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RESUMO

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.), da familia Arecaceae, € uma palmeira perene apreciada
pela populacdo amazénica e sua principal importancia € o uso dos frutos que sdo processados e
consumidos na bebida denominada “agai”. O produto encontra-se em expansao no mercado
nacional e entre as fruteiras nativas € considerada com maior potencial de atingir o mercado
internacional. Grande parte da producdo de acai ainda é oriunda do extrativismo e ndo oferece
produto de qualidade. A obtencdo de informacGes béasicas ainda sdo necessarias para a
domesticacdo e o melhoramento genético da espécie visando a obtencdo de cultivares para o
plantio. O objetivo do presente trabalho foi estudar o florescimento e definir um método
eficiente para analise da viabilidade de pdlen de Euterpe oleracea. O estudo da biologia
reprodutiva e viabilidade polinica foi realizado em plantas de acaizeiro do Para da area
experimental da sede (Manaus - AM) e da Estacdo Experimental do Rio Urubu (Rio Preto da
Eva — AM) da Embrapa Amazonia Ocidental. Foram realizadas observacdo de emissdo de
inflorescéncias, frutificacdo no campo e analise de viabilidade de pdlen e germinacdo no
laboratdrio. Para descri¢cBes para frutificacdo, floracdo e analise de pdlen foram utilizadas
maquina digital e microscopio estereoscopio. Para a avaliacdo da viabilidade de pdlen foram
testados trés métodos colorimétricos: Tetrazolio (0,1%), Cotton Blue (0,05 %) e Azul de
Triphan (0,2 %), sendo que para cada amostra foram feitas laminas das trés solu¢des de corantes
com 3 repeticdes de trés gendtipos. A porcentagem de polen viavel foi obtida calculando o
namero de grdos de polen viaveis dividido pelo nimero de grdos de polen contados e
multiplicado por 100, sendo contados 200 grdos de poélen/lamina. Os resultados foram
analisados por meio da analise de variancia e posteriormente realizado o teste de Tukey.
Acompanhou-se também a viabilidade de pélen de uma inflorescéncia ao longo de dez dias
consecutivos e a viabilidade de polen fresco e ap6s armazenamento por um més e também
realizado o estudo da germinacdo de pdlen por meio de cultivo in vitro. As analises foram
realizadas no software Genes. Os resultados mostraram que para E. oleracea, na Amzonia
Ocidental, os eventos de floracdo foram mais frequentes no periodo mais chuvoso, enquanto 0s
de frutificacdo, no periodo menos chuvoso. Todos corantes permitiram diferenciacdo entre 0s
gréos de polen viaveis dos inviaveis em E. oleracea, porém Cotton blue (0,05 %) e Tetrazolio
(0,1%) apresentaram maior contraste no momento da contagem do nimero de polens viaveis
comparado ao Azul de Triphan (0,2 %). Os corantes Cotton blue (0,05 %) e Tetrazdlio (0,1%)

sdo capazes de distinguir os pdlens viaveis dos inviaveis em E. oleracea por apresentar taxa



percentual de viabilidade acima de 70%, sendo este percentual considerado satisfatorio para
programas de melhoramento. Entre os corantes avaliados recomenda-se o corante Cotton blue
(0,05 %) para monitoramento de viabilidade de polen em E. oleracea devido associacdo de
resultados de analise de porcentagem de viabilidade de polen e maior qualidade no poder de
discriminagdo do contraste de polens vidveis e inviaveis. A conservagdo e manutencdo da
viabilidade do pélen de gendtipos de E. oleracea pode ser realizada in vitro & -20 °C por pelo

menos 30 dias.

Palavras-chave: Arecaceae, genética vegetal, melhoramento vegetal.



ABSTRACT

Acai (Euterpe oleracea Mart.), Arecaceae family, is a perennial palm appreciated by the
Amazonian population. Its main importance is the use of the fruit that is processed and
consumed in the drink called agai. The product is expanding in the national market and among
the native fruit trees is considered to have great potential to reach international markets. Much
of the production of acai still comes from extractivism which does not offer quality products.
Obtaining basic information is still necessary for the domestication and genetic improvement
of the species in order to obtain cultivars for planting. The objective of this research was to
study flowering and to define an efficient method of analyzing the viability of Euterpe oleracea
pollen. The study of reproductive biology and pollen viability was carried out on acai plants
from the experimental area of the headquarters (Manaus, Amazonas) and the Experimental
Station of Rio Urubu (Rio Preto da Eva, Amazonas) of Embrapa Amazonia Occidental.
Observations of inflorescence emission and fruiting in the field and analysis of the viability of
pollen and germination were carried out in the laboratory. For descriptions for fruiting,
flowering and pollen analysis were conducted using digital machines and stereoscopic
microscopes. For the evaluation of the viability of pollen, three colorimetric methods were
tested; Tetrazolium (0.1%), Cotton Blue (0.05%) and Triphan Blue (0.2%); three dye solutions
with 3 replicates of three genotypes. The percentage of viable pollen was obtained by
calculating the number of viable grains divided by the number of grains counted and then
multiplied by 100, counting 200 grains / blade. The results were compiled through analysis of
variance and later applying the Tukey Range test. Pollen viability of an inflorescence was also
monitored over ten consecutive days. Additionally, the viability of fresh pollen after storage for
one month was also studied. Pollen germination was studied through in vitro culture as well.
The analyses were performed in the Genes software. The results showed that for E. oleracea, in
Western Amazonia, flowering events were more frequent during the rainy season, while fruiting
was prevalent in less rainy periods. All dyes allowed for the differentiation between the viable
pollen grains of those not viable in E. oleracea. However, Cotton blue (0.05%) and Tetrazolium
(0.1%) presented higher contrasts at the time of counting the number of viable pollen when
compared to the Blue Triphan (0.2%), Cotton blue (0.05%) and Tetrazolium (0.1%).
Furthermore, they were able to distinguish viable pollens from those not viable in E. oleracea

because they presented a percentage viability rate above 70%. This percentage is considered



satisfactory for improvement. Among the evaluated dyes, Cotton blue (0.05%) is recommended
for pollen viability monitoring in E. oleracea. This is due to the association of the pollen
viability percentage analysis results with higher qualities in the pollen contrast discrimination
power making them feasible and unviable. The conservation and maintenance of pollen

viability of E. oleracea genotypes can be performed in vitro at -20 ° C for at least 30 days.

Keywords: Arecaceae, plant genetic, plant breeding.
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1 INTRODUCAO

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) € uma palmeira nativa da Amazénia e que ocorre
em grandes extensdes na regido Norte do Brasil. Pertencente a familia Arecaceae, a espécie tem
alcancado ampla aplicabilidade em diversos setores da agroindustria, podendo ser utilizada
como planta ornamental no paisagismo, na construcdo rustica de casas e pontes, como
vermifugo e anti-diarréico, na producdo de celulose, na alimentacao através da polpa processada
e palmito, na confeccdo de biojoias e como racdo animal, dentre outras aplicacdes (FREITAS,
2014). No entanto, seu grande destaque € no fornecimento de frutos e palmito (OLIVEIRA,
2007), tendo grande consumo de agai na fabricacao de sucos, doces e sorvetes (NODA, 2012).

O aumento da demanda no mercado e 0 bom preco pago pelos frutos do acaizeiro tém
despertado interesse dos agricultores da regido norte para o cultivo da espécie, mas a producéo
ainda é basicamente extrativista. Embora, exista uma cultivar de acai disponivel para o plantio,
BRS Paré que foi desenvolvida para a Amazonia Oriental, ainda sdo necessarios incentivos a
cadeia do produto relacionados ao processamento e comercializagdo, assim como avancos no
melhoramento da espécie visando desenvolvimentos de novas cultivares que possam explorar
melhor a variabilidade existente na espécie e proporcionar opcéo de variedades para plantios
em outras condic@es climaticas como a Amazoénia Ocidental. Para o estabelecimento de plantios
comerciais ndo é recomendado plantar uma Unica variedade em extensas areas devido a
vulnerabilidade genética dos cultivos.

Por ser uma espécie alégama, as plantas de E. oleracea normalmente apresentam grande
variagdo para os mais diversos caracteres de interesse, como precocidade, produtividade de
frutos, rendimento de polpa e época de producédo. Estas caracteristicas proporcionam grandes
desafios para programas de melhoramento genético da cultura, uma vez que 0S progressos
seletivos sdo naturalmente demorados em razao de tratar-se de uma planta perene e ter como
principal forma de propagacao o uso de sementes recalcitrantes (NOGUEIRA et al., 2005).

A avaliacdo de gendtipos de populagbes naturais de acaizeiro revelou a existéncia de
grande variabilidade genética dentro das populac¢@es favorecendo a possibilidade de selegdo e
sucesso no melhoramento genético dessa palmeira (FARIAS NETO et al., 2008; YOKOMIZO
et al, 2010). Embora as pesquisas em Arecaceae tenham avangado nas Ultimas décadas, a
maioria dos trabalhos realizados sobre florescimento e viabilidade de polen excluem esta
familia (LIMA et al., 2003; ROCHA & SILVA, 2005).

Estudos sobre a viabilidade polinica constituem-se em um dos fatores de maior

importancia no entendimento da biologia reprodutiva e avango no melhoramento genético do
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acaizeiro, pois para se obter sucesso nas hibridacdes entre e dentro das espécies do género
Euterpe se faz necessario a realizagdo de poliniza¢fes controladas (OLIVEIRA et al., 2009).
Neste sentido, estudos de viabilidade polinica como os que ja foram realizadas em algumas
palmeiras (KARUN et al., 2006; SOUSA et al., 2010; KARUN & SAJINI, 2010; MOURA,
2015) podem auxiliar na obtencdo de hibridos intra e interespecificos, com vista a
complementar caracteristicas desejaveis entre individuos superiores e permitir avancos em
programas de melhoramento.

As pesquisas voltadas ao estudo de florescimento masculino e viabilidade dos graos de
polen sdo necessarias para orientar o periodo de fertilidade masculina para realizar as
polinizacOes controladas. As informagdes geradas neste tipo de estudo permitem a avaliacéo
quantitativa e qualitativa dos gametas a serem utilizados na polinizacdo visando o sucesso na
fecundacéo.

N&o h& um protocolo universal para determinar a viabilidade polinica aplicavel a todas
as espécies vegetais e estudos sdo necessarios para cada espécie em particular. No entanto,
dentre as técnicas mais utilizadas destacam-se os métodos colorimétricos (método indireto) e o
método germinacdo in vitro com meio de cultura (método direto). Os métodos colorimétricos
sdo préaticos e geral de grande praticidade quando comparados ao método de capacidade
germinativa in vitro em, meio de cultura, mas em geral resultam em uma superestimacéo da
viabilidade polinica, além de ndo fornecerem informac@es sobre a capacidade germinativa do
tubo polinico. A germinacdo em meio de cultivo, in vitro, é considerada uma técnica de maior
confiabilidade embora pode subestimar a viabilidade polinica pois é dificil reproduzir
integramente as condicdes do estigma. A germinacéo in vitro avalia a capacidade do pdlen de
emitir o seu tubo polinico para iniciar o processo de transferéncia do material genético do
gameta masculino para o gameta feminino, visando consolidar a fecundacéo.

Algumas pesquisas ja demonstraram a presenca de alta viabilidade dos gréos de p6len em
individuos de acgaizeiro na Amazonia Oriental (OLIVEIRA et al., 2001), contudo, esta pesquisa foi
realizada para analisar a ocorréncia de variagOes para caracteres relacionados a viabilidade polinica
variando gendtipos e condi¢Ges ambientais, portanto obteve-se resultados que serdo uma referéncia
pioneira para a regido da Amazénia Ocidental. Além disso, informagdes sobre o periodo ideal de
coleta de polen e tempo de armazenamento, aliado aos conhecimentos sobre eventos
fenoldgicos relacionados a floracdo e frutificagdo em E. oleracea foram também resultados
relevantes do presente trabalho, que oferecerdo subsidios para futuros trabalhos de hibrida¢do na

espécie.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar o florescimento e definir um método eficiente para anélise da viabilidade de
polen de Euterpe oleracea.

2.2 Objetivos especificos

Estudar os eventos fenoldgicos relacionados a floracéo e frutificacdo de E. oleracea;

Identificar o periodo de florescimento, a cronologia da antese e periodo de liberagdo de
polen;

Estudar a viabilidade polinica no momento da coleta de polen;

Estudar a viabilidade polinica ap6s armazenamento do pélen in vitro.

16



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Areacaceae

As palmeiras sdo plantas monocotiledéneas que pertencem a familia Arecaceae. Sdo
plantas tipicas de regides tropicais, mas se encontram espalhadas nos mais diferentes
ecossistemas, mostrando estruturas para adaptacGes especificas a cada meio. Parecem
desenvolver-se melhor nas florestas com alta temperatura e alta precipitagdo e séo
caracteristicas também de ilhas (ALVES & DEMATTE, 1987).

A familia Arecaceae é subdividida em cinco subfamilias: Arecoideae Calamoideae,
Ceroxyloideae, Coryphoidae e Nypoideae (DRANSFIELD et al.,, 2008) e possui
aproximadamente 2.600 espécies e mais de 240 géneros (LORENZI et al., 2004). No Brasil,
existem cerca de 500 tipos diferentes de espécies de palmeiras nativas (BATISTA, 2009).

As palmeiras apresentam um desenvolvimento caracteristico em cada espécie quanto ao
formato e aspecto. Ndo possui uma raiz principal, sendo todas as raizes semelhantes,
subterraneas, cilindricas e fasciculadas. O caule recebe o nome de estipe e pode possuir um s
caule simples ou possuir multiplos caules, com perfilhamento na forma de uma touceira.
Existem palmeiras em que as folhas saem diretamente do solo e nesse caso sdo de aparéncia
acaule. Suas folhas sdo diversificadas quanto ao tamanho, formato e disposicdo nas plantas. As
folhas das palmeiras séo vistosas e por isso as plantas sdo usadas em projetos de arborizagéo.
Os frutos apresentam grande variabilidade de cor, textura, formato, tamanho, composicao
nutricional (LORENZI et al., 2004) e sdo formados basicamente pelas camadas: epicarpo,
mesocarpo e endocarpo, sendo o endocarpo duro, lenhoso e com forte aderéncia as sementes
(HENDERSON, 2002).

As palmeiras apresentam uma arquitetura comum e de facil reconhecimento, com caule
do tipo estipe, sem ramificaces. O caule pode atingir desde poucos milimetros em altura de
0,5 a 50 m, podem ter folhas muito diversas tanto em relacdo ao tamanho, como forma,
intensidade de cor e divisdo (HENDERSON et al. 1995; HENDERSON, 1995; LORENZI et
al. 2004).

As suas flores sdo organizadas em inflorescéncias do tipo espiga, racemosas ou em
panicula, e estas sdo protegidas pela espata. As flores na maioria das espécies, sdo pouco
atraentes devido ao seu tamanho reduzido e coloragdo pouco vistosa. No entanto, uma
caracteristica muito especial das palmeiras é que a flores possuem termogénese (produzem
calor) viabilizando que os compostos odoriferos das flores realizem atragdo de seus
polinizadores (RIBEIRO et al. 1999).
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3.2 Euterpe oleraceae

3.2.1 Caracteristicas gerais da espécie

O acaizeiro do Para, Euterpe oleracea, € uma espécie nativa da Amazdnia com maior
ocorréncia nos estados da Amazénia Ocidental. A espécie é principalmente utilizada para
producdo de frutos ou palmito. O Estado do Para é o principal produtor e consumidor, e a
producdo € resultante, em geral do extrativismo, de popula¢des naturais de areas de varzeas. Na
ultima estimativa do IBGE (2017), a maior parte da producdo nacional de frutos de acai foi de
219.885 toneladas de frutos, sendo a regido norte produtora de 91,66%, seguida do nordeste
com 8,34%. Ressalta-se que o Paré foi responsavel por 64,5%, sendo predominantemente sua
producdo de E. oleracea e o Amazonas foi responsavel por 22,97% com produgdo
predominante de E. precatoria (IBGE, 2017).

Euterpe oleracea ocorre em toda a Amaz6énia juntamente com outras 180 espécies de
palmeiras, mas sua presenca € marcante em regides alagadas e de varzea. A colheita dos frutos
se faz ao longo de todo o ano, com pico de producdo entre maio e junho. Os frutos sdo muito
apreciados e deles preparam-se 0 “Smoothie” de agai e outros subprodutos. O seu palmito é
comestivel e pode ser usado para o preparo de conservas e ser consumido in natura (ALTMAN,
1958; CAMPOS et al., 1951; OLIVEIRA et al., 1998).

O fruto de Euterpe oleracea € hoje o produto de maior interesse dos acgaizeiros e
caracteriza-se como uma drupa globosa, com peso médio de 1,5 g e didmetro com variacdo
entre 1 a 2 cm. A semente possui um endosperma grande e embrido pequeno (HENDERSON
& GALEANO, 1996).

Os acaizeiros do Para encontram-se amplamente distribuidos na Amazonia Oriental,
com ocorréncia marcante na regido ao longo do rio Amazonas, que € a area relatada como
centro de origem da espécie, onde sdo encontradas extensas populagdes naturais em areas de
alagamento ou sujeitas a inundac@es temporarias. E encontrado com menor frequéncia em areas
alagadas ao longo do ano ou de terra firme (CAVALCANTE, 1991; CALZAVARA, 1972).

A regido do rio Amazonas também é considerado o centro de diversidade genética de
Euterpe oleracea, pois nessa regido sdo encontradas varias e extensas populagdes com
variabilidade acentuada de caracteres fenotipicos entre e dentro delas que sdo fonte de
variabilidade para melhoramento genético e sementes para producdo de mudas da espécie
(OLIVEIRA 1995).

No territério brasileiro, 0 nome vulgar de Euterpe oleracea ¢ acai, no entanto outros

nome sdo encontrados na regido norte, principalmente para destacar a sua origem, como: acai
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do baixo Amazonas e acai do Pard. Outro nome vulgar encontrado é agai de touceira devido ao
perfilhamento da espécie e para distingui-lo de Euterpe precatoria (acai verdadeiro, de unico
estipe) (CALZAVARA, 1972; VILLACHICA et al., 1996).

3.2.2 Ecologia de Euterpe oleracea

Na maior parte da area de dispersdo de Euterpe oleracea, em varzea proxima a rios, a
espécie é abundante e dominante (LIMA, 1956). A espécie tem capacidade adaptativa de
sobrevivéncia em regido de solos alagados com baixa quantidade de oxigénio, principalmente
devido a presenca de estruturas anatbmicas como: raizes que emergem acima da superficie do
solo, lenticelas (ANDERSON, 1986) e aerénquimas (MENEZES NETO, 1994).
Adicionalmente, a semente possui capacidade de viver na auséncia de oxigénio até 20 dias, sem
prejuizo a germinacdo e formacdo de mudas (MENEZES NETO, 1994)

O fato das sementes ndo perder viabilidade por dias em ambiente alagado e das plantulas
reduzir ou paralisar o crescimento em ambiente sem oxigénio, pode explicar a reducdo do
namero de plantas e de populagdes da espécie em &reas alagadas todos 0os meses do ano, pois
essa situacdo ecoldgica de alagamento permanente ndo € favoravel para a espécie. Para que
populacdes estabelecam nesses locais é necessario que a lamina de agua seja reduzida em algum
momento do ano para permitir a germinacdo e o desenvolvimento de plantulas. Algumas
situacBes como presenca de restos de arvores resultantes de queda, podem proporcionar
ambientes elevados com maior oxigenacdo para as sementes, permitindo o acumulo de
nutrientes e detritos que podem possibilitar a germinacdo e o estabelecimentos de plantas
(CALZAVARA, 1972).

3.2.3 Sistema reprodutivo de Euterpe oleracea

Trabalhos de campo e analises morfoldgicas continuam a revelar mais géneros e tem
refinado a classificagdo das palmeiras. O conhecimento de processos relacionados ao sistema
reprodutivo de muitas palmeiras ainda é escasso. Para Euterpe oleracea observou-se que é uma
espécie monoica e que apresenta inflorescéncia com flores masculinas e femininas separadas
(OLIVEIRA et al., 2000).

Para obtencédo de plantio de acaizeiros, o agricultor realiza a propagacao via semente,
por propagacdo sexuada. A semente possui formato de esfera e € exposta apds removido o

epicarpo e o mesocarpo do fruto (CARVALHO et al. 1998). Informacdes adicionais sobre a
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forma como os gametas se unem em Euterpe oleracea para a formacgédo da semente ainda néo
sdo disponiveis na literatura.

Henderson (2004, 2006) relatam que regides onde ocorrem hibridos naturais séo
comuns em palmeiras. Para que a hibridacéo inter e interespecifica tenha sucesso € essencial
conhecer sobre o florescimento das espécies a serem cruzadas e realizar estudos sobre
armazenamento e viabilidade do p6len. Estudos sobre a viabilidade de pdlen se constituem em
um dos fatores de grande relevancia no entendimento da biologia reprodutiva e séo essenciais
para avancos no melhoramento genético de uma espécie, pois mostra a potencialidade do
gameta masculino quanto a eficiéncia na fecundacgdo e posterior fertilizacdo (BIONDO &
BATTISTIN, 2001).

3.3 O gréo de pdlen

O gréo de polen é o gameta masculino dos vegetais superiores (MOORE & WEBB,
1978), sendo responsavel pela transferéncia dos genes do genitor masculino para seu
descendente, portanto, participa do processo de reproducado das plantas. A reproducao sexual é
realizada a partir da fecundacdo do gameta masculino com o gameta feminino (o0 6vulo).
Krichevsky et al. (2007) caracteriza o inicio do processo de polinizag¢do, sendo o momento em
que o grao de polen toca o estigma da flor. Sendo o processo de polinizacdo realizado por
agentes bioticos ou abidticos.

O gréo de poélen é formado dentro das anteras, nos eventos sequenciais e independentes,
a microsporogénese e a microgametogénese (HORNER & PALMER, 1995). Os autores
também relatam que controle genético da pré meiose, da meiose e da p6s meiose na formacéo
do grdo de pdlen € realizada por varios genes e podem ocorrer anormalidades ou aberracGes
dependendo da extensdo da alteracdo durante o processo de microsporogénese e
microgametogénese resultando em gametas sem atividade, anormais ou inviaveis.

O processo da microsporogénese comega com a meiose e termina com a formacéo de
um micrésporo haploide, contendo uma copia completa do genoma, com metade do conteddo
genético da célula original (TOURAEYV et al., 1997).

A germinacdo do grdo de polen ocorre no estigma do aparelho feminino e mostra-se
pelo aparecimento do tubo polinico que permite que ocorra a transferéncia do material genético
do grdo de pdlen para o nacleo do gameta feminino (CRESTI et al., 1992, DAFNI &
FIRMAGE, 2000).
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3.4 Viabilidade polinica

Estudo de germinacgéo e viabilidade do grdo de polen sdo uteis ao melhoramento e
conservacao de plantas, e também em estudos basicos para a compreensdo do processo de
fecundacdo (KHAN & PERVEEN, 2006). Os programas de melhoramento genético por meio
de polinizagdo controlada realizam a manipulagdo genética visando a obtencao de cultivares
superiores. Para 0 sucesso dos programas de melhoramento, sdo necessarios a selecdo de
genitores superiores polinizadores, o isolamento e a conservacao do polen para 0s cruzamentos
controlados que séo afetados diretamente pela viabilidade do pélen (TECHIO et al., 2006).

Anormalidades na germinacdo do gréo de p6len podem impedir a fertilizagdo do 6vulo,
sem sucesso no resultado da polinizacdo (DAFNI, 1992). Para testar a viabilidade de pdlen
deve-se realizar o cruzamento controlado e, posteriormente, analisar o vingamento de frutos.
No entanto, isso levaria tempo no campo do inicio ao fim da fase reprodutiva, e para facilitar e
agilizar trabalhos de melhoramento, métodos diretos e indiretos podem ser utilizados, sendo o
direto a germinacdo do pdlen em meio de cultura, simulando as condi¢des do estigma e o
indireto fundamentam-se com a reacdo (DAFNI, 1992; KARAKAYA, 2011).

Os métodos colorimétricos variam a expressao de acordo com 0 corante quimico
especifico utilizado. Ocorre uma reacdo do corante com componentes celulares existentes no
grdo de poélen. A expressdo do corante varia de acordo com o genétipo da espécie e entre
espécies. Dentre esses testes, destacam-se carmim acético e a solucdo tripla de Alexander
(ALEXANDER, 1969), Tetrazdlio (LAKON, 1949), Lactophenol cotton blue (NICOLSON,
1959) e Azul de Triphan ou “Trypan blue” (HAYMAN, 1970).

A viabilidade dos métodos colorimétricos €, em geral, superestimada, mas estes sdo
procedimentos rapidos, praticos e de grande simplicidade. No entanto, para a informagdo com
maior precisdo sobre viabilidade é importante usar o0 método de germinacao de polen in vitro
em meio de cultivo que aproxima mais do ambiente do estigma onde ocorre a germinacgédo
(TECHIO et al., 2006). Esse tipo de teste € considerado um dos mais eficientes para quantificar
a viabilidade polinica, por ser uma simulacéo in vitro mais proxima do que acontece na natureza
(DAFNI, 1992), no entanto eles subestimam a viabilidade de germinacdo porque condigdes

idénticas as do estigma é dificil de ser reproduzida in vitro.

3.5 Germinacao in vitro
A andlise da viabilidade germinativa in vitro procura reproduzir as condi¢Bes naturais

do estigma, nas quais o gameta masculino germina naturalmente, contendo umidade, agutcares
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e aminodcidos, que permitem promover a germinacao do tubo polinico. O meio de cultivo para
germinacdo do pélen deve ser ajustado para cada espécie e mesmo assim pode haver variacao
para resultados entre gendtipos de uma mesma espécie. A germinacgéo do tubo polinico depende
da umidade, da temperatura e do meio de cultivo. No entanto, para muitas espécies, as baixas
temperaturas e umidade favorece a conservacao do pdlen por longo tempo.

O estresse da temperatura, alteragfes abruptas sofridas durante o desenvolvimento do
gameta, da polinizagéo, do desenvolvimento do zigoto e do desenvolvimento do embrido, reduz
0 numero de sementes (HEDHLY et al., 2008). No processo de cruzamento, um dos estadios
mais suscetiveis a temperaturas altas é a polinizacao.

As espécies vegetais também além de possuir exigéncias de temperatura para a
germinacdo do poélen, exigem também meio de cultura e tempo de incubacdo adequados. A
viabilidade do pélen também é influenciada pelo gendtipo, pelo estadio de florescimento, pelo
horario da coleta do p6len e pelas condi¢Ges de armazenamento. O meio bésico usado nos testes
de germinac&o € constituido de agucar e de &cido borico, podendo também ainda combinar com
outros nutrientes (GALLETTA, 1983). Quantidades adequadas de boro estimulam o

crescimento do tubo polinico e reduz a probabilidade do rompimento.
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4  MATERIAL E METODOS

4.1Material vegetal e area experimental

O estudo da biologia reprodutiva e viabilidade polinica foi realizado em plantas de
acaizeiro do Pard cultivadas no campo experimental da sede (CES) da Embrapa Amazénia
Ocidental (Manaus - AM), entre as coordenadas geograficas 2°53'29,14"S e 59°58'39,90"0 e
em plantas da cultivar BRS Para plantadas no Campo Experimental do Rio Urubu (CERU) (Rio
Preto da Eva - AM), entre as coordenadas geograficas sao latitude 2°26'49.70” S, longitude
59°33'43.50” O.

4.2Estudo dos eventos fenoldgicos: floracgdo, antese e formagao do fruto.

Estes eventos foram caracterizados nas inflorescéncias por meio de observagcdes no
campo e no laboratorio. As descri¢des foram baseadas nas literaturas de Henderson et al. (1995)
e Uhl e Dransfield (1987), utilizando-se maqguina digital e microscopio estereoscopio. No
CERU foram avaliados 27 individuos durante um ano, entre os meses maio de 2018 a maio de
2019, com registro quinzenal dos eventos fenolégicos Com registro do numero de
inflorescéncias emitidas, , nimero de inflorescéncias fechadas com o respectivo angulo de
insercdo no perfilho (30°, 45°, 70° e 90°) e abertas, estas, dividias em inflorescéncias em pré-

antese, antese, pc')s-antese € Secas.

Figura 1 - Area de acomanhamento usada parao estudo de florescimento de Euterpe oleracea
no Campo Experimental do Rio Urubu, Rio Preto da Eva, Amazonas.
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Os dados obtidos foram analisados por meio de estatistica descritiva no programa Genes
(UFV), envolvendo a média, os valores minimo e maximo e o coeficiente de variagdo (CV) e

realizado analise grafica no Programa Excel.

4.3Viabilidade polinica
4.3.1 Estudo de métodos colorimétricos

Para a avaliacdo da viabilidade polinica foram utilizadas plantas cultivadas no CES e as
analises realizadas no laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa Amazonia
Ocidental, Manaus - AM. A coleta de material foi realizada entre 9:30 horas e 11:00 horas e
amostradas trés inflorescéncia de diferentes individuos, sendo coletada uma réaquila por
inflorescéncia, levada imediatamente para o laboratério para retiradas das anteras e andlise de
viabilidade do polen. Para acessas as inflorescéncia foi utilizado andaime (Figura 2). De cada
raquila foram analisadas trés laminas de p6len, montadas utilizando quatro anteras de flores
abertas, que ap6s depositadas nas laminas foram cobertas com a laminula e maceradas com
atrito por leve compressao da laminula para liberagdo dos gréos de pdlen. Posteriormente foram
retirados os residuos das anteras e acrescentada uma gota de solugédo do corante, mexendo-se
até a homogeneizacdo. O conjunto lamina/laminula foi fechado para visualizar o padrdo de
coloracdo em microscépio estereoscopico (CYSNE et al., 2015). Este procedimento foi testado
com trés solugdes de corantes, Tetrazélio (0,1%) (LAKON, 1949), Cotton Blue (0,05 %)
(NICOLSON, 1959) e Azul de Tripan (0,2 %) (HAYMAN, 1970).
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Figura 2 - Estrutura de andaime usada para coleta de inflorescéncias de Euterpe oleracea no
Campo Experimental da Sede na Embrapa Amaz6nia Ocidental, Manaus - AM.

No tratamento com Tetrazdlio (0,1%), apds a homogeneizagéo, as laminas com a solucao
e polen foram cobertas com papel aluminio (Figura 3), colocadas em camara Umida (placa de
Petri com papel umedecido) e, em seguida, em uma BOD por 2 horas de incubagdo com
temperatura + 37 °C. Essa técnica permitir corar tecido vivo em plena atividade enzimatica e

considera como viaveis 0s graos de polen corados de rosa e ndo viaveis os incolores.

Figura 3 - Preparo de laminas com pdlen de Euterpe oleracea para teste colorimétrico com a
solucéo Tetrazdlio (0,1%).
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As laminas com teste de coloragdo Cotton Blue (0,05 %) foram colocadas em cadmara
Umida em placas de Petri contendo papel umidecido em &gua destilada (Figura 4) e, em seguida,
em uma BOD por 30 min de incubacdo com temperatura + 37 °C (RADFORD et al., 1974).
Essa técnica permite corar tecido vivo em plena atividade enzimatica e foi considerado como

viaveis os gréos de pdlen corados de azul e ndo viaveis os incolores.

AR
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Figura 4 - Preparo de laminas com pélen de Euterpe oleracea para teste colorimétrico com a

solucéo Cotton Blue (0,05%).

As laminas homogeneizadas com Azul de Tripan (0,2%) (Figura 5) foram colocadas em

camara Umida e deixadas em temperatura ambiente por 5 min.

=3

Figura 5 - Preparo de laminas com pélen de Euterpe oleracea para teste colorimétrico com a
solucdo Azul de Tripan (0,2%).

A andlise dos grdos de polen viaveis foi feita em microscépio e a leitura da lamina foi
determinada na area com melhor dispersdo dos grdos em relacdo ao campo de visdo. A
percentagem de pdlen viavel foi obtida calculando o nimero de gréos viaveis dividido pelo
numero de grdos contados e multiplicado por 100, sendo contados 200 grdos/lamina.
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Os resultados foram submetidos a anélise de variancia e teste de médias (Tukey, p<0,05),
considerando o delineamento inteiramente cazualizado em esquema fatorial 3 (inflorescéncias)
x 3 (métodos colorimétricos) com trés repeticdes, sendo a unidade experimental uma lamina.

As analises foram realizadas no software Genes da UFV.

4.3.2 Estudo de viabilidade de pdlen durante o periodo de antese da flor masculina

Para verificar a viabilidade do pdlen ao longo da antese das flores masculinas foram
realizadas coletas e andlises de viabilidade durante dez dias apds o inicio da antese das flores
masculinas. De uma mesma inflorescéncia Diariamente foi coletada diariamente um raquila da
inflorescéncia da qual foram extraidas anteras das flores masculinas em antese no dia da coleta.
A viabilidade do poélen foi avaliada com os trés métodos colorimétricos: Tetrazdlio (0,1%),
Cotton Blue (0,05 %) e Azul de Tripan (0,2 %).

Os resultados de viabilidade do pélen durante os dez primeiros dias ap6s o inicio da
antese das flores masculinas foram analisados por meio de estatistica descritiva utilizando
médias, desvio padrdo, expressas de forma gréfica e realizado anélise de regressdo linear

simples no software Genes da UFV.

4.3.3 Estudo de viabilidade de pélen armazenado
Apos otimizadas as metodologias com os trés corantes do método indireto de analise de
grdo de pdlen, Tetrazolio 0,1 %), Cotton Blue (0,05 %) e Azul de Tripan (0,2%) foram coletadas
inflorescéncias de trés plantas diferentes e extraido anteras e armazenadas para analise de
viabilidade de polen armazenado in vitro a -20 °C. Antes do armazenamento foi avaliada a
viabilidade de pélen coletado. Ap6s um més de armazenamento, foi retirada amostra de pélen
e, esta foi colocada para hidratar por duas horas, em cdmara Umida e, apés a hidratagdo foi
adotada as metodologias aplicadas para polen in vivo com os trés corantes (CYSNE et al.,
2015). A percentagem de pélen viavel foi obtida calculando o nimero de graos viaveis dividido
pelo nimero de graos contados e multiplicado por 100, sendo contados 200 grdos/lamina.
Os resultados de viabilidade obtidos do pdlen fresco e ap6s armazenamento por um mes

foram comparados por meio de estatistica descritiva no software Genes da UFV.

4.3.4 Estudo de germinacéo de polen
Para o estudo de germinacao de polen foram coletadas inflorescéncia de trés individuos
as 10:30 hrs. Foram removidas as anteras e armazenadas em microtubulos. Os testes de
germinacdo foram realizados utilizando dois métodos, em trés repeti¢des de cada individuo. O
mesmo numero de tratamentos e repeti¢des foram analisados com método de coloragdo Cotton
Blue (0,05 %) que foi usado para comparacao.
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Para a germinacdo do poélen in vitro foram testados dois meios de cultura semi solido,
um preparado com 0,6 g de &gar, 6,0 g de sacarose e 0,08 g Cloreto de Célcio completado até
60 ml com agua destilada e distribuido em placas de petri (Figura 6). O segundo meio com
todos 0os componentes do primeiro, exceto o Cloreto de Calcio. Apds a solidificacdo e o
resfriamento do meio de cultura, o pélen foi aspergido sobre a superficie do meio solidificado
com auxilio de um pincel e, em seguida, foi incubado a 37°C, em B.O.D., durante 24 horas.

Apbs o periodo de incubacgéo, sob microscopio, em objetiva com aumento de 20 vezes,
0 numero de polens germinados foi contabilizado. Considerou-se que o grdo de pdlen
germinado quando o tubo polinico alcangou comprimento igual ou maior ao didmetro do pélen.
Foram adotadas quatro repeticdes, sendo cada uma constituida de um campo de observagédo
formado por cem polens, totalizando quatrocentos graos de polen.

Os resultados de viabilidade de germinagdo polinica obtidos foram comparados por

meio do teste t pareado (t, p<0,05) no software Genes da UFV.

Figura 6 - Preparo de placa com meio para germinacao de polen.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1Estudo dos eventos fenoldgicos: floragdo, antese e formacao do fruto.

Os eventos fenoldgicos de mudanca de floracdo e frutificacdo sdo apresentados nas
Figuras 7, 8 e 9. Em relacdo aos eventos da floracdo foram registrados em todo o periodo, com
a emissdo de inflorescéncia alcancando as maiores porcentagens nos meses de fevereiro e abril
de 2019, ou seja, no periodo mais chuvoso. Fato semelhante ocorreu com a presenca de
inflorescéncias em plena floracdo sendo, porém, mais intensa, nos meses de maio de 2018 e
abril de 2019. A incidéncia de cachos se deu durante o ano todo com maior indice de cachos
nos meses de julho, Agosto, novembro e dezembro de 2018.

Verificou-se que 0 acaizeiro na Amazoénia Ocidental € uma planta mondica com
inflorescéncia tipo cacho (Figuras 7b e 7c). As flores sdo unissexuais e pequenas, com
distribuicdo em triades (duas masculinas e uma feminina), que apresenta eventos de floracédo e

de frutificacdo o ano todo.

Figura 7 - (a) Espata fechada. (b) Inflorescéncia recém aberta (c) Inflorescéncia com flores
masculinas abertas.

Figura 8 - (a) Raquila com flor feminina. (b) Cacho com frutos verdes em formacéo (c) Cacho
com fruto préximo ao ponto de colheita.
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Figura 9 - Porcentagem de ocorréncia de eventos fenoldgicos de 27 individuos de Euterpe
oleracea no decorrer de 12 meses entre 15 de maio de 2018 e 14 de abril de 2019. Inf. fechada
= inflorescéncias fechadas. Inf. aberta = inflorescéncias abertas.

Os eventos de floracdo foram mais frequentes no periodo mais chuvoso, enquanto os de
frutificacdo, no periodo menos chuvoso (Tabela 1). Em popula¢fes naturais, 0 acaizeiro
apresenta maior floracdo e frutificacdo em periodos distintos (JARDIM, 1991; JARDIM &
KAGEYAMA, 1994).

Tabela 1 - Porcentagem de ocorréncia de eventos fenolégicos de 27 individuos de Euterpe
oleracea no decorrer de 12 meses entre 15 de maio de 2018 e 14 de abril de 2019. Inf. fechada
= inflorescéncias fechadas. Inf. aberta = inflorescéncias abertas.

mai jun jul ago set out nov dez jan fev mar abr

Inf. fechada 9% 85 8 89 56 37 41 56 63 89 100 100

Inf. aberta 9% 93 59 89 8 56 30 5 19 41 70 100

Cachos 96 96 100 100 96 96 100 100 89 85 93 96

5.2Viabilidade polinica
5.2.1 Estudo de métodos colorimétricos

Os programas de melhoramento necessitam ter controle da viabilidade polinica para
as espécie vegetais visando o sucesso de polinizagfes controladas para a obtencdo de bom

indice de fertilizacdo. O uso de diferentes tipos corantes em diversas concentragdes podem ser
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observados na literatura para analise de viabilidade polinica e no presente trabalho, trés
inflorescéncias foram analisadas com os métodos de coloracédo: Tetrazolio (0,1 %), Cotton Blue
(0,05 %) e Azul de Tripan (0,2 %) em um fatorial 3x3 para comparar metodologias para Euterpe
oleracea e estudar a viabilidade polinica na Amazénia Ocidental. Os resultados da analise de
variancia para porcentagem de poélen viavel para as trés metodologias testadas em trés
inflorescéncias podem ser observados na Tabela 2. Verificou-se diferencas significativas para
inflorescéncias e solugdes, mostrando a existéncia de diferenca quanto ao uso das metodologias
e variagcdo também quanto as inflorescéncia analisadas. Tal resultado evidencia que o genétipo
e a escolha do método de andlise colorimético podem influenciar nos resultados, entretanto é
necessario a comparacao entre os métodos para identificar o melhor método para cada espécie.
Ressalta-se que ndo houve interacdo significativa entre inflorescéncias X solucdes,
evidenciando auséncia na mudanca de comportamento das inflorescéncias dos genotipo frente

as variagdes do método de coloracéo.

Tabela 2 - Andlise de variancia de porcentagem de pdlen viavel utilizando trés solucdes para
estudo de viabilidade colorimétrica (Tetrazélio 0,1 %, Cotton Blue 0,05 % e Azul de Tripan 0,2
%) em trés inflorescéncias de Euterpe oleracea.

Fonte de variagdo GL QM F Probabilidade
Inflorescéncias 2 810,6* 10,638 0,000892*
Solugoes 2 7.550,5* 99,092 0,000000*
Inflorescéncias * Solucdes 4 177,1 2,324 0,095863
Residuo 18 76,2

Total 26

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F. Coeficiente de variancia a 12,75%.
Delineamento Inteiramente Casualizado, fatorial 3x3.

Um método colorimétrico confiavel para avaliar a viabilidade de pdlen, permite
relacionar as estruturas do gameta masculino de acordo com cada corante (MENCK et al.,
1990).

De acordo com a Tabela 3, verifica-se que 0s corantes que apresentaram maior
viabilidade de polen para E. oleracea sdo o Cotton Blue 0,05 % e o Tetrazolio 0,1 %, com
porcentagens de viabilidade 93,49 % e 82,80 %, respectivamente, e estes diferiram
estatisticamente de Azul de Tripan 0,2 % que detectou menor viabilidade polinica (64,01 %).
Ressalta-se que na pratica o Azul de Tripan 0,2 % tem um processo de a¢do mais rapido e por
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isso a analise deve ser feita com menor tempo de atuagdo do corante devido o corante agir em
tecido morto e quanto mais tempo o polen exposto ao corante menor sera 0 nimero de pélen
viavel. Para padronizacgéo da analise, todas as laminas do experimento foram fotografadas cinco
minutos apds o polen exposto ao Azul de Tripan 0,2 % para contagem do numero de polen
viavel (pélen azul claro). No entanto, a metodologia Azul de Tripan pode ser testada em
menores concentragdes (0,1 % ou 0,5 %) no mesmo tempo de coloracdo (5 minutos), porque
este método pode ser utilizado ao ser melhor otimizado como uma metodologia alternativa para
complementar metodologias que coram tecido vivo como Cotton Blue 0,05 % e o Tetrazdlio
0,1 %.

O resultado da analise de viabilidade de pdlen mostrou a variagdo na porcentagem de
polens viaveis de diferentes genotipos de E. oleracea (Tabela 3), evidenciando que 0s
programas de melhoramento devem também analisar a viabilidade de pdlen dos diferentes
genitores doadores da espécie para sucesso em polinizagdes controladas. Ressalta-se que
porcentagens de viabilidade de polén inferiores foram relatadas para acaizeiros cultivados no
litoral paulista (76 % a 82 %) (BOVI et al. 1987), no entanto altos valores de porcentagem de
viabilidade polinica “in vivo” e “in vitro” em gendtipos de diferentes procedéncias de acaizeiro

também foram relatadas por Oliveira et al. (2001).

Tabela 3 - Comparacdo da porcentagem de pdlen viavel utilizando trés solucdes colorimétricas
em trés inflorescéncias de trés gendtipos diferentes de Euterpe oleracea.

Porcentagem (%) média de polen viavel

Meétodo de coloracgao

Gl G2 G3 Eficiéncia do método *
Cotton Blue 0,05 % 93,42 92,72 94,34 93,49 a
Tetrazélio 0,1 % 84,05 80,68 83,67 82,80 a
Azul de Tripan 0,2 % 68,83 64,16 59,05 64,01 b

Desempenho dos gendtipos*  82,10a  79,19b 79,02b

*Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de

Tukey. IG = Inflorescéncias dos gendtipos.

A analise para tomada de decisdo de um melhor método colorimétrico para analisar
viabilidade de pdlen de uma espécie ndo pode ser realizada somente de forma quantitativa. Um
bom corante deve permitir identificar um maior contraste entre polen viavel e inviavel para

facilitar a analise e menor variacao entre repeticGes de mesmo gendtipo, mesma inflorescéncia
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e mesmo corante. Neste sentido, o0 método colorimétrico Cotton blue 0,05 % apresentou maior
poder de discriminacdo de viabilidade de polen para E. oleracea (Figura 10) e menor variacéo
considerando repeticdes nas avaliacdes controladas, confirmando a eficiéncia deste corante ndo
apenas considerando a analise quantitativa. O corante também é apresentado na literatura como
azul de Lactofenol e baseia-se na coloragdo do citoplasma denso de células vivas, tornando 0s
mesmos azuis, ndo colorindo aqueles que ndo possuem citoplasma ou o contém em baixa
quantidade (RADFORD et al., 1974; PLINE et al., 2002; MUNHOZ et al., 2008).

Figura 10 - (a) L&mina com polens vidveis corados em vermelho escuro com tetrazélio (0,1 %)
e inviaveis em vermelho claro. (b) Ldmina com polens viaveis corados em azul escuro com
Cotton blue (0,05 %) e inviaveis em azul claro. (c) Lamina com pdlens invidveis corados em
azul escuro com Azul de Tripan (0,2 %) e viaveis em azul claro.

N&o foram encontradas informacdes na literatura sobre as mesmas concentracoes e
periodos utilizando os métodos colorimétricos apresentados, para comparar com 0 presente
trabalho. A maioria dos trabalhos encontrados usa menor concentragdo com maior tempo, com
12, 18 e ou até 24 horas, como apresentou Franca (2008), em seu trabalho com poélen de
berinjela. No entanto, estamos procurando um teste rapido e eficiente no poder de discriminagdo
comprado a métodos de germinacdo realizado por 24h. A definicdo de um método rapido

facilita a rotina dos programas de melhoramento.

5.2.2 Estudo de viabilidade de pdlen durante o periodo de antese da flor masculina
Ao realizar a definicdo dos corantes capazes de discriminar com maior eficiéncia a
viabilidade de polen de genotipos de E. oleracea (Cotton blue 0,05 % e Tetrazdlio 0,1 %), foi
realizado a analise de monitoramento de uma inflorescéncia de um individuo ao longo de dez
dias, visando observar a variacao de viabilidade de pélen dentro da mesma inflorescéncia desde
a abertura das primeiras flores até o final do periodo de liberacdo de polen. Os resultados da
analise grafica (Figura 11) e de regressdo linear (Figuras 12 e 13) mostram que ndo houve
alteracdo com grande variagdo nas porcentagens de viabilidade de pdlen ao longo dos dez dias,
podendo obter média de polen viavel dos dias de avaliacdo superior a 70 % (Tabela 4). No
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entanto, considerando os varios dias de analise, o método colorimétrico Cotton blue 0,05,

apresentou maior estabilidade nas analises comparado a Tetrazolio 0,1 %, como menor variagdo

nos valores de cada dia, reforcando a capacidade do método para analise de viabilidade.

Porcentagem de pdlen vidvel
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40
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0
1 2 3 4 5 6 7 8
Numero de dias consecutivos de analise

TZ cT

Figura 11 - Porcentagem de viabilidade de pdlen de uma inflorescéncia de um individuo
avaliada no decorrer de 10 dias consecutivos. TZ: Tetraz6lio 0,1 %. CT: Cotton Blue 0,05 %.

Tabela 4 - Porcentagem de viabilidade de p6len de uma inflorescéncia de um Unico individuo
avaliada durante o periodo de 10 dias consecutivos. TZ: Tetrazélio 0,1%. CT: Cotton Blue

0,05%.
Solucdo Porcentagem (%) de pdlen viavel por dia de avaliacdo  Média de viabilidade de
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 10 dias de avaliacédo
TZ(%) 8 70 80 74 67 75 83 54 58 70 71,17
CT(%) 95 93 98 95 89 78 95 95 90 93 92,10
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Figura 12 - Regressdo linear de viabilidade de polen de uma inflorescéncia de um Unico
individuo avaliada no decorrer de 10 dias consecutivos pelo método colorimétrico Tetrazolio.
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Figura 13 - Regressdo linear de viabilidade de pdélen de uma inflorescéncia de um unico
individuo avaliada no decorrer de 10 dias consecutivos pelo método colorimétrico com Cotton

Blue.

5.2.3 Estudo de viabilidade de pélen armazenado

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que houve diferenca estatistica

significativa entre 0 e 30 dias de armazenamento (Tabela 5), entretanto a conservacgédo e

manutencdo da viabilidade do pdlen de gendtipos de E. oleracea € possivel de ser realizadas

in vitro a -20 °C por pelo menos um periodo de 30 dias. Considerando os métodos

35



colorimétricos, Tetraz6lio 0,1 % e Cotton Blue 0,05 %, foi possivel obter porcentagens de
viabilidade superiores a 70 % para 0s quatro genotipos analisados (Tabela 6). A alta viabilidade
de polen ndo armazenado (0 dias) de flores abertas (média 93,2 %) e viabilidade de pdlen
armazenado acima de 70 % foram encontradas por Oliveira et al., 2001 e pode ser usada em
poliniza¢Bes controladas sem prejuizos. Condigdes de armazenamento de sucesso de até doze

meses de conservacao foram relatadas para E. oleracea (OLIVEIRA et al., 2001).

Tabela 5 - Comparagédo da porcentagem de p6lens viaveis as 0 e 30 dias de armazenamento in
vitro a 20°C em 4 individuos de Euterpe oleracea e trés repeticdes, utilizando o método
colorimétrico Cotton Blue 0,05 %.

Fonte de variagdo GL QM F Probabilidade
Tempo de armazenamento 1 196,08 17,0852 0,00078*

(0 e 30 dias)

Genotipos 3 15,145 1,3196 0,30267
Tempo de armazenamento X 3 3,612 0,3147 0,81454
Gendtipos

Residuo 16 11,477

Total 23

*Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F. Coeficiente de variancia a 4.04 %.

Tabela 6 - Porcentagem (%) de pdlens viadveis aos 0 e 30 dias de armazenamento in vitro a -20
°C em 4 individuos de Euterpe oleracea e trés repeticdes, utilizando método colorimétrico
Cotton Blue 0,05 %.

Dias de Genotipol Gendtipo2 Genotipo3  Gendtipo 4 Media de
armazenamento germinacao
0 88,00 86,50 85,83 86,33 86,66a
30 84,17 80,83 80,10 78,71 80,95b
Media de 86,08 a 83,66 a 82,96 a 82,52 a
germinacao

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, a 5 % de probabilidade, pelo teste de
Tukey. Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si, a
5 % de probabilidade, pelo teste t.
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5.2.4 Estudo de germinagéo de pdlen

O resultado de germinagdo de pdlen para o meio de cultura com célcio foi eficiente
comparado ao método sem célcio para E. oleracea. O valor médio de germinacdo (69,48 %)
(Tabela 7) foi aproximado ao encontrado na literatura para coqueiro usando o meio Lora (66,87
%) (MOURA et al., 2015). O percentual de germinacao de polen de hibridos interespecificos
de dendezeiro x caiaué foi de 54,8 a 58,3 %, do caiaué (73,1 %), inferiores a do dendezeiro
(84,8 %). A germinacdo de pdlen de gendtipos de hibridos interespecificos foi considerada
satisfatoria para o sucesso de cruzamentos contolados, nos programas de melhoramento
interespecifico entre as espécies caiaué e dendezeiro (CHIA et al., 2008). O teste de coloracéo
com Cotton Blue forneceu estimativa de viabilidade (94,83 %) superior ao teste de germinagéo
in vitro, no entanto, sabe-se que 0s corantes superestimaram a viabilidade do gréo de polen,
enguanto a germinacao in vitro subestimam. A Figura 14 mostra a viabilidade de pdlen a partir

do método de germinacdo sem uso de calcio.

Figura 14 - Viabilidade de polen a partir do método de germinacdo sem utilizacdo de célcio.
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Tabela 7 - Comparacdo da porcentagem de pélen viavel utilizando trés tratamentos com trés
inflorescéncias de trés genotipos diferentes de Euterpe oleracea. Tratamentos: Cotton Blue
(0,05%), Meio de cultura com CaCl2 e Meio de cultura sem CaCl2.

) B Porcentagem (%) média de pdlen viavel
Metodo de coloracao

Gl G2 G3 Eficiéncia do método *
Cotton Blue 0,05 % 95,12 95,87 93,50 94,83 a
Meio de cultura com CaCl2 68,25 69,20 71,00 69,48 b
Meio de cultura sem CaCl2 18,37 20,00 20,25 19,54 c

Desempenho dos gendtipos*  60,58a  61,69a 61,58a

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, a 5 % de probabilidade, pelo teste de
Tukey.
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6 CONCLUSAO

Na Amazénia Ocidental, para E. oleracea, os eventos de floracdo em doze meses foram
mais frequentes no periodo mais chuvoso, enquanto os de frutificacdo, no periodo menos
chuvoso.

Todos corantes testados permitiram diferenciacdo entre os graos de polen viaveis dos
inviaveis em E. oleracea, porém Cotton blue (0,05 %) e Tetrazolio (0,1 %) apresentaram maior
contraste no momento da contagem do nimero de polens viaveis comparado ao Azul de Tripan
(0,2 %).

Os corantes Cotton blue (0,05 %) e Tetrazélio (0,1 %) podem ser usados para distinguir
0s polens viaveis dos inviaveis em E. oleracea por apresentar porcentagem de viabilidade de
grdo de pdlen acima de 70%, sendo este percentual considerado satisfatério para analises em
programas de melhoramento.

Entre os corantes avaliados recomenda-se o corante Cotton blue (0,05 %) para
monitoramento de viabilidade de pdlen em E. oleracea devido associacdo de resultados de
analise de porcentagem de viabilidade de pdlen e maior qualidade no poder de discriminacéo
do contraste de pdlens viaveis e invidveis.

A conservacgdo e manutencdo da viabilidade do po6len de gendtipos de E. oleracea pode

ser realizada in vitro a -20 °C por pelo menos um periodo de 30 dias.
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