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Resumo

Euterpe edulis Martius, € uma palmeira nativa da Floresta Atlantica, considerada uma espécie-chave
para o ecossistema, pois frutifica em periodos de escassez de alimento, sustentando uma ampla
diversidade de fauna. No entanto, a espécie enfrenta dificuldades na sua propagacao natural. Na busca
por alternativas para conservagéo da espécie o presente trabalho desenvolveu protocolo de producdo
e armazenamento de sementes sintéticas, que foram produzidas a partir de embrides sométicos e
armazenadas a 27+2 °C por 0 dias e 30 dias. A taxa de germinacdo foi de 98% para sementes
armazenadas por O dias e 73% ap6s 30 dias de armazenamento, sem diferenca estatistica. Os
resultados demonstram que as sementes sintéticas podem ser armazenadas por 30 dias sem perda
significativa de viabilidade.
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Introducéo

Euterpe edulis Martius, conhecida popularmente como jucara, € uma palmeira nativa da Floresta
Atlantica. Desempenha um papel ecolégico importante, sendo considerada uma espécie-chave para o
ecossistema, pois frutifica em periodos de escassez de alimento, sustentando uma ampla diversidade
de fauna, incluindo seres humanos (Henderson et al., 1995). No entanto, desde a década de 1960, a
exploracdo da jucara para a extragdo de palmito (Trevisan et al., 2015), que resulta na morte da planta,
associada com a degradagéo da Floresta Atlantica, defaunagéo e as limita¢cdes na propagacgéo natural
da espécie, levou a inclusdo da jucara na lista de espécies ameacadas de extingédo (Brasil, 2024).

A propagacdo e conservacao da jucara sao desafiadoras. A espécie ndo produz perfilhos, é
monocaule (Schulz et al., 2016), e na natureza se reproduz exclusivamente por sementes. Contudo, as
sementes sdo recalcitrantes, o que inviabiliza o armazenamento a longo prazo pois, ndo toleram
dessecacdo do embrido ou baixas temperaturas (Gatti et al., 2008).

Nesse contexto, 0 armazenamento e a germinacdo de embrifes somaticos (ES) é uma
biotecnologia, que pode ser utilizada como estratégia para a preservacdo de germoplasmas dessa
espécie. Assim, técnicas de cultura de tecidos podem ser utilizadas para a producdo de ES, que
poderdo ser encapsulados para gerar sementes sintéticas, culminando na producao e aclimatizacdo de
plantulas.

Portanto, o objetivou-se, como o presente estudo estabelecer um protocolo para 0 armazenamento
e germinacdo de sementes sintéticas de jucara. Para isso, ES foram encapsulados gerou-se sementes
sintéticas, as quais foram armazenadas por 0 e 30 dias e, posteriormente, germinadas in vitro,
aclimatizadas e cultivadas ex vitro. Os ES foram obtidos a partir da reprogramacéao celular de embriGes
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zigéticos, gerados via embriogénese somatica indireta (ESI). Este protocolo pode ser utilizado em
programas de conservacgao da espécie.

Metodologia

Foram utilizados sementes verdadeiras coletadas de matrizes de Euterpe edulis, no Espirito Santo,
Brasil (20° 38'24,1" S e 41° 21' 13,4" W), que foram levadas para o Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais (LCTV) do Departamento de Ciéncias Florestais e da Madeira, do Centro de Ciéncias Agrarias
e Engenharias, da Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE-UFES), Espirito Santo, Brasil.

O protocolo de embriogénese somatica foi iniciado conforme descrito por Oliveira et al. (2022). As
sementes foram descascadas e desinfestadas utilizando-se alcool 70% (v/v) por 1 minuto, seguidas de
hipoclorito de sédio — NaOCI (Exodo Cientifica®) a 2,5% (v/v) por 20 minutos e amoxicilina (EMS®) a
3 g L1 por 20 minutos. Cada etapa da desinfestagao foi seguida por trés lavagens com agua destilada
e autoclavada a 121 °C por 20 minutos sob presséo de 1,5 kgf cm2.

Em seguida, os embrides zigoticos foram extraidos das sementes e colocados em placas de Petri
(90 x 15 mm), contendo 20 mL de meio MS basal (Murashige; Skoog, 1962), 4,43 g L (Sigma®),
suplementado com 1 g L* de polivinilpirrolidona (Synth®), 30 g L de sacarose (Dinamica®), 6 g L'! de
agar (Kasvi®) e 300 uM de picloram (Sigma®). O pH do meio foi ajustado para 5,7+0,1 com KOH
(Alphatec®). As placas foram incubadas no escuro.

Durante a fase de maturacéo, os explantes foram transferidos para placas contendo o0 mesmo meio
descrito anteriormente, porém com 5 UM de &cido abscisico (ABA) (Sigma®) e sem a adicdo de
picloram. As placas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 27+2 °C, fotoperiodo
de 8/16 horas, e intensidade luminosa de 30 yW cm2 nm-L.

O encapsulamento das sementes sintéticas foi realizado apés a maturacdo dos embrides sométicos.
Estes foram isolados e transferidos para uma solugéo de alginato de sédio NaCgH,04, 3% (Sigma®)
preparada com meio MS forga total, (Dinamica®), 30 g L! de sacarose (Dinamica®), com pH ajustado
para 5,7+0,1.

Utilizando uma pipeta de Pasteur (Cralplast®) com a ponta cortada, os embrides foram aspirados e
gotejados em uma solucéo de cloreto de calcio CaCl,, 0,2 M (Dinamica®) por 20 minutos. As capsulas
formadas foram lavadas com agua autoclavada e armazenadas em placas de Petri a temperatura
ambiente (27+2°C) no escuro. Nos tempos de O dias e 30 dias, as sementes sintéticas foram
descomplexadas utilizando nitrato de potassio KNO3, 0,2 M (Dinamica®) por 20 minutos, lavadas com
agua autoclavada, e colocadas em tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo 10 mL do meio MS
previamente descrito, porém sem adicdo de reguladores de crescimento (Figura 1).
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Figura 1 — Germinacao de sementes sintéticas. (a) semente verdadeira recém-coletada. (b) semente verdadeira
descascada, com destaque para o embrido zig6tico (circulo em amarelo), (c) estabelecimento dos embriGes
zig6ticos. (d) indugéo & embriogénese somatica indireta (ESI). (e) maturagdo dos embrifes somaticos (ES). (f)
encapsulamento do ES. (g-h) armazenamento dos embrides somaticos por 0 dias (g) e 30 dias (h).

(@) (b) (c) (d)
— —

(f)

Armazenamento
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Fonte: O autor.

As sementes sintéticas foram germinadas in vitro em uma sala de crescimento, sob um fotoperiodo
de 8 horas de luz e 16 horas de escuro, com intensidade luminosa de 30 umol m-2 s'1 e temperatura de
27+2 °C. Ao final do periodo de germinagédo, foi avaliada a taxa de germinacdo para os diferentes
tratamentos.

No processo de aclimatizacdo, as plantulas somaticas foram transferidas para recipientes de
polietileno com volume de 136 mL (Nutriplan®), contendo 120 mL de substrato comercial autoclavado
(Mecplant®) umedecido com agua destilada e autoclavada. Os recipientes foram entéo acondicionados
em sacos com fechamento hermético (Talge®). Apds 10 dias, foram feitos furos de 2 mm nos sacos, e
as plantulas foram mantidas nessas condicées por mais 10 dias. Ao término desse periodo, os
recipientes foram retirados dos sacos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com dois tratamentos (sementes
sintéticas com 0 dias de armazenamento e sementes sintéticas com 30 dias de armazenamento). Cada
tratamento teve quatro repeticdes, com 10 sementes sintéticas em cada repeticdo. Os resultados das
taxas de germinacgédo foram submetidos ao Teste t de Student (p<0,05) (R Core Team, 2024).

Resultados

Os resultados apresentados no gréfico demonstram que as sementes sintéticas sem
armazenamento (0 dias) tiveram uma taxa de germinacdo média de 98%, enquanto as sementes
sintéticas armazenadas por 30 dias apresentaram uma taxa de germinacao média reduzida, de 73%.
Apesar da diferenga observada entre as médias dos dois tratamentos, a anélise estatistica indicou que
essa diferenca nédo é significativa (p>0,05) (Figura 2). Isso sugere que os embrifes somaticos (ES) de
E. edulis podem ser armazenados por 30 dias sem perda significativa da viabilidade das sementes
sintéticas.
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Figura 2 — Taxa de germinacéo de sementes sintéticas.
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Fonte: O autor.

A figura 3 ilustra o crescimento das plantulas apos a descomplexagéo das sementes sintéticas e a
fase de aclimatizacao.

Figura 3 — Desenvolvimento e aclimatizagdo. (a) semente sintética germinando in vitro, barra de 100 pM. (b)
plantula in vitro, barra de 5mm. (c) plantula aclimatizada, barra de 5 mm.

Fonte: O autor.

Discusséo

Os resultados indicam que o armazenamento por 30 dias a 27+2 °C nao comprometeu
significativamente a taxa de geminacdo das sementes sintéticas, sugerindo que esse método
biotecnolégico pode ser utilizado em armazenados de ES sem perda substancial de viabilidade durante
esse periodo. Estudos com producéo de sementes sintéticas de Stipagrostis pennata (Trin.) De Winter
indica altas taxas de germinacao no encapsulamento de ES (Aghbolaghi et al., 2022).

Para espécies ameacadas, como certas palmeiras, a utilizacdo de sementes sintéticas pode
ser uma ferramenta valiosa para a conservagéo. A producao de sementes sintéticas para a espécie do
género Cannabis, fornece um sistema para propagacdo em massa e conservagdo de germoplasma
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(Zarei et al., 2022). Esses bancos de germoplasma podem ser usados para reintroduzir espécies na
natureza ou para realizar cruzamentos controlados, garantindo a diversidade genética de populagoes.
Micropropagulos que podem sustentar o potencial de regeneracdo ap6s armazenamento em baixa
temperatura e sdo usados para preservacdo de germoplasma e troca de materiais vegetais (Faisal;
Alatar, 2019).

Conclusao

Sementes sintéticas de jucara podem ser armazenadas a 27+2 °C por 30 dias sem que a taxa de
germinacao seja comprometida, o que permite que esse protocolo seja utilizado em futuras pesquisas
de conservacgéo da espécie. Os resultados deste estudo contribuem para o entendimento da viabilidade
de sementes sintéticas em praticas de conservacao. A possibilidade de armazenar essas sementes por
pelo menos 30 dias sem perda significativa de viabilidade é promissora e pode servir como base para
estudos futuros que explorem o armazenamento a longo prazo e em diferentes condi¢cdes ambientais.
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