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CAPITULO 1 REFERENCIAL TEORICO
1 INTRODUGAO

O coquinho-azedo [Butia capitata (Mart.) Becc.] € uma palmeira nativa
do cerrado. A espécie possui varios usos, desde ornamental, fonte de
alimento para o homem e animais, artesanato e construcao civil. E também
de grande importancia econémica nas comunidades rurais do norte de Minas
Gerais, uma vez que é fonte de renda e emprego para extrativistas e
agricultores familiares que coletam os seus frutos, comercializando-os para o
consumo in natura e para a producao de sucos, de sorvetes e de picolés
(FERNANDES, 2008; LORENZI et al., 2010; SILVA, 2008). Entretanto, € uma
palmeira que esta ameacada, pois, segundo Martins (2003), no norte de
Minas Gerais, essa frutifera ocorre preferencialmente margeando rios, que
sdo areas mais férteis utilizadas pelos agricultores para os cultivos.
Associado a isso, 0 extrativismo, em fungdo da coleta intensa dos frutos, leva
a uma baixa taxa de reposicdo dessa espécie e, consequentemente, a
erosdo genética. Nesse sentido, é necessario desenvolver uma exploracao
mais racional do coquinho-azedo, favorecendo a sua conservagdo a campo e
a recuperacao de areas com essa palmeira, além da formacao de pomares,
para que 0s agricultores, os extrativistas e as comunidades continuem a
usufruir dos beneficios dessa frutifera.

Uma exploracao racional de uma planta nativa é obtida pelo manejo do
extrativismo e/ou pela sua domesticacdo. No processo de domesticagéo, a
propagacao do vegetal em larga escala € uma das primeiras técnicas a ser
dominada. Porém, no caso do coquinho-azedo, essa ainda nao esta
estabelecida, uma vez que as suas sementes germinam de forma lenta e
desuniforme, levando até um ano para completar o processo germinativo
(AQUINO, 2008; FERNANDES, 2008; MOURA, 2008). Esse obstaculo no
processo germinativo provavelmente estd4 associado a dorméncia de suas
sementes, tendo varias causas, como: a preseng¢a de cobertura rigida, que
dificulta a embebicdo das sementes e a entrada e a saida de gases; restricao

mecéanica do endocarpo, imaturidade do embrido e acdo de substancias



inibidoras da germinacdo e vigor, bem como combinagdo dessas causas
(MARCOS FILHO, 2005).

A acdo de substancias inibidoras da germinagédo e vigor sdo temas
pouco abordados na literatura, envolvendo palmeiras, principalmente quando
se compara com espécies de maior interesse econémico e com préprios
trabalhos dessa familia que estudam a superacdo de dorméncia. Essas
substancias estao ligadas, principalmente, a acao de metabdlitos secundarios
pertencentes a diferentes grupos quimicos, como: compostos fendlicos,
alcaloides e terpenoides, que podem estar localizados nas folhas, nas flores,
nos caules, nas raizes, nos frutos e nas sementes (FERREIRA; AQUILA,
2000; FERREIRA; BORGHETTI, 2004; MARCOS FILHO, 2005; WEIR;
PARK; VIVANCO et al., 2004). Outras substancias menos citadas, oriundas
do metabolismo primario, também tém efeito sobre a germinagao de
sementes, o crescimento de plantas, algas, protozoarios e bactérias.
Exemplo disso sdo os acidos graxos octadecanoico, tetradecanoico, oleico,
linoleico, palmitico, estearico, dentre outros, que atuam de forma fitotoxica
sobre Cynodon dactylon e Chlorella vulgaris e o0s ésteres graxos,
hexadecanoato de metila e octadecanoato de metila, presentes nas folhas de
pequizeiro e que inibem a germinacao de sementes de Zea mays e Bidens
pilosa (ALSAADAWI et al., 1983; OLIVA, 2006; WU et al., 2006). Constata-se
que esses compostos restringem a chegada do oxigénio e agua ao embrido,
promovem efeitos na pressdo osmotica e na permeabilidade de membranas
celulares, inibem a atividade de horménios da divisdo ou alongamento celular
e sintese de acidos nucléicos e proteinas (MARCOS FILHO, 2005; MARTINS
et al., 2010).

A deteccao de aleloquimicos pode ser feita de varias maneiras. Uma
forma é por meio da realizagdo de bioensaios, utilizando sementes de
espécies indicadoras, como alface, tomate e gergelim, a partir do preparo de
extratos com partes do fruto e semente da espécie de interesse. Entdo, esses
extratos sdo aplicados ao substrato onde a espécie bioindicadora é semeada,
avaliando-se, em seguida, o efeito sobre a germinacdo e o desenvolvimento

inicial das plantulas. Outra forma de detecgdo é a andlise desses extratos,
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utilizando a cromatografia gasosa, acoplada a espectrometria de massas
(CG-MS). Assim, todos os compostos quimicos e as suas respectivas
quantidades nas partes de frutos e sementes seriam identificados e
quantificados. Nesse sentido, varios trabalhos tém utilizado bioensaios e
andlises cromatograficas para verificar o potencial alelopatico de espécies
vegetais (D’ABROSCA et al., 2005; KATO-NOGUCHI et al., 2002; MARTINS
et al., 2010).

Diversas espécies produzem frutos que quando maduros possuem
sementes com embridao imaturo, impedindo assim a germinacao logo apos a
dispersdo e necessitando de um periodo adicional para o completo
desenvolvimento da estrutura. Isso se deve a caracteristicas morfolégicas,
mas também a presencas de barreiras fisiologicas ou requerimentos
metabdlicos que precisam ser supridos antes do embrido se encontrar apto
para germinar. Segundo Orozco-Segovia et al. (2003), a imaturidade do
embrido é frequente em palmeiras, porém se conhece muito pouco sobre
outras causas da dorméncia morfolégica. A ocorréncia de espécies com
embrides imaturos foram relatados por Silva et al. (2007); Ferreira e
Borghetti, (2004) para o araticum (Annona crassiflora), erva-mate (llex
paraguariensis) e angelim (Parkia pendula). Umas das formas de se
averiguar a imaturidade do embrido é a realizagcdo de estudos
morfoanatdmicos que possibilitem atestar a presengca de tecidos
indiferenciados. Esses estudos também sao importantes para o entendimento

do processo germinativo.
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2 OBJETIVOS

Verificar a presenga e a composi¢cao quimica de substancias inibidoras
nas partes do pirénio do coquinho-azedo sobre a germinacdo e o
desenvolvimento inicial de plantulas de alface.

Caracterizar, morfoanatomicamente, o embrido zigético de coquinho-
azedo, avaliando a ocorréncia da dorméncia morfolégica.

Descrever aspectos indicativos da germinacdo e do desenvolvimento
de plantulas de coquinho-azedo cultivado in vitro e ex vitro.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 DESCRIGAO BOTANICA, LOCALIZAGAO, USOS E POTENCIALIDADE
DO COQUINHO-AZEDO

As palmeiras sao plantas que pertencem a familia Arecaceae. As
palmeiras tém distribuicdo pantropical, possuindo cerca de 2.700 espécies,
distribuidas em 200 géneros (SOUZA; LORENZI, 2008). Sao plantas que
ocorrem nos mais variados habitats e possuem diversos usos. Na
ornamentagdo, sao largamente utilizadas em ajardinamento e em
paisagismo, além de serem fonte de alimento para o homem e fornecedoras
de produtos para a industria, como: fibras, 6leos, bebidas e ceras ou mesmo
como fonte de renda para viveiristas (NASCIMENTO et al., 2009; ROCHA,;
Silva et al., 2005; RUFINO et al., 2008).

O coquinho-azedo [Butia capitata (Mart.) Becc.] € um representante
desse grupo. Segundo Jones (1995), essa frutifera pertence a subfamilia
Arecoideae, tribo Cocoeae e subtribo Butiinae. B. capitata é uma planta
monoica, com caule ereto ou inclinado do tipo estipe solitario, folhas pinadas
e arqueadas de coloracdo verde-acinzentada e foliolos lineares de apice
acuminado (LORENZI et al, 2010). E uma planta de baixa estatura,
principalmente quando comparada a espécie Cocus nucifera. Em trés
estudos realizados com plantas adultas em locais distintos do norte de Minas
Gerais, foram verificadas alturas que variavam entre 1,10 a 1,99m
(MERCADANTE-SIMOES et al., 2006; MOURA, 2008; SILVA, 2008).

A inflorescéncia apresenta coloragdo amarelo clara. O cacho é
formado pelo peddnculo (raquis), espigas (raquilas) e & protegida por uma
espata lenhosa, estrutura tipica das Arecaceae. As flores sdo unissexuais na
mesma raquila. As flores femininas localizam-se na regiao basal da raquila,
proximo a raquis até a regido mediana, estando cada flor feminina ladeada
por duas masculinas, enquanto, no apice da raquila, foram encontradas
apenas flores masculinas. As flores femininas sdo actinomorfas, dialissépalas
e dialipétalas, com trés sépalas e trés pétalas, cobrindo quase

completamente o pistilo, ambas de cor amarela, no botdo jovem e verde, na
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flor em antese e ovario supero. Nas flores masculinas, observam-se seis
estames, anteras dorsifixas e deiscéncia rimosa (MERCADANTE-SIMOES et
al., 2006).

Em Butia capitata, o fruto € uma drupa comestivel (BROSCHAT, 1998).
Possui exocarpo de coloragdo roxa e amarela e mesocarpo carnoso e
fibroso. As sementes sdo encontradas nos formatos ovoide e eliptico. No
endocarpo, observa-se a presenca de poros germinativos, por onde emergira
a plantula. O tecido de reservas é chamado de endosperma ou albumen e
possui coloragédo esbranquicada e brilhante. O embridao possui formato cénico
e comprimento médio 3,5 mm (FERNANDES, 2008).

Na polpa dos frutos de coquinho-azedo, o teor de proteina dessa
espécie esta em torno de 0,3% de carboidratos; 10,8% de fibras (FDN); 3,9%
de fésforo e calcio 19,9 e 16,8 (mg 100g™"), respectivamente (FARIA et al.,
2008a). O teor de vitamina C é elevado (53mg de acido ascérbico 100g” de
polpa), equivalente ao teor apresentado pela laranja (47mg de 4&cido
ascorbico 100g™" de polpa) (FARIA et al., 2008a). O valor de pré-vitamina A
foi de 146,2 equivalente de atividade de retinol (RAE), por 100g de polpa de
coquinho-azedo. Esse valor é semelhante aos valores encontrados para
frutas convencionalmente consumidas e consideradas ricas em carotenoide
pro-vitamina A, como a manga (FARIA et al, 2008a). Em relagédo a
composigao quimica da améndoa (endosperma), essa se apresentou rica em
lipidios, que constitui a fragdo dominante. Os acidos graxos saturados de
cadeia média, como o acido laurico (C12:0), sao os mais encontrados na
améndoa do coquinho-azedo (FARIA et al., 2008b).

O género Butia € distribuido nos estados de Minas Gerais, Parana,
Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Bahia e Goias e ainda em areas de
restinga do Uruguai, sul da Argentina e Estados Unidos. Recentemente,
Lorenzi et al. (2010) propuseram uma nova classificagdo para as espécies
desse género, alterando a denominacdo Butia capitata var. odorata dadas
para as plantas ocorrentes em areas de restingas do Rio Grande do Sul e
Uruguai, respectivamente, para Butia odorata. Ja para a espécie presente

em Minas Gerais, em Goias e na Bahia, manteve-se o nome B. capitata. Em

14



Minas Gerais, essa frutifera ocorre geralmente margeando rios e parece
preferir solos mais férteis (MARTINS, 2003). Essa palmeira possui diversos
usos. As folhas de coquinho-azedo sdo utilizadas no fabrico de tetos para
moradias rusticas, no uso de chapéus, vassouras, trangados e cestas, além
de serem utilizadas por pequenas industrias para amassar a massa de
mandioca (MARTINS, 2003). A arvore é usada em projetos de ajardinamento
e paisagismo, possuindo grande valor ornamental. Além disso, pode ser
usada em programas ambientais, principalmente em 4&reas para a
recuperacao de matas ciliares, uma vez que essa espécie é tipica de locais
proximos as margens dos rios e corregos, fornecendo, assim, também
alimento para a fauna.

Os seus frutos s@o intensamente explorados pelo extrativismo, pois
séo utilizados para o consumo in natura e no preparo de sucos, de sorvetes e
de picolés, constituindo-se em uma opgéo de renda e emprego (LORENZI et
al, 2010; SILVA, 2008). No norte de Minas Gerais, dirigentes de
agroindustrias rurais que processam frutos de coquinho-azedo, apontam que
esse fruto é o mais procurado na regido, e dentre as frutas nativas
beneficiadas é a espécie mais bem paga, chegando a R$ 1,00 (um real) por
quilo na época da safra (SILVA, 2008). De acordo com Moura (2008), a safra
dessa frutifera dura seis meses, entre setembro e fevereiro, com um pico de

produg¢édo no més de novembro.

3.2 GERMINAGAO E DORMENCIA DAS SEMENTES

Em conformidade com Bewley e Black (1994), a germinacao inicia
com a embebicdo das sementes secas e termina com a alongac¢do do eixo
embrionario. Em palmeiras, as estruturas que compdem a semente, bem
como o processo germinativo sdo bastante peculiares. O estudo cientifico do
processo germinativo iniciou-se no principio do século XIX, com a obra de
Martius (1823-1850). Ha trés tipos de germinacdo em sementes de
Arecaceae: remota tubular, remota ligular e adjacente ligulada. Na remota
tubular, ha alongamento do peciolo cotiledonar em direcdo ao interior do

substrato, surgindo, na sua base, a raiz primaria. A raiz primaria persiste por
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algum periodo, sendo posteriormente substituida por raizes secundarias.
Nesse processo, ndao ha formacao da ligula, e sim de um tubo de natureza
foliar. Esse tipo de germinagao é observado em Syagrus romanzoffiana, em
Phoenix roebelenii e na maioria das espécies da subfamilia Coryphoideae e
Arecoideae (BERNACCI et al., 2008; IOSSI et al., 2006; PINHEIRO, 2002).
No segundo tipo, remota ligular, ocorre a expansdo do peciolo cotiledonar,
propiciando que a plantula se desenvolva afastado da semente, entretanto ha
formagédo da ligula pouco desenvolvida. Esse tipo de germinagédo ocorre em
palmeiras da espécie Aphandra barford (FERREIRA, 2006) e do género
Sabal e Washingtonia e da subfamilia Cocosoideae (PINHEIRO, 1986). No
terceiro tipo, adjacente ligulada, o peciolo cotiledonar, diferentemente dos
dois processos de germinagdo anteriores, desenvolve-se pouco, ndao ha
grande alongamento dessa estrutura. A plantula desenvolve-se junto a
semente. Com o intumescimento do peciolo cotiledonar, forma-se uma
estrutura denominada botao germinativo. Posteriormente, ha
desenvolvimento de ligula saliente e de formato circular. Essa germinagéo é
verificada em Astrocaryum aculeatum, em Euterpe precatoria, € € comum nos
géneros da subfamilia Calmoideae e na maioria das Ceroxyloideae e
Arecoideae (AGUIAR; MENDONCA, 2002; GENTIL; FERREIRA, 2005).
Entretanto, como mencionam Henderson (2006) e Pinheiro (2002), podem
ocorrer variagdes no processo germinativo, sendo observados comprimentos
variaveis do peciolo cotiledonar e ligula.

A semente é o principal mecanismo de propagagdo das palmeiras,
principalmente, daquelas que nao tém perfilhos. Em geral a germinagéo é
bastante lenta e desunifome e em baixas porcentagens, podendo estender-se
para mais de 365 dias. Segundo Lorenzi et al. (2004), as palmeiras levam,
em média, mais de quatro meses para iniciar o processo germinativo. Em B.
capitata, a germinagdo é lenta, desuniforme e em baixa porcentagem (em
torno de 1%), levando até um ano para a plantula emergir (AQUINO et al.
2008; FERNANDES, 2008; MOURA, 2008). Essa baixa germinacao das
sementes de B. capitata esta ligada ao processo de dorméncia, que é um

fendmeno em que as sementes ndo germinam, mesmo quando colocadas em
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condicbes ambientais favoraveis, como agua, luz, temperatura, substrato e
oxigénio (BASKIN; BASKIN, 2004; CARVALHO; NAKAGAWA, 2000;
MARCOS FILHO, 2005).

Ha diversas causas de dorméncia. Esses mecanismos podem agir de
forma isolada ou conjunta. Finch-Savage e Leubner-Metzger (2006) e Marcus
Filho (2005) classificam a dorméncia em 5 classes, que podem ser divididas
em niveis e tipos. A dorméncia fisiolégica é causada por mecanismos
inibitérios, envolvendo o0s processos metabdlicos e o controle do
desenvolvimento, sendo uma interacdo entre o embrido e o0s tecidos
adjacentes, mas controlada primariamente pelo embrido. Essa é dividida em
3 niveis: profunda, intermediéria e baixa. Nesse caso, as sementes requerem
tratamentos com acido giberélico e, nos casos mais extremos, a
estratificacdo das sementes por varios meses. A dorméncia morfolégica é
evidente em sementes com embrides que sdo subdesenvolvidos, em termos
de tamanho, porém sao diferenciados em eixo hipocétilo radicula, mas
necessitam de um tempo para crescer e depois germinar. Esses autores
relatam, ainda, a dorméncia morfofisioldgica. Também, nessa situacdo, &
evidente a presenca de embrides subdesenvolvidos, mas em adicdo ha um
componente fisiolégico. Portanto, para que a dorméncia seja superada, essas
sementes necessitam de tratamentos que combinem a estratificacdo a frio e
quente a aplicagdes de acido giberélico. Ja a dorméncia fisica e mecénica é
causada pela cobertura, que pode controlar o movimento de agua e gases
para o interior da semente, além de impedir o crescimento do embrido. A
retirada dessa cobertura ou a sua escarificacdo leva a quebra de dorméncia.
Por dltimo, a dorméncia quimica é causada por inibidores quimicos presentes
tanto dentro como fora da semente, que, translocados para 0 embrido, inibem
a germinacao. A dorméncia quimica pode ser superada com a estratificacao,
com a aplicacao de reguladores de crescimento e da lixiviagao.

Com relagdo ao coquinho-azedo e a maioria das palmeiras, os
trabalhos para superar a dorméncia das sementes abordam, principalmente,
a influéncia mecanica do endocarpo (BROSCHAT, 1998), a embebi¢do das
sementes em agua (CARVALHO et al., 2005; FERREIRA; GENTIL, 2006) e a
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acao de horménios ligados a germinacdao (CARVALHO et al, 2005;
TAVARES et al.,, 2007), além do tratamento térmico (CARPENTER, 1988;
SPERA et al., 2001).

Fernandes (2008) e Aquino et al. (2008), avaliando diferentes
tratamentos pré-germinativos para superar a dorméncia de coquinho-azedo,
concluiram que as sementes em que se removeram o endocarpo € 0 maior
poro germinativo alcancaram maiores porcentagens de germinacdo 8,0 e
11%. Ja Moura (2008), verificando diferentes estadios de maturacdao do
cacho (verde, intermediario e maduro), dois tipos de diasporo (sementes com
e sem endocarpo) e trés secgdes do cacho (base, meio e ponta), concluiu
que nao houve influéncia das secgdes sobre a germinabilidade, entretanto o
estddio de maturagdo intermediario e as sementes sem o endocarpo
obtiveram 17,5% de germinacgéo. Broschat (1998) constatou que as sementes
de Butia capitata sem o endocarpo comecgaram a germinar apos sete
semanas de semeadura, indicando, portanto, a remog¢éo do endocarpo como
uma técnica extremamente efetiva para imprimir melhorias no processo
germinativo das sementes dessa espécie. Entretanto, apesar dessa técnica
aumentar a taxa de germinagéo, ainda € muito baixa, indicando que outros
fatores podem interferir na dorméncia. Schwartz et al. (2006) verificaram que
a retirada do endocarpo proporcionou resultados positivos para a germinagéo
e, consequentemente, emergéncia para B.odorata, enquanto a temperatura
(dias de frio) e a embebigdo em agua influenciaram a emergéncia de
plantulas. Carpenter (1988) observou que a escarificagdo quimica com &cido
sulfdrico e a embebicdo das sementes em acido giberélico, a uma
concentracdo 1000 ppm, durante 24 horas nao influenciaram, positivamente,

a germinagao das sementes B. capitata.

18



3.3 ALELOPATIA

A alelopatia pode ser definida como a interferéncia positiva ou negativa
de compostos do metabolismo secundario e primario, produzidos por uma
planta e langados no meio, sendo essas substéncias chamadas de
aleloquimicos (FERREIRA; BORGHETTI, 2004; MARCOS FILHO, 2005). Os
metabdlitos secundéarios e algumas substancias do metabolismo primario séo
encontrados em maiores frequéncias nos vegetais, sendo a sua sintese
realizada em varios sitios no interior da célula, armazenando-se
primeiramente nos vacuolos. A concentracdo dos compostos no vegetal é
bastante variavel num periodo de 24 horas e esses compostos nao estao
uniformemente distribuidos pela planta (ALMEIDA, 1988; CARDOSO et al.,
2001; RAVEN, 2004).

O efeito alopatico ndo se da somente sobre a germinabilidade, mas,
principalmente, sobre o crescimento da plantula (FERREIRA; AQUILA, 2000).
Essas substancias podem induzir ao aparecimento de plantulas anormais ou
reduzir a velocidade de germinagdo (FERREIRA; AQUILA, 2000). Para se
detectar esses efeitos nessas caracteristicas, sédo realizados testes de
germinagao simples. Uma maneira de extrair essas substancias inibidoras é o
uso de solventes, obtendo-se extratos que sdo aplicados em espécies
indicadoras, como: a alface, o gergelim ou o tomate, que possuem sementes
muito sensiveis. Os efeitos observados na germinagao e no desenvolvimento
inicial de plantulas da espécie bioindicadora séo indicativos de aleloquimicos
(FERREIRA; AQUILA, 2000; FERREIRA; BORGHETTI, 2004;).

Em sementes de mamao, a sarcotesta apresenta inibidores,
principalmente compostos fendlicos, que acarretam germinagéo lenta e
desuniforme das sementes (TOKUHISA et al., 2007). Taninos e saponinas
foram detectados nos extratos de Dodonaea viscosa (L.) Jacq., por reacdes
fitoquimicas qualitativas. Ambos o0s extratos preparados a frio e o obtido a
quente a 4% afetaram a germinagao da alface, alterando a germinabilidade, o
tempo médio, a velocidade média e a entropia de germinagao dos aquénios
tratados (MARASCHIN-SILVA et al., 2005). Sobre algumas plantas daninhas

e cultivadas, o acido graxo hexadecanoico comprometeu a germinagéao € o
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crescimento da raiz e parte aérea das plantas. Também o acido
tetradecanoico teve efeito alelopatico sobre Chlorella vulgaris (ALSAADAWI
etal.,, 1983; WU et al., 2006).

Ao avaliar o potencial alelopatico de folhas de 15 espécies arbdreas do
cerrado, a partir de extratos etandlicos sobre a germinagao de sementes de
alface, SILVA et al. (2006a) observaram que, das 15 espécies investigadas,
quatro mostraram efeito inibidor de germinacéo: Ouratea spectabilis, Pouteria
ramifl, Qualea grandifl e Stryphnodendron adstringens. Foi também
determinado o tipo de polaridade do composto inibidor em cada espécie.
Todas elas apresentaram reacdo positiva para terpenoides. O potencial
alelopético do extrato metandlico das folhas de Caryocar brasiliense, em
duas concentragbes 50% até 75%, foi avaliado em relagdo a inibicdo na
germinacao de sementes de Panicum maximum. Os resultados comprovaram
a acdo inibitéria dos extratos em diferentes concentracbes sobre a
germinagao de sementes de P. maximum (MOREIRA et al., 2008).

Outros efeitos de inibicdo da germinagéo e desenvolvimento inicial de
plantulas de alface e tomate foram observados nos extratos das folhas
obtidos das espécies de espirradeira (Nerium oleander), comigo ninguém-
pode (Dieffenbachia picta), pata-de-vaca (Bauhinia forficata), barbatiméo
(Stryphnodendron adstringens), jaqueira (Artocarpus heterophyllus), Citrus
junos e tamarindo (Tamarindus indica L.) (HOFFMANN et al., 2007; KATO-
NOGUCHI et al, 2002; MANOEL et al, 2009; PARVEZ et al, 2003;
PERDOMO; MAGALHAES, 2007).

3.4 SUBSTANCIAS INIBIDORAS DE GERMINAGAO

Os compostos fendlicos apresentam um grupo hidroxila, ligado a um
anel aromatico. Podem ser sintetizados a partir de duas rotas: uma do &cido
chiquimico e outra do &cido mevalbnico, tendo como subclasses os
flavonoides, acidos fendlicos, taninos, ligninas, xantonas. Os flavonoides sao
muito frequentes nas plantas superiores. A florizina € um representante
desse grupo e é encontrada nas raizes da macieira, inibindo o crescimento

de plantulas da propria espécie. Os taninos podem ser encontrados na forma
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hidrolisavel ou condensados. Quando hidrolisdveis, sdo conhecidos como
inibidores da germinacdo das sementes, do crescimento de plantas e
também das bactérias fixadoras de nitrogénio e das nitrificantes do solo. As
cumarinas séo lactonas, destacando-se a esculina e o psoraleno que foram
isolados de sementes e frutos de diversas espécies, inibindo a germinagéao
da alface, mesmo em concentragées muito baixas (ALMEIDA, 1988).

Os acidos fendlicos cumarico, ferdlico, p-hidroxibenzoico, vanilico
comprometeram seriamente o crescimento radicular de Buchloe dactyloides
(WU et al, 1998). Sementes de Echinochloa crus-galli P. Beauv. var.
oryzicola, tratadas com os acidos ferulico, p-hidroxibenzoico, p-cumérico e m-
cumarico, tiveram a sua germinagao e peso seco das mudas comprometidos
(CHUNG et al, 2002). O &cido cafeico suprimiu, significativamente, o
crescimento radicular e a formacdo de raizes adventicias de Phaseolus
aureus (BATISH et al., 2008). O acido benzoico propiciou efeito fitotdxico em
Brassica juncea, propiciando um desenvolvimento inferior das plantulas. As
células dessa espécie ficaram desorganizadas e deformadas, quando
comparadas com o tratamento controle (KAUR et al., 2005).

Os alcaloides originam-se de aminodcidos, sendo compostos
organicos nitrogenados, ligados a um anel aromatico, possuindo sabor
amargo, basicos em suas propriedades, geralmente insoliveis em agua e
soluveis em solventes organicos, sensiveis a luz, ao aquecimento e a
variagcbes de pH. Esses compostos sao sintetizados no reticulo
endoplasmatico rugoso, tendo como precursores os aminodcidos alifaticos
(ornitina e lisina) e arométicos (triptofano e tirosina) (CARDOSO et al., 2001).
Podem ser encontrados em todas as partes dos vegetais (sementes, raizes,
rizomas, cascas, folhas, fruto e flor), embora se acumulem melhor em feixes
vasculares, células epidérmicas e hipodérmicas e canais laticiferos (TAIZ;
ZEIGER, 2004). Um exemplo de alcaloide é a cafeina presente no
espermoderma do café (Coffea arabica), que foi considerada por PEREIRA et
al. (2002) a substancia responsavel por inibir a germinagao de sementes.

Os terpenoides, também chamados de isoprenoides, sdo a maior

classe de metabdlitos secundarios, com mais de 22.000 compostos
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conhecidos. Sao unidades de isopreno que derivam do acetato via acido
mevalbnico, sendo volateis, de baixo peso molecular e possuem
caracteristicas basicas (CARDOSO et al, 2001; RAVEN, 2004). Os
monoterpenoides formam a maioria dos éleos essenciais das plantas e estéo
dentro desse grupo, em geral, identificados com maior potencialidade
inibitéria. Diversas espécies de salvia, Eucalyptus sp. e artemisia elaboram
produtos volateis tdxicos, como canfeno, dipenteno, a-pineno e 3-pineno, que
inlbbem o desenvolvimento de outras plantas. Alguns fungos também
produzem terpenoides, que, provavelmente sdo responsaveis pela destruicdao
de tecidos e por provocarem lesdes nas plantas superiores (ALMEIDA, 1988).
O limoneno e a-pineno inibem o ciclo do nitrogénio, influenciando a
germinacdo de Brassica napus (MALHEIROS; PEREZ, 2001). Os
monoterpenos cineole e citronellol reduziram a velocidade e a germinagéo, o
comprimento da radicula e o crescimento das plantulas de Ageratum
conyzoides (SINGH et al., 2002). O éleo volatil de Hydrocotyle bonariensis
Lam. revelou a presenca de 17 compostos de monoterpenos e
sesquiterpenos, que inibem a germinacdo e o crescimento do hipocétilo e
radicula da alface (L. sativa) e da cebola (Allium cepa) (SILVA et al., 2009).

Os mecanismos de acdo dos metabdlitos secundarios presentes nos
vegetais ainda se encontram pouco esclarecidos, entretanto alguns efeitos ja
foram comprovados, como na pressdo osmoética e pH. O efeito osmético
provocou em Mimosa bimucronata um crescimento relativo diferencial entre
raiz e parte aérea, pois quanto mais negativo o potencial, mais a planta
alongou as suas raizes, em detrimento da parte aérea (ALMEIDA, 1988).
Efeitos também foram verificados na permeabilidade das membranas,
induzindo peroxidagédo lipidica, promovendo maior turgescéncia celular e
menor flexibilidade. O &cido salicilico e os fendlicos provocam perda de K* do
plasmalema, alterando a permeabilidade e a seletividade das membranas
celulares (ALMEIDA, 1988; MARCOS FILHO, 2005).

No desenvolvimento inicial das plantulas, algumas substancias, como
os taninos, cumarinas e diversos compostos fendlicos, comprometem os

horménios que estdo ligados ao processo germinativo, principalmente as
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giberelinas e o &cido indolacético (WEIR et al, 2004). No processo de
respiracdo de alguns vegetais, essas substancias sdo responsaveis por reter
moléculas de oxigénio, impedindo-as de chegar as células ou promovem
alteragbes da atividade de enzimas respiratérias e ainda podem comprometer
transporte da cadeia de elétrons nos cloroplastos, agindo de forma
semelhante aos herbicidas (ALMEIDA, 1988; FERREIRA; BORGHETTI,
2004; WEIR et al., 2004).

Os metabdlitos priméarios também podem, em determinados casos,
apresentar potencial alelopatico. Alguns acidos graxos, como o0
hexadecanoico, tetradecanoico, octadecanoico, oleico, linoleico, alfa-
linolénico, eicosapentaenoico, docosahexaenoico, dodecanoico, decanoico e
alguns ésteres graxos, como octadec-9-enoato de metila (elaidato de metila),
hexadecanoato de metila (palmitato de metila) e octadecanoato de metila
(estearato de metila), tém atuado como aleloquimico (ALSAADAWI et al.,
1983; OLIVA, 2006; WU et al., 2006). Contudo o mecanismo de acdo dessas
substancias encontra-se pouco esclarecido. Para Prince et al. (2008) e Wu et
al. (2006), os acidos graxos sdo 0s responsaveis por comprometerem a
permeabilidade das membranas, causando liberagdo de grandes quantidades
de K' da célula de algas, protozoéarios e algumas bactérias. Ja os ésteres
foram apontados por Oliva (2006), por reduzirem 0s processos
fotossintéticos, alterando atividades de enzimas em Bidens pilosa e Zea
mays. Martins et al. (2010) ressaltam, ainda, que o sistema instaurado das
cadeias carbbnicas dos ésteres que derivam do acido linoleico pode captar
radicais e formar outros metabdlitos especiais que possam interferir na
germinacao das sementes. Segundo esses autores, a presenca de moléculas
hidrofébicas, tais como os triglicerideos insaturados presentes no arilo de
sementes de maracuja (Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.), provavelmente,
dificulta a embebigcédo das sementes de alface, formando uma barreira para a
entrada de agua ou, ainda, a presenga de esteroides, que sdo substancias
que podem funcionar como hormaonios, tais como as brassinas (RAVEN et al.,

2001). Essa barreira gera um desbalango de hormoénios existentes nas
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sementes, competindo pelo sitio ativo e/ou inibindo a acdo dos hormdnios
necessarios a germinagao.

Um importante aspecto na pesquisa é a identificagdo de compostos
envolvidos nas interagdes planta-planta e os seus possiveis mecanismos de
acao. Essa identificacdo é realizada por meio de métodos de isolamento e
purificacdo de substancias orgénicas, associadas com as principais técnicas
espectrométricas e espectroscopicas de identificagdo, tais como a
espectrometria de massas (MS), a ressonancia magnética nuclear (NMR),
ultravioleta (UV) e o infravermelho (IR) (ROBARDS, 2003). O cromatografo
gasoso envolve uma amostra a ser vaporizada e os compostos transportados
por um gas inerte até a camara de deteccdo, onde ocorre a separagao de
fons, positivos ou negativos, produzidos a partir de atomos ou moléculas,
quer sejam das mais simples as mais complexas, de acordo com a razao
massa/carga (g/m), obtendo, assim, informagdes do peso molecular e de
caracteristicas estruturais da amostra. Nos estudos que envolvem as
substancias inibidoras da germinacdo e alelopatia, é possivel, por meio do
CGMS, obter a composicdo quimica tanto qualitativa e quantitativa de
misturas, a estrutura molecular e a estrutura e a composicéo de superficies
sélidas e as proporcdes isotopicas de atomos em amostras (JONSSON,
1987).

3.5 ANATOMIA DA SEMENTE DE PALMEIRAS

3.5.1 Embriao

Em geral, o embrido das palmeiras possui formato conico, cilindrico,
ovoide, sendo indiviso e pequeno, principalmente quando comparado ao
tamanho do endosperma. Essa desproporcdo, segundo Alves e Dematté
(1987), € devido ao pouco desenvolvimento do embrido, que precisara das
substancias aleurdnicas e amilaceas, para o seu desenvolvimento. Quanto a
sua localizacao no endosperma, o embrido pode ser basal, se esta prdéximo a
micropila ou ponto de insercdo da semente; apical, se situado no lado

contrario; ou ainda lateral, em relagdo a micropila (PINHEIRO, 1986). O
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embrido das palmeiras consiste de um Unico cotilédone, dividido em regidao
proximal e distal. O eixo embrionario esta localizado na regido proximal do
cotilédone e é formado por eixo hipocétilo-radicula e pela plumula, constituida
de promeristema e de duas ou trés bainhas foliares, as quais podem estar
revestidas pela protoderme e apresentar corddes procambiais (AGUIAR;
MENDONGCA, 2003; PANZA et al., 2004). A porgao distal origina o haustério,
Orgao responsavel por absorver as reservas do endosperma. Em geral, sao
distintos no cotilédone e no eixo embrionario os trés tecidos meristematicos:
protoderme, meristema fundamental e procambio (PANZA et al, 2004).
Demason (1988) distingue os embrides de palmeiras em duas categorias:
aqueles com eixo embriondrio paralelo ao cotilédone, como em Phoenix
dactylifera e aqueles com o eixo embrionario em angulo obliquo, com relagao
aos cotilédones, Cocos nucifera, Elaeis guineensis e Washingtonia filifera.

Em Acrocomia aculeata, P. dactylifera, Euterpe edulis, o embrido é
constituido por eixo hipocétilo-radicula e plumula (DEMASON, 1985; PANZA
et al., 2004; RIBEIRO et al, 2010). O eixo hipocétilo-radicula é mais ou
menos elaborado, conforme a espécie. Geralmente, possui meristema
fundamental, procdmbio, podendo ou ndo apresentar protoderme. Em E.
edulis, apresenta coifa diferenciada no momento da dispersao (PANZA et al.,
2004). A plumula é formada por promeristema e trés ou dois primérdios
foliares. No cotilédone, é possivel observar uma pequena fenda, por onde
emerge a plimula (DEMASON, 1984; DEMASON et al., 1985; DEMASON;
THOMSON, 1981; PANZA et al.; 2004; RIBEIRO et al., 2010).

Em Euterpe precatdria, o desenvolvimento do embrido, durante o
processo germinativo, ocorre em 70 dias. O meristema radicular comega a se
organizar; as suas células alongam-se e ficam dispostas em fileiras,
formando o eixo central da futura raiz. A emergéncia da raiz primaria e o seu
deslocamento se dao em direcao oposta a plumula, que tem, inicialmente,
trés primordios foliares diferenciados. No peciolo cotiledonar, os feixes
vasculares sdo frequentes, comunicando o haustério & plantula. A medida
que a plantula se desenvolve, a regido distal, o haustério, aumenta de

tamanho, ocupando quase que totalmente o lugar do endosperma. No
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haustério de Euterpe precatdria, duas regides sao distintas: a regido
periférica e a regido interna. Na regido periférica, as células sdo menores e
justapostas, enquanto que, na regiao interna, as células sdo maiores e com
grandes espagcos intercelulares (AGUIAR; MENDONGA, 2002).

Nas sementes do género Oenocarpus, o embrido possui, em média,
9mm de comprimento e se enquadra no tipo basal. O cotilédone dessa
espécie possui duas regides: a regido proximal, voltada para o poro
germinativo e de coloragcdo amarelo-pélida, que oxida rapidamente, quando
retirado da semente, mudando para a coloracdo marrom-amarelada e a
regido distal, de coloragdo amarelo-clara, em posicédo central na regido basal
(MENDONGCA et al., 2008). Nas espécies Oenocarpus bacaba e Oenocarpus
minor, verifica-se a presenga dos trés tecidos meristematicos primarios no
cotilédone e eixo embrionario com plumula formada por duas bainhas,

revestidas pela protoderme e polo radicular (OLIVEIRA et al., 2010).

3.5.2 Endosperma

O tecido de reservas das palmeiras é chamado de endosperma ou
albumen, sendo formado por tecidos cujas células sdo espessadas (AGUIAR;
MENDONGA, 2003). O protoplasma contido nessas células possui matéria
viva muito dindmica no inicio da formacdo do tecido, perdendo a sua
atividade, a medida que se desenvolve e perde agua. O endosperma das
sementes de palmeiras é formado por células com paredes celulares
fortemente espessadas, em fung¢do da deposicdo de camadas superpostas
de celulose ou de hemicelulose. A consisténcia do albumen é variavel,
podendo ser corneo, farinhoso e duro. O endosperma das sementes de
palmeiras pode ser classificado em dois tipos: homogéneo e ruminado.
Quando homogéneo, a superficie do tecido é solida e uniforme; ja o ruminado
possui a superficie irregular, o que ocorre devido a formagao de dobras do
tegumento da semente. Em geral, o endosperma das palmeiras é composto
por grandes quantidades de lipidios e carboidratos, na forma de mananos.

Por exemplo, o endosperma do 6leo de Elaeis guineensis contém 47% de
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lipidios e 36% de carboidratos insoliveis, na forma de galactomanano
(OROZGO-SEGOVIA et al, 2003). Os carboidratos normalmente estao
aderidos a parede celular do endosperma (DEMASON, 1988).

Em Euterpe precatdria, o endosperma é volumoso, homogéneo, sélido,
duro, branco prateado e brilhante, com células de paredes bastante grossas,
sendo visualizados campos primarios de pontuacdes (AGUIAR; MENDONGCA,
2003). O endosperma da palmeira inaja (Attalea maripa) é sélido, duro e
visivelmente oleaginoso, de coloragdo esbranquicada ou levemente
amarelada; ocupa quase a totalidade da améndoa (ARAUJO, 2000). O fruto
das palmeiras se divide em epicarpo, mesocarpo, endocarpo, tegumento,
endosperma e embrido (MERROW, 2004). As sementes sdo encontradas nos
formatos ovoide, eliptico ou redondo. Tendrio (1982) e Aguiar e Mendonga
(2003) afirmam que o endocarpo das palmeiras € um tecido rico em feixes
vasculares, em fibra, em parénquima de enchimento e com células
esclerificadas. E um tecido lignificado, extremamente duro. A semente,
quando esta aderida ao endocarpo, € chamada de didsporo, pirénio ou
putdmen. No endocarpo, observa-se a presenga de poros germinativos, por
onde emergira o botdo germinativo ou peciolo cotiledonar. Esses poros
variam de um a trés.

A presenga de taninos e de cristais (rafides) é relatada nos embrides e
nas plantulas em desenvolvimento da palmeiras (AGUIAR; MENDONGCA,
2003; HACCIUS; PHILIP, 1979; OLIVEIRA et al., 2010; PANZA et al., 2004).
A sua presenca poderia estar ligada a protegdo do embrido, como sugerido
por Oliveira et al. (2010) e, ainda, a protecdo do sistema radicular em
expansdo (WERKER, 1997).
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CAPITULO 2 - AVALIAGAO DO EFEITO INIBITORIO E DA COMPOSICAO
QUIMICA DE EXTRATOS DO ENDOCARPO E DO ENDOSPERMA DO
COQUINHO-AZEDO NA GERMINACAO DE SEMENTES DE ALFACE

RESUMO

O coquinho-azedo [Butia capitata (Mart.) Becc.] € uma frutifera nativa do
bioma cerrado, que, por apresentar germinagao lenta e irregular de suas
sementes, tem como resultado dificuldades na obten¢do de mudas em larga
escala. Diante disso, objetivou-se, nesta pesquisa, avaliar o efeito inibitério e
a composicao quimica de extratos em hexano, acetato de etila e metanol do
endocarpo e endosperma sobre a germinagdo e o desenvolvimento inicial de
plantulas de alface. Verificou-se que o extrato metandlico do endosperma e
endocarpo influenciou, negativamente, o crescimento do hipocétilo e radicula,
porém nao houve efeito dos extratos na porcentagem e no indice de
velocidade de germinagdo, matéria fresca e seca da radicula e hipocoétilo. Os
extratos metandlicos foram analisados por cromatografia gasosa, acoplada a
espectrometria de massas. As principais substéncias identificadas com
potencial alelopatico foram: os ésteres (Z)-octadec-9-enoato de metila,
hexadecanoato de metila e os &cidos dodecanoico, tetradecanoico, (Z)-
octadec-9-enoico, hexadecanoico, (92,122)-octadeca-9,12-dienoico.

Palavras-chave: Butia capitata (Mart) Becc. Efeito alelopatico.
Caracterizagédo quimica de extratos.
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CHAPTER 2 - EVALUATION OF INHIBITORY EFFECT AND THE
CHEMICAL COMPOSITION OF EXTRACTS FROM THE ENDOCARP AND
ENDOSPERM FROM COQUINHO-AZEDO ON THE GERMINATION OF
LETTUCE SEEDS

ABSTRACT

Coquinho-azedo [Butia capitata (Mart.) Becc.] is a native fruit of the cerrado,
which, by presents slow and irregular germination of their seeds, has as
results difficulties in obtaining seedlings on a large scale. Given this, aimed
to, in this research, to evaluate the inhibitory effect and the chemical
composition of extracts in hexane, ethyl acetate and methanol of endocarp
and endosperm about the germination and the initial development of lettuce
seedlings. It was found that the methanol extract of the endosperm and
endocarp influenced negatively the growth of hypocotyl and radicle, but there
were not effect of extracts on the percentage and the germination rate index,
fresh and dry matter of radicle and hypocotyl. The methanol extracts were
analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry. The main
substances identified with potential allelopathic were: esters (Z) octadec-9-
enoate of methyl, methyl hexadecanoate and the acids dodecanoic,
tetradecanoic, (Z) octadec-9-enoic, hexadecanoic, (9Z, 127) -octadeca-9,12-
dienoic.

Keywords: Butia capitata (Mart.) Becc. Allelopathic effect. Chemical
characterization of extracts.
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1 INTRODUGAO

O coquinho-azedo [Butia capitata (Mart.) Becc.] € uma palmeira nativa
do cerrado, de grande importancia socioeconémica, ocorrendo em Minas
Gerais, Goias e Bahia. Os seus frutos, obtidos exclusivamente do
extrativismo, sdo muito utilizados na produg¢édo de polpas, sucos, sorvetes,
licores e representam, ainda, uma significativa fonte de renda e emprego na
regido norte de Minas Gerais (FARIA et al., 2008b; LORENZI et al., 2010).
Entretanto, com o avango das fronteiras agricolas e do extrativismo intenso, a
sobrevivéncia dessa espécie encontra-se ameacada.

Uma alternativa para contribuir com a preservacao dessa frutifera é a
producdo de mudas em larga escala, visando a recuperacdo de areas
degradadas e a formagado de pomares. Contudo, em muitas espécies de
palmeiras, a producdo de mudas, por meio de sementes possui baixa
eficiéncia, uma vez que essas apresentam dorméncia e, como consequéncia,
acarretam desuniformidade e lentiddo no processo de germinagao
(MERROW, 2004). Esse fenbmeno ocorre também no coquinho-azedo e em
outras espécies do género Butia, que necessitam de mais de um ano para
germinar e apresentam baixas taxas de germinacgdo, variando de 1 a 25%
(CARPENTER, 1988; FERNANDES, 2008). Essa dorméncia pode ser
causada por diversos fatores, entre esses, a presenga de substancias
inibidoras da germinacdo e do desenvolvimento de plantulas, também
chamadas de aleloquimicos. Nas sementes, esses compostos podem
proporcionar varios efeitos, como reduzir o porcentual de germinagdo, o
indice de velocidade de germinagao e o crescimento de plantulas, além de
ocasionar um desenvolvimento de plantulas anormais. Entretanto o efeito
mais comum observado € nas raizes, com limitacdo do crescimento,
escurecimento dos tecidos radiculares, quantidade reduzida de pelos
radiculares, resposta gravitrépica alterada e necrose dos tecidos (FERREIRA;
BORGHETTI, 2004; CRUZ-ORTEGA et al., 1998; FERREIRA; PARVEZ et
al., 2003; KATO-NOGUCHI et al., 2002; LEVIZOU et al., 2002).

Esses compostos com acdo aleloquimica s&do, normalmente,

metabdlitos secundarios, como os compostos fendlicos, alcaloides e
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terpenoides (BATISH et al., 2008; KAUR et al., 2005; SILVA et al., 2009;
WEIR et al., 2004). Outras substancias, como ésteres e acidos graxos,
oriundas do metabolismo primario, também podem apresentar efeito sobre a
germinacdo de sementes, o crescimento de plantas, algas, protozoarios e
bactérias (ALSAADAWI et al., 1983; MARTINS et al., 2010; OLIVA, 2006;
PRINCE et al., 2008; WU et al., 2006).

A acao de substancias inibidoras da germinacao e vigor € tema ainda
pouco explorado na literatura envolvendo palmeiras, constituindo-se,
portanto, em uma lacuna do conhecimento. Entretanto alguns autores relatam
o efeito aleloquimico de partes de frutos e sementes sobre a germinacéo e o
crescimento de plantulas de alface, pepino, repolho e tomate (FERNANDES,
2008; KHAN, 1982a; KHAN, 1982b; MERROW, 2004).

A detecgao de aleloquimicos pode ser feita por meio da realizacao de
bioensaios, utilizando sementes de espécies bioindicadoras, como alface,
tomate e gergelim, a partir do preparo de extratos com partes do fruto e
semente da espécie de interesse. Esses extratos sdo aplicados ao substrato,
onde a espécie bioindicadora é semeada, para verificar o efeito sobre a
germinagdo e o desenvolvimento inicial das plantulas. Outra alternativa é a
realizagdo de analises desses extratos por cromatografia gasosa, acoplada a
espectrometria de massas (CG-MS), visando a identificar os constituintes
quimicos presentes nos extratos das partes de frutos e sementes. Nesse
sentido, varios trabalhos utilizando bioensaios e andlises cromatograficas tém
sido realizados, buscando caracterizar o potencial alelopético de espécies
vegetais (KATO-NOGUCHI et al., 2002; MARTINS et al., 2010; PASSOS et
al., 2010).

Diante do exposto, objetivou-se, nesta pesquisa, avaliar o efeito
inibitério e a composicdo quimica de extratos do endocarpo e endosperma
sem o0 embrido do coquinho-azedo sobre a germinacédo e o desenvolvimento

inicial de plantulas de alface.
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2 MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi realizada no Laboratério de Andlise e Sintese de
Agroquimicos (LASA/UFV) da Universidade Federal de Vigosa e no
Laboratério de Andlise de Sementes (LAS/ICA) do Instituto de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal de Minas Gerais, Campus Montes Claros.

Os frutos de coquinho-azedo foram coletados em uma é&rea de
ocorréncia natural dessa espécie. Na ocasido, foi selecionado o maior
nimero de cachos possivel da mesma planta. As amostras foram
selecionadas, retirando-se quantidade semelhante de frutos de cada cacho.
Em seguida, esses foram despolpados manualmente, com o auxilio de uma
faca, obtendo-se os pirénios (endocarpo + semente). Logo apés, esses foram
lavados em agua destilada e postos para secar a sombra, em ambiente de
laboratério, a temperatura e umidade nao controlada. Em todos os pirénios,
retirou-se o endocarpo com uma turquesa, extraindo-se a semente, na qual
se retirou o embrido, com o auxilio de um bisturi, restando somente o
endosperma com o tegumento. O endocarpo € o endosperma resultantes

desse processo foram utilizados na preparacao dos extratos.

2.1 EFEITO DE SUBSTANCIAS INIBIDORAS

O experimento foi montado em esquema fatorial 2 (partes do pirénio) x
3 (solventes) + 4 (tratamentos adicionais), em delineamento inteiramente
casualizado, com 4 repeticdes, 50 sementes por tratamento e 40 parcelas no
total. Os tratamentos consistiram de extratos preparados a partir de duas
partes do pirénio de coquinho-azedo: endocarpo e endosperma mais
tegumento e sem embrido. A partir dessas duas partes do pirénio,
prepararam-se trés extratos, utilizando-se solventes de polaridades
crescentes: hexano, acetato de etila e metanol. Os tratamentos adicionais
consistiram do uso de cada solvente puro e da dgua destilada.

O preparo dos extratos foi realizado a partir da metodologia proposta
por Escudero et al. (2000) e Fernandes (2008), com algumas modificagdes.

Inicialmente, o endocarpo e o endosperma foram pesados em uma
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quantidade de 100 g cada um e foram macerados separadamente, em
cadinho de porcelana. A proporgcao do material utilizado foi de 1:5 g/v. Apos o
preparo, os extratos foram mantidos em refrigerador e acondicionados em
frascos escuros por 24 horas, sendo, em seguida, a solugéo filtrada com
papel filtro Whatman n° 1. Todo esse preparo foi realizado sob a protecédo de
luz.

Nos bioensaios, foram utilizadas sementes de alface (Lactuca sativa
cv. capitata.), conforme metodologia prescrita pelas Regras de Andlise de
Sementes (BRASIL, 2009). Os gerboxes foram previamente desinfestados,
com hipoclorito de sédio a 2% e o papel germinativo ou mata borrdo,
autoclavado por 20 minutos. Foram distribuidos dois papéis por caixa,
colocando-se 3,0 mL de cada extrato sobre estes. Decorrido o tempo de 24
horas, para a total evaporacdo dos solventes, foram adicionados 3,0 mL de
agua destilada em cada caixa e, ap0s a secagem do papel, distribuiram-se
as sementes de alface no gerbox, aplicando-se, em seguida, uma rega com
agua destilada, na proporcao de 2,5 vezes e meio o0 peso do papel seco. As
caixas foram levadas para germinador em estufa BOD e mantidas a uma
temperatura constante de 25°C, na auséncia de luz.

As seguintes caracteristicas foram avaliadas: porcentagem e indice de
velocidade de germinagdao (MAGUIRE, 1962). Apds sete dias, foram
determinados: a massa fresca e seca, o comprimento do hipocoétilo e da
radicula. Diariamente, as sementes de alface foram analisadas, sendo
consideradas germinadas aquelas que apresentaram protrusdo (emisséo) de
estruturas essenciais das plantulas. Para obter a massa seca, as estruturas
foram pesadas e postas para secar em estufa com circulacdo de ar a uma
temperatura de 65°C até atingirem peso constante, enquanto o comprimento
foi obtido com o auxilio de uma régua milimetrada.

Os niveis de pH dos extratos do endocarpo, utilizando como solventes
hexano, metanol e acetato de etila, foram: 4,8; 6,7 e 5,4, respectivamente e,
para o endosperma, com 0s mesmos solventes, foram: 6,7; 6,4 e 5,3,

respectivamente. Portanto, todos os extratos encontram-se em uma faixa
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adequada de pH para o processo germinativo, entre 4 e 10, conforme
Eberlein (1987).
Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias,

comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

2.2 ANALISE DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DOS EXTRATOS

Os extratos metandlicos, preparados conforme descricdo anterior
foram concentrados sob pressao reduzida em evaporador rotatério. Todas as
extracbes foram realizadas em ftriplicata e o rendimento da extragdo foi
expresso em porcentagem da massa de planta seca. Os extratos foram

derivatizados e analisados por CG-EM.

2.3 HIDROLISE ALCALINA

Em um frasco de fundo redondo (10 mL), foram colocadas 10 mg do
extrato obtido em diclorometano, seguidos por 1,8 mL de solugédo aquosa de
KOH (3,0 mol L-1) e por 0,2 mL de metanol. A mistura foi refluxada sob
atmosfera de nitrogénio, por uma hora. Em seguida, foi resfriada até
temperatura ambiente, acidificada com solugdo aquosa de HCI (3,0 mol L-1)
até pH~2 e extraida com diclorometano (3,0 x 10 mL). Os extratos orgénicos
combinados foram secados com MgSO4 anidro. Apds filtraga@o, o solvente foi

completamente removido sob presséo reduzida em evaporador rotatério.
2.4 DERIVATIZACAO

Aliquotas (2,0 mg) dos extratos foram pesadas em um vidro
internamente cdnico e, em seguida, dissolvidas em 60 pL de piridina e 100 pL
de (N,O-bis (trimetilsilil)-trifluoroacetamida) — BSTFA contendo 1% de
clorotrimetilsilano. A mistura reacional foi aquecida a 70°C, por 30 min. Da
solugao obtida, apenas 1 yL foi injetado no CG-EM.

As andlises foram realizadas no aparelho GC-MS PQ5050A, da marca
Shimadzu, utilizando coluna capilar de silica fundida DB-5 (5% de difenil e

95% dimetilsiloxano), com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro



interno e filme de 0,25 ym e hélio como gas de arraste. As condigbes
cromatograficas foram as seguintes: a temperatura do injetor foi de 290°C,
iniciando com 80°2C por 5 minutos, aumentando de 80°C a 290°C, na razao
de 4°C/min. A temperatura final permaneceu em 290°C, por 40 minutos. A
temperatura do detector e da interface do sistema CG-EM foi de 290°C. O
detector de massas operou com ionizagdo por impacto de elétrons de 70 eV
e varredura de massas de 30 a 600 m/z. A identificacdo dos componentes
dos extratos foi realizada por comparacdo dos espectiros de massas do
banco de dados do aparelho (Wiley 330.000), com dados da literatura.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 EFEITO DE SUBSTANCIAS INIBIDORAS

A interacdo entre as partes do pirénio e solventes foi significativa para
o comprimento da radicula e hipocoétilo, ndo se observando efeito na
porcentagem e no indice de velocidade germinagao, massa seca e fresca do
hipocétilo e radicula. Esses resultados corroboram os de Fernandes (2008),
para o coquinho-azedo, com relagdo as variaveis: porcentagem, indice de
velocidade de germinacdo, massa fresca do hipocétilo e radicula. Dessa
forma, os aleloquimicos podem ter influenciado o alongamento das partes e o
conteldo de agua, mas nao a incorporagao de massa seca. Outros trabalhos
também demonstram que extratos obtidos das folhas de cagaita (Eugenia
dysenterica), de Bothriochloa laguroides e o 6leo volatil de Artemisia scoparia
comprometeram o crescimento da radicula de gergelim, alface e das plantas
daninhas Cassia occidentalis e Parthenium hysterophorus (KAUR et al.,
2010; PINA et al.,, 2009; SCRIVANTI, 2010). Entretanto os resultados da
presente pesquisa contrastam os de Khan (1982b), de Merrow (2004) e de
Nazario (2006), que encontraram efeito negativo dos frutos de outras
palmeiras na germinagéo de sementes de alface, trigo, repolho roxo e pepino.
Porém Ferreira e BORGHETTI (2004) admitem que a germinacdo é menos
sensivel aos aleloquimicos, sendo mais perceptivel o seu efeito sobre o
crescimento das plantulas. Além disso, Chiapusio et al. (1997) ressaltam, que
apesar da porcentagem de germinacdo ser um indice muito utilizado, a
mesma nao evidencia outros aspectos do processo germinativo, por englobar
apenas resultados finais, ignorando atrasos ou periodos inativos de
germinacado durante o bioensaio.

Os seis extratos, contendo duas partes do pirénio e trés tipos de
solventes, quando comparados aos tratamentos adicionais influenciaram o
comprimento da radicula (TAB. 1). Esses resultados indicam uma atividade
alelopética presente nas partes do pirénio de coquinho-azedo. O extrato
metandlico do endosperma de B. capitata apresentou maior efeito inibitério

no crescimento da radicula, quando comparado aos demais extratos (TAB.
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2), indicando que, provavelmente, hd maior capacidade do solvente de retirar
do endosperma as substancias que podem apresentar efeito alelopatico.
Entretanto, quando se considera somente dentro de cada extrato, o hexanico
e o0 acetato de etila do endocarpo propiciaram menor comprimento da
radicula, quando comparados com a fragdo do endosperma, demonstrando a
capacidade dos diferentes solventes em extrair os aleloquimicos, conforme
as partes do pirénio. Em conformidade com Silva et al. (2009), a atividade
alelopética raramente é resultado de poucas substéncias, podendo ser
consequéncia da agado de varios compostos. Assim, o entendimento das
interrelagdes complica-se, pelo fato do mesmo composto influenciar varias
funcdes biolégicas e a mesma funcdo pode ser influenciada por mais de um

composto.

TABELA 1
Comprimento da radicula de alface (cm), em funcao dos seis extratos de
coquinho-azedo (demais tratamentos) x tratamentos adicionais. Montes

Claros, 2010
Fator x adicional Comprimento da radicula em (cm)
Demais tratamentos 1,475 B
Adicionais 1,968 A
CV% 19,49

Fonte: Da autora
Nota: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste tukey a 5%.

TABELA 2
Comprimento da radicula de alface (cm), em fun¢ao das partes do
pirénio de coquinho-azedo e solventes. Montes Claros, 2010

Solventes
PF Hexano Metanol Acetato etila
Endocarpo 1,550 Ab 1,325 Aa 1,350 Ab
Endosperma 1,900 Aa 1,000 Bb 1,725 Aa

CV% 13,29

Fonte: Da autora
Nota: médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna
nao diferem entre si pelo teste tukey a 5%.
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Semelhante aos resultados obtidos com o comprimento da radicula,
houve diferenca estatistica para o tamanho do hipocétilo dos seis extratos,
em relacdo aos tratamentos adicionais (TAB. 3). Ainda em relagdo ao
hipocétilo, na interagao dos solventes com as partes do pirénio, observou-se
que o extrato metandlico com endocarpo diferiu estatisticamente sobre todos
0s outros tratamentos, limitando o desenvolvimento da parte aérea das
plantulas de alface (TAB. 4).

TABELA 3
Comprimento do hipocoétilo de alface (cm), em fun¢cao dos extratos de
coquinho-azedo (demais tratamentos) aos tratamentos adicionais.
Montes Claros, 2010

Fator x Adicional Comprimento do hipocoétilo (cm)
Demais tratamentos 4912 B
Adicional 5412 A
CV% 9,47

Fonte: Da autora
Nota: médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste tukey a 5%.

TABELA 4
Comprimento do hipocoétilo de alface (cm), em funcéo das partes do
pirénio de coquinho-azedo e solventes. Montes Claros, 2010

Solventes
PF Hexano Metanol Acetato etila
Endocarpo 5,35Aa 4,25Bb 5,05Aa
Endosperma 4,95Aa 5,15Aa 4,72Aa
CV% 8,16 8,16 8,16

Fonte: Da autora
Nota: médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e mindscula na coluna
nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.
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A resposta desse menor crescimento radicular e do hipocétilo pode
estar ligada a presenca de determinados metabdlitos, que influenciam no
transporte polar de auxinas, levando a um desequilibrio nos niveis desse
horménio vegetal (LEVIZOU et al., 2002; TAYLOR; GROTEWOLD, 2005;
WEIR et al., 2004). Além disso, os aleloquimicos também comprometem o
crescimento das plantulas, atuando na sintese de &cido nucleicos e
proteinas, na quantidade de oxigénio que chega ao embrido, na
permeabilidade das membranas e na inibicdo da fotossintese (WEIR et al.,
2004).

3.2 ANALISE DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DOS EXTRATOS

Os extratos que mais comprometeram o crescimento de plantulas, no
caso, os metandlicos, foram caracterizados quimicamente, visando a verificar
a presenca de substancias descritas na literatura com potencial alelopatico.

O extrato metandlico do endocarpo revelou a presenga de esteroides,
de ésteres graxos, de carboidratos, de alcoois alifaticos e de &acidos graxos
livres (GRAF. 1). Os acidos e ésteres graxos foram os constituintes quimicos
identificados em maior quantidade e representam juntos aproximadamente
86,0 % em massa. Destacam-se os compostos 6 (hexadecanoato de metila -
28,7%) e 10 ((2)-octadec-9-enato de metila - 34,8%) (GRAF. 2 e TAB. 5).
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GRAFICO 1 - Principais classes de compostos presentes no extrato metandlico do
endocarpo de coquinho-azedo. Montes Claros, 2010.
Fonte: Da autora
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GRAFICO 2 - Cromatograma de ions totais do extrato metanélico do endocarpo de
coquinho-azedo.
Fonte: Da autora

Nota: Os nameros dos picos referem-se aos compostos da TAB. 5. Montes Claros,
2010.
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TABELA 5
Constituintes quimicos identificados no extrato metandlico do
endocarpo de coquinho-azedo. Os numeros referem-se aos picos do
cromatograma do GRAF. 2. Montes Claros, 2010

Pico RT Identificacdo Area %
1 13,28 nao identificado 1,94
2 14,60  glicerol 5,59
3 21,89  acido butanodioico 1,39
4 31,43 carboidrato 1,86
5 31,81 acido tetradecanoico 0,71
6 33,92 hexadecanoato de metila 28,7
7 36,12  glicopiranose 0,73
8 36,81  acido hexadecanoico 5,08
9 37,94 (9Z122)-octadeca-9,12-dienato de metila 1,72
10 38,25 (Z)-octadec-9-enato de metila 34,8
11 38,56 inositol 0,93
12 38,69 octadecanoato de metila 3,57
13 39,35 octadecan-1-ol 0,43
14 39,50 ndo identificado 0,7
15 40,63 &cido (9Z,122)-octadeca-9,12-dienoico 1,31
16 40,79  &cido (2)-octadec-9-enoico 6,59
17 41,32  4cido octadecanoico 1,67
18 43,13 eicosanoato de metila 0,4
19 63,67 estigmasterol 1,82

Fonte: Da autora
Nota: RT Tempo de retencdo (min.).

No extrato metanoélico do endosperma, antes da hidrélise, foi verificada
a presenga de acidos graxos livres, de ésteres graxos e de carboidratos. Os
carboidratos foram os constituintes quimicos identificados em maior
quantidade, representando 39,3% em massa. Devido ao elevado numero de
compostos nao identificados, esse extrato foi submetido a hidrélise alcalina.
Apds hidrélise, observou-se a presenca de acidos graxos, de ésteres e de
esterodis (GRAF. 3). Foram detectados 21 compostos, sendo identificados 18,
representando 85,7% das substancias (GRAF. 4). Os acidos graxos foram os

constituintes quimicos identificados em maior quantidade, representando
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71,09% em massa, com destaque para o acido dodecanoico, 33,55% e a
mistura dos acidos (Z2)-octadec-9-enoico/(9Z,122)-octadeca-9,12-dienoico
10,20% (TAB. 6).
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GRAFICO 3 - Principais classes de compostos presentes no extrato metanélico do
endosperma de coquinho-azedo, apos a hidrélise. Montes Claros, 2010.
Fonte: Da autora
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GRAFICO 4 - Cromatograma de fons totais do extrato metanélico do endosperma,
antes e depois da hidrdlise alcalina.
Fonte: Da autora

Nota: Os numeros dos picos referem-se aos compostos da TAB. 6. Montes Claros,
2010.



TABELA 6
Constituintes quimicos encontrados no extrato metandlico do
endosperma, antes (AH) e depois (DH) da hidrdlise alcalina. Montes

Claros, 2010
(Continua)
Area relativa
Pico TR Identificacao (%)
AH DH
1 8,74 Octanoato de metila 1,65
2 13,92 Acido octanoico 6,85
3 14,58 Gilicerol 1,07 0,20
4 15,88 Decanoato de metila 3,45
5 18,08 Nao identificado 0,01
6 20,55 Acido decanoico 8,67
7 22,48 Dodecanoato de metila 1,08 14,3
8 23,30 Na&o identificado 0,12
9 24,12 Carboidrato ndo identificado 1,21
10 24,36 Carboidrato ndo identificado 1,17
11 25,16 1,2,3-Triidroxibenzeno 1,08
12 25,71 Carboidrato n&o identificado 4,60
13 25,93 Carboidrato nio identificado 3,89
14 26,91 Acido dodecanoico 33,5
15 28,20 Nao identificado 0,90
16 28,42 Levoglucosano 1,73
17 28,44 Tetradecanoato de metila 3,01
18 31,91 Acido tetradecanoico 6,92
19 33,69 Hexadecanoato de metila 1,26
20 33,73 Glicopiranose 0,77
21 34,05 Galactopiranose 0,35
22 34,91 Glucitol 0,53
23 36,12 Glicopiranose 0,73
24 36,77 Acido hexadecanoico 0,38 3,09
25 37,17 Inositol 0,59
26 37,83 (9Z,122)-Octadeca-9,12-dienoato de metila 0,55
27 38,05 (2)-Octadeca-9-enoato de metila 4,28
28 38,05 Nao identificado 0,35
29 38,55 Inositol 0,44
30 38,55 Octadecanoato de metila 0,78
31 38,98 Hidrocarboneto nédo identificado 0,36
32 40,75 (2)-Acido octadec-9-enoico/(92,122)-4cido 070 102

Qctadeca-9,1 2-dienoico
33 41,32 Acido octadecanoico 0,53 1,82



TABELA 6
Constituintes quimicos encontrados no extrato metandlico do
endosperma, antes (AH) e depois (DH) da hidrdlise alcalina. Montes

Claros, 2010
(Continuagéo)
Area relativa
Pico TR Identificacao (%)
AH DH
34 50,72 Carboidrato nao identificado 22,4
35 51,55 Nao identificado 0,94
36 52,00 Nao identificado 0,98
37 52,71 Esteroide nao identificado 0,26
38 62,95 Nao identificado 2,95
39 63,70  B-sitosterol 1,13 0,44
40 65,20 Cicloartenol 0,23
41 69,34 N&o identificado 9,08
42 69,57 Nao identificado 1,90
43 79,00 Nao identificado 23,93
44 92,32 Nao identificado 5,08
45 92,96 Nao identificado 3,2
46 112,79 Nao identificado 6,03

Fonte: Da autora

Os é&cidos hexadecanoico, octadecanoico, tetradecanoico e (92,122)-
octadeca-9,12-dienoico, dodecanoico, decanoico, detectados nesses
extratos, foram encontrados por Faria et al. (2008a), no endosperma das
sementes de coquinho-azedo. Com relagdo aos acidos dodecanoico e
decanoico, os valores observados por esses Ultimos autores sao
semelhantes aos encontrados nesta pesquisa. Além desses acidos graxos, a
presente pesquisa revelou a presenga do acido butanodioico, que ainda néo
foi registrado para essa espécie.

Nos extratos do coquinho-azedo, foram verificados compostos
descritos com potencial alelopético, inibindo a germinacao e o crescimento da
raiz e parte aérea em plantas daninhas e cultivadas. Essas substancias séo
0s ésteres (Z2)-octadec-9-enoato de metila, hexadecanoato de metila,
octadecanoato de metila e os acidos hexadecanoico, octadecanoico,
tetradecanoico, (92, 122) - octadeca-9,12-dienoico, (572, 82, 112, 142, 172) -



icosa - 5, 8, 11, 14, 17 - pentaenoico, (4Z,7Z,10Z,132,16Z,192)-docosa-
4,7,10,13,16,19-hexaenoico, dodecanoico e (2)-octadec-9-enoico
(ALSAADAWI et al., 1983; MARTINS et al., 2010; OLIVA, 2006; PASSOS et
al., 2010; RIFFLE et al., 1991).

Ja os acidos dodecanoico, butanodioico, (Z2)-octadec-9-enoico,
(9Z,122)-octadeca-9,12-dienoico, (9Z,122,152)-octadeca-9,12,15-trienoico e
hexadecanoico possuem atividade bactericida e protozoaricida, além de
inibirem o crescimento de algas (WU et al., 2006; YABUUCHI et al., 2006;
YANG et al., 2007).

Os ésteres graxos atuam de forma alelopatica, favorecendo o estresse
oxidativo e o extravasamento de eletrélitos, propiciados por alteragcdes na
permeabilidade das membranas celulares, além de levar a redugdo do teor
de clorofila a e b e comprometimento a taxa de transporte de elétrons
(OLIVA, 2006). Ja os acidos graxos podem comprometer a permeabilidade
das membranas, causando liberagdo de grandes quantidades de K* da célula
(PRINCE et al., 2008; WU et al., 2006). Para Martins et al. (2010), a presenca
de moléculas hidrofébicas, tais como os triacilglicerideos, podem dificultar a
embebi¢cdo das sementes, formando uma barreira na entrada de agua e
interferindo na germinacdo das sementes.

A maioria dos acidos graxos e ésteres graxos mencionados na
literatura com potencial para atividade alelopatica, a excecao de
(9Z,122,152)-octadeca-9,12,15-trienoico, (52,82,11Z2,14217 2)-icosa-
5,8,11,14,17-pentaenoico e (42,72102,132,162Z,19.2)-docosa-
4,7,10,13,16,19-hexaenoico, foram detectados em extratos metandlicos do
endosperma e endocarpo das sementes do coquinho-azedo. Porém, dentre
essas substancias, destacam-se (Z)-octadec-9-enoato de metila,
dodecanoico, hexadecanoato de metila, tetradecanoico, (Z)-octadec-9-
enoico, hexadecanoico, (9Z,122)-octadeca-9,12-dienocico, por serem
encontradas em maior quantidade nos exiratos e consideradas como
inibidores de germinagdo e do crescimento de plantulas em vegetais
superiores (ALSAADAWI et al.,, 1983; MARTINS et al., 2010; OLIVA, 2006;
PASSOS et al, 2010; RIFFLE et al, 1991). Vale ressaltar que outras
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substancias presentes nesses extratos podem também ter essa acao,
considerando que a fitotoxidade dos aleloquimicos pode ser influenciada por
diversos fatores, como a espécie vegetal, o clima, o tipo de substrato, os
microrganismos e o 6rgao das plantas em que atuam (KHAN, 1982a; OLIVA,
2006; PASSOS et al., 2010; PINA et al., 2009; WEIR et al., 2004).
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4 CONCLUSAO

A germinagéo, o indice de velocidade de germinagdo e a massa fresca
e seca do hipocétilo e da radicula ndo foram influenciados por nenhum dos
extratos.

Os extratos metandlicos do endosperma e do endocarpo foram os que
mais comprometeram o desenvolvimento radicular e do hipocétilo das
plantulas de alface, respectivamente;

Nos extratos hexanico e de acetato de etila, o0 endocarpo inibiu mais o
desenvolvimento radicular do que o endosperma.

Os ésteres (Z)-octadec-9-enoato de metila, hexadecanoato de metila e
0s acidos dodecanoico, tetradecanoico, (Z)-octadec-9-enoico,
hexadecanoico, (9Z,122)-octadeca-9,12-diencico foram as principais

substancias encontradas nos extratos com potencial alelopatico.
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CAI}I’TULO 3 - MORFOANATOMIA DE EMBRIOES ZIGOTICOS E DE
PLANTULAS DE Butia capitata (Mart.) Becc. (Arecaceae)

RESUMO

O coquinho-azedo, palmeira nativa do cerrado, apresenta baixa taxa de
germinacao, em fungéo da dorméncia das suas sementes. Objetivou-se, com
esta pesquisa, caracterizar, morfoanatomicamente, o embrido zigético de
coquinho-azedo, relacionando-o & dorméncia morfoldgica, além de descrever
aspectos indicativos da germinagdo e do desenvolvimento de plantulas.
Sementes e embrides obtidos de frutos maduros foram cultivados em
canteiros e in vitro, sendo avaliados morfoanatomicamente, ao longo do
tempo. No momento da dispersdo, os embrides de coquinho-azedo
apresentam formato conico, plimula e eixo hipocétilo-radicula e os
meristemas primarios: protoderme, meristema fundamental e procambio. Na
regido distal, observa-se o haustorio, que se encontra no terco final do
cotilédone, com corddes procambiais se distribuindo perifericamente. No
cultivo in vitro, verifica-se, no segundo dia, o desenvolvimento do eixo
vegetativo, com o aumento no volume das células, alongamento do eixo
embriondrio e inicio de diferenciacdo do primeiro eofilo. Do segundo ao
quinto dia, observa-se o alongamento do peciolo cotiledonar, com a
diferenciagdo do parénquima. No oitavo dia, ocorre a protrusao da raiz e,
entre o décimo-segundo e o décimo-sexto, as bainhas sado emitidas e o
haustério sofre atrofia. Em canteiro, o intumescimento do embrido desloca o
opérculo, culminando com a emisséo do peciolo cotiledonar, que forma uma
estrutura aguda, por onde ocorre a protrusdo da raiz e emissao das bainhas.
Posteriormente a emissao da segunda bainha, surgem o primeiro ecfilo e as
raizes laterais. Conclui-se que, a partir do segundo dia de cultivo, é possivel
verificar alteragbes anatdbmicas no eixo embrionario € que a dorméncia
morfoldgica néo é o fator preponderante para as baixas taxas de germinagéao
do coquinho-azedo.

Palavras-chave: Coquinho-azedo. Meio de cultivo. Dorméncia morfolégica.
Germinagao. Palmae.
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CHAPTER 3 - MORPHOANATOMY OF ZYGOTIC EMBRYOS AND
SEEDLINGS OF Butia capitata (Mart.) Becc. (Arecaceae)

ABSTRACT

Coquinho-azedo, palm tree native to the cerrado presents a low germination
rate, due to dormancy of its seeds. The objective of this research is, to
characterize, morph-anatomically, the zygotic embryo of coquinho-azedo,
relating it to the morphological dormancy, besides to describe aspects
indicative of germination and seedling development. Seeds and embryos
obtained from ripe fruits were grown in bed and in vitro, being evaluated
morph-anatomically over time. At the time of dispersal, the embryos of
coquinho-azedo presented conical shape, plumule and axis radicle-hypocotyl
and the primary meristems: protoderm, meristem fundamental and
procambium. In the distal region, observes the haustorium, which is in the
final third of the cotyledon, with procambium cords distributing themselves
peripherally. In vitro cultivation, verify on the second day, the development of
the vegetative axis, with the increase in the volume of cells, embryonic axis
elongation and beginning of differentiation of the first eophyll. From second to
fifth day, it is observed the lengthening of cotyledonary petiole, with the
differentiation of the parenchyma. On the eighth day, the root protrusion
occurs and, between the twelfth and sixteenth, the sheaths are issued and the
haustorium undergoes atrophy. In bed, the swelling of the embryo shifts the
operculum, culminating in the emission of the cotyledon petiole, which forms
an acute structure, for where occurs the protrusion of root and emission the
sheaths. Subsequently to the emission of the second sheath, the first eophyll
arise and the secondary roots. We conclude that, from the second day of
cultivation, it is possible to verify anatomic changes in the embryonic axis and
that the morphological dormancy is not the predominant factor for the low
germination rates of the coquinho-azedo.

Keywords: Coquinho-azedo. Means of cultivation. Morphological dormancy.
Germination. Palmae.
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1 INTRODUGAO

Varias espécies vegetais do cerrado vém sofrendo com o constante
desmatamento, a expansao das fronteiras agricolas e o extrativismo intenso
(MACHADO et al., 2004). Algumas dessas sdo endémicas e restritas a
determinados tipos de fitofisionomias, correndo o risco de serem extintas.
Nesse sentido, sdo importantes as iniciativas relacionadas a produgao de
mudas, visando a conservagao e a recuperag¢ao de germoplasma ou mesmo
cultivo comercial (FERNANDES, 2008). Entretanto muitas espécies do
cerrado apresentam dorméncia das sementes, o que leva a uma germinagao
tardia e irregular. A dorméncia pode ser devido a fatores endogenos, ligados
a processos fisiolégicos e a maturidade do embrido ou a fatores exdgenos,
quando a estrutura que envolve as sementes compromete a embebicdo ou
possui substancias que as inibem (FERREIRA; BORGHETTI, 2004; FINCH-
SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006).

O coquinho-azedo [Butia capitata Mart. (Becc.)] € uma palmeira
encontrada somente nos cerrados de Minas Gerais, Goias e Bahia (LORENZI
et al., 2010), onde ocorre ampla utilizacao de seus frutos pelas comunidades
locais na forma in natura e para confecgao de sucos, de licores e de sorvetes.
A espécie possui dorméncia seminal, o que resulta em germinacao
desuniforme, lenta e em baixas taxas, limitando a produgdo de mudas e a
regeneracdo natural dessa espécie (FERNANDES, 2008; MOURA, 2008).
Em plantas que apresentam alto nivel de dorméncia, o cultivo in vitro de
embrides € uma técnica bem sucedida, pois propicia vantagens sobre os
métodos convencionais de propagacdo, possibilitando germinacdo mais
rapida e uniforme e a obtencdo, em curto espagco de tempo e em qualquer
época do ano, de um grande numero de plantas (DANTAS et al., 2002).

Uma causa de dorméncia pouco estudada, atribuida as palmeiras
refere-se ao estado de maturagédo do embrido, o qual pode retardar o inicio
da germinacgéo, devido ao tempo adicional necessario para que esse esteja
totalmente diferenciado (OROZCO-SEGOVIA, 2003). Estudos sobre a
estrutura de embrides de palmeiras sdo escassos e restritos a poucas
espécies (PANZA et al., 2004). Alguns trabalhos realizados por DeMason e
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Thomson (1981); DeMason (1988) e Panza et al. (2004) discutem as
caracteristicas estruturais dos tecidos do embrido de Euterpe edulis, Phoenix
dactylifera e Washingtonia filifera. Nesses estudos, protoderme, meristema
fundamental e procambio foram distinguidos nos embriées que apresentam
eixo embrionario com grau varidvel de diferenciagédo, podendo-se reconhecer
a plumula e o polo radicular mais ou menos desenvolvido. Haccius e Philip
(1979) sugeriram o termo “diferenciagcdo do embrido em longo prazo", pois a
diferenciagdo do polo radicular de embrides de Cocos nucifera é
relativamente tardia, tornando-se reconhecivel apenas no momento do
crescimento do primeiro primérdio plumular. Os estudos morfoanatémicos
sao limitados a poucas espécies de palmeiras, sendo que poucos sao 0s que
caracterizam a imaturidade do embrido e a relacionam a dorméncia
morfolégica (DEMASON, 1988; HACCIUS; PHILIP, 1979).

Destaca-se também a escassez de trabalhos descritivos de aspectos
morfoanatémicos do processo germinativo e das caracteristicas estruturais
das sementes de palmeiras (AGUIAR; MENDONCA, 2003; DEMASON, 1985;
DEMASON, 1988; DEMASON; THOMSON, 1981; PANZA et al., 2004). Para
a producdo de mudas, esses estudos sao necessarios, pois auxiliam na
compreensao de etapas posteriores a germinagéao, incluindo o crescimento e
0 estabelecimento das plantulas (OLIVEIRA, 1993). Além disso, por meio de
estudos morfoanatdmicos, € possivel fornecer subsidios para a interpretacéo
de testes de germinacgéao e tetrazélio (MENDONCA et al., 2008; RIBEIRO et
al, 2010; SILVA et al, 2006b). Assim, objetivou-se caracterizar,
morfoanatomicamente, o embrido zigético de coquinho-azedo, relacionando-o
a dorméncia morfoldgica, além de descrever aspectos indicativos da

germinagao e do desenvolvimento de plantulas.

52



2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado nos Laboratérios de Oleos e Biotecnologia
da Universidade Federal de Minas Gerais, Campus Montes Claros. As
amostras para analise de estrutura processadas no Laboratério de Anatomia
Vegetal da Universidade Federal de Minas Gerais, Campus Pampulha, MG,
Brasil.

Os frutos de coquinho-azedo foram obtidos de uma area de ocorréncia
natural dessa espécie, localizada em um cerrado sensu stricto, na
Comunidade de Abodboras, situada a 30 km ao sul do centro geografico do
municipio de Montes Claros-MG. Na ocasido, foram selecionados de trés a
quatro cachos da mesma planta com frutos maduros (exocarpo amarelado).
As amostras foram obtidas de trés plantas, retirando-se 100 frutos de cada
cacho. Os frutos foram conduzidos ao laboratério e despolpados
manualmente. Os pirénios (endocarpo + semente) foram lavados em agua
destilada e postos para secar a sombra em laboratério, a temperatura e
umidade ndo controlada. As sementes foram obtidas, retirando-se o

endocarpo, com o auxilio de uma turquesa.

2.1 OBTENGAO DOS EMBRIOES

Os embrides foram excisados, a partir de sementes desinfestadas, por
meio de lavagem em solugcao comercial de hipoclorito de sédio sem diluigao,
por 20 minutos, sendo, em seguida, lavadas por trés vezes em a&agua
destilada autoclavada. Em cémara de fluxo laminar, os embrides foram
colocados em agua destilada e, posteriormente, transferidos para solugao
comercial de hipoclorito de sédio 2,5%, por 10 minutos. Apds isso, esses
foram lavados por trés vezes em agua destilada, na qual os mesmos
permaneceram de uma a duas horas até a completa inoculagdo no meio de

cultura.
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2.2 CULTIVO IN VITRO

Foram inoculados 300 embrides em tubos de ensaio contendo 10 mL
de meio de cultura MS a 75% de concentracdo (MURASHIGE; SKOOG,
1962; RIBEIRO et al., 2010), suplementados com 6g. L' de &4gar, 3g. L de
carvdo ativado, 30g. L' de sacarose, 0,5mg. L de tiamina, 1mg. L de
piridoxina e 0,5mg. L de &cido nicotinico (RIBEIRO et al., 2010). O pH do
meio de cultura foi ajustado para 5,7 e, em seguida, submetido a esterilizagao
em autoclave, a 120°C, durante 15 minutos. As culturas foram mantidas em
camara de germinagdo BOD, a temperatura constante de 25°C, na auséncia
de luz.

2.3 ASPECTOS MORFOLOGICOS DE EMBRIOES E DESENVOLVIMENTO
INICIAL DAS PLANTULAS

Para a descrigdo morfolodgica dos embrides e plantulas, o material foi
fixado em intervalos de 0, 2, 5, 8, 12, 16, 26, 30 e 37 dias apds a inoculagao
em meio de cultura, sendo que os intervalos foram estabelecidos, a medida
que se notavam alteracdes morfolégicas evidentes. No momento de cada
coleta, foram mensurados o comprimento e o diametro do peciolo
cotiledonar, bainha, haustério e raiz. Em cada coleta, os embrides e as
plantulas foram fotografados, utilizando estereoscopio Primo Star Zeiss e
camera digital Cannon A-650/S, acoplada. A partir também do plantio de
sementes em canteiro, contendo como substrato o solo de cerrado, retiraram-
se, periodicamente, unidades representativas de cada fase de germinacao.
Complementarmente, foi descrita a sequéncia dos eventos morfolégicos da
germinacao das sementes de B. capitata em canteiro e em cultivo in vitro e,
posteriormente, ilustrada por meio de desenhos. Para as descricdes
morfolégicas, foram usadas as terminologias empregadas por Haccius e
Philip (1979), DeMason (1988), Panza et al. (2004) e Henderson (2006).
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2.4 ASPECTOS ANATOMICOS DE EMBRIOES E PLANTULAS

Para caracterizar, anatomicamente, o embrido de B. capitata, foram
tomadas amostras de 10 embrides, logo apdés o0 momento da coleta dos frutos
(tempo 0) e de plantulas, aos 2, 5, 8, 12 e 16 dias de inoculagédo, em meio de
cultura. O material foi fixado em FAA50 (JOHANSEN, 1940), por 24 horas,
com passagem em vacuo, desidratado em série etilica e estocado em etanol
70% (JENSEN, 1962). Parte das amostras foi incluida em metacrilato,
seguindo metodologia proposta por Paiva et al. (2011). Cortes transversais e
longitudinais (6 - 7 uym) foram obtidos em micrétomo rotativo e corados com
azul de toluidina 0,05%, em pH 6,8 (O’BRIEN et al., 1964) e montados entre
lamina e laminula com resina (Entellan®). As fotomicrografias foram obtidas
em microscopio éptico Zeiss Stemi 2000-C e estereomicroscéopio Primo Star

Zeiss, ambos com camera digital Cannon A-650/S, acoplada.
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3 RESULTADOS

3.1 ASPECTOS MORFOLOGICOS DE EMBRIOES E DESENVOLVIMENTO
INICIAL DAS PLANTULAS

No momento da dispersdo, o embrido possui aspecto conico, com a
extremidade distal mais afilada, apresentando coloragdo branca e brilhante,
localizada internamente em relacdo a semente correspondente ao haustorio.
A regidao proximal possui coloragdo amarelada, localizada perifericamente
(FIG. 1A). Em meio de cultivo, observa-se que, nos primeiros cinco dias,
ocorre o intumescimento da regido proximal e aumento em comprimento e
espessura do peciolo cotiledonar (FIG 1B), que passa de 3,74mm para
4,23mm de comprimento (GRAF. 1) e de 1,2mm de diametro para 1,4mm
(GRAF. 2). Aos oito dias, ha aumento pronunciado do comprimento do
peciolo cotiledonar. Ainda se verifica, no inicio, rompimento da superficie na
regido proximal do cotilédone, favorecendo a protrusdo da raiz. Nota-se
coloragdo escura nessa regido (FIG. 1C). Aos 12 dias, observa-se o
rompimento total da base da regido proximal e a raiz em expansao e, ainda,
adjacente a essa regido, uma pequena elevagcdo das camadas superficiais,
por onde, entre 12 e 16 dias, emerge a primeira bainha (FIG. 1D). Na porgcéao
haustorial, é verificada a presenca de uma camada escura na regiao que liga
essa estrutura ao peciolo cotiledonar, indicando a degeneragcdo das suas
células. A partir dos 16 dias, ja sdo bem nitidas a raiz e a primeira bainha,
respectivamente, com 5,3 e 3,1mm de comprimento (GRAF. 1), enquanto o
haustério ja se encontra em estadio bem avangado de atrofia (FIG. 1E). Dos
16 aos 37 dias, observa-se o desenvolvimento das bainhas foliares, as quais
tiveram um acréscimo de 9,4mm de comprimento (GRAF. 1) e 0,54mm de
didmetro no periodo (GRAF. 1), enquanto, na raiz, os incrementos sao de
3mm de comprimento (GRAF. 1) e 0,68mm de didametro (GRAF. 2). Ap6s os
50 dias, a plantula apresenta o primeiro eofilo, com formato lanceolado e
nervacao paralelinérvia, ocorrendo, ainda, a expansao do limbo foliar e da
raiz (FIG. 1G).
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FIGURA 1 — Embriao e plantulas de Butia capitata in vitro:

A) embrido no momento da inoculagdo no meio de cultivo; (B) cinco dias de cultivo:
intumescimento da regido proximal; (C) oito dias: inicio do rompimento da base e
protrusdo da raiz; (D) doze dias de cultivo: ruptura total da regido proximal, expansao
da raiz e atrofia do haustério; (E) plantula aos 16 dias: emissao da primeira bainha e
raiz nitida; (F) trinta dias de cultivo: emissdo da segunda bainha; (G) apds 50 dias:
plantula com primeiro eofilo.

Fonte: Da autora

Nota: b1: primeira bainha; b2: segunda bainha; eo1: primeiro eofilo; ha: haustério; pc,:
peciolo cotiledonar; rp: raiz primaria.
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GRAFICO 5 - Crescimento em comprimento das partes da plantula de coquinho-
azedo até os 37 dias de cultivo in vitro, Montes Claros, 2010
Fonte: Da autora
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GRAFICO 6 — Crescimento em diametro das partes da plantula de coquinho-azedo
até os 37 dias de cultivo in vitro, Montes Claros, 2010.
Fonte: Da autora



O pirénio de B. capitata possui formato oval e é composto por
endocarpo rigido, lenhoso e lignificado, de coloragdo marrom enegrecida,
apresentando trés poros germinativos (FIG. 2A). Nas sementes em canteiro,
0 processo germinativo tem inicio com o intumescimento da semente e a
abertura do opérculo. O opérculo, no momento da protrusao, é pressionado e
deslocado, culminando com a emergéncia do peciolo cotiledonar, sendo que,
apés, ocorre o intumescimento do peciolo cotiledonar e inicio da protruséo da
raiz priméaria (FIG. 2B). O peciolo cotiledonar alonga-se de 8 a 12 mm,
dilatando a sua base em uma estrutura aguda, sendo que, na porgao inferior
dessa estrutura, ocorre a protruséo da raiz primaria e, do lado oposto, por
meio da abertura da fenda cotiledonar, emerge a primeira bainha (FIG. 2C).
Em seguida, ocorre a emissdo da segunda bainha, seguida do eofilo e,
concomitantemente, hd o surgimento de raizes laterais (FIG. 2D). Por fim, o
eofilo apresenta-se simples, lanceolado, com venacgéo paralela, composta por

nervuras largas, dispostas longitudinalmente (FIG. 2E).
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FIGURA 2 — Pirénio e plantulas de Butia capitata, germinados em canteiro:

(A) pirénio, destacando-se poro germinativo; (B) protrusdo do peciolo cotiledonar; (C)
expansdo do peciolo cotiledonar; (D) plantula com primeira e segunda bainhas e
emissao do primeiro eofilo e raizes laterais; (E) expansao do limbo foliar e raizes.
Fonte: Da autora

Nota: b1: primeira bainha; b2: segunda bainha; eo1: primeiro eofilo; pc: peciolo
cotiledonar; pg: poro germinativo; rl: raiz lateral; rp: raiz primaria.

3.2 ASPECTOS ANATOMICOS DO EMBRIAO

O embrido de B. capitata esté inserido em uma semente que apresenta
formato alongado. O endosperma ocupa quase toda a cavidade da semente,
€ denso e rigido, com coloragdo esbranquicada e brilhante. O embrido é
basal e estd inserido na regido dorsal da semente; possui um Udnico
cotilédone, com formato cdnico e possui, em média, 3,7mm de comprimento
e 1,2mm de diametro (FIG. 3A). E possivel identificar, morfologicamente,
duas regides: uma por¢do mais alargada, correspondente a regido proximal,
e a porcao afilada, que corresponde a regido distal. Na porcao proximal do
embrido, esta inserido o eixo embrionario, que é curvo, obliquo, em relagao
ao eixo do cotilédone, no qual se distinguem a plimula e o eixo hipocotilo-
radicula. J& a regiao distal constitui o haustério (FIG. 3B).

A plumula esta alojada dentro de uma cavidade proximal no cotilédone,

formada pela ligula. E constituida por dois primérdios foliares (bainhas) e um
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promeristema de formato semicircular, com células pequenas, em relagéao as
demais, isodiamétricas, densas e com nucleos volumosos (FIG. 3B-D). A
cavidade e a primeira bainha sdo revestidas por protoderme uniestratificada,
de células cuboides. As bainhas foliares apresentam meristema fundamental
e corddes procambiais distintos. O eixo hipocétilo-radicula apresenta-se
menos diferenciado que a plumula, pois nado apresenta protoderme,
consistindo do promeristema radicular, formado por poucas células densas e
isodiamétricas, meristema fundamental e procambio (FIG. 3C).

No cotilédone, distinguem-se a protoderme, o meristema fundamental
e o procambio. As células da protoderme, em secédo transversal, possuem
contorno retangular, alongadas radialmente, principalmente na regido distal,
ou seja, no haustério (FIG. 3D-F). Na porcao proximal do cotilédone, observa-
se uma fenda perpendicular ao eixo embrionario (FIG. 3D). As células do
meristema fundamental sdo mais volumosas que as demais e isodiamétricas,
sendo maiores na regido central e na regido distal do cotilédone, em relagao
as células localizadas na porgao proximal e mais perifericamente (FIG. 3D-F).
As células procambiais sdo estreitas e alongadas no sentido longitudinal. O
sistema vascular é definido como um conjunto de corddes procambiais, que
se formam a partir de tragos emitidos pelo eixo embrionario na regidao do né
cotiledonar (FIG. 3B-D). Tragos emitidos em diregdo a extremidade proximal
do embrido formam nove a dez corddes procambiais, que vascularizam a
ligula, circundando a plumula (FIG. 3D). Tracos emitidos em dire¢do a regiao
distal do embrido originam cerca de 10 a 12 corddes (FIG. 3B-E), que se
ramificam e produzem 16 a 20 corddes procambiais na porcdo distal do
haustorio (FIG. 3F).
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FIGURA 3 — Estrutura do embriao de Butia capitata.

Seccdes longitudinais (A-C); secgbes transversais (D-F): (A) embrido inserido na
semente; (B) regides morfoldgicas do embrido; (C) eixo embrionério, destacando-se a
plumula e o eixo hipocotilo-radicula; (D) detalhe do cotilédone com a fenda cotiledonar
(seta branca). Notar a plumula, inserida na cavidade cotiledonar; (E) regido mediana
do peciolo cotiledonar; (F) haustorio.

Fonte: Da autora

Nota: b1: primeira bainha; b2: segunda bainha; cc: cavidade cotiledonar; em: embrido;
en: endosperma; ha: haustério; mf: meristema fundamental; pb: procambio; pd:
protoderme; pm: regido mediana do peciolo; pp: regido proximal do peciolo; pr:
promeristema radicular; te: tegumento; seta preta: cordao procambial).

3.3 ASPECTOS ANATOMICOS DAS PLANTULAS

No segundo dia de cultivo, houve o inicio do desenvolvimento do eixo
vegetativo (FIG. 4A). Ao longo do cotilédone, inicia-se a diferenciagdo da
epiderme com divisGes anticlinais, dando origem a células de nucleo mais
evidente. Na regidao proximal, entre a protoderme e o promeristema radicular,
destaca-se uma zona multisseriada de células achatadas de aspecto
comprimido (FIG. 4B), denominada regidao “M”. Externas a regido, ocorrem
camadas de células, que, por compressao, tornam-se achatadas, mantendo

nucleo volumoso e conteddo denso (FIG. 4C).
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No eixo hipocotilo-radicular, as células do meristema fundamental e do
procambio apresentam aumento de volume, o que caracteriza o inicio da
diferenciagdo do parénquima e do alongamento do eixo embrionario. Na
plumula, constata-se ligeiro aumento no volume das bainhas foliares, sendo
observadas alteragbes celulares semelhantes as do eixo hipocétilo-radicula,
paralelo, a que se nota o inicio da diferenciagéo do primeiro eofilo (FIG. 4D).
Na regidao mediana do peciolo cotiledonar, observam-se aumento de volume
e divisdes anticlinais, principalmente, nas células do meristema fundamental,
que ficam em posicdo central do cotilédone (FIG. 4E). Na regiao distal, na
zona periférica do haustério, ocorre intensa atividade mitética com divisées
periclinais semelhantes as ocorridas na regido proximal, originando novas
camadas de células. Os corddes procambiais apresentam alongamento e
células com parede ligeiramente mais delgada e nucleo menos evidente; ha
ocorréncia de uma faixa meristematica periférica (FIG. 4F).

Aos cinco dias, o0 eixo vegetativo apresenta-se mais diferenciado,
quando comparado a fase anterior (FIG. 5A). Na raiz, observam-se
alongamento e intensa atividade mitética no parénquima cortical e
promeristema (FIG. 5B). O grupo de células achatadas adjacente ao
promeristema radicular torna-se mais evidente e apresenta deposicdo de
compostos fendlicos, formando uma extensa faixa arqueada (FIG. 5B). O
apice caulinar possui grande atividade, observando-se divisdes celulares na
epiderme, procambio, meristema fundamental e promeristema. Na regido
mediana do peciolo cotiledonar, ocorre intensa atividade mitética, com
formacdo de células alongadas (FIG. 5C), em direcdo a extremidade do
cotilédone; inicia-se o processo de diferenciacdo de procambio, formando-se
elementos traqueais mais precoces e também elementos crivados (FIG. 5D).
Na regido distal, o haustdrio ndo apresenta modificagbes, em relacdo a fase
anterior (FIG. 5E).

No oitavo dia de cultivo, observa-se o inicio da diferenciacdo da coifa
(FIG. 5F). A faixa de células com acumulo de compostos fendlicos, que se
situa adjacente a raiz, favorece a degeneracdo das camadas da extremidade

proximal do cotilédone. Essas camadas ficam pressionadas pela expansao
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da raiz e pelo alongamento da regido “M”, rompendo-se e descamando-se,
beneficiando a protrusdo da raiz (FIG. 5F). O apice caulinar tem forma mais
delineada, sendo a primeira e segunda bainha mais alongadas; o primeiro
foliolo do eofilo encontra-se em diferenciagdo. Nas bainhas, verifica-se a
diferenciagdo de procdmbio em elementos traqueais (FIG. 5G).
Concomitantemente, h& um pronunciado alongamento das células
parenquimaticas ao longo do cotilédone e a presenca de elementos traqueais
diferenciados, bem como o inicio de elementos crivados. Na regido distal, o

haustoério nao apresenta modificacdes, em relagao a fase anterior (FIG. 5H).
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FIGURA 4 — Estrutura da plantula de Butia capitata, apos dois dias de cultivo.
Secgdes longitudinais (A-B, D-F); secgdo transversal (C): (A) regido proximal,
destacando-se o eixo vegetativo; (B) detalhe da regido “M”; (C) detalhe do cotilédone
e plimula. Notar células densas préximas a protoderme; (D) eixo vegetativo,
destacando-se a plumula e porgdo de hipocotilo-radicula; (E) detalhes da regido
mediana do peciolo, mostrando séries de células formadas por divisdes anticlinais; (F)
haustorio, setas indicando faixa meristematica.

Fonte: Da autora

Nota: b1: primeira bainha; b2: segunda bainha; eo: eofilo em diferenciagcdo; mf:
meristema fundamental; pb: procambio; pd: protoderme; pr: promeristema radicular;
rm: regido “M”).
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FIGURA 5 — Estrutura da plantula de Butia capitata, apos cinco dias (A-E) e oito
dias (F-H) de cultivo (seccoes longitudinais):

(A) regido proximal, destacando-se o eixo vegetativo; (B) base do peciolo cotiledonar,
destacando-se a regidao “M”, com faixa fendlica e a raiz; (C) regido mediana do peciolo
cotiledonar, mostrando o parénquima diferenciado; (D) elementos crivados e traqueais
parcialmente diferenciados; (E) haustério; (F) regido proximal e mediana do peciolo,
destacando-se inicio do rompimento da regido “M” (setas), expondo a raiz; (G) apice
caulinar; (H) haustério.

Fonte: Da autora

Nota: bi1: primeira bainha; b2: segunda bainha; cx: cértex; eol: eofilo em
diferenciacéo; ep: epiderme; fl: floema; pa: parénquima; pm: promeristema; rm: regido
“M”; xi: xilema).
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No décimo segundo dia de cultivo, o primeiro eofilo ja é bem delineado
(FIG. 6A). No éapice caulinar, na primeira bainha, observa-se a formagéao de
numerosos idioblastos contento rafides (FIG. 6A e 6D). Ocorre ruptura total
da extremidade proximal do cotilédone (FIG. 6A). A coifa encontra-se
organizada; incidem idioblastos fendlicos no cértex da raiz, bem como, em
grande numero, nas camadas externas em descamacao (FIG. 6A e 6B). N
No peciolo cotiledonar, as células do parénquima, cada vez mais alongadas,
contribuem para a protrusdo do sistema radicular e a emissdo das bainhas,
além da presenga evidente de xilema e floema ao longo de todo o peciolo
(FIG. 6C). No haustorio, o processo de degeneracgao celular é intensificado,
por meio da deposi¢ao de compostos fenolicos, verificando o inicio de ruptura
dessa estrutura, sendo que as suas células apresentam aspecto
desorganizado (FIG. 6E).

Aos 16 dias de cultivo, verifica-se a expansdo da raiz, com tecido
cortical diferenciado e coifa proeminente. No apice caulinar, o segundo eofilo
inicia a sua diferenciagdo e ocorre aumento do numero de idioblastos
contendo rafides na primeira e segunda bainha. Em alguns pontos, ocorre
fusdo dos idioblastos, formando espagos (FIG. 6F). A regido do peciolo
cotiledonar prossegue em crescimento e, na regido haustorial, o processo de
degeneragao é mais evidente, ndo sendo mais presente a atividade da faixa

meristeméatica periférica (FIG. 6G).
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FIGURA 6 — Estrutura da plantula de Butia capitata apds doze (A-E) e dezesseis
dias (F-G) de cultivo.

Secgbes longitudinais (A-E, G); secgdo transversal (F): (A) regido proximal,
destacando-se a ruptura total da regido “M”, mostrando a plantula em
desenvolvimento; (B) raiz; (C) elementos crivados e traqueais diferenciados; (D)
idioblastos contendo rafides; (E) haustério em atrofia; (F) plantula com primeira e
segunda bainhas com rafides. Notar o primeiro eofilo em estadio avangado de
diferenciacéo e o inicio do segundo eofilo; (G) haustdrio em atrofia.

Fonte: Da autora
Nota: b1: primeira bainha; b2: segunda bainha; co: coifa; eo1: primeiro eofilo, eo2:

segundo eofilo em diferenciagao; ep: epiderme; fl: floema; If: idioblastos fendlicos; pa:
parénquima; ra: rafide; xi: xilema).
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4 DISCUSSAO

O intumescimento da regido proximal com o aumento em comprimento
e espessura dos embrides de B. capitata cultivados in vitro deve-se a
embebigdo, & ativagdo do metabolismo e ao inicio do processo germinativo.
Também na primeira semana de cultivo in vitro, a literatura destaca a
expansao da lamina cotiledonar e o intumescimento da regiao proximal de
embrides de acai (Euterpe oleracea) e tamara (Phoenix dactylifera),
verificados respectivamente por Ledo et al. (2001) e Costa e Aloufa (2006). A
protruséo da raiz primaria em outras espécies de palmeiras cultivadas in vitro,
como Astrocaryum ulei (PEREIRA et al., 2006) e E. oleraceae (LEDO et al.,
2001) também ocorre na segunda semana, semelhante ao coquinho-azedo.
Em P dactylifera, a protrusdo é mais tardia aos 32 dias (COSTA; ALOUFA,
2006). Do décimo sexto dia em diante, as alteracdes morfoldgicas
observadas nos embrides de B. capitata caracterizam-se apenas pelo
crescimento das estruturas ja formadas.

A germinagdo das sementes de B. capitata é do tipo remota
(MERROW, 2004); a ligula ndo se expande, no entanto o peciolo cotiledonar
se alonga, favorecendo o desenvolvimento da plantula mais afastado da
semente. Segundo Pinheiro (2002), a adaptagao de algumas palmeiras aos
habitats mais secos tem sido sugerida como uma pressdo de selegcao
preliminar da germinagao remota. A alocagao do eixo embriondrio abaixo da
superficie do solo seco, em camadas onde a umidade é mais adequada,
consistiria de uma vantagem ecoldgica, que favorece o desenvolvimento das
plantulas. A tendéncia é que a planta em desenvolvimento proteja o seu
ponto de crescimento das perturbagcdes da superficie do solo, tais como
incéndios, corte e menor umidade. Os dados, aqui obtidos para B. capitata,
corroboram essa interpretacdo, visto que a espécie é tipica de cerrado,
ambiente em que as condigbes citadas anteriormente sao usuais.

Demason (1988) agrupa os embrides em duas categorias: aqueles
com eixo embrionario paralelo ao cotilédone, como ocorre em P. dactylifera e
aqueles com o eixo embrionario em angulo obliquo, em relagdo ao

cotilédone, como verificado para B. capitata nesta pesquisa e para C.
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nucifera (HACCIUS; PHILIP, 1979), W. filifera (DEMASON, 1988), A. aculeata
(RIBEIRO et al., 2010), E. precatoria (AGUIAR; MENDONGA, 2003) e O.
minor (OLIVEIRA et al., 2010). Como caracteristica comum, distinguem-se,
no cotilédone das palmeiras, os trés tecidos meristematicos primarios:
protoderme, meristema fundamental e procadmbio (DEMASON, 1988;
DEMASON; THOMSON 1981; PANZA et al., 2004), além dos promeristemas
radicular e caulinar, os quais também foram observados em B. capitata.

O eixo embrionario das palmeiras é constituido pela plumula, que inclui
primérdios foliares, e eixo hipocétilo-radicula (PANZA et al., 2004). A plumula,
que esta alojada na cavidade cotiledonar, é formada por um promeristema e
um a trés primoérdios foliares, porém o mais comum é a presenca de dois
primoérdios foliares, primeira e segunda bainhas. Essas sdo revestidas pela
protoderme e apresentam corddes procambiais (AGUIAR; MENDONGA,
2003; OLIVEIRA et al., 2010), o que também foi detectado em B. capitata. O
eixo hipocatilo-radicula consiste de um grupo de células que se orienta em
posicdo oposta a plimula sendo, formado, na maior parte, por uma regiao
promeristematica e procambio. De acordo com Gatin (1906), o aspecto da
radicula, em algumas palmeiras, como em Phoenix canarienses,
Trachycarpus excelsa, Livistona australis e Licuala hdrrida, deriva da
ocorréncia de uma camada de células achatadas, denominada de regido "M”,
que delimita a regido radicular e a posicdo do peciolo cotiledonar. Em
B.capitata, a regiao “M” é observada, sendo constituida por um grupo de
células achatadas e de contorno retangular, as quais serdo descartadas
durante a emergéncia da raiz. Essa mesma regiao ja tinha sido descrita por
Martius (1823-1850), que a chamou de “zona hialina”. A regido “M” foi
relatada também por Haccius e Philip (1979) como um arco superficial de
células, verificado em cortes longitudinais, no embrido de C. nucifera. Assim,

no embrido maduro, a coifa consiste, essencialmente, de derivados dos
tecidos meristematicos primarios, descamando-se por toda a regido “M”.

A regido distal do embrido constitui o haustério. H4, no entanto,
dificuldades para se estabelecer o limite do haustério em embrides no

momento da dispersdo. Alguns autores sugerem coloracdo diferenciada no
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cotilédone como caracteristica para dividir as duas regides. Segundo Aguiar e
Mendonga (2003), em E. precatoria, a por¢do amarelo-esbranquicada
corresponde a regido proximal e a de cor branca-palida corresponde a regiao
distal. Em B. capitata, a distingdo entre regides parece ser realizada apenas
pelo inicio da distribuigdo periférica dos corddes procambiais, presente no
terco final do cotilédone, de modo que pode ser reconhecida
macroscopicamente. O numero de vezes que tais corddes se ramificam é
variavel entre as espécies de palmeiras. Em B. capitata, foram verificados de
oito a dez corddes iniciais, produzindo 16-20 ramificagdes procambiais,
diferindo do encontrado em P. sylvestris e L. chinensis, com a producao de 25
a 40 vertentes procambiais e de P. dactylifera, onde cada cordao se ramifica
de duas a trés vezes, produzindo cerca de 49 corddes procambiais
(DEMASON; THOMSON, 1981; KULKARNI; MAHABALE, 1974;
MAHABALE; BIRADAR, 1967).

No segundo dia de cultivo dos embrides de B.capitata, observam-se
algumas evidéncias que indicam a ocorréncia de germinagao, considerando o
conceito de Bewley e Black (1994): a germinagéo se inicia com a embebigéo
das sementes e termina com o alongamento do eixo embriondrio. Nessa
fase, ha um aumento de volume das células do meristema fundamental da
plumula e do eixo hipocétilo-radicula, apresentando uma intensa atividade
mitética e o inicio da formagdo do primeiro eofilo, além de um ligeiro
desenvolvimento da plumula.

A presenca de compostos fendlicos adjacentes a coifa tem sido citada
para o cotilédone de algumas palmeiras, em que células fendlicas formam
uma faixa cénica na regido proximal do embrido (PANZA et al., 2004;
SUGIMUMA; MURAKAMI, 1990). Entretanto a localizagdo desses é variavel,
em O. minor, encontram-se em células que circundam a regido plumular
(OLIVEIRA et al., 2010); ja em C. nucifera, em fase mais avangada do
processo germinativo, ao redor da coifa (HACCIUS; PHILIP, 1979). Esse fato
também foi observado para B. capitata, cuja presenca de compostos
fendlicos é mais pronunciada a partir dos 12 dias. Esses idioblastos fendlicos

podem atuar na protecdo contra ataques de patégenos diversos (WERKER,
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1997), protegendo a porgcdo radicular. Ainda esses compostos poderiam
contribuir com a protrusdo do sistema radicular.

Segundo Demason e Thomsom (1981), Aguiar e Mendonga (2002) e
Oliveira et al. (2010), o alongamento das células do parénquima na regido
proximal do peciolo cotiledonar é responsavel pela protrusdo do peciolo
cotiledonar, que é empurrado para fora das sementes. Em B. capitata, o
alongamento das células do parénquima do peciolo cotiledonar contribui para
que a plantula se desenvolva mais afastada da semente.

A diferenciacdo dos primeiros elementos traqueais em B. capitata
inicia-se nas areas em que o aporte de agua e solutos é indispensavel ao
alongamento e diferenciagao, né cotiledonar e regido mediana do cotilédone.
Em W. filifera, os feixes vasculares se diferenciam em direcdo a extremidade
do haustorio, em continuidade com o eixo da plantula, de modo que nédo ha
disjuncdo (DEMASON, 1984). Em P. dactylifera, os feixes vasculares se
desenvolvem basipetamente, devido ao alongamento do cotilédone,
resultando em descontinuidade na conexdo vascular entre o haustério e o
eixo vegetativo, o que resulta de uma atividade meristematica basal na
porcdo alongada do peciolo cotiledonar e da auséncia de elementos
traqueais ou diferenciados no embrido antes da germinagdo (DEMASON,
1988). Em B. capitata, a diferenciacdo dos tecidos vasculares mostra-se
distribuida, como em P. dactylifera. Em um primeiro momento, ha
necessidade da plantula por agua e solutos, sendo, portanto, de se esperar
que ocorra a diferenciacdo primeiramente dos elementos traqueais, ja que os
nutrientes necessarios a plantula sao fornecidos pelas reservas primarias do
cotilédone, podendo ser transferidos por via simplastica e entre as células
fundamentais, mesmo antes da diferenciagdo do floema. Esse descompasso
na diferenciacdo dos dois tecidos vasculares é usual, bem como a formacgéao
precoce do protoxilema.

O haustério de B. capitata ndo se expandiu em meio de cultivo, como
ocorre quando estd inserido no endosperma, ocupando quase a totalidade do
interior da cavidade das sementes. Conforme Demason et al. (1985), ha

possibilidade de enzimas serem sintetizadas pelo haustério e secretado no
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endosperma ou sintetizado no proprio endosperma como resultado de um
sinal indutivo, proveniente do haustoério; tais enzimas podem estar
armazenadas no endosperma e ser ativadas ou liberadas por sinal
proveniente do haustério. Para Macauba (A. aculeata), a atrofia do haustério
ocorre a partir dos sete dias de cultivo (RIBEIRO, 2010). No cultivo in vitro, 0
cotilédone esté inserido em meio nutritivo, que fornece, diretamente, todos os
nutrientes necessarios ao desenvolvimento da plantula, de modo que a
degeneragao do haustério € consequéncia natural. Entretanto, para embrides
de acai (E. oleraceae), em meio de cultivo, somente foi verificada a atrofia do
haustério para as plantulas anormais. Os autores observaram o rapido
crescimento aos 60 dias e coloracdo branca e consisténcia esponjosa dessa
estrutura (LEDO et al., 2001). Esse padrao diferenciado de crescimento do
haustorio verificado em E. oleracea, provavelmente, se deve, ao meio de
cultura que foi formulado com auséncia de vitaminas, aminoacidos e
sacarose (LEDO et al., 2001), portanto, a falta de complementagao nutricional
pode ter contribuido para a expansdo desta regido. Em B. capitata e A.
aculeata, foi utilizado o mesmo meio de cultivo, portanto, o protocolo utilizado
mais completo nutricionalmente e mais ajustado as espécies pode ser
também um fator para a ndo-expansao do haustorio.

As rafides observadas em B. capitata também aparecem em palmeiras
O. minor, E. edulis, E. precatoria e A. aculeata (AGUIAR; MENDONGCA, 2003;
OLIVEIRA et al., 2010; PANZA et al., 2004; RIBEIRO, 2010). Provavelmente,
as rafides tém a funcdo de proteger o embrido, como sugerem Aguiar e
Mendonga (2003). Nas espécies que possuem germinacao remota, como é o
caso de B. capitata, onde o cotilédone expande-se, favorecendo o enterrio do
eixo embrionario, esse parece ser um importante mecanismo para o
desenvolvimento da plantula, que poderia sofrer ataques de pragas presentes
no solo.

Um aspecto pouco abordado e a ser discutido nas sementes recém-
dispersadas refere-se a dorméncia morfolégica, mencionada por alguns
autores como frequente nos embrides de palmeiras. A imaturidade no

momento da dispersdo atrasaria a germinacao, sendo necessario um tempo
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adicional para o completo desenvolvimento dos embrides (BASKIN; BASKIN
1998; CORNER, 1966; OROZCO-SEGOVIA, 2003). Entretanto nao sao
claras as caracteristicas necessarias para que um embrido possa ser
considerado imaturo e o quanto a imaturidade atrasa e compromete a
geminagéo. No geral, como ja foi mencionado, no momento da disperséo, o
embrido apresenta eixo embrionario e cotilédone apenas com os tecidos
meristematicos priméarios. Contudo algumas diferengas em termos de
diferenciagao do eixo hipocétilo-radicula e da pliumula devem ser mais bem
estudadas, a fim de contribuir para o entendimento da dorméncia
morfolégica. Em B. capitata, observou-se a presenga dos tecidos
meristematicos no cotilédone e eixo embrionario, porém o eixo hipocétilo-
radicula é menos diferenciado que a plimula, pois ndo apresenta
protoderme. Em A. aculeata, a plumula também é mais diferenciada, quando
comparada ao eixo hipocétilo-radicula. Mas, quando se compara A. aculeata
a B. capitata, nota-se que o eixo hipocétilo-radicula é mais distinto na
primeira espécie (RIBEIRO et al., 2010). No embriao de W. filifera, o polo
radicular é muito pouco desenvolvido, sendo dificil determinar se o eixo
embrionario é curvo ou reto; também Haccius e Philip (1979) relataram que a
diferenciagdo do polo radicular de embrides de C. nucifera é relativamente
tardia, tornando-se reconhecivel apenas no momento do desenvolvimento do
primeiro primérdio plumular. Uma excegdo do grau de diferenciagdo do eixo
hipocotilo-radicula foi encontrada em E. edulis, uma vez que esse se
apresenta mais desenvolvido que a plumula, apresentando coifa ja formada e
radicula bastante caracteristica e evidente (PANZA et al., 2004). Entretanto,
essa €& uma espécie recalcitrante, cujas sementes devem germinar
imediatamente ap6s a sua dispersdo, para que nao ocorra perda de
viabilidade; portanto, nessas condicdes, pressupde-se que € necessaria a
presenca de eixo hipocétilo-radicula bastante diferenciado e estruturado, de
modo a favorecer a rapida germinacao e o estabelecimento da plantula.

Para Finch-Savage e Leubner-Metzger (2006), a dorméncia
morfolégica ¢é evidente em sementes com embrides que séo

subdesenvolvidos (em termos de tamanho), sdo diferenciados em eixo
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hipocétilo-radicula, mas necessitam de um tempo para crescer antes de
germinar. Esses autores relataram um segundo tipo de dorméncia, chamada
morfofisiolégica. Também nessa situagéo, € evidente a presenca de embrides
subdesenvolvidos, mas ha um componente fisiolégico em adigao; portanto,
para que a dorméncia seja superada, tais sementes necessitam de
tratamentos que combinem a estratificacdo a frio e quente a aplicacdes de
acido giberélico. A dorméncia morfofisiolégica parece ser a encontrada em
sementes de Annona crassiflora (Annonaceae), em que o0s embrides
encontram-se totalmente diferenciados, porém precisam atingir um tamanho
expressivo e a sintese de determinadas substancias, para que a germinagao
possa ser reconhecida (SILVA et al., 2007). Assim, a dorméncia embrionaria
em palmeiras deve ser mais bem estudada e fundamentada, definindo
critérios e reconhecendo-se os variados graus de diferenciagéo dos tecidos;
essas caracteristicas precisam ainda ser correlacionadas ao processo
germinativo. A dorméncia morfofisioldgica também deve ser averiguada, pois
0s escassos estudos se concentram apenas em verificar o grau de
diferenciagao dos embrides das palmeiras. Para B. capitata, apesar de o eixo
hipocotilo-radicula ser menos diferenciado e de ndo haver na literatura, um
consenso, que defina claramente dorméncia morfolégica em palmeiras, com
todos os aspectos anteriormente mencionados para esse tipo de dorméncia,
parece ndo ser o fator preponderante para que favoreca os baixos niveis de
germinacdo na espécie. Sao necessarios, portanto, mais estudos que
verifiquem os outros tipos de dorméncia, principalmente, a morfofisioldgica e

a fisiologica.
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5 CONCLUSAO

O embrido de coquinho-azedo apresenta formato cénico, sendo claras
duas regibes: a proximal, onde esta inserido o eixo embrionario e a distal ,
onde se encontra o haustoério, que se atrofia em meio de cultivo. A epiderme
e 0s elementos traqueais se diferenciam aos cinco dias de cultivo; o
parénquima, aos oito de cultivo.

Aos dois dias de cultivo in vitro, os embrides de coquinho-azedo
encontram-se germinados, iniciando com o intumescimento do peciolo
cotiledonar e, posteriormente, o seu alongamento, que favorece a emissao
das bainhas e contribui para que a plantula se desenvolva mais afastada da
semente, germinagao do tipo remota tubular.

A dorméncia morfoldgica ndo é o fator preponderante que favorece a

lenta, desuniforme e baixas taxas de germinagao do coquinho-azedo.
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