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RESUMO GERAL

O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizagdo da estrutura
anatomica do sistema reprodutivo do Caiaué (Elaeis oleifera (Kunth) Cortés) em
nivel celular, partindo do primoérdio da inflorescéncia até o desenvolvimento
completo da flor das amostras BR 174, Coari e Manicoré. Das inflorescéncias e
flores coletadas, algumas foram fixadas e embebidas em resina Technovit
7100® e outras em parafina. Cortes ultrafinos transversais das inflorescéncias
foram realizados para comparagdo entre as subamostras com microscopia de luz
e, para fotodocumentacdo, foram utilizadas objetivas de 10X até 40X. Para
Microscopia Eletronica de Varredura, fez-se dissec¢do das flores e partes da
inflorescéncia. Observou-se que as subamostras estudadas apresentaram os
mesmos padrdes de desenvolvimento floral, no entanto ocorreram variagdes
pontuais e temporais entre eles. O caiaué apresentou as mesmas estruturas e
fases de desenvolvimento encontradas para a palma de 6leo. As imagens foram
obtidas utilizando microscépio de luz Axiophot Zeiss e Microscopio Eletronico
de Varredura (MEV) Zeiss DSM 962. A analise citologica de microspordcitos de
flores masculinas de FElaeis oleifera (Kunth) Cortés e a identificacdo dos
diferentes estadios meidticos (leptoteno, paquiteno, diade e tétrade) nas regides
apical, central ¢ basal da raquila e da inflorescéncia permitiram identificar o
melhor estadio de desenvolvimento floral (inflorescéncias da folha +14) para
selecionar microspordcitos em fase de paquiteno, fase esta ideal para andlises
citogenéticas utilizando FISH de elevada resolucdo. Desta forma o trabalho
visou auxiliar futuros estudos envolvendo técnicas de hibridacdo in situ por
fluorescéncia (FISH) e de cultura de micrésporo para obtencdo de plantas
haploides.

Palavras-chave: Elaeis oleifera. Anatomia. Inflorescéncia. Morfologia
Citogenética. FISH.



GENERAL ABSTRACT

The objective of this study was to characterize the anatomical structure
of the reproductive system of caiaué¢ (Elaeis oleifera (Kunth) Cortés) at the
cellular level, starting from the inflorescence primordium until the complete
development of the flower from subsamples BR 174, Coari and Manicoré. From
the inflorescences and flowers collected some were fixed and embedded in
Technovit 7100 ® resin and others in paraffin. Transverse ultrathin sections of
inflorescences flowers were performed to compare the subsamples using light
microscopy and photo documentation. For scanning electron microscopy
analysis, flowers were dissected in their parts and images were obtained using a
Zeiss Axiophot light microscope and Scanning Electron Microscope (SEM)
Zeiss DSM 962. The results showed that all three subsamples studied had the
same pattern of floral development, however specific and temporal variations
occurred between them. The caiaué showed the same structures and stages of
development found for palm oil. The cytological analysis of plant mother cells
isolated from male flowers of E. oleifera (Kunth) Cortés and the identification of
different meiotic stages (leptotene, pachytene, dyad and tetrad) at the apical,
central and basal portions of the raquila allowed the identification of the best
stage of floral development (inflorescence leaf +14 ) to select microsporocytes
in pachytene stage. This stage is ideal for cytogenetic studies using hi
resolution Fluorescent In Situ Hybridization analysis aiming at helping future
genetic and the production of haploid plants studies.

Keywords: Elaeis oleifera. Anatomy. Inflorescence. Morpholog. Citogenetic.
FISH.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A familia Arecaceae Schultz possui 2.800 espécies e cerca de 190
géneros, apresentando uma distribui¢do pantropical (TOMLINSON, 1990). Os
centros de diversidade estdo localizados na Maldsia e América do Sul
(EISERHARDT et al., 2011), locais que apresentam niveis de umidade elevados
(SALM et al., 2007). As espécies de Arecaceae possuem grandes diferencas
morfoldgicas em seus orgios vegetativos e reprodutivos, com isto ocupam 0s
mais variados habitats (DRANSFIELD et al., 2008).

Muitas espécies de palmeiras possuem grande importdncia econdmica
mundial. Cita-se como exemplo, o uso dos frutos e das sementes de Cocos
nucifera L., Phoenix dactylifera L. e Elaeis guineensis Jacq. naculinaria e para a
produgdo de biocombustiveis. Ja outras espécies assumem importidncia em
comunidades locais, além de serem largamente utilizadas como ornamentais e
em projetos de paisagismos (PERERA et al., 2010).

Cocoseae Mart. ¢ uma tribo pertencente a familia Arecoideae e alguns
de seus géneros sdo amplamente distribuidos na América do Sul
(DRANSFIELD et al., 2008). Na classificacdo proposta por Dransfield et al.
(2005), Cocoseae foi subdivida em trés tribos: Attaleinae Drude (11 géneros),
Bactridinae Drude (quatro géneros) e Elaeidinae Drude (a qual pertencem Elaeis
guineensis e Elaeis oleifera).

As inflorescéncias em Arecaceae podem ser de dois tipos, segundo
Tomlinson (1990): (1) hapaxanthy, surgindo a partir do meristema apical, que €
convertido apenas para a reproducdo apds um longo periodo vegetativo, o que
resulta em uma curta fase de floragdo, levando o individuo a morte apos esta

fase. Este fendmeno ocorre em apenas 5% das espécies de palmeiras (ADAM et
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al., 2005); (2) tipo pleonantico, em que as inflorescéncias sdo produzidas
continuamente em um meristema apical indeterminado, a partir de meristemas
interfoliares. Este € o tipo mais comum correspondendo a 95% das espécies de
palmeiras (ADAM et al., 2005).

As inflorescéncias podem ser ramificadas ou em espiga, apresentando
variacdes nas bracteas, bractéolas e profilos (DRANSFIELD et al., 2008).
Dentro da familia Arecaceae, foram observadas tendéncias na evolugdo das
estruturas florais incluindo a progressdo para diclinia (flores unissexuais) e os
individuos de monoicos para dioicos (DRANSFIELD et al., 2008). Dessa forma,
flores em diversos estagios de diclinia podem ser encontradas, tanto em
individuos dioicos quanto monoicos, assim como diferentes padrdes de
organizacdo das flores nas raques e raquilas (DRANSFIELD et al., 2008).

A organiza¢do das flores diclinas em triades, em que uma flor pistilada
central associa-se a duas flores estaminadas laterais, é considerada uma possivel
sinapomorfia para a subfamilia Arecoideac (DRANSFIELD et al., 2008). Na
tribo Cocoseae, sdo consideradas sinapomorfias a presenga de estaminodios que
se fundem,formando um anel ao redor do ovario, além da formagdo da espata,
que envolve a inflorescéncia (DRANSFIELD et al., 2008; BAKER et al., 2011).

A diclinia em algumas flores ocorre pelo aborto de estames ou pistilos,
levando a flor a unissexualidade (MITCHELL; DIGGLE, 2005). Estudos do
desenvolvimento floral de flores diclinas revelaram que esta condi¢do ¢
ocasionada pela interrup¢do das divisdes celulares nas regides produtoras dos
estames e carpelos (DAHER et al., 2010). Masmoudi-Allouche et al., (2009)
aplicaram reguladores de crescimento em flores pistiladas de Phoenix
dactylifera, em fase anterior a diferenciagdo celular do estaminddio e, como
resultado, houve o desenvolvimento de estames férteis, produzindo graos de

polen viaveis, demonstrando com isso que ndo ocorre morte celular dos tecidos.
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O gineceu das espécies da familia Arecaceac ¢é, normalmente,
constituido por trés carpelos (DRANSFIELD et al., 2008), mas a poliandria ¢
um fendmeno comum em Arecaceae e ocorre em diversos grupos
(DRANSFIELD et al., 2008).

Em geral os estudos relacionados ao desenvolvimento reprodutivo das
espécies palmaceas em nivel histoldgico s@o escassos, uma vez que o
desenvolvimento reprodutivo é longo com uma série de fases ou eventos
(PERERA et al., 2010). Este fato se aplica aos estudos relacionados com o
desenvolvimento completo da inflorescéncia em palmeiras, entretanto, alguns
estudos merecem destaque como ¢ o caso dos estudos de Barfod e Uhl (2001)
que trabalharam com Aphandra natalia, de Kuchmeister; Silberbauer-
Gottsberger; Gottsberger (1997) com Euterpe precatoria e os estudos
relacionados ao desenvolvimento da flor de Dypsis (RUDALL et al., 2003).

Em algumas espécies da familia Arecaceae foram revelados mecanismos
de termogénese que, dentre outras implicag¢des, contribui para a formagdo de
tubo polinico e difusio do perfume floral (BARFOD; HAGEN;
BORCHESENIUS, 2011). Recentemente estudos abrangentes relacionados ao
desenvolvimento de inflorescéncia e flores foram realizados para a tribo
Cocoseae, com C. nucifera (GUEVARA; JAUREGUI, 2008; PERERA et al.,
2010) e E. guineensis (ADAM et al., 2005). Nestes trabalhos, foi demonstrado
que o tempo para a diferencia¢do da inflorescéncia € longo, podendo levar de
dois a trés anos.

Em E. guineensis, espécie monoica, Adam et al. (2005) observaram o
desenvolvimento de triades nos individuos femininos, porém as flores
estaminadas tornam-se estéreis ao fim do desenvolvimento.

Em Arecaceae, as caracteristicas florais possuem grande valor
taxondmico, pois ajudam a delimitar grupos monofiléticos, como foi observado

no género Chamaedorea, que possui grande nimero de espécies (ASKGAARD
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et al., 2008), e no género Raphis (GIDDEY; SPICHIGER; STAUFFER, 2009),
em que dois grupos podem ser distinguidos por meio de caracteristicas do filete.

As populagdes naturais de caiaué¢ podem ser encontradas desde a
América Central até o norte da América do Sul (Suriname, Colémbia e extremo
noroeste do Brasil) (GHESQUIERE et al., 1987). A palmeira caiaué tem tronco
do tipo estipe, possui porte baixo medindo até cinco metros quando adulto. Nas
folhas, os foliolos sdo dispostos em um mesmo plano sobre a raque, conferindo
aspecto liso as folhas, sendo esta uma das principais diferencas entre o caiaué e a
palma de 6leo. O comprimento das folhas ¢ muito variavel, uma planta adulta
pode conter até 42 folhas funcionais e o comprimento varia de 4,2 a 7,4 m
(CORLEY; TINKER, 2003; CUNHA et al., 2009). Quanto ao aspecto
reprodutivo, o caiaué ¢ uma planta monoica, cujas flores masculinas e femininas
sdo produzidas em diferentes ciclos sexuais (CUNHA et al., 2009).

Caracteristicas como a resisténcia ao ataque de pragas, a tolerancia a
terrenos imidos e a resisténcia a doengas, em especial ao Amarelecimento Fatal,
que ¢ o maior problema do cultivo da palma de 6leo na América (Bergamin
Filho ET al., 1998), bem como a resisténcia a Fusarium sp., doenga que atinge a
palma de o6leo na Africa (MICHIELSE; MARTIJIN,2009), torna esta espécie um
importante ativo para o melhoramento genético da palma de o6leo.

O interesse nessa espécie baseia-se principalmente no seu porte reduzido
(cerca de 5 cm/ano) (CORLEY; TINKER, 2003) e na qualidade do 6leo, que
possui maior teor de acidos graxos insaturados, aproximadamente 78% contra
48% da palma de oleo (RAMOS, 2006). Segundo Choo et al. (1996), o 6leo
também possui um alto teor de caroteno, cerca de 3.000 ppm, contra 700 ppm na
palma de 6leo, além de possuir uma alta concentragdo de vitamina E (700-
1.500 ppm), esterdis (3.500— 4.000 ppm) sendo, também rico em tocotriendis

(LUBRANO; ROBIN, 1997).
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Elaeis oleifera apresenta relativa facilidade de hibridagdo com E.
guineensis, produzindo hibridos interespecificos (HIE) viaveis, e que se
constituem em uma fonte de grande variabilidade genética a ser explorada pelos
melhoristas (ALVES et al., 2011). Segundo Cunha et al. (2009), populacdes com
grande variabilidade genética podem entdo ser obtidas, favorecendo assim a
sele¢do de individuos, hibridos interespecificos, que reinam as caracteristicas
favoraveis das duas espécies.

Este trabalho teve como objetivo principal analisar a morfologia e
anatomia floral de E. oleifera de forma a caracterizar estruturalmente, por meio
de avaliacdes morfoanatomicas, as inflorescéncias ¢ flores da mesma.
Pretendeu-se, ainda, verificar a presenc¢a de estruturas florais reduzidas nas
flores estaminadas ¢ pistiladas, caracterizando-as morfoanatomicamente quando

presentes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O o¢leo de palma ¢ considerado uma das mais sélidas alternativas para a
producdo de biocombustiveis. Sua produtividade pode variar entre 4 ¢ 5
toneladas de 6leo de polpa e de 1 a 1,5 tonelada de 6leo de palmiste por
hectare/ano (MULLER; ALVES, 1998). A versatilidade do 6leo, tem tornado a
cultura importante para atender a crescente demanda por Oleos vegetais, nas
areas alimenticia, medicinal, cosmética, industrial e, principalmente, para a
produgdo de biocombustiveis (BARCELOS; NUNES; CUNHA, 2000).

Os maiores produtores mundiais de palma de dleo sdo a Indonésia,
Malasia, Tailandia, Nigéria, ¢ Colombia(ORGANIZACAO DAS NACOES
UNIDAS PARA AGRICULTURA E ALIMENTACAO, 2012). O Brasil ocupa
a 9% posi¢do no ranking, com uma area plantada, no ano de 2012, de 150.000
hectares e a produgdo proxima de 250.000 toneladas(ORGANIZACAO DAS
NACOES UNIDAS PARA AGRICULTURA E ALIMENTACAO, 2012). O
pais consome 411,6 mil toneladas de dleo de palma e derivados, mas para
atender esta demanda ainda ¢ necessario importar em torno de 260,3 mil
toneladas.

No Brasil, a regido Amazdnica possui, segundo o Zoneamento
Agroecoldgico da palma de dleo, cerca de 32 milhdes de hectares com aptiddo
para a expansdo da cultura. Somente no estado do Para existem mais de 5,5
milhdes de hectares com aptiddo edafoclimatica para o cultivo de palma de 6leo
(TRINDADE et al., 2005). Essa atividade agroindustrial com uso intensivo de
mao de obra podera ser uma alternativa promissora na diminui¢do do fluxo
migratdrio das populagdes rurais para os centros urbanos (BARCELOS et al.,
1995).

A familia Arecaceae ¢ constituida por plantas pertencentes a divisdo

Magnoliophyta, classe Liliopsida, sendo a unica familia botinica da ordem
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Arecales (CHIA et al, 2009). Sido plantas perenes, arborescentes, com
representantes dioicos € monoicos, de morfologia variada. A caracteristica
monoica ocorre em 68% dos géneros da familia Arecaceae. As raizes podem ser
subterrdneas ou aéreas. Os estipes sdo geralmente lenhosos, simples,
ocasionalmente ramificados formando touceiras. Quando aéreo, em geral, o
estipe pode apresentar-se liso ou densamente coberto por espinhos. As folhas sdo
formadas essencialmente por um eixo no qual sdo distinguidas trés regioes:
bainha, peciolo e limbo (ADAM et al., 2007; DRANSFIELD et al., 2007).

O limbo ¢ uma lamina foliar constituida pela raque, variando dentro do
género e da espécie. Quanto a disposi¢do dos foliolos, as folhas podem ser:
pinadas, quando os foliolos dispdem-se ao longo da raque de espago a espaco e,
palmadas, quando a raque é muito curta ou inexistente. As inflorescéncias
podem ser interfoliares, intrafoliares ou axilares, paniculadas e constituidas por
bracteas, espata e raquis (MARCATO; PIRANI, 2001).

A raquis pode apresentar ramificacdes de diversas ordens, chamadas
raquilas. As flores sdo pequenas e numerosas, curtas pediceladas ou sésseis,
pouco vistosas, unissexuadas ou raramente bissexuais, trimeras, actinomorfas,
geralmente diclamideas, mas podendo ser também heteroclamideas ou raramente
monoclamideas. O androceu tem seis estames dispostos em duas séries de trés,
com estaminoides presentes. O gineceu é, geralmente, gamocarpelar, ovario
supero, tricarpelar, trilocular, triovular, mas frequentemente apenas um dos trés
se apresenta fértil (MARCATO; PIRANI, 2001; SOUZA; LORENZI, 2008).

Os frutos sdo do tipo drupa ou baga e geralmente apresentam trés
camadas: exocarpo, mesocarpo ¢ endocarpo. O exocarpo pode ser liso, com
presenca de espinhos ou escamoso, o mesocarpo ¢ de natureza fibrosa, seca ou
fibrosa-suculenta e o endocarpo pode ser fino, membranoso, celuldsico, espesso

ou lignificado (MIRANDA et al., 2001).
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As rafides sdo onipresentes na familia Arecaceae, sendo encontradas em
raizes, caules, folhas, flores e frutos. A sua presenga ocasional em embrides
também foi relatada, além de ser uma caracteristica comum na subfamilia
Arecoideae (ZONA, 2004).

O género Elaeis (do grego “Elaion”, que significa 6leo), pertence a
classe Liliopsida (Monocotiledonea), ordem Arecales (Palmales), familia
Arecaceae (Palmae), subfamilia Arecoideae, tribo Cocoseae (Cocoinaea) e,
subtribo Elaeidinae (DRANSFIELD et al., 2005). Pertencem a este género duas
espécies de interesse econOmico, a palma de o6leo ou palma africana E.
guineensis Jacq., € o caiaué ou palma americana E. oleifera (Kunth) Cortés
(CUNHA et al., 2009; DRANSFIELD et al., 2005).

As populagdes naturais de caiaué podem ser encontradas desde a
América Central até o norte da América do Sul (Suriname, Colombia e extremo
noroeste do Brasil) (MEUNIER, 1975; GHESQUIERE et al., 1987). Esta regido
¢ considerada o provavel centro de origem de E. oleifera, devido a ocorréncia de
maior diversidade morfoldgica (OOI et al., 1981), sendo que a bacia amazonica
seria considerada um centro secundario de diversificagdo do caiaué (MEUNIER,
1975; GHESQUIERE et al., 1987).

Na Amazonia, ¢ muito frequente a ocorréncia da espécie sobre manchas
de solos de origem antropogénica, denominadas “terra preta de indio”, com
caracteristicas de alta fertilidade em virtude dos elevados teores de fosforo,
calcio e matéria organica (MEUNIER, 1975; OOI et al., 1981; CORLEY;
TINKER, 2003; CUNHA et al., 2009).

A palmeira caiaué possui tronco tipo estipe, medindo até 5 metros de
altura quando adulto. Por volta dos 15 anos de idade, o estipe curva-se sobre o
solo permanecendo a parte terminal ereta, mantendo a coroa foliar a 2-3 metros
de altura (procumbéncia). As raizes podem atingir até¢ um metro de comprimento

e sdo formadas em toda a extensdo do tronco procumbente, mas ocorre maior
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concentragdo destas no ponto de emergéncia do tronco. Nas folhas, os foliolos
sdo dispostos em um mesmo plano sobre a raque, conferindo aspecto liso as
folhas, uma das principais diferencas entre o caiaué¢ e a palma de dleo. O
comprimento das folhas € muito varidvel. De maneira geral, uma planta adulta
pode conter até 42 folhas funcionais e seu comprimento pode variar de 4,2 a 7,4
m (CORLEY; TINKER, 2003; CUNHA et al., 2009).

Quanto ao aspecto reprodutivo, o caiaué¢ ¢ uma planta monoica, cujas
flores masculinas e femininas sdo produzidas em diferentes ciclos sexuais
(CUNHA et al., 2009). Em condi¢des de campo, a ocorréncia de alogamia ¢é da
ordem de 95%, enquanto que a autofecundagdo ¢ de 5%, aproximadamente
(RAMOS, 20006).

As inflorescéncias do caiaué sio protegidas pela espata, que sio
espadices compostas por espigas, formadas na axila de cada folha. A
inflorescéncia feminina é envolta por duas espatas protegendo a raque floral, que
apresenta comprimento de 15 a 30 cm, suportando as raquilas que medem de 4 a
9 cm de comprimento, terminadas em apice nio-pontiagudo (CUNHA et al.,
2009).

A flor feminina ¢ formada por seis pétalas rodeadas por duas ou trés
pequenas bracteas e mede cerca de 8 mm de comprimento ¢ 6 mm de largura. O
ovario ¢é trilocular, apresentando trés estigmas persistentes, que sdo de colorag¢do
amarelo-esverdeada quando imaturos e vermelho-alaranjada apds a antese
(CUNHA et al., 2009).

A inflorescéncia masculina esta disposta sobre uma raque floral de 10 a
15 cm de comprimento, em espiral, contendo entre 40 a 200 raquilas, medindo 8
a 14 cm de comprimento e aproximadamente 1 cm de didmetro (CORLEY;
TINKER, 2003; CUNHA et al., 2009) e sempre protegida pela espata.

Quanto as exigéncias agroclimaticas, o cultivo da espécie ¢ favorecido

pela ocorréncia de temperaturas entre 24 e 28°C, numero de horas de insolagdo
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proximo de 2.000 ao ano e nunca inferior a 1.500 horas (BARCELOS et al.,
1995; BASTOS, 2000). A umidade relativa deve situar-se na faixa de 75 a 90%,
e a pluviosidade favoravel é de cerca de 2.000 mm/ano, regularmente
distribuida. Em geral, as varia¢des pluviométricas anuais se refletem na
defini¢ao do sexo das inflorescéncias e na producdo dos cachos no intervalo de
até 28 meses, além da reducdo da emissdo foliar. A distribui¢do uniforme da
dgua melhora a propor¢do entre os sexos (feminino/total da produgdo da
inflorescéncia) ¢ ocorre uma reducdo na taxa de aborto das inflorescéncias
imaturas (BASTOS, 2000; CARR, 2011).

O caiaué tem sido utilizado nos programas de melhoramento genético da
palma de 6leo desde 1927. No Brasil, extensas coletas de germoplasma foram
realizadas na regido Amazonica desde o inicio dos anos 1980, pela Embrapa
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Brasil) e pelo CIRAD (Centro de
Cooperagdo Internacional em Pesquisa Agrondmica para o Desenvolvimento,
Franga), objetivando formar um banco de germoplasma que constitui atualmente
uma valiosa fonte de material genético (BASTOS, 2000).

Os materiais reunidos desde a década de 80 formam uma das mais
completas cole¢des de germoplasma de caiaué¢ mantidas na América do Sul. O
Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da espécie foi agrupado de acordo com o
local de origem, em 6 grupos: Grupo I (Rio Solimdes), Grupo II (Rio Negro)
proximo a regiio de Manaus-AM, Grupo III (Rio Madeira) neste grupo cerca de
70% das subamostras foram coletadas em “terra preta de indio”, 4reas com alta
fertilidade do solo, Grupo IV (Rio Amazonas), Grupo V (BR 174) ao longo do
eixo rodoviario Manaus-AM — Boa Vista-RR, coleta feita na regido de Caracarai
- RR, no km 490 da rodovia e estradas vicinais e Grupo VI (Manaus). O material
do Grupo V se caracteriza morfologicamente por apresentar plantas de altura
reduzida (Barcelos, 1986). Segundo Cunha et al. (2009), a regido mais bem

representada na colegdo € a do Rio Madeira (Manicoré).
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O cultivo do caiaué ainda ndo ¢ viavel economicamente devido ao seu
baixo rendimento de o6leo, que corresponde aproximadamente 25% do total
produzido pelo E. guineensis (OOI et al., 1981). No entanto, as duas espécies se
hibridizam com facilidade, gerando descendentes férteis, com rendimentos em
torno de 90% daquele obtido com a de palma comercial (MORETZSOHN et al.,
2002), os quais se constituem em uma importante fonte devariabilidade genética
a ser explorada pelos melhoristas (BARCELOS, 1986; HARTLEY, 1986;
ALVES et al., 2011).

Resultados preliminares de cruzamentos interespecificos entre F.
oleifera x E. guineensis indicam claramente que algumas das populacdes mais
promissoras, como por exemplo o hibrido BRS Manicoré, sdo capazes de atingir
uma produgdo de cachos igual ou superior a palma de 6leo e com taxa de
extragdo de 6leo na industria em torno de 20% (BARCELOS, 1998).

Em palmeiras, nos ultimos anos, uma ampla gama de estudos
ontogenéticos tém sido desenvolvidos com diversos objetivos. Estas
informag¢des sd3o muito proficuas, uma vez que o sistema reprodutivo em
palmeiras é um indicador util das relacdes filogenéticas e dos eventos evolutivos
que ocorrem nas espécies (ADAM et al., 2005).

Dentre os estudos sobre anatomia floral em palmeiras, podemos citar o
trabalho de KAHN; GLUCHY (2002), em que esses analisaram a variabilidade
morfoldgica das flores pistiladas de Astrocaryum urostachys em regides da
Amazonia equatoriana, encontrando pouca variabilidade dos caracteres
morfoanatdmicos do desenvolvimento floral e da inflorescéncia. Guevarae
Jauregui (2008) estudaram a estrutura anatomica de flores estaminadas e
pistiladas de Cocos nucifera e observaram, além da estrutura floral, que as flores
desta espécie apresentam um conjunto de caracteres anatdmicos que dificulta a

predag@o.
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Perera et al. (2010) estudaram os primeiros estadios de desenvolvimento
da inflorescéncia e da flor em C. nucifera L. e observaram que o
desenvolvimento reprodutivoem cococonsiste em uma sequénciade eventos
individuaisque abrangemmais de dois anos. Morfogénesefloralé o maiorevento,
levando cerca de um ano, enquanto a determinacdo do sexoé um processorapido
queocorre  dentro deum més. Os autores identificaram  trés
fasesprincipaisdodesenvolvimento reprodutivo, sendo: i) a transi¢do dagema
axilareminflorescénciaaxilar; ii) a formagao dos botdes florais,e iii) a defini¢do
do sexodos botoes florais.

Reis (2012), utilizando estudos morfoanatdmicos, estudou seis espécies
da tribo Cocoseae encontrando ovarios triloculares, com um dévulo por loculo,
anatropo, bitegumentado, com presenga de compostos fendlicos no tegumento
interno.

Estudos da ontogénese em E. guineensis sido também relatados.
Williams e Thomas (1970) estudaram a morfologia floral e observaram a
ocorréncia de hermafroditismo e anomalias em inflorescéncias de plantas em
diferentes idades. Van Heel, Breure e Mendez (1987) estudaram o
desenvolvimento da inflorescéncia e da flor em E. guineensis L., determinando o
estadio morfoldgico em que se define o sexo da inflorescéncia e confirmando o
tipo de ramificag@o presente na triade floral corresponde a um cincino. Adam et
al. (2005) realizaram uma minuciosa descricdo do desenvolvimento da
inflorescéncia de E. guineensis, em nivel histologico e celular de todos os
estagios, partindo do primdrdio do eixo central até o completo desenvolvimento
da inflorescéncia.

Os dados de Adam et al. (2005) foram fundamentais para o
desenvolvimento do presente trabalho, uma vez que serviram de base para os

estudos aqui propostos relativos ao desenvolvimento floral em E. oleifera.
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizagcdo da
estrutura anatdmica do sistema reprodutivo do Caiaué (Elaeis oleifera
(Kunth) Cortés) em nivel celular, partindo do primoérdio da inflorescéncia
até o desenvolvimento completo da flor das subamostras de origem BR
174, Coari ¢ Manicoré. As inflorescéncias ¢ flores foram coletadas,
fixadas e embebidas em resina Technovit 7100® ou parafina. Cortes
ultrafinos transversais das inflorescéncias foram realizados para
comparagdo entre as subamostras com microscopia de luz e para
fotodocumentagao utilizando objetivas de 10X até 40X. Para Microscopia
Eletronica de Varredura, fez-se dissec¢do das flores e de partes da
inflorescéncia. As imagens foram obtidas utilizando microscopio de luz
Axiophot Zeiss e Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) Zeiss
DSM 962. Observou-se que as subamostras estudadas apresentaram os
mesmos padrdes de desenvolvimento floral, no entanto ocorreram
variacdes pontuais e temporais entre elas. O caiaué apresentou as mesmas

estruturas e fases de desenvolvimento encontradas para a palma de 6leo.

Termos para indexacio: FElaeis oleifera, anatomia, inflorescéncia,

morfologia.
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Microscopy characterization of floral development of american oil

palm

Abstract - The objective of this study was to characterize the anatomical
structure of the reproductive system caiaué (Elaeis oleifera (Kunth)
Cortés) at the cellular level, starting from the inflorescence primordium
until the complete development of the flower of the subsamples of origin
BR 174, Coari and Manicoré. The inflorescences and flowers were
collected, fixed and embedded in Technovit 7100 ® resin or paraffin.
Ultrathin cross-sections of inflorescences were performed to compare the
subsamples with light microscopy and photo documentation using
objectives of 10X to 40X. For scanning electron microscopy studies,
flowers and inflorescence parts were dissected and analyzed using a Zeiss
Axiophot light microscope and the Scanning Electron Microscope (SEM)
Zeiss DSM 962. The images obtained showed that the subsamples studied
had the same pattern of floral development, however specific and
temporal variations occurred between them. The caiaué showed the same

structures and stages of development found for palm oil.

Index terms: Elaeis oleifera, anatomy, inflorescence, morphology.
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Introducio

O caiaué (Elaeis oleifera) e o dendé (Elaeis guineensis) pertencem
a familia Arecaceae, a qual possui 2.800 espécies e cerca de 190 géneros
com distribui¢do pantropical (Tomlinson, 1990). Os centros de
diversidade da familia Arecaceae estdo localizados na Malasia e América
do Sul (Eiserhardt et al., 2011), locais de umidade elevada, com regime
pluviométrico acima de 2.000 mm/ano (Salm et al., 2007). As espécies de
Arecaceae possuem grandes diferencas morfologicas em seus Orgaos
vegetativos e reprodutivos, por apresentarem tais caracteristicas estas tém
a capacidade de se adaptarem aos mais variados habitats (Dransfield et
al., 2008).

As populagdes naturais de Caiaué podem ser encontradas desde a
América Central até o norte da América do Sul (Ghesquicre et al., 1987).
A palmeira Caiaué tem tronco do tipo estipe e porte baixo, medindo até
cinco metros. Nas folhas, os foliolos sdo dispostos em um mesmo plano
sobre a raque, conferindo aspecto crespo as folhas, diferente da palma de
6leo. Uma planta adulta pode conter até 42 folhas funcionais, com
comprimento entre 4,2 ¢ 7,4 m (Corley & Tinker, 2003; Cunha et al.,
2009). E uma planta monoica, cujas flores masculinas e femininas sdo
produzidas em diferentes ciclos sexuais (Cunha et al., 2009).

O interesse nessa espécie E. oleifera baseia-se em diversos fatores,
como o porte reduzido (Corley & Tinker, 2003) e a alta qualidade do
6leo, que possui maior teor de acidos graxos insaturados que a palma de
oleo/dendé (78% vs. 48%) (Ramos, 2006). Segundo Choo et al. (1996), o
oleo do caiaué¢ também possui um alto teor de caroteno, cerca de 3.000

ppm (vs. 700 ppm em dend€), além de possuir uma alta concentracio de



31

vitamina E (700-1.500 ppm), ester6is (3.500— 4.000 ppm) e elevados
niveis detocotrienois (Lubrano & Robin, 1997). Adicionalmente, a
tolerancia a terrenos imidos e a resisténcia ao ataque de pragas e doengas,
em especial ao Amarelecimento Fatal (AF) — que ¢ o maior problema do
cultivo da palma de 6leo na América (Bergamin Filho et al., 1998) e ao
Fusarium sp. — doencga que atinge a palma de 6leo na Africa (Michielse et
al., 2009), aumentam a relevancia da espécie para o melhoramento
genético da palma de 6leo.

Elaeis oleifera apresenta relativa facilidade de hibridagdo com E.
guineensis, produzindo grande variabilidade genética em hibridos
interespecificos (HIE) (Alves et al., 2011). Segundo Cunha et al. (2009),
esta variabilidade favorece a selecdo de individuos que retinam as
caracteristicas favoraveis das duas espécies.

A Embrapa deu inicio ao programa de melhoramento na década de
1980, com o objetivo de desenvolver cultivares de hibridos
interespecificos (HIE) tdo produtivos quanto as da palma de 6leo africana.
Em 2010, a Embrapa langou o cultivar de HIE Manicoré recomendado
para area de incidéncia de AF (Cunha & Lopes, 2010).

Considerando as importantes diferengas acima mencionadas e,
considerando ainda que nd3o existe nenhum estudo descrevendo o
desenvolvimento das estruturas reprodutivas em E. oleifera, o objetivo
deste trabalho foi realizar a caracterizagdo da estrutura anatomica do
sistema reprodutivo E. oleifera (Kunth) Cortés em nivel celular, partindo

do primordio da inflorescéncia até o desenvolvimento completo da flor.
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Material & Métodos

O material para o estudo foi coletado no Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) da palma de 6leo da EMBRAPA/CPAA (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria/Centro de Pesquisas Agroflorestais
da Amazonia Ocidental) na Estacdo Experimental do Rio Urubu -
localizado no municipio de Rio Preto da Eva — AM, com latitude 2°35’ S,
longitude 59°28” W e altitude 200 m. O clima de acordo com a
classificagdo de Koppen € do tipo Ami: quente umido, tropical chuvoso,
com variagdo anual de temperatura inferior a 5°C sem defini¢do de
estagdes verdo e inverno. A temperatura média anual é de 27°C, com
temperatura média maxima de 32°C e minima de 21°C. A umidade
relativa média anual ¢ de 85% e a insolagdo média total anual ¢ de 1.940
horas. A pluviosidade anual média ¢ de aproximadamente 2.100 mm
(Agritempo, 2012). Segundo a classificag@o brasileira de solos, o tipo de
solo ¢ do tipo Latossolo amarelo de textura muito argilosa 2:1 (Miranda et
al., 2003).

Foram coletadas inflorescéncias em diferentes estddios de
desenvolvimento reprodutivo. As subamostras das trés origens BR 174,
Coari ¢ Manicoré, cujas plantas com idades de 26, 8§ e 26 anos,
respectivamente. O numero atribuido as inflorescéncias  foi
correspondente ao numero atribuido as folhas, seguindo o diagrama da
filotaxia da palma de dleo (Figura 1).

No presente trabalho foi feita a coleta individual de
inflorescéncias localizadas entre a folha -30 e a folha +22, conforme

escala definida por Henry (1955). As inflorescéncias -30 até 0 foram
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fixadas inteiras, sem dissecagdo. Entre as inflorescéncias +1 até +11 a
raquila foi retirada da raquis e fixada. Nas inflorescéncias localizadas
entre a folha +12 e a +22, as flores em forma¢do foram retiradas
individualmente da raquila e fixadas.

A fixagdo das inflorescéncias foi feita em paraformaldeido a 4%,
em tampao cacodilato de sodio 0,1 M, com pH 7,0. O material foi
submetido a vacuo por 1h e mantido por 24h em temperatura de 4°C. As
amostras foram desidratadas em séries etanolicas com graduacdo
crescente (20, 30, 40, 70, 90 e 100%, v/v) durante 2h e mantidas a 4°C.

Para as andlises histoldgicas, as amostras foram fixadas em FAA
70 (FAA 70 - formol 40%, 5 mL; alcool 70%, 90 mL e acido acético
glacial, 5 mL) durante 48h, desidratadas por meio de uma série etandlica
com graduacdo crescente (30, 50, 70, 95 e 100%, v/v) por 2h em cada
solucdo e entdo infiltradas com dois tipos de resinas. Parte das amostras
foi infiltrada em resina Technovit 7100® (LKB Pharmacia, Uppsala,
Sweden) segundo o protocolo do fabricante. Para a montagem das
laminas, os blocos foram cortados em secgdes de 3,5 pm de espessura
utilizando ultramicrotomo (Leica Ultracut UCT), sendo os cortes
coletados em laminas de vidro. As sec¢des foram coradas com solucdo
aquosa de azul de toluidina a 1% e montadas em Permount. Apds
montadas, as laminas foram analisadas e fotodocumentadas em
microscopio de luz Axiophot 2 Zeiss. A outra parte das amostras foi
infiltrada com Paraplast X-Tra” utilizando a seguinte metodologia: as
amostras foram desidratadas em etanol 95% (v/v) por 30 min seguindo-se
trés passagens em etanol absoluto por 30 min cada e entdo imersas por 45

min em solug@o etanol absoluto: xileno, 1:1 e 3 vezes em xileno 100%
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por 45 min. Apds a infiltragdo, pastilhas de Paraplast X-Tra® foram
adicionadas na solugdo a cada 2h. As amostras foram transferidas para
estufa a 55°C e 1/3 do volume dos frascos foi substituido por Paraplast X-
Tra® liquido por 3 vezes, em intervalos de aproximadamente 4h. A
mistura de parafina/xileno foi substituida por Paraplast X-Tra® liquida
pura ¢ o material vegetal foi entdo emblocado. As amostras foram
preparadas em formas de aluminio em placa aquecedora a 55°C, e
colocadas para polimerizar em temperatura ambiente por 24horas.

Para a montagem das laminas, os blocos foram cortados em
secgoes de 7 um de espessura em micrétomo rotativo (Leica, RM 2145,
Alemanha). As sec¢des foram coradas com solucdo alcodlica de Fast
Green a 1% e montadas em Permount. As laminas preparadas foram
observadas ao microscépio de luz Axiophot Zeiss.

Posteriormente as amostras foram desidratadas em trés séries de
etanol absoluto, secas em ponto critico Balzers (CPD 020, Bal-Tec,
Balzers, Liechtenstein), aderidas com fita dupla-face de carbono a um
suporte adequado (stubs) e submetidas ao recobrimento com uma camada
de 20 nm de ouro utilizando o metalizador Sputtering Bal-Tec
(Manchester, New Hampshire, USA) e finalmente visualizadas em
Microscopio Eletronico de Varredura modelo Zeiss DSM 962, utilizando-

se 80 uA de amperagem e 10 kV de voltagem.
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Resultados e Discussio

O inicio do desenvolvimento das inflorescéncias em E. oleifera
ocorre entre 24 a 36 meses antes da antese. O seu desenvolvimento
acompanha o das folhas, uma vez que toda a estrutura da inflorescéncia
esta inserida nas axilas das mesmas, sendo continuas e envoltas por uma
bractea modificada. Em E. guineensis o periodo de desenvolvimento
observado da inflorescéncia ¢ semelhante ao de E. oleifera (Adam et al.,
2005). Perera et al. (2010) mostraram que em Cocos nucifera o periodo
entre o surgimento do primoérdio da inflorescéncia e a antese foi de dois
anos.

O meristema da inflorescéncia no estadio foliar -30 das
subamostras das origens Coari e Manicoré¢ foi mais desenvolvido
comparativamente a subamostra de BR174 (Figura 2a), uma vez que a
cupula meristematica apical deste ultimo se desenvolve apenas no estadio
-24. Esta diferenca no desenvolvimento pode ser alterada por condigdes
extrinsecas como condi¢des ambientais e intrinsecas como a idade das
plantas e gendtipo. Em E. guineenses, sob condigdes ambientais
favoraveis e em plantas jovens (9 anos), um primérdio de meristema
foliar é emitido a cada duas semanas. Em plantas velhas (20 anos) este
periodo passa a ser de uma folha por més (Corley & Tinker, 2003).

As inflorescéncias das subamostras de origem BR174, Coari e
Manicoré possuem crescimento do tipo pleonéantico correspondendo a um
padrio encontrado para a tribo Cocoseae (Dransfild et al., 2008), uma vez
que estas se desenvolvem a partir de meristemas interfoliares. Outros

estudos mostraram que o desenvolvimento das inflorescéncias em outros
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géneros da familia Cocoseae ¢ muito semelhante(Adam et al., 2005;
Dransfield et al., 2005; Perera et al.,, 2010). As inflorescéncias das
subamostras das origens BR 174, Coari e Manicoré estdo dispostas em
paniculas, como ocorre com as demais espécies de Cocoseae (Dransfield
et al., 2008), possuindo um maior nimero de ramificagdes nas raques, que
parece ocorrer em menor frequéncia nas espécies pertencentes a familia
Arecaceae.

A inflorescéncia ¢ composta por um eixo central, a raquis, que
mede entre 9 a 25 cm de comprimento, e possui inflorescéncias
masculinas que contém entre 20 ¢ 200 raquilas. Quando a espécie possui
inflorescéncias femininas, estas contém entre 100 e 170 raquilas. A
inflorescéncia masculina se desenvolve podendo atingir um comprimento
de 40 cm, semelhante ao da inflorescéncia feminina na maturidade.
Ambas sdo compostas por raquilas, sendo que cada uma possui entre
1.400 a 1.600 flores estaminadas e aproximadamente 35 flores pistiladas.
Bréacteas florais protegem as flores, sendo aquelas que protegem as flores
masculinas menores em relacdo as que protegem as flores femininas.

As inflorescéncias das subamostras aqui estudadas possuem uma
bréctea diferenciada, também chamada de espata, que se torna lignificada
quando exposta e que envolve toda a inflorescéncia. Ela é composta pela
bractea peduncular e pelo profilo, estas sio umas das caracteristicas
consideradas sinapomorficas para a tribo Cocoseae (Dransfield et al.,
2008). Ambas as estruturas (bractea e profilo) sdo folhas modificadas
utilizadas como uma espécie de protecdo da inflorescéncia, tornando-se
fibrosas com a progressdo do seu desenvolvimento, até sofrerem necrose

do tecido. Em Arecaceae, as bracteas e o profilo sdo diferentes ou até
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mesmo inexistentes entre os grupos e, segundo Dransfield et al. (2008),
podem ter se desenvolvido para a protecdo das inflorescéncias e parece
haver uma tendéncia de redu¢do do comprimento e largura dessas
estruturas. O profilo e o pedinculo da bréactea atingem cerca de 45 cm de
comprimento. Segundo Adam et at. (2005), em E. guineensiso meristema
do profilo surge no estadio foliar -24 enquanto, no presente estudo, para
as subamostras de Coari e Manicoré, este surgiu nos estadios foliares -23
e -25, respectivamente (Figura 2b).

Os meristemas da inflorescéncia, o da raquila e o floral, quando
ativados para a produ¢do dos seus respectivos orgdos, possuem padrdes
de desenvolvimento semelhantes das camadas celulares. A camada L2
funciona como uma espécie de reservatorio de células, realizando a
reposicdo continuamente, dando origem a meristemas laterais, que por
sua vez se desenvolvem em novos Orgdos. Padrio semelhante de
desenvolvimento celular foi observado em E. guineensis (Adam et al.,
2005) e em C. nucifera (Perera et al., 2010).

As camadas exteriores de células na periferia da cupula, por meio
de divisdes anticlinais, sdo responsaveis pelo aumento do didmetro da
mesma, que irdo dar origem a outros Orgdos, como bracteas e raquilas
(Figura 2c). Ja as células do centro da cupula realizam divisdes
periclinais, aumentando o comprimento do eixo da raquis. Nas espécies
E. guineensis e C. nucifera, comparativamente a E. oleifera, sao
encontrados os mesmos padrdes de desenvolvimento celular da
protoderme, inclusive em meristemas apicais de folhas (Adam et al.,

2005; Perera et al., 2010; Jouannic et al., 2011).
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Nas subamostras BR174, Coari e Manicoré, o surgimento do
meristema da raquila, foi observado na folha -6 (Figura 2d). Neste estadio
ndo houve diferenga entre as subamostras, sendo possivel observar que
todos os meristemas da raquila iniciaram juntos o seu desenvolvimento.
Entretanto, na folha -5 de Coari (Figura 2e), a taxa de desenvolvimento
do meristema da raquila ¢ mais rapida, possibilitando observar a estrutura
da bractea floral.

A raquila tem inicio na base das bracteas laterais, com
crescimento do eixo da raquila realizado por divisdes anticlinais e o
desenvolvimento das raquilas se d4 de forma acrépeta (Figura 2f). Os
resultados indicam que o desenvolvimento da inflorescéncia consiste de
varias fases de expansdo, com taxas de crescimento lento e rapido
alternados em ciclos, como descrito por Adam et al. (2005) em
E.guineensis. Perera et al. (2010) trabalhando com C. nucifera
observaram que existem dois tipos distintos de taxa de crescimento,
associados a diferentes tipos de células.

As raquilas produzem um numero maior de bracteas florais
(Figura 3a) quando a inflorescéncia ¢ masculina e bracteas florais em
menor nimero, quando se trata de uma inflorescéncia feminina. Cada
bractea contém um meristema floral em sua axila, esta observacdo foi
feita na folha +2 (Figura 3b). O meristema da raquila possui a mesma
organiza¢do do meristema da raquis. Nestes, hd uma regido mais
superficial caracterizada pela organizagdo das células em trés camadas
sobrepostas L1, L2 e L3 (do inglés Layerl, Layer2 e Layer3) (Vaughan,
1955) (Figura 3b).
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O meristema da raquila possui uma forma conica e na sua periferia
apresenta algumas divisdes periclinais nas células adjacentes a camada
L1. Estas divisdes mais tarde dardo origem as bracteas florais, que tém
seu desenvolvimento acropeto. As células que compde a cupula
meristematica possuem as seguintes caracteristicas: tamanho reduzido
com formas isodiamétricas, alta relagdo nucleo-citoplasmatica, nucleo
central, coloracdo intensa e nenhum vacuolo presente.

As triades florais encontradas nas subamostras aqui estudadas sao
caracteristicas da subfamilia Arecoideae (Dransfield et al., 2008). Em E.
oleifera a triade floral € constituida por dois estames laterais e uma flor
pistilada central, ladeadas pela bractéola 1. Este ¢ o mesmo padrdo
encontrado para E. guineensis (Adam et al., 2005). As flores estdo
dispostas em espiral em torno do eixo da raquila. O desenvolvimento da
triade floral nas subamostras estudadas se da inicialmente pelo
desenvolvimento das flores estaminadas seguida da flor pistilada. Uhl
(1976) trabalhando com o género Ptychosperma ¢ Adam et al. (2005)
com E. guineensis, encontraram a mesma ordem de desenvolvimento da
triade floral.

A sequéncia de desenvolvimento observada ilustra que a triade
floral ¢ simpodial e helicoide. Um novo meristema surge na axila da
bractea floral, formado inicialmente pelo meristema da raquila. Isto
ocorre na folha +2 de todas as subamostras. Este meristema apresenta
uma nova forma no dpice, a bractedla 1, e desenvolve-se entdo em uma
flor estaminada 1, na folha +3 (Figura 3c). Cada flor tem na sua base uma

bractéola.
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Durante o desenvolvimento da raquila, as células dos tecidos
centrais possuem um nucleo pequeno e o citoplasma corresponde ao
maior volume celular (Figura3e), neste estadio, o sexo da inflorescéncia
pode ser identificado nas trés subamostras estudadas. O primoérdio
meristematico da flor feminina é maior em relacdo ao da flor masculina,
além disso, a inflorescéncia feminina apresenta um menor nimero de
flores por raquila. Os estudos com E. guineensis para identificar a
diferenciago sexual floral foram realizados inicialmente por Van Heel et
al. (1987), Corley & Tinker (2003) e Adam et al. (2005). Nesses estudos
os autores observaram as diferentes caracteristicas anatomicas, como o
numero de bracteas e o numero de flores inserido na base das raquilas,
comparando entre inflorescéncia masculina e feminina.

A flor feminina continua o seu desenvolvimento na axila da
bractéola 1, onde um novo 4apice surge e dd origem a duas bractéolas
antes de desenvolver uma flor estaminada, folha +6 (Figura 3f). Durante o
seu desenvolvimento, os pedunculos das flores estaminadas alongam-se
até o seu amadurecimento (Figura 4a). A partir deste momento, as flores
estaminadas comegam a sofrer necrose, até que sdo totalmente degradadas
antes da antese da flor pistilada. Segundo Baker et al. (2011), a familia
Arecaceae ¢ um grupo importante para se estudar as variagdes da diclinia
e da dicogamia, ja que ambas sdo predominantes dentro deste clado.

A variag¢do na diclinia foi observada nas subamostras estudadas,
com presenca de estaminodios em diferentes graus de desenvolvimento.
Em E. guineensis (subtribo Elaeidinae) (Adam et al, 2005) e
Astrocaryum aculeatum (subtribo Bactridinae) (Bacelar-Lima et al.,

2006), as flores sdo diclinas e possuem estaminddios. Segundo Dransfield
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et al. (2008), as flores em Arecaceae tendem a diclinia e em quase
totalidade das subfamilias pode-se encontrar espécies diclinas e
monoclinas. Entre as flores pistiladas ¢ comum observar estaminddios
(Mitchell & Diggle, 2005) e tal caracteristica ¢ relatada em diversas
espécies de Arecaceae (Dransfield et al., 2008). Em E. oleifera foi
constatada a presenca dessa estrutura nas flores pistiladas em todas as
subamostras. A taxa de crescimento e desenvolvimento dos estaminodios
¢ muito maior do que o observado para o pistilo, sendo que, em dado
momento, o estaminodio cessa o seu desenvolvimento e necrosa antes da
antese da flor pistilada.

Observacdes realizadas nas subamostras BR174, Coari e Manicoré
indicam que a triade floral surge a partir de um Unico meristema,
formando um conjunto de flores simpodiais. Segundo Tomlinson (1990),
a triade floral representa uma caracteristica ancestral da tribo Cocoseae.
Dentro desta tribo, foram caracterizados diferentes modos deorganizacdo
da inflorescéncia. Em  Beccariophoenix  madagascariensis, a
inflorescéncia possui flores de ambos os sexos, apresentando triades
florais em quase sua totalidade, com excecdo de alguns pares de flores
masculinas localizados na extremidade distal. Este ¢ considerado um
grupo de géneros menos especializados dentro da tribo Cocoseae (Uhl,
1988). Outro modo de organizag¢do ocorre com um dos maiores membros
especializado da tribo Cocoseae, Polyandrococos pectinatus (Uhl, 1988).
Esta espécie possui uma separagdo espacial das flores estaminadas mais
acentuada (na extremidade distal da inflorescéncia) e triades na base da
inflorescéncia, permitindo assim a ocorréncia de alogamia. J4, em Cocos

nucifera, as flores estaminadas e pistiladas s3o separadas, tanto



42

espacialmente quanto temporalmente, dentro da mesma inflorescéncia
(Tomlinson, 1990; Perera et al., 2010).

Segundo Adam et al. (2005), dentro da tribo Cocoseae, a espécie
E. guineenses ¢ considerada a mais evoluida, uma vez que sua dioicia ¢
realizada em separado, produzindo flores masculinas e femininas na
mesma planta, mas separadas em inflorescéncias masculinas ¢ femininas.
Esta caracteristica também foi observada em E. oleifera, nas subamostras
BR 174, Coari ¢ Manicoré. No entanto, ¢ possivel observar na
inflorescéncia feminina estames nio funcionais. Uma explicagdo para a
presenca de estames ndo funcionais é a representacdo de um estagio
intermediario de uma progressdo evolucionaria que envolve a perda da
triade floral ancestral para dar lugar a inflorescéncias unissexuais plenas
(Dransfield et al., 2008).

No estadio de folha +10, os 6rgdos comecam a se desenvolver nas
flores estaminadas a partir do inicio e desenvolvimento das sépalas. Apds
iniciar ¢ desenvolver as trés pétalas, o meristema floral inicia os
primérdios dos estames. Nesta fase ndo se observa qualquer
desenvolvimento da flor pistilada.

Os orgios florais sdo submetidos a alongamento através de
divisdes celulares em suas bases. O desenvolvimento de estames &
favorecido da divisdo de células ativas em suas regides superiores, dando
origem as anteras. As flores estaminadas ndo funcionais sdo maiores em
relagdo a flor pistilada neste momento (Figura 4a), porém, durante a
proxima fase de desenvolvimento, a flor pistilada aumenta o seu tamanho
e a flor estaminada permanece do mesmo tamanho da fase anterior

(Figura 4b). Nas inflorescéncias femininas da maioria das espécies das
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subtribos Salacinae e Calaminae, ambas pertencentes a subfamilia
Calamoideae, as flores pistiladas produzem também estames nao
funcionais (Barfod et al., 2011).

O perianto trimero, encontrado nas flores pistiladas e estaminadas
das tribos Cocoseae, Reinhardticac e Roystoneae, ¢é caracteristica
esperada para monocotiledoneas (Remizowa et al., 2010). Segundo
Dransfield et al. (2008), as espécies de palmeiras possuem calice e corola
distintos. Nas trés subamostras estudadas, o calice é curto e
vascularizado. Em outras espécies de Cocoseae, como E. guineensis
(Elaeidinae) (Adam et al., 2005), em C. nucifera (Attaleinae) (Guevara &
Jauregui, 2008, Perera et al., 2010), em Acrocomia aculeata
(Bactridinae), em Allagoptera campestris (Attaleinae) e em Reinhardtia
gracilis (Reinhardtieae) as sépalas também sio vascularizadas.

A tribo Cocoseae apresenta como caracteristica um pistilo
composto de trés carpelos com um o6vulo cada, possui placentagdo axial,
sdo anatropos e bitegumentados. Essas caracteristicas sdo esperadas para
espécies de Arecaceae (Dransfild et al., 2008).

Na folha +13 de Coari, € possivel a visualizagdo dos trés carpelos
livres, apresentando o gineceu trilocular e triovular, além dos dois
estaminoides (Figura 4c¢). O desenvolvimento dos orgdos florais internos
¢ realizado por meio de divisdes celulares em sua regido distal.

Um canal estilar ¢ formado entre os carpelos, estendendo-se desde
o estigma até a cavidade do ovario, sendo que este futuramente dard
origem ao canal do tubo polinico antes da fertilizacdo (Figura 4d). Na
maturidade (folha +18), o profilo e o pedinculo da bractea que protegem

a inflorescéncia sofrem ruptura.
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O gineceu tricarpelar encontrado nas subamostras estudadas em
estadios iniciais de desenvolvimento (+13) ¢ livre, sendo que no final do
desenvolvimento ¢ completamente fundido em sua base. A fusdo
completa dos carpelos é encontrada nas familias Bactridinae, Roystoneae
e Elaeidinae. Em Attaleinae e Reinhardtieae, ocorre uma fuso parcial dos
carpelos. Na espécie C. nucifera (Attaleinae), os carpelos sdo livres
(Guevra & Jauregui, 2008; Perera et al., 2010). Em E. guineensis
(Elaeidinae) (Adam et al., 2005), no inicio do desenvolvimento, os
carpelos estdo livres, mas na fase final eles se tornam sincarpicos. Essa
caracteristica de diferentes tipos de desenvolvimento dos carpelos livres
ou fusionados observados nas espécies da tribo Cocoseae foram
elementos para embasar a filogenia proposta por Baker et al. (2011), em
que a tribo Roystoneae ¢ irma de Cocoseae e Reinhardtieae.

Na familia Arecaceae, a presenca de carpelos livres € descrita para
varias espécies (Stauffer et al., 2009) e, segundo Remizowa et al. (2010),
¢ uma condigdo ancestral que caracteriza inumeras espécies de
monocotiledoneas.

As flores pistiladas de E. oleifera possuem formato arredondado e
sua coloragdo varia do amarelo até a cor roxa atingida ao final da
polinizagdo. Tais flores sdo trimeras, heteroclamideas, com verticilos
alternados. O gineceu das subamostras € tricarpelar, sincarpico ¢ com a
posi¢d@o do ovario supero.

As flores pistiladas sdo sésseis, apresentam cdlice e corola
trimeros, actinomorfas, gamossépalas e gamopétalas. O estilete é terminal
comestigma carnoso e trifido sobressaindo-se a corola. As sépalas e

pétalas sdo imbricadas.
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Os estaminddios sdo livres e fundem-se na base e formam um anel
que envolve os carpelos. O verticilo € oposto a pétala e duplicado como
nas flores estaminadas.

O perianto e o estigma da flor pistilada de Caiaué apresentam
coloragdo branca e, apds a polinizag@o, se tornam violeta. A partir deste
momento, o amadurecimento do fruto demora em torno de 5 a 6 meses,
dependendo das condigdes ambientais, passando por coloragdes de verde
até alaranjado, quando maduro.

A presenca de idioblastos fendlicos e rafides nas subamostras das
origens BR174, Coari e Manicoré (Figura 4e; 4f) ¢ uma caracteristica
marcante das espécies de Arecaceae e sdo encontrados proximo a inser¢ao
do 6vulo, no estigma, proximo a epiderme externa do ovario, € nas
pétalas e sépalas (Rudall et al., 2003; Stauffer & Endress, 2003; Adam et
al., 2005; Perera et al., 2010). A distribuicdo dos compostos fendlicos e
das rafides (idioblastos) nas subamostras estudadas apresentou varia¢do
quanto a localidade e quantidade, sendo que as anteras apresentaram
maior ocorréncia de compostos fenolicos. De acordo com a literatura, o
composto fendlico mais abundante nas flores de E. oleifera ¢ o estragole
(1-methoxy-4-2 (propenil) benzeno) (Gomes, 2011).

Idioblastos contendo cristais de oxalato de calcio foram
encontrados em maior quantidade em volta dos carpelos. Sua presenga
tem sido interpretada como uma forma de protecdo para os dvulos. De
acordo com Prychid et al. (1999), estes cristais sdo considerados como
produtos residuais ou como agentes protetores da planta contra a

herbivoria por insetos e animais.
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O primordio do meristema de uma flor estaminada funcional ¢
visivel na axila das bracteas florais na folha +4 da subamostra Coari
(Figura 5a). O meristema possui uma forma eliptica e todas as células
apresentam o nucleo maior que o citoplasma. O desenvolvimento da flor
estaminada funcional segue o mesmo padrio da flor pistilada. A sépala é
o primeiro 6rgdo iniciado na base do meristema floral (Figura 5b) folha
+11 da subamostra BR 174.

Na folha +13 da subamostra BR 174, é possivel ver o inicio do
desenvolvimento dos estames que surgem a partir dos flancos do
meristema floral (Figura 5c). Na subamostra Coari, na folha +14, ¢
possivel observar o saco polinico € os microspordcitos além do acimulo
de polifendis nas bordas da antera (Figura 5d).

A flor estaminada funcional de caiaué¢ possui seis estames, cada
um composto por uma antera de forma bilobada apoiada por um
filamento. Cada estame ¢ composto por quatro sacos polinicos agrupados
em pares dentro de cada l6bulo. As anteras sdo formadas por trés camadas
concéntricas: uma epiderme, uma camada média transitoria € uma zona
interior representada por células made dos micrdsporos (Figura Se).

A inflorescéncia masculina amadurece da mesma forma que a
inflorescéncia feminina. As sépalas possuem uma coloracdo amarela,
enquanto que as pétalas sdo incolores. Na folha +18 de todas as
subamostras, foi observada a formag¢ao de pdlen maduro (Figura 5f).

As subamostras das origens BR174, Coari e Manicoré da subtribo
Elaeidinae apresentam flores diplostémores, com seis estames dispostos
em dois verticilos. As anteras, presentes na tribo Cocoseae, sdo dorsifixas,

introrsas, bitecas e apresenta epiderme persistente. O numero de camadas
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médias observado foi trés. Essa caracteristica foi encontrada em outras
espécies de Cocoseae, como em C. nucifera (Guevara & Jauregui, 2008),
E. guineensis (Adam et al., 2005) e em outras Arecaceae, como em
Sommieria (Stauffer et al., 2004).

O anel estamidional encontrado nas subamostras BR 174, Coari ¢
Manicoré da espécie E. oleifera ¢ uma sinapomorfia da tribo Cocoseae, os
estaminodios das subamostras possuem caracteristicas anatdmicas
semelhantes as pétalas das subamostras. Nas subamostras estudadas, ndo
foi observada a presenca de graos de polen nos estaminodios, apenas um
aglomerado de células no centro do saco polinico. Giddey et al. (2009),
trabalhando com Rhapis, observou dois verticilos de estaminodios
alternos aos carpelos, apresentando filetes comprimidos e anteras que nio
produziram graos de polen.

Durante as fases seguintes os oOrgdos reprodutivos das flores
pistiladas reduzem a taxa de desenvolvimento. Na base dos carpelos, um
grupo de células meristematicas dard origem ao ovario, o estigma do
carpelo se desenvolve e, na regido central do estigma, ocorre uma
vascularizagdo das células. Ocorre, também, acumulo de polifendis na
regido distal e nas bordas.

Os botdes florais possuem formato alongado, apresentando apice
agudo, e a sua coloragdo varia do amarelo ao marrom. O calice das
subamostras estudadas sdo trimeros, apresentando sépalas imbricadas do
tipo centralizada. As pétalas sdo trimeras e imbricadas em todas as
subamostras.

As flores do Caiaué s3o pequenas € numerosas, SEsseis,

unissexuadas ou raramente bissexuais, trimeras e possuem um plano de
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simetria actinomorfa. O androceu possui seis estames dispostos em duas
séries de trés, com estaminoides presentes. O gineceu ¢ gamocarpelar,

possuindo ovario supero, tricarpelar, trilocular e triovular.

Conclusao

O presente trabalho comprova através de observacdes
morfoanatomicas que ndo ha diferenga no desenvolvimento das estruturas
florais da inflorescéncia entre as subamostras estudadas. Também nao
foram encontradas diferencas entre as espécies E. oleifera e E. guineensis.
Estas possuem os mesmos comportamentos reprodutivos, alternando
ciclos masculino e feminino; os estadios de desenvolvimento entre as
duas espécies coincidem temporalmente e estruturalmente até o completo
amadurecimento do pdlen na folha +18, além disso, comprovou-se que o
caiau¢ possui todas as caracteristicas anatdmicas pertencentes a tribo

Cocoseae.
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Figura 1 Diagrama da filotaxia da palma de 6leo. A representagdo
diagramatica do estipe mostra a por¢do superior do dpice (A) rodeado
pelas folhas, com a flecha (SP) acima e as folhas maduras com
inflorescéncia (INF) dispostas lateralmente. As bases das folhas estdo
numeradas em ordem cronologica de formacgdo a partir da base. Na base
do bulbo da palma de 6leo (B), ao nivel do solo (SL), ocorrem raizes
adventicias (AR). Adaptado de Henry (1955) e JW.A.LF.O.R (1961).
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Figura 2 Cortes longitudinais do desenvolvimento da inflorescéncia em
Caiau¢ visualizados com Microscopia de Luz. a. Meristema da
inflorescéncia da subamostra Manicoré no estadio da folha — 30. b.
Subamostra Coari no estadio da folha -20, meristema do pedinculo da
bractea. ¢. Bracteas da raquila em desenvolvimento da subamostra
Manicoré da folha — 7. d. Inicio do meristema da raquila da subamostra
BR 174 da folha -6. e. Individualiza¢do do meristema da raquila da
subamostra Coari, folha -5. f. Meristemas das bracteas florais da
subamostra Coari, no estadio da folha -1. Abreviaturas: bf, bractea floral,;
bra, bractea da raquila; cpv, canal pré-vascular; if, inflorescéncia; mra,
meristema da raquila; p, propilo; pb, pedinculo da bractea, pbra,
primérdio da bractea da raquila; pp, primordio do préprilo; ppb,
primdrdio do pedinculo da bractea.
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Figura 3. Desenvolvimento das bracteas florais e flores, visualizado com
Microscopia de luz e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). a.
Estadio da folha 0 da subamostra Manicoré. b. Desenvolvimento de
bracteas florais e camada celular L1 no estadio da folha +2 da subamostra
Coari. c¢. Meristema floral feminino e a bractedla 1 no estadio da folha +3
da subamostra Coari. d. Desenvolvimento de bracteas florais no estadio
da folha +2 da subamostra Coari. e. Meristema floral feminino no estadio
da folha +2 da subamostra Manicoré. f. Desenvolvimento da flor pistilada
e estaminoides no estadio da folha +6 da subamostra Manicoré.
Abreviaturas: B1, bractéola 1; bf, bractea floral; ff, flor feminina; fm, flor
masculina; L1, layer 1; mf, meristema floral; ra, raquila, st, estaminoide.
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Figura 4. Micrografias de luz e de MEV do desenvolvimento da flor
trimera. a. Corte transversal da flor pistilada acompanhada da flor
estaminada. b. MEV da triade floral no estddio da Folha +17 da
subamostra BR 174. ¢. Ovario trilocular no estaddio da Folha +13 da
subamostra BR174. d. Canal do tubo polinico no estadio da Folha +14 da
subamostra Coari. e. carpelos fusionados da subamostra BR 174. f.
Ovario da flor pistilada no estadio da Folha +12 da subamostra Coari.
Abreviaturas: B, bractéola 1; B3, bractéola 3; c, carpelo; ff, flor
feminina; id, idioblasto; ov, 6évulo; pe, pétala; se, sépala; pov, primérdio
do ovario; st, estaminoide.
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Figura 5. Desenvolvimento da flor estaminada. a. Corte longitudinal do
meristema da flor estaminada, na axila da Folha +4 da subamostra Coari.
b. Desenvolvimento de sépalas na Folha +11 da subamostra BR174. c.
Surgimento do meristema dos estames. d. Corte transversal evidenciando
0 saco polinico no estddio da Folha +15 da subamostra Coari. e. Corte
longitudinal dos microsporocitos em estadio de paquiteno da Folha +14
da subamostra Coari. f. Corte transversal do saco polinico apresentando
graos de polens maduros na Folha +18 da subamostra Manicoré.
Abreviaturas: at, antera; ep, epiderme; et, estame; mi, microsporocito; nu,
nucleo; pf, polifenol; pl, polen.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi realizar a andlise citoldgica de
microsporocitos em flores masculinas do Caiaué (Elaeis oleifera (H.B.K)
Cortés) e também a identificagdo dos diferentes estadios meiodticos nas
regides apical, central e basal da raquila e da inflorescéncia. Para o estudo
utilizou-se a inflorescéncia desenvolvida na folha +14 da subamostra
Coari. As flores foram removidas da inflorescéncia, seguidas de
maceragdo, digestdo dos microsporocitos utilizando enzimas pectolitica,
celulase e citohelicase em concentragdes iguais de 1% e coloragdo com
DAPI sobre lamina de vidro. As laminas foram observadas e
fotodocumentadas com auxilio de microscopia de contrate de fase. A
andlise citologica de microsporocitos de flores masculinas de FElaeis
oleifera (H.B.K) Cortés e a identificagdo dos diferentes estadios
meiodticos (leptdteno, paquiteno, diade e tétrade) nas regides apical,
central e basal da raquila e da inflorescéncia permitiram identificar o
melhor estddio de desenvolvimento floral (inflorescéncias da folha +14)
para selecionar microsporécitos em fase de paquiteno, fase esta ideal para
analises citogenéticas utilizando FISH de elevada resolucdo. Desta forma
o trabalho visou auxiliar futuros estudos envolvendo técnicas de
hibridacdo in situ por fluorescéncia (FISH) e de cultura de microsporo
para obtencdo de plantas haploides.

Palavras-chave: Elaeis oleifera. Inflorescéncia. Citogenética. FISH.
GISH.
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Introducio

Os programas de melhoramento genético da palma de o6leo (Elaeis
guineensis Jacq.), espécie de origem africana, t€m buscado a introgressao
de genes de interesse no germoplasma do caiaué (Elaeis oleifera (H.B.K)
Cortés), espécie de origem americana.

A hibridacgdo interespecifica entre o caiaué¢ 2n=32 e a palma de
6leo 2n=32, tem sido explorada com o objetivo de desenvolver cultivares
tao produtivas quanto as de palma de dleo, aliada a resisténcia a pragas e
doencgas, principalmente ao amarelecimento fatal, alta taxa de odleos
insaturados e reduzido crescimento do tronco caracteristicas do caiaué
(BARCELOS et al., 2002).

Quando se trabalha com qualquer grupo vegetal a fim de
desenvolver novas combinagdes € cruzamentos, ¢ necessario conhecer o
numero, o tamanho e a forma dos cromossomos, além de marcadores
uteis para o reconhecimento de cada par cromossdmico. A partir das
informagdes citogenéticas de duas espécies de plantas, pode-se prever a
viabilidade de um possivel hibrido. Moraes-Fernandes et al. (2000)
enfatizam que o conhecimento sobre relacdes citotaxondmicas, estrutura
citogenética e histdria evolutiva das espécies envolvidas nos cruzamentos
também ¢é importante para a escolha da espécie doadora de caracteristicas
como resisténcia a doengas e fornecem contribui¢do valiosa ao
melhoramento varietal (Moraes-Fernandes, 1982).

Este trabalho objetivou a andlise citoldgica de microsporocitos de
flores masculinas de caiaué (E. oleifera (H.B.K.) Cortés) e a identificacdo

dos diferentes estadios meioticos (leptdteno, paquiteno, diade e tétrade)
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nas regides apical, central e basal da raquila e da inflorescéncia. Desta
forma, este trabalho visa auxiliar futuros estudos envolvendo técnicas de
hibridagdo in situ por fluorescéncia (FISH), GISH (Hibridizagdo
Gendmica in situ) e de cultura de micrdsporo para obtengdo de plantas

haploides.

Material e Métodos

O estudo foi realizado no Laboratério de Microscopia Eletronica
(LME) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN) e
o material utilizado da subamostra Coari pertence ao Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) da Embrapa Amazdnia Ocidental (CPAA) - Campo
Experimental do Rio Urubu.

A coleta da inflorescéncia masculina de caiaué foi realizada antes
da antese. No presente estudo, utilizou-se a inflorescéncia desenvolvida
na axila da folha +14 da subamostra Coari, uma vez que foi identificado
nesta folha microsporocitos em estddios meidticos proximos ao de
paquiteno. O nimero atribuido a inflorescéncia corresponde ao da folha,
seguindo uma numeracdo crescente, a partir da folha flecha (zero).

As flores masculinas foram removidas da raquila e fixadas em
etanol absoluto: acido acético (3:1), mantidas por 24 horas a4 °C e
guardadas em etanol 70% gelado. As anteras foram removidas da
estrutura da flor estaminada e colocadas sobre uma lamina de vidro para
microscopia. Aplicou-se 20ul de 4cido acético 60% sobre a lamina e
realizou-se um esmagamento da antera para liberagdo dos

microsporocitos dos sacos polinicos. Posteriormente procedeu-se a
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coloragdo com DAPI (4'-6-diamidino-2-fenilindole) utilizado por
Capdeville et al.(2009) com modificagdes. Apds montadas, as laminas
foram analisadas e fotodocumentadas em microscépio de fluorescéncia
Axiophot Zeiss.

A digestdo e preparo das laminas para GISH das anteras em
estadio de paquiteno ou intermediarios, ou seja, entre zigdteno e
paquiteno ou entre paquiteno e dipléteno, foram selecionadas com o
auxilio do DAPI. Foram utilizadas, preferencialmente, as anteras mais
préximas ao estadio de paquiteno. Apds a sele¢do, as anteras foram
lavadas trés vezes em H,O mili-Q por 5 min e, em seguida, em tampao
citrato 0,01M preparando assim as anteras para a digestdo enzimatica. As
anteras foram digeridas em concentragdes iguais das seguintes enzimas:
pectoliase (SIGMA) 1%, celulase Onozuka R-10 (SERVA) 1% e
citohelicase (SIGMA) 1%. Depois de imergidas na solu¢do enzimadtica, as
anteras foram colocadas em uma cdmara timida a 37°C por um periodo
de2 horas para realizar a digestdo. Apos a digestdo, a solugdo de enzimas
foi retirada e as anteras foram lavadas com etanol 70% por 5 min
seguindo de outra lavagem em etanol 100% por mais 5 minutos. Em
seguida, retirou-se o dlcool e adicionou-se solu¢do de Carnoy sobre as
anteras, macerando-as com auxilio de um estilete. Vinte microlitros da
suspensao macerada de microsporécitos foram colocados em uma lamina
limpa e desengordurada sobre uma placa aquecida a, aproximadamente,
55°C. A estes 20 pL foram adicionados de 6 a 10 gotas de acido acético
60% e a gota maior formada sobre a ldmina foi espalhada por 2 minutos
com auxilio de um estilete. Ao final, as laminas foram lavadas com

solucdo de Carnoy gelada e permitidas secar sobre a placa aquecida. As
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laminas foram observadas com auxilio de microscopia de contraste de
fase com a finalidade de selecionar aquelas com a qualidade adequada
para o procedimento de GISH. Para fixar os cromossomos sobre as
laminas, estas foram mantidas em etanol 100% por 12 horas a -20°C. A
concentragdo enzimatica foi baseada nos protocolos de Budiman et al.
(2003), Capdeville et al. (2009), Fonséca et al. (2010), Pedrosa-Harand et
al. (2009) e Szinay et al. (2008).

Resultados e Discussio

Experimentos preliminares envolvendo diversas fases foliares
revelaram que a partir da folha +14 ¢ possivel isolar uma maior variedade
de estadios meioticos. Importante ressaltar ainda, que nao foram
observadas anomalias meidticas no material estudado.

A Figura 2 ilustra os diferentes estddios meidticos em
microsporocitos. O primeiro estddio meiodtico da profase I, denominado
leptoteno, pode ser visualizado na Figura 2a. Na Figura 2b, pode-se
observar o estddio de paquiteno, outra subdivisdo da profase I. Nesta fase
ocorre um importante evento chamado de crossing-over ou recombinacio
génica, levando a uma maior variabilidade genética dos filhos em relacdo
aos pais. Nela os cromossomos se apresentam menos compactados e com
bracos cromossdmicos mais estendidos, quando comparados aos
cromossomos em metafase. Isto permite um elevado grau de resolucdo

espacial, facilitando consideravelmente o mapeamento fisico de
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sequéncias génicas de interesse, incluindo clones BAC (bacterial
artificial chromosome) e YAC (yeast artificial chromosome) utilizando a
técnica de hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) (CAPDEVILLE et al.,
2009).

Na proéfase II, ocorre a citocinese meidtica do tipo sucessivo, em
que o final da meiose I ¢ seguido da formacdo de uma parede celular entre
os dois nucleos originando, assim, a diade (Figura 2c).

Ao final da meiose II, os cromossomos atingem os polos e cada
conjunto de cromatides é rodeado por uma membrana nuclear,
caracterizando a telofase II. Apos a citocinese, forma-se um grupo de 4
c¢lulas haploides, as tétrades (Figura 2d). Estas tétrades irdo dar origem
ao polen imaturo ou microsporos, que sdo utilizados, por exemplo, para
cultura visando a producdo de plantas haploides, com objetivo de
diminuir o tempo necessario para geracdo de cultivares puras e ampliar a
eficiéncia de selecdo, tanto para caracteres quantitativos como para
qualitativos, facilitando, portanto, a identificagdo de gendtipos superiores
(MORAES-FERNANDES, 1990). Um exemplo disso, foi o trabalho de
Lantos et al. (2006) no qual os autores utilizaram microsporos
uninucleados para desenvolver plantas haploides de trigo.

Pode-se perceber que o desenvolvimento meidtico da flor
masculina ocorre de forma acrdpeta, ou seja, de baixo para cima na planta
da subamostra Coari. Evidenciou-se, ainda, a diferenga de
desenvolvimento floral entre as regides basal, central e apical, tanto da
inflorescéncia, quanto da raquila.

Este estudo gerou importantes informagdes da citogenética basica

em inflorescéncias de E. oleifera. Foram identificados e caracterizados
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diferentes estadios de desenvolvimento meidticos da flor masculina de
caiaué¢, que auxiliara futuros estudos envolvendo técnicas como a de

FISH e GISH e, também, na cultura de micrdésporo.

Conclusio

Concluiu-se que o desenvolvimento meidtico da flor masculina
ocorre de forma acrdpeta na subamostra Coari. Além disso, a folha +14
possui todos os estadios meioticos. Portanto é nesta fase foliar que se
devem concentrar os estudos de isolamentos: de paquiteno para FISH,

GISH e micrésporo para cultura in vitro.
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ABSTRACT

The purpose of this research was to perform the cytological
analysis of the microsporocyte in male flowers of Caiaue (Elaeis oleifera
(H.B.K) Cortés) as well as to identify the different meiotic stages of the
apical, central and basal regions of the raquilla and of the inflorescence.
Inflorescences developed on the +14 leaf of the subsample Coari were
used for this study. Flowers were removed from the inflorescence,
followed by maceration, enzymatic digestion of the microsporocytes
(pectolytic, cellulase, and cytohelicase, in equal concentrations of 1%),
and stained with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) in a glass slide.
The observation and documentation of the glass slides were done with the
assistance of phase contrast microscopy. The cytological analysis of
isolated microsporocytes from male flowers of E. oleifera ( H.B.K)
Cortés, and the identification of different meiotic stages (leptotene,
pachytene, dyad and tetrad) at the apical, central and basal regions of the
raquilla allowed the identification of the best stage of floral development
(inflorescence on the +14 leaf) to select microsporocytes in pachytene
stage. This is the ideal phase to use high-resolution Fluorescent In Situ
Hybridization (FISH). Therefore, this research aimed at assisting future
studies using high-resolution FISH analysis for the production of haploid
plants.

Keywords: Elaeis oleifera. Inflorescence. Cytogenetic. FISH. GISH.
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Figura 1. Inflorescéncias e polén de Elaeis oleifera (caiaué — subamostra
Coari). a) Inflorescéncia masculina em antese. Im = inflorescéncia
masculina; b) inflorescéncia masculina jovem (folha +14). Ai = dpice
inflorescéncia; ar = apice da raquila; Bi = base da inflorescéncia; br =
base da raquila; Ci= centro da inflorescéncia; cr = centro da raquila; R=
raquila; e c¢) imagem obtida por microscopia de luz evidenciando pdlens
maduros (folha +18). p = pdlen.
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Figura 2. Estadios meidticos de Elaeis oleifera subamostra Coari folha
+14. a) Fase Profase I — leptoteno no 4pice da raquila localizada no centro
da inflorescéncia. b) Fase Préfase I - paquiteno no centro da raquila
localizada no centro da inflorescéncia. ¢) Fase Telofase I — diade no
centro da raquila localizada no centro da inflorescéncia. d) Telofase 11 —
tétrade na base da raquila localizada na base da inflorescéncia.
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CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se através de estudos de anatomia e através de estudos
citogenéticos que o caiaué ainda necessita de novas observagdes para se ter um
melhor entendimento dos fatores naturais que interferem no desenvolvimento da
biologia reprodutiva e comportamental desta espécie.

Os estudos de anatomia s3o muito importantes para se ter um
entendimento de como a espécie E. oleiferase comporta. E preciso aprofundar o
conhecimento sobre as condi¢des edaficas ideais para a cultura, o
desenvolvimento floral, os estddios em que ocorrem as fases de meiose e mitose.

Estudos futuros do caiaué utilizando a citogenética como plataforma
serdo facilitados, pois foi mostrado neste trabalho em qual local fisico ocorrem
as fases meidticas ideais para se obter resultados promissores, além disso, foi
possivel mostrar que variacdes ambientais interferem fortemente na reprodugéo
do caiaué.

O desenvolvimento floral do caiaué ndo deve ser estudado apenas em
carater metodoldgico ou cientifico, mas como conhecimento pratico para a
pessoa responsavel pelo programa de melhoramento da palma de dleo,
auxiliando na tomada de decisdo de quando sera realizada a poliniza¢do para
alcangar o maximo de resultados positivos. A tecnologia para a solugdo de tal
problema ¢ relevante para o agronegocio da palma de dleo brasileiro.

A baixa taxa de poliniza¢do do hibrido interespecifico de caiaué com a
palma de Odleo, pode ser minimizada com este estudo. Utilizando-se de
polinizacdo assistida, sera possivel aumentar a taxa de fecundacdo gerando uma
maior porcentagem de frutos viaveis para programas de melhoramento da palma
de oleo.

Incentivos dados pelo Governo Federal para aumentar a drea de cultivo

da palma de 6leo, no Brasil, e a necessidade mais eminente de encontrar fonte de
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combustiveis “limpos”, com menores danos ao meio ambiente, tornam
fundamentais estudos sobre o processo de aumento de produgdo de dleo de
palma de éleo no pais. O caiaué entra nesta cadeia como fonte de variabilidade
genética, podendo produzir mais 6leo, com maior qualidade e reduzindo o uso
de agroquimicos, pois apresenta resisténcia a maioria das doencas que afeta a
palma de 6leo africana.

O estabelecimento de uma rede de pesquisa com paises que produzem
oleo da palma de 6leo e com dados moleculares que estdo em analise chega-se a
uma nova era na busca pela planta livre do amarelecimento fatal e com alta
produtividade, gerando materiais de alta performance para empresas produtoras

de biocombustiveis.



