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RESUMO

A familia Arecaceae possui grande diversidade e importancia socioeconémica com
espécies conhecidas por serem fornecedoras de produtos para diversos fins, como
€ 0 caso de Astrocaryum acaule Mart, palmeira amazoénica que produz frutos
consumidos pelas populacdes tradicionais da regido. A caracterizacdo da espécie
quanto a biologia floral e viabilidade polinica gera conhecimentos que podem
contribuir para a conservacdo e melhoramento genético da espécie. Os objetivos
deste trabalho foram estudar o florescimento, viabilidade polinica e definir um
meétodo eficiente para coleta e armazenamento de pdlen. Os eventos fenoldgicos
foram acompanhados em 30 gendtipos no periodo de 12 meses. Foi realizada a
caracterizacdo da biologia floral da espécie com acompanhamento dos eventos
florais. Para o estudo da viabilidade polinica foi coletado polen em inflorescéncias
de cinco individuos da espécie. Foram testadas trés solucdes de corante para
determinar a viabilidade polinica: Tetrazoélio (0,1%), Cotton Blue (0,05 %) e Azul de
Tripan (0,2 %) com avaliacdo do polen por 360 dias. Foi determinado o meio de
cultura ideal para a germinacgéo do pdlen e avaliada a germinagéo durante o mesmo
periodo. As andlises de fenologia e biologia floral foram expressas a partir de
estatistica descritiva e os dados de viabilidade polinica submetidos a analise de
variancia e ao teste Tukey quando houve diferenca significativa, com o auxilio do
Software Statistica. Os ciclos de floracdo anual ocorrem de junho a agosto e
novembro a janeiro. Houve registro de frutificacdo em todos os meses, exceto em
julho e agosto. A cronologia da antese ocorre no periodo de trés dias seguidos com
a fase feminina, intervalo entre fases e fase masculina. A espécie apresenta
termogenia com variagéo de 3 °C da temperatura na inflorescéncia comparada com
a temperatura ambiente. A viabilidade do pélen fresco foi considerada alta, sendo
maior que 80% em todos os tratamentos. A maior porcentagem de germinacéo do
pélen fresco ocorreu no meio de cultura com 100 g L™ de sacarose e adicéo de
Ca(NO3),2H,0 (60,08%). Ao final do periodo de avaliacdo (360 dias), o pdlen
armazenado em temperaturas mais baixas (-20 °C e -80 °C) apresentaram maior
viabilidade, com média superior a 60% pelo teste de Tetrazolio e 20% de
germinacdo em meio de sacarose e calcio desidratado. A. acaule tem dois ciclos
anuais de floracéo e frutificacao definidos, sendo os periodos de junho a agosto e
novembro a janeiro os melhores para coleta do pdélen e realizacao de cruzamentos.
O corante Tetrazo6lio e o meio agar com calcio sdo os mais eficientes para anélise
da viabilidade e germinacao de polen. O pdlen armazenado por 360 dias mantém
maior viabilidade quando armazenado em baixas temperaturas.

PALAVRAS-CHAVE: hibridagédo, polinizacdo controlada, armazenamento de
polen, tucuma-i, biologia floral.



ABSTRACT

The Arecaceae family has great diversity and socioeconomic importance with
species known to be suppliers of products for various purposes, such as
Astrocaryum acaule Mart, an Amazonian palm tree that produces fruits consumed
by the traditional populations of the region. The characterization of the specie in
terms of floral biology and pollen viability generates knowledge that can contribute
to the conservation and genetic improvement of the species. The objectives of this
work were to study flowering, pollen viability and define an efficient method for
collecting and storing pollen. Phenological events were monitored in 30 genotypes
over a 12-month period. The characterization of the floral biology of the species was
carried out with monitoring of floral events. For the study of pollen viability pollen
was collected in inflorescences of five individuals of the species. Three dye solutions
were tested to determine pollen viability: Tetrazolium (0.1%), Cotton Blue (0.05%)
and Tripan Blue (0.2%) with pollen evaluation for 360 days. The ideal culture
medium for pollen germination was determined and germination was evaluated
during the same period. The analyzes of phenology and floral biology were
expressed using descriptive statistics, and the pollen viability data submitted to
analysis of variance and subjected to the Tukey test when there was a significant
difference, with the help of the Statistica Software. The annual flowering cycles
occur from June to August and November to January. There was a record of fruiting
in all months, except in July and August. The anthesis chronology occurs in the
period of three consecutive days with the female phase, interval between phases
and the male phase. The species shows thermogenesis with a variation of 3 ° C in
the temperature in the inflorescence compared to the ambient temperature. The
viability of fresh pollen was considered high, being greater than 80% in all
treatments. The highest percentage of germination of fresh pollen occurred in the
culture medium with 100 g L™* of sucrose and addition of Ca (NO3) ,2H,0 (60.08%).
At the end of the evaluation period (360 days), pollen grains stored at lower
temperatures (-20 ° C and -80 ° C) showed greater viability, with an average higher
than 60% by the Tetrazolium test and 20% germination in sucrose and dehydrated
calcium. A. acaule has two defined annual flowering and fruiting cycles, the periods
from June to August and November to January being the best for collecting pollen
and performing crosses. The Tetrazolium dye and the calcium agar medium are the
most efficient for analyzing pollen viability and germination. Pollen stored for 360
days maintains greater viability when stored at low temperatures.

KEYWORDS: hybridization, controlled pollination, pollen storage, tucuma-i, floral
biology.
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1) Introducéao

Devido a grande biodiversidade, muitas espécies no Brasil, ainda ndo foram
descobertas ou sdo pouco estudadas. Considerando tamanha diversidade biologica
na Floresta Amazonica, encontra-se a Familia Arecaceae, em que suas espécies
séo vulgarmente chamadas de “palmeiras” (LORENZI et al., 1996). Essa familia €
bastante conhecida devido suas espécies serem fornecedoras de alimentos,
gorduras, Oleos, ceras, esséncias e balsamos. Existe, ainda, um grande uso desta
familia no paisagismo, por sua grande diversidade com relagéo ao tamanho e forma
das folhas e pela aparéncia dos seus estipes (LORENZI et al., 1996; LEVERMANN,
2014; SOARES et al., 2014).

A familia Arecaceae esta distribuida no Brasil com cerca de 47 géneros e 296
espécies, sendo o terceiro pais do mundo considerando a diversidade de suas
espécies; destacando o género Astrocaryum que possui 24 espécies nativas na
Amazobnia (FLORA DO BRASIL, 2020), sendo o terceiro género mais diversificado,
depois de Geonoma e Bactris. Esse género recebe destaque tendo em vista suas
potencialidades econémicas pela utilizacdo dos frutos, fibras extraidas e de suas
folhas (MARINHO; CASTRO, 2002) como € o caso de Astrocaryum acaule Mart. e
Astrocaryum aculeatum Meyer, em que os frutos sdo consumidos por populagcbes
tradicionais na Amazonia, principalmente a polpa na forma fresca (RIBEIRO et al.,
1999; REVILLA, 2000; MILLER, 2013). Na Regiao Norte, a partir dos anos 90,
estabelecimentos comerciais comegcaram a comercializar sanduiches e tapiocas,
além de doces e sorvetes derivados da polpa dos frutos A. aculeatum (REVILLA,
2000; YUYAMA et al., 2008).

Astrocaryum acaule, espécie conhecida no Amazonas como tucuma-i, é uma
palmeira, frequentemente, encontrada no sub-bosque de terra firme da Amazonia,
sendo seu habitat natural a regido da Bacia do Amazonas, especialmente, no alto
Rio Negro (RIBEIRO et al.,, 1999). Esta, frequentemente, presente em areas
perturbadas (HENDERSON et al., 1995). Seus frutos sdo comumente consumidos
na regido pelas populagdes tradicionais, contendo altas concentragdes caloricas
(RIBEIRO et al., 1999). Apesar do possivel potencial para producéo sustentavel de
produtos decorativos, téxteis e domésticos a partir das fibras, poucos estudos séo

encontrados para esta espécie (SOUZA et al., 2004).
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E essencial o conhecimento sobre a biologia floral de qualquer espécie para
subvencéao de todas as etapas de melhoramento genético, manejo, domesticacao,
relacbes com o ambiente e mecanismos de polinizacdo (OLIVEIRA et al., 2003). O
estudo sobre florescimento também é primordial para que a polinizagcdo controlada
e/ou hibridacdo interespecifica tenha sucesso nas espécies a partir dos
cruzamentos com o armazenamento de polen e viabilidade polinica (BIONDO;
BATTISTIN, 2001).

Os estudos que envolvem a viabilidade polinica de espécies séo
imprescindiveis, pois trazem um maior entendimento da biologia reprodutiva da
espécie que podem ser aplicadas, principalmente, para o avan¢co no melhoramento
genético (OLIVEIRA et al., 2009). Em outras palmeiras, se faz necessario a
realizacdo de polinizagdes controladas com a utilizagdo de grdos de pdlen com
armazenamento sob baixas temperaturas para se ter sucesso nas hibridacoes,
como acontece com espécies do género Euterpe (KARUN; SAJINI, 2010; MOURA
et al., 2015; TAVARES, 2020).

Pesquisas sobre conservacao e viabilidade de grdos de poélen em palmeiras,
vem sendo realizadas com enfoque na producao de hibridos, a partir do pdélen
fresco e conservado sob baixas temperaturas (LEDO et al., 2013; OLIVEIRA et al.,
2001; SOUSA et al., 2010; TAVARES, 2020). A viabilidade do polen é influenciada
pela temperatura e umidade relativa do ar em funcdo da dessecacdo do pdlen,
fatores genéticos e fisioldgicos, além de que o pdlen permanece viavel por mais
tempo em baixa temperatura (GANESHAN et al., 2008).

Desta forma, este estudo propde definir a viabilidade dos graos de pélen em
A. acaule e a variagdo para caracteristicas com relacdo a condi¢cdes ambientais;
além de informar o periodo adequado para coleta de poélen, tempo 6timo de
armazenamento e conhecimento sobre os eventos fenoldgicos. Os resultados
fornecerdo informagdes para viabilizar a uso da espécie como doadora de genes
em programas de obtencéo de hibridos. Trabalhos de biologia de reproducdo em
A. acaule pode proporcionar avancos para a realizacdo da hibridacéo
interespecifica com A. aculeatum buscando a complementariedade para caracteres

desejaveis em programas de melhoramento e conservacao da espécie.
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2) Objetivos

2.1. Objetivo geral

Determinar as fenofases reprodutivas da espécie e definir uma metodologia

eficiente para coleta e armazenamento de pélen de A. acaule.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Determinar o periodo dos eventos fenolégicos relacionados a floracédo
e frutificacdo de A. acaule;

2.2.2. Descrever e registrar biologia floral da espécie;

2.2.3. Determinar a porcentagem de germinacgao do pdlen fresco da espécie;
2.2.4. Estimar a viabilidade polinica apds armazenamento do pdlen in vitro
da espécie.
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3) Referencial tedrico
3.1. Arecaceae

A Floresta Amazobnica é caracterizada pela alta diversidade biologica
(RIBEIRO et al.,, 1999). Nessa tamanha diversidade, destaca-se um grupo
popularmente conhecido como “palmeiras”, onde se enquadram plantas da familia
Arecaceae, muito conhecidas por fornecerem produtos provenientes de suas
plantas, como alimentos, 6leos, gorduras, esséncias, ceras, balsamos e resina,
além do potencial paisagistico (SANTELLI et al., 2006; DRANSFIELD et al., 2008).

A familia Arecaceae, descrita anteriormente como Palmae € considerada um
dos grupos mais antigos da terra sendo a Unica familia da ordem Arecales
(LORENZI et al., 2004) e faz parte de uma das maiores familias de plantas do
mundo, além de ser o segundo grupo das monocotiledéneas em importancia
econOomica (RIBEIRO et al., 1999; ELIAS et al., 2015; ELIAS et al.; 2017) estando
dividida em cinco subfamilias: Calamoideae, Nypoideae, Coryphoidae,
Ceroxyloideae, Arecoideae, sendo que cada subfamilia € composta por tribos e
subtribos (DRANSFIELD et al., 2008).

E representada mundialmente por cerca de 2.522 a 2.700 espécies, reunidas
em 240 a 252 géneros (LORENZI et al., 2010; FLORA DO BRASIL, 2020). No
Brasil, existem 47 géneros e 296 espécies descritas (LEITMAN et al., 2013; FLORA
DO BRASIL, 2020). Desse total, a regido amazonica concentra 34 géneros e 190
espécies (FLORA DO BRASIL, 2020). Almeida e Silva (1997) estimam que cerca
de 40% da familia Arecaceae € utilizada na regido amazonica de alguma forma
pelas comunidades locais, principalmente para fins de alimentagcdo, habitacéo,
medicina popular, ornamentacdo e confecgdo de artesanatos (SANTELLI et al.,
2006).

Essa familia apresenta espécies em sua maioria lenhosas (LORENZI et al.,
2004), morfologia bastante variada e desenvolvimento caracterizado quanto a
forma e aspecto (RIBEIRO et al., 1999). Suas raizes séo cilindricas, com
distribuicdo subterranea, sendo uma raiz principal distinguivel. O caule é conhecido
como estirpe e pode ser solitario ou mdltiplo. As folhas possuem uma grande
diversidade quanto ao tamanho, forma e divisdo. As flores, geralmente, séo
consideradas pouco atraentes por serem muito pequenas e por nao serem vistosas
e coloridas (LORENZI et al., 2004). Os frutos das palmeiras sdo muito variaveis,
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devido suas inUmeras caracteristicas, que vao desde a cor, tamanho, forma, até
sua textura. As sementes e frutos da maioria das palmeiras estao disponiveis o ano
todo (BODMER; WARD, 2006) formados, basicamente por: epicarpo, mesocarpo e
endocarpo (HARMS; DALLING, 2000) ricos em energia (BODMER; WARD, 2006)
e utilizados como recursos para a sobrevivéncia de artropodes, aves, roedores e
outros animais (HARMS; DALLING, 2000).

3.2. Astrocaryum acaule
3.2.1. Caracteristicas gerais da espécie

A. acaule é popularmente conhecida no Brasil, como tucuma-i (HEDERSON,
1995), tucuma-i da terra firme e tucuma-i da varzea (KAHN; MILLAN, 1992).
Existem vernaculos para a espécie, na Venezuela é conhecida como corozo e na
Colémbia é conhecida como espina (HENDERSON, 1995). Integrada a subfamilia
Arecoideae e tribo Cocoeae (KAHN; MILLAN, 1992).

Henderson et al. (1995) mostram que a espécie esta distribuida
principalmente no Brasil, porém, ha ocorréncia registrada na Guiana, Venezuela e
Colombia. No Brasil, existe maior ocorréncia nos estados do Amazonas, Ronddnia
e Par4, sendo que no Amazonas, ha grandes popula¢des encontradas, facilmente,
no baixo Rio Negro, ilhas fluviais, savanas, areas degradadas, margens de estradas
e baixios de floresta tropical Umida, com preferéncia por solos arenosos.

Palmeira caracterizada com estirpe solitaria e subterranea, raramente
medindo acima de 1 metro, variando entre 5 a 9 folhas por individuo. Os frutos séo
consumidos por populagdes tradicionais amazonidas (HENDERSON et al., 1995),
também, s&o utilizados como isca de peixe (KAHN; MILLAN, 1992) e altamente
apreciados por pequenos roedores, além da fauna em geral; as folhas oferecem

fibras utilizadas por indigenas para diversos fins (LORENZI et al., 1996).

3.2.2. Ecologia do tucuma-i

Embora esteja distribuida comumente em éareas perturbadas, devido a
dispersdo do homem, as populagcbes tém preferéncia aos solos arenosos e em

areas de baixio com solo encharcado para seu crescimento e desenvolvimento. Os
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individuos maiores estédo distribuidos nas populagdes em que o solo permanece
maior tempo encharcado. Nas popula¢ces dessas areas, ainda é possivel notar que
as folhas e espinhos sdo maiores e 0 peciolo mais grosso que o encontrado
comumente (ARAUJO, 2005).

Os individuos em areas abertas tém maior crescimento, peciolo com
coloracdo cinza e espinhos maiores, diferentemente de individuos localizados em
areas mais sombreadas, em que, o peciolo apresenta coloracédo avermelhada e os
espinhos, em sua grande maioria, sio menores (ARAUJO, 2005). Com relag&o as
interacdes ecoldgicas, Kichmeister (1998) registrou uma grande variedade de

insetos em todos os estagios da inflorescéncia.

3.2.3. Morfologia floral

As inflorescéncias séo interfoliares, formando espigas retas, protegidas por
bracteas, do tipo espatas, de coloragcdo marrom, cercada de espinhos enegrecidos
que ao se estenderem deixam cicatrizes. O eixo principal da inflorescéncia,
denominada raquis, termina em uma espiga de flores pistiladas, suportando as
raquilas (ARAUJO, 2005).

As flores pistiladas ficam na base, com 2 ou 3 flores por raquila, intercaladas
ou ladeadas por flores estaminadas. As flores masculinas estédo distribuidas, em
média, de 250 flores por raquila, sendo mais numerosas que as flores femininas,
constituidas de trés sépalas, trés pétalas, anteras e deiscéncia rimosa (ARAUJO,
2005).

As flores pistiladas, apesar de em menor ndmero, S40 maiores que as
estaminadas, possuindo trés sépalas pequenas e trés pétalas maiores formando
uma cupula que cobre o ovario. Ha alguns espinhos pequenos e cera cobrindo a
superficie externa das pétalas vestigiais (ARAUJO, 2005).

Para o processo de formacéo dos frutos, sdo considerados desde o inicio do
lancamento de espata, sua abertura, antese, deiscéncia até a formacao dos frutos.
Da formagé&o até o amadurecimento dos frutos, o tempo varia de 140 a 160 dias,
sendo acrescidos, em média, mais 20 dias para a dispersdo (ARAUJO, 2005).

3.2.4. Termogénese
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Muitas espécies tem o odor como principal modo de atracdo de insetos
coledpteros nas flores. Essa producédo de calor pelas flores é conhecida como
termogénese, onde a elevacdo da temperatura nas flores intensifica a volatizacéo
do odor (KUCHMEISTER et al.,, 1998). O odor das flores, intensificado pelo
processo de termogénese, atraem o0s insetos que encontram nas flores alimento,
protecao e local para reproducéo (OLIVEIRA, 2012).

Palmeiras do género Astrocaryum, bem como algumas outras espécies da
familia Arecaceae emitem forte odor que é intensificado pela termogénese. Este
fendmeno altera a temperatura nas inflorescéncias, causado pela grande
concentracdo de flores, gerando a volatizacdo de substancias quimicas e alta
atividade fisioldgica, considerando como fator primordial para a atracédo de insetos
0 odor (KUCHMEISTER et al., 1998).

3.2.5. Polinizacéao

As flores de A. acaule produz forte odor apés o inicio da antese, ocorrendo
ainda com as flores fechadas e indo até o inicio da senescéncia das flores. As flores
femininas produzem um odor adocicado e desagradavel e o odor das flores
masculinas se assemelha ao odor de trigo envelhecido (KUCHMEISTER et al.,
1998).

Ha uma grande visitacdo de insetos que podem ser observados durante toda
antese. Eles sdo atraidos pelo odor produzido pelas flores desde a abertura da
espata até a deiscéncia de flores. Dentre os visitantes, destaca-se a presenca de
coledpteros que possuem sua quantidade intensificada com o aumento da
temperatura no periodo noturno. As abelhas também podem ser vistas durante o
dia, porém, no segundo dia, sua ocorréncia se intensifica na inflorescéncia
(KUCHMEISTER et al., 1998).

3.2.6. Sistema reprodutivo e Florescimento

Séo registrados pelo menos dois ciclos anuais para a espécie, sugerindo que
a espécie pode apresentar ciclos reprodutivos correlacionados a precipitacéo local.

E possivel encontrar entre novembro e marco, floracéo e frutificacido acontecendo
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comitantemente, sendo janeiro, o melhor més para encontrar individuos com
espatas fechadas, até frutos maduros (KUSHMEISTER, 1998; ARAUJO, 2005).

A disperséo de sementes foi registrada por Araujo (2005) entre os meses de
fevereiro e maio. O langamento de espatas e o periodo de florescimento coincidem
com os meses de menor precipitacdo. As flores em antese sdo mais comuns em
periodos de temperatura mais elevada e o processo de frutificacdo e disperséao é

recorrente nos meses em que ha maior precipitacao.

3.3. O gréo de polen

O grdo de podlen abriga o gametofito masculino de vegetais superiores
(MOORE; WEBB, 1978), estabelecendo um elo de geracdo em geracdo e
assegurando a perpetuacao das espécies. A fecundagcdo do gameta masculino e
gameta feminino realiza a reproduc¢éo sexual, caracterizando o inicio da polinizacéao
(KRICHEVSKY et al., 2007). O grao de pdlen é formado dentro das anteras, e
compreende dois eventos: a microsporogénese e a microgametogénese
(HORNER; PALMER, 1995).

Na microsporogénese, o grdo de pélen presente nos sacos polinicos sofre
meiose e da origem a formacdo de um micrésporo haploide (RODRIGUES et al.,
2004). No processo de microgametogénese, o microsporo sofre uma divisdo
mitética, que resulta no nucleo reprodutivo e nlcleo germinativo. Logo apés a
divisdo ocorre uma segunda divisdo mitética envolvendo nucleo germinativo. Esta
divisdo da origem as células espermaticas (SANTOS; ZANETTINI, 2002).

Os gréos de pélen podem variar de 15 a 200 um de didmetro com relacao ao
seu tamanho e forma em angiospermas e gimnospermas (RAYNOR et al., 1966).
Caracteristicas morfolégicas, como: aberturas e estruturas sao de suma
importancia para identificacdo dos graos de polen (ERDTMAN, 1986) e as andlises
de morfologia polinica sdo imprescindiveis para diferentes ciéncias (CANCELI et
al., 2006).

3.4. Viabilidade polinica
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A viabilidade polinica € uma medida bastante utilizada para monitorar o pélen
armazenado, tal medida pode garantir a fecundacéo, tornando possivel também o
cruzamento entre genoétipos de interesse, de acordo com a finalidade do
cruzamento. Estudos sobre viabilidade polinica fornecem subsidios cruciais para o
processo de hibridacéo nos programas de melhoramento. (FERREIRA et al., 2007).
A viabilidade do pdlen pode ser determinada através de métodos diretos (PIO et
al., 2007) e indiretos (FERREIRA et al., 2007).

Dentro dos métodos diretos, encontra-se a germinagéo in vitro, onde o meio
de cultura induz a germinacgéo do tubo polinico simulando condi¢des favoraveis ao
polen. Uma das grandes limitacdes é que a necessidade e complexidade das
espécies sao altas, o que requer meios de culturas especificos de acordo com as
exigéncias da espécie para se obter boa germinacédo (FERREIRA et al., 2007).
Como método indireto, tem-se 0 uso de corantes para trazer uma estimativa de
graos de polen viaveis, permitindo obter melhor entendimento sobre a integridade
das estruturas (MENCK et al., 1990).

Existem muitas complexidades quanto ao estudo da viabilidade polinica,
pois, técnicas inadequadas de coleta, transporte, extracdo e armazenamento de
polen podem trazer danos a estrutura do polen, comprometendo sua viabilidade e
dificultando possivel producéo de hibridos (MENCK et al., 1990; SIREGAR, 2000).
Para assegurar maior longevidade, o pélen deve ser armazenado em baixas

temperaturas e teor de umidade reduzido (PIO et al., 2007).
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4) Material e Métodos
4.1. Areade estudo

Os estudos foram conduzidos em duas unidades experimentais, uma na
Embrapa Amazoénia Ocidental - EMBRAPA e a outra na &rea de Floresta do
Campus da Universidade Federal do Amazonas - UFAM. A coleta de dados para
avaliacdo do pédlen fresco e armazenamento in vitro ocorreu no Campo
Experimental do Rio Urubu (CERU), localizado no municipio de Rio Preto da Eva -
AM, aproximadamente 62 km de Manaus, entre as coordenadas geograficas de
latitude 2°26'49.70” S, longitude 59°33'43” O. O estudo da biologia reprodutiva e
testes de viabilidade do podlen fresco e armazenado foi conduzido no Laboratério
de Cultura de Tecidos do Campo Experimental da Sede (CES) da Embrapa
Amazoénia Ocidental, localizado no municipio de Manaus - AM, entre as
coordenadas geogréficas de latitude 2°53'29,14" S, longitude 59°58'39,90" O. A
avaliacao de estudos fenoldgicos de A. acaule ocorreu em um trecho de floresta de
baixio da UFAM, localizada na zona leste da cidade de Manaus, entre as
coordenadas geograficas de latitude 3°07°.50” S, longitude 59°57.00” O, onde

ocorre densa populacao da espécie.

4.2. Estudo dos eventos fenoldgicos

Os eventos fenologicos foram caracterizados a partir da observacdo em
campo da ocorréncia das inflorescéncias e, posteriormente em laboratério. Essa
caracterizacdo teve como base o referencial de literatura desenvolvido por
Henderson (1995) e Dransfield (1987). Utilizando-se para determinacdo de eventos
fenoldgicos, maquina fotografica digital e microscépio estereoscopio.

Foram acompanhados 30 individuos de A. acaule para 0s registros
fenoldgicos (Figura 1). A presenca de evento reprodutivo foi o principal parametro
escolhido para a selecdo e marcacdo dos individuos que passaram a ser

acompanhados.
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Figura 1. A) Populag&o natural de A. acaule existente
na area de estudo. B) Individuo identificado para
acompanhamento de eventos fenoldgicos.

Foram realizadas duas avaliacdes fenoldgicas mensalmente em um periodo
de 12 meses, com exceg¢do dos meses de abril/2020, maio/2020 e junho/2020, em
que ocorreu 1 (uma) avaliacdo mensal. Foram acompanhadas duas fenofases:
floragédo - desde a visualizagcdo das espatas fechadas, inflorescéncia (pré-antese,
antese e pos-antese) até a queda das flores; frutificacdo - subdividida em cachos
verdes, cachos maduros e cachos secos.

Os dados obtidos pela coleta foram expressos em porcentagens e analisados
a partir de estatistica descritiva no Software Statistica (HILBE, 2007), onde foram
calculados os valores envolvendo a média, os valores minimo e méaximo e o

coeficiente de variagéo (CV).

4.3. Floracdo, antese, liberacédo do pélen e termogénese

O tempo de floracdo foi acompanhado, diariamente, em 10 individuos da
espécie a partir de uma inflorescéncia por individuo. Sendo observada, diariamente,
em cada bréactea, a sucessao dos eventos de floragdo, como: o tempo utilizado pela
bractea até o inicio da antese das flores femininas, duracdo da fase masculina, a
existéncia ou nao de intervalo entre as fases de floracdo e a duracdo da fase
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masculina, expressos em dias. A floracdo total encontrada, envolveu o somatorio
das fases feminina e masculina, como também o intervalo de fases.

A avaliacdo da termogénese ocorreu em cinco individuos no periodo de
floracdo total, em que eram medidos a temperatura ambiente e temperatura na
inflorescéncia a cada duas horas, com o auxilio de um termémetro portatil
Minitherm HI 8751 (Figura 2).
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Figura 2. Medigéo de temperatura na inflorescéncia com
0 auxilio de um termémetro portatil.

Os dados obtidos pela coleta foram processados e analisados a partir de
estatistica descritiva no Software Statistica (HILBE, 2007), onde foram calculados
os valores envolvendo a média, os valores minimo e maximo e o coeficiente de

variacao (CV).

4.4. Caracteristicas florais

As caracteristicas florais foram ilustradas e descritas a partir da coleta das
espatas, inflorescéncias e flores de 10 individuos, para posterior mensuracéo, com
o auxilio de fita métrica e paquimetro (Figura 3) de todos os componentes florais.
Esses foram ilustrados, descritos e analisados de acordo com a estatistica
descritiva (HILBE, 2007).
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Figura 3. Morfometria de componentes florais de A. acaule. A) Raquilas. B)
Inflorescéncia. C) Espatas e inflorescéncias.

4.5. Estudos de viabilidade polinica

45.1. Viabilidade do podlen fresco de A. acaule pelos métodos
colorimétricos

Para a avaliar a viabilidade polinica foram testadas trés solucfes de
corantes: Tetrazolio (0,1%) (LAKON, 1949), Cotton Blue (0,05 %) (NICOLSON,
1959) e Azul de Tripan (0,2 %) (HAYMAN, 1970). A visualizacdo do padrédo de
coloracdo em microscépio estereoscopico foi baseada na metodologia de Cysne et
al. (2015).

A coleta de material foi realizada em todos os dias da antese, sendo
selecionadas cinco individuos da espécie, retirada uma raquila de cada individuo e
preparada uma amostra (quatro anteras) em cada lamina, totalizando 3 laminas por
método.

Apos cobertas, as laminas com as anteras foram maceradas com atrito por
leve compressao da laminula para liberacdo dos graos de poélen. Posteriormente
foram retirados os residuos das anteras e acrescentado uma gota de solucdo do
corante de cada método colorimétrico homogeneizando-a e cobrindo novamente
com a laminula e identificando cada uma das laminas (Figura 4).

As laminas preparadas com a solucao de Tetrazolio (0,1%) foram cobertas

com papel aluminio e colocadas dentro de uma incubadora bioldgica (B.O.D.) por
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2 horas, em temperatura de 37+ 3 °C, em camara umida (placa de Petri com papel
umedecido) (Figura 4A). Essa técnica permite que os graos de pdlen viaveis sejam
corados em tons de rosa e 0s nédo viaveis fiquem incolores, pois o polen fica corado
devido a plena atividade enzimatica dos tecidos vivos.

As laminas com teste de coloragcédo Cotton Blue (0,05 %) foram colocadas
dentro de uma incubadora biolégica (B.O.D.) por 30 minutos, em temperatura de
37+ 3 °C, em camara umida (placa de Petri com papel umedecido) (Figura 4B). Os
gréos de polen viaveis foram corados de azul e n&o viaveis, incolores, pois o pdlen
fica corado devido a plena atividade enzimatica dos tecidos vivos.

As laminas com o teste colorimétrico Azul de Tripan (0,2%) foram colocadas
em camara Umida (placa de Petri com papel umedecido) e deixadas em
temperatura ambiente por 5 minutos (Figura 4C). Os graos de poélen corados em
azul foram considerados inviaveis e 0s pouco corados, ou nao corados,
considerados viaveis, pois essa técnica permite a coloracéo do tecido morto do grédo
de poélen.

As laminas foram avaliadas em estereomicroscépio Leica S8 APO, equipado
com microcamera (Nikon Digital Sight DS-Fil) para digitalizagdo das imagens.
Foram contados 200 gréos por lamina. A porcentagem de pdlen viavel foi obtida
calculando o numero de graos viaveis dividido pelo nimero de grdos contados e

multiplicado por 100.

TIRY
TARA

Figura 4. Laminas preparadas para avaliag&o colorimétrica. A5 Tetrazélio
(0,1%). B) Cotton Blue (0,05 %). C) Azul de Tripan (0,2 %).
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O delineamento experimental e estatistico utilizado para o método
colorimétrico do pdlen fresco foi o inteiramente casualizado com arranjo fatorial 3
(corantes) x 5 (genotipos), totalizando quatro repeticdes por lamina para cada dia
de antese avaliada, sendo a unidade experimental, uma lamina. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e, quando houve diferenca significativa, as
meédias foram comparadas pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade

de erro, utilizando-se o software Estatistica (HILBE, 2007).

4.5.2. Germinagdao in vitro do pélen de A. acaule

Para a germinacdo do pdlen in vitro foram testados trés meios de cultura
utilizando meio agar (10 g L1), um preparado com 50 g L* de sacarose, o segundo
com 0s mesmos componentes adicionando 100 mg L' de H;BO; e o terceiro
adicionando 300 mg L de Ca(NO;),4H,0. Os tratamentos foram definidos a partir
de resultados obtidos em estudos realizados com poélen a partir de outras espécies
(SOUSA, et al.,, 2010; MOURA, 2015; MENDEZ; ACMA, 2018; ABREU, 2019;
TAVARES, 2020).

Com o auxilio de um Becker, o meio de cultura foi preparado com adi¢éo dos
componentes de acordo com as concentracdes de cada meio, sendo a solucéo
aquecida em forno microondas até a dissolugdo completa dos componentes. Em
cada tratamento foi utilizado 60 mL de meio, sendo dividido 20 mL em cada placa
de Petri, totalizando trés placas por tratamento. Apés o resfriamento e solidificacao
do meio de cultura em placa petri, o polen foi aspergido sobre o meio com auxilio
de uma al¢a de drigalski, e em seguida, incubado em B.O.D a temperatura de 37+
3 °C, durante o periodo de 4 horas.

ApoOs a incubacdo, foi contabilizado o nUmero de pdlens germinados com o
auxilio de estereomicroscopio Leica S8 APO. Considerando grdo de pdlen
germinado quando o tubo polinico alcangcou comprimento igual ou maior ao
diametro do polen (CYSNE et al., 2015). As placas de petri foram divididas em
guatro campos e, em cada campo de maneira aleatéria foram contabilizados 100
graos de pdlen (germinados e ndo germinados), totalizando 400 gréos de pélen por

placa, evitando contabilizar as bordaduras, onde ha menor concentracdo de pélen.
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O delineamento experimental e estatistico utilizado para o método de
germinacao do polen fresco foi o inteiramente casualizado com trés tratamentos
(meio de cultura) e 4 repeticdes, sendo a unidade experimental, uma placa de petri.
Os dados da viabilidade de germinacdo polinica foram submetidos a analise de
variancia no software Estatistica (HILBE, 2007) e quando observada diferenca
significativa entre os tratamentos, as médias foram comparadas pelo teste de

Tukey, em nivel de 5% de probabilidade de erro.

4.5.2 Obtencédo, armazenamento, beneficiamento do pdélen e estudo da

viabilidade do po6len armazenado

Foi coletado uma inflorescéncia de cinco individuos durante a antese de
flores masculinas, colocadas em sacos e transportadas ao laboratério para
armazenamento e testes de viabilidade do pélen armazenado. As inflorescéncias
foram colocadas em bandejas de aluminio e em seguida, levadas para estufa para
retirada da umidade durante 24 horas a 37+ 3 °C. Apos esse periodo, todas as
flores foram retiradas para uma leve compressao para liberacédo do podlen. O
material foi colocado sob peneira para separar residuos e pélen.

Os graos de polen foram também armazenados em eppendorfs
hermeticamente fechados, para utilizacdo de uma amostra por periodo de
armazenamento (Figura 5). Foram considerados trés temperaturas: geladeira a 3°
C, freezer a —20° C e ultra-freezer a —80° C e quatro periodos de armazenamento:

um, trés, seis e doze meses de conservagao.
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Figura 5. Pélen armazenado para avaliacdo de viabilidade.
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Quando feita a analise para os testes de viabilidade, os grdos de pdlen
armazenados foram colocados para hidratar em camara Umida por duas horas a
37° C e, apos a hidratacéo, foram adotadas as mesmas metodologias aplicadas
para polen fresco, tanto para os métodos colorimétricos, como para germinagao in
vitro, com adaptacgfes, permanecendo o0s testes colorimétricos utilizando corante
Tetrazolio e Azul de Tripan e para avaliacdo de germinacdo com dosagem de 300
mg Lt Ca(NO;),4H,0.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, em ensaio fatorial
3x3x5 com trés métodos colorimétricos, trés temperaturas de armazenamento e
cinco periodos de avaliacdo, para analise do método colorimétrico, e arranjo fatorial
3x5 para germinacdo in vitro (trés temperaturas de armazenamento e cinco
periodos de avaliacdo), com trés repeticbes para cada método. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e, quando houve diferenca significativa, as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, em nivel de teste t (t, p<0,05) no
software Statistica (HILBE, 2007).
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5) Resultados e Discusséao
5.1. Eventos fenoldgicos da espécie

Astrocaryum acaule é uma espécie que apresentou dois eventos de floragédo
por ano, de acordo com o presente estudo. O primeiro ciclo ocorre de junho a
agosto, onde para este estudo, todos os individuos monitorados floresceram
(n=30). O segundo evento ocorreu de novembro a janeiro, onde 96,7% dos
individuos avaliados floresceram. O periodo com maior ocorréncia de
inflorescéncias abertas foi registrado no més de dezembro. Em fevereiro e outubro,
foram registrados os maiores indices de infrutescéncias verdes e, no periodo de

fevereiro a abril, o pico de frutos maduros (Tabela 1).

Tabela 1. Eventos da reproducao de A. acaule durante o periodo de 1 ano. Registros no periodo de
08/19 a 07/20.

Meses

Evento Floral

Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul

Espatas
fechadas

Inflorescéncia
aberta

Inflorescéncia
seca

Frutos
imaturos

Frutos
maduros

|:| N&o ocorre |:| Ocasionalmente - Frequentemente - Muito Frequentemente

O primeiro ciclo se inicia com a ocorréncia de espatas fechadas entre os
meses de junho e agosto e se encerra entre os meses de janeiro e abril com a
ocorréncia de frutos maduros em dispersao. As espatas fechadas do segundo ciclo
sao encontradas de novembro a janeiro e os frutos maduros, deste ciclo, ocorrem
entre os meses de marco a maio. E possivel encontrar fases dos dois ciclos
ocorrendo, simultaneamente, entre os meses de novembro e fevereiro. O més de
janeiro € o momento mais propicio para encontrar todas as fases dos eventos

fenoldgicos. Houve frutificagdo durante todo periodo de monitoramento, exceto nos
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meses de julho e agosto (Figura 6). Um estudo realizado na Reserva Duque
mostrou que os dois ciclos de A. acaule tém relacdo com a precipitacdo e
temperatura do municipio de Manaus (KUCHMEISTER, 1998).
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—@— EMmissdo Inflorescéncia Cachos

Figura 6. Fenologia reprodutiva de A. acaule. durante o periodo de 08/2019 a
07/2020.

O inicio do ciclo, considerando desde a ocorréncia de espatas fechadas até
espatas em pds antese ocorre nos meses em que a precipitacdo € menor e o fim
do ciclo, em periodos de maior precipitacdo. As espatas com flores abertas ocorrem
em periodos de temperatura mais elevada na regido, sugerindo que a presenca de

espatas pode ocorrer continuamente entre os meses de junho a janeiro (Figura 7).
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Figura 7. Dados de florescimento de A. acaule. associados a precipitacdo do
municipio de Manaus — AM (INMTE, 2020) durante o periodo de 08/2019 a
07/2020.

Estudos realizados com A. aculeatum (GENTIL 2005; LEITAO, 2008;
VASCONCELOQOS, 2010) mostraram que sao encontradas inflorescéncias entre os
meses de julho e janeiro, revelando cenario parecido com a dindmica de floragéo
encontrado para A. acaule neste estudo. Adicionalmente, estudos da fenologia de
A. aculeatum, espécie do mesmo género, revelou que o florescimento coincide com
o periodo de outras espécies do género (A. sciophilum, A. gynacathum e A.
murumuru), sugerindo que polinizadores do género Astrocaryum procurem
palmeiras de outros géneros para se alimentar do pélen em periodo em que néo ha
floracdo das espécies do género (BACELAR-LIMA, 2004). A coincidéncia de
florescimento e a presenca de polinizadores naturais comuns entre as espécies de
Astrocaryum evidenciam a possibilidade de hibridacao interespecifica natural no

género que precisa ser investigada adequadamente.

34



Dos 30 individuos avaliados, todos apresentaram ocorréncia do sistema
reprodutivo nos dois ciclos anuais, exceto 1 (um) individuo que apresentou
ocorréncia somente no primeiro ciclo. Quatro individuos lancaram até trés espatas
no mesmo ciclo. Os outros individuos avaliados tiveram entre uma e duas espatas
lancadas por ciclo. Todos os individuos apresentaram formagéao de frutos, porém a
maioria dos frutos secaram antes do periodo de disperséo. Insetos e larvas da
ordem Diptera podem estar associados ao ataque dos frutos de individuos de A.
acaule (KUCHMEISTER, 1998), o que justificaria a ocorréncia de cachos secos em

decorréncia do ataque de insetos (Figura 8).

Figura 8. Cachos e frutos secos de A. acaule.

Os individuos avaliados apresentaram variacdes consideraveis quanto as
caracteristicas morfolégicas (Figura 9), que variaram desde o tamanho da estirpe
até a forma dos componentes florais, como as espatas e inflorescéncias. As
espatas apresentaram comprimento médio de 40,3 cm (n=5; min=18,9; max= 64,3;
dp= 15,6) e largura média de 11,8 cm (n=5; min=9,3; max= 16,1; dp= 2,48). Araujo
(2005) mostrou que espatas de A. acaule quando abertas medem
aproximadamente comprimento médio de 59,7 cm e largura média de 13,2 cm, o
gue demonstra variabilidade consequentemente no tamanho das inflorescéncias e

na quantidade de frutos.
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15cm

Figura 9. Variabilidade morfol6gica de componentes florais de A.
acaule. A) Aspectos morfolégicos da espata. B) Nocdo da
amplitude de inflorescéncia e espata do maior e menor individuo
avaliado.

As variacdes quanto a morfologia da espécie, como as encontradas no
presente trabalho, podem estar relacionadas as diferencas com relacdo a
quantidade de luz obtida pelos individuos de populacdes e a textura dos solos
higromorficos, onde comumente sdo encontradas populagées de tucuma-i (KAHN;
MILLAN, 1992). As variacdes de morfologia sdo comuns em espécies de palmeiras,
tendo em vista, que a distribuicdo dos individuos em ambientes complexos e com
variacbes espaciais, podem contribuir para a criacdo de micro-ambientes com
diferenca na disponibilidade de recursos, como luminosidade, nutrientes, dentre
outros (SYENNING, 2001).

5.2. Biologia Floral
5.2.1. Morfologia floral

A inflorescéncia de A. acaule (Figura 10 A e B) é pedunculada, interfoliar e
apresenta tamanho médio de 24,6 cm (n=10). Essas séo envolvidas por bractea do
tipo espata, provida de espinhos em toda superficie externa protegendo a
inflorescéncia durante todo processo reprodutivo (Figura 9). As inflorescéncias tem

em média 58 raquilas (n=10) com comprimento variando em 17,3 cm e 34,2 cm
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(Figura 10C). As flores unissexuadas se dispdem em raquilas, sendo na base das
raquilas de um a trés flores pistiladas (Figura 10D e E), estimando 58 a 174 flores
pistiladas por inflorescéncia. As flores estaminadas sdo numerosas em cada
raquila, com média de 213 flores por raquila, estimadas em 12.586 flores por
inflorescéncia, ocupando cerca de 2/4 de cada raquila. As flores estaminadas sao

constituidas de trés pétalas, trés sépalas e seis estames (Figura 10F).

acaule. A) Espata e inflorescéncia aderidas em

todo processo de floracdo. B) Disposi¢édo da inflorescéncia. C) Raquilas da base, meio e
apice de inflorescéncias. D) Flores pistiladas localizadas na base das raquilas. E) Flor
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Araujo (2005) estudando a morfologia e inflorescéncia das flores na espécie,
também mostrou que as inflorescéncias surgem da regido interfoliar por espatas
cobertas de espinhos. O autor mostrou que um eixo principal da inflorescéncia da
suporte as raquilas, onde estao distribuidas as flores pistiladas (base), em nimero
de dois ou trés, e de flores estaminadas, essas em maior nimero (2/4 de cada
raquila). Tanto as flores pistiladas quanto as estaminadas sédo constituidas de trés
sépalas e trés pétalas. Outros estudos no género, avaliando a morfologia floral de
A. aculeatum, mostraram componentes florais com dimensdes muito maiores,
quando comparados a A. acaule, rdquis com 1,4 a 6,4 m de comprimento,
inflorescéncias interfoliares chegando até 2 m de comprimento, estimativa de 432
raquilas com flores unissexuais, sendo de 500 a 1.200 flores pistiladas e cerca de
190.000 a 260.000 flores estaminadas.

5.2.2. Sequéncia dos eventos florais

A cronologia da antese ocorre no periodo de trés dias seguidos. A espata
desenvolve-se até se tornar intumescida (Figura 11A), gerando uma fenda
longitudinal (Figura 11B), onde ocorre a sua abertura (Figura 11C). Em cinco
individuos foi acompanhado a abertura de espata onde 0s registros ocorreram entre
as 10:00 e 16:00 horas. A espata permaneceu ligada a inflorescéncia durante toda

antese.
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Figura 11. A) Espatas fechadas em individuo de A. acaule. B) Processo de abertura
longitudinal da espata. C) Espata no estagio final do processo de abertura.
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No mesmo dia da abertura da espata, inicia-se a fase feminina na
inflorescéncia. As flores pistiladas apresentam coloracdo creme e trés estigmas
dispostas na base das raquila. Os registros mostraram que a fase feminina se inicia
entre as 18:00 e 20:00 horas e as flores ficam abertas até o amanhecer (6:00 e 7:00
horas), totalizando cerca de 12 horas de fase feminina. Apos isto, o estigma das
flores pistiladas resseca, deixando as flores com coloracdo em tom marrom.

Ha um intervalo de aproximadamente 12 horas entre as fases feminina e
masculina, onde é possivel notar a presenca de insetos nos botfes florais e na
espata durante todo o dia (Figura 12C). No segundo dia de antese, ocorre o inicio
da fase masculina (Figura 12B), onde todas as flores estaminadas se abrem
simultaneamente entre as 18:00 e 22:00 horas. O pélen comeca a ser liberado entre
duas e trés horas apés o inicio de abertura das flores. As flores continuam durante
toda fase recebendo a visita de insetos (Figura 14), principalmente os coleépteros.

A fase masculina ocorre até o amanhecer do terceiro dia dos eventos de
antese quando, enfim, comeca a senescéncia das flores entre 18:00 e 20:00 horas,
totalizando entre 12 e 15 horas de fase masculina, sendo gerado um forte odor
durante toda fase. Nesse momento, parte das flores ficam com um tom envelhecido
e parte delas comeca a cair (Figura 12E). Boa parte das flores s6 comeca a cair
com o passar dos dias. A Tabela 2 mostra a cronologia da antese e sequéncia dos

eventos florais da espécie.

Tabela 2. Sequéncia e cronologia de eventos florais de A. acaule.

1° DIA 2° DIA 3° DIA
0 6 12 18 0 6 12 18 0 6 12 18 24

EVENTOS / DIA

Fase Feminina

Intervalo de Fases

Fase Masculina
Odor

Senescéncia das flores
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Figura 12. Sequéncia de eventos florais em A. acaule. A) Flores pistiladas durante a
fase feminina. B) R4quilas com flores estaminadas abertas durante a fase masculina. C)
Espata recém aberta recebendo visitantes florais. D) Disposicdo de botdes floais nas
raquila. E) Senescéncia das flores.

Comportamentos semelhantes de biologia floral e cronologia da antese
foram encontrados em outras espécies do género Astrocaryum (Tabela 3). As
espécies desse género sdo mondicas, com inflorescéncias bissexuais, protoginia e
a cronologia da antese ocorre, aproximadamente, ao longo de trés dias, com fase
estaminada noturna. Algumas diferencas também sdo encontradas. Em A.
aculeatum e A. vulgare (BACELLAR-LIMA, 2006; OLIVEIRA et al., 2003), por
exemplo, h& sobreposicdo de fases, o que ndo ocorre em A. gynacanthum
(KUCHMEISTER et al., 1998), A. Mexicanum (Burguez et al., 1987) e em A. acaule,
neste estudo.
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Tabela 3. Resultados de biologia floral de espécies do género Astrocaryum comparadas a A. acaule.

Caracteristicas

A. mexicanum
(Burquez et al. 1987)

A. gynacanthum
(Kukmeister et al.

A. vulgare
(Oliveira et al. 2003)

A. aculeatum
(Bacelar-Lima, 2006)

A. acaule
(No presente estudo)

1998)
Cronologia da
antese 2 dias 3 dias 3 dias 3 dias 3 dias
Fase feminina Noturna/Alvorecer Diurna Diurna Noturna/Alvorecer Noturna
Fase masculina Noturna Noturna Noturna Noturna Noturna
Intervalo entre 15 horas 24 horas 24 — 36 horas 12 horas 12 — 15 horas

as fases

Sobreposicéo
de fases

Monoicia

Protoginia

(aproximadamente)

Nao

Sim

Sim

(aproximadamente)

Nao

Sim

Sim

(aproximadamente)

Sim

Sim

Sim

(aproximadamente)

Sim

Sim

Sim

(aproximadamente)

N&o

Sim

Sim
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5.2.3. Termogénese

Foi verificada a termogenia na espécie durante os trés dias que ocorrem a
antese na inflorescéncia. Os cinco individuos acompanhados apontaram aumento
da temperatura nas inflorescéncias de 2° C a 3,4° C com relacdo a temperatura
ambiente (Figura 13). As variacbes de temperatura aconteceram no periodo
noturno nas duas primeiras noites da antese, sendo que as maiores diferencas de
temperatura foram observadas entre as 18:00 e 06:00 horas da manha.

35
33
31

\
29
27 / :
25 :
23
21

19

Temperatura (°C)

16h 18h 20h Oh 4h 6h Sh 12h 15h 17h 18h 20h Oh 4h 6h 10h 12h 18h 20h

Dia 1 Dia 2 Dia 3

- TEVIPERATURA AMBIENTE TEMPERATURA DA INFLORESCENCIA

Figura 13. Termogenia de A. acaule. durante a sequencia de eventos florais.

Durante toda antese, foi observado um forte odor, intensificando-se durante
os periodos em que houve registro do aumento da temperatura na inflorescéncia
quando comparada a temperatura do ambiente. Em todo periodo de antese houve
presenca de insetos da ordem Coleobptera (Figura 14A, B e C), porém nos
momentos de maior registro de variacdo na temperatura, ou seja, no periodo
noturno, a presenca desses insetos foi intensificada. Também foram encontrados
visitantes florais de Hymenoptera (Figura 14D, E, F e G) nas inflorescéncias no
periodo diurno.
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Flgura 14 V|S|tantes rorals de A. acaule. durante antese. A, B e C) Ordem Coleoptera D,EFG
e H) Ordem Hymenoptera.

Em estudos de avaliacdo de termogenia em outras trés espécies de
Astrocaryum foi encontrado variacéo de temperatura durante os eventos de antese.
Em A. aculeatum (BACELLAR-LIMA, 2004) e A. gynacanthum (KUCHMEISTER et
al., 1998) a variacao de temperatura chegou a 6° C, e o maior registro de aumento
de temperatura ocorreu em A. mexicanum (BURQUEZ et al., 1987) com variacéo
de 13,8° C.
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Tabela 4. Pardmetros comparativos de termogenia entre palmeiras do género Astrocaryum.

Espécie Termogénese Diferenca de
Temperatura (Espata
x Ambiente)
A. mexicanum Sim 13°C

(Burquez et al. 1987)

A. gynacanthum Sim 6°C
(Kukmeister et al. 1998)

A. aculeatum Sim 6 °C
(Bacelar-Lima, 2004)

A. acaule Sim 3°C
(No presente estudo)

5.3. Viabilidade de podlen fresco
5.3.1. Teste Colorimétrico

A andlise variancia de viabilidade polinica mostrou que houve diferenca
significativa entre os corantes testados, onde os métodos de coloragdo Tetrazdlio
(0,1%) (Figura 15A) e Azul Tripan (0,2%) (Tabela 5 e Figura 15B) mostraram
viabilidade polinica de 76,87% e 76,07%, respectivamente, sendo 0s mais
eficientes. O corante Cotton Blue (0,05%) (Figura 15C) foi o menos eficiente,
representando 62,53% de polen corado no primeiro dia de antese da espécie. Nao
houve diferenca entre os genétipos avaliados.

Tabela 5. Testes colorimétricos e médias de pélen no primeiro dia da antese em cinco individuos
de A. acaule coletados no campo experimental do Rio Urubu da Embrapa Amazdnia Ocidental.
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Figura 15. Pdlen de A. acaule. A) Coloracdo com Tetrazolio (0,1%). B) Coloragdo com Azul de
Tripan (0,2%). C) Coloragdo com Cotton Blue (0,05%).
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Média de poélen viavel (%) — 1° dia de antese

Método colorimétrico Eficiencia do
Gl G2 G3 G4 G5

método

Tetrazodlio (0,1%) 74,5 77,5 76,5 73,5 78,36 76,87 A
Azul de Tripan (0,2%) 74,03 83,66 76,34 81 69,34 76,07 A
Cotton Blue (0,05%) 58 52 61 71 70,67 62,53 B

Desempenho por 66,02a 67.83a 6867a 76a 700la
genotipo Média

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

No segundo dia de antese, os resultados da analise de variancia como
mostra na Tabela 6, mostram viabilidade maior que 80% com os corantes testados,
nao apresentando diferenca na eficiéncia entre os tratamentos testados. Todos
gendtipos apontaram desempenho similar, mostrando que para este estudo o
gendtipo ndo apresentou influéncia sobre as andlises de viabilidade.

Tabela 6. Testes colorimétricos e médias de pélen no segundo dia da antese em cinco individuos
de A. acaule coletados no campo experimental do Rio Urubu da Embrapa Amazénia Ocidental.

Média de pélen viavel (%) — 2° dia de antese

Método colorimétrico

Gl G2 G3 G4 G5 Eficiéncia

do método
Tetraz6lio (0,1%) 8950 9034 9000  87.67 9217 89.94 A
Azul de Tripan (0,2%) 90,67 86,00 87,34 90,34 87,50 88.37 A
Cotton Blue (0,05%) 79,67 7884 8617  87.34 76,00 81.60 A

Desempenho por 8517a 8242a 8676a 8884a 8l75a
genétipo

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

Comparando as analises colorimétricas quanto a viabilidade polinica durante
a cronologia da antese (Tabela 7), € possivel notar que o segundo dia de antese se
mostrou 0 mais adequado para viabilidade do podlen fresco a partir de métodos
colorimétricos. O corante Tetrazélio (0,1%) no segundo dia obteve indice de
89,94% de poblens viaveis, mesmo com maior porcentagem, todos os valores
encontrados ndo diferem entre si, exceto o teste com Cotton Blue (0,05%) com

aplicacao no primeiro dia, o0 menos eficiente (62,53%).
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Tabela 7. Testes colorimétricos durante os dias de eventos fenolégicos em cinco individuos de A.
acaule coletados no campo experimental do Rio Urubu da Embrapa Amazonia Ocidental.

Dia

Método colorimétrico

1 2

Tetrazélio (0,1%) 76,87a 89,94 a

Azul de Tripan (0,2%) 76,07a 88,37 a

Cotton Blue (0,05%) 62,53b 81,60a

Média 71,83B 86,64 A

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

Ressalta-se que o método Azul Tripan (0,2%) realiza a coloracao de poélens
inviaveis e na analise de um campo 6tico, a porcentagem de viabilidade polinica foi
calculada considerando-se a relacédo de pélens que ndo apresentaram coloracao
azul escuro, do numero de pélen total (corados e ndo corados). Visualmente essa
metodologia Azul (Tripan - 0,2%) permitiu uma clara discriminagéo entre os tipos
de pdlens, assim como Tetrazolio (0,1%), o qual por outro lado cora somente pélens
viaveis.

Segundo Menck et al. (1990), um método colorimétrico eficiente para avaliar
a viabilidade de pélen, permite relacionar as estruturas do gameta masculino de
acordo com cada corante e que a escolha do método colorimétrico mais eficiente
nao pode ser tomada somente de forma quantitativa. Os autores ressaltam que o
corante mais eficaz vai identificar maior contraste entre o polen viavel e inviavel
foram os métodos Azul de Tripan (0,2%) e Tetrazolio (0,1%). Esses corantes
também podem ser considerados adequados para discriminar a viabilidade de
polen em A. acaule.

O corante Cotton Blue (0,05%) nédo se mostrou adequado para estudos em
polen de A. acaule. Abreu (2019) estudando a viabilidade polinica de E. oleracea,
espécie também pertencente a familia das palmeiras, mostrou a existéncia de
diferenca quanto ao poder discriminatorio das metodologias usando os mesmos
métodos de coloracdo aos do presente trabalho. Para esse autor Cotton Blue
(0,05%) foi a metodologia mais eficiente para estudo de viabilidade polinica em E.
oleracea. O autor sugeriu também que o método de teste colorimétrico e diferentes

genatipos influenciam nos resultados. Os resultados de viabilidade polinica para E.
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oleracea variaram de 64,01% (Azul de Tripan 0,2%) a 93,49% (Cotton Blue 0,05%)
do pdlen fresco (ABREU, 2019).

Oliveira et al. (2001) estudaram a viabilidade polinica de E. oleracea com o
uso de Cotton Blue (0,05%) e verificaram altos valores de porcentagem de
viabilidade do polen fresco. Resultados semelhantes foram encontrados no
presente trabalho para polen de segundo dia do florescimento de A. acaule com os
meétodos de coloracao Tetrazolio (0,1%) (89,94%) e Azul de Tripan (0,2) (88,37%).
Oliveira et al. (2001) avaliaram tanto a viabilidade do botéo floral que variou de
73,6% a 94,8%; como para as flores recém-abertas, que apresentaram valores de
85,6% e 98,3% de graos de polen viaveis.

Para a espécie E. guianensis Jacqg., a viabilidade polinica utilizando o Azul
de Tripan, apresentou porcentagens que variaram de 81% a 91%, com média de
87,8% (SOUZA, 2016). Mesmo com tal variacdo, as taxas de viabilidade polinica
nao apresentaram diferenca significativa entre as amostras em teste estatistico,

diferindo dos resultados encontrados para A. acaule.

5.4.2. Germinagéo in vitro

Para germinacdo do pélen fresco (Figura 16) o Unico meio de cultura com
dados representativos foi o meio utilizando Ca (NO3), 2H,0O com 60,08% do pélen
germinado. Os meios em H3;BO3; e em agar registraram indices muito baixos (0,7%
e 8,02%) para germinacao (Tabela 8). Os resultados in vitro na literatura sdo poucos
para esta espécie, portanto estudos mais especificos com diferentes concentracdes

para estes meios sao necessarios.
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Figura 16. Pdlens de A. acaule germinados em meio sacarose +
calcio desidratado (Ca (NO3), 2H,0).

Tabela 8. Germinagdo de podlen de A. acaule em diferentes meios de cultura, de cinco individuos
coletados no campo experimental do Rio Urubu da Embrapa Amazénia Ocidental.
Média de pélen fresco germinado (%)

Meio de Germinacao icidnci
¢ G1 G2 G3 G4 Ggs  Eficiéncia
do meio
Ca (NOj3);2H,0 60,33 58,75 68 53,25 60,05 60,08 A
H3BO; 0,42 0,7 2 0,75 0 0,07 B
Sacarose 6 15 10,33 9,75 12,56 8,02 B
Desempenho por

genotipo 22,25a 20,23 a 26,78 a 21,25a 24,2 a

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

Em outros trabalhos com a utilizagdo de palmeiras sdo encontrados
diferentes métodos para contagem de polen. Oliveira et al. (2001) utilizaram a
contagem de 500 grdos em genotipos de E. oleracea e em E. guianensis Jacq,
Sousa et al. (2016) contabilizaram apenas 100 grédos para cada repeticdo do
experimento. Para S. romanzoffiana Cham, Sousa et al. (2010) contabilizaram 200

graos de polen.
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Assim como para a germinacdao in vitro de A. acaule, Abreu (2019) encontrou
maior eficiéncia com o uso do meio de cultura com calcio (média de 69,48%)
mostrando ser mais eficiente quando comparado ao meio sem calcio (média de
19,54%) para a germinagao in vitro de E. oleracea. Moura et al. (2015) encontraram
eficiéncia parecida para C. nucifera (66,87%). Outros estudos registraram valores
de germinacéo in vitro para caiaué de 73,1% e para dendé 84,8% (CHIA et al.,
2009), variando entre 53,4% a 75,8% para germinacao do dendezeiro (CYSNE,
2015).

Estudos de germinacao in vitro como os realizados para A. acaule sdo
complexos, pois existem variacdes intrinsecas da espécie com relacdo as
condicBes ambientais, de processamento e de conservacao do pélen apos retirada
das anteras. Pio et al (2007) sugeriram que o excesso e/ou deficiéncia dos
constituintes do meio, associado a temperatura e umidade, podem causar o
aumento da pressédo osmotica e a reducdo na resisténcia da parede celular, o que
resulta no rompimento dos graos de pélen, impossibilitando sua germinacéao.

O acréscimo do cétion de célcio como o efetivado para A. acaule contribui
para a polarizagao do citoesqueleto e das fibras de actina, no crescimento na regiao
central no sentido apical do tubo polinico e na movimentacdo de organelas a partir
de fibras de miosina (KIRKBY; ROMHELD, 2007; CAl et al., 2015). Esse
componente atua no intumescimento do tubo polinico, proporcionando sua ruptura
e liberacdo das células esperméticas para fecundacdo, e também atua
positivamente, no indicativo do vigor de germinacdo polinica para estudos de
biologia reprodutiva (HEPLER; WINSHIP, 2015).

O teste de coloracdo com Tetrazolio (0,1%) forneceu a melhor estimativa
para viabilidade do podlen fresco (89,94%), superando a germinagdo com meio de
cultura utilizando cloreto de calcio desidratado (60,08%), No entanto, vale ressaltar
gue os corantes superestimam a viabilidade do grao de pélen, tendo em vista que
essa metodologia aponta pdlens viaveis e ndo, necessariamente, germinados. Por
outro lado, a germinacgéo in vitro subestima, devido ndo fornecer as condi¢des
naturais do estigma, as quais o0 polen teria de fato para germinacdo. Os dois
meétodos, enfim, podem se complementar para aplicacdes deste tipo estudo.
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5.5. Viabilidade de pdlen armazenado
5.5.1. Teste Colorimétrico

O corante Tetrazolio apresentou os melhores indices (Tabela 9) para a
avaliacdo de um més do pdlen germinado em todas as temperaturas avaliadas
(78,95%, 88,67% e 87,71%) e o corante Azul de Tripan, os menores indices, 3° C
(66,54%) e -20° C (66,92%). Ap6és um més de armazenamento, 0 corante com
Tetrazolio se mostrou mais eficiente com relagéo ao corante Azul de Tripan. O pélen
armazenado em temperaturas mais baixas obteve melhor rendimento para os dois
meétodos colorimétricos, sendo a temperatura de -80 °C a mais eficiente para os
dois corantes. Mesmo com diferenca significativa, todos os métodos apresentaram

viabilidade maior que 60%.

Tabela 9. Médias colorimétricas de pélen de A. acaule apés um més de armazenamento, em
diferentes temperaturas, de individuos coletados no campo experimental do Rio Urubu da Embrapa
Amazdnia Ocidental.

] o Temperatura (°C)
Método colorimétrico

3°C -20 °C -80 °C

Tetrazélio (0,1%) 78,95 a 88,67 a 87,71 a

Azul de Tripan (0,2%) 66,54 b 66,92 b 75,04 a
Média por temperatura (°C) 72,75 A 77,79 A 81,38 A

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

Apbs armazenamento de trés meses, 0 pélen com a utilizacdo do corante
Tetrazolio apresentou maior viabilidade polinica, ressaltando que em temperaturas
mais baixas, a viabilidade foi maior que 79%. O corante Azul de Tripan em
temperatura 3° C, mostrou a menor viabilidade para esta avaliacdo com 58,79%
(Tabela 10).

Tabela 10. Médias colorimétricas de pdlen de A. acaule apds trés meses de armazenamento, em
diferentes temperaturas, de individuos coletados no campo experimental do Rio Urubu da Embrapa
Amazodnia Ocidental.

) o Temperatura (°C)
Método colorimétrico

3°C -20 °C -80 °C

Tetrazolio (0,1%) 71,29 ab 82,38 a 79,88 a

Azul de Tripan (0,2%) 58,79 ¢ 69,17 b 66,32 b
Média por temperatura (°C) 65,04 B 75,77 A 73,10 A

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.
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O corante Tetrazdlio apresentou os melhores indices para a avaliacdo de
seis meses do poélen germinado (Tabela 11) em -80° C (78,33%) e -20° C (72,58%)
e o corante Azul de Tripan, o menor indice em 3° C (62,29%). Mesmo apos seis
meses, o0 teste aponta viabilidade polinica maior que 60%. Para este tudo, também
€ possivel observar que o polen armazenado em baixas temperaturas tende a

apresentar melhores indices de viabilidade com o passar do tempo.

Tabela 11. Médias colorimétricas de pélen de A. acaule apds seis meses de armazenamento, em
diferentes temperaturas, de individuos coletados no campo experimental do Rio Urubu da Embrapa
Amazénia Ocidental.

i o Temperatura (°C)
Método colorimétrico

3°C -20°C -80 °C

Tetrazoélio (0,1%) 69,58 b 72,58 ab 78,33 a
Azul de Tripan (0,2%) 62,29 b 68,13 b 67,33 b
Média por temperatura (°C) 65,94 A 70,35 A 72,83 A

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

Apos 360 dias completos do armazenamento do pédlen, a avaliacdo do
método colorimétrico apontou melhor eficiéncia do corante Tetrazdlio (0,1%) em
todas as temperaturas, embora 0 armazenamento em temperaturas mais baixas
tornou a viabilidade mais eficiente. O corante Azul de Tripan (0,2%) a 3 °C,
apresentou baixa viabilidade, sendo a primeira avaliacdo do estudo para o teste

colorimétrico abaixo de 50% dos polens viaveis (38,23%) (Tabela 12).

Tabela 12. Médias colorimétricas de pdélen de A. acaule apés 1 (um) ano de armazenamento, em
diferentes temperaturas, de individuos coletados no campo experimental do Rio Urubu da Embrapa
Amazénia Ocidental.

) . Temperatura (°C)
Método colorimétrico

3°C -20 °C -80 °C

Tetrazolio (0,1%) 59,13 a 65,21 a 63,37 a
Azul de Tripan (0,2%) 38,23 ¢ 50,73 bc 51,98 bc
Média por temperatura (°C) 48,68 B 57,97 A 57,68 A

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

O pdélen armazenado apontou diferengas significativas entre os métodos
colorimétricos, tempo de armazenamento e temperatura, bem como as interacdes

entre os parametros. Comparando as médias da viabilidade do polen avaliada pelos
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dois corantes e o tempo de armazenamento foi realizado o teste de médias e
analise de regressao (Tabela 13). Para interacdo tempo de armazenamento X
meétodos colorimétricos o coeficiente de variacao (4,27%) indica alta precisdo do
experimento.

Embora os corantes com Tetrazolio (0,2%) e Azul de Tripan (0,1%) tenham
apresentado maior eficiéncia de viabilidade para o pdlen fresco quando
comparados com o corante Cotton Blue (0,05%), para o pélen avaliado a partir dos
primeiros 30 dias de armazenado, todos os periodos de armazenamento mostraram
maior viabilidade polinica utilizando Tetrazélio quando comparado com Cotton Blue.
Até 180 dias de avaliacdo ndo houve variacéo significativa para o corante para o

parametro de periodo de armazenamento (Tabela 13).

Tabela 13. Analise do desdobramento da interacdo métodos colorimétricos x tempo de
armazenamento para os valores da viabilidade polinica de A. acaule
Método Colorimétrico

Tempo de
armazenamento (dias) Tetrazolio (0,1%) Azul de Tripan (0,2 %)
0 89,84 a A 88,37 a A
30 85,11a A 69,5aB
90 77,85a A 64,76 b B
180 73,49 a A 65,92b B
360 62,75b B 46,98 c C

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

A andlise de regressao da interacdo para o método com Tetrazolio (0,1%),
sendo este o método mais eficiente para viabilidade de pélen da espécie, mostrou
gue houve uma reducéo significativa e gradual na viabilidade do pélen armazenado
no periodo de 360 dias (Figura 17). Nos primeiros 180 dias essa reducao foi menor
quando comparada com a avaliacdo de 360 dias em que houve uma reducéo
significativa dos percentuais de viabilidade para as duas temperaturas
representadas (-20 °C e -80 °C) (Figura 17 A e B).
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Figura 17. Regressao linear de viabilidade dos graos de pélen de
A. acaule. obtida com o uso de Tetrazélio (0,1%) nos 5 periodos
de avaliacéo (0, 30, 90, 180 e 360 dias). A) Temperatura de -20
°C. B) Temperatura de -80 °C.

Oliveira et al. (2001) relatou para a viabilidade de pélen in vitro de genétipos
de E. oleracea, avaliada no mesmo intervalo de tempo do presente estudo, que
houve uma reducdo com o aumento do tempo de conservagdo, mas, esta
diminuicdo n&o foi drastica. Sendo encontrados valores médios para: um més
(79,6%), trés meses (77,4%), seis meses (74,1%) e, doze meses (61,3%), para o
polen armazenado. Resultados semelhantes foram obtidos em pélen armazenado
de outras palmeiras (EKARATNE; SENATHIRAJAH 1983; Miranda 1986). Porém,
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ROGNON; NUCE DE LAMOTHE (1978) encontraram 40% de viabilidade para

polen armazenado de coqueiro.

5.5.2. Germinacdo in vitro
Apos um més de armazenamento, os testes foram conduzidos utilizando o

método mais eficiente para germinacdo do pdlen fresco, sugerindo que ndo ha
variagdo de germinacdo entre as temperaturas estudadas, embora a 3 °C a
germinacdo do polen tenha se estabelecido abaixo de 50%. Resultados
semelhantes com relacdo a diferenca significativa de temperatura ocorreu na
avaliacdo de trés meses, porém, em todas as temperaturas, a germinacdo
permaneceu abaixo de 50%, variando entre 35,10% a 49,65%, em 3 °C a -80 °C,
respectivamente.

Houve maior indice de germinacédo do pélen em temperaturas mais baixas (-
20 °C e -80 °C), sendo a variagao entre 31,63% a 39,49%. O pllen armazenado na
temperatura de 3 °C apresentou valores abaixo de 20% de germinacdo apés 360
dias de armazenamento. ApoOs trés meses de armazenamento houve reducao
significativa na germinacdo do polen para todas as temperaturas, mostrando que
até trés meses de armazenado, o pélen pode expressar melhor germinacao.

Apéds 360 dias de armazenamento, o pélen teve reducéo significativa quanto
sua germinagdo quando comparado aos demais periodos. Nao houve germinacéo
no estudos a 3° C, porém, apesar da germinacao baixa, o p6len armazenado a -20
°C e -80° C, apresentou viabilidade por volta de 20%, sendo estas, as melhores
temperaturas consideradas para germinagdo do pélen armazenado para o periodo
total de avaliagdo (Tabela 14).

Para interacdo de parametros de germinacao, foram comparadas as médias
de germinacédo de acordo com o meio adotado para avaliacdo do pélen armazenado
(Ca (NO3), 2H,0) x tempo de armazenamento x temperatura. Para interagcao do
meio de germinagédo x tempo de armazenamento, o coeficiente de variagdo de
6,81% indica alta precisao do experimento.

Para o primeiro més de avaliacdo ndo houve variacéo significativa entre meio
de germinacado x temperaturas avaliadas. Até trés meses de avaliacdo, ndo houve
diferenca significativa de germinacao para temperaturas mais baixas (-20 °C e -80

°C), porém, apos seis meses de avaliacdo todas porcentagens para este parametro
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ficaram abaixo de 40% e ap6s o final do experimento, menos de 22% do pdlen
armazenado germinou nas temperaturas mais baixas. Na temperatura de 3 °C apés
360 dias de armazenamento ndo houve germinacdo do podlen, indicando que o
poélen fica com condi¢cdes mais favoraveis para germinacao com o passar do tempo

em temperaturas mais baixas.

Tabela 14. Médias de germinacédo de pdlen de A. acaule apds um, trés, seis e doze meses de
armazenamento, em diferentes temperaturas, de individuos coletados no campo experimental do
Rio Urubu da Embrapa Amazoénia Ocidental.

Média de pélen germinado (%) — 1 més

3°C -20 °C -80 °C
49,83 a A 51,63a A 53,38a A
Média de pélen germinado (%) — 3 meses

3°C -20 °C -80 °C
35,10ab B 48,65a A 49,65a A

Meio de germinacéao

Média de pélen germinado (%) — 6 meses
3°C -20 °C -80 °C
19,25cC 31,63b B 39,49a8B

Média de pélen germinado (%) — 12 meses

Ca (NO3); 2H,0

3°C -20 °C -80 °C

- 21,03cB 18,96 c C

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

A andlise de regressdo da interacdo entre o periodo de armazenamento e
temperaturas de armazenamento demonstrou que houve uma redugéo gradativa e
significativa da germinacao in vitro do pélen armazenado durante o periodo de 36
dias (Figura 18). Nos primeiros 180 dias de avaliacdo, a viabilidade a germinacao
alcancou bons indices de germinacéo para polen armazenado. Nos proximos 180
dias e 360 dias houve uma reducédo significativa dos percentuais de viabilidade,

sendo este o intervalo de tempo com maior redugéo de germinagao.
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Figura 18. Regresséo linear de germinacédo de A. acaule obtida
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Estudos conduzidos buscam estabelecer e padronizar condigdes ambientais
e meios de cultura ideais para avaliar viabilidade polinica em muitas espécies
(NUNES et al., 2001; WONG CHEUNG; WU, 2003). Geralmente, em palmeiras, 0os
meios de cultura utilizados sdo a base de agua e aculcar, pois, 0 aglcar € um
componente que promove o equilibrio osmaético entre polen e meio e lhe prover
energia para um melhor desenvolvimento do tubo polinico (STANLEY; LINSKENS,
1974). O sucesso da germinacao in vitro de gréos de podlen depende de muitos
fatores enddgenos e exdgenos, como: o estado nutricional das plantas, horario e
método de coleta dos grdos de poélen, fotoperiodo, temperatura, periodo de
incubacdo e composicdo do meio de cultura (SOUZA et al., 2016), o que revela a
complexidade desse tipo de estudo.

Estudos de geminacgdo in vitro de pélen armazenado ainda sdo muito
escassos em espécies de palmeiras e os avancos do presente trabalho s&o
inovadores para a espécie A. acaule. Chia et al. (2009) avaliaram o percentual de
germinacao de polen de hibridos interespecificos de dendezeiro e caiaué (54,8-
58,3%), do caiaué (73,1%), e dendezeiro (84,8%). Apesar do dendezeiro expressar
a maior taxa, a germinacao de poélen de gendtipos de hibridos interespecificos foi
considerada satisfatéria para 0 sucesso de cruzamentos controlados, nos
programas de melhoramento interespecifico entre as espécies caiaué e dendezeiro
(CHIA et al.,, 2009). Souza et al. (2016) estudando a viabilidade polinica do
dendezeiro, encontraram germinacéo expressiva (78-97%), enquanto as taxas de
germinacdo foram, em sua maioria, baixas (37,8%-74,6%), assumindo

comportamento inversamente proporcional.
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6) Conclusdes

A. acaule apresenta dois ciclos anuais de floracdo na regido de Manaus -
AM, sendo o primeiro de junho a agosto e o segundo de novembro a janeiro. Sdo
encontrados frutos o ano inteiro, exceto nos meses de julho e agosto.

A cronologia da antese de A. acaule na regido de Rio Preto da Eva — AM
ocorre no periodo de trés dias seguidos, com sequéncia noturna de eventos florais.
Ocorrendo primeiramente a fase pistilada, o intervalo entre fases e a fase
estaminada, seguida de senescéncia das flores.

A espécie apresenta termogenia na regido de Rio Preto da Eva - AM,
indicando producgéo e intensificacdo de calor pelas flores, volatizando o odor
responsavel pela de atracdo de insetos, sendo os colebpteros, os principais
visitantes e possiveis polinizadores da espécie.

Os meses ideais para coleta do pdlen e realizacdo de cruzamentos em A.
acaule na regido de Manaus - AM sao aqueles em que ha maior frequéncia de
inflorescéncias em fase de floracdo, portanto, os meses de junho e agosto; e
novembro a janeiro.

Os corantes Tetrazdlio e Azul Tripan séo os mais adequados para avaliacao
da viabilidade do pdlen fresco na regido de Rio Preto da Eva - AM. Para analise da
viabilidade de pdlen armazenado, o corante Tetrazolio € o mais indicado para
espécie.

O meio agar com adicdo de calcio desidratado € o mais adequado para
avaliacdo de germinagdo, considerando desde o podlen fresco até 360 dias de
andlise em gendtipos da regido de Rio Preto da Eva - AM. Meios somente com
sacarose e concentracdes de boro sao limitantes para germinacao de A. acaule.

Temperaturas mais baixas (-20 °C e -80 °C) fornecem melhores condi¢des
para que o pdlen armazenado se mantenha mais viavel por um periodo mais longo
de tempo (360 dias).
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