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Germinacao de embrides zigoticos e desenvolvimeritovitro de
coquinho-azedo

Leonardo Monteiro Ribeifp Silma da Concei¢do NevePriscila Oliveira Silvg, Itaina Gongalves Andrade

RESUMO

Este trabalho foi desenvolvido com objetivo de avaliar os efeitos da luz, das concentracfes de sais MS e de
sacarose sobre a germinac#oyitro, de embrides, e o desenvolvimento de plantulas de coquinho-&naim (
capitata(Mart.) Becc). Para o preparo do meio de cultivo, foram utilizados sais MS suplementados com vitaminas,
mio-inositol, caseina hidrolizada, carvao ativado, sacarose.eRagaravaliacéo do efeito da luminosidade, embrides
zigoticos foram cultivados na presenca e na auséncia de luz. Diferentes concentracdes de minerais MS (0; 25; 50; 75 e
100% em relacdo a formulacdo original do meio MS) foram testadas em associacdo com duas concentracfes de
sacarose (de 0 e 2%). Em ambos 0s experimentos, avaliaram-se, apds 30 dias da inoculagéo, percentuais de oxidagac
germinacgdo e emissao de raizes e bainhas foliares. Os resultados obtidos mostraram que condi¢ao de luminosidade na
afetou a germinacao, porém, a auséncia de luz favoreceu a emissao de raizes. Ocorreu 0 alongamento na auséncia d
sacarose, indicando a existéncia de reservagéims no embridd adicdo de sacarose proporcionou menores
niveis de oxidacgédo, favoreceu o alongamento e mostrou-se imprescindivel para o desenvolvimento inicial das plantulas.
Concentracdes de sais entre 50 e 75% da concentracdo original do meio MS proporcionaram menores niveis de
oxidacdoA concentracao de 75 % da concentracado original de sais do meio MS proporcionou maior enraizamento.

Palavras -chave Butia capitatgMart.) Becc, luz, sacarose, meio MS.

ABSTRACT

Germination of zygotic embryos andn vitro development ofButia capitata(Mart.) Becc.

The objective of this work was to evaluate the effects of light, Murashige & Skoog (MS) salts concentration and
sucrose on tha vitro embryo germination and plantlet developmenBafia capitata(Mart.) Becc. The culture
medium consisted of MS salts supplemented with vitamins, myo-inositol, hydrolyzed casein, activated charcoal,
sucrose and agatygotic embryos were cultured in the light and in the darkeBsht concentrations of MS salts (0%,

25%, 50%, 75%, 100% in relation with the original MS medium formulation) were tested in combination with two

concentrations of sucrose (0% and 2%). In both experiments, 30 days after inoculation, rates of oxidation, germination
and root and leaf sheath growth were evaluated. Results showed that light conditions did not affect germination,
however the absence of light improved root growth. Elongation occurred in the absence of sucrose, indicating the
occurrence of energy storage in the embryo. The addition of sucrose provided lower oxidation levels, improved
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134 Leonardo Monteiro Ribeiret al.

elongation and was essential for plantlet initial development. Salt concentrations between 50% and 75% of the MS
original concentration provided lower oxidation levels. The concentration of 75% of the MS original salt concentration
provided the highest level of rooting.

Key words: Butia capitata(Mart.) Becc., light, sucrose, MS medium.

INTRODUCAO A sacarose é comumente utilizada como fonte
energética e para manutencdo de um potencial hidrico

© coqumho az?dc_)B(una caplteta(Mart.) Becc? € adequado no meio de cultura (Ferreiral, 2002; Garcia
uma palmeira endémica das regides norte de Minas G?- . .
. ., . et al, 2002). EmbriGes imaturos requerem maiores con-
rais, nordeste de Goias e sudoeste da Bahia (Logénzi ~ .
. . aSentra(;oes de sacarose quando comparados com embri-
al., 2004).A planta, que possui potencial ornament . )
. . 0es maduros, que podem prescindir do fornecimento
(Lorenziet al.,2004), é explorada para a venda e consumo . :
: exogeno (Hu & Ferreira, 1998). Estudos sobre a demanda
dos frutosin naturae, ou, de seus processados (sucos o . .
. gbr sacarose podem contribuir para maior conhecimento
polpa e sorvete), representando importante fonte de ren;

~ . . Sobre cstatusnutricional e de maturacdo dos embrides e
da para populac¢des rurais (Mercadante-Sirabals,2006; . . ¢
. . : fornecer subsidios para entendimento do processo
Fariaet al.,2008) A espéciencontra-se sob risco quanto erminativo

a manutencao das suas popula¢c@es naturais, em razég %D L .
. . entre os principais problemas relacionados com a
desmatamento, do extrativismo predatério e do consumo

. : . Propagagéo via cultura de embrides de palmeiras, estd a
de suas flores e frutos por bovinos e equinos, o que limita =~ .~ o A
ocorréncia de altos indices de oxidacao (Pan & Staden,

0 estabelecimento de bancos de sementes (Mercadallt&%_ Meloet al, 2001).A oxidacdo de compostos
Simgeset al, 2006)A propagagao d. capitatae efetu- fendlicos presentes no embrido esta relacionada com a

ada exclusivamente por meio de sementes (Lostrad] | ~ . . .
N . , liberacdo de toxinas no meio e, normalmente, tem efeito
2004) que, em razdo da dorméncia relacionada com a. ' . o .
: - L. L grejudlmal ou mesmo limitante ao desenvolvimento do
impermeabilidade dos envoltérios e de possiveis fatores | .. ~ . . . )
fisiolégicos relacionados com o embrido, podem re uerembnao ou plantula @ai, 1992; Hu & Ferreira, 1998;
9 P d elo et al, 2001). Existe influéncia da concentragdo de

dois anos para concluir o processo de 9erminacdlis e da luminosidade sobre a oxidagao (Grattapaglia &
(Broschat, 1998).

. . . Machado, 1998) e estudos que visem a relacionar estes
O cultivo de embriem vitro possibilita estudos so-

N , éatores a ocorréncia de oxidagdo em embride8.de
bre o processo germinativo e o desenvolvimento c%pitatapoderéo contribuir para o desenvolvimento de
plantulas (Hu & Ferreira, 1998; Tzec-Sietal., 2006) e

constitui alternativa para a propagacao de espécies ULEE' protocolo adequado a especie,
P propagag P q Considerando a auséncia de trabalhos, envolvendo a

apresentam dorméncia relacionada com as limitagdes im-

ostas pelos envoliérios (Gareizal . 2002: Tzec-Simat cultura de embrides d&. capitata o objetivo deste tra-
P P : ( o balhofoi avaliar o efeito da luz, da sacarose e de concen-
al., 2006). Considerando-se a especificidade das dem?n- ~ . . S
R ~ L . racoes de minerais MS sobre a germinagaatro dos
das fisiologicas, sdo necessérias definicbes das condi-, .. S . L
embrides zigoticos e o desenvolvimento inicial de

¢Bes ambientais e do meio de cultura adequado a germis
~ . N . antulas.

nacao e ao desenvolvimento das plantulas de d|feren?es

espécies (Hu & Ferreira, 1998). MATERIAL E METODOS
Os efeitos da luz sobre o desenvolvimento embriona- _

rio e o cultivo de embrides s&o pouco estudados, sendo Material vegetal

necessarios experimentos preliminares, em que se teste &ara a germinacéo de embrid@esitro e o desenvol-
necessidade de luz para o sistema (Hu & Ferreira, ®98)vimento inicial de plantulas dButia capitata(Mart.)
formulacéo de sais MS (Murashige & Skoog, 1962) tef@ecc), utilizaram-se frutos maduros, oriundos de popula-
sido utilizada com sucesso no cultivo de embrides de &0 natural do municipio de Montes Claros, Minas Ge-
pécies de palmeiras (Ledbal, 2001; Melcet al,, 2001; rais. Frutos com polpa firme, sem sinal de ataque de pra-
Pereireet al, 2006), porém, em alguns casos, altera¢cdgas ou micro organismos, foram selecionados, despolpa-
na concentragdo dos sais proporcionaram efeitos favodds manualmente e mantidos em ambiente sombreado, a
veis, como constatado para maca(B&rocomia temperatura ambiente, por uma semana, até a execucao
aculeatg (Tabai, 1992) e guarirobeir8yagus oleraceag das etapas seguintes, no Laboratdrio de Micropropagacao
(Melo, 2000). da Universidade Estadual de Montes Claros. O experi-
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mento foi conduzido entre os meses de setembro e por contagem dos embrides manifestando o evento e

vembro de 2007. transformados em percentuais, sendo estes transforma-
As sementes foram extraidas com torno manual des em arco seno da raiz quadrada de x/100 para compara-

bancada, sendo os embrides retirados com auxilio ¢g@es.

estiletes e dispostos em solucédo de 100 mdd.acido

ascorbico, para evitar oxidacao (Melo, 2000). Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada por meio de analise
Efeito da luz na germinacdo e na plantula  de variancia pelo teste F e, quando pertinente, analise de
Apés desinfestagdo em solucdo de 0,25% de clof§dresséo. Utilizou-se o programa estatistico SAS - The
por 10 minutos, em condicdes assépticas, em camaraxfeS System fowindowsVersion 8 (SAS Institute, 1990).
fluxo laminar os embrides foram inoculados em tubos de

ensaio, com dimensdes de 12 x 1 cm, contendo 2 mL BcESULTADOS E DISCUSSAO

meio: sais MS (Murashige & Skoog, 1962); 0,4 mg/L de  Efeito da luz na germinagéo e na plantula
tiamina; 1 mg/L de piridoxina; 0,5 mg/L de acido nicotinico; o . . .
100 ma/L de mio-inositol: 0.5 a/L d ina hidrolizada: O embrigo d@. capitataencontra-se inserido lateral-

mg e~m|0-_|n05| 0, 9> giL. d€ caseina hidro |za, Fhente no endosperma (Figura 1a), sendo composto por
3g/L de carvdo ativado; 30 g/L de sacarose; 6 g/L de agar;

H aiustad 5 7ol 1992). O brides f dha regido cilindrica, referente ao peciolo cotiledomar
com pH ajustado para 5, 7adali, )- Os embriges 0'%oruma regido distal afilada, correspondente ao haustorio

ram cultivados na presencga ou auséncia de luz. O expeli- . . .
P & P It—llgura 1b), que se encontra inserido mais internamente

mento foi estabelecido em delineamento inteiramente
na semente.

casualizado, utilizando 10 repeticbes de 10 tubos de en- Na avaliacio ap6s 30 dias de cultivo, evidenciou-se

i m um embria .N ni xperimentaj ~ . . . .
saio com um embrido cada. Nas unidades experime altfe nao houve influéncia da luz sobre a média de embri-

destinadas ao cultivo na auséncia de luz, os tubos for%@s e plantulas, apresentando oxidacabél 1)A oxi-

completamente cobertos com papel aluminio. Os embyj- . . SN
P pap a’agao de compostos fendlicos é limitante em cultura de

6es foram mantidos em germinador a temperatura osc"%'?ﬁbriﬁes de palmeiras (Pan & Staden, 1998; Mk
te, entre 25 °C, nanoite, € 30 °C, durante o dia, por 30 d'§601), sendo a utilizagdo de antioxidantes, carvéo ativa-

Utilizou-se luz com irradiancia de 4fmol.m?%s?! e L - o
. do, e cultivo inicial na auséncia de luz, praticas recomen-
fotoperiodo de 16 horas de luz : e :
dadas, visando & minimizagéo do problema (Grattapaglia

Efeito da sacarose e concentragio do meio MS& Machado, 1998)Tabai (1992), em trabalho com macauba
(Acrocomia aculeafee Pereirat al (2006), com murmuru

Os tratamentos consistiram em alteracdes na compQ- . - .
& Rstrocaryum ulgi adotaram a condi¢&o de cultivo inici-

sigdo do meio de cultivo, guanto as concentragoes Fno escuro. Melet al (2001), no entanto, observaram

sacarose entre 0 e 2% e minerais MS entre 0; 25; 50; 75 e . . .
qué o cultivo no escuro foi desfavoravel ao controle da

100% em relagdo a formulagéo original do meio MS. Con- . , . ~ . .
: . . oxidagao de embribes de guarirobeira.
siderando-se a impossibilidade da montagem do experi-
mento num mesmo dia e a possivel interferéncia de fat~
res ambientais, adotou-se delineamento em bloc a
casualizados, em esquema fatorial 2 (concentracdes
sacarose) X 5 (concentracdes de sais MS), com 10 rep
¢Oes de 10 tubos de ensaio, com um embrido por tul
ApGs a inoculacgéo, as parcelas foram envolvidas em
pel aluminio, visando a manutencao do cultivo na ausé

ciade luz.

Parametros avaliados

Em ambos os experimentos, aos 30 dias de cultiv .
foram realizadas avalia¢des da ocorréncia de oxidaca
de parametros relacionados com o desenvolvimento ¢
plantulas (alongamento do peciolo cotiledpeanissdo

da primeira bainha foliaemissé&o da segunda bainha foliar

emiss&o da raiz primaria e manifestacdo da coloracéo Veilura 1. Diasporo e embrido dgutia capitataa. fruto aberto
= expondo a semente; b. embrido isolado. ep: epicarpo; me:

X = ; ~Mmesocarpo; en: endocarpo; tg: tegumento; ed: endosperma; em:
escurecimento de estruturas do embrido, associada ag@Hprizo; ha: haustorio; pc: peciolo cotiledoRatografias: Silma

séncia de seu desenvolvimento. Os dados foram tomadasonceicio Neves.
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136 Leonardo Monteiro Ribeiret al.

Tabela 1.Percentual médio de embriGeHRigia capitataapresentando oxidagdo e alongamento e plantulas, apresentando primeira
bainha, segunda bainha e raiz em fungdo da condi¢ao de luminosidade n® cultivo

Condicéo de Oxidacao Alongamento Primeira Bainha Segunda Bainha Raiz
luminosidade (%) (%) (%) (%) (%)

Luz 18,0 a 53,0 a 38,0a 19,0a 27,0b
Escuro 12,0a 65,0 a 52,0a 10,0 a 47,0a
Média 15,0 59,0 45,0 14,5 37,0
P 0,4584 0,214 0,133 0,1244 0,0242
C.V. (%) 60,71 28,84 30,47 92,26 30,54

MAs letras iguais nas mesmas colunas indicam auséncia de diferenca significativa, constatada peb FéstdeFprobabilidade. P: nivel
de significancia. C.V Coeficiente de variacao.

O alongamento € a segunda alteracdo morfolégioam condi¢cdo de auséncia de luz apresentavam-se-esbran
apos o intumescimento, perceptivel no processo germisicados (Figra 2b), uma vez que a diferenciagdo dos
nativo em palmeiras (Aguiar & Mendong¢a, 2002). Comproplastidios em cloroplastos e a sintese de clorofila sao
néo foi observado efeito significativo da luz sobre o alomependentes de luzg(z & Zeigey 2004).
gamento dos embrides, pode-se afirmar que as semente$ cultivo no escuro proporcionou percentual signifi-
deB. capitatando tém comportamento fotoblasticai@ cativamente maior de plantulas enraizadessf et al,

& Zeiger, 2004). Nao foram constatadas, também, dif§2001) concluiram que a luz ndo afetou a germinagéo de
rencas significativas entre as médias para emissao etabrides ddusa acuminatgporém, o cultivo no escuro
primeira e da segunda bainha, o que indica que o forrerasou a emissdo da parte aérea e favoreceu o enraiza-
cimento de sacarose eliminou a necessidade de-fotazento.A emissao de raizes deve ser considerada como
sintese no tratamento em que as plantas foram cultiweriavel chave para a avaliagdo da cultura de embrides de
das no escuro. palmeiras (Melo, 2000), uma vez que, em varias espécies,

Verificou-se que 26% dos tubos de ensaios expostoséorre a imaturidade do embrido, relacionada com a
luz apresentavam plantulas verdes (68,4 % das plantulas dodiferenciacao da radicula, como @&shingtonia filifera
primeira bainha) (Figra2a). Triquegt al (1997) afirmaam  (Demason, 1988Euterpe precatorigAguiar & Mendon-
gue plantulas de coqueiro, cultivadasitro, apresentaram c¢a, 2002) €hoenix roebelenfiossi et al., 2006). Melet
desenvolvimento precoce do metabolismo fotossintétical. (2001) ndo obtiveram enraizamento em plantulas de
com incremento do contetido da enzima rubisco, detectagehrirobeira até oslD dias de cultivoA partir dos resul-
apbs uma semana de exposicao a luz. Os embrides e plantaldses obtidos neste trabalho, considerando-se que ne-
nhuma das variaveis avaliadas foi influenciada favoravel-
mente pela luz e que o enraizamento foi favorecido pela
auséncia de iluminacgéo, é possivel concluir sobre a ade-
quacéo do cultivo inicial em ambiente escuro para embri-
Oes deB. capitata

Efeito da sacarose e concentracdo do meio MS

No experimento em que se avaliou o efeito da sacarose
e da concentracdo de sais, a auséncia de sacarose propor-
cionou maior nivel de oxidagao dos embribedéla2).

Houve efeito da concentracéo de sais (P< 0,0001) e au-
séncia de interacdo entre o efeito da sacarose e da concen-
tracao de sais (P=0,717Ak concentracdes entre 50 e 75
% de sais MS proporcionaram menores niveis de oxidacao,
na presenca ou auséncia de sacarosaréy Grattapaglia
& Machado (1998) recomen@mn a utilizacio de meios com
a concentracdo de sais mais diluida, com objetivo de
Figura 2. Cultura de embrido dgutia capitataa. plantula com minimizar o problema. Paiet al.(2004), trabalhando com

bainhas pigmentadas apos 30 dias de cultivo com exposi¢a g g in vitro de embrides da monocotileddnea estrelicia
luz; b. plantula sem pigmentagéo apos 30 dias de cultivo n

auséncia de luz. ha: haustério; pc: peciolo cotiledonar; ra: raé‘tre“tz"'jl reginag concluiram que concentragdes de sais

pb: primeira bainha foliar; sh: segunda bainha fdfiatografias: ~ inferiores a 50 e superiores a 100% da concentragéo origi-
Silma da Conceigdo Neves. nal do meio MS aumentaram os niveis de oxidagao.
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Tabela 2.Percentual médio de embriGeRigia capitataapresentando oxidagdo e alongamento e plantulas, apresentando primeira
bainha, segunda bainha e raiz em fungéo da presenca de sacarose no meio @e cultivo

Concentracao de Oxidacao Alongamento Primeira Bainha Segunda Bainha Raiz
Sacarose (%) (%) (%) (%) (%) (%)

0 28,8a 440b 0b 0b 0b

2 13,0b 71,8a 38,8a 8,8a 252a
Média 20,9 57,9 19,4 4,4 12,6

P < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
CV (%) 51,84 21,98 54,5 193,11 51,63

M As letras iguais nas mesmas colunas indicam auséncia de diferenga significativa, constatada pek FéstdeFprobabilidade.

A adicdo de sacarose proporcionou maior média geimeira bainha (P=0,0628) e da segunda bainha (P=0,117),
embrides com alongamentcafiela 2). Considerando-seo que indica que as reservas de minerais sao suficientes
que o cultivo foi realizado no escuro, é possivel conclyrara o desenvolvimento inicial. Na cultura de embrides de
sobre a existéncia de reservas energéticas no embrido estrelicia, Paivat al. (2004) também observaram germina-
guantidade suficiente para proporcionar o nivel de alogdo na auséncia de sais MS no meio. Paha& (2004)
gamento, observado na auséncia de sacarose. Hulé&ectaram reservas deMg, R S, Cl, K e Ca, na forma de
Ferreira (1998) consideraram que embriées maduros atistais e no contetdo vacuolar de células do embrido da
préximos da maturacdo podem germinar em meios, cqualmeiraEuterpe edulisFariaet al (2008) detectaram ele-
tendo apenas sais e agar e que a adicdo de sacarogadés teores de fésforo, potassio, magnésio e enxofre na
necessaria, se o embrido € imaturo. semente d8. capitata

Fariaet al.(2008) analisaram quimicamente a semente Bewley & Black (1994) classificzam a dorméncia em
deB. capitatae constataram teor de lipidios de 53,6 %dois tipos: na dorméncia imposta pelos envoltérios, ocorre
Apesar de n&o ter sido feita analise especifica para o esngerminacdo de embriGes isolados, o que n&do ocorre na
brido, € provavel que este tambem estoque lipidios. Pamigaméncia embrionariA. partir deste conceito, conclui-se
et al (2004) afirmaram que o cotilédone do embriéo dagie as causas da dorméncia relatada Batia capitata
palmeiras desempenha, ao lado da funcdo de absoredtio relacionadas com fatores externos ao embriéo.
das reservas do endosperma, papel de acumular reservas\o houve emisséo de bainhas foliares e enraizamento
Os autores constataram existéncia de corpos proteicag,auséncia de sacarosalf&la 2). Este fato indica a in-
depdsitos proteicos no vacuolo e pequenos graos slgiciéncia de reservas de carboidratos necessarios ao
amido em células do embrido da palm&iuterpe edulis  desenvolvimento inicial da plantula. Trabalhando com em-
Demanson (1988), por meio de analise ultraestrutural, castiges zigéticos de oliveir@{ea europaep Garciaet al.
cluiu que 68% do tecido embrionario da palmeirg2002) concluiram que o fornecimento exégeno de
Washingtonia filiferaé composto por estruturas de resercarboidratos foi dispensavel para a germinagéo, porém, a
vas, como corpos lipidicos e proteicos, embora amido ng@séncia de sacarose no meio ocasionou baixo nivel de
seja encontrado. desenvolvimento e inviabilizou a obtencéo de plantulas

Néo foi constatado efeito da concentracéo de sais (Bara a aclimatacao. Peredizal (2006) concluiram que o
0,3505) sobre o alongamento dos embriGes, emissdorfigio para a cultura de embrides da palmeira murmuru

(Astrocaryum ulgi necessita de concentragfes n&o su-
--—-comsacarose  periores a 15 g:Lde sacarose, para obtencéo das maiores

50 3.
Y semsacarose  taxas de germinacgéo e de concentracdes maiores para sus-
40 \’\\ tentar o crescimento das plantulas. Létlal (2007) ob-
i \f’\ P —— servaram, na cultura de embridesabeos nuciferague _
T R2=00334 ’ concentracBes de 60 ¢ de sacarose foram necessarias

Embrides oxidados (%)

20 T B i para maior desenvolvimento da parte aérea e maior pro-
y=00062x2-08331 +31514  ducao de plantulas normais.
2 = . ~ .
10 R=089 . Constatou-se efeito da concentracdo de sais sobre o
0 _ ' ‘ _ enraizamento (P< 0,0001) nos tratamentos com sacarose,
0 25 50 75 100 (Figura 4)_

Concentrag&o de sais MS (%) A emissdo de raizes na auséncia de sais foi baixa e au-

Figura 3 - Efeito da concentrag&io de sais MS sobre a oxidac&B€ntou até a concentracdo de 75% da concentragao origi-
de embrides e plantulas Batia capitata nal do meio MS. Observou-se tendéncia de diminui¢do na
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