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RESUMO GERAL

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Analise de Sementes - (LAS) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco/Unidade Académica de Garanhuns-PE e no
Laborat6rio de Biotecnologia Vegetal da Universidade Federal da Paraiba - Centro de
Ciéncias Agrarias CCA - UFPB, em Areia Paraiba. Os frutos de S. coronata foram
coletados de 10 plantas matrizes localizadas na zona rural pertencente ao Municipio de
Caetés/Pernambuco, com o objetivo de caracterizar e descrever a morfologia de frutos,
didsporos, plantula e mudas, bem como estudar a germinacdo in vitro de embribes
zigoticos desta espécie. No primeiro experimento foi realizada a biometria nos cachos e
a morfologia e ilustracGes de frutos, didsporos, sementes, plantulas, mudas e peso médio
de 100 frutos e diasporos de S. coronata. O segundo experimento foi realizado em
delineamento experimental inteiramente casualizado com dez repeticdes em esquema
fatorial 2x5 (doses de ferro e de sacarose), com embrifes extraidos das sementes da
referida espécie, os quais foram colocados em dois meios de cultura (liquido e semi-
solido) por um periodo de 60 dias. Nos dois meios de cultura utilizados foram avaliados
a porcentagem dos embrides germinados, ndo germinados, germinados e necrosados,
normais, contaminados, além do comprimento e espessura do peciolo cotiledonar. Os
frutos de licuri tém formas variando de ovoides a elipsoides, coloracdo verde quando
imaturo, e, amarelada ou alaranjada, quando maduros, com perianto e estigma
persistentes. As sementes sdo oleaginosas, amarronzada, com rafe visivel e formato
variando de ovoide a elipsdide. A germinacdo é hipdgea, criptocotiledonar do tipo
remota tubular, lenta e desuniforme, iniciando-se aos 15 dias com o aparecimento do
peciolo cotiledonar e estendendo-se aos 60 dias com a emissdo do primeiro edfilo. As
mudas tém crescimento lento, raiz primaria persistente e sistema radicular fasciculado
diferenciado aos 300 dias. O meio de cultura liquido proporcionou uma germinacgéo de
42 % quando se utilizou 13, 9 mg L™ de ferro, 0 meio semi-sélido contribuiu para o
aumento da porcentagem de germinacdo e a formacdo de plantulas, todavia, ainda ndo
foi possivel determinar um protocolo eficiente de germinacdo para a propagacao in vitro
de embriGes zigbticos desta espécie, necessitando de maiores estudos para o
aperfeicoamento desta técnica.

Palavras-chave: germinagé&o, licuri, oleaginosa perene.



GENERAL SUMMARY

The experiments were carried out at the Laboratory of Seed Analysis - (LSA) of the
Universidade Federal Rural de Pernambuco/Unidade Académica de Garanhuns-PE and
Laboratory of Biotechnology of the Universidade Federal da Paraiba — Center of
Agricultural Sciences CCA-UFPB in Areia/Paraiba. The licuri fruits were collected
from 10 plants located in rural areas belonging to the Municipality of
Caetés/Pernambuco State, in order to characterize and describe the morphology of
fruits, diaspores, plantlet , and seedlings, as well as, study the in vitro germination of
zygotic embryos of Syagrus coronata (Mart.) Becc.. In the first experiment were carried
out the biometric in bunches licuri, morphology and illustrations of fruits, diaspores,
plantlet, and seedlings, and average weight of 100 fruits and diaspores. The second
experiment was conducted in a completely randomized design with ten repetitions in a
factorial arrangement 2x5 (iron doses and sucrose doses), with embryos extracted from
mature physiologically licuri seeds, which were placed in two culture media (liquid and
semi-solid) for a period of 60 days. In the liquid and semi-solid culture media were
evaluated the germination of embryos, number of embryos ungerminated, germinated
and necrotic embryos, and germinated embryos with normal development,
contamination, length and thickness of the embryos developed. ‘The licuri fruits have
forms ranging from ovoid to ellipsoid, green color when immature, and yellowish to
orange when ripe, with persistent perianth and stigma. The germination is hypogeal,
cryptocotyledonary of type tubular remote, slow and uneven, starting at 15 days with
the emergence of the cotyledon petiole and extending to 60 days the issuance of the first
eophyll. The seedlings have slow growth, persistent primary and fasciculated root
differentiated at 300 days. The liquid culture media is inappropriate for germination in
vitro of the licuri embryos and semi-solid culture media increases percentage of
germination and plantlet development, however, could not determine a protocol for in
vitro propagation of zygotic embryos of this species, requiring further studies to

improve this technique.

Key words: germination, licuri,perennial oilseed .



INTRODUCAO GERAL

A utilizacdo do biodiesel como combustivel vem se destacando como um
potencial promissor no mundo inteiro, sendo um mercado que cresce aceleradamente
devido a sua enorme contribuicio ao meio ambiente, com redugdo qualitativa e
quantitativa dos niveis de poluicdo ambiental, principalmente nos grandes centros
urbanos (TRZECIAK et al., 2008).

Neste contexto, 0s 0leos vegetais surgem como uma alternativa para substituicdo
do 6leo diesel cujo uso foi testado com resultados satisfatorios no préprio motor diesel
(FERRARI et al., 2005). De acordo com Osaki e Batalha (2011) o interesse nos 6leos
vegetais € atribuido as vantagens que esses biocombustiveis tém em reduzir as emissdes
de gases responsaveis pelo aquecimento global e, promover o desenvolvimento rural,
contribuindo para a seguranga energeética.

A busca por novas fontes de energia, renovaveis e ecologicamente corretas € de
suma importancia considerando os impactos sociais e econémicos proporcionados pela
insercdo desta nova cadeia, a qual pode levar a geracdo de emprego e renda no meio
rural, nas regibes com maior potencial para producdo das oleaginosas perenes,
especialmente Norte e Nordeste (TRZECIAK et al., 2008), o que ird contribuir para o
desenvolvimento local e melhoria da qualidade de vida dos brasileiros.

Dentre as espécies com potencialidade para a producéo de biodiesel no Nordeste
destaca-se o licurizeiro (Syagrus coronata (Mart.) Becc.), palmeira nativa ornamental
do Brasil, da familia Arecaceae, cuja ocorréncia foi registrada nos Estados da Babhia,
Norte de Minas Gerais, Sergipe, Alagoas e Pernambuco (LORENZI et al., 2006), com
grande potencial de utilizacdo: os frutos e améndoas sdo consumidos in natura,
constituindo alimento para humano e animais, as améndoas ainda fornecem matéria-
prima para fabricacdo de cocadas, licores, farofa e racdo para aves, bovino, caprino e
suino (CARVALHO et al., 2006).

As sementes desta palmeira possuem um alto teor de 6leo de excelente qualidade
(49,2%), sendo aproveitado para a culinaria e na producdo de biodiesel, suas folhas
fornecem matéria-prima para confeccdo de chapéus, vassouras, cordas, esteiras, cestos,
bolsas, espanadores, abanadores, isolador térmico, e com o peciolo podem ser
confeccionadas as gaiolas (CREPALDI et al., 2001; PIVETTA et al., 2007).



As informagbes disponiveis na literatura sobre as caracteristicas de frutos e
sementes, bem como 0 processo germinativo para sementes de muitas espécies de
palmeiras nativas do Brasil sdo escassas, a exemplo de Syagrus coronata (Mart.) Becc.
As diferencas entre plantas, assim como as mudangas que possam ter em comum, séo
passiveis de avaliacdo pelas caracteristicas morfolégicas manifestadas por mudancas
estruturais das plantas (CUNHA e FERREIRA, 2003). O conhecimento das estruturas
morfoldgicas de frutos, sementes e plantulas sdo importantes no estudo de comunidades
vegetais, na identificacdo e diferenciacdo de espécies, no reconhecimento da planta no
campo, na taxonomia, entre outros.

O estudo da morfologia externa e interna de frutos e sementes é fundamental para
identificar os tipos de dorméncia, tanto tegumentar como a embrionaria e assim,
contribuir com informacbes para indicar espécies com potencial de utilizacdo na
recuperagao de areas degradadas (ARAUJO-NETO et al., 2002). Nos frutos e sementes
também s@o encontradas caracteristicas basicas que permitem a separacdo de familias,
géneros ou especies (PAOLI e BIANCONI, 2008), enquanto que a caracterizagdo
morfoldgica das plantulas na fase inicial de desenvolvimento permite a observacéo de
estruturas que podem desaparecer com o desenvolvimento da plantula.

A propagacdo do licurizeiro é feita atualmente de forma sexuada, ou seja, por
sementes e, como a maioria das espécies de Arecaceae, esta tem dificuldades para
germinar, mesmo em condi¢cOes adequadas, e algumas vezes esta relacionada a
obstaculos mecénicos como a espessura do endocarpo (TOMLINSON, 1990), ou ainda
a imaturidade do embri&o.

A dorméncia é o fendmeno pelo qual sementes de determinada espécie, mesmo
sendo viaveis e tendo todas as condi¢cBes ambientais favoraveis para tanto, ndo
germinam (CARVALHO e NAKAGAWA, 2012), podendo esta relacionada a varios
fatores e dentre eles, a barreiras fisioldgicas impostas pela presenca de substancias
inibidoras da germinacdo, as quais precisam ser eliminadas para que a germinacao
ocorra de forma satisfatoria.

A utilizacdo de tratamentos pré-germinativos tais como: escarificacdo do
tegumento, retirada de envoltorios da semente, alternancia de temperatura, imersao em
agua quente, uso de horménios, entre outros, sdo utilizados objetivando eliminar tanto a

dorméncia tegumentar como a fisioldgica, a fim de potencializar a germinagdo das
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sementes (MURAKAMI et al., 2011). No entanto, os resultados de alguns trabalhos
visando a superagdo da dorméncia de sementes de muitas palmeiras ndo tém sido
satisfatdrios, pois os valores de germinacdo sao inferiores a 50%, como foi verificado
por Martins et al. (1996) e Lopes et al. (2011).

A germinacdo in vitro de embrides zigoticos representa uma alternativa para
contornar obstaculos que limitam a propagacdo convencional desta espécie, a fim de
maximizar e acelerar a germinacédo, oferecendo maior eficiéncia na producdo de mudas.
Assim, o cultivo de embrides €, portanto, uma técnica que consiste no isolamento e
crescimento de um embrido imaturo ou maturo em meio de cultura composto de
componentes essenciais como: fitoreguladores, substancias orgénicas e nutrientes
minerais (BORSOI, 2009).

As exigéncias nutricionais requeridas em condic¢des in vitro variam de acordo
com a espécie, necessitando-se, portanto, aperfeicoar os meios de cultura para a
micropropagacdo. Desta forma, estudos realizados para identificar os meios de cultura
que favorecam a germinagdo in vitro sdo de suma importancia, pois quando adequados
permitem a obtencdo de um namero elevado de plantulas com qualidade genética e
fitossanitaria elevada (PINHEIRO et al., 2001). Neste sentido, tem se realizado varias
pesquisas com o intuito de desenvolver protocolos eficientes de micropropagacdo para
as mais variadas espécies (LEDO et al., 2007; SANTOS et al., 2010; SOUZA et al.,
2011).

Diante dos aspectos abordados, objetivou-se estudar e descrever as
caracteristicas morfologicas de frutos, diasporos, plantulas e mudas, bem como, a
germinacdo in vitro de embribes zigoticos de S. coronata visando contribuir com
conhecimento técnico e cientifico para a implantacdo de novas areas dessa oleaginosa

no Estado de Pernambuco.
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MORFOLOGIA E DIVERSIDADE GENETICA DE FRUTOS, DIASPOROS E
DESENVOLVIMENTO DE PLANTULAS E MUDAS Syagrus coronata (Mart.)
Becc

RESUMO

A espécie S.coronata, mais conhecida como licuri, € uma palmeira ornamental, nativa
do Brasil, de grande importancia econémica, pois fornece matéria prima para confeccao
de alimentos, folhas e caules para construgdo de casas, da améndoa se extrai um Gleo de
boa qualidade com potencial para sintese de biodiesel. O conhecimento das estruturas
morfoldgicas de frutos, sementes, plantulas e mudas sdo importantes na identificacao,
diferenciacdo de espécies e no reconhecimento da planta no campo. Diante disso
objetivou-se estudar a morfologia de frutos, diasporos, sementes, plantulas e mudas de
S. coronata. O trabalho foi realizado no Laboratério de Analise de Sementes - (LAS) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco/Unidade Académica de Garanhuns-PE, com
frutos de licuri coletados na zona rural de Caetés-PE. As avaliagdes realizadas foram:
namero de frutos por cacho e por raquilas, nimero de raquilas por cacho, peso de frutos
e diasporos e morfologia de frutos, didsporos, sementes, plantulas e mudas. Os frutos de
licuri tém formas variando de ovoides a elipsdide com perianto e estigma persistentes e
quando maduro sua coloracdo pode ser amarelada ou alaranjada. As sementes sdo
oleaginosas, com tegumento amarronzado, rafe visivel e formato variando de ovoide a
elipsoide. A germinacgdo se inicia aos 15 dias apds a semeadura com a protrusdao do
peciolo cotiledonar, sendo considerada hipogea, criptocotiledonar do tipo remota
tubular, lenta e desuniforme, estendendo-se até os 60 dias quando ocorre a emissao do
primeiro eofilo. A muda possui folhas alternas, com limbo inteiro, glabras, coloracéo
verde intenso e nervuras paralelas, pinadas, com bainha invaginante, a raiz primaria é
persistente, as raizes secundarias surgem a partir do né caulinar radicular na lateral da
raiz primaria e o sistema radicular fasciculado so6 foi evidenciado quando a muda estava
com aproximadamente 300 dias. O tempo de permanéncia das mudas de licuri no
viveiro deve ser no minimo de 360 dias apds a germinacdo antes de leva-la ao campo,
em funcéo do lento desenvolvimento da espécie.

Palavras-chave: germinacédo, biometria, licuri, oleaginosa.
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SUMMARY

Species Syagrus coronata (Mart.) Becc. is known as licuri, ornamental palm is a native
of Brazil, of great economic importance because it provides feedstock for production of
food, leaves and stems for building houses. From the kernel is extracted oil of good
quality with potential for the synthesis of biodiesel. The Knowledge of morphological
structures of fruits, seeds, plantlets and seedlings is important in the identification and
differentiation of species and the recognition of the plant in the field. The aim of this
research was to study the morphology of fruits, diaspores, plantlets and seedlings of S.
coronata. The work was carried out at the Laboratory of Seed Analysis - (LSA) of the
Universidade Federal Rural de Pernambuco/Unidade Académica de Garanhuns-PE,
with licuri fruits collected in rural area from Municipality of Caetés-PE. We have
evaluated: the number of fruit per bunch and rachilles, rachilles number per bunch, fruit
weight and diaspores, and morphology of fruits, diaspores, plantlets and seedlings. The
licuri fruits have forms ranging from ovoid to ellipsoid with persistent perianth and
stigma and when mature its color varies from yellowish to orange. The germination
begins at 15 days after sowing with the protrusion of the cotyledon petiole, considered
hypogeal, cryptocotyledonary of type tubular remote, slow and uneven, extending up to
60 days when the issuance of the first eophyll. The seedling has alternate leaves with
entire limb, glabrous, intense green color and parallel and pinnate nervures, with sheath
invaginting, the primary root is persistent, the secondary roots arise from the stem root
node in the lateral of primary root and the fasciculated roots were only evidenced when
the seedlings were with approximately 300 days. The stay time of the licuri seedlings in
the nursery must be at least 360 days after germination before taking it to the field, due
to the slow development of the species.

Key words: germination, biometrics, licuri, oilseed.
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1. INTRODUCAO

As palmeiras sdo plantas monocotiledéneas da familia Arecaceae (Palmae),
representadas por cerca de 2.600 espécies reunidas em mais de 240 géneros, sendo o
Brasil o terceiro pais do mundo em diversidade das mesmas, com aproximadamente 387
espécies e 37 géneros de palmeiras nativas, as quais possuem varias utilidades (COSTA
e MARCHI, 2008). Sd&o amplamente exploradas pelas comunidades residentes nas
regides de ocorréncia, sendo utilizadas as partes vegetativas e reprodutivas, destacando-
se a importancia destas espécies na nutricdo, economia e ecologia, além do valor social
que muitas representam para diversas comunidades (OLIVEIRA et al., 2010).

A espécie Syagrus coronata (Mart.) Becc., conhecida popularmente como aricuri,
licuri, licurizeiro, ouricuri, entre outros, € uma palmeira nativa do Brasil, de grande
importancia econémica, cujos frutos podem ser utilizados na alimentacdo humana,
sendo consumidos in natura ou como fonte de matéria-prima na fabricacdo de sorvetes,
sucos, entre outros. As améndoas sdo usadas na fabricacdo de cocadas, granola e na
confeccdo de racdo para alimentacdo animal, enguanto que, com os endocarpos €
produzido carvdo de boa qualidade, reduzindo dessa forma o extrativismo das espécies
brasileiras ameacadas extincdo (CARVALHO et al., 2006; LORENZI et al., 2006).

A planta do licuri se desenvolve bem em regibGes secas e aridas das caatingas,
distribuidas no Norte de Minas Gerais, ocupando toda a porcdo oriental e central da
Bahia, Sul de Pernambuco e os Estados de Sergipe e Alagoas (LORENZI et al., 2006),
sendo seu manejo de grande importancia para essas regides, principalmente para
aquelas com limitacdes na agricultura.

Estudos cientificos com a familia Arecaceae vém sendo desenvolvidos nas
diferentes linhas de pesquisas, tais como, morfologia, germinacdo e producdo de mudas,
entre outros (CARVALHO e AOYAMA, 2007; PIVETTA et al. 2008; REIS et al.,
2010; LUZ et al. 2011). Também existem na literatura referéncias sobre o peso e
biometria dos cachos e frutos e a producéo de frutos por cacho de algumas espécies de
palmeiras, a exemplo de Euterpe oleracea Mart. (OLIVEIRA e FERNANDES, 2001),
de Euterpe precatoria Mart. (ROCHA, 2004) e Maximiliana maripa (Aublet) Drude,
(CARVALHO et al., 2007) com a finalidade de indicar a viabilidade do cultivo dessas

espécies.
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As avaliagbes para determinar o peso dos frutos sdo Uteis porque permitem
separar frutos com maior quantidade de polpa, sendo mais valorizados para industria de
sulcos, licores, sorvetes, entre outros (MOURA et al, 2010), enguanto que a
classificacdo do peso ou tamanho das sementes é uma estratégia que pode ser adotada
para uniformizar a emergéncia e o crescimento inicial das plantulas (CARVALHO e
NAKAGAWA, 2012) e para a obtencdo de mudas de tamanho semelhante ou de maior
vigor.

A caracterizacdo biométrica de frutos e sementes é relevante e fornece subsidios
para a area de melhoramento genético de populacdes, informacGes para a melhoria das
condicdes de armazenamento de sementes e producdo de mudas (CRUZ et al., 2001),
alem de diferenciar a intensidade de variagdo das espécies relacionada a fatores
ambientais, como as reacfes das populacdes quando estabelecidas em outro ambiente
RODRIGUES et al., 2006).

As sementes possuem uma diversidade enorme em relacéo aos aspectos externos
e internos devido as estratégias de disperséo e o estudo de sua morfologia constitui uma
importante ferramenta para a identificacdo das espécies (GROTH e LIBERAL, 1988),
ainda auxiliam nas pesquisas sobre 0 processo germinativo das sementes
proporcionando uma correta interpretacio dos testes de germinacio (ARAUJO e
MATOS, 1991; ARAUJO-NETO et al., 2002; ABUD et al., 2012).

O conhecimento das caracteristicas morfoldgicas das plantulas nos estadios
iniciais de desenvolvimento propicia a identificacdo das plantas na fase jovem,
permitindo a separacdo de espécies muito semelhantes e contribui para os estudos de
regeneracdo natural, auxiliando na compreensdo da dindmica de populacdes vegetais e
no reconhecimento da fase sucessional em que a floresta se encontra (DONADIO e
DEMATTE, 2000; FERREIRA et al., 2001).

A diversidade de espécies de palmeiras encontradas no pais, aliada ao potencial de
muitas delas para producdo de agroenergia e a falta de conhecimento sobre a
morfologia, germinacdo e producao de mudas dessas espécies evidenciam a necessidade
do desenvolvimento e/ou o aprimoramento de técnicas que facilitem sua propagacdo em
larga escala.

Diante do exposto, objetivou-se estudar as caracteristicas biométricas e

morfoldgicas de frutos, diasporos, sementes, plantulas e mudas de S. coronata.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Local do experimento e coleta dos frutos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Andlise de Sementes-(LAS) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco/Unidade Académica de Garanhuns-PE, com
frutos de licuri coletados de 10 plantas matrizes, sadias, vigorosas e com boa producgéo
de frutos, na zona rural pertencente ao Municipio de Caetés/Pernambuco.

A coleta dos cachos foi realizada no més de janeiro de 2011 e 0S mesmos se
encontravam em fase de maturagéo, caracterizada pela mudanca de coloracéo dos frutos
de verde intenso para amarelada ou alaranjada, sendo retirado um cacho por planta com
0 auxilio de um podéo, colocados em sacos de nailon e levados para o LAS onde foram
feitas avaliacOes descritas a seguir. Devido a grande dificuldade em separar o endocarpo
da améndoa, considerou-se a semente o conjunto (endocarpo + améndoa), que juntos

formam a unidade de disperséo do licuri, o diasporo.

2.2 Caracteristicas avaliadas

Caracterizacdo do cacho - foram realizadas avaliagdes individuais para cada
cacho, computando-se o nimero de raquilas por cacho (NRC), numero de frutos por
raquilas (NFR) e o numero de frutos por cacho (NFC). Apds estas, todos os frutos dos
dez cachos com coloracdo amarela ou laranjada foram retirados e misturados formando
um unico lote.

Peso médio de 100 frutos e diasporos - os frutos foram divididos em oito
repeticdes de 100, as quais foram pesadas em balanca com capacidade para 20 kg e
posteriormente foi removido manualmente todo o epicarpo e mesocarpo dos frutos com
o0 auxilio de uma faca, obtendo-se o diasporo, os quais foram pesados com o mesmo
namero de repeticdes e os resultados expressos em gramas.

Peso médio de frutos e diasporos - foram separados 400 frutos e diasporos e 0s
mesmos foram individualmente pesados em balanca analitica com precisdo de 0,19 e 0s
resultados expressos em gramas.

Caracterizacdo biométrica de frutos e diasporos - apds o procedimento
anterior, aleatoriamente foram separados 1000 unidades, considerando uma média de

100 frutos por cacho para a biometria dos frutos e diasporos, onde foram avaliados:
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comprimento e didmetro (frutos e diasporos), considerando-se o comprimento, a
distancia entre a base e 0 apice e, para didmetro a porcdo mediana, sendo essas
medicBes realizadas utilizando um paquimetro digital com preciséo de 0,1 mm.

Para descricdo morfoldgica dos frutos, diasporos e sementes foram observadas as
caracteristicas: deiscéncia, cor, estruturas persistentes, forma, consisténcia, peso e
quantidade de sementes por fruto. Para a obtencdo das sementes realizou-se a retirada
dos endocarpos com o auxilio de uma pedra e para a extragdo dos embrides efetuou-se
um corte longitudinal nas sementes com o auxilio de uma lamina.

Morfologia da germinagéo - foi obtida utilizando 100 didsporos, 0s quais foram
semeados em uma bandeja plastica de dimensfes 0,40 x 0,40 x 0,11m, contendo como
substrato vermiculita, umedecida com agua destilada a 60% da capacidade de retengédo
de &4gua conforme Brasil (2009), em uma profundidade de 2 cm com o poro germinativo
para o lado e colocadas em ambiente de Laboratdrio.

A umidade do substrato foi mantida durante todo o teste e, as avaliacOes se
iniciaram no 15° dia com a emissdo do peciolo cotiledonar até o surgimento do primeiro
edfilo aos 60 dias apos a instalacdo do teste (fase de plantula). Apds o inicio da
germinacdo foram feitas observacdes diarias e as avaliacdes realizadas conforme o
surgimento de novas estruturas, bem como, o crescimento das plantulas e mudanca de
coloracdo de raiz e parte aérea.

Morfologia da muda - apds os 60 dias, 12 plantulas foram transplantadas para
sacos de polietileno contendo substrato composto por areia, terra vegetal e esterco
bovino na proporcdo 2:3:1, respectivamente e colocadas em uma area de viveiro, sob
intensidade luminosa de 50%. As mudas foram regadas diariamente e seu crescimento
foi acompanhado todos os dias quando foram feitas descricGes e ilustracdes, anotando-
se todos os detalhes morfologicos externos observados durante o desenvolvimento,
assim como as peculiaridades inerentes a forma de crescimento, cessando as avaliacdes
quando a planta se encontrava com quatro folhas totalmente expandidas aos 360 dias.
Durante as avaliagbes foram verificados: namero de folhas, disposicdo das nervuras nas
folhas, raiz primaria, raizes laterais e raizes secundarias, presenca de pelos nas folhas e
nas raizes, colo, coloracdo das raizes e das folhas e altura da muda que foi determinada

com uma régua graduada em cm.
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As identificacbes das estruturas e a descrigdo morfoldgica dos diasporos,
germinacdo, plantulas e mudas de S. coronata foi realizada conforme Damido Filho
(2004), Ferreira (2005), Henderson (2006), Lopes (2007), as ilustracbes foram obtidas

por meio de desenho manual e cdmeras fotograficas.

2.3. Analise estatistica
Os dados obtidos da caracterizacdo dos cachos (nimero de frutos por cacho,
raquilas e de raquilas por cacho) e da biometria (comprimento e didmetro) dos frutos e
didsporos, bem como, o peso de 100 frutos e diasporo e peso por unidade foram
submetidos a analise estatistica descritiva utilizando o programa estatistico SISVAR,
calculando-se a média, desvio padréo, variancia, coeficiente de variancia, valores de

maximo e minimo e frequéncia relativa.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracteristicas dos cachos e peso de cem frutos

Pela distribuicdo da frequéncia (Figura 1) pode-se inferir que a mesma é
diferenciada para o nimero de frutos por cacho (NFC), de raquilas por cacho (NRC) e
de frutos por raquilas (NFR) da espécie Syagrus coronata. Com relacdo ao numero de
frutos por cacho (Figura 1A) verificou-se uma amplitude de variagdo de 76 a 646,
contudo, 50% dos cachos analisados possuiam um namero de frutos entre 304 a 417 e
tendéncia para uma distribui¢do normal.

Para o nimero de raquilas por cacho (Figura 1B) o comportamento foi assimétrico
a direita, pois grande parte das raquilas foram agrupadas em duas classes com 0s
seguintes intervalos: 35,5-40,40 e 40,5-45,5 mm correspondendo a 40 e 30% das
amostras avaliadas, respectivamente. A frequéncia do nimero de frutos por raquilas se
distribuiu sem tendéncia definida dos intervalos, ndo permitindo identificar uma classe
que agrupasse maior quantidade de frutos (Figura 1C).

Os resultados encontrados foram muito variados e esta variagdo ocorre entre e
dentro das espécies de palmeiras, como é o caso do licuri, 0 que provavelmente esteja
associado as caracteristicas genéticas das plantas selecionadas para a coleta dos frutos.
Contudo, alguns caracteres podem expressar baixa variabilidade como foi evidenciado
para o numero de raquilas por cacho de S. coronata. Na espécie Oenocarpus mapora H.
Karsten as caracteristicas referentes ao rendimento de frutos e nimero de raquilas por
cacho se destacaram com o0s maiores valores de repetibilidade, demonstrando
regularidade entre as medicGes e expressando um bom controle genético dessas
variaveis (OLIVEIRA e MOURA, 2010).

De acordo com Pifia-Rodrigues e Piratelli (1993) fatores como temperatura,
fotoperiodo, umidade do solo, impactos por predadores, influéncias genéticas e
hormonais podem afetar a producéo total de frutos e a sincronia de frutificacdo entre as
plantas. Segundo Reis et al. (2010) o ano e local de producdo também podem exercer
influéncias sobre estas varidveis analisadas.

A variabilidade elevada para o peso total de frutos por cacho e o nimero de frutos
estimados por cacho da espécie Euterpe precatoria Mart. pode esta relacionada aos

fatores variabilidade interanual, local do individuo, variagdo genética e diferenca de
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Frequéncia relativa (%)

polinizacdo entre inflorescéncias, além daqueles referentes a queda e dispersdao dos
frutos (ROCHA, 2004). De forma semelhante, Oliveira e Fernandes (2001) também
constataram ocorréncia de variabilidade genética entre os genotipos de Euterpe

oleracea Mart., para o nimero de frutos por cacho, o nimero de raquilas por cacho e o
peso médio do fruto.
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Figura 1. Frequéncia relativa do namero de frutos por cacho (A), raquilas por cachos
(B), e frutos por raquilas (C) de S. coronata.

Pelos dados da Tabela 1, referentes ao nimero de frutos por cachos, raquilas por
cacho e frutos por raquila de S. coronata constatou-se que um cacho de licuri tem em
média 356 frutos, sendo cada cacho composto por aproximadamente 36 raquilas e 10
frutos por raquila. Entretanto, a variacdo é elevada no que se refere ao nimero de frutos
por cacho (NFC) e o numero de frutos por raquilas (NFR), uma vez que os valores de
méaximo e minimo sdo discrepantes (589-133; 29-1) e os coeficientes de variagdo
elevados (37 e 65,63, respectivamente).
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O valor médio do nimero de frutos por cacho de licuri (356) produzidos em
Caetés pode ser considerado baixo quando comparado aos resultados de Crepaldi et al.
(2001) para a mesma espécie, cujos frutos foram coletados em Mairi (BA) que foi de
1.357 frutos e elevado se relacionado aos obtidos para a espécie Syagrus vagans, em
que foi constatado uma média de 103,3 frutos por cacho (LOPES, 2007). Para outras
espécies de palmeira como Euterpe oleracea Mart. Oliveira e Fernandes (2001) também
identificaram um valor médio elevado (1.311,7) para o nimero de frutos por cacho. Da
mesma forma, Rocha (2004) verificou uma média de 2.673 frutos por cachos de Euterpe
precatoria Mart. Esta variacdo na producdo de frutos entre as espécies pode ser
atribuida aos fatores genéticos que determinam o potencial produtivo das plantas e
variagdes ambientais que podem influenciar diretamente a quantidade de frutos
produzidos.

Pelos pardmetros estatisticos correspondentes ao coeficiente de variagédo (CV%)
de 15,98 e os valores de maximo e minimo de (43-23) é possivel afirmar que 0 numero
médio de raquilas por cacho expressou menor variabilidade. Para as espécies de
palmeiras Euterpe oleracea Mart. (OLIVEIRA e FERNANDES, 2001) e Oenocarpus
mapora H. Karsten. (OLIVEIRA e MOURA, 2010) também verificaram menor
variabilidade nesta caracteristica, com valores médios de raquilas por cacho de 88, 6 e
45,17 e coeficiente de variacdo de 7,8 e 10,13%, respectivamente.

Com relacdo ao peso medio de 100 frutos e didsporos constatou-se que 0S
valores de 1.056,25¢g (frutos) e 472,5g (diasporos) sdo bastantes confiaveis devido a
baixa variabilidade dos dados constatada pelo coeficiente de variacdo de 2,67 e 4,19 e
os valores de maximo e minimo de (1.090-1.010) e (500-450), respectivamente (Tabela
1), sendo necessarios aproximadamente 95 frutos e uma média de 212 diasporos para se
obter um quilograma.

Considerando o valor médio do peso de 100 frutos e diasporos de licuri, verificou-
se que 0s mesmos foram bem acima dos valores encontrados por Lopes (2007) para a
espécie Syagrus vagans, sendo computados 206 frutos e 382,2 diasporos para se obter
1kg. Enquanto Batista et al. (2011) constataram que 1 kg de frutos de Syagrus oleracea
(Mart.) Becc continha 77 didsporos e acrescentaram que fatores genéticos e climaticos,
estadio de maturacdo dos frutos e teor de &gua dos didsporos podem interferir na

quantidade de sementes/Kg.
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Tabela 1. Caracterizacdo do nimero de frutos, raquilas por cacho, frutos por raquilas e
peso médio de 100 (frutos e diasporo) de S. coronata.

Parametros

o NFC NRC NFR Fruto Diasporo
estatisticos
Média 356 36 10 1.056,25 g 472,59
Desvio padréo 133,77 5,82 6,62 28,25¢ 19,83g
Variancia 17,895 33,82 41,16 798,21 392,86
CV% 37 15,98 65,63 2,67 4,19
Maximo 589 43 29 1.090,0g 5009
Minimo 133 23 1 1.010,0g 4509

NFC = Numero de frutos por cacho; NRC= Numero de raquilas por cacho; NFR=
Numero de frutos por raquila.

Para a especie Oenocarpus mapora H. Karsten, Oliveira e Moura (2010)
observaram grande varia¢do no peso total do cacho e de fruto por cacho e sugeriram que
a variacdo de insetos polinizadores pode afetar a taxa de fecundacdo das flores e, fatores
como pluviosidade e luz influenciam tais caracteristicas, induzindo a uma maior
variabilidade.

A determinacdo da producdo de frutos por cacho das espécies de palmeiras € de
suma importancia, principalmente daquelas cujos frutos possuem diversas utilidades,
como € o caso do licuri, pois a producdo de frutos influencia diretamente na producdo
total, determinando assim, a viabilidade do cultivo da espécie.

A producdo média anual em um licurizal nativo é de 2.000 Kg/ha de frutos, no
entanto, a mesma diminui nos anos de pluviosidade abaixo da média, mas sempre
ocorre de maneira estavel. Quando o0 manejo da espécie € adequando (podas das folhas
velhas, capinas das plantas daninhas) a producdo de frutos pode alcancar até 4.000
Kg/ha (DRUMOND, 2007).

Tendo em vista que os frutos da espécie S. coronata foram coletados em area de
ocorréncia natural na regido e, considerando as condi¢bes climaticas de Caetés/PE, os
valores obtidos referentes a caracterizacdo dos cachos foram satisfatorios e podem ser
ainda mais elevados se a espécie for cultivada adequadamente como lavoura regular na
regido e, como esta espécie ja esta adaptada as condi¢cbes climaticas do local pode ser

uma fonte de renda para as comunidades rurais.
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3.2 Biometria e peso médio de fruto e didsporo

A frequéncia relativa do comprimento, didmetro e peso médio de fruto e diadsporo
de S. coronata encontram-se na Figura 2. Para o comprimento dos frutos constatou-se
uma variagcdo de 25,88 a 36,54 mm, entretanto, os valores mais frequentes foram
encontrados nos intervalos de 27,40; 28,93 e 30,45mm, sendo registrados percentuais de
16, 24, 17 %, respectivamente, totalizando 57,5 % dos dados analisados. Para o
diametro dos frutos foi verificado pela frequéncia relativa que ndo houve uma classe
Unica que expressasse essa caracteristica biométrica da espécie, pois na amostra
estudada ocorreram muitas classes com poucos frutos (Figura 2A-B).

O comprimento do diasporo evidenciou uma distribuicdo semelhante ao
observado para o comprimento do fruto, cujos valores mais frequentes foram
encontrados em trés classes 25,99; 27,43 e 28,86 mm, variando de 14,51 a 34,60 mm,
correspondendo a uma amplitude de 20,09 mm, enquanto o seu didmetro foi menos
variavel e concentrando a maior parte dos didsporos no intervalo de classe entre 16,04 a
17,70 mm, totalizando 70% dos dados amostrados (Figura 2B-C). Com relacdo ao peso
médio de fruto e diasporos, os valores mais frequentes foram obtidos nos intervalos de
8,53 a 9,10 e 4,35 a 4,61 mm, respectivamente. Porém, constataram-se quantidades
consideraveis de frutos e diasporos em classes com valores bem inferiores e superiores
aos verificados nas classes acima especificadas (Figura 2D-E).

O ndmero de classes utilizado permitiu identificar a variabilidade nesses
caracteres, pois, a distribuicdo da frequéncia deve ter um nimero de classes adequado,
ou seja, nem grande nem pequeno para ndo prejudicar a interpretacdo do fenémeno em
estudo. Desta forma, o agrupamento dos dados em classes tornou visiveis as diferencas
existentes entre o comprimento, didmetro e peso dos frutos e diasporos de licuri
colhidos de plantas distanciadas poucos metros entre si e essas diferencas podem ser
atribuidas a variabilidade genética existente entre as matrizes escolhidas para coleta dos

frutos.
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Figura 2. Frequéncia relativa do comprimento (A) e diametro do fruto (B), comprimento (C) e
diametro do diasporo (D), peso do fruto (E) e didsporo (F) de S. coronata (Mart.)

Becc.

Segundo Hamrick et al. (1992) diversos fatores podem influenciar no nivel de
diversidade genética nas plantas, como sua biologia reprodutiva que, por sua vez,
determina os padrbes de cruzamento e dispersdo de genes, além da distribuicdo
geogréafica que desempenha importante papel na variacdo genética entre e dentro das
populagdes. Neste sentido, Linhart et al. (1981) mencionaram que a diferenciacdo

genética dentro de uma populacdo ou mesmo entre populaces de uma espécie pode
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ocorrer a disténcias relativamente pequenas, sendo esse fato confirmado por Buttow et
al. (2010) para os genétipos de Butia capitata, em que a maior parte da variacdo
molecular (83,68%) ocorreu dentro das populages.

A biometria dos cachos, frutos e sementes de licuri, colhidos em Caetés-PE,
permitiu identificar diferengas existentes entre as plantas distanciadas a poucos metros
entre si, pois, a descricdo biométrica de sementes e frutos é de grande importancia para
detectar a variacdo genética dentro de populaces de uma mesma espécie ou diferenciar
espécies do mesmo género, além de fornecer informacBes para a caracterizacdo dos
aspectos ecoldgicos como o tipo de dispersdo, agentes dispersores e o estabelecimento
de plantulas (GUSMAO et al., 2006; MACEDO et al., 2009).

O valor médio do comprimento do fruto (Tabela 2) foi de 30,22 mm, com
valores maximo e minimo de 39,59 e 18,26 mm, respectivamente. Considerando o
CV% (9,87) pode-se afirma que a média obtida se aproxima dos valores reais para o
comprimento dos frutos de licuri. Enquanto que em relacéo ao seu didmetro, a média de
22,18 mm é pouco confiavel, pois 0 CV% expressou um valor alto (21,6) que demonstra
a variabilidade desta caracteristica biométrica, sendo os valores de méximo e minimo
(36,16 e 13,14) bastante discrepantes. Os resultados encontrados foram bem superiores
aos de Crepaldi et al. (2001) para os frutos desta mesma espécie colhidos em Mairi
(BA), cujo comprimento e diametro médios foi de 20 e 14 mm, respectivamente.

Para o comprimento e didmetro do diasporo, verificaram-se médias de 26,99 e
16,56 mm, CV% (16,68 e 19,98), e valores de maximo e minimo de 34,60 e 14,51 e
27,67 e 4,40, cuja amplitude foi de 20,09 mm para 0 comprimento e 23,27 mm para 0
diametro, sendo consideradas pouco confiaveis para representar adequadamente estas
caracteristicas da espécie estudada. De forma semelhante, o peso médio do fruto (8,649)
e endocarpo (4,479) obtiveram CVs% de 18,3 e 16,77% e valores de maximo e minimo
(13,06 a 5,13 e 4,9 a 2,51, respectivamente), expressando elevada variabilidade dos
dados (Tabela 2).

Considerando o peso médio do fruto e do endocarpo, pode-se inferir que
aproximadamente 48% corresponde a parte composta pelo epicarpo e mesocarpo em
relacdo ao peso do fruto inteiro, levando a concluir que os frutos de licuri tem elevado
rendimento de polpa (4,17g) por fruto. Esse valor € bastante proximo do encontrado por

Crepaldi et al. (2001) para o peso médio da polpa de um fruto desta mesma espécie que
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foi de 4,26g. Segundo Moura et al. (2010) as avaliacbes biométricas de frutos sdo
bastante Uteis porque permite identificar frutos com maior quantidade de polpa, sendo

mais valorizados para industria de sulcos, licores, entre outros.

Tabela 2. Caracteristicas biométricas e peso medio de frutos e didsporos de S.

coronata.

Parametros . . .
estatisticos C. fruto D. fruto  P. fruto C. dia D. dia P.dia
Média 30,22 mm 22,18 mm 8,649 26,99 mm 16,56 mm 4,479
Desvio padréo 2,83 4,79 1,58 4,50 3,31 0,75
Variancia 8,01 22,96 2,5 20,25 10,95 0,56
CV% 9,37 21,6 18,3 16,68 19,98 16,77
Maximo 39,59 36,16 13,06 34,60 27,67 4,9

Minimo 18,26 13,14 5,13 14,51 4,40 2,51

C. fruto= comprimento de frutos, D. fruto= didmetro do fruto, P. fruto= peso do fruto,
C. dia= comprimento do diasporo, D. dia= diametro do diasporo, P. did= peso do
diasporo.

As caracteristicas biométricas de frutos e diasporos, bem como, seus respectivos
pesos sdo bastante variaveis na familia Arecaceae, no proprio género Syagrus e ainda
dentro da propria espécie, como foi observado na especie estudada. Para os frutos de
Syagrus oleracea (Mart.) Becc., Batista et al. (2011) identificaram formato elipsoide,
comprimento médio do endocarpo de 43,94 mm e diametro médio de 25,16 mm, sendo
bem superior aos encontrados no presente trabalho (Tabela 2).

Os frutos de Syagrus vagans (Bondar) Hawkes avaliados por Lopes (2007) tem
peso médio variando de 6 a 8 g, comprimento de 2,88mm e diametro de 1,71mm,
enquanto o diasporo tem 2,52 e 1,34mm de comprimento e didmetro, respectivamente.
Para outras espécies de palmeiras, pelas caracteristicas biométricas também foi possivel
identificar variacdo para os frutos, a exemplo de Bactris gasipaes Kunth (FERREIRA,
2005) e Acrocomia aculeata (Jacq) Lodd. (SANJINEZ-ARGANDONA e CHUBA,
2011).

Os frutos de licuri quando localizados na parte inferior do cacho geralmente
possuem tamanho reduzido, o que também pode ter contribuido para o aumento dos
coeficientes de variacdo e elevar a diferenca entre 0os comprimentos e diametros dos

frutos e diasporos, sendo possivel afirmar que os frutos da referida espécie, colhidos em
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Caetés-PE tém tamanhos e formas variadas, concordando com trabalhos realizados para
outras espécies a exemplo de Lopes (2007) com frutos de Syagrus vagans (Bondar)
A.D.Hawkes cujo formato variou de ovoides a elipsoides.

3.3. Morfologia do fruto, didsporo e semente

O fruto de S. coronata é uma drupa carnosa, cuja coloracdo varia de verde claro a
escuro quando imaturos, tornando-se amarela ou laranjada no amadurecimento, e
geralmente essa mudanca de coloracdo inicia-se na base do fruto estendendo-se até o
apice (Figura 3A). Os quais sd0 monospérmicos, raramente dispérmico, com tamanhos
e formatos variados; a base do fruto pode ser plana, truncada ou arredonda; o apice é
mamiforme, arredondado ou pontiagudo, devido estas variagdes os frutos podem ter
formatos que variam de globosos, ovoides a elipsdides (Figura 3A, Tabela 2). O
perianto e estigma séo persistentes de cor acinzentada e amarronzada, respectivamente,
permanecendo no fruto até a maturacao, sendo, portanto uma caracteristica comum ao
género, conforme observados por Lopes (2007) para Syagrus vagans; Attalea maripa
(Aubl.) Mart. (ARAUJO et al., 2000); Bactris gasipaes Kunth (FERREIRA, 2005);
Oenocarpus minor Mart. (MENDONCA et al., 2008) e em Butia capitata (Mart.)
Beccari (MOURA et al., 2010).

O fruto é dividido em trés camadas distintas, epicarpo, mesocarpo e endocarpo,
que juntas formam o pericarpo (Figura 3B), o epicarpo é fibroso, externamente liso e
desprovido de pelos, com uma mancha ferruginea na regido apical contornando todo
apice do fruto (Figura 3A), sendo uma caracteristica marcante na espécie que surge nos
frutos ainda jovens. Araujo et al. (2000) também verificaram indumento ferrugineo nos
frutos de Attalea maripa (Aubl.) Mart., sendo que este se encontrava quase na totalidade
do fruto.

O mesocarpo quando maduro tem coloracdo amarelada ou alaranjada €
mucilaginoso, fibroso (Figura 3A), o endocarpo € lignificado, possui coloracao
amarronzada e tem formato e tamanho varidvel de acordo com as caracteristicas
morfoldgicas do fruto, variando de globoso a elipsoide, na sua superficie encontram-se
as fibras mesocarpicas distribuidas longitudinalmente, concentrando-se ao redor dos trés

poros basais (Figura 3B e C). A presenca e distribuicdo longitudinal das fibras no
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endocarpo foram identificadas por Lopes (2007) em Syagrus vagans e por Aradjo et al.
(2000) em Attalea maripa (Aubl.) Mart. e Euterpe precatoria Mart. (AGUIAR e
MENDONCA, 2003).

Figura 3. Morfologia do fruto de S. coronata. Fruto (A), Corte longitudinal do fruto
(B), Diasporo (C). Perianto (p), Mancha ferruginea (M.fe), Estigma (Est),
Epicarpo (Ep), Mesocarpo (Me), Diasporo (Di), Embrido (Emb.), Cavidade
do emb. (C. emb.), Améndoa (Am), Cavidade da améndoa (C. am), Fibras
(Fi), Poro (Po).

A semente, sem aderéncia ao endocarpo, mede aproximadamente 1,5 cm de
comprimento com formato variando de redondo a ovoide, , de coloracdo externa
amarronzada, textura fina a rugosa com ranhuras marcantes e estreitas que
correspondem a ramificacdo da rafe, sendo esta visivel, disposta longitudinalmente do
apice até a base onde se encontra a micrépila (Figura 4A). Aradjo et al. (2000) também
identificaram a presenca de ranhuras, rafe e opérculo na semente da espécie Attalea

maripa (Aubl.) Mart., porém, esta se encontrava fortemente aderida ao endocarpo.
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Internamente a semente é solida, espessa, rica em 0leo, de consisténcia dura e
coloragdo branca, tornando-se prateada quando envelhecida, ocupa grande espago no
endocarpo, nela, é visivel uma cavidade interna bem saliente (Figura 4B), quando
comparada com a cavidade da semente de Syagrus vagans observado por (LOPES,
2007) e de Euterpe precatoria Mart, constatado por Aguiar e Mendonca, (2003).

O embrido é pequeno, com aproximadamente 0,3 cm de comprimento e 0,10 cm
de didmetro e estd inserido na base no endosperma, logo abaixo da micropila,
direcionado para um dos poros presentes na parte basal do endocarpo com coloragéo
branca na parte apical e amarelada na parte basal, verificando-se duas regides distintas,
uma proximal voltada para micrépila a qual se desenvolvera o peciolo cotiledonar para
fora da semente durante a germinacdo e outra distal, que por sua vez, corresponde
futuramente ao haustorio que se desenvolve a medida que o eixo vai crescendo (Figura
4A-C), estas duas regibes também foram verificadas por Ferreira (2005) durante a
germinacdo das sementes de Bactris gasipaes Kunth. e por Oliveira et al. (2010) quando
estudaram o aspecto anatbmico do embrido de Oenocarpus minor Mart..

A diferenca entre estas duas regides no embrido das sementes de licuri séo
claramente visiveis devido ao leve estreitamento na sua parte mediana, contudo, o
mesmo tem forma indefinida, uma vez que, a parte proximal é cilindrica e a distal mais
arredondada (Figura 4C). De forma geral, Magalh&es (2011) afirmou que o embrido das
sementes de palmeiras possui formato conico, cilindrico ou ovoide, sendo indiviso e

pequeno, principalmente quando comparado ao tamanho da semente.
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P. Proximal

\ R. mediana
0,3cm

Emb P. distal

Figura 4. Morfologia da semente de S. coronata (Mart.) Becc., Semente (A), Corte
longitudinal da semente (B), Embrido (C). Micrépila (Mi), Tegumento (Teg),
Rafe (Ra), Cavidade de embrido (C. emb.), Embrido (Emb.) Cavidade da
semente (C. am), Parte proximal (P. proximal), Regido mediana (R.
mediana), Parte distal (P. distal).

A forma e o tamanho do embrido, bem como, a posicdo que ocupa no
endosperma sdo bastante variados nas sementes de palmeiras. O embrido de
Oenocarpus minor Mart. localiza-se na posicdo central da regido basal da semente,
medindo em média 9 mm de comprimento e 4 mm de diametro (OLIVEIRA et al.,
2010). O embrido de Syagrus oleracea (Mart.) Becc. foi descrito por Batista et al.
(2011) como lateral, periférico, reto e pouco diferenciado, com aproximadamente 2,76

mm de comprimento, com uma elevacéao central por onde emergira a raiz primaria.
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3.5. Morfologia da germinacao

A germinacéo de S. coronata iniciou-se aos 15 dias ap0s a semeadura e é marcada
pelo crescimento do peciolo cotiledonar, uma estrutura cilindrica que se assemelha a
uma raiz primaria, de coloracdo amarela esbranquicada que traz no seu interior o eixo
embrionério (Figura 5 A-C), sendo denominada por Damido Filho (2005) como o
embriéforo. O processo germinativo é lento e desuniforme, uma vez que o
desenvolvimento do peciolo cotiledonar é diferenciado e a porcentagem de germinagédo
é baixa (10% aos 15 dias) atingindo 30% aos 60 dias.

Aos trinta dias apds a germinacédo, o peciolo cotiledonar torna-se mais alongado,
com aproximadamente 7 cm de comprimento e cor amarelada, neste estadio sdo
verificados pequenos pontos na parte inferior do peciolo cotiledonar na mesma
tonalidade da raiz, marcando a diferenciacdo inicial da raiz primaria e de raizes laterais
(Figura 5C). Aos quarenta e cinco dias verifica-se a diferenciagdo da raiz primaria,
crescimento de raizes laterais e a presenca do nd plumular-radicular de cor semelhante
ao da raiz, sendo caracterizado pelo estreitamento na base da raiz, separando a plantula
em duas partes, raiz e parte aérea. Acima deste, surge uma fenda longitudinal e em
seguida emerge o primeiro catafilo de coloracdo branca-amarelada, alongado e com
apice pontiagudo (Figura 5D-E), neste, ocorre uma abertura apical, para protrusdo do
segundo catafilo, na mesma tonalidade do primeiro, quando atinge a superficie do solo
torna-se verde, tem forma mais alongada que o primeiro e o apice pontiagudo (Figura
5F). Os dois primeiros catafilos sdo folhas modificadas, desprovidas de limbo, que em
seu interior se encontra o primeiro eofilo e nesta etapa, o peciolo cotiledonar juntamente
com a raiz medem aproximadamente 10 cm, e as raizes laterais de cor semelhante ao da
raiz primaria se encontram em um estadio mais desenvolvido, no entanto, ainda muito

pequenas.
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Figura 5. Fases da germinacdo e formacao da plantula de S. coronata (Mart.) Becc., aos
15 (A e B), 30 (C) e aos 45 dias (D-F). Rafe (Ra), Tegumento (Tg), Diasporo
(Dia.), Peciolo cotiledonar (Pc), Fenda (Fe), Raiz primaria (Rp), N6
plumular-radicular (N.p.r), Primeiro catafilo (P.cat), Segundo -catéfilo

(S.cat.), Raiz lateral (RI), Zona de crescimento (Zc) .
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Aos sessenta dias surge o primeiro eofilo desenvolvido e devido a germinacao
lenta e desuniforme das sementes dessa espécie, as plantulas se encontram em fases
diferentes de desenvolvimento, em algumas, o edfilo ainda estd fechado, em outras,
expandido, além daquelas, cuja folha jovem (e6filo) permanece dento dos catéafilos pelo
fato dos mesmos ainda permanecerem fechados (Figura 6A-C). O primeiro e6filo é
inteiro, linear, lanceolado, com apice agudo e coloracdo verde escura, a raiz primaria
tem cor amarelada, é forte e persistente e as raizes laterais sdao simples e curtas com
coloracdo semelhante a da raiz primaria (Figura 6D). Nesta fase, as plantulas medem
aproximadamente de 11 a 13 cm de comprimento, as raizes laterais estdo mais
desenvolvidas, com a presenca de pelos absorventes e, o peciolo cotiledonar juntamente
com o endocarpo continuam aderidos a plantula, pois esta, ainda depende das reservas
da semente.

A germinacdo é do tipo remota tubular, assim designada pelo fato do eixo
embrionario se desenvolver a uma certa distancia da semente, além da presenca de uma
bainha cotiledonar aberta na base do caule, também é considerada como
criptocotiledonar, pois o limbo cotiledonar permanece dentro da semente e € hipogea,
devido o peciolo cotiledonar e a semente permanecerem abaixo do substrato durante o
processo de germinacdo (Figura 6 A-D). Nos estudos realizados por Henderson (2006) a
germinacdo das sementes de palmeiras foi classificada em trés tipos; remota tubular,
remota ligular e adjacente ligular, enquanto que Costa e Marchi (2008) mencionaram
apenas dois tipos: germinacdo adjacente e remota.

A germinacdo das sementes de Syagrus oleracea (Mart.) Becc. (BATISTA et al.,
2011), de Phoenix dactlifera (DAMIAO FILHO, 2005; HENDERSON, 2006), Caryota
mitis lour (CARVALHO e AOYAMA, 2007) e de Syagrus vagans (Bondar) (LOPES,
2007) também foi descrita como remota tubular e, para a espécie Archontophoenix
cunninghamii H. Wendl., Luz et al. (2012) classificaram a germinacdo das sementes
como adjacente ligular. Assim, torna-se imprescindivel o estudo das caracteristicas
morfoldgicas das plantulas na sua fase inicial de desenvolvimento, uma vez que a
germinacdo e as mudancas morfolégicas que ocorrem nas mesmas sdo bastante
diferentes e muitas vezes, especifica de uma determinada espécie, ou podem ser comum

entre as espécies de uma mesma familia, conforme observado nestes trabalhos.
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P. eofilo

N—> S. catafilos

Figura 6. Morfologia da germinacdo de S. coronata (Mart.) Becc, aos 60 dias.
Primeiros catéfilos (P.catafilos), Segunda catéfilo (S.catéfilos), NO
plumular-radicular (N.p.r), Raiz primaria (Rp), Raizes laterais (RI), Peciolo
cotiledonar (Pc), Pelos absorventes (Pab), Primeiro edfilo (Pf), Raizes
laterais (RI). Catafilos fechados (A), Eofilos fechados (B e C), Edfilo
expandido (D).

32



3.6. Morfologia da muda

Na figura 7 estdo descritas as caracteristicas morfoldgicas das mudas de licuri
desenvolvidas durante 360 dias apds a germinagdo. O crescimento das plantas é bastante
lento e aos 180 dias medem aproximadamente 18 cm de altura, neste estadio as duas
folhas estdo completamente expandidas, glabras, de cor verde escuro. A primeira tem
caracteristicas morfoldgicas diferente da segunda, pois a mesma é fina, lanceolada,
pontiaguda, com nervuras finas e paralelas, enquanto a segunda folha possui o limbo
mais largo na parte basal e a medida que se aproxima do &pice se verifica um
estreitamento, conferindo-lhne uma caracteristica pinada, as nervuras sdao finas e
paralelas, o peciolo cotiledonar, diasporo e os dois catafilos se encontram secos, mas
ainda permanecem aderidos a planta (Figura 7A).

Aos 180 dias a raiz primaria se encontra bastante desenvolvida, com raizes
laterais finas, alongadas e o sistema radicular, que antes era de cor amarelo creme nesta
fase tem uma coloragdo marrom claro, tanto na raiz primaria como nas laterais, sendo
visivel uma quantidade elevada de pelos absorventes pequenos, na mesma tonalidade
das raizes, distribuidos de forma aleatoria tanto nas raizes velhas como naquelas em
desenvolvimento (Figura 7A-B).

A muda de licuri com um ano de permanéncia no viveiro se encontra com uma
altura média de 25 cm, quatro folhas desenvolvidas e nesta etapa, a planta evidencia
maior crescimento e desenvolvimento em relacéo a etapa anterior com o surgimento de
novas estruturas (Figura 7B). Neste estadio, o sistema radicular fasciculado se encontra
bastante desenvolvido e as raizes secundarias crescem lateralmente a raiz primaria,
surgindo do nd plumular-radicular com coloracdo amarelada e quando mais velhas se
tornam amarronzadas, grossas, resistentes e cilindricas com a regido de crescimento
pontiaguda (Figura 7B). Estas sdo bem mais desenvolvidas que a raiz primaria, que por
sua vez, tem o0 seu crescimento reduzido e evidencia-se um aumento do
desenvolvimento das raizes laterais e pelos absorventes, como pode ser constatado na
Figura 7B.

As folhas tém filotaxia alternada, limbo largo, inteiro, apice pontiagudo, cor verde
intensa e nervuras largas, bastante visiveis, dispostas paralelamente no sentido

longitudinal (Figura 7B), cujas caracteristicas sao diferentes das folhas da planta adulta,
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que sdo distribuidas em espiral ao longo do fuste, com limbo partido, foliolos finos e
compridos inseridos opostamente ao logo da nervura central.

As palmeiras sdo monocotileddneas e tem sistema radicular fasciculado, contudo,
no inicio do desenvolvimento das plantulas de licuri, a raiz priméria € bastante
desenvolvida e resistente, permanecendo na planta por um periodo de um ano, sendo
uma caracteristica marcante nas plantulas oriundas de sementes com germinacéo remota
(Figura 7A-B). Esta caracteristica relacionada ao desenvolvimento da raiz priméaria das
plantulas de S. coronata corresponde a um mecanismo de sobrevivéncia da espécie pelo
fato da mesma estd adaptada as condi¢Ges climaticas desfavoraveis, pois as plantas
tendem a se estabelecer no campo antes da parte aérea atingir a superficie do solo.

Pelas caracteristicas morfoldgicas € possivel indicar 360 dias como sendo um
tempo ideal de permanéncia das mudas de licuri no viveiro, uma vez que, nesta fase a
planta possui folhas e sistema radicular bem desenvolvido, o que conferira uma maior
resisténcia e possibilidade de sobrevivéncia.

A descricdo morfologica de frutos, didsporo, germinacdo e mudas de Syagrus
coronata permitiram identificar caracteristicas peculiares da espécie, facilitando o seu
reconhecimento e identificagdo tanto em laboratorio como no campo, além de auxiliar
no conhecimento do ciclo biologico, da regeneracdo natural e do manejo e conservagédo

dessa oleaginosa perene.
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Figura 7. Morfologia da muda de S. coronata (Mart.) Becc, com 180 (A) e 360 dias (B),
apos a semeadura. Primeiro edfilo (P. edfilo), Segundo eoéfilo (S. edfilo),
Catéfilo (Cat.), Diasporo (Dia.), Peciolo cotiledonar (Pc), Raiz priméaria (Rp),
Raizes laterais (RI), Raizes secundarias (Rs), Pelos absorventes (Pab), N6
plumular-radicular (N.p.r), Primeira folha (Pf), Segunda folha (Sf), Terceira
folha(Tf), Quarta folha (Qf).
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4. CONCLUSOES

1. O cacho de licuri possui em média 356 frutos, 36 raquilas e 10 frutos por
raquilas e os frutos e didsporos tém formatos globosos, ovdides e elipsdides, com
comprimentos e diametros médios de (30,22 mm e 22,18 mm) e (26,99mm e 16,56
mm), respectivamente.

2. O embrido esta inserido na base do endosperma logo abaixo da micropila, é
pequeno, mede em média 3 mm de comprimento e 1,03 mm de largura, possui forma
indefinida e duas regides distintas em relacdo a micropila, proximal e distal, sendo a
proximal cilindrica e a distal mais arredondada.

3. A germinacdo se inicia aos 15 dias ap0s a semeadura e é marcada pela
protrusdo do peciolo cotiledonar, sendo considerada hipogea, criptocotiledonar do tipo
remota tubular, lenta e desuniforme se estendendo até os 60 dias quando ocorre a
emissao do primeiro edfilo.

5. As mudas tem crescimento lento, com raiz principal persistente e bastante
desenvolvida, o sistema radicular fasciculado é evidenciado aos 300 dias e as raizes
secundarias se desenvolvem lateralmente a raiz primaria, crescendo a partir do nd
plumular-radicular.

6. O tempo de permanéncia das mudas de licuri no viveiro deve ser no minimo de
360 dias ap0s a germinacdo, antes de leva-la ao campo, em funcdo do lento

desenvolvimento da espécie.
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CULTIVO IN VITRO DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE Syagrus coronata (Mart.)
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INFLUENCIA DE DIFERENTES DOSES DE FERRO E SACAROSE NA
GERMINACAO IN VITRO DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE Syagrus coronata
(Mart.) Becc.

RESUMO

A espécie Syagrus coronata (Mart.) Becc., mais conhecida como licuri, tem importancia
econdmica pelo fato de suas sementes possuirem um teor de 6leo elevado, além de ser
fonte de matéria-prima para confeccdo de diversos produtos, que séo utilizados pelo
homem e animais. A propagacdo desta espécie € limitada em funcdo da germinacéo de
suas sementes ser baixa e desuniforme, assim a germinacdo in vitro de embrides
zigoticos representa uma alternativa para contornar os obstaculos que limitam a sua
propagacdo convencional, maximizando e acelerarando sua germinacdo e, por
conseguinte, obtendo-se maior eficiéncia na producdo de mudas. O trabalho teve como
objetivos verificar a eficiéncia influéncia de doses de ferro e sacarose na germinagao in
vitro de embribes zigdticos de S. coronata e estabelecer um protocolo para a
propagacdo desta espécie. Para isto, realizou-se dois experimentos em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 5 (doses de ferro x sacarose),
totalizando 10 tratamentos com dez repeticdes. Os embrides foram extraidos das
sementes de S. coronata e inseridos em dois meios de cultura (liquido e semi-sélido)
por um periodo de 60 dias. As avaliacdes nos dois meios de cultura foram as seguintes,
meio liquido — porcentagem de embrides germinados, ndo germinados, germinados e
necrosados, desenvolvimento normal, contaminacdo e comprimento e espessura do
peciolo cotiledonar. No meio semi-sélido foram avaliadas as mesmas caracteristicas
citadas anteriormente, além dos embrifes ndo-germinados e necrosados e formacdo de
plantulas. O meio de cultura liquido proporcionou uma germinacdo de 42 % quando se
utilizou 13, 9 mg L™ de ferro, no entanto, ndo verificou-se a formacdo de plantulas
devido a deficiéncia de oxigenacdo. No meio semi-solido foi evidenciado maior
porcentagem de germinacdo e a formacdo de plantulas, caracterizada pela emissao dos
catéfilos com uma porcentagem de 14% na dose de 30 g L™ de sacarose e 27,8 mg L™
de (Fe2(S0O4);.7H,0), todavia, o nivel de oxidacdo neste foi elevado. A conversdao de
embrides zigoticos de licuri em plantas normais por meio do cultivo in vitroé viavel, no
entanto, ndo foi possivel determinar um protocolo para a propagacdo in vitro desta
espécie, necessitando de maiores estudos para o aperfeicoamento deste protocolo.

Palavras-chave: dorméncia, licuri, oleaginosa perene.
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SUMMARY

The species Syagrus coronata (Mart.) Becc., Better known as licuri has economic
importance because its seeds have a high oil content, besides being a source of raw
material for the manufacture of various products that are used by man and animals. The
propagation of these species is limited, and depending on seed germination it is low and
not uniform, thus the in vitro germination of zygotic embryos represents an alternative
to circumvent obstacles to the propagation conventional maximizing and accelerating
germination, and therefore, obtaining a higher efficiency in the production of seedlings.
The objective was to evaluate the influence of doses of iron sucrose and in vitro
germination of zygotic embryos of S. coronata and establish a protocol for its
propagation. For this purpose two experiments were conducted in a completely
randomized in a factorial 2 x 5 (x doses of iron sucrose), totaling 10 treatments with ten
replicates. The embryos were extracted from seeds of S. coronata and inserted into two
culture media (liquid, semisolid) for a period of 60 days. Assessments in both culture
media were as follows - percentage of embryos germinated, ungerminated, germinated
and necrotic, normal development, contamination, length and thickness of the cotyledon
petiole. In the semi-solid medium were also evaluated the percentage of necrotic and
non-germinated embryos and plantlets formation. The liquid culture medium gave a
germination of 42% when using 13,9 mg L™ Iron, however there was no formation of
seedlings due to deficiency of oxygen. In semi-solid medium was evidenced higher
percentage of germination and seedling development, characterized by the emission of
cataphylls with a percentage of 14% at a dose of 30 g L-1 sucrose and 27.8 mg L™ (Fe2
(SO4 ) 3.7H20), however, this level of oxidation was high. The conversion of zygotic
embryos licuri normal plants by means of in vitro culture is possible, and feasible,
however, it was not possible to determine a protocol for in vitro propagation of this
species, requiring further studies to improve this protocol.

Key words: dormancy, licuri, perennial oilseed.
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1. INTRODUCAO

A crescente demanda por energia, a preservacdo do ambiente e a reducdo das
reservas de petréleo tornam imprescindivel a busca por novas fontes de energia, assim,
a utilizacdo de espécies vegetais com potencial para a producdo de biodiesel constitui-se
em uma alternativa viavel, principalmente por seu carater renovavel e biodegradavel, e
dentre as espécies que podem ser utilizadas para esta finalidade, as palmeiras sdo as
mais promissoras, devido a producdo de améndoas que contém um teor de 6leo elevado
e de excelente qualidade (SOARES et al., 2011).

A espécie Syagrus coronata (Mart.) Becc., conhecida popularmente como licuri,
ouricuri, urucuri, entre outros, € uma palmeira nativa do Brasil, da familia Arecaceae,
cuja ocorréncia foi registrada nos Estados da Bahia, Norte de Minas Gerais, Sergipe,
Alagoas e Pernambuco (LORENZI et al., 2006). A sua importancia econdmica na
regido Nordeste € por ser fonte de matéria prima para producéo de dleo, além de ser
utilizada em construcdes campestres, as suas folhas fornecem matéria-prima para a
confeccdo de chapéus, vassouras, esteiras, cestos, bolsas, espanadores e abanadores,
isolador térmico, e ainda na producdo de cera e sabao; com o peciolo se faz gaiolas e a
flor € utilizada como forragem (CREPALDI et al., 2001). As améndoas sdo utilizadas
para fabricar cocadas, licores, farofa, racdo para aves, bovino, caprino e suino
(CARVALHO et al., 2006).

As dificuldades de propagacdo séo citadas entre os principais fatores que limitam
a utilizacéo sustentavel das palmeiras (LORENZI, 2006) e, assim como para a maioria
das espécies de Arecaceae, a propagacao do licuri € feita via semente que, por sua vez,
tem o fenbmeno da dorméncia, sendo, portanto necessaria a adequacao de técnicas que
promovam uma propagacdo mais eficiente para uma melhor exploracao desta espécie. A
dorméncia da semente pode estar relacionada ao obstaculo imposto pelo endocarpo que
a recobre e/ou a imaturidade do embrido, o que resulta em uma porcentagem de
germinacdo baixa e desuniforme, além do tempo que as sementes demandam para
germinar em condi¢des naturais (PIVETTA et al, 2008), impossibilitando a
implantacdo de novas areas para fins comerciais.

O cultivo in vitro de embrides zigdticos surge como uma ferramenta de grande

importancia na propagacdo de diversas espécies, permitindo, dentre outras aplicacGes, a
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producdo de plantas livres de patdgenos e aceleracdo dos programas de melhoramento
genético, que, no caso das palmeiras, sdo demorados e complexos em virtude do longo
ciclo, habito de crescimento e auséncia de métodos convencionais de propagagdo
vegetativa (LEDO et al., 2001; SOARES et al., 2011).

A cultura de embrides zigo6ticos em palmeiras pode ser de grande utilidade para a
obtencédo de plantas em um menor espa¢o de tempo, no entanto, é necessario estabelecer
protocolos eficientes de germinacdo e desenvolvimento in vitro desses embrides e
aclimatacdo em condigdes in vivo, para a producdo de plantas adaptadas as condicdes de
campo (PINHEIRO, 1986; LEDO et al., 2007). Resultados satisfatorios foram
reportados em trabalhos com palmeiras (PEREIRA et al., 2006; LEDO et al., 2007;
STEINMACHER et al., 2007; SOARES et al., 2011; BORCIONI e NEGRELLE, 2012)
e varios meios de cultura tém sido testados visando melhorar esta técnica. O meio de
cultura solidificado é o mais utilizado na micropropagacéo e geralmente é composto por
agua, nutrientes e um agente solidificante que pode ser agar ou alguns derivados de
amido, enquanto o cultivo em meio liquido € muito semelhante ao cultivo em meio
solidificado, exceto pela necessidade de oxigenacdo do meio de cultivo para evitar a
morte de células por asfixia (WU, 2007).

As plantas cultivadas in vitro, seja no meio sélido ou liquido, requerem uma fonte
de energia exogena, sendo a sacarose a fonte de carbono mais utilizada, estando
presente nos meios de cultura em concentragdes que variam de 20 a 40 gL™
(FERREIRA et al., 2002). Para Caldas et al. (1998) os carboidratos sdo necessarios ao
meio de cultivo porque fornecem energia metabdlica durante a respiracdo, bem como,
intermediarios metabolicos para a sintese de aminoacidos, proteinas e todos o0s
compostos organicos necessarios para o crescimento celular. De acordo com Londe et
al. (2012) a sacarose € o carboidrato mais utilizado nos meios nutritivos, por promover
altas taxas de crescimento na maioria das culturas.

Para algumas espécies de palmeiras, o cultivo in vitro de embrides tem sido uma
técnica eficiente na sua propagacao e a utilizacdo de sacarose no meio tem promovido
resultados diferenciados. A utilizacdo de 3% de sacarose no meio de cultura conferiu
melhores resultados no desenvolvimento de eixos embriondrios de cupuacu
(FERREIRA et al., 2002). Lédo et al. (2007), verificaram que a concentracdo de 60 g L

! de sacarose promoveu a formacao de 83,33% de plantulas normais de Cocos nucifera
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e 0 maior desenvolvimento de parte aérea. No entanto, a melhor fonte e concentracgdo de
carboidrato dependem principalmente da espécie vegetal e do estadio de
desenvolvimento dos embrides (NICOLOSO et al., 2003).

O ferro € um micronutriente essencial para a organizacdo dos meristemas e
crescimento das brotacdes, além de ter um importante papel como componente de
enzimas envolvidas na transferéncia de energia, estando o mesmo ligado ao
metabolismo de acidos nucléicos (TAIZ e ZEIGER, 2004), podendo influenciar
positivamente no desenvolvimento dos embrifes, quando cultivado em meio nutritivo.
Além de atuar nos processos enzimaticos e de fotossintese, a auséncia deste nutriente
leva a deficiéncia de P, S, Cu, Zn e Mn e ao aumento na concentracdo de Ca e K nos
tecidos, afetando o desenvolvimento das plantas (SILVEIRA et al., 2007).

Diferentes concentragdes de Fe,(SO,)s.7H,O foram utilizadas em meios nutritivos
Y3 (EEUWENS, 1976) no cultivo in vitro de embrides zigoticos de Cocos nucifera,
sendo as concentracdes de 13,9 e 27,8 mg L™ as que proporcionaram maiores taxas de
plantas normais (LEDO et al., 2007). Por outro lado, Oliveira et al. (2009) constataram
que as concentragcdes de Fe,(SO4)3.7H,0 que otimizaram a multiplicacdo in vitro de
duas cultivares de Rubus idaeus L. foi em torno de 43 mg L™,

O cultivo in vitro de embrides constitui uma técnica promissora para avangos nos
conhecimentos do processo germinativo da espécie S. coronata, sendo possivel estudar
0 desenvolvimento embrionario, a dorméncia e a formacéo de plantulas. Portanto, este
trabalho foi realizado com o objetivo de verificar a influéncia de doses de ferro e
sacarose na germinacao in vitro de embrides zigoticos de S. coronata e estabelecer um

protocolo para a propagacdo desta espécie.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Local do experimento e coleta dos frutos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da
Universidade Federal da Paraiba, Centro de Ciéncias Agrarias (UFPB/CCA), em Areia-
Paraiba e na Universidade Federal Rural de Pernambuco, Unidade Académica de
Garanhuns (UFRPE/UAG). Os embribes zigoticos utilizados foram obtidos de frutos
maduros caracterizados pela coloracdo amarelada ou alaranjada, provenientes da zona
rural pertencente a cidade de Caetés-PE, os quais foram coletados de 10 plantas e
levados ao Laboratério de Andlise de sementes da UAG/UFRPE, onde foram
beneficiados (remogéo do epicarpo e mesocarpo).

2.2. Extracao e desinfestacdo dos embrides

No Laboratério de Biotecnologia Vegetal na UFPB/CCA, a semente foi extraido
dos endocarpos e em seguida foi realizado um corte transversal proximo a regido da
micrépila para separacdo do eixo embrionario (Figura 1 A e B). Posteriormente as
secdes das sementes, com embrides, foram submetidas a assepsia por imersédo em alcool
etilico a 70% por um minuto e, em seguida, em solucdo de NaClO comercial por 10
minutos, na proporcao de 1:1 (agua destilada e NaClO) sob agitacdo e, posteriormente,
foram enxaguados em agua destilada, deionizada e esterilizada em autoclave (Figura 1
CeD).

A B C D

Figura 1. Sementes (A), secdes das sementes contendo embribes (B), esterilizacdo dos
embrides em alcool (C), e em NaClO (D), para inoculacdo em meio de

cultura.
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2.3. Formulagéo dos tratamentos

Para a formulagéo dos tratamentos foram utilizadas as seguintes combinacgdes de
sacarose e ferro: S1F1 (0 de sacarose + Fey(SO4)3.7H.O 13,9 mg L™); S1F2 (0 de
sacarose + Fex(S04)s.7H.0 27,8 mg L™); S2F1 (sacarose 30 g L™ + Fex(SO4)s.7H20
13,9 mg L™); S2F2 (sacarose 30 g L™ + Fex(SO4)s.7H20 27,8 mg L™); S3F1 (sacarose
40 g L™ + Fey(S04)3.7H,0 13,9 mg L™); S3F2 (sacarose 40 g L™+ Fey(S0O4)3.7H20 27,8
mg L™); S4F1 (sacarose 50 g L™ + Fey(S04)3.7H,0 13,9 mg L™); S4F2 (sacarose 50 g
L™ + Fey(S04)3.7H20 27,8 mg L™); S5F1 (sacarose 60 g L™ + Fex(SO4)3.7H,0 13,9 mg
L) e; S5F2 (sacarose 60 g L™ + Fey(S04)3.7H,0 27,8 mg L™). As concentraces de
sacarose e ferro utilizadas foram aquelas recomendadas por Lédo et al. (2007), para

cultura de embrides zigéticos de Cocos nucifera L.
2.4. Meio de cultura utilizado e inoculagdo dos embrides

O meio de cultura utilizado foi 0 Y3 liquido (EEUWENS, 1976), composto por
macro e micronutrientes, suplementado com Tiamina (25 mg L™), Inositol (500 mg
L™, Piridoxina (2,5 mg L™), Acido nicotinico (2,5 mg L™) e Riboflavina (2,5 mg L™).
Dois experimentos foram realizados, sendo preparado um meio liquido e um meio semi-
solido, este ultimo foi confeccionado utilizando-se 0 mesmo meio liquido acrescido de
8g L™ de Agar. Ap6s a confeccdo dos meios (semi-sélido e liquido) foi realizado o
ajuste do pH do meio para 5,8 e, em seguida, 0s meios separadamente foram colocados
em tubos de ensaio (10 mL por tubo), e submetidos a esterilizagdo em autoclave a 121
°C, durante 15 minutos.

Para a inoculacdo dos embrifes nos meios de cultura, os mesmos foram retirados
das secdes das sementes (Figura 2 A) e inoculados nos tubos de ensaio contendo 10 mL
de cada meio de cultura Y3 liquido e semi-sélido (Figura 2 B e C). Apo0s a inoculagéo,
0s meios contendo os embribes zigoticos foram mantidos em sala de crescimento, a
temperatura de 26 + 2 °C e umidade relativa do ar em torno de 70%, na auséncia de luz,
por um periodo de 41 dias, quando foi verificado o desenvolvimento do peciolo
cotiledonar (Figura 2 D e E); ap0s este periodo, foram colocados em condicdes de

fotoperiodo de 12 horas de luz branca, sob 52 pmol m* s de irradiancia e 12 horas de
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escuro. A renovacdo dos meios de cultura ocorreu no intervalo de 21 dias apds a

instalagdo do experimento.

A B C D E

Figura 2. Meios de cultura, semi-sélido (A), liquido (B) com os embrides de licuri
inoculados e removidos do endosperma (C), forma de organizacdo dos tubos
com os meios de culturas e embrides inoculados (D), embriGes submetidos a

auséncia de luz (E).
2.5. Avaliagdes

Aos 60 dias apo6s a inoculacdo dos embribes nos dois meios de cultura, foi
finalizado o teste e realizadas as seguintes avaliacdes: No meio liquido foi avaliada a
porcentagem de embrides germinados (GER), ndo germinados (NGER), germinados e
necrosados (GNEC), com desenvolvimento normal (NORM), contaminacdo (CONT),
comprimento (COMP) e espessura (ESP) do peciolo cotiledonar. Para 0 Meio semi-
solido foram avaliadas as mesmas caracteristicas citadas anteriormente, além dos
embrides ndo germinados e necrosados (NGNEC) e a formacao de plantulas (FP).

Como embribes normais, foram considerados aqueles com alongamento do
peciolo cotiledonar e coloracdo amarelada (Figura 3 A) e germinados todos aqueles que
se encontravam em desenvolvimento no meio de cultura, com tamanho maior que o
inicial, ou seja, alongamento do peciolo cotiledonar (Figura 3B e C). A necrose nos
embrides foi avaliada pela oxidacdo das estruturas dos mesmos, germinados ou ndo
(Figura 4B) e a formacdo da plantula foi caracterizada pelo desenvolvimento dos

catafilos (Figura 5).
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Figura 3. Desenvolvimento normal do peciolo cotiledonar em meio liquido (A), embrido

ndo germinado (B), embrido com germinacdo anormal e necrosado (C) aos 60
dias.
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Figura 4. Embrido ndo germinado (A), peciolo cotiledonar necrosados em meio liquido
(B) e semi-sélido (C) aos 60 dias.
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Figura 5. Germinacdo normal de embrides em meio semi-solido com

desenvolvimento de plantula aos 60 dias.

2.6. Delineamento experimental e analise estatistica

Os dois experimentos foram instalados em delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2 x 5 (concentracbes de Fey(SO4)3.7H,O e de
sacarose), com dez repeticdes. Os dados obtidos das variaveis mensuradas nos
experimentos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e, as médias
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Os dados quantitativos foram
submetidos a analise de regressao polinomial, testando os modelos linear e quadratico.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, encontram-se os quadrados médios das variaveis conduzidas em
meio liquido e referentes ao nimero de embriGes germinados (GER), ndo germinados
(NGER), germinado e necrosados (GNEC), normal (NORM), contaminados (CONT),
bem como o comprimento (COMP) e espessura (ESP) dos embrides de S. coronata,
cultivados in vitro em meio liquido Y3. Pela anélise de variancia, verificou-se que
houve efeito significativo das doses de sacarose apenas para o0 nimero de embribes
germinados e necrosados (GNEC) e com desenvolvimento normal (NORM), para esta
altima variavel se constatou também efeito significativo da interacdo entre as doses de
sacarose e doses de ferro (DS x DF), enquanto que as demais variaveis ndo sofreram
influéncia significativa das fontes de variacdo (doses de sacarose, ferro e da interacao
DS x DF).

Tabela 1. Cultivo in vitro em meio liquido de embrifes zigéticos de S. coronata: (GER)
germinacdo, (NGER) ndo-germinados, (GNEC) ndo-germinados e necrosado,
(NORM) normal, (CONT) contaminado, (COMP) comprimento e (ESP) espessura

dos embrides desenvolvidos, aos 60 dias.

Quadrados Médios das Variaveis

v GL GER NGER GNEC NORM CONT COMP ESP
D, Sacarose 4 0,24  0,29™ 0,32* 0,41* 0,29"  96,65™ 1,85™
D, Ferro 1 0,25®  0,09™ 0,04™ 0,01™ 0,25™  4.86™ 1,48™
DS x DF 4 0,10®  0,14™ 0,12"™ 0,36* 0,13™ 132,2™ 0,56™
DS/DF 8 0,17®  0,22™ 0,22"™ 0,39 0,21™ 114,4™ 1,20™
DS/DF, 4 0,07®  0,23™ 0,30* 0,15  0,13®  39,72"™ 1,25™
DS/DF, 4 0,27®  0,20™ 0,13"™ 0,62** 0,28™ 189,14* 1,15™
DF/DS 5 0,13"  0,13™ 0,10™ 0,29"  0,15™ 106,7™ 0,74™
DF/DS1 1 0,00®  0,00™ 0,00™ 0,00®  0,00®  0,34™ 0,00™
DF/DS2 1 0,20®  0,20™ 0,05™ 0,20®  0,20®  84,87™ 2,51™
DF/DS3 1 0,06™  0,20™ 0,20™ 0,80* 0,05"™ 322,40 0,06™
DF/DS4 1 0,20®  0,20™ 0,05™ 0,45"  0,45"™ 112,9™ 1,01™
DF/DS5 1 0,20®  0,05™ 0,20™ 0,00®  0,05™ 13,14™ 0,13"™
Residuo 90 0,2411 0,2567 0,0978 0,1367 0,1633 74,06 1,4812
Total 99

Média 0,37 0,47 0,12 0,19 0,21 4,28 0,86
CV(%) 132,71 107,79 260,58 194,57 192,45 201,08 141,73

ns, * e ** = ndo significativo, significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente pelo teste F.
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Com o desdobramento da interacdo (Tabela 1) ficou evidente que as doses de
sacarose (0, 30, 40, 50 e 60 g L™) dentro da dose de ferro 13,9 mg L™ (Fex(SO4)3.7H20)
promoveram diferencas significativas no nimero de embrifes germinados e necrosados
(GNEC). Para 0 numero de embrides com desenvolvimento normal (NORM) e o
comprimento (COMP) houve influéncia significativa das doses de sacarose quando
associadas & dose de ferro 27,8 mg L™ (Fez(SO4)s.7H20), bem como, das doses de 13,9
mg L? e 27,8 mg L™ (Fex(SO4)s.7H,0) dentro da dose de sacarose de 40 g L™,
(DF/DS3).

Com relacdo ao cultivo in vitro de embrides zig6ticos de S. coronata em meio de
cultura semi-sélido (Tabela 2), pela andlise de variancia constatou-se que houve
interacdo significativa entre as doses de sacarose e doses de ferro (DS x DF) apenas
para 0 numero de embrides ndo germinados e necrosados (NGNEC) e aqueles
desenvolvimento normal (NORM). Com o desdobramento da interagéo verificou-se que
a dose de 13,9 mg L™ (Fex(SO4)s.7H,0) influenciou significativamente apenas a
variavel correspondente ao desenvolvimento normal do peciolo cotiledonar (NORM),
enquanto que, as doses de sacarose associadas a dose de 27,8 mg L™ (Fex(SO4)s.7H,0)
promoveram efeito significativo para as variaveis embrifes germinados (GER), nédo
germinados (NGER), ndo germinados e necrosados (NGNEC), com desenvolvimento
normal (NORM) e a espessura (ESP).

Com relacdo ao desdobramento das doses de ferro dentro de cada dose de sacarose
(DF/DS) (Tabela 2), evidenciou efeito significativo das doses de ferro dentro de 30 gL™
de sacarose para 0 nimero de embrifes ndo-germinados e necrosados (NGNEC), bem
como de DF/ 40 gL™ de sacarose para o nimero de embrides com desenvolvimento
normal (NORM) e a espessura (ESP), assim como de DF/60 gL™ de sacarose para o
namero de embrides ndo germinados e necrosados (NGNEC) e aqueles com

desenvolvimento normal (NORM).
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Tabela 2. Cultivo in vitro em meio semi-solido de embrides zigdticos de S. coronata:

(GER) germinagéo, (NGER) ndo germinados, (GNEC) germinado e necrosado,
(NGNEC) nédo germinado e necrosado, (NORM) normal, (CONT) contaminado,
(COMP) comprimento e (ESP) espessura dos embrides desenvolvidos, aos 60

dias.

FV GL Quadrados Médios das Variaveis _
GER | NGER | GNEC | NGNEC | NORM | CONT i COMP | ESP

D, Sacarose 4  0,78® 0,46™ 0,41 0,34™ 0,47™  0,07® 170,47" 537"
D, Ferro 1 0,09® 0,09 0,09 0,16™ 0,36™  0,01™ 33,74" 0,58™
DS x DF 4 0,42™ 0,29 0,24™ 0,59** 0,54** 0,04® 260,09" 254"
DS/DF 8 060 038" 0,33° 046" 0,50** 0,06™ 215,28™ 3,96**
DS/DF, 4 0,22® 0,17® 0,13™ 0,15™ 0,47** 0,03™ 254,46™ 1,85™
DS/DF, 4 0,97** 0,58* 0,52™ 0,77** 0,53** 0,07° 176,11™ 6,07**
DF/DS 5 035" 025" 0,21™ 0,50* 0,50** 0,03™ 214,82"™ 2,15™
DF/DS1 1 005" 000" 0,00 0,05 0,00® 0,05™ 1,72® 0,15®
DF/DS2 1 0,00 005" 080" 0,80* 0,06™  0,06™ 268,94™ 0,04™
DF/DS3 1 080" 0,80™ 000" 0,20 1,80** 0,00™ 371,26™ 5,05*
DF/DS4 1 0,45® 0,20™ 0,05™ 0,20™ 0,20™ 0,00™ 30,26™ 2,17™
DF/DS5 1 0,45® 0,20® 0,20™ 1,25**  0,45* 0,05"™ 401,95™ 3,32™
Residuo 90 0,2211 0,23 0,2478 0,16 0,1156 0,0678 147,62 1,32
Total 99
Média 0,55 0,39 0,49 0,24 0,18 0,07 6,40 1,31
CV (%) 85,50 122,97 101,57 166,67 188,85 371,92 189,75 88,12

ns, * e ** = ndo significativo, significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente pelo teste F.

Pela analise de regressao, constatou-se que as doses de sacarose associadas as
doses de 13,9 e 27,8 mg L? de (Fey(SO4)s.7H.0) ndo influenciaram de forma

significativa a porcentagem de embrifes germinados quando cultivados em meio

liguido, com valores médios de 42 e 33%, respectivamente (Figura 6 A). Estes

resultados sdo diferentes aos obtidos por Lédo et al. (2007) com 0s mesmos tratamentos

no meio de cultura Y3, pois, obtiveram eficiéncia do meio liquido e elevada

porcentagem de germinacdo de embrifes de Cocos nucifera.

Para os embrides cultivados em meio de cultura semi-sélido, verificou-se que as

doses de sacarose influenciaram positivamente a porcentagem de embriées germinados,

constatando-se um efeito linear positivo para aqueles cultivados em meio contendo 13,9

mg L™ de Fey(S04)3.7H,0 e um efeito quadratico para os embrides cultivados em meio
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nutritivo com 27,8 mg L™ de Fe,(SO4)s.7H,0, com maior porcentagem (76%) na dose
de 40 gL™ de sacarose (Figura 6 B).
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Figura 6. Germinacgdo in vitro de embrifes zigoticos de S. coronata cultivado em meio

liquido (A) e semi-solido (B), ap6s 60 dias de cultivo.

O uso desta técnica foi eficiente para outras espécies de palmeiras, tais como,
Acrocomia aculeata, cuja taxa germinativa foi de 96% aos 60 dias, quando cultivados
em meio MS sdlido (SOARES et al., 2011). Borcioni e Negrelle, (2012) também
obtiveram uma taxa germinativa de 80% no cultivo in vitro de embriGes de Acrocomia
aculeata cultivados em meio WPM — Wood Plant Medium. No cultivo in vitro de
embrides de Butia capitata (Mart.) Becc., em meio MS, a germinacdo foi 80%
(RIBEIRO et al., 2011).

No meio semi-sélido o comportamento da germinacdo foi diferenciado para as
duas doses de ferro utilizadas (Figura 6B), as quais na auséncia de sacarose nao
incrementaram a porcentagem de germinacdo dos embrifes, no entanto, quando
associadas com a sacarose produziram efeitos significativos e maiores porcentuais em
comparacdo ao meio liquido, o que confirma a necessidade da sacarose como fonte de
energia para o desenvolvimento das plantas in vitro.

Na maioria das plantas, a sacarose é o principal acUcar translocado e, portanto, a
forma de carbono que a maioria dos tecidos ndo-fotossintéticos importa, sendo
considerada o verdadeiro substrato para a respiracdo vegetal (TAIZ e ZEIGER, 2004).

Assim, 0s niveis de sacarose presentes no meio de cultura influenciam varios processos
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metabdlicos, sendo importante na geracdo de energia ou como esqueleto de carbono,
produzindo efeito sobre o crescimento e a diferenciacdo celular (SKREBSKY et al.,
2004).

A porcentagem de embrides ndo germinados cultivados em meio liquido, teve um
valor médio de 44 e 50% quando submetidos as doses de 13,9 e 27,8 mg L™ de
Fe2(S0O4)3.7H,0, respectivamente (Figura 7A). Para aqueles cultivados em meio semi-
s6lido, na presenca de 27,8 mg L™ e auséncia de sacarose computou-se maior taxa de
embrides ndo germinados (83%), enquanto que no meio com 13,9 mg L™ de ferro
obteve-se um valor médio de 42% (Figura 7B). Resultados contrarios foram observados
por Londe et al. (2012) em que a porcentagem de germinacdo das sementes de
Capsicum annuum L. foi inversamente proporcional ao aumento na concentracdo de
sacarose, obtendo-se uma maior taxa (62,5%) na auséncia de sacarose.

O baixo desempenho germinativo dos embrides zigoticos de licuri em meio
nutritivo pode estar relacionado a dorméncia imposta pela imaturidade do embriéo, o
que causa uma germinacao baixa e desuniforme, ficando evidente que o endocarpo que
recobre a semente ndo é a principal causa do insucesso na germinacdo das sementes
desta espécie. A caracteristica marcante desse tipo de dorméncia €, portanto, o embrido
parcialmente desenvolvido apds a dispersdo das sementes, necessitando de um tempo
adicional para o seu completo desenvolvimento (CARVALHO e NAKAGAWA, 2012).

A dorméncia embrionaria foi apontada por Neves et al. (2010) como um dos
fatores que limitam o cultivo in vitro de embrides e afirmaram que os embribes
dormentes mesmo sendo cultivados em meios nutritivos e em condicdes adequadas a
maioria ndo germinam. Estes mesmos autores, trabalhnando com sementes maduras e
imaturas de Butia capitata (Mart.) Becc, concluiram que a germinacdo in vitro dos
embrides e o desenvolvimento de plantulas sdo favorecidos pela maturacdo das
sementes e consequente diferenciacdo dos tecidos embrionarios.

A variacdo na taxa germinativa é consequéncia deste fenbmeno (dorméncia), que
se constitui um meio de distribui¢do da germinacéo ao longo do tempo, a fim de garantir
um maior nimero de combinacdes ecoldgicas para a espécie (CARVALHO e
NAKAGAWA, 2012). No entanto, esta caracteristica é indesejada quando se trata da

propagacdo, manejo e utilizacdo da espécie em grande escala para fins comerciais,
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sendo necessario o emprego de técnicas que promovam a superacdo da dorméncia e

elevacdo da germinagéo.
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Figura 7. Porcentagem de embrides ndo germinados de S. coronata cultivados em meio

liquido (A) e meio semi-solido (B), durante 60 dias.

Para a porcentagem de embrides germinados e necrosados houve efeito quadratico
sendo verificado um percentual de (40%) na dose de 60 g L™ de sacarose quando os
embrides foram cultivados em meio de cultura liquido com 13,9 mg L™ de ferro,
enquanto que, os dados provenientes do meio liquido com 27,8 mg L™ de ferro ndo se
ajustaram ao modelo de regressdo, com um valor médio de 14% (Figura 8A). Com
relacio ao meio semi-sélido verificou-se maior taxa de embrides germinados e
necrosados, com efeito quadratico para aqueles cultivados em meio com 13,9 mg L™ de
ferro, cujo valor foi de 52% na dose de 50 g L™ de sacarose, enquanto que os dados
referentes a porcentagem de embriGes germinados e necrosados provenientes do meio
com 27, 9 mgL™ néo se ajustaram ao modelo de regressdo, com um valor médio de 48%
(Figura 8B).

No meio semi-solido foi verificado maior taxa de embriGes germinados e
necrosados (Figuras 4C e 8B), quando comparados com aqueles que estavam no meio
liguido. Embora muito utilizado e eficiente, no meio solidificado ha algumas
deficiéncias, tais como acumulo de substancias fitoalelopaticas e liberacdo de exudados
radiculares que podem prejudicar a absorcdo de nutrientes, o desenvolvimento e
crescimento das plantas in vitro (CID et al., 2002). A liberacdo de compostos fendlicos

no meio nutritivo pode inibir o crescimento dos embrides, sendo mais acentuado no
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cultivo de embribes oriundos de sementes imaturas, 0 que contribui para uma maior
restricdo da germinacéo e do desenvolvimento das plantulas (NEVES et al., 2010).

A possivel presenca de embrifes dormentes nas sementes de S. coronata pode ter
prejudicado a germinagdo e contribuido de forma significativa para o aumento da taxa
de embrides necrosados no cultivo in vitro, pois o grau de diferenciacdo nos tecidos
favorece a oxidagdo caracterizada pelo escurecimento dos tecidos do embrido. Contudo,
para a espécie murmuru (Astrocaryum ulei Burret), as maiores porcentagens de
germinacéo foram provenientes de embrides imaturos (PEREIRA et al., 2006).

O escurecimento e 0 ressecamento sdo problemas frequentemente encontrados
durante os estadios iniciais do desenvolvimento do embrido in vitro e ocorrem devido a
producdo excessiva de polifendis, utilizados, provavelmente como mecanismo de defesa
(MINARDI et al., 2011). A reducéo da germinacdo de embries de Cocos nucifera foi
atribuida a oxidacgdo, em consequéncia da concentracdo de ferro mais elevada Para Ledo
et al. (2007), enquanto Costa e Aloufa (2006) constataram que o alto nivel de oxidacao
(74%) do peciolo cotiledonar dos embriées de Phoenix dactylifera L. cultivados em

meio MS prejudicou o desenvolvimento da raiz, acarretando o seu atrofiamento.
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Figura 8. Porcentagem de embries germinados e necrosados de S. coronata cultivado

em meio liquido (A) e meio semi-sélido (B) apds 60 dias de cultivo.

Outro motivo que certamente contribuiu para a elevacdo da necrose dos
embrides de licuri em meio nutritivo, pode ter sido a presenca de reservas lipidicas nos
mesmos, embora ndo tenha sido feita a analise quimica, pois segundo Crepaldi et al.

(2001) as sementes (améndoas) de licuri possuem um teor de Gleo elevado (cerca de
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49,2%), e quando estas sdo extraidas dos endocarpos entram em processo de
deterioracdo, possivelmente pela oxidagdo dos compostos de lipidios presentes nas
mesmas, e isto pode ter ocorrido com os embrides ao serem extraidos das sementes.
Esta hipotese tambem foi levantada por Ribeiro et al. (2011) para os embrides de Butia
capitata (Mart.) Becc. Na analise estrutural e quimica dos embrifes das sementes de
Euterpe edulis, Panza et al. (2004) verificaram a presenca de proteinas, pequenos graos
de amido e corpos lipidicos distinguidos nas diferentes estruturas do embrido.

A necrose dos tecidos embrionarios pode ter sido provocada por causas distintas,
tais como, indiferenciacdo dos tecidos do embrido por ocasido da imaturidade
fisiologica, presenca de corpos lipidicos na estrutura do embrido e oxidagdo de
compostos fenolicos. Entretanto, Adkins et al. (2005) utilizando embrides de Cocos
nucifera como fonte de explante, constataram que a exposi¢do dos mesmos a luz inibiu
a formacao de calos e aqueles que permaneceram em condi¢fes luminosas necrosaram
mais rapidamente, e explicaram que a luz pode ter aumentado a oxidagdo de compostos
fendlicos liberados pelos tecidos, e que a suplementacdo do meio com carvao ativo foi
eficaz em reduzir a necrose do tecido.

A porcentagem de embrides de S. coronata com desenvolvimento normal,
cultivados em meio liquido e semi-sélido se encontram na Figura 9, pela qual se
constatou efeito ndo significativo dos tratamentos para aqueles cultivados em meio
liquido na presenca de 13,9 e 27,8 mg L™ de Fe,(SO4)s.7H,0, com valores de médios
de 20 e 18%, respectivamente (Figura 9A). Com relacdo ao meio semi-solido, verificou-
se efeito quadratico para a porcentagem de embribes com desenvolvimento normal
cultivados em meio com 13,9 mg L™ de ferro, com maior valor (44%) na dose de 60 g
L™ de sacarose. No meio contendo a dose de 27,8 mg L™ de Fe(SO4)s.7H,0, ndo se
verificou significancia dos dados, obtendo-se uma média de 24% (Figura 9B).

No processo germinativo de sementes de palmeiras, o alongamento é a segunda
alteracdo morfoldgica que ocorre no embrido apds o intumescimento (AGUIAR e
MENDONCA, 2002). No caso dos embrides de licuri, o desenvolvimento normal foi
caracterizado pelo alongamento do peciolo cotiledonar, indicando morfologicamente o
inicio da germinacdo. Provavelmente a reducdo na taxa de embries com

desenvolvimento normal tenha sido em funcdo da imaturidade dos embrides presentes
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nas sementes de licuri, uma vez que aqueles que ndo germinaram permaneceram
intactos no meio de cultura.

Pelos pontos observados na analise de regressao nos dois meios de cultura pode-se
afirmar que a dose de 40 g L™ de sacarose na presenca de 27,8 mg L* de
Fe»(S04)3.7H,0 foi a que proporcionou maior taxa de alongamento normal do peciolo
cotiledonar dos embribes de licuri, enquanto que na auséncia de sacarose essa taxa foi
nula (Figura 9 A e B) e as doses de sacarose abaixo e acima desta foram prejudiciais
para 0 seu desenvolvimento. Em estudos realizados com embrides de Butia capitata,
Ribeiro et al. (2011) verificaram que a adigdo de sacarose no meio de cultura
proporcionou maior média (71,8%) de alongamento dos embrides. Segundo Hu e
Ferreira (1998) embrides maduros podem germinar em meios nutritivos, contendo
apenas sais e agar, e que a adicdo de sacarose é necessaria, particularmente se o embrido

for imaturo, o que corrobora com os resultados verificados na Figura 7 A e B.
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Figura 9. Porcentagem de embrides com desenvolvimento normal de S. coronata
cultivado em meio liquido (A) e meio semi-solido (B), apds 60 dias de

cultivo.

Para a variavel contaminacdo, proveniente do cultivo in vitro de embrides de licuri
em meio liquido, os dados obtidos se ajustaram ao modelo de regressdo quadratico
quando se utilizou 27,8 g L™ de ferro, cuja porcentagem foi mais elevada (43%) na dose
de 30 gL de sacarose. Para os embries cultivados em meio de cultura contendo 13,9 g

L™ de ferro, a porcentagem de contaminacdo foi bem menor, embora ndo tenha se
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verificado ajuste dos dados em nenhum modelo de regressdo, obtendo-se um valor
medio de 16% (Figura 10A). Por outro lado, no meio de cultura semi-solido, esta
variavel ndo se ajustou a nenhum modelo de regressdo, com valor médio de 6 e 8% nas
concentracdes de 13,9 e 27,8 mg L™ Fey(SO4)s.7H20, respectivamente, sendo bem
inferior ao encontrado no meio liquido (Figura 10B).

A taxa de contaminacdo no meio liquido foi mais elevada quando comparada ao
meio semi-solido, uma vez que neste ultimo esta taxa foi bem inferior. Para Minardi et
al. (2011) a contaminagdo pode ser proveniente dos meios de cultura, pois 0S mesmos
podem conter impurezas presentes nos nutrientes utilizados para a sua elaboracéo,
podendo elevar o nivel de contaminacdo e oxidagdo, acarretando na morte dos
embrides. Desta forma, a esterilizacdo do meio antes da inoculacdo deve ser realizada e
a mesma executada com cuidado, a fim de evitar contaminagdes externas.

No desenvolvimento in vitro das plantulas de Musa spp. Neves et al. (2002)
verificaram uma porcentagem de contaminacéo de 15 a 20%, originéria, provavelmente,
da prépria manipulacdo do material em condicdes in vitro. Costa e Aloufa (2006)
também verificaram elevada contaminacdo no cultivo de embrides de Phoenix
dactylifera L., em que 20% do total de frascos da cultura continham contaminacao de
origem exdgena.

No cultivo in vitro de Butia capitata (Mart.) Becc, Neves et al. (2010) verificaram
uma média da contaminacdo de 1,87%, e por isso, consideraram a desinfestacdo
adequada. Minardi et al. (2011) ndo observaram contaminagdo bacteriana ou fungica
durante a conducdo do experimento com o cultivo in vitro de Butia eriospatha,e
atribuiram a eficiéncia do processo de assepsia utilizado na desinfestacdo dos embrides

zigoticos.
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Figura 10. Porcentagem de contaminagdo de embrides de S. coronata cultivado em
meio liquido (A) e meio semi-sélido (B), apds 60 dias de cultivo.

Para o comprimento dos embrides cultivados em meio liquido, constatou-se que
as diferentes doses de sacarose e ferro ndo proporcionaram efeito significativo para esta
variavel, obtendo valores médios de 4,5 e 4,06 mm na presenca de 13,9 e 27,8 mg L™ de
Fe2(S04)3.7H,0, respectivamente (Figura 11A). Para os embrifes cultivados em meio
semi-solido, quando se utilizou 13,9 mg L™ de Fex(SO4)s.7H,0 e 60 g L™ de sacarose
obteve-se o maior valor (11,42 mm), enquanto que os cultivados em meio contendo 27,8
mg L™ de Fe,(S0O4)3.7H,0 o maior comprimento (9,28 mm) foi constatado na dose de 40
gL de sacarose (Figura 11B).

O resultado do comprimento dos embrides nos dois meios de cultura foi
diferenciado, sendo que no meio semi-sélido as respostas foram em funcédo das doses de
ferro testadas, indicando que existe uma combinagdo mais especifica entres os fatores
ferro e sacarose, que proporciona maior crescimento dos embriBes neste meio de
cultura. De acordo com Wu (2007) no meio solidificado ocorre o favorecimento das
trocas gasosas, o que auxilia no controle osmético do meio sobre o explante cultivado,

evitando a hiperhidratacdo dos tecidos por excesso de umidade.
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Figura 11. Comprimento do peciolo cotiledonar de embrides zigdticos de S. coronata
cultivado em meio liquido (A) e meio solido (B), apos 60 dias de cultivo.

Da mesma forma que o comprimento, a espessura dos embrides cultivados em
meio liquido também ndo foi influenciada pelos tratamentos utilizados, obtendo-se
valores correspondentes a 0,98 mm na presenca de 13,9 mg L™ de Fey(SO4)3.7H,0 e
0,73 mm na concentracdo de 27,8 mg L™ de Fey(SO4)s.7H,O (Figura 12 A). Para 0s
embrides cultivados em meio semi-sélido, a espessura teve comportamento semelhante
ao verificado no comprimento, enquanto na aqueles cultivados em meio com 13,9 mg L™
de ferro, verificou-se efeito linear positivo em funcéo das doses de sacarose, e no meio
com 27,8 mg L™ de ferro a maior espessura foi constatada na dose de 40 g L™ de sacarose
(Figura 12B).

No meio liquido, o crescimento foi desuniforme e os valores obtidos ndo foram
satisfatorios, o que pode ter sido em fungdo do desbalanco osmético ocasionado pelos
componentes presentes no meio de cultura, uma vez que a concentracdo dos sais no
meio de cultivo, juntamente com a sacarose pode afetar o balanco osmotico,
prejudicando o processo germinativo (LONDE et al., 2012). A elevacdo da pressao
osmatica no meio nutritivo também pode reduzir o crescimento das plantas e afetar o
metabolismo celular (CALDAS et al., 1998).
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Figura 12. Espessura do peciolo cotiledonar de embrifes zigoticos de S. coronata
cultivado em meio liquido (A) e meio semi-sélido (B), apds 60 dias de

cultivo.

Para os embribes cultivados em meio liquido ndo se verificou a formagdo de
plantulas, embora tenha ocorrido a elongacdo normal do peciolo cotiledonar (Figura
3A). Possivelmente, um dos fatores que contribuiu para estes resultados foi a
oxigenacdo deficiente do meio de cultura, ndo permitindo que houvesse prosseguimento
do crescimento com posterior surgimento da parte aérea nos embrides que germinaram.
Este fato foi mencionado por Wu (2007) como sendo a principal desvantagem do
cultivo em meio liquido, e explica que devido a baixa pressdo osmdtica do meio, a
planta tende a absorver mais liquido e consequentemente ocorre a reducdo das trocas
gasosas e morte das células por asfixia.

No meio semi-solido verificou-se a formacdo de plantulas caracterizada pela
emissdo da primeira bainha foliar (Figura 5), cuja porcentagem foi de 14% na dose de
30 g L™ de sacarose e 27,8 mg L™ de Fey(S04)3.7H,O (Figura 13 A). Ainda com
relacdo ao meio semi-solido, constatou-se (Figura 13B) uma porcentagem de embrides
ndo germinados e necrosados, caracterizados pela coloracdo escura, fato nao
identificado para os embrides cultivados em meio liquido, pois aqueles que néo
germinaram neste Gltimo meio citado, permaneceram com a mesma caracteristica
inicial, como pode ser observado na Figura 3B.

Com relacdo a varidvel formacdo de plantulas, ndo se obteve resultados
satisfatorios nos dois meios de cultura utilizados. Resultados diferentes foram relatados

por Lédo et al. (2007) utilizando o meio de cultura liquido Y3 no cultivo in vitro de
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embribes zigdticos de Cocos nucifera, em que obtiveram germinacdo de todos o0s

embrides e formacéo de plantulas normais 40 e 70%, quando utilizaram 13,9 mg L™ e

27,8 mg L™ de Fex(SO4)s.7H20, respectivamente.
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Figura 13. Formacéo de plantulas (A) e porcentagem de embrides ndo germinados e

necrosados (B) de S. coronata cultivado meio semi-sélido apos 60 dias de

cultivo.

No cultivo in vitro, as respostas sdo diversas e 0s padrbes de crescimento séo

variaveis entre as espécies, ou mesmo dentro da prépria especie (ABBAS e QUAISER,

2010), sendo que para cada uma e mesmo ao nivel de genotipo, hd uma necessidade

especifica de nutrientes e substancias essenciais (WU, 2007). Assim, 0 sucesso na

aplicacdo da micropropagacdo depende de uma série de fatores que precisam ser

controlados adequadamente durante o processo, pois, apesar de ser bastante utilizada na

propagacdo de muitas espécies de plantas, a baixa eficiéncia no desenvolvimento e

multiplicacdo de algumas espécies limita o uso dessa técnica (COSTA et al., 2007).
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4. CONCLUSOES

1. A maior taxa de embriGes com desenvolvimento normal é obtida no meio semi-
sélido com 13,9 mg L™ de ferro 60 g L™'de sacarose e a formacdo de plantulas
caracterizada pela emissdo dos catafilos foi de 14% na dose de 30 g L™ de sacarose e
27,8 mg L™ de Fex(SO4)s.7H-0.

2. O meio de cultura liquido aumenta a germinacao (42 %) dos embriGes quando
se utiliza 13, 9 mg L™ de ferro, no entanto, ndo se verifica a formacdo de plantulas
devido a deficiéncia de oxigenagé&o.

3. O meio semi-solido favorece o desenvolvimento dos embrides, todavia, devido
ao nivel de oxidagdo elevado 0 mesmo necessita de ajustes.

4. A conversdo de embribes zigoticos de licuri em plantas normais por meio do
cultivo in vitro é possivel e viavel, no entanto, nas condi¢cbes em que se realizou o
trabalho ndo foi determinado um protocolo para a propagacéo in vitro dos embrifes das
sementes desta espécie, pois 0 meio necessita de mais estudos para o aperfeicoamento

deste protocolo.
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