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CAPITULO 1 - REFERENCIAL TEORICO

1 INTRODUCAO

O coquinho azedo [Butia capitata (Martius) Beccari] € uma palmeira
endémica do Bioma Cerrado, ocorrendo nas regifes norte de Minas Gerais,
nordeste de Goias e sudoeste da Bahia (LORENZI et al., 2010). A espécie é
utilizada como alimenticia, sendo os frutos consumidos in natura e a polpa
processada usada na producgdo de sucos, sorvetes, picolés e licores (FARIA
et al. 2008; MERCADANTE-SIMOES et al., 2006). B. capitata apresenta
potencial de uso ornamental, pois se assemelha a espécie Butia odorata,
utilizada em paisagismo no sul do Brasil (LORENZI et al., 2010) e dos
Estados Unidos (BROSCHAT, 1998). No entanto a dorméncia (LOPES et al.,
2011; MAGALHAES et al., 2012a) e a auséncia de informacdes sobre o
armazenamento das sementes limitam a producdo de mudas para cultivos
comerciais, o estabelecimento de programas de melhoramento genético e a
preservacdo da espécie, que se encontra ameacada pelo desmatamento e
pelo extrativismo predatorio.

Embora as palmeiras apresentem importancia ecolégica e econémica,
estudos sobre a biologia reprodutiva estdo restritos a algumas espécies
(OROZCO-SEGOVIA et al.,, 2003). Na familia Arecaceae, ha relatos de
restricbes a germinacgao, proporcionadas pelo endocarpo rigido (NEVES et
al., 2013; RIBEIRO et al., 2011a) ou pela imaturidade do embrido (BASKIN;
BASKIN, 1998; OROZCO-SEGOVIA et al., 2003). Em B. capitata, a
dorméncia das sementes tem sido relatada como fisiolégica ndo profunda
(MAGALHAES et al., 2012a), que é caracterizada pela incapacidade do
embrido em romper as estruturas da sementes (FINCH-SAVAGE; LEUBNER-
METZGER, 2006). Os embrides da espécie nao apresentam limitacdes
estruturais a germinagdo e, quando isolados e cultivados in vitro
(MAGALHAES et al., 2012a) ou inseridos em sementes sem o opérculo

(FIOR et al., 2011), germinam rapidamente e produzem plantulas normais.



Varios estudos tem sido realizados sobre a dorméncia em B. capitata
(FIOR et al., 2011; LOPES et al., 2011; MAGALHAES et al., 2012a;
OLIVEIRA et al., 2012), porém ainda ha davidas se o efeito das estruturas
adjacentes ao embrido é mecanico ou relacionado a restricdo ao fluxo de
gases, ou ainda, sobre a funcéo das reservas embrionarias e sua mobilizacao
e o possivel efeito das giberelinas (GAs) no alongamento do embrido e no
enfraquecimento dos tecidos da semente.

A conservacgdo ex situ de vérias palmeiras é dificil, uma vez que as
sementes sdo sensiveis a dessecac¢do, as baixas temperaturas e ao ataque
de microrganismos (DICKIE et al., 1992; NEGREIROS et al., 2004). A familia
Arecaceae esta distribuida desde os tropicos aos subtrdpicos (FINTEL et al.,
2004). O comportamento das sementes no armazenamento esta associado a
diversidade desses ambientes (OROZCO-SEGOVIA et al, 2003),
evidenciando a necessidade de estudos especificos para estabelecer
estratégias de conservacéo.

Para estimar o comportamento das sementes no armazenamento,
Hong e Ellis (1996) propuseram um protocolo, em que sementes s&o
classificadas como recalcitrantes, quando néo toleram a desidratacdo a 10%
de umidade, com base na massa fresca. Sementes que suportam a
dessecacdo a 5% de teor de 4gua, mas ndo toleram o armazenamento a -
20°C por 90 dias séo intermediarias e quando toleram a desidratagdo e o
armazenamento a frio séo ortodoxas.

ModificagBes no protocolo de Hong e Ellis (1996) sdo necessérias para
aplicar em algumas palmeiras, devido a aspectos anatdémicos e fisiologicos.
Na dispersdo, as sementes de B. capitata estdo aderidas ao endocarpo,
inviabilizando a aplicacdo de teste de germinacdo. Ribeiro et al. (2012)
propuseram alteracdes na aplicacdo do protocolo de Hong e Ellis (1996) para
sementes de algumas palmeiras do Cerrado, utilizando-se a desidratacdo a
35°C para simular as condicdes em que as sementes estdo expostas no
ambiente e o cultivo in vitro de embrides para avaliar a viabilidade e o vigor
(RIBEIRO et al., 2010).
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O cultivo in vitro de embribes é uma técnica que tem sido usada para
superar dorméncia em varias espécies de palmeiras (CAMILLO et al., 2009;
RIBEIRO et al., 2011b; RIBEIRO et al., 2012; WEN; WANG, 2010) e favorece
0 estudo dos processos germinativos (RAGHAVAN, 2003). Em B. capitata, a
técnica permitiu obter percentuais superiores a 90% de germinacdo (NEVES
et al., 2010), sugerindo uso potencial para determinar o0 comportamento das
sementes no armazenamento e avaliar o efeito de fatores fisicos que afetam
a germinacéo e o desenvolvimento de plantulas.

A remocdo total ou parcial do opérculo, apesar de ser uma técnica que
demanda prética e aumenta o risco de contaminacao das sementes, tem sido
usada como tratamento de supera¢é@o de dorméncia em vérias palmeiras (AL-
WASEL; WARRANG, 1998; CARPENTER et al.,, 1993; HUSSEY, 1958;
NEVES et al., 2013; PEREZ et al., 2008; RIBEIRO et al., 2011a), inclusive em
B. capitata (FIOR et al., 2011). O uso das giberelinas pode contribuir como
uma técnica alternativa a retirada do opérculo, pois estimula a germinacao
em sementes de algumas palmeiras (NAGAO et al., 1980; OROZCO-
SEGOVIA et al., 2003: RIBEIRO et al., 2011a), porém ha relatos de que pode
causar estiolamento das plantulas (BROSCHAT; DONSELMAN, 1987).

Neste trabalho avaliou-se o comportamento das sementes no
armazenamento e 0s aspectos fisiologicos da germinagdo, objetivando-se
favorecer o acréscimo de informacdes sobre a biologia reprodutiva em B.
capitata e contribuir para a geracéo de tecnologias que amplie a utilizacdo da

espécie de forma sustentavel e a preservacdo em ambientes naturais.

2 OBJETIVOS

Avaliar a tolerancia das sementes a desidratacdo e o potencial de
criopreservacdo de embrides de sementes de coquinho azedo.
Verificar o efeito de estruturas da semente, sacarose e acido giberélico

(GAg), na germinacéo em Butia capitata.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CULTIVO IN VITRO DE EMBRIOES ZIGOTICOS

A cultura de embrides é uma das técnicas da cultura de tecidos, sendo
definida como desenvolvimento in vitro de embrides zigéticos; ou seja,
provenientes de um processo de fecundacdo e que séo estimulados a
germinar para obter plantas viaveis. Entretanto apenas uma planta é obtida
por explante cultivado (HU; FERREIRA, 1998).

Durante a embriogénese o zigoto passa por varios estadios antes de
atingir a maturidade embrionéria. Os estadios citados na ordem de maturacéo
sdo: zigoto, proembrido linear, proembrido globular, embrido trapezoidal,
embrido codiforme e no estadio torpedo (COCUCCI; MARIATH, 2004;
MARCOS FILHO, 2005). Porém, em algumas espécies, 0s embrides
permanecem em estadios imaturos, mesmo apds a dispersdo da planta-méae,
ou seja, as estruturas do embrido, como os cotilédones e a radicula, ndo
estdo totalmente formadas, ou quando estdo, o embrido pode ser tao
pequeno e ocupar apenas 1% do volume da semente. Portanto, para que a
semente germine em condi¢cdes ideais € necessario que o embrido se
desenvolva (BASKIN; BASKIN, 1998; FINCH-SAVAGE; LEUBNER-
METZGER, 2006).

George (2008) descreve dois tipos de cultura de embrido: a cultura de
embrido imaturo e a de embrides maduros. O primeiro exige meios mais
complexos de cultura, enriquecidos com bastantes nutriente. Além do mais, é
dificil obter plantulas viaveis, quando comparado a embrides maduros.
Porém o acréscimo de nutrientes no cultivo in vitro de embrides maduros de
cogueiro aumentou o indice de germinagdo e formacao de plantulas normais
(LEDO et al., 2007).

Ha vérias aplicacbes do cultivo de embrides; entre elas, a superagéo
de dorméncia, criopreservacdo, estudos da origem da dorméncia, aspectos

nutricionais e fisiolégicos do desenvolvimento dos embrides, do teste da
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viabilidade das sementes, recuperagédo de hibridos raros de cruzamentos
incompativeis; e como fonte de explantes com elevado potencial regenerativo
(BENMAHIOUL et al., 2009; PANAIA et al., 2009; RIBEIRO et al., 2011a;
SAMUEL et al., 2009; WEN; WANG, 2010).

Para o cultivo de embrides zigéticos, eles sdo retirados das sementes
em camara de fluxo laminar previamente asséptica, com o auxilio de pincas,
de estilete e de microscopio estereoscopico, para embrides pequenos. E
ideal que o suspensor seja mantido junto com o embrido, principalmente
quando o embrido é excisado no estadio globular. Os embrides imaturos sédo
transferidos de cultura, a medida que se desenvolvem (GEORGE;
DEBERGH, 2008; HU; FERREIRA, 1998; LEDO et al., 2007).

O meio de cultivo para embriées zigéticos é enriquecido com sais
minerais, sacarose, vitaminas e hormoénios, principalmente em embriGes
imaturos, pois s@o desconhecidas as suas exigéncias nutricionais. A
sacarose, além de ser usada como fonte energética, desempenha importante
funcdo em manter a osmolaridade do meio de cultura e, na maioria das
vezes, embribes imaturos requerem maior osmolaridade no meio (HU;
FERREIRA, 1998).

3.2 TOLERANCIA DA SEMENTE AO ARMAZENAMENTO

No final do desenvolvimento da semente, o acimulo de matéria seca
esta associado a perda expressiva de dgua e a necessidade de diminuir o
metabolismo da semente na dispersdo. A reducdo de agua ocorre em
diferentes graus, dependendo da resisténcia da semente a dessecagdo
(MARCOS FILHO, 2005; RAVEN et al., 2004)

Sementes recalcitrantes ndo toleram a reducdo extrema de teor de
agua, nem temperaturas sub-zero quando armazenadas por muito tempo.
Por outro lado, sementes que permanecem viaveis quando armazenadas
com teor de 4gua de aproximadamente 5% em temperaturas de -18°C séo

chamadas ortodoxas. Algumas sementes séo tolerantes a dessecacao, mas
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ndo toleram temperaturas muito baixas, portanto, essas sdo chamadas
intermediarias (HONG; ELLIS, 1996).

Geralmente, plantas de ambientes Umidos produzem sementes
recalcitrantes, enquanto que as de ambiente seco sdo ortodoxas. No
Cerrado, muitas plantas, bem como as palmeiras, produzem sementes
dormentes, provavelmente pelas condi¢cdes edafoclimaticas do bioma, que
podem esta associadas ao comportamento ortodoxo ou intermediario das
sementes (TWEDDLE et al., 2003). A dorméncia e a tolerancia & dessecacao
sdo caracteristicas ecologicas fundamentais para o estabelecimento de
bancos de sementes de espécies que ocorrem em ambientes sazonalmente
secos (OROZCO-SEGOVIA et al., 2003; TWEDDLE et al., 2003).

O conhecimento sobre o comportamento das sementes no
armazenamento € essencial para estabelecer programas de melhoramento
genético, na propagacao e na conservagao ex situ das espécies, por meio de
bancos de germoplasma. Na propagacéo, a perda de viabilidade da semente
armazenada pode trazer sérios danos na producdo de mudas (ANDRADE;
PEREIRA, 1997). A conservacado ex situ de muitas palmeiras € dificultada,
por causa da sensibilidade das sementes a dessecacao, ao resfriamento e ao
ataque de microrganismos (DICKIE et al., 1992; OROZCO-SEGOVIA et al.,
2003; NEGREIROS et al., 2004).

A familia Arecaceae esta distribuida na maioria dos biomas,
favorecendo a diversidade de comportamento das sementes quanto ao
armazenamento (FINTEL et al.,, 2004; OROZCO-SEGOVIA et al.,, 2003).
Apesar de haver trabalhos gque classificam as sementes da familia Arecaceae
quanto ao comportamento no armazenamento, esses ainda S&o restritos,
principalmente em se tratando de palmeiras do Cerrado.

Espécies de ambientes umidos, como Euterpe edulis (MARTINS et al.,
2009; PANZA et al., 2009) e Archontophoenix alexandrae Wendl. & Drude
(MARTINS et al., 2003) foram classificadas como recalcitrantes. Espécies de
ambientes secos, como A. aculeata (RIBEIRO et al., 2012), Chamaerops
humilis L. (GONZELES-BENITO et al., 2006), Sabal mexicana Mart. e
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Washingtonia filifera (L. Linden) H. Wendl. (DICKIE et al.,, 1992) foram
classificadas como ortodoxas.

3.2.1 Criopreservacao

A criopreservacdo é uma técnica de armazenamento para conservar
material biolégico em temperaturas ultrabaixas, sendo usado o nitrogénio
liquido por atingir temperaturas de -196°C (ENGELMANN, 2004). A vantagem
de se armazenar materiais em nitrogénio liquido € o custo acessivel, que nao
depende de sistema de refrigeracdo, sendo que o congelamento de embrides
isolados reduz a demanda por espaco (CAMILLO et al., 2009).

Os embrides zigéticos e sementes sdo um dos exemplos de materiais
biol6gicos que se pode conservar por meio da criopreservagdo. A aplicacdo
da técnica envolve etapas sucessivas, comecando pela escolha do material,
aplicacdo de crioprotetores, congelamento, descongelamento e pds-
tratamento, que € aplicado na ordem, dependendo do material biolégico a ser
conservado. Em espécies ortodoxas o resfriamento rapido de embriGes e
sementes com teor de agua reduzido dispensa o uso de crioprotetores
(ENGELMANN, 2004).

Os crioprotetores sdo substancias que reduzem o teor de agua de
embrides e sementes de espécies recalcitrantes, algumas intermediarias e
outras estruturas que ndo podem ser desidratadas. Caso essas estruturas
sejam resfriadas sem o pré-tratamento em crioprotetores, a formacdo de
cristais de gelo danifica as membranas celulares, provocando a morte dos
tecidos (DICKIE et al., 1992; ENGELMANN, 2004).

3.3 CULTIVO DE EMBRIOES E DORMENCIA
Baskin e Baskin (2004) descrevem sementes com dorméncia

morfolégica como aquelas que apresentam o embrido pequeno, porém com

suas estruturas bem diferenciadas, isto é, o cotilédone e o eixo hipocétilo-
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radicula definidos. Esses embrides morfologicamente dormentes néo
apresentam dorméncia fisioldgica e, por isso, ndo requerem um pré-
tratamento de superacéo de dorméncia. Eles precisam de tempo para crescer
e germinar (FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006).

Em palmeiras, a dorméncia das sementes tem sido relatada como
associada a imaturidade do embrido no momento da dispersdo (BASKIN;
BASKIN 1998; OROZCO-SEGOVIA et al., 2003). Porém ndo sao evidentes
as caracteristicas que conferem essa condi¢do e ndo se sabe 0 seu papel em
manter a dorméncia ou atrasar a germinagédo. Em B. capitata e A. aculeata o
eixo embrionario se mostrou bem delineado, apresentado os trés tecidos
meristematicos primarios diferenciados, apenas a protoderme nao se
encontrava presente no eixo hipocotilo-radicula no momento da disperséo
das sementes (OLIVEIRA, 2012; RIBEIRO, 2010). De acordo com Ribeiro et
al. (2010), os embrides de A. aculeta ndo apresentam dorméncia morfolégica.
Magalh@es et al. (2012a) admitem que as causas da baixa germinacdo das
sementes de B. capitata podem estar correlacionadas aos aspectos
fisiolégicos do embrido. Também, em Euterpe edulis, 0 embrido se mostrou
totalmente diferenciado no momento da dispersdo, apresentando eixo
hipocétilo radicula com coifa diferenciada (PANZA et al., 2004). Dessa forma,
a dorméncia morfolégica em palmeiras deve ser mais bem estudada e
fundamentada correlacionando-se 0s aspectos anatdmicos ao processo
germinativo (MAGALHAES et al., 2012a).

O tipo mais comum de dorméncia encontrada nas sementes de
angiosperma é a dorméncia fisiologica (BASKIN; BASKIN, 2004). E
proporcionada por mecanismos inibitérios envolvendo processos metabdlicos
e o controle do desenvolvimento. Na dorméncia fisiolégica operam diversos
mecanismos, que ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, localizados néo
apenas no embrido propriamente dito, mas também nos tecidos e nas
estruturas adjacentes, como endocarpo, tegumentos e endospermas
(FERREIRA; BORGHETTI, 2004; FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER,
2006; NAMBARA et al., 2010).
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A dorméncia fisiolégica também pode estar associada a dorméncia
fisica que se constitui na impermeabilidade do envoltério da semente a agua
(BASKIN; BASKIN, 2004; FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006;
NONOGAKI et al., 2010). Em algumas plantas, inclusive no coquinho azedo,
a retirada do endocarpo aumenta o indice de germinacao, porém a uma taxa
pequena, indicando que ha outros mecanismos de dorméncia. Isso ocorre
pela combinagdo entre as dorméncias fisica e fisiologica (BASKIN; BASKIN,
2004; LOPES et al., 2011; MOURA, 2008).

A dorméncia fisiolégica distingue-se em trés niveis, dependendo de
sua duracdo e dos tratamentos para sua superacdo: nao-profundo,
intermediario e profundo. Na dorméncia profunda, o embrido depois de
retirado da semente ndo germina ou produz plantulas anormais; quando
tratado com &cido giberélico ndo supera a dorméncia e requer varios meses,
sob estratificacdo a quente ou a frio, para germinar. No outro extremo, a
dorméncia ndo profunda, que ocorre na maioria das espécies, os embrides
sem o tecido extra-embrionario produzem plantulas normais. Além disso,
algumas espécies germinam em resposta a aplicacdo de giberelina,
escarificagdo, armazenamento a seco, estratificacdo quente e fria (BASKIN;
BASKIN, 2004; FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006).

A dorméncia fisiolégica em B. capitata parece ser do tipo ndo profundo,
pois alguns trabalhos mostram que no cultivo in vitro de embrides isolados
sem o0 uso de fitorregulador ocorre formacdo de plantulas normais em
elevadas taxas (MAGALHAES et al., 2012a). Esse fato evidencia que o
endosperma age também como uma barreira mecanica para a germinacao
da semente (MARCOS FILHO, 2005). Segundo Finch-Savage e Leubner-
Metzger (2006), um declinio nessa resisténcia mecanica do endosperma, que
cobre a ponta da radicula, parece ser um prerrequisito para emissdo da
radicula durante a germinagdo das sementes. Além disso, a acdo do
endosperma pode ser também pela presenca de substancias inibidoras da
germinacdo em seu tecido, como constatado no coquinho azedo
(MAGALHAES et al., 2012b).
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O uso de estruturas da semente na cultura in vitro de embrides pode
contribuir para a identificacdo de qual parte da estrutura esta envolvida na
dorméncia, bem como os seus mecanismos. Nesse sentido, alguns trabalhos
tém sido desenvolvidos. No cultivo in vitro de embrides de duas espécies
nativas de palmeira do México, os embrides isolados e em semente inteira
germinaram em altas taxas, porém o cultivo de embribes com tecidos
circunvizinhos demonstrou que algum fator fisico ou quimico presente na

testa ou no endosperma limitou a germinacdo (TZEC-SIMA et al., 2006).

3.4 EFEITO DA GIBERELINA NA GERMINACAO IN VITRO

Para se iniciar o processo de germinagdo, € necessario que haja
umidade suficiente para ativar as reagbes de desenvolvimento do embrido.
Durante esse processo, a semente passa por trés fases de embebi¢do. Na
fase I, ocorre rdpida entrada de agua, seguida pela fase Il de platd, em que
os sistemas de producado de energia sao ativados e ocorre o reparo de danos
causados no armazenamento e na dispersdo. Por fim, na fase Ill, a semente
ja emitiu a radicula, e a plantula continua o desenvolvimento (BEWLEY,
1997; NONOGAKI et al., 2010).

Os tecidos circunvizinhos de muitas sementes podem ser um dos
fatores que limitam mecanicamente a emergéncia da radicula. Dessa forma,
para que ocorra a expansdo da radicula, € preciso que ocorra o
enfraguecimento ou o afrouxamento dos tecidos de revestimento do embrido.
As giberelinas sdo classes de fitormbnios envolvidos na ativagdo do
crescimento embrionario e na redugdo da expresséo e agdo de alguns genes
e proteinas responsaveis pela manutengcdo da dorméncia (NONOGAKI et al.,
2010). As GAs sao ativadas quando as condicbes sdo favoraveis a
germinacdo, estimulando a acdo das hidrolases, que degradam o
endosperma, principalmente, na regido que recobre a extremidade da
radicula embrionaria e disponibiliza nutrientes para o alongamento do
embrido (FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006).
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As giberelinas regulam principalmente as hidrolases: endo-B-
mananase, presente na capsula do endosperma e endosperma lateral;
celulase, presente na capsula do endosperma, na radicula do embrido e no
restante da semente; expansina, presente na capsula do endosperma, entre
outras enzimas (CASTRO et al., 2004; SCHWECHHEIMER, 2008).

Pech y Aké et al. (2007) cultivaram in vitro embriées de duas
variedades de Cocus nucifera, em diferentes concentracdes de GA;. Os
resultados demonstraram que a presenca de GAjz, na cultura de embrides
das duas variedades, aumentou a porcentagem de germinacdo, a conversao
e o desenvolvimento uniformizado das plantulas, principalmente, quando o
meio usado foi 0 semissolido.

Geralmente a inibicdo da sintese de GA inibe a germinagdo. Esse
processo pode ser feito por meio da acdo do acido abscisico (ABA). Esse
horménio ndo impede o enfraquecimento do endosperma, mesmo inibindo a
expressdo de algumas hidrolases (FERREIRA; BORGHETTI, 2004). Plantas
mutantes e linhagens transgénicas, que acumulam mais ABA, evidenciam
maior dorméncia. Porém o processo de inibicdo de germinacdo pelo ABA
ainda é desconhecido (NAMBARA et al., 2010; OKAMOTO et al., 2009).
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CAPITULO 2 - TOLERANCIA DAS SEMENTES A DESSECACAO E
CRIOPRESERVAGCAO EM COQUINHO AZEDO

RESUMO

O trabalho avaliou o comportamento das sementes no armazenamento e 0s
efeitos da criopreservacdo de embribes e sementes de Butia capitata.
Sementes foram desidratadas em estufa (35°C) e em silica gel (20°C).
Quando atingiram os teores de &gua de 10, 5 % e apés 144 horas de
desidratacdo, o cultivo in vitro dos embrides foi realizado como teste de
viabilidade e vigor. No meio de cultura foram usados sais MS e substancias
organicas. Sementes com teor de agua de 5 % e embrides isolados foram
armazenados por 90 dias nas temperaturas de -196°C, -18°C com
congelamento prévio em nitrogénio liquido, -18°C, -10°C e ambiente (média
de 22°C). Os embrides foram descongelados e cultivados in vitro. A
desidratacdo em estufa foi mais rapida que em silica gel. A desidratacao até
teores de agua de 10 e 5% néao afetou a viabilidade e o vigor, enquanto que a
desidratacdo até 3,5% de teor de &gua reduziu os parametros. O
congelamento das sementes prejudicou a germinagdo e o vigor, mas
embriGes congelados isolados néo perderam a viabilidade. As sementes tém
comportamento de armazenamento intermediario e a criopreservacdo tem
potencial de uso para a conservacao de germoplasma de B. capitata.

Palavras-chave: Butia capitata. Viabilidade. Cultivo in vitro. Nitrogénio

liquido.
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CHAPTER 2 - SEEDS TOLERANCE DESSECATION AND
CRYOPRESERVATION OF COQUINHO AZEDO EMBRYOS

ABSTRACT

This work had as objective to evaluate the behavior of seeds in storage and
the effects of cryopreservation of embryos and seed of Butia capitata. Seeds
were dried in an oven (35°C) and silica gel (20°C). When they reached the
water contents of 10, and 5% and after 144 hours of dehydration, in vitro
culture of embryos was conducted as a test of viability and vigor. In the
culture medium were used MS salts and organic substances. Seeds with
water content of 5% and embryos isolated were stored for 90 days at
temperatures of -196°C, -18°C with prior freezing in liquid nitrogen, -18°C, -10
°C and room temperature (average 22 °C). The embryos were thawed and
cultured in vitro. The dehydration in an oven was more rapid in silica gel.
Dehydration to water contents of 10 and 5% did not affect the viability and
vigor, while dehydration to 3.5% water content has reduced parameters. The
freeze damaged seed germination and vigor, but frozen embryos isolated lost
viability. The seeds have intermediate behavior and cryopreservation has
potential use for the conservation of germplasm of B. capitata.

Keywords: Butia capitata. Viability. In vitro culture. Liquid nitrogen.
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1 INTRODUCAO

O coquinho azedo [Butia capitata (Mart.) Becc.] € uma palmeira
endémica do Cerrado, ocorrendo nas regifes do norte de Minas Gerais,
nordeste de Goias e sudoeste da Bahia (LORENZI et al., 2010). A espécie
apresenta potencial de uso ornamental e alimenticio, sendo os frutos
consumidos in natura e a polpa processada usada na producdo de sucos,
sorvetes e licores (FARIA et al., 2008; LORENZI et al., 2010). A dorméncia
(LOPES et al., 2011) e a auséncia de informacao sobre o armazenamento
das sementes dificultam a produgdo de mudas para cultivos comerciais, o
estabelecimento de programas de melhoramento genético e a conservagao
da espécie, ameacada pelo desmatamento e pelo extrativismo predatdrio.

A conservagdo ex situ de muitas espécies de palmeiras é dificultada
devido a sensibilidade das sementes & dessecacao, a baixas temperaturas e
ao ataque de microrganismos (DICKIE et al., 1992; NEGREIROS et al.,
2004). A distribuicdo da familia Arecaceae ocorre desde os tropicos aos
subtropicos (FINTEL et al., 2004). O comportamento da semente no
armazenamento esta associado a diversidade desses ambientes (OROZCO-
SEGOVIA et al, 2003), sendo necessarios estudos especificos para
estabelecer estratégias de conservagdo. No entanto, apesar do valor
ecolégico e econdmico das palmeiras, o conhecimento sobre a biologia das
sementes esta restrito a poucas espécies (OROZCO-SEGOVIA et al., 2003).

Hong e Ellis (1996) desenvolveram um protocolo para estimar o
comportamento das sementes no armazenamento, no qual sementes que
ndo toleram a dessecacéo a 10% de umidade, com base na massa fresca,
sdo classificadas como recalcitrantes. Sdo intermediarias as sementes que
suportam a dessecacéo a 5% de umidade, mas perdem a viabilidade quando
congeladas a -20°C. As sementes ortodoxas toleram tanto a perda de agua

quanto o armazenamento a frio.
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Aspectos anatémicos e fisioldgicos de algumas palmeiras do Cerrado
dificultam a aplicacéo do protocolo de Hong e Ellis (1996). Na dispersao, as
sementes estao aderidas ao endocarpo e, nesse caso, a extracao para teste
de germinacao é inviavel, como observado em Acrocomia aculeata (Jacq.)
Lodd. ex Mart. (RIBEIRO et al., 2012). Além disso, as sementes de B.
capitata apresentam dorméncia fisioldgica (FINCH-SAVAGE; LEBNER-
METZGER, 2006; OLIVEIRA, 2012) e, na auséncia de tratamentos pré-
germinativos, proporcionam percentuais de germinacdo abaixo de 5%
(LOPES et al, 2011), o que nao permite associar diretamente a
germinabilidade com a viabilidade.

Ribeiro et al. (2012) propuseram adequac¢Bes no protocolo de Hong e
Ellis (1996) para sementes de palmeiras do Cerrado, com a utilizacdo da
desidratacdo a 35°C, para simular condicdes ambientais a que as sementes
sdo expostas, e do cultivo in vitro de embrides para estimar a viabilidade. O
cultivo de embrides é utilizado na superacdo de dorméncia em varias
palmeiras (CAMILLO et al., 2009; RIBEIRO et al., 2011a; RIBEIRO et al.,
2012; WEN; WANG, 2010) e pode também ser utilizado na estimativa do
vigor (RIBEIRO et al. 2010). Neves et al., (2010) obtiveram, a partir de
embrides isolados de coquinho azedo, percentuais de germinacdo superiores
a 90%, o que sugere a possibilidade da utilizagédo da técnica na determinagéo
do comportamento das sementes da espécie no armazenamento.

A criopreservacao de embries € importante na conservagao ex situ de
germoplasma, devido & eficiéncia, a praticidade e ao baixo custo (CAMILLO
et al., 2009; ENGELMANN, 2004; HONG; ELLIS, 1996; WEN; WANG, 2010).
No entanto, a tolerdncia a criopreservagdo € muito variavel, normalmente
associada ao comportamento das sementes no armazenamento (CAMILLO
et al.,, 2009; ENGELMANN, 2004; HONG; ELLIS, 1996; NGOBESE et al.,
2010; WEN; WANG, 2010). Protocolos para criopreservacdo de embrifes
estao disponiveis para poucas espécies de palmeiras (ENGELMANN et al.,
1995; GROUT et al., 1983; NGOBESE et al., 2010) e estudos nesse sentido

podem contribuir para 0 manejo reprodutivo e a conservacédo de B. capitata.
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Esta pesquisa teve como objetivos avaliar a tolerancia das sementes a
dessecacao e o potencial de criopreservacdo de embriGes e sementes de B.

capitata.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 COLETA DE FRUTOS E BENEFICIAMENTO DAS SEMENTES

Frutos de B. capitata foram coletados no més de janeiro de 2011, em
populacdo ocorrente em area de cerrado stricto sensu no municipio de
Mirabela, Minas Gerais (16°15’46”S; 44°09'52"W). Foram selecionados 2000
frutos maduros, sem sintomas de ataque de insetos ou microrganismos e
coloracgéo do epicarpo completamente amarela. Os frutos foram despolpados
em liquidificador de baixa rotacdo e os pirénios (sementes envolvidas pelo
endocarpo) mantidos a sombra em galpdo aberto. As sementes foram obtidas
por pressdo no endocarpo, com auxilio de um torno manual de bancada. O
peso fresco de quatro repeticdes de dez sementes foi avaliado e o contetido
de agua, expresso com base no peso fresco, foi determinado baseado na
subtragdo do peso seco apos a desidratacdo em estufa a 105°C por 24 horas
(BRASIL, 2009).

2.2 AVALIACAO DA VIABILIDADE E VIGOR

A Vviabilidade, verificada com base no alongamento do peciolo
cotiledonar, e o vigor, associado a capacidade de emissao de raizes e
bainhas (RIBEIRO et al., 2010) do lote, foi verificada por meio do cultivo in
vitro de embrides. As sementes foram desinfestadas em solucdo de
hipoclorito de sodio 6 %, por 15 minutos e, em seguida, lavadas trés vezes
em agua destilada e, conduzidas para a camara de fluxo laminar. Os
embriBes foram retirados das sementes com auxilio de estilete, colocados em

solugdo de 100 mg L™ de &cido ascérbico para evitar oxidacdo e
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desinfestados em solugdo de hipoclorito de sédio 0,5% por 10 minutos, com
posterior lavagem trés vezes em agua destilada e autoclavada (RIBEIRO et
al., 2010). A inoculacao foi realizada em tubos (12x1cm) com 2 mL do meio
de cultura previamente autoclavado a 121°C por 20 minutos, contendo sais
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) em 75% de sua concentracdo original,
suplementado com 0,5 mg L * de tiamina, 1mg L™ piridoxina, 0,5 mg L™ de
acido nicotinico, 100 mg L™ de mio-inositol, 0,5 g L™ de caseina hidrolisada,
30 g L™ de sacarose, 3 g L ™ de carvéo ativado e 6 g L ™ de agar, com o pH
ajustado para 5,7 (RIBEIRO et al., 2011b). Foram usadas cinco repeticdes de
dez embrides, que foram cultivados em germinador, na temperatura
constante de 30°C e auséncia de luz. Apés 30 dias, avaliou-se a germinacao
com base no aumento igual ou maior que 50% do comprimento médio dos
embriGes (RIBEIRO et al., 2011b), a emisséo de raizes e de bainhas.

2.3 AVALIACAO DO TEOR DE AGUA DO EMBRIAO E ENDOSPERMA DA
SEMENTE

Frutos provenientes do pomar experimental, no municipio de Montes
Claros, Minas Gerais, foram despolpados como descrito anteriormente e,
apos desidratacdo parcial de pirénios, as sementes foram obtidas por
pressao no endocarpo, com auxilio de torno manual e foi determinado o teor
de &gua, pelo método descrito anteriormente, do endosperma e embrides,
separadamente, utilizando-se quatro repeti¢cdes de 20.

Pirénios foram armazenados a sombra em galpdo aberto e a reducéo
de umidade das sementes foi mensurada constantemente, até quando esteve
proxima de 5 %. Nessa ocasido, quatro repeticbes de 20 sementes do foram
usadas para determinar o teor de agua do endosperma e embrido,

separadamente, como descrito anteriormente.
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2.4 CLASSIFICAGAO DAS SEMENTES QUANTO AO COMPORTAMENTO
NO ARMAZENAMENTO

Foi utilizada a metodologia proposta por Hong e Ellis (1996), com
modificacdes (RIBEIRO et al., 2012), para classificar as sementes quanto ao
comportamento no armazenamento. Como as sementes encontravam-se
aderidas ao endocarpo no momento da abscisdo, a extracdo mecénica
danificou as sementes. Assim, os pirénios foram armazenados a sombra em
condicdo ambiente e o teor de dgua das sementes do lote foi acompanhado
diariamente, pelo método da estufa (BRASIL, 2009), até que a desidratacédo
parcial permitisse a extracdo. As sementes obtidas foram selecionadas,
sendo descartadas aquelas deterioradas, rachadas ou danificadas por

insetos.

2.5 TOLERANCIA A DESSECACAO

Foi avaliada utilizando-se dois métodos: silica gel e estufa.
Quantidades iguais, em peso, de sementes e de silica gel (previamente
desidratada a 130°C por quatro horas) foram colocadas em recipientes de
plasticos (3 x 13 cm), que foram mantidos em germinador a 20°C. A silica foi
substituida quando ocorreu alteragdo na cor. Na estufa com circulagao de ar
forcado, as sementes foram desidratadas em placas de Petri & temperatura
de 35°C. Para os dois métodos de desidratacdo, foram usadas quatro
repeticdes de 10 sementes, que tiveram mensurada a massa antes da
desidratacdo e nos periodos de 4, 8, 12, 16, 20, 24, 30, 36, 42, 48, 72, 96,
120 e 144 horas, e foram imediatamente devolvidas aos locais de

desidratacéo.
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Para determinar o tempo de retirada das sementes para realizar o teste
de viabilidade, utilizou-se a formula (HONG; ELLIS, 1996):

MR = _(100-Tl) x Ml
(100-TD)
em que MR corresponde ao peso da semente quando deve ser retirada. Tl
corresponde ao teor de agua inicial do lote, com base no peso fresco, TD
corresponde ao teor de dgua desejado e MI representa o peso original da
amostra.

O experimento de desidratacdo foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, com dois tratamentos (métodos de desidratacao).
Os dados foram submetidos & analise de varidncia para comparar o efeito
dos métodos de dessecacéo dentro de cada tempo.

Amostras adicionais de sementes (cinco repetices de dez sementes)
foram desidratadas sob as mesmas condicbes e usadas para avaliar a
viabilidade, por meio do cultivo in vitro de embrides, sendo que as condi¢des
de cultivo e a avaliagdo dos embrifes foram realizadas conforme descrito
anteriormente.

O cultivo in vitro foi realizado no delineamento em bloco casualizados,
com seis tratamentos: embrides excisados de sementes desidratadas em
silica e em estufa com teores de 4gua de 10, 5% e apds estabilizacdo da
reducdo de umidade. Os dados foram tomados por contagem dos embrides
ou plantulas apresentando o evento (germinagdo, emissdo de raizes e
emissdo de bainhas) e convertidos em percentual, seguidos de
transformacéo em arco seno (x/100)°’5. Foi utilizada andlise de variancia e o

teste de Tukey, a 5% de probabilidade.



27

2.6 TOLERANCIA DAS SEMENTES E DOS EMBRIOES ISOLADOS AS
BAIXAS TEMPERATURAS

Os pirénios foram armazenados na condicdo ambiente e foram
monitorados os teores de agua das sementes, diariamente. Quando o teor de
agua atingiu 5,18%, as sementes foram extraidas, como descrito
anteriormente, e desinfestadas em cloro 6% por 15 minutos, seguidas de
triplice lavagem em agua destilada. As sementes foram conduzidas & camara
de fluxo laminar, onde, em metade dos tratamentos, sementes intactas foram
embaladas em pacotes de papel aluminio, e, das outras sementes, foram
excisados os embrides e colocados em tubos Ependoff. As sementes e o0s
embrides foram armazenados nas temperaturas de -196°C; -18°C, com
congelamento prévio em nitrogénio liquido por 5 minutos; -18°C; -10°C e
temperatura ambiente (média de 22°C).

Apos 90 dias, os tratamentos foram submetidos ao descongelamento
na temperatura ambiente, por 24 horas. Os embrides foram excisados das
sementes e foram cultivados in vitro, como descrito anteriormente. Foi
utilizado o delineamento em blocos casualizados, em fatorial 2 (semente ou
embrido) x 5 (temperatura de armazenamento) + 1 (sementes ou embrides
que ndo foram armazenados), com cinco repeticbes de dez embrides. O
cultivo de embrifes, as caracteristicas avaliadas e as andlises estatisticas

foram realizados, conforme descrito anteriormente.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Logo ap0s a abscisdo, as sementes de coquinho azedo permaneciam
aderidas ao endocarpo rigido e possuiam teor de agua de 27%. Assim, ndo
foi possivel avaliar a viabilidade nessa ocasido, pois 0 processo de extragao
danificou a maioria dos embrides. A umidade do lote nos trés dias apos a

abscisdo foi de 24,3, 23,3 e 21,3%, respectivamente. No quarto dia as
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sementes se soltaram do endocarpo, sendo a viabilidade determinada pelo
cultivo in vitro de embribes, igual a 98%.

O teor de agua das sementes na abscisdo esteve préximo aqueles
encontrados para varias populacdes de coquinho (dados nédo publicados),
sugerindo o comportamento ortodoxo ou intermediario, uma vez que,
geralmente, sementes recalcitrantes sdo dispersas com teores de agua
superiores a 30% (HONG; ELLIS, 1996). Além disso, a significativa presenga
de reservas proteicas e lipidicas no embrido de B. capitata (OLIVEIRA, 2012)
€ indicador de tolerancia a desidratacdo em palmeiras, como verificado em
embrides de sementes ortodoxas de A. aculeata (MOURA et al., 2010), o que
contrasta com pequenas quantidades de reservas em embrides de sementes
de Euterpe edulis (PANZA et al., 2009), reconhecidas como recalcitrantes.

Adaptagcbes propostas por Ribeiro et al. (2012) para macauba, no
protocolo de Hong e Ellis (1996), envolvendo o cultivo in vitro de embrides,
s80 necessarias para a estimativa do comportamento das sementes de B.
capitata no armazenamento, devido a pronunciada dorméncia (FIOR et al.,
2011, LOPES et al., 2011). Além disso, a extracdo das sementes € um
processo trabalhoso, pois o endocarpo rigido danifica muitas sementes
quando é pressionado, limitando o uso de amostras de 400 sementes, como
prescreve o protocolo de Hong e Ellis (1996). O cultivo in vitro de embrides
permite a superacdo da dorméncia na espécie (NEVES et al., 2010, RIBEIRO
et al.,, 2011a) e tem sido utilizado com sucesso como teste de viabilidade
para varias palmeiras que apresentaram dificuldade de germinacao (DICKIE
et al., 1992; RIBEIRO et al., 2010; WEN; WANG, 2010). A técnica também
viabiliza a reducdo do tamanho das amostras de sementes em varias
espécies da familia (DICKIE et al., 1992; RIBEIRO et al., 2012).

Sementes submetidas a desidratacéo em silica gel atingiram teores de
agua de 10 e 5% ap0s 24 e 72 horas (GRAF. 1). Na desidratagdo em estufa,
as sementes atingiram os mesmos teores de agua apds 8 e 30 horas. Apés
144 horas de dessecacdo, as sementes atingiram o teor de agua de 3,4% na

silica gel e 3,5%, na estufa. O teor de agua das sementes desidratadas em
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estufa foi significativamente menor do que das submetidas a silica gel até as
24 horas de desidratacao. A reducéo do teor de agua nas sementes tendeu-
se a estabilizacdo, apds 72 horas de desidratacdo, na estufa e 96 horas, em

silica gel.
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GRAFICO 1 - Teor de agua em funcéo do tempo de desidrataciio das sementes de
Butia capitata submetidas aos métodos de desidratacdo em silica gel
(20°C) e em estufa (35°C)

Fonte: Da autora.

As sementes de coquinho azedo apresentam padrdo de desidratacio
rapida, segundo critérios de Pammenter e Berjak (2000), uma vez que, apds
8 horas de desidratacdo em estufa, o teor de 4gua das sementes caiu de
21% para 10%. Esses autores consideram que sementes que sofrem
desidratacdo répida sdo normalmente tolerantes a dessecacdo. Para
sementes recalcitrantes de Archontophoenix alexandrae, a desidratagdo em
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estufa (32+2°C) demandou 156 horas para que o teor de agua de 15,1%
fosse alcancado, condicdo na qual ocorreu perda da viabilidade (MARTINS et
al., 2003).

A viabilidade dos embriées nédo foi afetada pela desidratacdo até teores
de agua de 5% (P=0,0878), independente do método de secagem das
sementes utilizado (GRAF. 2). Nessas condi¢des, o vigor também néo foi
afetado. EmbriGes excisados de sementes desidratadas na estufa com teor
de 4gua de 3,5% tiveram a viabilidade e o vigor reduzidos, Mas naquelas
desidratadas em silica, ndo se observou-se essa redu¢do. No entanto, esses
resultados podem estar relacionados aos danos causados pela embebigéo
rapida de embribes extremamente secos, quando colocados para germinar
(HONG; ELLIS, 1996).

m 21,3% - inicial B 10% - silica B 10% - estufa 5% - silica
3 5% - estufa B 3,4% - silica & 3,5% - estufa
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GRAFICO 2 - Percentual de germinag&o de embries cultivados in vitro e de emiss&o
de raizes e bainhas em plantulas provenientes de sementes de Butia
capitata com teor de agua inicial (21,3%) e apés a desidratagdo (10, 5 e
3,4%) em silica gel (20°C) e (10, 5, e 3,5%) em estufa (35°C)

Fonte: Da autora.

A desidratacdo em silica gel a 20°C é recomendada para evitar danos
nos tecidos, pois diminui a velocidade de desidratacdo (HONG; ELLIS, 1996).
No entanto, nas condi¢cdes naturais de ocorréncia de coquinho azedo, a
exposi¢do a altas temperaturas durante a maior parte do ano e umidades do

ar abaixo de 20% nos meses mais secos sugerem a tolerancia aos processos



31

severos de dessecacdo. Os resultados obtidos confirmam essa proposicéo,
uma vez que mesmo a desidratacdo em estufa a 35°C até teor de agua de
5% n&o afetou a viabilidade e o vigor dos embrides.

O armazenamento de sementes em temperaturas de -196°C e 22°C
proporcionou maior viabilidade que o armazenamento de embrides isolados
(GRAF. 3). O resfriamento dos embrifes nas demais temperaturas preservou
a viabilidade, enquanto que o congelamento das sementes nas mesmas
condicdes de temperaturas ndo proporcionou germinacdo dos embrides
cultivados in vitro. Foi evidenciada reducéo de vigor, na emissédo de raizes,
gquando os embrifes isolados e sementes foram congelados, e apenas o
resfriamento -18°C (CL) preservou os embrides isolados em relacdo as
sementes (GRAF. 4). A emissao de bainhas foi semelhante apenas quando
comparados embrides e sementes armazenadas a 196°C e ambiente (média
22°C), sendo que, nos demais tratamentos, o congelamento de embrides

isolados preservou mais que o de sementes (GRAF. 5).
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GRAFICO 3 - Percentual de germinacéo de embrides de Butia capitata excisados de
sementes sem armazenamento (S.A) ou armazenados, os embrifes
isolados e as sementes, em nitrogénio liquido (-196°C), congelamento
rapido (-18°C CR), congelamento lento (-18°C CL), congelamento
lento (-10°C) e ambiente (média 22°C)

Notas: Letras mailsculas comparam médias entre as temperaturas de

armazenamento. Letras minUsculas comparam médias entre embrido e semente. As

mesmas letras nao diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

Fonte: Da autora.
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GRAFICO 4 - Percentual de emissédo de raizes em plantulas de Butia capitata,
provenientes de embrides isolados ou sementes sem armazenamento
(S.A) ou armazenados em: nitrogénio liquido (-196°C), congelamento
rapido (-18°C CR), congelamento lento (-18°C CL), congelamento
lento (-10°C) e ambiente (média de 22°C)

Notas: Letras mailsculas comparam médias entre as temperaturas de

armazenamento. Letras minusculas comparam médias entre embrido e semente.

Mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

Fonte: Da autora.
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GRAFICO 5 - Percentual de emiss@o de bainhas em plantulas de Butia capitata,
provenientes de embrides isolados ou sementes sem armazenamento
(S.A) ou armazenados em: nitrogénio liquido (-196°C), congelamento
rapido (-18°C CR), congelamento lento (-18°C CL), congelamento
lento (-10°C) e ambiente (média de 22°C)

Notas: Letras mailsculas comparam médias entre as temperaturas de

armazenamento. Letras minUsculas comparam médias entre embrido e semente.

Mesmas letras nao diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

Fonte: Da autora.
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Para o armazenamento de embrides, os tratamentos de congelamento
nao proporcionaram diferencas significativas em relacdo a viabilidade inicial,
exceto para o congelamento lento -10°C (GRAF. 3). A germinacédo nao foi
afetada, quando considerados os tipos de congelamento, porém embrifes
armazenados na condicdo ambiente tiveram viabilidade comprometida. Foi
verificada reducdo no vigor das plantulas (P < 0,0001), principalmente nos
embrides armazenados em condicdo ambiente, que ndo desenvolveram
raizes e bainhas.

Para o congelamento das sementes, apenas a temperatura de -196°C
preservou a viabilidade dos embrides e a emissdo de bainhas nas plantulas,
em relagdo a viabilidade e ao vigor inicial (GRAF. 3 e 5). Sementes
armazenadas na condicdo ambiente germinaram em baixos percentuais e as
plantulas produziram somente bainhas.

As sementes de B. capitata toleram a desidratacdo a 5% de teor de
agua e ndo suportam o0 armazenamento a -18°C. Apesar dos embrides
tolerarem as baixas temperaturas, as sementes sdo classificadas como,
provavelmente, intermediérias, conforme o protocolo de Hong e Ellis (1996).
Comportamento semelhante foi verificado em sementes e embrides de Elaeis
guineensis, porém, inicialmente, as sementes foram classificadas como
ortodoxas (GROUT et al.,, 1983), pela tolerAncia dos embrides as baixas
temperaturas e, posteriormente, a classificacéo foi alterada para intermediaria
(ELLIS et al., 1991), devido a perda de viabilidade das sementes congeladas
a -20°C por 12 meses.

Em B. capitata, o teor de agua encontrado no endosperma € menor
gue no embrido, sendo 16,5% e 30,8%, respectivamente, apds desidratacao
parcial das sementes, e 6% e 12%, respectivamente, apés desidratagdo por
30 dias. O teor de agua na relacao embrido/endosperma é menor na espécie
em estudo em relagdo a outras espécies de comportamento intermediario,
como E. guineensis (GROUT et al., 1983) e Phoenix reclinata (FINTEL et al.,
2004), onde os embrides apresentam teor de agua muito superior ao

encontrado no endosperma. A diferenca entre essas espécies pode estar
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relacionada ao ambiente onde ocorrem, sendo E. guineensis de ambiente
tropical imido (ELLIS et al., 1991), P. reclinata (FINTEL et al., 2004) em
savanas, na zona riparia e B. capitata de tropical semiarido, margeando
coérregos e rios, no Cerrado (LORENZI et al., 2010; MARTINS, 2003).

A manutencdo da viabilidade de 78% das sementes submetidas a
desidratacdo rapida a 35°C, até teor de agua de 3,5% (GRAF.2) e a
tolerancia ao congelamento em nitrogénio liquido (GRAF. 4) sugerem que as
sementes de B. capitata sdo mais tolerantes ao armazenamento que as
sementes de E. guineensis. Além disso, a viabilidade de sementes retiradas
de pirénios armazenados em ambiente sombreado por 150 dias alcancou
74% (dados néo publicados), sendo que o endocarpo possivelmente favorece
a preservacgdo da viabilidade. Por outro lado, o armazenamento dos pirénios
de B. capitata & sombra por 270 dias reduziu a viabilidade de embriGes
cultivados in vitro de 90 para 30% (dados nédo publicados).

Ha uma ampla diversidade de comportamento no armazenamento de
sementes na familia Arecaceae, e essa variagdo também ocorre no ambito
de género (DICKIE et al., 1991; OROZCO-SEGOVIA et al., 2003). Espécies
de ambientes Umidos, como E. edulis (MARTINS et al., 2009; PANZA et al.,
2009) e Archontophoenix alexandrae Wendl. & Drude (MARTINS et al.,
2003), tém sido classificadas como recalcitrantes. Espécies de ambientes
secos, como A. aculeata (RIBEIRO et al.,, 2012), Chamaerops humilis L.
(GONZALEZ-BENITO et al., 2006), Sabal mexicana Mart. e Washingtonia
filifera (L. Linden) H. Wendl. (DICKIE et al., 1992), tém sido classificadas
como provavelmente ortodoxas.

A tolerancia a dessecacdo e a dorméncia sdo caracteristicas
ecoldgicas fundamentais para o estabelecimento de bancos de sementes de
espécies que ocorrem em ambientes sazonais secos (OROZCO-SEGOVIA et
al., 2003; TWEDDLE et al., 2003), como o Cerrado. Na dispersédo, os frutos
de B. capitata apresentam mesocarpo com teor de dgua de 83% (NEVES et
al. 2010), que pode retardar a desidratacdo das sementes no ambiente,

sendo um fator essencial na adaptacdo da espécie ao ambiente em que
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ocorre (LORENZI et al.,, 2010; TWEDDLE et al., 2003). As sementes
intermediarias de ambiente tropicais devem ser armazenadas em
temperaturas de aproximadamente 10°C para a conservagdo ex situ, no
estabelecimento de bancos de germoplasma e propagacdo para cultivos
comerciais (HONG; ELLIS, 1996).

A criopreservacédo de sementes de B. capitata pode ser uma das varias
alternativas de conservacdo sem pré-tratamento, porém o uso de
crioprotetores em embrides isolados pode preservar a viabilidade e o vigor.
Em espécies recalcitrantes e em algumas intermediarias, o uso de
crioprotetores diminui a quantidade de agua, sem danificar as membranas
celulares (OROZCO-SEGOVIA et al., 2003).

O cultivo in vitro é uma técnica alternativa para regenerar a viabilidade
dos embrides congelados em temperaturas sub-zero (WEN; WANG, 2010).
Para as palmeiras, 0s protocolos de criopreservacao tém sido desenvolvidos
principalmente para espécies recalcitrantes, como Cocus nucifera
(ENGELMANN et al., 1995) e intermediarias, como Elaeis guineensis
(CAMILLO et al., 2009; ENGELMANN et al., 1995; GROUT et al., 1983). Em
Sabal jamaicensis, S. minor, S. umbraculifera and S. yapa, ndo foram
verificados o0s comportamentos das sementes armazenadas, mas a
criopreservacdo foi bem sucedida quando os embries desidratados
parcialmente foram armazenados em nitrogénio liquido (WEN; WANG, 2010).

A manutencao de viabilidade das sementes de B. capitata congeladas
em nitrogénio liquido, assim como em sementes de outras espécies de
comportamento intermediario: E. guineensis ou ortodoxo: A. aculeata
(RIBEIRO et al.,, 2012), S. mexicana, W. filifera (DICKIE et al., 1992), C.
humilis (GONZALEZ-BENITO, 2006), mostrou que a criopreservagao
apresenta potencial para estabelecer protocolo de conservacdo de
germoplasma. Estudos sé@o necessarios para avaliar o efeito de crioprotetores

na manutencéo de viabilidade e vigor dos embrides congelados isolados.
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4 CONCLUSAO

As sementes de B. capitata sdo tolerantes a dessecacdo a 5% e ao
congelamento a -196°C, mas ndo suportam o resfriamento a -18°C, com
congelamento rapido ou lento, ou a -10°C.

Os embrides isolados congelados a -18°C, com congelamento rapido
ou lento, e -10°C mantiveram-se viaveis, porém com o vigor reduzido.

Sementes e embribes isolados armazenados na condi¢do ambiente
reduzem a viabilidade e o vigor.

A criopreservacdo de sementes pode ser usada para a conservagéo de

recursos genéticos ou para o estabelecimento de bancos de germoplasmas.
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CAPITULO 3 - ESTRUTURAS DA SEMENTE, SACAROSE E GA;
INFLUENCIAM A GERMINAGAO DE Butia capitata (ARECACEAE)

RESUMO

Avaliaram-se o efeito de estruturas da semente, sacarose e GA; sobre a
germinacao e o desenvolvimento de plantulas de Butia capitata. Em condi¢céo
in vitro, utilizando-se sais MS, suplementados com substancias organicas,
testaram-se o cultivo de sementes inteiras, sementes sem opérculo,
sementes  seccionadas  transversalmente, sementes  seccionadas
longitudinalmente e embrifes isolados. Os tratamentos foram associados a
presenca ou auséncia de sacarose. Em condi%éo ex vitro, testou-se o efeito
de doses (0, 50, 100, 500, 1000 e 2000 mg L™) de GA; sobre a germinacgéo
de sementes com ou sem opérculo. Embrifes isolados retirados de sementes
submetidas as mesmas doses de GA3 foram cultivados in vitro. A sacarose
favorece a germinacdo e o desenvolvimento de plantulas, embora os
embrides possuam reservas suficientes para germinar quando isolados. O
pronunciado efeito do opérculo sobre a germinacdo é mecénico e nao
relacionado a restricdo a difusdo de gases. O GA; ndo afeta a germinacao de
sementes sem opérculo e tem efeito discreto sobre a germinacdo de
sementes com opérculo e de embriBes isolados. A incapacidade do embrido
em superar a restricdo mecanica dos tecidos adjacentes e a efetividade do
GA; confirmam a classificagdo da dorméncia da espécie como fisiolégica nao
profunda.

Palavras-chave: Opérculo. Cultivo in vitro. Acido giberélico. Fonte exdgena

de energia.
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CHAPTER 3 - SEED STRUCTURE, SUCROSE AND GA; INFLUENCE THE
GERMINATION OF BUTIA CAPITATA (ARECACEAE)

ABSTRACT

We evaluated the effect of structures of seeds, sucrose and GA; on the
germination and seedling development of Butia capitata. In vitro condition,
using MS salts, supplemented with organic substances, we tested the
cultivation of whole seeds, seeds without operculum, seeds sectioned
transversely, longitudinally sectioned seeds and embryos isolated. The
treatments were associated with the presence or absence of sucrose. In ex
vitro conditions, we tested the effect of GAz doses (0, 50, 100, 500, 1000 and
2000 mg L‘l) on the germination of seeds with or without operculum. Isolated
embryos taken from seeds subjected to the same doses of GA; were cultured
in vitro. Sucrose support germination and seedling development, although the
embryos have sufficient reserves to germinate when isolated. The
pronounced effect of operculum on germination is mechanical and not related
to the restriction of diffusion of gases. GA; did not affect the germination of
seeds without operculum and has slight effect on the germination of seeds
and embryos isolated. The inability of the embryo to overcome the mechanical
restriction of adjacent tissues and effectiveness of GA;z; confirmed the
classification of the species as non-deep physiological dormancy.

Keywords: Operculum. In vitro embryos. Gibberellic acid. Exogenous energy

source.
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1 INTRODUCAO

Butia capitata (Mart.) Becc. (coquinho azedo) é uma palmeira
endémica do bioma Cerrado, na regido central do Brasil (LORENZI et al.,
2010). A espécie apresenta importancia ecolégica, por fornecer alimentos a
fauna, e econdmica, uma vez que os frutos sdo utilizados para o consumo in
natura ou na forma de sucos e sorvetes (FARIA et al., 2008; MERCADANTE-
SIMOES et al., 2006). B. capitata também possui potencial de uso
ornamental, por apresentar caracteristicas estreitamente relacionadas a Butia
odorata (Barb. Rodr.) Noblick e Pirani, que € utilizada em paisagismo no sul
do Brasil (LORENZI et al., 2010) e dos Estados Unidos (BROSCHAT, 1998).
No entanto a producdo de mudas para plantio comercial e a conservacédo de
populagBes naturais sdo limitadas, devido a dorméncia das sementes
(MAGALHAES et al., 2012a), que ocasiona germinagao lenta, desuniforme e
em baixos percentuais (LOPES et al., 2011).

A biologia das sementes de palmeiras é ainda pouco conhecida
(OROZCO-SEGOVIA et al.,, 2003). H&a relatos de que as limitagbes a
germinacdo na familia ocorrem devido a restricdes proporcionadas pelo
endocarpo (NEVES et al, 2013; RIBEIRO et al., 201la) e ou pela
imaturidade do embrido (BASKIN; BASKIN, 1998; OROZCO-SEGOVIA et al.,
2003). Magalhées et al. (2012a) classificaram a dorméncia das sementes de
B. capitata como fisiologia ndo profunda, que é caracterizada pela
incapacidade do embrido em romper as estruturas da semente (BASKIN;
BASKIN, 2004; FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006;). Esses
autores se basearam na observacdo de que os embrides ndo apresentam
limitagcdes estruturais a germinacao e, quando isolados e cultivados in vitro e
ou livres da restricdo do opérculo, germinam rapidamente, produzindo
plantulas normais (FIOR et al., 2011).

Apesar de alguns trabalhos realizados sobre a dorméncia em B.
capitata (FIOR et al., 2011; LOPES et al., 2011; MAGALHAES et al., 2012a;

OLIVEIRA, 2012) ainda ha duvidas sobre se o efeito das estruturas
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adjacentes ao embrido é mecanico ou relacionado a restricdo ao fluxo de
gases, ou ainda, sobre o papel das reservas embrionarias e sua mobilizacao
e do possivel efeito das giberelinas no alongamento do embrido e no
enfraquecimento dos tecidos da semente.

O uso de giberelinas pode contribuir para o desenvolvimento de
tecnologia para a propagacéo alternativa a retirada do opérculo, proposta por
Fior et al. (2011), que € um procedimento oneroso e que aumenta o risco de
contaminagdo das sementes. O fitorregulador tem sido usado para estimular
a germinacéo de sementes de palmeiras (NAGAO et al., 1980; OROZCO-
SEGOVIA et al., 2003; RIBEIRO et al., 2011a), apesar de que hé relatos de
estiolamento das plantulas (BROSCHAT; DONSELMAN, 1987).

O cultivo in vitro de embriBes zig6ticos favorece o estudo do processo
germinativo (RAGHAVAN, 2003) e possibilita superacdo da dorméncia em
varias espécies de palmeiras (LEDO et al., 2007; RIBEIRO et al., 2011a,
RIBEIRO et al., 2012; TZEC-SIMA et al., 2006). Em B. capitata, a técnica
permitiu a obtencdo percentuais elevados de germinacdo (NEVES et al.,
2010), sugerindo potencial de uso para avaliar os efeitos de fatores fisicos
que afetam a germinacgédo e o desenvolvimento das plantulas e contribuir para
0 ampliacdo de estratégias para a propagacdo da espécie (RIBEIRO et al.,
2010).

Este estudo foi realizado objetivando responder as seguintes perguntas
sobre B. capitata: i) Ha restricdo mecanica a germinacgao? ii) Existe limitacéo
a germinacdo relacionada a dificuldade de mobilizacdo das reservas
embrionérias ? iii) H& efeito da giberelina na germinacdo da semente e de

embrides isolados e no desenvolvimento de plantulas?
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 COLETA E AVALIAGOES PRELIMINARES

Foram realizados trés experimentos, sendo que, para o primeiro, frutos
de B. capitata foram obtidos de uma populacdo natural no municipio de
Montes Claros, Minas Gerais, Brasil, em novembro de 2011, sendo
processados em despolpadeira industrial. Os pirénios permaneceram
armazenados em galpdo aberto por cinco meses, periodo em que o0s
experimentos foram estabelecidos.

Para o segundo e terceiro experimentos, os frutos foram coletados nos
meses de junho e setembro de 2012, em pomar experimental no municipio
de Montes Claros (16°40°'52"S, 43°50'22"W) e foram despolpados em
liquidificador de baixa rotacdo, sendo que o0s pirénios permaneceram
armazenados por 15 a 30 dias, nas mesmas condicfes descritas para o
primeiro experimento.

Sementes foram extraidas com auxilio de um torno manual,
mensurado o teor de agua com base na massa fresca, utilizando-se quatro
repeticbes de 25 sementes, que foram desidratadas na estufa a 105°C, por
24 horas (BRASIL, 2009). A viabilidade dos lotes utilizados nos trés
experimentos foi avaliada por meio do cultivo in vitro de embrides, onde as
sementes foram desinfestadas em solucdo de hipoclorito de sddio a 6% por
15 minutos, seguida de triplice lavagem em agua destilada e conduzidas para
a camara de fluxo laminar. Os embrides foram excisados das sementes, com
auxilio de estilete, imersos em solucdo de 100 mg L™ de &cido ascérbico e
desinfestados em solucéo de cloro 0,5% por 10 minutos e lavados trés vezes
em agua destilada e autoclavada. Os embri6es foram inoculados em tubos de
ensaio (12x1 cm), com 2 mL de meio de cultivo, contendo: sais MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) em 75% da sua concentra¢do original; 0,5 mg
L™ de tiamina; 1 mg L™ de piridoxina; 0,5 mg L™ de &cido nicotinico; 100 mg

L™ de mio-inositol; 0,5 g L™ de caseina hidrolizada; 3 g L™ de carvao ativado;
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6 g L* de agar; 30 g L* de sacarose; com pH ajustado para 5,7 e
autoclavado a 121°C, por 20 minutos. Apos 30 dias de cultivo, a 30°C, na
auséncia de luz, os embries ou plantulas foram retirados dos tubos e
avaliados visualmente, quanto a germinacdo e a emissao de emissdo de
raizes e de bainhas. A germinacdo foi reconhecida com base no aumento
igual ou superior a 50% do comprimento inicial dos embrides (RIBEIRO et al.,
2011a).

2.2 EFEITO DA SACAROSE E DE ESTRUTURAS DA SEMENTE NA
GERMINACAO IN VITRO

As sementes foram desinfestadas como descrito anteriormente,
hidratadas por imersdo em agua destilada por 48 horas (OLIVEIRA, 2012) e
conduzidas a camara de fluxo laminar, onde foram obtidos, com auxilio de
um estilete, os tratamentos: sementes intactas, sementes sem opérculo,
sementes  seccionadas  transversalmente, sementes  seccionadas
longitudinalmente e embrides isolados (Fig. 1A-E). A retirada do opérculo foi
realizada por meio de cortes superficiais na insercdo entre o opérculo e o
tegumento, forcando o rompimento das estruturas, sem danificar o embri&o
(FIOR et al.,, 2011). As sementes foram seccionadas, preservando o0s
embrides, que ficaram expostos parcialmente na seccdo longitudinal da
semente. A secc¢do transversal das sementes atingiu a cavidade seminal,
permitindo que a regido distal (haustério) dos embribes permanecesse em
contato com a atmosfera. Os embrides isolados ou inseridos nas estruturas
das sementes foram desinfestados em cloro 0,5% por 10 minutos, lavados
trés vezes em agua destilada e autoclavada e inoculados em frascos, com 10
mL de meio de cultivo, descrito anteriormente. Em metade dos frascos,
adicionou-se o meio de cultura, acrescido de 30 g L™ de sacarose (RIBEIRO
et al., 2011a).
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O experimento foi estabelecido em delineamento em blocos
casualizados, em esquema fatorial 5 (estruturas da semente) x 2 (presenca
ou auséncia de sacarose), com cinco repeticdes de dez explantes. O cultivo
foi realizado em germinador a 30°C, na auséncia de luz. Apés 30 dias de
cultivo, os embrides ou plantulas foram retirados dos tubos e avaliados,
visualmente, quanto a germinagdo e a emissdo de emissao de raizes e de
bainhas. A germinagé@o foi reconhecida com base no aumento igual ou
superior a 50% do comprimento inicial dos embrides. Foram mensurados o
comprimento e o didmetro da bainha, da raiz principal, tubo cotiledonar, do
peciolo cotiledonar e do haustério, com auxilio de um paquimetro digital. As
bainhas, raizes, tubo, peciolo cotiledonar e haustério foram desidratados em
estufa de circulagdo de ar 105°C, por 24 horas (BRASIL, 2009), e
mensuradas as massas secas em balanca analitica.

Os dados para germinacdo, emissdo de raizes e de bainhas foram
tomados por contagem dos embrides ou plantulas, apresentando os eventos
e convertidos em percentual, seguida da transformacdo em arco seno
(X/100)0'5. Foi utilizada a analise de variancia e o teste de Tukey (0,05) para a
comparacao das médias dos tratamentos.

2.3 EFEITO DO GA; NA GERMINACAO DE SEMENTES

Sementes foram desinfestadas e pré-embebidas em agua destilada por
48 horas, como descrito anteriormente, e imersas em solucdes de GA;
(Sigma-Aldrich), em vidros escuros (40 mL), nas concentracdes de 0, 50,
100, 500, 1000 e 2000 mg L™ por 24 horas. As sementes foram lavadas em
agua destilada e desinfestadas, conforme descrito anteriormente. Em metade
dos tratamentos, foram removidos os opérculos das sementes, com o auxilio
de estilete, como relatado para o experimento anterior.

As sementes foram dispostas em caixas de polietileno, tipo gerbox,
contendo 80 mL de substrato vermiculita estéril, pré-umedecida com agua

destilada e autoclavada a 80% da capacidade de retencdo de agua e
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cultivadas a 25°C em germinador, na presenca de luz (adaptado de FIOR et
al., 2011). Apo6s 15 dias de cultivo, as sementes com opérculo foram retiradas
do substrato e o tratamento com GA; foi repetido. Diariamente, foi
contabilizada a germinacao, utilizando-se como critério a protruséo do peciolo
cotiledonar, com aumento igual ou superior a 2 mm de comprimento. Apés 30
dias, os opérculos das sementes intactas foram removidos e as sementes
foram cultivadas por mais 15 dias, conforme descrito anteriormente, para
avaliar a viabilidade.

O experimento foi realizado em delineamento em blocos casualizados,
em fatorial 6 (doses de GA;) x 2 (sementes intactas ou com o0s opérculos
retirados), com quatro repeticdes de 25 sementes, por tratamento. Foram
avaliados: porcentagens e indices de velocidade de germinacdo (MAGUIRE,
1962), porcentagens de germinacao final, emissdo de raizes e de bainhas, e
0 comprimento e o didmetro da parte aérea e raiz principal. A andlise

estatistica foi realizada como descrita no primeiro experimento.
2.4 EFEITO DO GA; NA GERMINACAO DOS EMBRIOES ISOLADOS

Sementes foram embebidas em &gua e em solugbes de GAs;, nas
concentracbes 0, 50, 100, 500, 1000 e 2000 mg L", como descrito
anteriormente, e conduzidas para a camara de fluxo laminar estéril, onde os
embrifes foram excisados e cultivados in vitro em tubos de ensaio com 2 ml
do meio de composi¢do igual ao usado no primeiro experimento, com
acréscimo de 30 g L™ de sacarose.

O experimento foi conduzido no delineamento em blocos casualizados,
em seis tratamentos (doses de GAg), com cinco repetices de dez embrides,
por tratamento. As condi¢cdes de cultivo, os critérios de avaliacdo e as
andlises estatisticas foram realizados como descritas no primeiro

experimento.
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3 RESULTADOS

A semente de B. capitata apresenta formato alongado, contendo um
embrido de aspecto cdnico e com a extremidade distal mais afinalada,
localizada internamente em relacdo a semente, o haustdrio. A regido proximal
do embrido, o peciolo cotiledonar, esta posicionada perifericamente na regido
micropilar (FIG. 1A, D e E). A cavidade seminal se estende, no centro, ao
longo do comprimento da semente (FIG. 1D). As sementes utilizadas
apresentaram teor de agua e viabilidade inicial de, respectivamente, 4,9 e
86%, no primeiro experimento, 5,1 e 80%, no segundo e 7 e 98,3%, no

terceiro.
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FIGURA 1 - Estrutura da semente, embrido e plantula de Butia capitata:

a) Semente inteira, evidenciando o opérculo

b) Semente indicando a remocgao do opérculo

c) Seccéo transversal da semente

d) Seccdo longitudinal da semente, evidenciando o embrido inserido
parcialmente no endosperma

e) Embrido isolado

f) Desenvolvimento inicial de plantulas cultivadas in vitro por 15 dias
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g) Desenvolvimento inicial de plantula a partir da germinacdo de
semente sem opérculo, com sete dias, na presenca de luz,
evidenciando o alongamento do peciolo cotiledonar
h) Plantula desenvolvida a partir do cultivo in vitro de embrides isolados,
apo6s 30 dias, no escuro, apresentando raiz e bainhas, com destaque
para o haustério sem desenvolvimento (seta)
i) Desenvolvimento de plantula proveniente de semente sem opérculo,
com 30 dias de cultivo, apresentando raizes e bainhas, com destaque
para o haustério desenvolvido (seta)

Notas: op: opérculo; te: tegumento; em: embrido; en: endosperma; ha: haustério; pc:

peciolo cotiledonar; ba: bainha; tu: tubo; ra: raiz.

Fonte: Da autora.

3.1 EFEITO DA SACAROSE E DE ESTRUTURAS DA SEMENTE NA
GERMINACAO IN VITRO

N&o houve efeito de interacdo entre a sacarose e as estruturas da
semente. Independente da condicdo em que os embrides ou sementes foram
cultivados, a presenca de sacarose no meio de cultura favoreceu a
germinacao (61,1 %) e o desenvolvimento das plantulas, com emissédo de
raizes (51,5%) e de bainhas (45%). No meio sem sacarose, as médias para
as mesmas caracteristicas avaliadas foram: 32,7; 84 e 9,9 %,
respectivamente. Quando se analisa somente o cultivo dos embrides
isolados, 76% germinam em meio com sacarose, sendo 72% em meio sem
sacarose, porém a auséncia da sacarose nao permitiu o desenvolvimento de
raizes e de bainhas.

Os tratamentos sementes sem opérculo e embrifes isolados
proporcionaram percentuais de germinagdo superiores em relacdo as
sementes seccionadas transversalmente e sementes inteiras (GRAF. 2). No
tratamento seccdo longitudinal da semente, os embrides alongaram no
sentido oposto a regido do opérculo, tendo o peciolo cotiledonar se tornado
curvilineo sobre a semente até atingir o meio de cultura, sendo que a

semente permaneceu com o opérculo intacto.
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B Embrido isolado

0 Corte longitudinal da semente
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GRAFICO 1 - Percentual de germinag&o in vitro e de emissdo de raizes e bainhas em
plantulas de Butia capitata provenientes de: semente sem opérculo,
embrido isolado, corte longitudinal da semente, corte transversal da
semente e semente inteira

Fonte: Da autora.

A emisséo de raizes e bainhas em plantulas originadas de sementes
sem opérculos foi significativamente maior em relagcdo aos demais
tratamentos (GRAF. 1). O tratamento semente sem opérculo favoreceu o
acumulo de massa seca nas bainhas, raizes, haustério, peciolo cotiledonar e
tubo das plantulas de B. capitata. A massa seca do peciolo cotiledonar nédo
diferiu entre plantulas provenientes de sementes sem opérculo e embrides
isolados (GRAF. 2).
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GRAFICO 2 - Massa seca das bainhas, raizes, haustorio, peciolo cotiledonar e tubo
em plantulas de Butia capitata ap6s o cultivo in vitro dos embribes
associados as estruturas da semente: semente sem opérculo, embrido
isolado, semente inteira, corte transversal da semente e corte
longitudinal da semente

Fonte: Da autora.

3.2 EFEITO DO GA; NA GERMINACAO DE SEMENTES

As sementes que tiveram o0s opérculos removidos comecaram a
germinar apés o segundo dia de cultivo e, a partir do quarto dia,
aproximadamente, 90% das sementes ja haviam germinado (GRAF. 2). As
sementes em que nao foram retirados os opérculos submetidas a imerséo
nas concentracdes de 50 e 100 mg L™ em GA; comecaram a germinar no
sétimo dia, em percentuais proximos a 2%. Maiores porcentagens de
germinacdo em sementes com opérculo ocorreram a partir do vigésimo
quinto dia de cultivo em todas as doses, exceto para o controle, que nao foi

evidenciada germinacéo (GRAF. 3B).
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GRAFICO 3 - Percentual de germinacdo das sementes de Butia capitata pré-
embebidas em GAgz e cultivadas sem (A) e com opérculo (B)



51

Notas: Apos valores finais do percentual de germinagéo, as letras mailsculas indicam
diferencas significativas entre sementes com e sem opérculos e as letras mindsculas
indicam diferencas significativas entre as doses de GAz; em sementes com ou sem
opérculos, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Seta indica ocasido da
repeticdo do tratamento com GA;

Fonte: Da autora.

N&do houve efeito do GA; na germinacdo quando se utilizaram
sementes sem opérculo (GRAF. 3A). Nas sementes em que 0s opérculos
foram mantidos, as concentragdes de 100, 1000 e 2000 mg L™
proporcionaram incrementos na germinacdo (GRAF. 3B). O indice de
velocidade de germinacéo das sementes com opérculo foi reduzido (0,0254),
quando comparado com aqueles em que se retirou a estrutura (11,2136). Nas
sementes do tratamento semente com opérculo, a retirada da estrutura apos
o periodo de avaliagdo do experimento proporcionou 100 % de germinacao

apos 30 dias.

3.3 EFEITO DO GA; NO DESENVOLVIMENTO DOS EMBRIOES
ISOLADOS

A dose de 2000 mg L™ proporcionou percentual de germinacéo
superior, em relacdo ao controle (GRAF. 5). Nao houve indicativo de
estiolamento das plantulas, uma vez que o comprimento da raiz principal e
das bainhas foliares nas plantulas provenientes de sementes pré-imersas em

solucdes de GAs, foi semelhante em relacdo ao controle.
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GRAFICO 4 - Percentual de germinacédo dos embrides de Butia capitata, excisados
de sementes pré-embebidas em solugbes de GA3
Fonte: Da autora.

O diametro da raiz principal foi favorecido pelas doses de 100, 500, e
1000 mg L™ de GA; (GRAF. 5). O diametro do haustério nas doses de 0 e 50
mg L" de GA; foi menor quando comparado com as maiores doses. O
comprimento do tubo em plantulas provenientes de embrides excisados de
sementes sem pré-embebicdo em solugBes de GA; foi superior em relagdo a
dose de 100 mg L™ de GAs.
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GRAFICO 5 — Diametro da raiz principal, diametro do haustério e comprimento
do tubo das plantulas de Butia capitata originadas de embrifes
cultivados in vitro, que foram excisados de sementes pré-embebidas
em solugdes com diferentes concentragfes de GAz

Fonte: Da autora.

4 DISCUSSAO

As estruturas da semente adjacente ao embrido proporcionam
restricdo fisica sobre a germinagdo e o desenvolvimento de plantulas de B.
capitata. O maior percentual de germinagcao nas sementes sem opérculo e
embrides isolados, independente do fornecimento de sacarose no meio de
cultivo, confirma que ha uma barreira mecanica impedindo o alongamento do
embrido, como verificado nas sementes integras, onde a germinacéo foi
muito inferior. Oliveira (2012) relatou varias camadas de células no
endosperma micropilar e no tegumento de B. capitata, que n&o sé&o
lignificadas. Isso também foi encontrado por Moura et al. (2010), em outra
palmeira, Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex. Mart.. A remocé&o parcial ou
total do opérculo tem sido usada como método de superacdo de dorméncia
em varias palmeiras, como: Attalea vitrivir Zona (NEVES et al., 2013), A.
aculeata (RIBEIRO et al., 2011a), Elaeis guineensis Jacq. (HUSSEY, 1958),
Pritchardia remota (Kuntze) Beck (PEREZ et al., 2008), Rhapidophyllum
hystrix (CARPENTER et al., 1993), Phoenix dactylifera L. (AL-WASEL,;
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WARRANG, 1998) e inclusive em B. capitata (FIOR et al., 2011; OLIVEIRA,
2012).

Alguns estudos tém relatado a elevada demanda por oxigénio durante
a germinacgdo de palmeiras, como em sementes de E. guineensis (HUSSEY,
1958) e em embrides de Cocus nucifera Linn (PECH Y AKE et al., 2004). No
presente trabalho evidenciou-se que a germinacdo de sementes seccionadas
transversalmente, em que o embrido teve acesso ao oxigénio atmosférico,
ndo divergiu em relacdo & das sementes inteiras, indicando que o fluxo de
gases nao foi limitado pelos tecidos adjacentes ao embrido.

A presenca de substancias inibidoras em estruturas adjacentes ao
embrido também pode influenciar a germinacdo (BASKIN; BASKIN, 1998;
HARTMANN et al., 2002). Ha relatos de substancias quimicas que interfere
na germinacédo de palmeiras (KHAN et al., 1982; TZEC-SIMA et al., 2006).
Em B. capitata, Magalhdes et al. (2012b) evidenciaram que o endosperma
apresenta substancias com efeito alelopatico, que comprometeram o
crescimento da radicula de alface. No entanto, a possibilidade de existir efeito
inibidor quimico no endosperma ou tegumento opercular, para a germinagéao
de embrides de B. capitata, pode ser descartada, pois, no tratamento corte
longitudinal da semente, ocorreram germinacao e desenvolvimento de raizes
e bainhas em plantulas. Em A. aculeata, ndo foi evidenciado efeito alelopético
do endosperma e do tegumento sobre a germinagdo de embrifes in vitro ou
desenvolvimento das plantulas (RIBEIRO, 2010).

A sacarose € a fonte energética principal na mobilizacado de reservas
no inicio da germinacdo (BUCKERIDGE et al., 2005), sendo requerida em
maior quantidade no cultivo de embrides pouco diferenciados (BHOJWANI,;
RAZDAN, 1996; BRIDGEN, 1994; RAGHAVAN, 2003). Oliveira (2012) relatou
mobilizagdo de reservas proteicas e amilaceas no peciolo cotiledonar e no
haustério, durante a germinacao de B. capitata. O incremento a germinacao
na presenca de sacarose no caso dos tratamentos envolvendo as sementes
pode estar relacionado a dificuldade de mobilizacdo das reservas

embrionérias e das reservas presentes no endosperma. O uso de sacarose
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no cultivo de embrifes isolados ndo é necessario para a germinagéo, porém
€ imprescindivel para a formacdo de plantulas, corroborando resultados
encontrados por Ribeiro et al. (2011b), que também observaram alongamento
in vitro dos embrides de B. capitata, na auséncia de sacarose. Em
Astrocarym ulei (PEREIRA et al., 2006) e Cocus nucifera (LEDO et al., 2007),
a presenca de sacarose é fundamental para a germinacdo de embrides e
para o desenvolvimento de plantulas normais.

Apesar do baixo percentual de germinagdo das sementes intactas de
B. capitata submetidas as doses de GA;, foi evidenciado incremento na
germinacdo a partir do vigésimo quinto dia de cultivo, em relacdo as
sementes intactas que nao foram tratadas com GA3, sugerindo que o tempo
de cultivo ndo foi suficiente para a atuacéo efetiva do fitorregulador. Em A.
aculeata, foi observado comportamento semelhante nas primeiras quatro
semanas de cultivo, sendo que apds 18 semanas de cultivo, o percentual de
germinacdo aumentou para 40% (RIBEIRO et al., 2011a).

As giberelinas podem estimular o alongamento do embrido em
sementes intactas ou com remoc¢do parcial do opérculo e mobilizar as
reservas do endosperma, enfraguecendo as barreiras para a germinagéo
(BASKIN; BASKIN, 1998; BEWLEY, 1997; FINCH-SAVAGE; LEUBNER-
METZGER, 2006; RIBEIRO et al., 2011a). O efeito do GA3; na germinacéo de
sementes de B. capitata corrobora com resultados encontrados para outras
palmeiras (CARVALHO et al.,, 2005; NAGAO et al, 1980; ROBERTO;
HABERMANN, 2010), mas ndo confirmam os resultados encontrados por
Lopes et al. (2011), que verificaram auséncia do efeito de 1000 mg L™ de GA,
na germinacdo de sementes de B. capitata. No entanto, no trabalho destes
autores ndo foi utilizada pré-embebicdo, que pode ser necessaria para se
atingir a fase 1l da embebicdo, e nem aplicacbes sucessivas de GA;. Ribeiro
et al. (2011a) verificaram que aplicacBes repetidas de GAz, nas sementes de

A. aculeata, favoreceram a germinagéo.
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Sementes com dorméncia fisiolégica ndo profunda respondem a
giberelina, o que ndo ocorre na dorméncia fisioldgica intermediaria (BASKIN;
BASKIN, 2004). Com os resultados apresentados neste trabalho é possivel
confirmar a classificacdo da dorméncia de B. capitata como fisiologica do tipo
ndo profunda (BASKIN; BASKIN, 2004; FINCH-SAVAGE; LEUBNER-
METZGER, 2006; MAGALHAES et al., 2012a; OLIVEIRA, 2012). Porém s&o
necessarios novos estudos para avaliar a fungdo das giberelinas na
germinacdo de B. capiata, uma vez que o fitorregulador proporcionou
incrementos & germinagdo em sementes integras, mas ndo foi observado
efeito no IVG e no percentual de germinacdo em sementes sem opérculo.

Conforme Nonogaki et al. (2010), normalmente, quando as sementes
necessitam de giberelina para completar a germinagdo, o cultivo de
embrides isolados dispensa o uso do fitorregulador. Apesar do GAj; ter
favorecido a germinacdo dos embrides isolados e o desenvolvimento de
plantulas de B. capitata em relacdo ao controle, embrifes sem tratamento
germinam em niveis superiores a 90% (MAGALHAES et al., 2012a; NEVES
et al., 2010; OLIVEIRA, 2012; RIBEIRO et al., 2011b). Assim, a resposta ao
GA; na espécie ndo esta associada ao desequilibrio hormonal ou imaturidade
fisiolégica relatada para embribes de Cocus nucifera, que apresentam
dificuldades de germinarem in vitro (PECH Y AKE et al., 2007).

5 CONCLUSAO

No presente trabalho evidenciou-se que a sacarose é fundamental no
cultivo de embribes isolados para o desenvolvimento de plantulas. Ha
restricdo fisica a germinacédo imposta pelos tecidos da semente adjacentes
ao embrido, sendo que a remocado do opérculo e o tratamento com GA; em
sementes intactas de B. capitata proporcionaram incrementos na
germinacdo, confirmando a classificacdo da dorméncia como fisiol6gica ndo

profunda.
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