processo germinativo (MUNTZ, 1996). O esgotamento das
reservas proteicas observado entre 10 e 15 dias coincide com a diferenciagdo vascular
(Figura 10H), o que certamente intensificou o processo de mobilizacdo, que até o 8° dia

foi limitado a uma leve floculacdo proteica nas laterais do eixo embrionario (Figura 9H)
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e, provavelmente, dependente do transporte célula a célula. O surgimento de graos de
amido na regido haustorial concomitantemente ao consumo de proteina e & protusdo da
raiz também foi notificado em P. dactylifera L. por DeMason (1985) e em B. capitata
Mart. (Becc) por Dias et al. (2018) e, provavelmente, marca o inicio de mobilizacdo de
reversas do endosperma para 0 embrido.

Os 20 dias foram marcados histologicamente pela expanséo da ligula que altera o
posicionamento do eixo embrionério com relacdo ao haustorio (Figura 11C, E, F), inicio
de diferenciacéo do segundo edfilo (Figura 11B, C) e ruptura radicular completa (Figuras
11B, E, F). Alguns embriBes exibiram também desenvolvimento mais pronunciado de
raizes secundérias (Figura 11D, F), algumas, inclusive, com coifa definida circundada por
compostos fendlicos (Figura 11F) e principio de raiz adventicia (Figura 11F). A ligula
exibia células vacuoladas com formatos variados, intercaladas por feixes vasculares em
diferenciacdo, além de idioblastos ricos em compostos fendlicos e rafides, os quais
também foram observados nos catafilos e na raiz primaria (Figura 11F). Visualizou-se
também conexao vascular (diferenciacdo de elementos de vaso) do eixo embrionario com
0 haustorio em desenvolvimento via peciolo cotiledonar (Figura 11F), o qual ndo
apresentou alongamento expressivo dadas as caracteristicas da germinacéo do tipo ligular
adjacente. Ja a regido do peciolo cotiledonar apresentava células alongadas e vacuoladas,
com nucleos pouco volumosos e laterais (Figura 11F).

Aos 20 dias, reservas proteicas foram completamente consumidas e graos de amido
conspicuos foram observados em células do peciolo cotiledonar (Figura 11G) e haustorio,
na raiz primaria (Figura 11H), na ligula e nos catafilos em desenvolvimento (Figura 111). O
acumulo de grdos de amido na regido haustorial aumentou conforme incremento das suas
dimensdes, que se tornou mais visivel, embora ainda discreto, a partir do 30° dia (Figura
121).

O acumulo de graos de amido na regido haustorial de palmeiras tem sido associado
a converséo de lipideos, provavelmente via ciclo de glioxilato, em sacarose (BORNMAN
et al., 2003; GRAHAM, 2008), que pode ser armazenada temporariamente como amido
e, entdo, transportado para o eixo embrionario em crescimento (ALANG et al., 1988;
SUGIMUMA; MURAKAMI, 1990; VUJI et al., 2015; MAZZOTTINI-DOS-SANTOS;
RIBEIRO; OLIVEIRA, 2017).
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FIGURA 11. Aspectos anatdmicos e histoquimicos de plantulas de Euterpe precatoria
Mart. observados aos 20 dias de cultivo em vermiculita. A: Plantula; notar raiz e ligula.
B: Seccdo longitudinal da plantula da letra A; expansdo da ligula, catafilos e eofilo e
emissdo da raiz primaria com idioblastos. C: Meristema apical com eofilo em
crescimento. D: Raiz secundaria em formacdo. E: Plantula com ligula e raiz
desenvolvidos. F: Sec¢édo longitudinal da plantula da letra D; notar expansao da ligula
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com feixes vasculares em diferenciacdo (seta), raiz primaria (detalhe na lateral), raiz
secundéria, inicio de raiz adventicia, diferenciacdo vascular no peciolo cotiledonar
(retangulos), idioblastos (cabecas de setas) e compostos fenolicos. G: Peciolo cotiledonar
com conspicuos grdos de amido corados com Periodic Acid Schiff. H: Grdos de amido
corados com Lugol nos primdrdios foliares e suas proximidades. I: Graos de amido na
plimula e suas vizinhagas corados com Lugol. Abreviac@es: (cr) capa da raiz, (ct) catafilo,
(e) eofilo, (ha) haustdrio, (li) ligula, (pc) procambio, (pct) peciolo cotiledonar, (pmc)
promeristema caulinar, (ra) raiz adventicia, (rp) raiz primaria e (rs) raiz secundéria. Barras:
A=2mm; E=1mm; B, D, F =500 pum; C =250 um; | = 200 pm e G, H =50 pm.

De acordo com Mazzottini-dos-Santos, Ribeiro e Oliveira (2017), o haustério tem
papel relevante na conversdo de compostos de reserva do endosperma em aculcares e 0
consequente transporte para o eixo embrionario. Em concordancia com esses autores, Dias
et al. (2018) associaram o incremento no crescimento de plantulas de B. capitata Mart.
(Becc) com a degradacdo de reservas lipidicas do endosperma concomitantemente ao
acumulo transiente de amido no haustorio. Segundo Gugimuma e Murakami (1990), essa
conversdo em acUcares esta relacionada as células epidérmicas e subepidérmicas do
haustdrio que sdo metabolicamente ativas.

Aos 30 dias de cultivo, foram observados os seguintes eventos: a abertura da ligula
e consequente exposicao do primeiro catafilo tubular e pontiagudo (Figuras 5F e 12A, C),
com evidente diferenciacédo de fibras associadas aos feixes vasculares, sobretudo no seu
apice (Figura 12C). De acordo com Robertson (1983), isso confere resisténcia mecéanica
e auxilia na sua saida por meio da fenda cotiledonar, bem como, na posterior penetracédo
no solo; desenvolvimento do primeiro e6filo com foliolos individualizados, com forma
pinada tipica (Figura 12B) e formacdo de raizes secundarias a partir do periciclo da raiz
primaria e desenvolvimento mais pronunciado da raiz adventicia, a partir de cordBes
vasculares do hipocotilo (Figura 12A, B, F), ambas com rafides e compostos fendlicos
na capa radicular. Notou-se também, expansdo mais visivel da regido haustorial (Figura
12A, H).

Aguiar e Mendonca (2002) optaram por classificar as raizes de E. precatoria
Mart., além da principal, como secundarias, uma vez que, segundo esses autores, tais
raizes foram visualizadas a partir do periciclo da raiz primaria. Contudo, nesse trabalho,
além das raizes secundarias, observou-se formacdo de raiz adventicia proveniente de
corddes vasculares do hipocotilo (Figura 12B, F), em concordancia com os relatos de
Henderson (2006). De acordo com esse ultimo autor, E. precatoria Mart. apresenta raiz
adventicia (“shoot-borne root”) que, posteriormente, assume a fun¢ao da raiz principal, a

qual é classificada como efémera.
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Os catafilos exibiam epiderme uniestratificada composta por celulas de tamanho
homogéneo e justapostas, com nucleos evidentes e formato variando entre quadrado a
retangular (Figura 12D, E), além de estdmatos (Figura 12E). O mesofilo foi caracterizado
por células com formato variando entre quadrangular a retangular, dispostas em fileiras
paralelas, algumas ricas em idioblastos com compostos fendlicos e rafides (Figura 12B,
D, E), os quais também foram observados na ligula (Figura 12B, C, D). Feixes vasculares
envoltos por uma bainha esclerenquimatica foram visualizados no mesofilo (Figura 12E).
O haustdrio exibia células vacuoladas, algumas em divisdo, espacos intercelulares
conspicuos e epiderme envolvida em alguns pontos por uma camada polissacaridica
(Figura 12J, K).

Aos 30 dias, verificou-se incremento significativo do nimero e volume de gréos de
amido no peciolo cotiledonar e no haustorio, principalmente, na sua epiderme e subepiderme
(Figura 12K), nos catafilos, inclusive, em células guardas dos estdmatos (Figura 12L, M),

na ligula e na coifa da raiz adventicia.
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FIGURA 12. Aspectos anatdmicos e histoquimicos de embrides zigoticos de Euterpe
precatoria Mart. observados aos 30 dias de cultivo em vermiculita. A: Plantula; notar
catafilo exposto. B: Seccdo longitudinal da plantula da letra A; observar foliolos em
crescimento e raiz adventicia. C: Extremidade distal do catafilo com fibras e compostos
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fenolicos. D: Ligulas e catafilos; observar fileira de compostos fenolicos. E: Catafilo com
fibras proximas aos feixes vasculares em diferenciacdo; notar estdmato (quadrado). F:
Raiz principal, secundéria e adventicia. G: Detalhe de raiz adventicia. H: Haustdrio com
camada polissacaridica lateral (seta) e células em diviséao (retangulo lateral). I: Células do
haustdrio com gréos de amido corados com Periodic Acid Schiff (PAS) e Lugol (retangulo
lateral); observar camada polissacaridica. J: Grdos de amido corados com Lugol nos
primérdios foliares e suas proximidades; detalhe lateral de estdmato com graos de amido
corados com PAS. K: Detalhe de células parenquimaticas do catafilo com gréos de amido
corados com PAS. AbreviacOes: (cr) capa da raiz, (ct) catafilo, (e) edfilo, (ep) epiderme,
(est) estbmato, (ev) elementos vasculares, (f) foliolo, (fi) fibra, (fv) feixe vascular, (ha)
haustorio, (id) idioblasto, (li) ligula, (pc) procambio, (pct) peciolo cotiledonar, (pmc)
promeristema caulinar, (ra) raiz adventicia, (rp) raiz primaria e (rs) raiz secundéria. Barras:
A=2mm; B, H, F=500 um; C, D, E, G, I,J=200 pum e K =50 pum.

Os 60 dias foram caracterizados pelo desenvolvimento mais significativo do
haustdrio, com consumo gradativo do endosperma e delimitacdo bem clara do peciolo
cotiledonar (Figuras 5H e 13A, B, E, I). O peciolo cotiledonar exibia células
parenquimaticas vacuoladas e com paredes aparentemente mais espessas ao longo de toda
sua extensdo, algumas delas alongadas, sistema vascular diferenciado (Figura 13A, B, C,
E) e inmeros compostos fendlicos. O tecido parenquimatico do haustorio apresentava trés
regiGes distintas: uma central com sinais de desorganizacdo, células maiores, vacuoladas,
com formatos irregulares e grandes espacgos intercelulares; uma camada epidérmica
formada por células com caracteristicas meristematicas (pequenas, com nucleos visiveis
e com citoplasmas densos) envolvida por uma matriz polissacaridica em algumas regides
e uma camada subepidérmica com células, em sua grande maioria, redondas e com

tamanho intermediéario (Figura 13B, D, J).
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FIGURA 13. Aspectos anatbmicos e histoquimicos do haustorio e segmento foliar de
plantula de Euterpe precatoria Mart. aos 60 dias de cultivo em vermiculita. A: Haustério.
B: Seccdo longitudinal do haustorio. C: Detalhe de feixe vascular da regido hasutorial. D:
Detalhe da regido periférica do haustorio (seta apontando matriz polissacaridica). E:
Peciolo cotiledonar. F: Segmento foliar. G: Seccdo transversal do segmento foliar. H:
Segmento foliar caracterizado por catafilos com feixes fibrovasculares. I: Peciolo
cotiledonar com graos de amido corados com Lugol e Periodic Acid Schiff (PAS). J: Regido
haustorial com gréos de amido corados com PAS e Lugol (detalhe lateral) (seta apontando
matriz polissacaridica). K: Eéfilo com grdos de amido corados com PAS; notar estbmato
(cabeca de seta) com graos de amido. Abreviages: (cf) composto fendlico, (ct) catafilo, (e)
edfilo, (ei) espacos interelulares, (ep) epiderme, (ev) elemento de vaso, (fi) fibra, (fv) feixe
vascular, (ha) haustdrio, (id) idioblasto e (pct) peciolo cotiledonar. Barras: A=2 mm; F=1
mm; B, E, G, I =500 pum; D, H, J=200 um e C, K =50 pum.
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Conforme DeMason (1984, 1988b), o incremento nas dimensdes do haustério de
embrides zigéticos de P. dactylifera L. e W. filifera (Linden ex André) H. Wendel,
respectivamente, foi relacionado ao aumento no volume de espacos intercelulares, assim
como constatado nesse trabalho. Ainda segundo DeMason (1988a), 0s espacos
intercelulares no interior do haustorio sdo preenchidos com ar, cuja provavel funcéo
consiste no fornecimento de oxigénio para a degradacdo do endosperma. Mais
recentemente, Dias et al. (2018) relataram que a formacéo de aerénquima e consequente
aumento da difusdo de oxigénio na regido do haustorio de B. capitata Mart. (Becc)
associado a outros fatores fisioldgicos induzem o estabelecimento de uma zona de
digestdo do endosperma e a translocacédo de reservas para a regido haustorial.

Quanto a camada epidérmica com caracteristicas meristematicas do haustorio,
DeMason (1988b) lista as suas possiveis funcbes, a saber: absor¢do das reservas do
endosperma (produtos da sua degradacdo), sinalizacdo e secrecdo de enzimas para o
endosperma e atuagdo como sitios primarios do metabolismo de lipideos no haustério. J& a
camada polissacaridica nas proximidades do haustério também foi notificada por Ribeiro,
Oliveira e Garcia (2012) durante a germinacéo in vitro de A. aculeata (Jacq.) Lood. ex Mart.
e, certamente, deve estar relacionada a mobilizacdo de reservas do endosperma ou ainda
secrecdo de enzimas, 0 que precisa ser futuramente investigado.

No haustério foi possivel notar também feixes vasculares mais proximos a
periferia e invaginac@es discretas (Figura 13B, D, J), assim como previamente descrito
por Aguiar e Mendonca (2002). O posicionamento dos feixes vasculares nas
proximidades do endosperma esta relacionado provavelmente ao papel de absorcédo do
haustério (DEMASON, 1984). Sugimuma e Murakami (1990) sugerem que 0
posicionamento dos feixes vasculares mais proximos das células epidérmicas, local de
acumulo de amido, favorece o transporte de amido via tecidos vasculares para a plantula
em crescimento até aquisicdo de autonomia fotossintética.

A ocorréncia de pequenas invaginacfes, por sua vez, € associada ao incremento
da area de contato entre o haustorio e o endosperma (ROBERTSON, 1983; DEMASON,
1985), facilitando, dessa forma, os processos de secrecado e absorgdo (DEMASON, 1985).
Vale salientar que, as invaginacOes observadas no haustério de E. precatoria Mart. sdo
mais discretas do que aquelas reportadas em outras palmeiras como Jubaeopsis caffra
Becc (ROBERTSON, 1983), C. nucifera L. (SUGIMUMA; MURAKAMI, 1990), A.
vivitir Zona (NEVES et al., 2013) e A. aculeata (Jacg.) Lood. ex Mart. (MOURA,
VENTRELLA; MOTOIKE, 2010; RIBEIRO, OLIVEIRA; GARCIA, 2012;
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MAZZOTTINI-DOS-SANTOS; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2017).

Conforme as analises de secc¢des longitudinais da parte aérea, os catafilos e edfilo
possuem feixes fibrovasculares (Figura 13G, H, K) intercalados por células
parenquimaticas circulares com espacos intercelulares (Figura 13G, H, K). O sistema
vascular é colateral, com feixes de maior calibre intercalados com feixes de menor calibre
e 0 mesofilo ndo apresenta distin¢do de parénquima paligadico e lacunoso.

Aos 60 dias, verificou-se uma alta concentracdo de grdos de amido na regido do
peciolo cotiledonar (Figura 131), na extremidade distal do haustorio proximo aos feixes
vasculares, na protoderme e subprotoderme haustorial (Figura 13J). Esse acumulo na
regido do peciolo cotiledonar esta relacionado provavelmente ao transporte de grdos de
amido em direc¢do a plantula em formacao. Alguns gréos de amido foram observados em
algumas células centrais do haustério (Figura 13J), no parénquima do segundo catafilo e
nos eofilos em formacdo (Figura 13K).

Em termos de eventos histoldgicos, 0 processo germinativo de E. precatoria Mart.
é relativamente mais lento do que o observado em outras palmeiras, como B. capitata
Mart. (Becc) (MAGALHAES et al., 2012), A. aculeata (Jacq.) Lood. ex Mart. (RIBEIRO,
OLIVEIRA; GARCIA, 2012) e M. flexuosa L. f. (SILVA et al., 2014). Ressalta-se,
contudo, que as analises do processo germinativo dessas duas primeiras foram realizadas
em condig&o in vitro, o que certamente modifica 0s parametros relacionados ao processo.
Por outro lado, os intervalos de tempo associados aos eventos histoldgicos marcadores do
processo germinativo sdo similares aqueles descritos por Oliveira et al. (2010), em O.
minor Mart.. Nesse contexto, além dos efeitos inerentes a propria espécie no
comportamento temporal dos eventos anatdmicos relacionados a germinacéo, os efeitos
dos aspectos relacionados a colheita das sementes, manipulacdo po6s colheita,
armazenamento e condi¢Oes experimentais ndo podem ser desconsiderados.

Eventos histoquimicos relacionados & mobilizagcdo de reservas semelhantes aos
supracitados também foram mencionados por Ribeiro, Oliveira e Garcia (2012) em A.
aculeata (Jacg.) Lood. ex Mart.e por Silva et al. (2014) em M. flexuosa L. f., porém, com
maior precocidade comparativamente a E. precatoria Mart.. Salienta-se que estudos de
mobilizacdo de reservas durante os estagios iniciais de desenvolvimento do eixo
embrionario durante o processo germinativo de palmeiras, apesar da relevancia, ainda séo
escassos na literatura, considerando sobretudo o alto nimero de espécies que compdem a
familia Arecaceae (cerca de 2600 espécies) (BAKER; DRANSFIELD, 2016).
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Observagdes morfoanatdmicas e histoquimicas realizadas nesta pesquisa, como
frutos com casca fina, germinacdo adjacente ligular, alto teor de umidade das sementes
(33%) quando dispersas da planta mée, presenca de compostos fenolicos, vactolos e
amido (fonte adicional de energia) em embrides zigoticos, como também menos corpos
proteicos na regido central do haustorio, sdo indicios importantes para caracterizacdo do

comportamento recalcitrante de E. precatoria Mart..
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4., CONCLUSOES

Poucas varia¢es biométricas e morfologicas sdo observadas nos frutos, sementes, e

embrides de E. precatoria Mart.;

A germinacdo das sementes de E. precatoria Mart. é lenta e desuniforme, sendo

necessarios entre 20 e 60 dias apds semeadura;

A saida da regido proximal do embrido do interior da semente por meio do
levantamento do opérculo é um indicativo morfolégico de sucesso no processo

germinativo de E. precatoria Mart.;

As observacdes aqui levantadas com relacdo as estruturas dos embrides zigoticos e
plantulas de E. precatoria Mart. corroboram com o mencionado para outras
palmeiras. Todavia, destacam-se algumas peculiaridades da espécie, como: presenca
de alta concentracdo de compostos fendlicos e de idioblastos previamente e durante
todo o processo germinativo; grdos de amido localizados no eixo embrionario e;

marcacao evidente do peciolo cotiledonar durante os estagios iniciais da germinacao;

Apesar do eixo hipocotilo-radicula dos embrides zigoticos de E. precatoria Mart. ser
anatomicamente menos diferenciado do que a plumula, isso ndo se constitui uma
limitacdo ao processo germinativo, uma vez que a emissdo radicular ocorre

previamente a projecdo da ligula e emissao dos catafilos;

O consumo de reservas proteicas do embrido esta relacionado ao fornecimento de

energia necessario a protusao radicular;
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CAPITULO 111

DESSECACAO E CONSERVACAO EX SITU DE SEMENTES DE Euterpe precatoria
Mart. - ARECACEAE

RESUMO

O Euterpe precatoria Mart. € uma espécie nativa da Floresta Amazodnica com
significativo potencial de uso. A utilizacdo racional dessa palmeira requer estudos de
varios aspectos relacionados a fisiologia de suas sementes, especialmente, por nédo
perfilhar. Diante do exposto, objetivou-se avaliar o efeito da dessecagédo e conservacgao
das sementes de acai solteiro na qualidade fisioldgica das sementes e embridess. Para
isso, frutos foram coletados de plantas matrizes no municipio de Placido de Castro, Estado
do Acre, Brasil. Para avaliar a tolerancia a dessecacdo das sementes, as mesmas foram
dessecadas artificialmente por sete periodos: 0, 24, 48, 96, 120, 168 e 216 horas. Para
conservacao, as sementes e embrides foram armazenadas em diferentes condicdes: 6, 25,
-20 e -196 °C (nitrogénio liquido). Foi também realizada a caracterizacdo morfoanatdmica
e histoquimica de embrides zigoticos oriundos de sementes dessecadas. As sementes de
E. precatoria manifestaram sensibilidade a dessecagdo, com valores criticos de
germinacao e vigor obtidos ao atingirem a umidade de 16,88%. Ja as umidades de 12,02
e 8,97% proporcionaram efeitos letais a germinacdo. Para o IVG os maiores valores foram
obtidos quando as sementes ndo foram dessecadas (28,41% de umidade), com valores
maximos de 2,8 para germinagdo convencional e 4,27 para germinagéo in vitro. Em nivel
anatdmico foram observados danos na plumula de embriGes com 8,97% de umidade e
embrides com 8,33% de umidade criopreservados. Portanto, conclui-se que as sementes
e embrides zigdticos de E. precatoria Mart. mostram-se sensiveis a dessecacdo e
nenhuma das temperaturas de conservacdo testadas € eficiente na manutencdo da
qualidade fisiologicas das sementes. Estes parametros confirmam o comportamento
recalcitrante desta espécie e indicam que outras técnicas necessitam sere desenvolvidas
para que se consiga a conservacao ex situ de germoplasma da espécie.

Palavras chave: Arecaceae; fisiologia de sementes; palmeira acai; recalcitrancia;
conservacao de sementes; teor de umidade.
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1. INTRODUCAO

A familia Arecaceae, na qual as palmeiras fazem parte, engloba parte do grupo
das monocotileddneas e é considerada uma das mais antigas familias de angiospermas no
mundo. Essa familia de plantas é uma das mais conhecidas e importantes pela diversidade
de espécies, em razdo da ocorréncia em diferentes habitats e por fazer parte da cultura e
da economia dos seres humanos. As palmeiras se destacam ainda pela variedade de usos,
como produtos, alimentos e paisagismo (MARTINS; FILGUEIRAS; ALBUQUERQUE,
2014; CHIDURUPPA; AHMAD; PANDIAN, 2018).

O género Euterpe se sobressai entre as palmeiras, pois concentra
aproximadamente 28 espécies com ocorréncia nas Américas Central e do Sul,
distribuindo-se por toda bacia Amazoénica (GALOTTA; BOAVENTURA, 2005). No
Brasil, as espécies mais conhecidas popularmente sdo Euterpe oleracea Mart., E. edulis
Mart. e E. precatoria Mart.. E. precatoria Mart. € uma palmeira nativa da regido
Amazodnica conhecida como acai-do-amazonas, agai-solitario ou solteiro, pelo fato de
apresentar um estipe solitario (AGUIAR; MENDONCA, 2003; BENTES-GAMA et al.,
2005; YAMAGUCHI et al., 2015; FREITAS et al., 2018), sendo a semente a Unica
maneira para propagacao natural da espécie.

O Euterpe precatoria Mart. € uma das espécies nativas amazoOnicas com
significativo potencial produtivo e econémico, dada a sua multiplicidade de usos, com
destaque para os frutos utilizados na alimentacdo humana, com crescente demanda no
mercado (GALOTTA; BOAVENTURA, 2005; PINTO, 2018). Seus frutos tém chamado
a atencdo da comunidade cientifica pelas propriedades medicinais, dentre as quais se
destacam acdes anticancerigenas, cardioprotetoras (QUIROGA; GOMEZ; LARES,
2017) e antioxidantes (MARTINOT; PERREIRA; SILVA, 2017). Um estudo realizado
com os frutos desta espécie em diferentes ecossistemas amazOnicos comprovou gue 0S
mesmos detém caracteristicas essenciais para a nutricdo humana, como fonte de energia,
fibra alimentar, antocianinas, minerais, particularmente, calcio e potassio, e os acidos
graxos oleico e linoleico (YUYAMA et al., 2011).

No entanto, mesmo com 0 aumento na demanda pelos frutos de E. precatoria
Mart., de acordo com Pinto (2018), existe uma série de fatores que dificulta a sua
producdo em escala comercial, entre 0s quais citam-se a rusticidade dos atuais sistemas
de producéo, as pequenas areas de cultivo, a sazonalidade e limitagcGes do processo de

extrativismo e a domesticacdo incipiente da espécie. Dentro dessa conjuntura, visando
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atender de forma sustentavel os programas de plantios, melhoramento e conservacgéo ex
situ da espécie sdo necessarios mais estudos para solucionar tais gargalos. Porém, apesar
da importancia ecoldgica e econdmica dessa espécie, a literatura ainda é limitada nos
diferentes aspectos, principalmente, no que se refere a sua propagacéo, sensibilidade a
dessecacdo e conservacao de suas sementes.

De fato, a utilizagéo racional de qualquer espécie exige o conhecimento de véarios
aspectos relacionados a fisiologia das sementes, como germinacdo e tolerdncia a
dessecacgdo. As informacdes sobre os teores de umidade critico e letal das sementes sdo
importantes para o planejamento e a execucao da secagem, defini¢do da tecnologia mais
adequada de armazenamento e produgdo de mudas (MARTINS; NAKAGAWA,; BOVI,
1999; NASCIMENTO; NOVEMBRE; CICERO, 2007; JOSE, ERASMO; COUTINHO,
2012).

Porém, é totalmente variavel entre as espécies a capacidade fisiologica das
sementes quanto a sensibilidade a dessecac¢do po6s-colheita (FONSECA; FREIRE, 2003).
Dentro de género e mesmo dentro da espécie essa sensibilidade pode variar, sendo
necessarios estudos especificos. Essa variacdo, em grande parte das espécies
recalcitrantes, pode estar associada a diminui¢éo do teor de umidade das sementes durante
a fase final do desenvolvimento, que é acompanhada por aumento da toleréncia a
dessecacdo (PAMMENTER; BERJAK, 1999). Para Félix et al. (2017), em palmeiras,
essa variacdo ocorre, principalmente, devido as diferentes condi¢Ges climéticas nos
ambientes de ocorréncia natural das espécies.

De acordo com Roberts (1973), as espécies que ndo toleram a dessecacdo das suas
sementes sdo chamadas de recalcitrantes. As sementes dessas espécies apresentam baixa
longevidade, por serem sensiveis a reducdo do teor de umidade inferior a 23%
(ANDREO; NAKAGAWA; BARBEDO, 2006) e, portanto, devido a rapida deterioracéo.
Esta condicéo de recalcitrancia das sementes requer cuidados adicionais de conservagao
da diversidade genética de espécies de plantas ex situ (WALTERS et al., 2013), pois o
armazenamento de sementes com altos teores de umidade e temperaturas acelera o
metabolismo causando uma rapida deterioracdo, ocasionando a germinacdo antecipada
ou aumentando a acdo dos microorganismos. Além do mais, se armazenadas a baixas
temperaturas pode haver a formacéo de cristais de gelo, causando a ruptura das paredes
celulares, com a perda da viabilidade. Por outro lado, dessecar as sementes até niveis
muito baixos de teores de umidade pode também levar a perda do poder germinativo,

antes mesmo de armazena-las. Assim, torna-se essencial conhecer o teor de umidade
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critico para cada espécie.

Além dos aspectos ja mencionados, estudos anatdmicos e histoquimicos durante
a secagem das sementes séo importantes para que se compreenda a perda da viabilidade
nas espécies recalcitrantes, promovendo conhecimentos sobre o que ocorre internamente
nos embrides e quais tipos de danos, regides e membranas estdo sendo afetadas e, por
consequéncia, o comportamento das reservas nutricionais. As respostas desses
questionamentos podem contribuir para escolha das tecnologias de secagem e
conservacdo mais adequadas ou entdo, para que se tenha melhor entendimento do
comportamento recalcitrante.

Estudos conduzidos durante os ultimos anos estabeleceram o comportamento
recalcitrante das sementes das espécies do género Euterpe, incluindo E. espiritosantensis
Mart. (MARTINS; NAKAGAWA; BOVI, 1999), E. edulis Mart. (REIS et al., 1999;
MARTINS et al., 2009) e E. oleracea Mart. (NASCIMENTO; SILVA 2005;
NASCIMENTO; NOVEMBRE; CICERO, 2007). Contudo com relacdo a E. precatoria
Mart. as pesquisas sdo ainda bastante limitadas e carecendo de informacdes quanto a
tolerancia a dessecacdo de suas sementes, teores criticos de umidade, tecnologia e
temperaturas mais apropriadas para conservacdo das sementes, como também os danos
ocasionados por essas técnicas.

Diante do exposto, este estudo levanta a hipo6tese, que, assim como as outras
espécies do género Euterpe acima mencionadas, as sementes de E. precatoria Mart. séo
sensiveis a dessecacdo e se enquadram na categoria de espécies recalcitrantes. Tendo
como objetivos avaliar o efeito da dessecacdo e conservacdo das sementes de E.
precatoria Mart. na qualidade fisioldgica e vigor de sementes e embrides de, bem como,

caracterizar 0s possiveis danos aos embrides zigoticos a nivel anatdmico e histoquimico.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local de coleta e beneficiamentos dos frutos

Foram coletados frutos de Euterpe precatoria Mart. de plantas matrizes adultas
de popula¢es naturais no municipio de Placido de Castro, localizado no Estado do Acre,
Brasil. Ap0s a coleta, o beneficiamento dos frutos ocorreu pela manutengdo em agua em
temperatura de aproximadamente 40 °C por cerca de 40 minutos, seguido da remogéo da
polpa em despolpadora mecénica. Em seguida, as sementes foram acondicionadas em
saco de rafe e caixa de isopor identificada e transportadas para o Laboratério de Cultura
de Tecidos Il da EMPRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN) em
Brasilia-DF, onde permaneceram em condi¢gBes de laboratorio até o momento de

realizacdo dos testes.

2.2 Efeito da dessecacdo na germinacdo convencional e in vitro

Para avaliar a tolerancia a dessecacdo das sementes, as mesmas foram dessecadas
artificialmente por sete periodos: 0, 24, 48, 96, 120, 168 e 216 horas. Para isso, as
sementes foram colocadas em placas de Petri (20 x 100 mm) acondicionadas dentro de
dessecadores de vidro, contendo silica gel e lacrados com plastico filme para evitar a troca
de umidade com o ambiente. Apds cada periodo de dessecacdo foram retiradas sementes
para avaliar o teor de umidade e germinacdo, que ocorreu de forma convencional via
sementes em papel germitest e via embrides isolados in vitro. O teor de umidade foi
determinado pelo método de estufa a 105+3 °C durante 24 horas, conforme as Regras para
Analise de Sementes-RAS (BRASIL, 2009), utilizando-se trés amostras de 10 sementes
por tratamento.

Para germinacdo, ap0s serem retiradas do dessecador, as sementes passaram por
um processo de assepsia, onde permaneceram imersas por trés minutos em alcool etilico
70%, seguidos de 30 minutos em hipoclorito de sodio (NaOCI) a 2,5% de concentracéo,
acrescido de trés gotas de Tween 20 para cada 100 ml de hipoclorito. Passados os 30
minutos, as sementes foram lavadas em agua destilada e autoclavada por trés vezes.

A germinacdo convencional via sementes foi conduzida em caixas plasticas tipo
gerbox, contendo como substrato papel germitest autoclavado, previamente umedecido

com agua destilada e autoclavada, na propor¢éo de 2,5 vezes o peso do papel. Em seguida
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as caixas plasticas foram acondicionadas em camara de germinacdo tipo BOD, com
temperatura constante de 25 °C e fotoperiodo de 16 horas.

Para germinacao in vitro dos embriGes zigoticos, apds assepsia das sementes, 0s
mesmos foram extraidos em camara de fluxo laminar, com auxilio de pingas, laminas de
bisturi e alicates. Imediatamente apds a extracdo, os embides foram inoculados em tubos
de ensaio com meio de cultura Y3, formulado por Eeuwens (1976), contendo Fe-EDTA,
vitaminas, 30 g.L™ de sacarose, 2,5 g.L ! de carvéo ativado e 2,2 g.L ™ de Phytagel. Apds
inoculacdo, os tubos selados com filme policloreto de polivinila (PVC) transparente e
com cerca de 10 ml de meio de cultura cada, foram armazenados em sala de crescimento
a temperatura de 25° + 2 °C, luminosidade de 100 um.m2.s* e fotoperiodo de 16 horas
onde permaneceram por todo periodo de avaliagéo.

Para ambas as formas de germinacdo foram realizadas observacdes sobre a
germinacdo a cada dois dias por um periodo de até 60 dias. Foram consideradas
germinadas as sementes e embrifes que apresentaram emissdo de sistema radicular e
expansdo da ligula.

As demais repostas das sementes e embrides zigoticos foram categorizadas em
cinco classes sendo: i) inviaveis - sementes ou embrides zigoticos indiferentes ao cultivo,
exceto pela ocorréncia de oxidacao na regido proximal para os embrides; ii) contaminados
- quando sementes e embrides zigoéticos apresentavam fungos e/ou bactérias; iii)
intumescidos - embrides zigoticos com regido distal (haustorio) intumescida, essa
variavel ndo foi considerada para germinacdo convencional via sementes; iv) emissao
apenas de sistema radicular; v) emissdo apenas de parte aérea e iv) plantula completa,
com sistema radicular e parte aérea perfeitamente formadas. Outra varidvel avaliada foi
o Indice de Velocidade de Germinacdo (IVG), obtido segundo a férmula proposta por
Maguire (1962), a partir do proprio teste de germinacdo, computando-se em dias o
namero de sementes germinadas.

Para avaliar a tolerdncia a dessecac¢do adotou-se um delineamento experimental
inteiramente casualizado, com trés repeticdes, cada uma formada por 10 sementes e 10
embrides zigéticos. Os dados obtidos foram avaliados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk e, uma vez atendido o pressuposto avaliado, foram submetidos a analise
variancia a 5% de significancia e ao teste de médias de Scott-Knott. A analise de regresséo
polinomial foi realizada apenas para as variaveis germinagdo e IVG, tanto para

germinacdo convencional quanto para germinagdo in vitro. Para a escolha do melhor
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modelo, foram adotados os critérios regressio significativa e R?. Para todas as analises

utilizou-se o software estatistico R.

2.3 Conservacao de sementes e criopreservacao de embrides zigoticos

Ap0s a coleta das sementes foram determinados o teor de umidade inicial (33%),
germinagdo e IVG, caracterizando assim o controle. Para andlise da conservacdo das
sementes foram entdo estabelecidos trés teores de umidade: 21, 17 e 12%. Para isso, as
sementes foram colocadas em dessecadores de vidro, contendo silica gel e lacrados com
plastico filme, com acompanhamento da umidade para os teores estabelecidos.

Posteriormente, parte das sementes foram utilizadas para avaliagéo da germinacgéo
e IVG antes do armazenamento, e as demais acondicionadas em embalagens trifoliadas
aluminizadas, fechadas em seladora elétrica, e entdo armazenadas em diferentes
temperaturas: 6, 25, -20 °C por 30 e 90 dias e -196 °C (nitrogénio liquido) por 30 dias.
Para 0 armazenamento a -196 °C as embalagens com as sementes foram colocadas em
cilindros de aluminio e acondicionadas em botijées com nitrogénio liquido.

Passado os periodos de armazenamento, as embalagens contendo as sementes de
todas as umidades estabelecidas foram retiradas das temperaturas de conservagédo, sendo
analisadas a qualidade fisioldgica e vigor das sementes. Em seguida as sementes foram
desinfestadas conforme a metodologia ja descrita (Item 2.2) e inoculadas em caixa
gerbox, contendo como substrato 35g de vermiculita (super fina) e umedecida com 120mi
de &gua destilada e autoclavada. Apenas para as sementes conservadas a -196 °C foram
extraidos os embribes zigdticos e inoculados em meio de cultura de MS, conforme
Murashige e Skoog (1962), complementado com Fe-EDTA, vitaminas, 30 g.L™? de
sacarose e 2,2 g.L! de Phytagel.

As sementes conservadas nas temperaturas de -20 e -196 °C foram descongeladas
em banho-maria a 40 °C por 15 minutos ap6s conservacao (LUIS, 2013), desinfestadas e
inoculadas, como previamente mencionado.

Foram realizadas as seguintes avaliacdes: determinacdo do teor de umidade,
germinacdo e IVG (conforme ja descrito anteriormente).

Para avaliar o efeito da conservacdo das sementes adotou-se delineamento
experimental inteiramente casualizado, com trés repeticbes de 10 sementes cada. Os

dados obtidos foram avaliados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e, uma
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vez atendido o pressuposto avaliado, foram submetidos a analise variancia a 5% de
significancia e ao teste de médias de Scott-Knott, com auxilio do software estatistico R.

Para criopreservagdo dos embribes zigoticos, sementes foram desinfestadas
conforme ja citado anteriormente e, em camara de fluxo laminar, os embrides foram
extraidos manualmente com auxilio de pincas, bisturis cirdrgicos e alicates dentarios.
Ap0s extracdo, os mesmos permaneceram na camara de fluxo laminar em placas de Petri
por 12 horas para secagem, até atingirem o teor de umidade de 8,33%. Em seguida, foram
acondicionados em criotubos e colocados em cilindros de aluminio, os quais foram
armazenados em botijées com nitrogénio liquido a -196 °C, onde permaneceram por 48
horas.

Ap0s as 48 horas, 0s embrides zigoticos foram descongelados dentro dos criotubos
em banho-maria a 40 °C por 90 segundos (LUIS; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2017),
transferidos para cdmara de fluxo laminar e inoculados em tubos de ensaio com meio de
cultura Y3 (EEUWENS, 1976), contendo Fe-EDTA, vitaminas, 30 g.L ™ de sacarose, 2,5
g.L? de carvdo ativado e 2,2 g.L ! de Phytagel. Apo6s inoculagdo os tubos foram
armazenados em sala de crescimento a temperatura de 25° + 2 °C, luminosidade de 100
um.m. s e fotoperiodo de 16 horas, onde permaneceram por 60 dias para avaliagio da

germinacao.

2.4 Caracterizacdo morfoanatdmica e histoquimica de embrides zigoticos

Para as analises anatdmicas, embrides zig6ticos com umidade 8,97% ap6s 60 dias
in vitro, com umidades de 33%, 17% e 12% ap06s 60 dias, e com umidade de 8,33% ap0ds
90 dias in vitro, foram submetidos as etapas de fixacdo, desidratacdo e emblocamento,
conforme o seguinte protocolo: fixacdo em solucdo de Karnovsky modificada
(KARNOVSKY, 1965), composta por paraformaldeido 4%, glutaraldeido 2,5% e tampéo
cacodilato de sodio 0,05 M (pH 7,2), por um periodo de 24 horas (sob vacuo durante a
primeira hora), seguida de trés lavagens em solugdo de cacodilato de sédio (0,05 M, pH 7,2),
por um periodo de 1 hora cada (sob vacuo); logo apos, desidratacdo em série alcodlica
crescente (30%, 50%, 70% - 100%, 100%) por uma hora cada (sob vacuo) e infiltracdo em
historesina (Leica, Heidelberg, Alemanha), segundo as especificacdes do fabricante.
Posteriormente, cortes longitudinais e transversais (3-7 um) foram obtidos em micrétomo
rotativo manual (Leica®, RM212RT), distendidos e aderidos as laminas microscopicas em

placa aquecida a 40 °C.
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As secces obtidas foram coradas com Azul de Toluidina (0,5%) para caracterizacao
estrutural ¢ identificagdo de compostos fendlicos (O’BRIEN et al., 1964). As seccOes
obtidas a partir do material emblocado também foram submetidas aos seguintes testes
histoquimicos: Xylidine Ponceau — XP utilizado para visualizacdo de proteinas (VIDAL,
1970); Periodic Acid Schiff — PAS (O’BRIEN; MCCULLY, 1981) usado para identificar
polissacarideos neutros; Lugol (JOHANSEN, 1940) para deteccdo de grdos de amido e
Sudan 1V (PEARSE, 1972) para visualizacdo de lipideos totais. A obtencéo e anélise de
imagens foram realizadas via microscopio Leica DM 750 e programa Leica Application
Suite EZ.

112



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Tolerancia a dessecacédo de sementes

A metodologia para secagem das sementes de Euterpe precatoria Mart. foi ser
considerada eficiente, com diminuigéo progressiva do teor de umidade em decorréncia do
aumento do tempo de exposicdo a silica gel (Figura 1). Dessa forma, foi possivel avaliar
o efeito da dessecacdo das sementes com relacdo a qualidade fisioldgica, vigor e danos

celulares.

30 28,41%
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20
16,88%

15

10 97%

Teor de umidade (%0)

0 24 48 96 120 168 216

Tempo de dessecacdo (horas)

FIGURA 1. Percentuais de umidade em funcdo do tempo dessecacdo em horas de
sementes de Euterpe precatoria Mart. expostas a silica gel.

Os resultados relacionados ao Indice de Velocidade de Germinagdo (IVG) e
percentual de germinacdo convencional (semente) e in vitro (embrido zigético) da
palmeira E. precatoria Mart. em fungdo dos teores de umidade obtidos pela dessecagdo
artificial das sementes foram estatisticamente significativos (p<0,05). Conforme o teste
de médias de Scott-Knott, quando se utiliza a germinagdo convencional, o percentual de
germinacdo e IVG sdo superiores e iguais entre si nos quatro primeiros tratamentos, os
quais correspondem as sementes com 0s maiores teores de umidades. Esses resultados
sdo semelhantes quando foi realizada a germinacdo in vitro com uso do embrido zigotico
(Tabela 1).
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TABELA 1. Comportamento de sementes e embrides zigoticos de Euterpe precatoria

Mart. em virtude da dessecacao artificial de sementes

Teor de umidade das sementes (%)

Variaveis 2841 2501 21,36 1852 1688 1202 897 Erro  CV
— - Padrao (%)
Germinacdo convencional (sementes)
Germinacao (%) 83,33a 93,33a 8333a 76,67a 30,0b 0,0c 00c 8,99 30,04
indice de
velocidade de 2,80 a 2,60 a 2,66 a 2,03a 0,83b 0,0b 0,0b 0,28 39,54
germinacéo (IVG)
Inviaveis (%) 16,67b 6,67b 13,33b 16,67b 13,33b 100,0a 100,0a 8,60 68,61
'(%z;*”as parteadrea 5495 00b  00b  00b  667a 00b 00b 066 22913
Apenas sistema 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
radicular (%)
Contaminacdo % 0,0c 0,0c 0,0c 0,0c 100b  100,0a 100,0a 9,93 0,0
Germinacao in vitro (embribes zigoticos)

Germinacao (%) 60,0a 63,33a 46,67a 36,67a 200b 16,67b 0,0b 5,84 50,22
indice de
velocidade de 4,27a 4,27a 3,30a 2,43a 1,50b 1,11b 0,0b 0,39 46,55
germinacéo (IVG)
Inviaveis (%) 0,0b 3,33b 10,0b 13,33b 16,67b 16,67b 96,67a 7,13 43,6
'(AO/‘;;&”&S parteacred 16 67ns  6,67ns  16,67ns  23,33ns  23.33ns  2333ns  00ns 2,63 63,64
Apenas sistema 333ns 100ns 3533ns 00ns 333ns 333ns 00ns 126 17321
radicular (%)
Apenas
intumescimentodo  16,67ns 16,67ns 16,67ns 16,67ns 20,0ns 20,0ns 0,0ns 2,72 83,5
haustorio (%)
Contaminagéo % 3,33ns  0,0ns 0,0ns 3,33ns 16,67ns 20,0ns 3;]:13 2,42 142,68

Médias seguidas de letras iguais na linha ndo difererem estatisticamente a (p<0,05) de significancia.
ns = ndo signicativo.

Os resultados apresentados na Tabela 1 demonstram que 0s percentuais de
germinacéo e valores IVG foram estatisticamente iguais entre os teores de umidades de
28,41 a 18,52. Mas observa-se que 0s maiores percentuais de germinacdo ocorreram
qguando as sementes se encontravam com 25,01% de umidade, 93,33% na germinacéo
convencional e 63,33% na germinacao in vitro. Contudo, esses valores foram reduzidos
a medida que sementes foram dessecadas por intervalos de tempo maiores. Quando
atingiu o teor de umidade de 16,88%, 0s percentuais cairam para apenas 30,0% na
germinacdo convencional e 20,0% na germinagdo in vitro. Entre os limites de 12,02 a
8,97% de umidade a germinac&o foi praticamente, nula.

Em estudo recente desenvolvido por Costa et al. (2018), com a mesma espécie
estudada e em relacdo a tolerancia a dessecacdo de sementes, constatou-se que 0

percentual de germinagdo foi considerado alto, independentemente da secagem, com
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valor minimo de 69% em sementes com 11% de umidade. Segundo os autores, ndo foram
encontrados valores criticos ou letais. Essas diferencgas nas respostas podem ser atribuidas
a uma série de fatores que podem determinar a sensibilidade e padrdo de toleréncia a
dessecacgdo de sementes, mesmo dentro da mesma espécie, como, por exemplo, local de
origem, época do ano de producdo dos frutos, método de secagem utilizado, ou até mesmo
as carateristicas dos lotes de sementes. No entanto, mesmo com as possiveis justificativas
quanto a tolerancia a dessecacdo entre os dois estudos com E. precatoria Mart. é
necessaria cautela em qualquer comparacéo, visto que, na literatura ndo foi encontrado
outros trabalhos que confirmem um ou outro comportamento.

De maneira geral, sementes de E. precatoria Mart. manifestaram-se sensiveis a
dessecacdo, com valores criticos de germinacao e vigor com 16,88% e letais de 12,02 de
umidade. Segundo Martins et al. (2009), conhecer o0s teores critico e letal de umidade
das sementes de uma determinada espécie € importante para o planejamento e execugédo
da secagem, armazenamento e conservagao.

A existéncia de uma faixa e ndo de um valor Unico para os teores criticos e letais
de umidade, pode ser atribuida as sensibilidades diferenciadas na tolerancia a perda de
agua observada dentro de uma mesma espécie, de acordo com o habitat de origem e a
diversidade genética (MARTINS; BOVI; NAKAGAWA, 2007).

Em pesquisas conduzidas com outras espécies de palmeiras do género Euterpe,
alguns autores verificaram resultados semelhantes aos observados neste estudo ao
analisarem os efeitos da secagem das sementes. Alguns desses autores, inclusive,
enfatizaram o comportamento recalcitrante de sementes, por exemplo, de Euterpe
espiritosantensis Fernandes, popularmente conhecido como palmito-vermelho. Segundo
analises, a secagem parcial reduziu os percentuais de germinacao, vigor e a longevidade
das sementes e, abaixo de 15,8% de umidade, obteve-se a total perda de viabilidade das
sementes (MARTINS; NAKAGAWA; BOVI, 1999; MARTINS; BOVI; NAKAGAWA,
2007).

Para E. oleracea Mart. foi observado que a diminuicao abaixo de 30,3% umidade
ocasionou gqueda na germinacdo e vigor das sementes e ao atingirem 15,1% umidade, o
desempenho fisiologico foi totalmente anulado (NASCIMENTO; SILVA 2005;
NASCIMENTO; NOVEMBRE; CICERO, 2007). Com relacdo ao E. edulis Mart., os
autores ressaltam que o processo germinativo e vigor das sementes sdo afetados de

maneira negativa a medida que as sementes sdo dessecadas, sendo que com 20% ou
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menos de umidade os prejuizos nessas variaveis sdo drasticos (REIS et al., 1999;
MARTINS et al., 2009).

Almeida et al. (2018) observaram que as sementes da palmeira Mauritia flexuosa
L.f., conhecida comumente como buriti, também se mostraram sensiveis a dessecacao,
com maior percentual de germinacdo (91%) obtido no momento da colheita quando as
sementes apresentavam um teor de agua de 51%, e diminui¢&o da viabilidade de acordo
com a perda de umidade das sementes. Contudo, nem todas as espécies de palmeiras
possuem sensibilidade a dessecacdo tdo acentuada. Dias et al. (2015), ao estudarem a
tolerancia a dessecacdo de sementes da palmeira Butia capitata (Mart.) Becc., concluiram
que a desidratacdo para umidade de 10 e 5% né&o afetou a viabilidade e vigor das sementes,
com resultados negativos observado apenas quando elas foram desidratadas a um teor de
3,5% de umidade. Este comportamento foi também verificado por Saleh, Luis e
Scherwinski-Pereira (2017) para o babacu (Attalea speciosa Mart.), onde a dessecacédo
das sementes abaixo de 5% de umidade ndo comprometeu a qualidade fisioldgica das
mesmas.

Para o parametro vigor das sementes dessecadas, avaliado por meio do indice de
Velocidade de Germinacdo (IVG), também foi observado decréscimo em funcdo do
aumento da dessecacdo, ou seja, da reducdo da umidade (Tabela 1). Para essa variavel,
foram observados os maiores valores quando as sementes ndo foram dessecadas, com teor
de 28,41% de umidade, com valores maximos de IVG de 2,8 para germinacdo
convencional e 4,27 para germinacao in vitro.

Considerando o fato da germinacdo in vitro ter ocorrido de forma mais réapida
quando comparada a germinagdo convencional, possivelmente, pode ndo estar associado
apenas ao vigor. Isso pode ser explicado pelo embrido estar diretamente em contato com
meio de cultura, o que facilita a absorcdo de 4gua de maneira mais acelerada, enquanto
que a semente tem o tegumento e endosperma espesso, que pode ser responsavel pela
maior demora em absorver agua, retardando assim a germinacao. Talvez, esse teste de
vigor ndo seja 0 mais indicado para esse tipo de situacdo, pois de acordo com Santana e
Ranal (2004), o IVG é adequado para comparagdes apenas quando as amostras ou
tratamentos possuem o mesmo numero de sementes germinadas, que nédo é o caso.

E natural que ndo seja encontrado valores muito elevados de IVG para essa
palmeira, considerando que a germinacdo das sementes é lenta e desuniforme,
provavelmente, pela dificuldade imposta pelo endosperma na absorcdo de &gua e

substancias de reservas, que de acordo com Aguiar e Mendonga (2003) o endosperma é
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volumoso, homogéneo, solido, duro. Bernardes (2010) salienta que as caracteristicas
morfoanatdmicas do endosperma das sementes de E. oleracea Mart. e E. precatoria Mart.
sdo diferentes, sendo que desta Gltima, o endosperma é mais resistente, fato que pode
influenciar na necessidade de mais tempo para completar o processo germinativo dessa
especie e refletir na menor velocidade e uniformidade na germinacao quando comparada
a E. oleracea Mart. Carvalho e Nascimento (2018) compartilham da mesma opinido que
as sementes de E. precatoria Mart. exibem germinacédo, consideravelmente, mais lenta
que as sementes de E. oleracea Mart.. Tais autores sugerem a possibilidade da existéncia
de algum mecanismo de dorméncia que controla a germinacao. Contudo, até 0 momento,
nada foi publicado a respeito dessa possibilidade.

Na andlise de regressdo polinomial, houve ajustes significativos para o modelo
linear tanto para o percentual de germinagdo convencional e in vitro (Figura 2A; 2B),
quanto para o IVG convencional e in vitro (Figura 2C; 2D), cujos valores diminuiram em
funcio da perda de 4gua das sementes. Os maiores valores de R? foram obtidos para
germinacgdo (R? = 0,93) e IVG (R? = 0,95) in vitro, devido possivelmente a maior
uniformidade proporcionado pelo cultivo in vitro dos embrifes, como ja discutido
anteriormente.
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FIGURA 2. Variagao no percentual de germinagéo convencional (A) e in vitro (B) e do
Indice de Velocidade de germinacédo - IVG convencional (C) e in vitro (D) em funcéo
teor de umidade de sementes de Euterpe precatoria Mart.
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Quanto ao percentual de sementes e embrides inviaveis (Figura 3A), esse foi
maior nos tratamentos onde as sementes foram submetidas a um maior tempo de
dessecagdo (Tabela 1), com diferengas significativas (p<0,05) para os dois tipos de

germinacdo, evidenciando que o processo de dessecacdo das sementes realmente

provocou a deterioracdo das mesmas.

T
FIGURA 3. Diferentes comportamentos de embrides zig6ticos de Euterpe precatoria
Mart. inoculados em meio de germinacdo in vitro. A: Embrido zigético indiferente ao
cultivo in vitro (invidvel), exceto pela ocorréncia de oxidacdo na regido proximal. B:
Embrido zigético contaminado com bactéria (seta). C: Embrido zigético com regiao distal
(haustdrio) intumescida; notar regido proximal oxidada (seta). D: Emissdo de sistema
radicular. E: Emissdo de parte aérea. F: Planta completa. Abreviag6es: (ct) catafilo, (eo)
eofilo, (ez) embrido zigo6tico e (ha) haustério. Escalas = A, B: 0,5 mm; C: 1 mm; D-F: 5
mm.

Quanto a variavel contaminacdo (Figura 3B), o teste de médias mostrou-se
significativo (p<0,05) para germinagdo convencional, com 100% de contaminacgao para
os tratamentos onde a desidratacdo das sementes foi mais intensa (12,02 e 8,97%) (Tabela
1). Entretanto, essa alta contaminacdo pode estar relacionada a total perda de viabilidade

das mesmas durante o processo de perda de agua. Para germinacéo in vitro, ndo foram
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verificadas diferencas significativas entre os tratamentos, ou seja, a contaminacgao ocorreu
ou n&o independe do teor de umidade das sementes.

Com relagdo as demais variaveis (Figura 3), de acordo com anélises dos dados
apresentados na Tabela 1, de modo geral e independentemente dos teores de umidade
alcancados, irregularidades no processo germinativo, como ocorréncia de apenas
intumescimento do haustorio (Figura 3C) e emissdao de somente um dos meristemas
(Figura 3D, E), foram mais comuns sob condi¢Ges de cultivo in vitro. Assim, a
germinacdo convencional via sementes inteiras proporcionou maior percentual de
plantulas uniformes e normais (Figura 3F). Possivelmente, as irregularidades observadas
estdo mais relacionadas as condicdes inerentes ao cultivo in vitro do que propriamente
aos teores de umidades alcangados.

Assim como para germinacao, a emissao das estruturas das plantulas in vitro ndo
foi influenciada significativamente (p<0,05) pelo teor de umidade das sementes. E
possivel associar esse maior nimero de plantulas anormais a outros fatores, como, ao tipo
de meio de cultura, concentracdo de sacarose e/ou sais presentes no meio de cultura Y3,
presenca de luz, possiveis injdrias na extracdo dos embrides, acimulo de gases no interior
dos tubos, entre outros, o que carece de investigacdes futuras.

Como na literatura ndo existem estudos que abordem este tema para E.
precatoria Mart., foi necessario recorrer a trabalhos similares com outras espécies de
palmeiras para tentar entender os resultados obtidos sob condicdes in vitro. Ribeiro et al.
(2011) estudaram a germinacdo de embrides zigéticos de B. capitata Mart. Becc. e
concluiram que ha tendéncia de diminuicdo na emissdo de raizes, em funcdo da
concentracéo de sais no meio de MS, especialmente na concentracdo de 100% de sais. De
acordo com esses autores, 75% da concentracao original do meio de MS é o ideal para
essa espécie, 0 que sugere que a maior disponibilidade de nutrientes inibiu o
desenvolvimento do sistema radicular. Para Fermino Junior e Scherwinski-Pereira
(2012), na germinacao in vitro, a concentracdo de sais no meio de cultura tem influéncia
na adsorcdo de agua durante a fase inicial de embebicdo da semente.

Lédo et al. (2007) analisaram, entre outros fatores, o efeito da concentracéo de
sacarose na germinacdo de embrides zigoticos de Cocos nucifera L., e notaram que a
concentragéo de 60 g.L™ de sacarose proporcionou a maior taxa de formagao de plantulas
normais (83,33%) e o maior desenvolvimento de parte aérea, com percentuais

decrescentes com aumento da concentracao.
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Os carboidratos desempenham papel importante no cultivo in vitro,
notadamente, na manutencdo de uma osmolaridade adequada e como fonte de energia
metabdlica e esqueletos carbdnicos para a biossintese de aminodcidos e proteinas,
polissacarideos estruturais como celulose e todos 0s compostos organicos necessarios
promocdo do crescimento embrionario (HU; FERREIRA, 1998; MENDES et al., 2015).

Outro fator que ndo pode ser negligenciado consiste no acimulo de etileno no
interior dos recipientes utilizados durante o cultivo in vitro, em fungdo do sistema de
vedacdo utilizado para evitar contaminac6es e desidratacdo. De acordo com Rodrigues et
al. (2012), a utilizacdo de membranas porosas nas tampas dos recipientes pode influenciar
positivamente no cultivo in vitro, sugerindo que as trocas gasosas podem favorecer a
formacéo de brotos, o alongamento do apice da parte aérea e enraizamento.

Alguns autores mencionam inimeras vantagens quanto a técnica de cultura de
embribes zigoticos in vitro. Entre outros beneficios, Jesus et al. (2003) salientam a
superacdo de dorméncia de sementes. Souza et al. (2012) relatam o menor periodo
necessario para se obter um novo individuo e elevado percentual de germinagdo. Bandeira
et al. (2013) citam o potencial dessa técnica em viabilizar a producdo de mudas em
espécies de palmeiras em que, naturalmente, ocorrem problemas na germinacdo via
sementes. Para Ebert et al. (2014), é possivel produzir plantas com caracteristicas
superiores e com auséncia de fitopatégenos, dando suporte para programas de
melhoramento genético e conservacdo das espécies, e por consequéncia, proporcionar
ganhos econdmicos. Dadas as vantagens mencionadas, estudos posteriores sdo
necessarios para otimizar os pardmetros relacionados ao cultivo in vitro de embribes

zigdticos de E. precatoria Mart.

3.2 Conservacdo de sementes e embrides zigoticos

As sementes recém coletadas, com teor de umidade de 33,0% (controle), exibiram
o0 valor méximo de germinacdo (100%), como também o maior vigor (3,73), parametro
este retratado através do IVG, conforme Tabela 2. Estes dois parametros foram
estatisticamente superiores e diferentes (p<0,05) quando comparados aos valores
provenientes dos demais teores de umidade avaliados. A germinacéo e IVG das sementes
dessecadas até 21 e 17% de teor de umidade foram estatisticamente iguais, com
germinacdo média de 43,33% e IVG de 1,26. Com relacdo as sementes desidratadas até

12% de umidade, as mesmas nao apresentaram indicios de viabilidade, mesmo antes de
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serem armazenadas (Tabela 2), confirmando, assim, o efeito nocivo da dessecacdo na

qualidade fisiologica das sementes dessa espécie.

TABELA 2. Valores médios de percentual de germinacio e indice de Velocidade de
Germinacdo (IVG) de sementes de Euterpe precatoria Mart. com diferentes teores de

umidade submetidas a variadas condi¢Ges de armazenamento

L Teor de Dias de armazenamento
Condicbes de umidade
armazenamento (%) 0 30 90 0 30 90
Germinacao (%) IVG
Controle 33 100,0 a - - 3,73 a - -
21 46,67 b - - 1,25b - -
Sem

armazenamento 17 400b ) ) 1,27b ) )

12 0,0c - - 0,0c - -
. . 21 - 0,0 0,0 - 0,0 0,0

- 196 °C/Nitrogénio 17

Liquido 12 - 0,0 0,0 - 0,0 0,0
- 0,0 0,0 - 0,0 0,0
21 - 0,0 0,0 - 0,0 0,0
-20°C 17 - 0,0 0,0 - 0,0 0,0
12 - 0,0 0,0 - 0,0 0,0
21 - 0,0 0,0 - 0,0 0,0
6°C 17 - 3,33 0,0 - 0,03 0,0
12 - 0,0 0,0 - 0,0 0,0
21 - 0,0 0,0 - 0,0 0,0
25°C 17 - 0,0 0,0 - 0,0 0,0
12 : 0,0 0,0 : 0,0 0,0

Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo difererem estatisticamente a (p<0,05) de significancia.

Ja aos 30 e 90 dias armazenamento, a germinacdo foi praticamente nula,
independente dos teores de umidades das sementes e temperaturas de armazenamento,
(Tabela 2). Dessa forma, pode-se sugerir que, de acordo com os dados obtidos que a
ocorréncia de deterioracdo das sementes e que os danos causados pela dessecacdo e
armazenamento foram irreversiveis, 0 que corrobora com o previamente apresentado na
secdo 3.1.

Os resultados encontrados neste estudo com rela¢do a conservagdo de sementes,
estdo de acordo com outros estudos para o género Euterpe publicados na literatura.
Nascimento, Cicero e Novembre (2010), em estudo semelhante com E. oleracea Mart.
concluiram gue, independentemente da temperatura de armazenamento, as sementes com

21,0% ou menos de dgua ndo germinam, e que as sementes com 43,4% de teor de umidade
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e armazenadas a 20°C de temperatura podem ser conservadas por até 270 dias. Também
para E. oleracea Mart., Oliveira et al. (2015) recomendam para conservagdo de sementes,
reduzir o teor de agua entre 37,0 e 43,0%, acondiciona-las em recipientes de polietileno
e manté-las a temperatura de 20 °C. Para essa mesma espécie, Lima et al. (2018)
concluiram que 30% foi o teor de umidade mais adequado para conservacao das sementes
e que o armazenamento por mais de 120 dias reduziu a germinagéo para valores abaixo
de 50%.

Resultados similares foram também observados para E. edulis Mart. por Andrade
e Pereira (1997), de modo que ndo houve germinacdo em nenhuma das temperaturas de
armazenamento testadas quando as sementes foram desidratadas a 15% de umidade;
mesmo em sementes com teores de umidades maiores, como 30 e 46%, 0s percentuais de
germinacdo foram significativamente menores em temperatura negativa (-5 °C), em 120
horas de armazenamento. Ainda para E. edulis Mart., Andrade (2001) constatou a
ocorréncia de germinagédo das sementes armazenadas por 12 meses sob temperaturas de
12 e 15°C e 40% de umidade, sendo indicado pelo autor esse teor de umidade para
conservacao das sementes da espécie em questao.

N&o era esperada a germinacdo das sementes conservadas com teor de umidade
de 12,0% em nenhuma das temperaturas de armazenamento e periodos testados, visto
que, ja havia sido constatada a total perda de viabilidade das sementes pelo teste de
germinacdo no tempo 0 (zero), ou seja, sem armazenamento.

Né&o foi observado germinacdo das sementes em nenhum dos teores de umidades
e periodos testados para temperaturas negativas de -196 °C (nitrogénio liquido) e -20 °C.
Esse resultado indica que estas temperaturas ndo foram eficientes para manter viabilidade
das mesmas, provavelmente, pela formacéo de cristais de gelo, devido aos altos teores de
umidades das sementes, auséncia de crioprotetores e a velocidade de congelamento, assim
como reportados por Walters et al. (2008). Esses autores salientam que as sementes
recalcitrantes devem ser armazenadas sob condigdes que impecam a formacdo de gelo,
gue é comum em amostras com altos conteudos de agua.

Também ndo foi registrado germinacdo para embrides zigoticos dessecados a
8,33% de umidade e criopreservados em nitrogénio liquido a -196 °C, pois, de acordo
com os resultados acima discutidos, € possivel que os mesmos tenham perdido a
viabilidade antes mesmo de serem criopreservados.

A pressuposicdo de que sO existem o0s congeladores como alternativa de

armazenamento, faz com que haja uma percep¢do equivocada de que sementes
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recalcitrantes ndo podem ser armazenadas (WALTERS et al. 2013). A criopreservacao
tem se mostrado como a técnica mais promissora e pratica para armazenar sementes
recalcitrantes, por oferecer as vantagens de necessitar de espago minimo e baixa
manutencdo, requisitos fundamentais para o0 armazenamento a longo prazo
(PAMMENTER; BERJAK, 1999; NORZIHA et al., 2017). No entanto, as estratégias
utilizadas durante as etapas de criopreservacdo dependem dos atributos fisicos,
fisiologicos e genéticos dos diferentes tecidos para manter a viabilidade e integridade
genética do germoplasma armazenado (WALTERS et al. 2008). Segundo Orozco-
Segovia et al. (2003), para as palmeiras a criopreservacao de embrides, pelas técnicas de
encapsulamento ou vitrificagdo, podem ser opcOes para sanar as dificuldades da
conservacao de germoplasma.

Os resultados obtidos com relacéo a tolerancia a dessecacdo e conservagao de
sementes de E. precatoria Mart.,, sugerem que as suas sementes apresentam
comportamento recalcitrante. Lima et al. (2014) classificaram o comportamento de
armazenamento de sementes de 67 espécies de arvores amazonicas, na qual, a mesma é
listada como recalcitrante. Previamente, Orozco-Segovia et al. (2003) também listaram
E. precatoria Mart. como recalcitrante.

A categorizagdo quanto ao comportamento das sementes foi, inicialmente,
proposta por Roberts (1973), que classificou as sementes como sendo ortodoxas e
recalcitrantes. Segundo esse autor, sementes ortodoxas toleram dessecacdo a baixos
niveis de umidade, em torno de 5%, e podem ser armazenadas as baixas temperaturas, o
que possibilita a manutencdo da viabilidade por um longo periodo. Além do mais,
sementes ortodoxas exibem menor atividade metabolica quando dispersas da planta
matriz e possuem baixo contetdo de agua, inferior a 15% de umidade. Ja sementes
recalcitrantes ndo toleram ser dessecadas a estas condi¢bes e apresentam, portanto,
dificuldades de armazenamento.

Bonner (1999, 2008) sugere que as espécies com sementes recalcitrantes sejam
classificadas em recalcitrantes temperadas, aquelas que ndo suportam desseca¢do, mas
toleram armazenamento a baixas temperaturas, ou recalcitrantes tropicais, sendo aquelas
que ndo suportam dessecacdo a baixos teores de umidade e armazenamentos as baixas
temperaturas. O autor sugere conservar em faixas de temperatura entre 12 e 20 °C, embora
seja muito variante em funcdo da espécie. Nesse contexto, a baixa tolerancia as
temperaturas de 6 e 25 °C e aos baixos teores de umidades corroboram com a classificagéo

de E. precatoria Mart. como recalcitrante tropical. Em concordancia ao mencionado pelo
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autor, € provavel que a temperatura de 6° C tenha sido baixa o suficiente para ndo manter
a viabilidade das mesmas, e a temperatura de 25 °C muito alta, propiciando acelerada
atividade metabdlica, com aumento da deterioracdo e a proliferacdo de fungos e bactérias,
como foi observado neste estudo.

De acordo com Fonseca e Freire (2003) identificar corretamente o comportamento
de armazenamento de uma espécie é importante para definicdo da melhor estratégia de
conservacao e o teor de umidade das sementes € uma questdo indispensavel neste
processo. Diante dos resultados aqui expostos, novos estudos sobre os mecanismos
fisioldgicos relacionados a dessecacdo e temperaturas de armazenamento necessitam ser
realizados para o agai solteiro (E. precatoria Mart.), tanto para esclarecer o teor de
umidade mais adequado das sementes e embrides, como para determinar a faixa de
temperatura e método de conservacdo. A manutencdo da baixa temperatura de
armazenamento € considerada por Umarani, Aadhavan, Faisal (2015), como a maneira
mais eficiente de conter danos que podem ocorrer em sementes com comportamento
recalcitrante, danos esses responsaveis pela perda de viabilidade. Além do mais, segundo
esses autores, a baixa temperatura também minimiza a acdo da microflora associada a
semente.

Sementes com comportamento recalcitrante, comportamento esse hipotetizado
para E. precatoria Mart., representam significantes desafios para a conservagéo ex situ,
em funcdo do alto conteldo de agua quando sdo dispersas da planta matriz, a alta
atividade metabdlica e baixo potencial de armazenamento (UMARANI; AADHAVAN;
FAISAL, 2015).

Nesse contexto, desenvolver uma estratégia de conservacdo viavel da espécie em
questdo, torna-se necessario. Para isso, novos estudos precisam ser realizados testando
diferentes condicdes de armazenamento, sobretudo, entre a faixa de temperatura de 10 a
20 °C e teores de umidades acima de 30,0%. Quando o objetivo for 0 armazenamento a
longo prazo, a criopreservacao parece ser a alternativa mais promissora, sendo preciso,

portanto, o desenvolvimento de protocolos com uso de crioprotetores.

3.3 Aspectos morfoanatémicos e histoquimicos de embrides zigoticos

De acordo com as analises anatbmicas, o embrido zigético E. precatoria Mart. é
composto por eixo embrionério, localizado na regido proximal, e cotilédone, localizado na

regido distal (Figura 4). O cotiledone é simples e apresenta protoderme, meristema
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fundamental e procambio distinguiveis por meio dos formatos e posi¢oes de suas celulas.
No eixo embrionério, as células sdo menores e com arranjo mais compacto em comparagdo
com as demais células do embrido (Figura 4C). Observa-se também abundancia de
idioblastos com réafides inclusas e compostos fendlicos (Figura 4B, C), principalmente nas
vizinhancas do eixo embrionario, além de células vacuoladas (Figura 4D). A abundéancia de
compostos fendlicos e de células vacuoladas, de acordo com Panza, Léinez e Maldonado
(2004) e Veloso et al. (2016), é associada com o comportamento recalcitrante.

FIGURA 4. Embrido zigotico de Euterpe precatoria Mart.. A: Sec¢do longitudinal d
embrido zigético. B: Detalhe da regido proximal; notar células vacuoladas (quadrado).
Abreviacgdes: (ee) eixo embrionario; (rd) regido distal e (rp) regido proximal. Barras = A:
0,5 mm, B: 500 um e C: 200 pm.

Os embriBes zigdticos provenientes de sementes de E. precatoria Mart. com 33%
(Figura 5), 17% (Figura 6) e 12% (Figura 7) de umidade, ndo apresentaram sinais
anatdmicos de danos ocasionados pelo processo de dessecacdo, embora, tenha sido
notificada germinacdo somente em amostras com os dois primeiros teores de umidade, o
que indica comportamento recalcitrante da espécie.

Embrides zigoticos provenientes de sementes com 33% de umidade, com 15 dias
de cultivo em vermiculita analisados anatomicamente exibiram sinais morfoldgicos
evidentes de germinagcdo, como o0 intumescimento da extremidade proximal
caracterizando a formacéao do botdo germinativo (GENTIL; FERREIRA, 2005; BASKIN;
BASKIN, 2014), inicio de protus&o radicular e alongamento da regiéo distal do embrido
(Figura 5A). Anatomicamente exibiam diferenciagcdo dos dois catafilos, caracterizado
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pelo aumento do volume celular e da atividade mitética (Figura 5B, C); inicio da
diferenciacdo do primeiro edfilo (Figura 5C); protusdo da raiz principal (Figura 5D);
diferenciacdo de células parenquimaticas (células vacuoladas e retangulares) na regido
haustorial (Figura 5E) e diferenciacdo de elementos de vaso nos corddes procambiais da

regido haustorial (Figura 5F), todos indicativos de viabilidade germinativa.
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FIGURA 5. Aspectos morfoanatdmicos e histoquimicos de embrido zigético de Euterpe
precatoria Mart., proveniente de semente com 33% de teor de umidade, sem dessecacgao
em silica e cultivado em vermiculita para germinagdo. A: Embrido zigdtico em processo
germinativo; notar ligula e emissdo de raiz. B: Sec¢do anatdmica longitudinal de embrido
zigotico com primordios foliares desenvolvidos (A). C: Embrido zigotico em germinacgéo;
notar e6filo em desenvolvimento e abertura da fenda cotiledonar. D: Raiz. E: Células do
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meristema fundamental da regido haustorial. F: Elementos de vaso em diferenciagéo. G:
Graos de amido corados com Periodic Acid Schiff (PAS) em células da plimula. H, I:
Gréos de amido corados com PAS em células da regido haustorial; notar invaginacdes.
Abreviacoes: (cc) cavidade cotiledonar, (cf) composto fendlico, (cr) capa da raiz, (ct)
catafilo, (e) eofilo, (ev) elemento de vaso, (id) idioblasto, (li) ligula, (mf) meristema
fundamental, (pc) procambio, (pl) plumula, (pmc) promeristema caulinar e (r) raiz. Barras
=A: 2 mm, B: 500 um, C, D: 200 um e E-J: 50 um.

Indicativos anatbmicos do processo germinativo também foram observados em
embrides zigdticos com 17% de umidade (Figura 6), tais como: diferenciacao dos dois
catafilos e inicio de diferenciacdo do primeiro e6filo (Figura 6B, C); diferenciacdo de
parénquima no meristema fundamental do eixo hipocétilo-radicula (Figura 6B, C);
intensa atividade mitdtica ao longo de todo eixo embrionario, sobretudo, nas
proximidades do promeristema radicular (Figura 6B, C, D) e vacuolizacdo de células
haustoriais (Figura 6F), com formacéo de nitidos espacos intercelulares.

O conjunto de caracteristicas anatdbmicas mencionadas aqui coincidem com
aquelas reportadas por autores durante o processo germinativo de diferentes palmeiras
como B. capitata (Mart.) Becc. (MAGALHAES et al., 2013), A. aculeata (Jacq.) Lodd.
ex Mart.) (RIBEIRO; OLIVEIRA; GARCIA, 2012) e M. flexuosa L. f. (SILVA et al.,
2014).
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FIGURA 6. Aspectos morfoanatomlcos e hlstoqmmlcos de embrlao Z|got|co de Euterpe
precatoria Mart., proveniente de sementes com 17% de teor de umidade, pds dessecacédo
em silica e cultivado em vermiculita para germinagdo. A: Embrido zigotico com regido
proximal oxidada e indicio de germinacdo (abertura lateral da fenda cotiledonar). B:
Seccdo anatdbmica longitudinal de embrido zigotico com primdérdios foliares
desenvolvidos (A); observar compostos fendlicos (*). C: Eixo embrionario em intensa
divisdo celular; notar catafilos, inicio de eofilo (*) e abertura da fenda cotiledonar. D:
Intensa divisdo celular na periferia do eixo. E: Células do meristema fundamental da
porcéo de transi¢do entre a regido proximal e distal com espacos intercelulares. F: Detalhe
da abertura da fenda cotiledonar. G: Corpos proteicos corados com Xylidine Ponceau em
células proximas aos corddes procambiais saindo da plumula. H, I: Grdos de amido
corados e compostos fenolicos (*) corados com Lugol e Periodic Acid Schiff,
respectivamente, em células da plumula. Abreviagdes: (ee) eixo embrionario, (li) ligula,
(mf) meristema fundamental, (pc) procambio, (pf) primérdio foliar, (pmc) promeristema
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caulinar e (pmr) promeristema radicular. Barras = A: 0,5 mm, B: 500 um, C: 200 um e
D-J: 50 ym.

Apesar da auséncia de germinagdo, as analises anatdbmicas revelaram indicios de
viabilidade para germinacdo. Em alguns embrifes zigoticos provenientes de sementes
com umidade de 12%, foi obrservada a diferenciacdo de parénquima no meristema
fundamental do eixo hipocétilo-radicula (Figura 7B, C), diferenciacdo de elementos de
vaso no procadmbio do eixo hipocotilo-radicula (Figura 7E), além de vacuolizacdo de
células parenquimaticas e formacdo de espacos intercelulares na regido cotiledonar
(Figura 7F). No entanto, o processo germinativo ndo foi completado, mesmo que algumas
dessas caracteristicas, conforme Oliveira et al. (2013), indicam viabilidade dos embriGes.

De acordo com Umarani, Aadhavan, Faisal (2015), a perda de viabilidade de
sementes recalcitrantes esta associada a trés categorias de danos: estruturais/mecanicos a
nivel de vacuolos, ciotoesqueleto e membranas; metabolismo desbalanceado e
desnaturacdo macromolecular. As analises anatémicas realizadas em amostras de
embrides zigoticos com 12% de umidade ndo revelaram danos mecénicos visiveis (Figura
7). Contudo, ndo se descarta a hipdtese de ocorréncia de danos relacionados ao
desbalanceamento metabolico e/ou a desnaturagdo macromolecular, o que explicaria,
dessa forma, a perda de viabilidade das amostras.

Salienta-se que, no contexto da desidratacdo e hidratacdo, danos estruturais
sofridos por estruturas macromoleculares ndo devem ser confundidos com danos
macromoleculares associados com a perda de metabolismo celular (desnaturacdo
macromolecular). Os primeiros sdo considerados danos fisicos e os ultimos danos
fisiologicos (UMARANI; AADHAVAN; FAISAL, 2015). Nessa conjuntura, analises
limitadas a histologia ndo sdo suficientes para identificar danos associados a desnaturacao
macromolecular.

J& 0 metabolismo desbalanceado esté associado as falhas no sistema antioxidante
das células, o que conduz a descontrolada producéo de radicais livres e a producgéo das
espécies reativas de oxigénio (ROS) (ROACH et al., 2010), que sdo responsaveis por
danos as proteinas, DNA e membranas celulares e, portanto, associados a perda de
viabilidade (HENDRY et al., 1992; VARGHESE et al., 2011; SAHU et al., 2017,
CHANDRA; KESHAVKANT, 2018). Dessa forma, estudos posteriores sdo necessarios
para a identificacdo ou ndo dessas duas categorias de danos em embrides zigoticos de E.

precatoria Mart. com umidade igual ou inferior a 12%.
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FIGURA 7. Aspectos morfoanatémicos e histoquimicos de embrido zig6tico de Euterpe
precatoria Mart., proveniente de semente com 12% de teor de umidade, pos dessecacdo
em silica e cultivado em vermiculita para germinagdo. A: Embrido zigético com regido
proximal oxidada. B: Seccdo anatémica longitudinal de embrido zigotico (A); observar
compostos fendlicos (seta e *). C: Eixo embrionério; notar compostos fenolicos (seta). D:
Detalhes da extremidade do promeristema radicular com compostos fendélicos (*). E:
Elemento de vaso visualizado no eixo hipocotilo-radicula. F: Células do meristema
fundamental da porgdo de transi¢cdo entre a regido proximal e distal com espacos
intercelulares (quadrado). G: Corpos proteicos corados com Xylidine Ponceau em células
do meristema fundamental da regido distal. H, I: Graos de amido corados com Lugol e
Periodic Acid Schiff, respectivamente, em células da plumula. Abreviagdes: (ee) eixo
embrionario, (ev) elemento de vaso), (mf) meristema fundamental, (pf) primérdio foliar,
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(pmc) promeristema caulinar e (pmr) promeristema radicular. Barras = A: 0,5 mm, B:
500 pm, C: 200 pum, D, F, G-I: 50 um ¢ E: 20 pm.

J& as andlises anatdmicas de embriBes oriundos de sementes dessecadas até 8,97%
de umidade e estabelecidos in vitro, revelaram a ocorréncia de danos em células da
plumula (Figura 8B-D) e em ceélulas protodérmicas e subprotodérmicas (Figura 8E, F).
Os danos visualizados nas celulas meristematicas da plimula (promeristema apical
caulinar e dos primordios foliares) foram caracterizados por irregularidades/deformidades
nas membranas, provavelmente, por lise celular (Figura 8B-D). Aléem do mais, notaram-
se nessas células nucleos com cromatina altamente condensada (Figura 8D), indicativo
de auséncia de atividade nuclear. Ja com relacdo as células protodérmicas e
subprotodérmicas, algumas exibiam paredes irregulares, nitidamente plasmolisadas, com
citoplasma retraido e vacuolos aparentemente colapsados (Figura 8E, F). Danos
semelhantes foram observados na plumula de embrides com 8,97% de umidade assim
como observados em alguns embrides com 8,33% de umidade submetidos a
criopreservacao, como visualizado na Figura 10.

Incremento da compactacdo da cromatina também foi observado por Panza et al.
(2007), em células de embrides zigéticos de E. edulis Mart.. De acordo com esses autores,
baseados em relatos de Pammenter e Berjak (1999), as sementes ortodoxas
diferentemente das recalcitrantes, exibem um mecanismo reversivel que provem
estabilidade a cromatina, de tal modo que, sdo capazes de reverter a condensacdo da
cromatina sob condicGes de reidratacdo. Ainda de acordo com Pammenter e Berjak
(1999), sementes recalcitrantes apresentam durante o processo de desidratacdo
progressiva degradacdo das membranas, considerada por Umarani, Aadhavan, Faisal
(2015) como uma das principais causas da perda de viabilidade.

Outro dano comumente associado a baixa viabilidade de sementes recalcitrantes
consiste no colapso de vacuolos (BERJAK; PAMMENTER, 2013) e, geralmente, 0s
embrides de espécies recalcitrantes exibem muitos vacuolos (UMARANI;
AADHAVAN; FAISAL, 2015). Nesse contexto, Farrant et al. (1997) levantaram a
hipotese de que o incremento da sensibilidade & dessecagdo estd relacionado a
vacuolizagdo. EmbriGes zigoticos de E. precatoria Mart. possuem vactolos proeminentes
localizados principalmente na regido proximal, nas proximidades do eixo embrionario, e
na regido central do haustorio, como observado na Figura 4. Diante do exposto, ndo se
pode descartar a hipdtese de associacdo entre danos a nivel de vactolos (Figura 7E, F) e

perda de viabilidade em embrides de E. precatoria Mart. com umidades
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consideravelmente baixas (inferiores a 9%). A relacdo do grau de vacuolizacéo e a
recalcitrancia também foi previamente reportada por Panza, Lainez e Maldonado (2004)
em E. edulis Mart. e Veloso et al. (2016) em M. flexuosa L. f.. Mais recentemente,
Sershen et al. (2016) classificaram o grau de vacuolizacdo celular como um biomarcador
do estresse da dessecacdo em embrides zigoticos de espécies recalcitrantes.

Comportamentos similares aos observados aqui foram considerados por N'Nan et
al. (2014), em plumulas de C. nucifera L. também submetidas & desseca¢do, como
irreversiveis e associados a morte celular. Vale ressaltar que, os danos observados em
plumula de E. precatoria Mart., certamente, estdo mais relacionados ao processo de
dessecagdo do que ao processo de congelamento, dada ocorréncia do mesmo perfil de
danos em amostras submetidas ou ndo a temperatura de -196°C (nitrogénio liquido),
porém submetidas a0 mesmo processo de dessecacao e com teores de umidade inferiores
a 9%. Relatos de danos celulares associados a dessecacao também foram mencionados
por Steinmacher et al. (2007) em B. gasipaes Kunth e por Panza et al. (2007) em E. edulis
Mart..
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FIGURA 8. Aspectos morfoanatdmicos e histoquimicos de embrifes zigdticos de
Euterpe precatoria Mart., provenientes de sementes com 8,97% de umidade, pos
dessecacdo em silica e cultivados in vitro para germinacdo, com danos celulares. A:
Embrido zigdtico com regido proximal oxidada. B: Secc¢do anatémica longitudinal de
embrido zigético (A). C, D: Plimula com células danificadas. E, F: Seccdo anatdbmica
transversal de embrido zigético com células danificadas (setas e *); notar compostos
fendlicos na regido plumular (*) e em células subprotodérmicas (quadrado). G: Regido da
seccdo da letra E com protoderme e subprotoderme intactas. H: Corpos proteicos corados
com Xylidine Ponceau em células da regido distal. I: Diminutos grdos de amido corados
com Periodic Acid Schiff (PAS) em células danificadas da plumula. J: Gréos de amido
corados com PAS em células proximas a plumula. Abreviacfes: (cc) cavidade
cotiledonar, (ee) eixo embrionério, (li) ligula, (mf) meristema fundamental, (pc)
procambio, (pf) primérdio foliar, (pl) plumula, (pmc) promeristema caulinar e (pmr)
promeristema radicular. Barras = A: 0,5 mm, B: 500 um, C, E: 200 pm e D-J: 50 pm.
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Os danos constatados aqui assemelham-se também aqueles relatados por Sajini et
al. (2011) ao testar o efeito de diferentes crioprotetores e de concentracdes de sacarose
durante o desenvolvimento de um protocolo de criopreservagdo de embrides zigoticos de
C. nucifera L.. N'Nan et al. (2014) também identificaram, em nivel ultraestrutural, danos
em ceélulas da plumula de C. nucifera L. submetidas ao processo de desidratacdo para fins
de criopreservacgéo, tais como, ruptura nuclear e/ou do citoplasma e lise de membranas
celulares, alguns similares aos observados em E. precatoria Mart. neste estudo. De acordo
com N'Nan et al. (2014), que identificaram diferentes categorias de danos celulares
relacionados a dessecacdo e/ou criopreservacdo, a dessecacao se configura, na maioria
dos casos, como principal responsavel pelos danos celulares observados.

N'Nan et al. (2014) salientam a relevancia da recuperacdo da integridade dos
componentes celulares da plumula apds a desidratacdo, para garantir a recuperacdo do
material. Ressalta-se, porém, que nem todo embrido proveniente de sementes com 8,97%
e 8,33% de teor de umidade exibiu danos tdo drasticos a nivel de plamula (Figuras 9B, C
e 11B, C), o que leva a concluir que outros fatores combinados ou ndo aos efeitos da
dessecacdo (desnaturacdo de macromoléculas e ao desbalanceamento metab6lico) podem
estar relacionados a perda da viabilidade nas amostras com umidade inferior a 9%. Dentre
esses outros fatores citam-se aqueles relacionados as condicdes tipicamente estressantes

do cultivo in vitro.
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FIGURA 9. Aspectos morfoanatémicos e histoquimicos de embrido zigético de Euterpe
precatoria Mart., proveniente de semente com 8,97% de teor de umidade, p6s dessecagdo
em silica e cultivado in vitro para germinacao. A: Embrido zig6tico com regido proximal
oxidada. B: Sec¢do anatémica longitudinal de embrido zigético (A); observar compostos
fenolicos (seta). C: Plumula; notar compostos fendlicos (seta). D: Corpos proteicos
corados com Xylidine Ponceau em células proximas aos corddes procambiais saindo da
plumula. E: Grdos de amido corados com Lugol nas proximidades do promeristema
radicular e em células do promeristema radicular. F: Grdos de amido corados com
Periodic Acid Schiff em células proximas a plumula. Abreviacdes: (cf) composto
fendlico, (mf) meristema fundamental, (pc) procambio, (pf) primérdio foliar, (pl)
plumula, (pmc) promeristema caulinar e (pmr) promeristema radicular. Barras = A: 0,5
mm, B: 500 um, C: 200 um ¢ E-G: 50 pm.
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FIGURA 10. Aspectos morfoanatdmicos e histoquimicos de embrifes zigéticos de
Euterpe precatoria Mart., provenientes de sementes com 8,33% de teor de umidade, p6s
dessecacdo em silica, criopreservados e cultivados in vitro para germinagdo, com danos
celulares. A: Embrido zigético com regido proximal oxidada. B: Seccdo anatdmica
longitudinal de embrido zigético (A). C, D: Plimula com células danificadas. E, F: Seccao
anatdmica transversal de embrido zig6tico com células danificadas (seta); notar acimulo
de compostos fendlicos na regido protodérmica. G: Elemento de vaso visualizado no eixo
hipocétilo-radicula. H: Corpos proteicos corados com Xylidine Ponceau em células da
regido distal. I: Grdos de amido corados com Lugol em células danificadas da plimula.
J: Grdos de amido corados com Periodic Acid Schiff (PAS) em células proximas a
plimula. Abreviagdes: (cc) cavidade cotiledonar, (ee) eixo embrionario, (ev) elemento de
vaso, (li) ligula, (mf) meristema fundamental, (pf) primérdio foliar, (pl) plimula, (pmc)
promeristema caulinar e (pmr) promeristema radicular. Barras = A: 0,5 mm, B: 500 um,
C, E: 200 um, D, F, H-J: 50 um e G: 20 pm.
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FIGURA 11. Aspectos morfoanatémicos e histoquimicos de embrido zig6tico de Euterpe
precatoria Mart., proveniente de semente com 8,33% de teor de umidade, pds dessecacao
em silica, criopreservados e cultivado in vitro para germinacdo. A: Embrido zig6tico com
regido proximal oxidada. B: Seccao anatbmica longitudinal de embrido zigético (A). C:
Eixo embrionario; notar compostos fendlicos (seta). D: Corpos proteicos corados com
Xylidine Ponceau em células da regido distal. E, F: Gréos de amido corados com Lugol e
Periodic Acid Schiff, respectivamente, nas proximidades da plimula. Abreviacdes: (ee)
eixo embrionéario, (mf) meristema fundamental, (pc) procdmbio, (pf) primoérdio foliar,
(pmc) promeristema caulinar e (pmr) promeristema radicular. Barras = A: 0,5 mm, B:

500 pm, C: 200 pm e D-F: 50 um.

-

A 5.

De modo geral, independentemente do conteudo de dgua nos embrides zigoticos
pos dessecacao e das condicBes de cultivo, verificaram-se alto conteddo de compostos
fendlicos (coloragéo esverdeada ou escura em Azul de Toluidina e dourada em Lugol),
principalmente, nas adjacéncias do eixo embrionario (Figuras 5B, D, 6B, C, D, H, 7B, C,
8E e 9B, C, E). A oxidacdo do contetido fendlico abundante na regido proximal € a
responsavel pela coloracdo escura observada na totalidade dos embrides manipulados
(Figuras 6A-9A), exceto naqueles ndo submetidos a dessecacgdo (33%). Nesse contexto,
ndo se pode descartar a possibilidade da ocorréncia de estresse oxidativo associado a
perda de viabilidade daqueles embrides com umidades inferiores a 12%, como
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previamente relatado em espécies com comportamento recalcitrante (ROACH et al.,
2010; CHANDRA; KESHAVKANT, 2018), o que exige investiga¢des futuras, como ja
mencionado.

Observou-se também consumo de reservas proteicas, reduzidas a goticulas
diminutas no interior de vacutolos e restritas as proximidades do eixo embrionério e dos
corddes procambiais saindo da plumula (Figuras 6G e 9D) e em algumas células do
meristema fundamental da regido distal (Figuras 7G e 8H). O consumo de reservas
proteicas, especificamente daqueles embrides que ndo germinaram (12%, 8,97% e
8,33%), pode ser um indicativo da intensa atividade metabolica tipica de sementes
recalcitrantes e que esta associada a vacuolizacdo e, consequentemente, a0 aumento da
vulnerabilidade aos efeitos da dessecacdo (UMARANI; AADHAVAN; FAISAL, 2015).
Veloso et al. (2016) também identificaram vacuolos com reservas proteicas em células
de embribes de M. flexuosa L., considerada recalcitrante, que segundo 0s autores, sdo
provavelmente consumidas durante os processos de desidratacdo e armazenamento. Esses
autores chamam atencéo, no contexto da modulagéo da recalcitréncia, para a possibilidade
de presenca de proteinas LEA relacionadas a preservacao de membranas celulares mediante
protecdo contra estresse oxidativo (SHARMA et al., 2016). Poucos graos de amido também
foram observados na maioria das amostras nas proximidades dos meristemas apicais e/ou
neles, sobretudo, na plimula (Figuras 4G, 6H, I, 7H, I, 81, J e 9F).
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CONCLUSOES

e Sementes e embrides zigoticos de Euterpe precatoria Mart. mostram-se sensiveis
a dessecacdo, com diminuicdo progressiva da germinacao e vigor a medida que

sdo reduzidos os teores de umidade;

e Com os teores de umidades das sementes testados, neste trabalho nenhuma das
temperaturas de conservacao € eficiente na manutencéo da qualidade fisioldgicas
das sementes de Euterpe precatoria Mart.;

¢ Nas condic¢des do experimento, a germinacdo convencional é mais eficiente que a

germinacéo in vitro, quando considerado o percentual de plantulas normais;

e A dessecagdo de sementes a teores de umidades inferiores a 9% provocam,
conforme anélises anatdmicas, danos mecanicos na regido da plimula de alguns

embrides zigdticos;

e Histoquimicamente, verifica-se consumo de proteinas e, consequentemente,
aumento no numero de vacuolos, mas ndo foram encontradas associagdes com

teores de umidades especificos;

e Considerando a sensibilidade a dessecacdo e a ndo tolerancia a conservagao a
baixas temperaturas observado neste estudo, confirma-se o comportamento

recalcitrante das sementes de E. precatoria Mart..
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