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RESUMO

Os experimentos foram conduzidos em Uberlandia-MG, e os frutos de coquinho
azedo foram coletados na regido de Montes Claros — MG. No primeiro experimento,
foram testados diferentes tempos de imerséo dos embrides em solugdo de 0,25% de
cloro por 10, 20 e 30 minutos, colocados ou ndo durante 10 minutos em solucdo de 1,5
mL L do fungicida tiofanato metilico. O experimento foi montado em esquema fatorial
2x3, e o delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 6
tratamentos, 4 repeticbes e 24 parcelas. N&do houve necessidade de utilizacdo de
fungicida no controle da contaminacdo e indica-se a permanéncia em solucdo de cloro
0,25% por periodo entre 10 a 30 minutos. No segundo experimento, foi utilizado o
delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial com 8
tratamentos, 4 repeticbes e 12 parcelas. Os tratamentos consistiram do acréscimo de
diferentes substancias antioxidantes (testemunha - auséncia de substancias
antioxidantes; acido ascorbico — 100 mg L™*; PVP — 400 mg L™ e carvéo ativado — 3,0g
L) a0 meio MS com 75% de forca iénica, com ou sem imersdo em soluc&o de acido
ascorbico (100 mg L™). Ao final de 45 dias, foram avaliadas as caracteristicas: oxidacdo
(em %), constatada através do escurecimento das estruturas do embrido; germinacao
(em %) e plantas normais (%), considerando plantas normais as que emitiram tanto
parte aérea quanto radicula, enquanto que a germinacgdo considerou-se apenas emissdo
de uma dessas partes. . A utilizagdo de carvado ativado proporcionou resultados de
formacdo de plantas com oxidacdo inferior e germinacdo superior aos demais
antioxidantes testados, e a pratica de imersdo dos embrides em solucdo de &cido
ascorbico contribuiu para menor oxidagdo e maior formagdo de plantas normais. O
ultimo experimento montado em esquema fatorial 4x4 e o delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado, com 16 tratamentos, 3 repeti¢Oes e 2 parcelas.
Os tratamentos foram caracterizados pela combinacdo de 4 dosagens de BAP (0; 0,96;
1,92 e 3,84) com 4 dosagens de ANA (0; 0,24; 0,48 e 0,96), sendo assim adicionados ao
meio MS com 75% de forca ibnica. Apos 110 dias, foram avaliadas as seguintes
caracteristicas: numero de folhas; comprimento da folha principal (cm); comprimento
da raiz principal; massa seca da parte aérea e da raiz. Nao houve interacdo significativa
entre as dosagens de ANA e BAP para nenhuma das caracteristicas avaliadas. Maior
comprimento de folha foi obtido utilizando 0,47 mg L™ de ANA.

Palavras-chave: Antioxidantes. Descontaminacao. Fitorreguladores.



ABSTRACT

The experiments were conducted in Uberlandia, Minas Gerais and the fruits of
Butia capitata (Mart) Becc were collected in the region of Montes Claros - MG.
Different embryo immersion times were tested in the first experiment, using 0.25%
chlorine solution for 10, 20 or 30 minutes, and immersed, or not, for 10 minutes in a
solution of the fungicide methyl thiophanate at 1.5 mL L™. There was no need for the
use of fungicide for contamination control, and treatment with 0.25 % chlorine solution
for 10 to 30 minutes was sufficient. The second experiment was done in a completely
randomized design with 8 treatments, 4 replicates and 12 plots. Treatments consisted of
the addition of different antioxidants (control - absence of antioxidants; ascorbic acid -
100 mg L™; PVP - 400 mg L™ and activated charcoal - 3.0 g L™) to the MS medium
with 75% ionic strength, with or without immersion in ascorbic acid solution (100 mg
LY. The following characteristics were evaluated after 45 days: oxidation (in %),
observed as darkening of the embryo structures; germination (in %) and normal plants (
% ), considering as normal plants those emitting both shoot and rootlet, while for
germination the presence of any of these parts was counted. The last experiment was
done as a 4x4 factorial in a completely randomized design with 16 treatments, 3
replicates and 2 plots. The treatments were characterized by the combination of 4 doses
of BAP (0, 0.96, 1.92 or 3.84 mg L), and 4 doses of ANA (0, 0.24, 0.48 or 0.96 mg L~
1), added to the MS medium with 75% of ionic strength. The following characteristics
were evaluated after 110 days: number of leaves; leaf main length (cm), length of the
main root; shoot and root dry matter. There was no significant interaction between the
measurements of ANA and BAP for any of characteristics evaluated. Greater leaf length
was obtained using 0.47 mg L™ of ANA.
Keywords: Antioxidants; decontamination; plant growth regulators.



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

Nativo e endémico do cerrado, 0 coquinho azedo recebe diferentes denominagoes,
sendo encontrado nos estados de Minas Gerais, Bahia e Goias. Essa palmeira apresenta
diversas possibilidades de usos como a fabricacdo de geléia, doces, licores, cachaca, 6leo;
as fibras no artesanato, forragem para animais, ornamental, ofertando assim grande procura.
Apesar do aquecido comércio regional no Norte de Minas Gerais, percebe-se dificuldade na
formagéo de pomares, que fornecam frutos em funcéo de sua baixa germinacao, sendo toda
a oferta desse produto obtida através do extrativismo.

A cultura de tecidos vegetais € uma técnica com grande aplicacdo na agricultura e
utiliza diversas partes das plantas como explantes, no entanto, ao relacionar ao cultivo de
palmeiras, verifica-se uma grande tendéncia voltada ao uso do embrido, que tem sido
utilizada para superar a dorméncia presente em algumas sementes. Para a realizacdo de um
processo completo de formacdo de mudas através de um embrido, € necessario o
desenvolvimento de um protocolo, sendo esse composto pelo controle da contaminagédo do
explante por microrganismos, eliminagéo de problemas com oxidacéo, problema constante
para palmeiras em geral, e também a utilizacdo de fitohormonios que possibilitem o maior
desenvolvimento da planta. Resultados positivos e negativos ja foram encontrados no
cultivo in vitro, utilizando diferentes procedimentos e substancias no controle da

contaminacéo, oxidacgdo e desenvolvimento, sendo a resposta individual para cada situacéo.

1.1 Objetivo geral

Desenvolver um protocolo visando a producédo de mudas in vitro de Butia capitata.

1.2 Objetivos Especificos

- estabelecer o controle da contaminag&o in vitro do embrido do coquinho azedo;



- avaliar diferentes antioxidantes no controle da oxidagdo e sua influéncia na
germinacdo e desenvolvimento das plantulas in vitro, na cultura de embrido do
coquinho azedo;

- verificar o desenvolvimento das plantulas in vitro do coquinho azedo, em resposta ao

acréscimo de BAP e ANA ao meio MS;



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Identificacdo e Descricdo do Coquinho azedo [Butia capitata (Mart.) Becc.]

A palmeira B. capitata pertence a familia Arecaceae, sendo constituida por cerca de
2700 espécies reunidas em mais de 240 géneros (LORENZI et al., 2010), compreendendo
um grande numero de espécies de importancia econémica ambiental e ornamental, muito
utilizadas em regides tropicais, fornecendo ao homem, cocos, sagu, 6leo, cera, fibras e
material para a construcdo de habitagdes rusticas, como folhas e estipes (ALVES;
DEMATTE, 1987).

Nativo e endémico do cerrado, 0 coquinho azedo recebe diferentes denominagdes,
como coqueiro cabegudo e coco azedinho, adotadas em alguns locais do Planalto Central,
segundo Pereira (1998). Pode ser conhecido também como butia-azedo e coco cabecgudo, é
encontrado nos estados de Minas Gerais, Bahia e Goias de acordo com Lorenzi (2004).

Como ainda existem poucos trabalhos relacionados a caracterizacdo morfoldgica
dessa espécie, percebem-se ainda dificuldades na identificacdo, sendo muitas vezes
confundidas com outras palmeiras de ocorréncia em regides distintas até mesmo em
trabalhos cientificos. Apesar disso, Lorenzi e outros (2010) realizou alguns estudos e
manteve como Butia capitata (Mart.) Becc. a palmeira conhecida como coquinho azedo,
presente no estado de Minas Gerais, Goias e Bahia, denominando como B. odorata as
plantas ocorrentes em areas de restingas do Rio Grande do Sul e Uruguai.

Henderson e outros (1995) caracterizaram a B. capitata como uma palmeira mondica,
de estipe solitario, possuindo peciolos com espinhos ao longo das margens, foliolos glaucos
e rigidos, arranjados regularmente formando um “V”. Suas folhas sdo pinadas e arqueadas
de coloracdo verde acinzentada, de foliolos lineares de apice culminado (LORENZI et al.,
2010). As inflorescéncias sdao semelhantes a de outras espécies pertencentes a familia
Arecaceae, sendo do tipo paniculada, formada pelo pedinculo (raquis), espigas (raquilas) e
flores amarelas, protegidas por bracteas, que se abrem naturalmente (LIMA, 2003). As
flores estaminadas sdo amarelas, dispostas espiraladamente em triades e, principalmente,

em diades e solitarias na porcao distal da raquila, com cerca de 7,5 mm de comprimento e 6



mm de largura e sépalas e pétalas valvares, com seis estames (MARCATO; PIRANI,
2006).

Fonseca e Simdes (2006) destacam o fendmeno da protandria para o coquinho azedo,
contribuindo assim para uma polinizacdo xenogamica na espécie, caracterizado pela baixa
ocorréncia de sincronia das fenofases masculinas e femininas de uma mesma
inflorescéncia. O fruto é do tipo drupa oval e comestivel, formado por epicarpo amarelado
ou avermelhado (arroxeado), mesocarpo carnoso e fibroso e endocarpo duro e denso com
trés poros, sendo funcional apenas a quantidade de poros semelhantes a quantidade de
sementes. Cada fruto pode conter de uma a trés sementes (MARTINS, 2003; REITZ, 1974;
SILVA, 1998).

Os frutos de B. capitata sdo climatérios, com picos de producdo de etileno e de
respiracdo, seguidos por mudangas fisicas e quimicas, como a evolucéo da cor, reducdo da
firmeza de polpa e da acidez total titulavel, que caracterizam o processo de maturacao
(NEUWALD et al., 2004).

A polpa dos frutos é caracterizada por 0,3% de carboidratos, 10,8% de fibras
(FDN), 3,9% de fésforo e célcio (19,9 e 16,8 mg 100g™*) (FARIA et al., 2008). Os valores
de vitamina A € de 146,2 equivalente de atividade de retinol (RAE) por 100g, e a
participacdo da vitamina C é de 53 mg de &cido ascorbico por 100g de polpa, valores esses
semelhantes, respectivamente, aos encontrados em manga (vitamina A) e em laranja
(vitamina C), conforme destacado por Faria et al. (2008). O mesmo autor ainda comenta
que os &cidos graxos saturados de cadeia média, como o &cido laurico (C12:0) sdo 0s mais

encontrados na améndoa, caracterizada pelo seu alto teor de lipideos.

2.2 Usos e Importancia do Género Butia

As palmeiras do género Butia apresentam diversas possibilidades de usos, ofertando
assim grande procura. Os frutos séo utilizados na fabricagdo de geleia, doces, licores,
cachaga, 6leo; as fibras, no artesanato, forragem de animais (considerado estimulante da
secrecdo lactea das vacas) e enchimento de colchdes, que se tornou uma atividade industrial

com auge na década de 50; pelo mel ou vinho de palma, que € a seiva retirada do tronco ou



da inflorescéncia, utilizada tradicionalmente como medicinal na cura de problemas
respiratérios (ROSSATO; BARBIERI, 2007).

O mesocarpo dos frutos (polpa) € rico em fibras, vitamina A (betacaroteno) e C
(&cido ascorbico), sendo utilizado para 0 consumo in natura ou processado na forma de
sucos, sorvetes e picolés, enquanto as sementes (améndoas) sdo utilizadas para a fabricagdo
de o6leo comestivel (MARTINS, 2003). Conforme Moura (2008), as sementes do coquinho
azedo também podem ser utilizadas para substituicdo do amendoim, na composi¢cdo da
canjica.

De acordo com Sodré (2005), essa palmeira tem importancia no emprego
ornamental devido a beleza caracteristica da planta, sendo também utilizada no
reflorestamento e em programas de reintroducdo da fauna pelo B. capitata var odorata
conforme Rosa e outros (1998).

Silva (2008) em trabalho realizado em duas comunidades presentes no norte de Minas
Gerais, percebeu que o extrativismo do coquinho azedo € uma fonte alternativa importante
de renda para as populagdes rurais. Os precos variam em funcdo da época e mercado
explorado, havendo atualmente cooperativas especializadas na compra da polpa desses
frutos, além da possibilidade de vendas das polpas congeladas, frutos in natura e da
chamada “bala” (endocarpo sem a polpa, com sementes) em feiras.

O mesmo autor percebeu ainda que a renda entre as duas areas pesquisadas,
comunidade rural de Campos, municipio de Serrandpolis de Minas e Fazenda Baixa,
municipio de Mirabela, foi bastante variavel, em funcdo de muitos fatores, como condicdes
edafo-climaticas, ambiente (vegetacdo existente), material genético e histérico da atividade

extrativismo.

2.3 Germinacdo e Dorméncia em Palmeiras

Dentre os varios conceitos de germinacdo podem se destacar 0s seguintes: um
fendmeno muito complexo e amplo, pelo qual sob condi¢bes apropriadas, o0 eixo
embrionario da prosseguimento ao seu desenvolvimento, que tinha sido interrompido
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). Além disso, Marcos Filho (2005) atribui que o



conceito tecnoldgico inclui o desenvolvimento da estrutura embrionaria e a formacdo de
uma plantula.

Diversos autores atribuem outros conceitos, sendo de acordo com Mayer e Poljakof-
Mayber (1975), uma sucesséo de etapas que determina, em uma semente quiescente e com
baixo teor de 4gua, a retomada das atividades metabolicas e o inicio da formagdo de uma
plantula, a partir do embrido. A germinacdo em palmeiras apresenta as vezes, grandes
dificuldades tornando-as, caracteristicas (PINHEIRO, 1986).

A germinacao das sementes pode ser afetada por varios fatores, como as condi¢fes
internas da semente ou fatores intrinsecos, os fatores ambientais e de manuseio durante e
apos a colheita. Aguiar e outros (2005) trabalhando com a palmeira Hapis excelsa (Thunb.)
Henry ex. Rehder, encontraram resultados superiores no teste de germinacdo utilizando
temperatura de 25 °C, a areia como substrato e sem necessidade de luz. Ja trabalhando com
Oenocarpus minor Mart., os substratos mais adequados para a germinagdo foram areia e
vermiculita, e a melhor temperatura foi de 30°C, sendo que profundidade superior a 2 cm se
mostrou inadequada para a semeadura, conforme Silva e outros (2006).

Dentre os fatores intrinsecos, a viabilidade, a longevidade, o genétipo e a dorméncia
sdo mais significativos (MARCOS FILHO, 2005). A dorméncia € um mecanismo de
adaptacdo evolucionaria que permite inUmeras vantagens, entre estas, que a semente
germine quando as condi¢bes ambientais forem propicias ndo somente para o fenébmeno da
germinacdo, bem como para as fases subsequentes do crescimento da plantula, assegurando
0 desenvolvimento, além de criar um banco de sementes do solo, o qual garante a
sobrevivéncia da espécie frente a possiveis intempéries climaticas (HARTMANN et al.,
2002).

O conceito mais atual de dorméncia foi proposto por Baskin e Baskin (2004), na
qual a semente ndo germina por um periodo, mesmo com um conjunto de condigdes fisicas
e ambientais propicias para tal processo. No entanto, definicbes de dorméncia séo
complexas, pois ndo hd como quantificar a intensidade da dorméncia, sendo apenas
mensuradas pelo fendmeno da germinacdo, como ndo dormentes e pela auséncia da
germinacdo, como o maximo de dorméncia (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Marcos Filho (2005) propGe seis causas de dorméncia, a saber: impermeabilidade
do tegumento (cobertura), neste caso o tegumento impede a entrada de 4gua na semente. Na



resisténcia mecénica da cobertura, ha absor¢do de &gua e oxigénio, mas presume-se que a
expansdo do embrido é limitada pela resisténcia exercida pelo tegumento do fruto e
impermeabilidade da cobertura ou trocas gasosas. Provavelmente estas causas de
dorméncias séo observadas em sementes de palmeiras, pois o endocarpo €, em geral, duro e
denso (FERNANDES, 2008).

Ferreira e Gentil (2002) concluiram que para a palmeira tucumd a dorméncia das
suas sementes deve estar relacionada, em parte, ao endocarpo, pois a sua retirada
proporcionou reducdo no periodo de germinacdo. Trabalhando com B. capitata, resultados
semelhantes foram encontrados por Aquino e outros (2008), Fernandes (2007) e Moura
(2008), nas quais verificaram maior germinagdo das sementes quando efetuada a retirada do
endocarpo, apesar disso, nenhum desses resultados chegaram préximos aos valores de até
90% de germinacdo, alcancados através da abertura da cavidade embriondria das sementes
encontrados por Fior e outros (2011) trabalhando com acessos de diversas regides do pais
tanto in vitro quanto em sementeiras, valendo destacar que a espécie B. capitata ndo foi
testada em sementeiras, necessitando ainda de comprovacg6es nesse sentido.

Outras causas de dorméncia encontradas nas sementes seriam a acao de substancias
inibidoras que pode ser definida, como a interagdo negativa ou positiva de compostos do
metabolismo secundério produzidos por uma planta e langados no meio. Utilizando frutos
de pequi (Caryocar brasiliensis), foi avaliada a presenca de inibidores de germinacédo nas
sementes e nas partes dos frutos que envolvem a polpa, espinhos e endocarpo, utilizando
extratos aquosos e metanolicos sobre sementes de alface. Os extratos aquosos e
metanolicos do endocarpo e espinho diminuiram significativamente a velocidade e
porcentagem de germinacdo (MELO; GONCALVES, 2001). Ja Fernandes (2008) verificou
que a presenca de substancias inibidoras no endocarpo e na semente de coquinho azedo
contribui para sua lenta germinacao.

Ainda existe a dorméncia do embrido, o qual se apresenta parcialmente
desenvolvido, sendo uma massa indiferenciada de células atribuida a desuniformidade de
maturacdo de sementes da mesma planta. Carvalho e Nakagawa (2000) citam que este tipo
de dorméncia é encontrado nas familias Araliaceae e Arecacea. E importante ressaltar que

todas as causas citadas podem agir de forma conjunta.



Embora resultados de germinagao expressivos tenham sido alcangados para algumas
palmeiras como a B. capitata, comparando a germinacdo sem nenhum tipo de tratamento,
fica evidente ainda os baixos valores encontrados e necessidades de estudos. Embora
demande custos significativos, a cultura de tecidos, dentre seus multiplos usos, pode ser til
a fins de propagagdo em sementes com problemas de dorméncia, ja havendo resultados
significativos na literatura (FIOR et al., 2011; NEVES, et al., 2011; RIBEIRO et al., 2011).

2.4 Cultura de Embrides em Palmeiras

A cultura de tecidos vegetais € uma técnica com grande aplicacdo na agricultura.
Nessa técnica pequenos fragmentos de tecidos vivos, chamados explantes, séo isolados de
um organismo vegetal, desinfestados e cultivados assepticamente, por periodos indefinidos
em um meio de cultura apropriado (ANDRADE, 2002). Muitas partes das plantas séo
utilizadas como explantes, no entanto, ao relacionar ao cultivo de palmeiras, verificamos
uma grande tendéncia voltada ao uso do embrido.

A terminologia ‘cultura de embrides’ tem sido empregada para descrever os
processos de crescimento e desenvolvimento do embrido zigbtico in vitro,
independentemente da idade, tamanho e estagio de desenvolvimento em que o embrido foi
excisado (RAPAPPORT, 1954). Além disso, tem sido utilizada para superar a dorméncia
de sementes, em virtude da imaturidade do embrido ou da presenca de substancias
inibidoras no endosperma; estudar o0s aspectos nutricionais e fisiologicos do
desenvolvimento do embrido; testar viabilidade de sementes; recuperar hibridos raros de
cruzamentos incompativeis; e como fonte de explantes para tecidos com alta totipoténcia
(HU; FERREIRA, 1998).

Melo (2000) trabalhando com o cultivo in vitro da garirobeira Syagrus oleracea
(Mart.) Becc, encontrou resultados importantes, possibilitando adequar fatores como 0s
antioxidantes, controle da contaminagdo, combinacfes de meio MS (Murashige e Skoog,
1962) com TDZ e BAP e as melhores dosagens de ANA e AIB. Fatores esses importantes
para o desenvolvimento de estudos com cultivos in vitro e peculiar ao desenvolvimento de

cada espécie.



Além de outros fatores, a cultura de embriGes pode ajudar na germinacdo de
sementes que apresentem como grande, empecilho a dorméncia. Ressalta-se o trabalho
realizado por Hu (1972), que desenvolveu uma técnica com embrides de llex paraguariesis,
planta que apresenta sementes com embrido imaturo, levando um periodo interessante para

germinacao.

2.5 Oxidacéo e Uso de Antioxidantes

Um dos mais graves problemas que ocorrem prejudicando o desenvolvimento in
vitro de muitas plantas € com relagdo a oxidacdo. De acordo com Gould e Murashigue
(1985), o termo corresponde a mudanca de coloragdo do meio devido a liberacdo de
compostos fendlicos pelo explante. Preece e Compton (1991) caracterizaram as substancias
encontradas em meio de cultura para algumas espécies lenhosas e as identificaram como
sendo fendis, flavondides e taninos. Melo e outros (2001), relatam ainda a inibicdo ao
crescimento dos explantes em funcdo da oxidacao.

Geralmente, a oxidacdo fendlica é altamente dependente do gendtipo e do tipo de
explante utilizado, na qual explantes jovens em geral oxidam menos que os mais velhos
(TEIXEIRA, 2005). Pensando em palmeiras, tem se identificado um grande nimero que
apresentam problemas relacionados, dessa maneira, prejudicando o desenvolvimento de
estudos que viabilizem a obtencdo de novos conhecimentos.

Diante disso, diversos autores estudaram e estudam o acréscimo de substancias ao
meio, posteriormente caracterizadas como antioxidantes, aléem de algumas novas técnicas,
promovendo assim a diminui¢cdo dos problemas com oxidacdo. Dentre as substancias
utilizadas pode-se citar o carvdo ativado, a polivinilpirrolidona (PVP), acido ascorbico,
acido citrico, sendo a lavagem dos explantes, diminuicdo de danos causados aos mesmos,
trocas frequentes de meios de cultura e modificacdo do ambiente (cultivo escuro ou baixas
intensidades luminosas e composi¢do do meio), procedimentos que podem melhorar o
desenvolvimento em funcéo da espécie utilizada.

O carvéo ativado € um interessante elemento utilizado, por contribuir no processo

de rizogénese, por reter parte de todos os elementos que compdem o meio, fixando



citocininas residuais, trazidas nos tecidos das plantas e absorvendo compostos toxicos
inibidores do enraizamento (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Ashuburner e outros (1993) controlaram a oxida¢do por fendis na cultura in vitro de
embrides de coco (Cocos nucifera L.), efetuando a suplementacdo com carvao ativado a
0,2% no meio. A suplementacdo do meio MS com &cido giberélico (GA3) a 0,01 mg L™ e
carvéo ativado nas concentracdes de 0,5 g. L™ até 2,0 g.L™* favoreceram o desenvolvimento
e o0 crescimento dos embrides do hibrido Citrus limonia Osb. ¢ Poncirus trifoliata L. Raf.,
cultivados in vitro , de acordo com resultados obtidos por Ribeiro e outros (2000).

Além disso, o carvao ativado é o antioxidante mais indicado para impedir a
oxidacéo de diferentes tipos de explantes de dendezeiro e sua presenga em todas as etapas
do processo é considerado fundamental para o normal desenvolvimento e regeneracdo de
embribes somaticos formados (GUEDES, 2008). A adicdo de carvdo ativado nas
concentracdes de 0,25 e 0,5 g L™, no meio de cultura proporcionou efeito benéfico na
germinacdo dos embrides somaticos obtidos de meristemas apicais de tamareira (ZOUINE
et al., 2005).

Os fenodis sdo adsorvidos pelo PVP por meio de ligacGes de hidrogénio, o que
previne a oxidacao e polimerizagdo, além de adsorver os produtos da oxidagdo fendlica, ou
seja, as quinonas. Dessa maneira, podendo ser indicado também como um antioxidante para
determinadas espécies, embora apresente menor utilizacdo que o carvéo ativado.

O acido ascoérbico foi o antioxidante mais eficiente no controle da oxidacao e que
proporcionou a maior porcentagem de germinagdo dos embrides zigéticos da guarirobeira,
seguido pelo carvao ativado (MELO et al., 2001). Além de funcionar como um
antioxidante, o acido ascorbico pode ter efeito promovendo atividade metabdlica dos
tecidos conforme relatado por George (1996).

Resultados interessantes também foram encontrados por Siqueira e Inoue (1991),
utilizando &cido ascorbico para a cultura do coqueiro (Cocos nucifera L.), o qual
concluiram tambeém a ineficacia do PVP para essa espécie. Outros acidos também podem
ser utilizados nos meios, como € o caso dos &cidos citricos e também a cisteina.

O estabelecimento das culturas pode ter melhores resultados caso os explantes
sejam cultivados no escuro ou em baixa intensidade luminosa durante as primeiras semanas
de cultivo (DURAND-CRESSWELL et al., 1982). No entanto, trabalhando com amoreira-
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preta (Rubus sp.), cv. Ebano, em periodos de escuro, ndo influenciam na porcentagem de
enraizamento. Ja em jabuticabeiras, Caldas e Taketomi (1993) perceberam que o cultivo no
escuro e acido ascorbico apresentaram bons resultados no controle da oxidacao.

Com a palmeira B. capitata, Ribeiro e outros (2011) verificaram diferenca
significativa no cultivo no escuro apenas para a caracteristica enraizamento, ndo havendo
diferenca em relacdo & oxidacéo, ressaltando que havia a presenca de 2 mg L™ de &cido
ascorbico no meio MS. Os mesmos autores conseguiram identificar que a adicdo de
sacarose e concentracdes de sais entre 50 e 75% da concentracdo original do meio MS

proporcionaram menor nivel de oxidacéo.

2.6 Controle da Contaminacao

Diversos fatores podem afetar o potencial germinativo das sementes e promoverem
a formacdo de plantulas anormais, dentre eles, a presenca de microrganismos,
especialmente, fungos e bactérias (CORDER; BORGES JUNIOR, 1999). Diante disso,
cuidados devem ser tomados em relacdo ao controle da contaminagdo durante o cultivo in
vitro.

O hipoclorito de sodio ou de célcio vem mostrando grande eficiéncia na
desinfestacdo de sementes, eliminando fungos e bactérias, assim como a utilizacdo de
fungicidas e bactericidas, promovendo aumento no total de plantulas germinadas a partir de
sementes tratadas (NASCIMENTO et al., 2007). As vantagens de utilizacdo do hipoclorito
de sddio é a solubilidade em &gua e, portanto, sua facil remocdo evitando efeitos residuais
toxicos que puderam provocar pardeamento (browning) via oxidacdo fendlica, sendo as
“quinonas” resultantes, altamente toxicas para o metabolismo celular (CID;
ZIMMERMANN, 2006).

Trabalhando com o estabelecimento in vitro de macieira cultivares Galaxy,
Maxigala e Mastergala, Erig e Schuch (2003) perceberam que a desinfestacdo dos explantes
com hipoclorito de sodio, possibilita maior percentagem de sobrevivéncia. As sementes
Parapiptadenia rigida Bentham (Brenam) desinfestadas com 2,5 e 5,0 % de hipoclorito de

sodio durante 30 e 15 minutos, respectivamente, apresentaram maior porcentagem de
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germinacdo e forneceram as menores percentagens de contaminagdo fungica e/ou
bacteriana (NASCIMENTO et al., 2007).

O uso de fungicidas no meio de cultivo, visando a reducdo da contaminagédo por
fungos € usado por alguns autores (COLOMBO et al., 2004). De acordo com Azevedo
(2003) a aplicacdo simultanea de um fungicida de contato com um sistémico propiciaria
melhores resultados, pois além de anular a transmissdo dos patdgenos para a parte aérea,
pode colocar a plantula sob protecdo de ameacas posteriores.

Bastante utilizado com a finalidade de protecdo é o fungicida Benomyl, sistémico,
sendo absorvido e translocado pelas células e 6rgdos vegetais, protegendo dessa maneira
tanto a planta quanto o meio de cultura. Fator esse de grande importancia, uma vez que
explantes provenientes do campo, muitas vezes ja possuem o contaminante no interior do
tecido, mesmo que, ndo apresente sintomas visiveis.

O Benomyl tem sido utilizado em diversos trabalhos no controle de contaminagdes
fangicas do meio e do material vegetal em vérias concentragdes, de 50 mg L™
(HAUPTMANN et al., 1985) a 0,6 g L (YANG, 1976) de Benomil. O Benlate na
concentracdo de 200 mg L™ inibe o crescimento de fungos sem causar fitotoxidez aos
explantes de Celtis sp., além disso, diminui a contaminacdo e ndo é fitotdxica, conforme
resultados encontrados por Sato e outros (2001).

Resultados encontrados por Melo (2000) demonstraram a eficiéncia da utilizacdo de
fungicida no embrido da garirobeira associado ao alcool etilico 70% na desinfestacdo do
fruto semente. No entanto, quando aplicado somente o fungicida, ndo houve o controle com
eficiéncia da Fusarium sp., reduzindo acentuadamente a germinacao.

No cultivo in vitro de cajui (Anacardium humile), os principais fungos encontrados
foram o Aspergillus niger, responsavel por 67% da contaminacdo e o outro do género
Penicilium observado em 33% das amostras contaminadas, sendo as concentracdes de
benomyl testadas, pouco eficientes no controle da contaminagdo em meio MS.
Concentragdes acima de 12,0 g L™ de Benomyl foram eficazes no controle do Aspergillus
niger em meio MS, no entanto, essas concentragcbes sdo muito altas e podem causar
fitotoxicidade aos explantes no cultivo in vitro, de acordo com resultados encontrados por

Londe e outros (2007). Camargo (1997) demonstrou a agdo do alcool diluido, efetuando a
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desinfestacdo de sementes de Bertholletia excelsea, castanheira do Brasil, juntamente com
o hipoclorito de sodio em fungos saprofiticos.

Apesar da funcionalidade de alguns fungicidas, trabalhos com palmeiras vém
demonstrando resultados positivos com o uso apenas do hipoclorito de sodio e alcool
diluido a 70%. Sementes de tamareira cv. Khadrawy foram desinfestadas por imersao em
etanol 70% por 5 minutos e em hipoclorito de sddio a 10% de cloro ativo por 20 minutos,
sendo em seguida lavadas por trés vezes em agua destilada esterilizada em autoclave
(COSTA; ALOUFA, 2007).

Steinmacher e outros (2011) ndo relataram problemas de contaminagdo em
embrides de pupunha (Bactris gasipaes) submetendo os mesmos a um periodo de tempo de
40 minutos de imersdo em solucdo de hipoclorito de sodio (40%) posterior a imersdo em
alcool 70% durante 1 minuto, assim como Wang e outros (2003; 2006) com embrides de
Areca catechu L., utilizando imersdo por 10 minutos em solucdo de 2% de hipoclorito de
sodio. Angelo et al. (2011) trabalhando com solucdo 5% do produto comercial (2-2,5% de
cloro ativo) por 5 minutos em embrides de Elaeis guineensis e Elaeis. oleifera.

Trabalhando com embrides de B. capitata, Ribeiro e outros (2011) e Neves e outros
(2011) utilizaram a desinfestacdo em solucéo de 0,25% de cloro por 10 minutos e posterior
lavagem em 4&gua destilada autoclavada por 10 minutos, ndo relatando no trabalho
problemas com contaminacdo. Os mesmos resultados foram apresentados por Fior et al.
(2011) trabalhando com acessos de coquinho azedo do sul do pais e do estado de Minas
Gerais, utilizando a desinfestacdo por meio de imerséo da semente por um minuto em
etanol 70%, seguida de 20 minutos em hipoclorito de sddio a 2% de i.a., seguido de triplice

lavagem por 15 segundos em &gua destilada.

2.7 Meio de Cultura e Fitorreguladores

Os meios nutritivos utilizados para a cultura de células, tecidos e 6rgaos de plantas
fornecem as substancias essencias para o crescimento dos tecidos e controlam, em grande
parte, o padrdo de desenvolvimento in vitro (CALDAS et al., 1998). Historicamente, 0s

meios foram se complementando, com colaboragdes provindas de diversos pesquisadores
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até as formulagdes utilizadas atualmente. Embora tenham sido feitos testes em diversas
espécies, ainda temos como 0 meio base e mais utilizado o meio MS.

Vérias literaturas citam a utilizacdo do meio MS, que nos leva a perceber
principalmente a combinacdo dos sais propostos por esse meio, sendo muitas vezes
realizados experimentos para adaptacdo das concentracOes e usos de diferentes vitaminas,
sacarose e reguladores de crescimento. Além disso, a concentracdo de sais presentes no
meio também pode ter relacdo no desenvolvimento das plantulas, sendo, portanto,
recomendados doses menores ou maiores em relacdo aos objetivos do uso da cultura in
vitro para cada espécie.

Ribeiro e outros (2008) verificaram maior ndmero de brotos quando se
acrescentaram 30 g L™ de sacarose e quando a concentracdo de sais foi de 125% do meio
MS, trabalhando com Zantedeschia aethiopica L. Spreng. (copo-de-leite). J& para as
variaveis numero de folhas e massa fresca da parte aérea, os melhores resultados foram
obtidos, utilizando-se a concentracdo de 100% do meio MS acrescido de 30 e 60 g L™ de
sacarose, respectivamente.

Experimentos com manjericdo roxo (Ocimum basilicum L.) concluiram que, para
aumento do namero de folhas, recomenda-se utilizar meio MS com concentragdo total de
sais adicionado de qualquer tipo de agUcar (sacarose, glicose ou maltose) na concentragdo
de 20 g L™ e, para maior altura de planta, recomenda-se meio MS, também com
concentracdo total de sais, adicionado de sacarose ou glicose na concentragdo de 10 g L™
(RIBEIRO et al., 2007).

J& Oliveira e outros (1996) encontraram melhores resultados quando utilizaram
meio de cultivo contendo 75% de meio MS, com 75% da concentracdo de nitrogénio e 6 %
de sacarose, trabalhando com crisdntemo. Resultado esse interessante uma vez que viabiliza
uma economia de materiais no meio, possibilitando economias com resultados semelhantes
ou superiores. Para algumas espécies de palmeiras, a reducdo de micronutrientes para a
metade da concentragdo promoveu resultados favordveis para germinacdo e
desenvolvimento de plantulas obtidas a partir de culturas de embribes zigdticos
(NWANKWO; KRIKORIAN, 1986). Fator esse observado com B. capitata nos resultados
de Ribeiro e outros (2011), no qual o meio a 50 e 75% proporcionou menor oxidacao, além

de ndo constatar efeito da concentracdo de sais sobre o alongamento dos embrides, emisséo
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da primeira bainha e da segunda bainha, o que indica que as reservas de minerais séo
suficientes para o desenvolvimento inicial.

Além da variacdo do meio de cultivo, trabalhos vém descrevendo efeitos benéficos
do uso de citocininas, podendo referir-se principalmente ao uso de BAP e TDZ. Conforme
Brum e outros (2002), os citocininas promovem nas plantas divisdo, alongamento e
diferenciacdo celular, retardam a senescéncia das plantas, promovem a quebra da
dominancia apical e induzem proliferacdo de gemas axilares. O BAP tem sido muito eficaz,
para promover multiplicacdo de partes aéreas e inducdo de gemas adventicias, aléem de
apresentar um custo acessivel com relagdo a outros citocininas (HASEGAWA, 1979;
ZAERR; MAPES, 1985).

Verificaram que a concentracdo de 2,0 mg L™ de BAP favorece o desenvolvimento
de gemas em explantes de lirio-da-paz, independentemente da concentracdo de ANA,
conforme Diniz (2008). Resultados encontrados por Santos e outros (2006) demonstraram
que o meio MS suplementado com 2,0 mg L™ de BAP, ap6s 135 dias de cultura,
apresentou a maior taxa de multiplicacdo de brotos/explante, comprimento dos brotos e
producdo de matéria fresca e seca de plantulas de curaua (Ananas erectifolius L. B. Smith).
Além disso, em todas as concentragdes, o TDZ mostrou-se um potente indutor da
calogénese in vitro.

No entanto Melo e outros (2001), verificou que na medida em que aumentou a
concentracdo de BAP no meio MS, ocorreu uma reducdo gradual no tamanho médio da
folha e peso médio da matéria seca da plantula de garirobeira. O mesmo autor ainda relata
que o aumento na concentracdo do TDZ proporcionou também a diminui¢cdo do numero,
tamanho médio de folhas e peso da matéria seca da raiz.

Trabalhando com embrides zigdticos de Butia eriospatha e Butia capitata, Fior e
outros (2008) encontraram elevados percentuais de germinagdo in vitro, em meio MS,
independentemente do uso de GA; e BAP. Além das citocininas no meio de cultivo, torna-
se interessante a aplicacdo de auxinas exogenas, que devem estar balanceadas com o0s
demais horménios, para favorecer o bom desenvolvimento das raizes e da parte aérea.

O proposito da rizogénese € a formacdo de raizes adventicias nas partes aéreas
obtidas no estagio de multiplicacdo, que permite a constituicdo de plantas completas, para
posterior aclimatagéo as condicgdes ex vitro (CENTELLAS et al., 1999).
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Em algumas espécies de plantas, simplesmente a eliminacdo das citocininas
exogenas tem sido suficiente para induzir a formacdo do sistema radicular (THORPE,
1980). No entanto, muitas vezes se torna necessario acrescentar ao sistema auxinas
sintéticas com intuito de promover o enraizamento. Dentre as varias auxinas, 2,4-D, AlA,
AIB e ANA, percebe-se respostas diferentes in vitro em funcgéo de suas caracteristicas.

O AIA apresenta como limitacdo sua instabilidade, sendo sensivel & luminosidade e
também a acdo de microrganismos que a transformam em triptofano. Além disso, € uma
auxina fraca quando comparada ao 2,4-D, conforme Caldas e outros (1998). No entanto, o
AlA é a auxina natural mais encontrada nas plantas, estimulando o enraizamento, sendo a
partir dessa, efetuados testes utilizando o AIB e 2,4-D. Outra auxina muito usada, para
estimular a multiplicacdo em meio de cultura é o ANA, participando na formacéo e
desenvolvimento de raizes adventicias nos caules de segmento vegetativos de plantas.

Resultados encontrados por Vasconcelos e outros (2009) trabalhando com o
enraizamento in vitro de Uncaria tomentosa, indicam o uso de AIB nas concentragdes de 1
e 2 mg L, sendo invidvel o uso do AIA por proporcionar baixa percentagem de
enraizamento. Conforme Centellas e outros (1999) a adicdo de 3 UM de AIB proporciona
melhor enraizamento in vitro da macieira cv. Fred Hough, utilizando no meio de cultura
MS com a concentragdo de sais reduzida para 50%.

Melo e outros (2001) conclui que na concentracdo de 1 mg L™ o ANA foi eficiente
na formacao de raizes fasciculadas in vitro da garirobeira, além disso, 0 meio MS acrescido
de ANA propiciou um enraizamento adequado em todas as fases da rizogénese e promoveu
maior producdo de matéria seca da parte aérea e da raiz como também maior comprimento
de raiz fasciculada na plantula do que o AIB. O autor ressalta também que o AIB néo foi

eficiente na rizogénese.
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CAPITULO 2

RESUMO

CARNEIRO, P. A. P. Descontaminacédo de embrides de coquinho azedo para o cultivo
in vitro. 2012 76 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Fruticultura) — Universidade
Federal de Uberlandia, Uberlandia.

Considerando como uma alternativa, a utilizacdo da cultura de tecidos, percebe-se a falta de
trabalhos relacionados a descontaminacdo de seus embrides, objetivando com esse estudo,
avaliar o indice de contaminacédo e germinacdo em funcao de diferentes periodos de tempo
do embrido em hipoclorito de sodio e a necessidade de aplicacdo de fungicida. O
experimento foi conduzido em Uberlandia-MG, e os frutos de coquinho azedo foram
coletados na regido de Montes Claros — MG. As sementes foram extraidas e imersas em
solucdo de cloro (0,12%) durante 10 minutos. A desinfec¢do dos embrides foi realizada em
solucdo de alcool 70% durante 1 minuto e logo apds, realizados os diferentes tratamentos:
solucédo de 0,25% de cloro por 10, 20 e 30 minutos, sendo anteriormente colocado durante
10 minutos em solucdo de 1,5 mL L™ do fungicida tiofanato metilico ou somente os
diferentes periodos de tempo em solucdo de cloro, porém sem fungicida. O experimento foi
montado em esquema fatorial 2x3, e o delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, com 6 tratamentos, 4 repeticbes e 24 parcelas, contendo 1
embrido por frasco. Os frascos foram completados com 7 mL do meio MS com 75% de
forca idnica. Os frascos foram mantidos em sala de crescimento, havendo auséncia de luz
nos 15 dias iniciais. Ao final dos 30 dias, foram avaliadas as caracteristicas: germinacao
(em %), o qual foram caracterizadas como plantas germinadas aquelas que emitiram parte
aérea ou radicula e também a contaminacdo por bactérias e fungos separadamente. N&o
houve nenhuma contaminacdo relacionada a presenca de fungos e apenas 3 frascos com
presenca de bacteéria, representando cerca de 1,56% do experimento. Néo ha
necessidade de utilizacdo de fungicida no controle da contaminacdo e indica-se a
permanéncia em solucéo de cloro 0,25% por periodo entre 10 a 30 minutos.

Palavras-chave: Butia capitata, hipoclorito de sodio, fungicida.
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ABSTRACT

CARNEIRO, P. A. P. In vitro decontamination of Butia capitata (Martius) Becc. embryos.
2012. 76 f. Dissertation (Masters degree in Agriculture) — Universidade Federal de
Uberlandia, Uberlandia.

The use of tissue culture is considered as an alternative for the production of seedling;
however, there is a lack of studies related to decontamination of plant embryos for
introduction in axenic culture, which was the objective of this study, to evaluate the index
of contamination and germination of Butia capitata (Mart) Becc. as a function of different
embryo immersion periods in sodium hypochlorite and the need for fungicide application.
The experiment was conducted in Uberlandia-MG and the fruits of Butia capitata were
collected in the region of Montes Claros-MG. The seeds were extracted and immersed in
chlorine solution (0.12%) for 10 minutes. Embryo disinfection was done with 70% alcohol
solution for 1 minute and, subsequently, transferred to the different treatments: 0.25%
solution of chlorine for 10, 20 or 30 minutes, with, or without, a previous treatment in a 1.5
mL L™ solution of the fungicide methyl thiophanate for 10. The experiment design was
completely randomized, set up as a 2 x 3 factorial with 6 treatments, 4 repetitions and 24
parcels containing 1 embryo per flask. The flasks contained 7 mL of MS medium with 75%
of ionic strength. The flasks were kept in darkness for 15 days. The following
characteristics were evaluated after 30 days: germination (in %), considering plants that had
emitted either shoot or radicle, and also contamination by bacteria and fungi. There was no
contamination related to the presence of fungi and only 3 flasks were observed with
bacteria, representing approximately 1.56% of the experiment. There is no need to use
fungicide to control contamination and treatment in chlorine solution 0.25% for a period of

between 10 to 30 minutes is recommended.

Keywords: Butia capitata, sodium hypochlorite, fungicide.
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1 INTRODUCAO

O coquinho azedo (Butia capitata) € uma palmeira nativa do cerrado, que vem
despertando o interesse em regiGes como o norte de Minas Gerais, em funcdo da grande
ocorréncia e uso de seus frutos em diversas condi¢fes, podendo citar o uso in natura,
preparo de sucos, sorvetes, picolés (LORENZI et al., 2010; SILVA, 2008), possibilitando
complementacéo de renda de diversas familias presentes nessa regido, através da venda de
seus produtos pelo extrativismo.

Essa comercializacdo tem se fortificado e integrado a acdo de cooperativas nesse
processo, viabilizando a compra direta dos extrativistas, chegando a pagar valores de até R$
1,00 por quilo na época da safra (SILVA, 2008). Apesar disso, percebe-se ainda baixo
fornecimento em funcdo da demanda gerada pelos seus produtos, mesmo que ainda seja
uma demanda regionalizada.

A possibilidade de formacéo de pomares para producéo e fornecimento dos frutos
na quantidade demandada pelo mercado seria uma opc¢éo interessante, principalmente, ao
relacionar a estudos iniciais ja efetuados por Carneiro (2009), que evidenciou a
possibilidade de producdo dos mesmos em escala comercial e continua, através da
avaliacdo durante dois anos de producdo de um pomar experimental. Aliado a esse fator, €
perceptivel a necessidade de implantacdo desse tipo de sistema, uma vez que a sua grande
demanda tem gerado um extrativismo predatorio, havendo perda de materiais e, assim,
aliado ao desmatamento indiscriminado, podendo gerar no futuro a diminuicdo de plantas e
oferta desse material.

Apesar de ser uma alternativa a implantacdo de areas de plantio, sistemas
agroflorestais e outras formas de cultivo, percebe-se dificuldade na formagdo de mudas
dessa frutifera nativa. Moura (2008) verificou valores de 17,5% de germinacao utilizando a
retirada do endocarpo e do maior poro germinativo, sendo até o presente momento a forma
testada mais indicada a formacao das mudas. A germinacéo € baixa e irregular, levando até
um ano para emergir quando ndo realizado nenhum tipo de tratamento (AQUINO et al.,
2008; FERNANDES, 2008, MOURA, 2008).

Dentro desse contexto, trabalhos vém demonstrando a importancia da biotecnologia

nos avancgos da agricultura, sendo a cultura de tecidos, mais especificamente a de embrides
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um fator interessante ao pensar na superacdo de barreiras de germinagdo em palmeiras
(TABAI, 1992; MELO et al.,, 2001; BANDEIRA, 2008). Para a B. capitata, tem sido
verificado importantes estudos, testando diferentes tipos de meios de cultivo, luminosidade,
concentracdes de sacarose e relacdo da umidade com a germinacdo (NEVES et al., 2011,
RIBEIRO et al., 2011), além disso, permitindo a superacdo de sua dorméncia (FIOR et al.,
2011).

Embora esses trabalhos ndo venham apresentando problemas de contaminacgdo é
necessario estudos que verifiqguem a melhor forma de proporcionar o desenvolvimento dos
tecidos sem conduzi-lo @ morte quando isolado (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998),
lembrando que esse processo é uma das etapas mais importantes da cultura de embriGes por
estar subsidiando os demais processos. Diversos produtos germicidas e concentracdes sao
propostos em palmeiras (COSTA; ALOUFA, 2007; RIBEIRO et al., 2011; MELO et al.,
2001) havendo respostas diferentes em fungéo de cada espécie.

Dessa forma, considerando a falta de trabalhos relacionados a descontaminagdo dos
embrides de coquinho azedo, objetivou-se avaliar a contaminacéo e germinacdo em funcéo
de diferentes periodos de tempo do embrido em hipoclorito de sodio e a necessidade de

aplicacdo de fungicida tiofanato metilico.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), e os frutos de coquinho azedo (Butia capitata (Martius)
Beccari) coletados em estagio de completa maturacédo, na regido de Montes Claros — MG.
Os frutos com polpa firme e sem sinais de ataque de pragas ou microrganismos foram
despolpados manualmente e mantidos em ambiente sombreado. As sementes foram
extraidas com o auxilio de um torno manual de bancada e, posteriormente, imersas em
solucéo de cloro 0,12% (v/v) durante 10 minutos.

O explante utilizado foi o embrido de coquinho azedo, e a sua retirada procedeu-se
em camara de fluxo laminar, através da utilizacdo de um bisturi, tomando os cuidados
necessarios para ndo danificar a parte de interesse. Posteriormente a sua retirada, 0s
embrides foram colocados em placa de Petri com solug&o de 100 mg L™ de 4cido ascorbico
para evitar oxidagdo (MELO, 2000; RIBEIRO et al., 2011). Em seguida, foi efetuada a
desinfeccdo dos embrides, colocando os mesmos em solucdo de alcool 70% durante um
minuto e logo apds, realizados os diferentes tratamentos: solucdo de 0,25% (v/v) de cloro
por 10, 20 e 30 minutos, sendo anteriormente colocado durante 10 minutos em solucédo de
1,5 mL L do fungicida tiofanato metilico ou somente os diferentes periodos de tempo em
solucdo de cloro, porém sem fungicida, conforme resumo na Tabela 1. Ao final dos
tratamentos todos os embrides foram lavados por trés vezes com agua destilada e

autoclavada, antes da inoculacao.
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TABELA 1. Tratamentos em funcdo dos diferentes tempos de imersdo do embrido de
coquinho azedo em solucdo de cloro (0,25%) com ou sem imersdo em
solugdo de 1,5 m L™ de tiofanato metilico. Uberlandia-MG, 2012

TRATAMENTOS IMERSAO EM CLORO TIOFANATO METILICO
(min)* (1,5mL L™
T1 10 Sem
T2 10 Com
T3 20 Sem
T4 20 Com
T5 30 Sem
T6 30 Com

* Solucéo de cloro (0,25%).

O experimento foi instalado em esquema fatorial 2x3 e o delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado, com 6 tratamentos, 4 repeticGes e 24 parcelas,
contendo 1 embrido por frasco. Os frascos de capacidade de 35 mL foram completados com
7 mL do meio MS (MURASHIGUE; SKOOG, 1962) com 75% de forca ionica (Ribeiro et
al., 2011). Ao meio foi acrescido 30g L™ de sacarose, 0,4 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 hidrolisadae 7 g L™ de 4gar e o pH ajustados para 5,7 (TABAI, 1992).

Anteriormente a inoculacdo, os frascos foram fechados com a tampa plastica e
submetido a autoclavagem, a uma temperatura de 121°C durante 20 minutos, a pressao de 1
atm. Com a inoculacdo dos embrides, realizado na cdmara de fluxo laminar devidamente
higienizado com luz UV e aplicacdo de alcool (70%), os frascos foram mantidos em sala de
crescimento com temperatura controlada de 25+1 °C, fotoperiodo de 16 horas de luz e
intensidade luminosa de 25pumol m™ s, fornecida por 1ampadas do tipo fluorescente branca
fria. Durante os 15 primeiros dias, os frascos permaneceram em auséncia de luz (RIBEIRO
etal., 2011).
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Ao final dos 30 dias, foram avaliadas as caracteristicas: germinacao (em %), o qual
foram caracterizadas como plantas germinadas aquelas que emitiram parte aérea ou
radicula e também a contaminacdo por bactérias e fungos separadamente.

A homogeneidade dos residuos e normalidade das variancias foram verificadas
através dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, no programa estatistico Statistical Package for
Social Science (SPSS), enquanto que a anélise de variancia e comparagdo entre médias foi
testada através do programa computacional Sistema para Analise de Variancia - SISVAR
(FERREIRA, 2000).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve nenhuma contaminacdo relacionada a presenca de fungos e apenas 3
frascos com presenca de bactéria, representando cerca de 1,56% do experimento. A
contaminacdo verificada para bactéria e auséncia de contaminagdo fangica demonstra que
ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos, permitindo uma boa assepsia dos
embrides ao se utilizar qualquer um dos periodos de imersdo testados em solugdo de cloro
0,25% e ndo havendo a necessidade de utiliza¢do do fungicida. Também trabalhando com a
palmeira B. capitata, Ribeiro e outros (2011) e Neves e outros (2010) ndo relataram
problemas com a utilizacdo de solugdo com a mesma concentracéo de cloro (0,25%) por 10
minutos.

Tratamentos similares sem fungicidas e com solucdo de cloro tem mostrado bons
resultados em outras palmeiras. Cunha e outros (2011) utilizou a imersdo dos embrides de
babacu em solugdo de cloro a 0,5% por 10 minutos, verificando uma média geral de 12%
de contaminacdo flngica, resultado esse superior aos verificados nesse trabalho e por
Ribeiro e outros (2011), efetuando 0 mesmo protocolo em macauba. Steinmacher e outros
(2011) nédo relataram problemas de contaminacdo em embriGes de pupunha (Bactris
gasipaes) submetendo os mesmos a um periodo de tempo mais elevado (40 minutos) de
imersdo em solucdo de hipoclorito de sédio (40%), assim como Wang e outros (2003;
2006) com embrides de Areca catechu L., utilizando imersdo por 10 minutos em solu¢éo de
2% de hipoclorito de sédio e Angelo et al. (2011) trabalhando com solucdo 5% do produto
comercial (2-2,5% de cloro ativo) por 5 minutos em embrides de dendé.

Esses resultados refletem a necessidade de estudos direcionados a cada espécie,
havendo variacdo dos resultados dentro de uma mesma familia, como verificado
anteriormente para Arecaceae. Além disso, percebe-se a baixa relacdo da contaminacdo em
funcdo de diferentes periodos de tempo em uma mesma concentracdo de cloro, havendo
apenas cuidados em relacdo a utilizacdo de doses mais diluidas quando utilizados periodos
longos. Também pode ser comentada a baixa utilizagcdo de fungicidas em palmeiras no
cultivo in vitro, embora Saldanha (2007) tenha utilizado a desinfec¢éo em frutos de Euterpe
edulis em solucdo composta por Agrimicina 1,5 g L™, hipoclorito de sédio 20% (v/v),

Captan 4 g L, durante 15 minutos, para inoculacéo dos embrides. Melo (2000) verificou
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menores taxas de contaminacdo na associacdo da aplicacdo de &lcool (70%) no fruto
semente da garirobeira e o fungicida Benomyl no embrido.

Apesar desses resultados, Fior e outros (2011) ndo relataram problemas de
contaminacdo utilizando o cultivo in vitro em sementes desinfestadas de B. capitata e B.
odorata, 0 que pode sugerir uma baixa contaminacdo presente no embriéo, ressaltando que
a cavidade embrionaria é bem protegida em relagdo ao meio externo, sugerindo assim uma
menor ou até mesmo auséncia de contaminacdo. Aliado a isso, estudo realizado por
Magalhées e outros (2008) verificaram a presenca de Fusarium spp. (72,3%) e Penicillium
spp. (32,5%), além de outros microrganismos em menores quantidades em sementes de
Butia capitata (com e sem endocarpo), sendo esse mais um indicio que demonstra a
necessidade de desinfestacdo das sementes anteriormente a retirada do seu embrido, como
realizado por diversos autores (ALVES, 2007; ANGELO et al., 2011; CUNHA et al., 2011;
RIBEIRO et al., 2011).

Para a germinagdo de embrides de coquinho azedo, 0s residuos seguiram uma
distribuicdo normal e suas variancias apresentaram homogeneidade. Observando a analise
de variancia (tabela 2), percebe-se que ndo foi significativa a interacdo dos diferentes
tempos dos embrides em solucdo de cloro e utilizacdo do fungicida na germinacéo,
ocorrendo 0 mesmo resultado quando analisado cada um desses fatores separadamente.

TABELA 2. Resumo das andlises de variancia para a germinacdo obtida em relacdo a
diferentes tempos (10, 20 e 30 minutos ) de imersdo em hipoclorito e com
tratamento ou ndo com solucdo de fungicida (Tiofanato Metilico) dos
embrides de coquinho azedo (Butia capitata). Uberlandia, MG, 2012.

Quadrados Médios

Fontes de Variacéo GL Germinagéo (%)
Hipoclorito 2 1008,4533™
Fungicida 1 489,0016™
Hipoclorito*Fungicida 2 920,3416™
Residuo 18 417,7082
Coeficiente de Variacao 39,93%

" _ Valores ndo significativos ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F.
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Na Figura 1, pode-se perceber que apesar de ndo ter sido constatado pelo teste F
diferenca significativa, houve uma variacdo entre as médias observadas, alcan¢ando o valor
de 21,46% de germinacgdo quando comparado aos tempos de 10 minutos com 30 minutos de
permanéncia em solugdo de cloro e de 16,46% quando confrontado o periodo mais curto
com o intermediario. Resultado diferente foi encontrado por Alves (2007) trabalhando com
dendé, havendo favorecimento ao processo de germinacdo quando utilizado uma menor
concentracdo de hipoclorito (1% de NaClO) combinado a um menor tempo de exposicao.
Resultados de germinacdo positivo também foram verificados para o tempo de 10 minutos
em solucdo de 1% de NaClO em outras palmeiras (CAVALCANTE, 2001; PEREIRA et
al., 2006).
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FIGURA 1 Germinagdo média obtida in vitro em relacdo a diferentes tempos (10, 20 e 30
minutos) de imersédo em solugdo de cloro (0,25%) de embrides de coquinho
azedo (Butia capitata). Uberlandia, MG, 2012.

Esses valores sugerem um melhor resultado encontrado no processo de germinacéo
com imersdo em solucdo de cloro por periodo de 30 minutos, sendo indicada a realizacéo

de novos testes com periodos até mais elevados, possibilitando, assim, identificar até que
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ponto haverd interferéncia desse processo na germinacdo dos mesmos. O hipoclorito de
sodio ou de célcio vem mostrando grande eficiéncia na desinfestacdo de sementes,
eliminando fungos e bactérias, promovendo aumento no total de plantulas germinadas a
partir de sementes tratadas (NASCIMENTO et al., 2007), possibilitando vantagens em
funcdo de sua alta solubilidade em &gua e, portanto, sua facil remogdo evitando efeitos
residuais toxicos (CID; ZIMMERMANN, 2006), além de seu baixo custo e eficiéncia.
(CUNHA et al., 2011). Nietsche (2006) afirma que, dependendo do tempo de imersdo pode
ocorrer desidratacdo dos explantes, porém nao ocorreu esse fator no presente experimento,
sendo as concentragGes utilizadas eficientes na assepsia e ndo toxicas aos explantes.

Apesar do valor de 60% de germinacdo encontrada, outros trabalhos com B.
capitata demonstram valores ainda superiores, como percentagens acima de 90%. atraves
da abertura total da cavidade embrionaria da semente (FIOR et al., 2011), utilizando a
mesma temperatura verificada nesse trabalho, porém sem relatos da luminosidade. Ribeiro
e outros (2011) alcancaram valores de até 71,8% de alongamento do embrido, no entanto,
utilizou a oscilacdo de temperatura de 25 °C a noite e 30 °C durante o dia. Ressalta-se
assim, a necessidade de estabelecimento de um futuro protocolo que possibilite a
determinacdo ndo somente de composicdo dos meios e tratamentos de desinfeccdo e
oxidacdo, mas que exprima resultados em funcéo das variagdes externas como temperatura
e intensidade de luminosidade.

O uso do fungicida (Figura 2) demonstra a baixa resposta em relacdo a germinacgéo
em funcdo de sua utilizacdo, representando um acréscimo de 9,02% de germinacao quando
ndo efetuado o tratamento, apesar de ndo ter havido diferenca significativa entre os
tratamentos. Além disso, verificou-se que nao existe a necessidade de aplicacdo do mesmo
pensando na desinfestacdo dos embriGes, sendo assim, havendo menores gastos no
desenvolvimento das atividades. Diversos trabalhos citados tém sido desenvolvidos sem a
utilizacdo de fungicida, demonstrando resultados na germinacdo (CUNHA et al., 2011;
RIBEIRO et al., 2011a; STEINMACHER et al., 2011; WANG et al., 2003; 2006), embora
Melo (2000) tenha identificado maiores taxas de germinacdo na associacdo da aplicacéo de

alcool 70% no fruto semente da garirobeira e o fungicida Benomyl no embrido.
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FIGURA 2. Germinacdo média obtida in vitro em relacdo a presenca ou auséncia do
fungicida Tiofanato metilico (1,5 ml L™) em embrides de coquinho azedo (Butia capitata).
Uberlandia, MG, 2012.
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4 CONCLUSOES

- N&o h& necessidade de utilizagdo de fungicida no controle da contaminacéo.

- Indica-se a permanéncia em solucéo de cloro 0,25% por periodo entre 10 a 30 minutos.
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CAPITULO 3

RESUMO

CARNEIRO, P. A. P. Antioxidantes no estabelecimento in vitro de embrides de
coquinho azedo 2012 76 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Fruticultura) —
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia.

Objetivou-se neste estudo, identificar a germinacdo e oxidacdo dos embriGes de Butia
capitata em resposta ao uso de diferentes antioxidantes presentes no meio e a necessidade
de colocacdo dos explantes em solucdo de &cido ascorbico anteriormente a inocula¢do. O
experimento foi conduzido em Uberlandia-MG, e os frutos de coquinho azedo coletados na
regido de Montes Claros — MG. Apds a desinfestacdo das sementes em solucdo de cloro
(0,12%) por 10 minutos, efetuou-se a extracdo dos embrides, sendo 0S mesmos
acondicionados em placa de Petri, contendo solucdo de 100 mg L™ de é4cido ascérbico ou
apenas em agua destilada e autoclavada, de acordo com seu tratamento. Em seguida, foi
efetuada a desinfeccdo dos embrides, colocando-o0s em solucdo de alcool 70% durante um
minuto, seguido em solucgéo de 0,25% de cloro por 30 minutos e, ao final, lavados por trés
vezes em 4gua destilada e autoclavada. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado em esquema fatorial com oito tratamentos, quatro repeticdes e 12
parcelas, sendo cada parcela constituida por um frasco, contendo quatro embries. Os
tratamentos consistiram no acréscimo de diferentes substancias antioxidantes (testemunha —
auséncia de substancias antioxidantes; acido ascérbico — 100 mg L™ PVP — 400 mg L™ e
carvéo ativado — 3,0g L™) ao meio MS com 75% de forca ionica, com ou sem imerséo em
solucdo de 4cido ascorbico (100 mg L™). Apés a inoculago os frascos, foram mantidos em
sala de crescimento, permanecendo na auséncia de luz no 15 primeiros dias. Ao final de 45
dias foram avaliadas as caracteristicas: oxidacdo (em %), constatada através do
escurecimento das estruturas do embrido; germinacdo (em %) e plantas normais (%),
considerando plantas normais as que emitiram tanto parte aérea quanto radicula, enquanto
que a germinacgdo considerou-se apenas emissdao de uma dessas partes. A utilizacdo de
carvao ativado proporciona resultados de formacdo de plantas com oxidacdo inferior e

germinacao superior aos demais antioxidantes testados, e a pratica de imersdo dos embrides
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em solucdo de &cido ascorbico contribui para menor oxidacdo e maior formacao de plantas

normais.

Palavras-chave: Butia capitata, acido ascorbico, carvéo ativado.
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ABSTRACT

CARNEIRO, P. A. P. Antioxidants in the establishment of Butia capitata (Martius)
Becc. embryos in vitro. 2012. 76 f. Dissertation (Masters degree in Agriculture) —
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia.

This study identified the germination and oxidation of Butia capitata embryos in response
to the use of different antioxidants added to the growth medium and the need for previous
explant treatment with ascorbic acid. The experiment was conducted in Uberlandia, Minas
Gerais and the fruits of Butia capitata (Mart) Becc. collected in the region of Montes
Claros - MG. Seeds were disinfested in a chlorine solution (0.12 %) for 10 minutes and,
subsequently, the embryos were extracted, and transferred to either a Petri dish containing
solution of 100 mg L™ of ascorbic acid, or sterile distilled water. Then, the embryos were
disinfested in a 70% alcohol solution for one minute, followed by a 0.25% chlorine solution
for 30 minutes and, finally, rinsed three times in sterile distilled water. The experimental
design was completely randomized with eight treatments, four repetitions and 12 plots,
each plot consisted of a flask containing four embryos. The treatments consisted of the
addition of different antioxidants (control - absence of antioxidants; ascorbic acid - 100 mg
LY PVP - 400 mg L™, or activated charcoal - 3.0 g L™) to the MS medium with 75% ionic
strength. After inoculation the flasks were kept in a growth room, remaining in darkness for
the first 15 days. The following characteristics were evaluated after 45 days: oxidation (%),
observed as the darkening of the embryo structures; germination (%) and normal plants
(%), considering plants that had emitted both shoot and radicle, in contrast with
germination, which considered emission of any of these parts. The use of activated charcoal
resulted in plants with less oxidation and greater germination than the other antioxidants
tested, and the practice of embryo immersion in ascorbic acid solution contributed to

decreasing oxidation and increasing the production of normal plants.

Keywords: Butia capitata, ascorbic acid, activated charcoal.
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1 INTRODUCAO

A biotecnologia tem impulsionado os estudos em diversas areas do conhecimento,
podendo destacar as diversas aplicacfes na agricultura, através do uso da cultura de tecidos
vegetais que proporciona dentre outros fatores, a multiplicacdo sistematizada de plantas;
intercambio de material genético; resgate de germoplasma e preservacdo de material
ameacado; reducdo no periodo de germinacéo isencdo de pragas e doencas e; uniformizacao
nas plantulas obtidas (MELO, 2000).

Dentre as técnicas da cultura de tecidos, a micropropagacao € a de maior impacto e
de resultados mais concretos (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Através do uso do
embrido como explante, resultados importantes tém sido alcancados no cultivo de
palmeiras (FIOR et al., 2011; LEDO et al., 2001; LEDO et al., 2007; MELO et al,, 2001;
NEVES et al., 2011; RIBEIRO et al., 2011) embora a oxidacdo seja um dos fatores mais
problematicos ao relacionar ao cultivo in vitro da familia Arecaceae.

Para evitar a oxidacdo, diversos métodos sdo utilizados, como a lavagem dos
embrides (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998), que juntamente com a aplicacdo de
diferentes substancias antioxidantes como o &cido ascérbico, polivinilpirrolidona (PVP) e
carvao ativado tém proporcionado um bom desenvolvimento dos cultivos in vitro em
palmeiras (FIOR et al., 2011; MELO et al,, 2001; NEVES et al., 2011). Outro método a ser
destacado € a luz, uma vez que o escurecimento dos tecidos podera ser reduzido e até
mesmo impedido, caso 0s explantes sejam cultivados no escuro por até 14 dias (MONACO
etal., 1977).

O coquinho azedo (Butia capitata) € uma palmeira nativa do cerrado, que vem
despertando o interesse em regides como o Norte de Minas Gerais, em funcdo da grande
ocorréncia e uso de seus frutos em diversas condi¢6es, podendo citar 0 uso in natura como
preparo de sucos, sorvetes e picolés (LORENZI et al., 2010; SILVA 2008), possibilitando
complementacédo de renda de diversas familias presentes nessa regido, através da venda de
seus produtos pelo extrativismo.

As altas taxas de destruicdo do cerrado, que, juntamente com o extrativismo
predatorio, originam progressivamente menores produgdes e perda de materiais genéticos

de caracteristicas desejaveis, colocando em risco real a sobrevivéncia de algumas espécies
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(LUIS, 2008), dentre elas o coquinho azedo, que estd diminuindo sua producdo ao longo
dos anos, sendo dificil encontrar individuos jovens na vegetacdo (MARTINS, 2003).

Adicionalmente, a germinacdo de B. capitata € baixa, lenta e desuniforme, cerca de
1% (AQUINO et al., 2008; FERNANDES, 2008; MOURA, 2008). Reunindo todos esses
aspectos, percebe-se a necessidade de desenvolvimento de estudos com essa palmeira,
proporcionando o0 entendimento de sua dorméncia e manejos que subsidiem o
desenvolvimento de mudas para reintroducdo das mesmas em areas naturais e até mesmo
formacéo de pomares para suprimento de sua demanda.

Trabalhos ja vém sendo desenvolvidos com B. capitata no cultivo de embrides,
utilizando o carvao ativado como antioxidante, sendo alcangados valores de até 71,8% de
alongamento dos embrides, e evidenciando o menor favorecimento da oxidacdo quando
utilizadas sementes maduras e meios de cultivo MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com
concentracgdes de sais entre 50 e 75% (RIBEIRO et al., 2011; NEVES et al., 2011).

Apesar de os dados subsidiarem informagdes importantes para o cultivo in vitro
dessa palmeira, verifica-se ainda a inexisténcia de testes com outros antioxidantes na
literatura e também a verificacdo da viabilidade do procedimento de colocacdo dos
explantes anteriormente a inoculagdo em solugdo de acido ascorbico.

Dessa forma, objetivou-se identificar a germinagédo e oxidacdo dos embrides de B.
capitata, em resposta ao uso de diferentes antioxidantes presentes no meio e a necessidade

de colocacdo dos explantes em solugédo de &cido ascérbico anteriormente a inoculacgéo.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), em Uberlandia-MG, e os frutos de coquinho azedo coletados
em estagio de completa maturagéo, na regido de Montes Claros — MG. Os frutos com polpa
firme e sem sinais de atague de pragas ou microorganismos foram despolpados
manualmente e mantidos em ambiente sombreado. As sementes foram extraidas com o
auxilio de um torno manual de bancada e, posteriormente, imersa em solucdo de cloro
(0,12%) durante 10 minutos.

O explante utilizado foi o embrido de coquinho azedo, e a sua retirada procedeu-se
em camara de fluxo laminar, através da utilizacdo de um bisturi, tomando os cuidados
necessarios para ndo danificar a parte de interesse. Posteriormente a sua retirada, 0s
embrides foram colocados em placa de Petri com solugdo de 100 mg L™ de &cido ascérbico,
para evitar oxidacdo (MELO, 2000; RIBEIRO et al., 2011) ou apenas em agua destilada e
autoclavada, de acordo com seu tratamento. Em seguida, foi efetuada a desinfecgéo dos
embrides, colocando os mesmos em solucdo de alcool 70% durante um minuto e, logo
apos, em solucdo de 0,25% de cloro por 30 minutos, sendo ao final lavada por trés vezes
com agua destilada e autoclavada.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 4x2, com 8 tratamentos, 4 repeticdes e 32 parcelas, sendo cada frasco constituido
por quatro embrides. Os tratamentos consistiram no acréscimo de diferentes substancias
antioxidantes (testemunha — auséncia de substancias antioxidantes; &cido ascorbico — 100
mg L™ PVP — 400 mg L™ e carvéo ativado — 3,0g L™) ao meio MS com 75% de forca
ibnica (RIBEIRO et al., 2011), com ou sem imersdo do embrido em solugdo de &cido
ascorbico (100 mg L™), conforme citado anteriormente.

Em todos os meios foram acrescidos 30g L™ de sacarose, 0,4 mg L™ de tiamina;
Img L™ de piridoxina; 0,5 mg L™ de 4cido nicotinico; 100 mg L™ de mio-inositol; 0,5 g L~
! de caseina hidrolisada e 7 g L™ de 4gar (TABAI, 1992). O pH dos meios foram
ajustados para 5,7+ 0,1 e cada frasco com capacidade de 300 mL recebeu a quantidade de

30 mL do meio, de acordo com cada tratamento, sendo posteriormente fechado com tampa
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plastica e submetido a autoclavagem, a uma temperatura de 121°C, durante 20 minutos, a
uma pressao de um atm.

Apos a inoculacdo de quatro embribes por frasco, realizado na camara de fluxo
laminar devidamente descontaminada com luz UV e aplicacdo de alcool (70%), os frascos
foram mantidos em sala de crescimento com temperatura controlada de 25+1 °C,
fotoperiodo de 16 horas de luz e intensidade luminosa de 25u mol m™ s, fornecida por
lampadas do tipo fluorescente branca fria. Durante os 15 primeiros dias, os frascos
permaneceram sob auséncia de luz (RIBEIRO et al., 2011).

Ao final de 45 dias, foram avaliadas as caracteristicas: oxidacdo (%), constatada
através do escurecimento das estruturas do embrido; germinagédo (%) e plantas normais (%),
considerando plantas normais as que emitiram tanto parte aérea quanto radicula, enquanto
gue na germinacdo considerou-se apenas emissdo de uma dessas partes, ressaltando-se a
utilizacdo de lupas eletronicas para facilitar a avaliagdo dessas caracteristicas.

A homogeneidade dos residuos e normalidade das variancias foi verificada através
dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, no programa estatistico SPSS, enquanto que a analise
de variancia e comparacdo entre médias foi testada através do programa computacional
Sistema para Andlise de Variancia - SISVAR (FERREIRA, 2000), utilizando o teste de
Tukey (5%).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os residuos seguiram uma distribuicdo normal para a oxidacdo, germinagdo e
plantas normais obtidas de embriGes de coquinho azedo, e suas variancias apresentaram
homogeneidade. Em relacdo aos resultados da analise de variancia (Tabela 1) percebe-se
que ndo foi significativa a interacdo entre a adicdo de diferentes substancias antioxidantes
ao meio e presenca ou auséncia de imersdo em solucdo de 4cido ascorbico (100 mg L™)
posterior a retirada dos embrides das sementes. Ao analisar separadamente cada um desses
fatores, s@o percebidas respostas significativas (p>0,01) para todos os fatores analisados,
com excecdo da germinagdo em relacdo a adicdo de diferentes substancias antioxidantes aos
meios.

TABELA 1. Resumo das andlises de variancia para a oxidacdo, germinacdo e plantas
normais, obtidas de embrifes de Butia capitata em relacdo a presenca de
diferentes substancias antioxidantes ao meio (testemunha — sem substancias
antioxidantes; &cido ascérbico — 100 mg L-*; PVP — 400mg L-! e carvéo
ativado — 3,0 g L™) com ou sem imers&o em solucéo de acido ascérbico (100
mg L) posterior a retirada dos embrides das sementes. Uberlandia, MG,

2012.
Quadrados Médios
Fontes de Variagao GL Oxidacdo Germinacdo Plantas normais

Antioxidantes (a) 3 73407685  457,7642 1117,3215
Imersdo em Acido Ascorbico (b) 1 2508,4445~ 3919,6658~  3559,5703"

Antioxidantes* Imersdo em Acido Ascorbico 3 176,4468 317,3846 67,0750

Residuo 24 263,3166 191,5156 210,3319

Coeficiente de Variacéo (%) 28,07 17,74 20,82

“"Dados significativos ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.

Tabela 2 permite verificar diferencas significativas, havendo menor oxidagdo ao
meio acrescido de 3,09 L™ de carvdo ativado em relacdo as demais substancias
antioxidantes e testemunha testadas, enquanto que a tabela 3 demonstra a diferenca

significativa na utilizacdo da pratica de imersdo dos embrifes em solucdo de &cido
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ascorbico (100 mg L™) posterior & retirada dos mesmos das sementes. Resultados positivos
foram encontrados em outras plantas da familia Arecaceae, utilizando os dois
procedimentos de melhores resultados verificados, Cunha e outros (2011) relataram que
ndo houve problemas de oxidacdo em embrides de babacu (Attalea vitrivir) em solucéo de
100 mg L™ de 4cido ascérbico e ao meio acrescentado de 3g L™ de carvdo ativado, sendo os
mesmos resultados encontrados por Neves e outros (2011) e Ribeiro e outros (2011), em

embribes de B. capitata.

TABELA 2. Dados médios da oxidacdo, germinacdo e plantas normais, obtidas de
embrides de Butia capitata, em relacdo a presenca ou auséncia de diferentes
substancias antioxidantes ao meio (testemunha — sem substancias
antioxidantes; acido ascérbico — 100 mg L-*; PVP — 400 mg L™ e carvdo
ativado — 3,0 g L™). Uberlandia, MG, 2012.

Dados medios (%)

Meios
Oxidagéo Germinacao Plantas Normais
MS (testemunha) 71,88 Db 69,79 a 60,42 b
MS + Acido Ascorbico 64,58 b 76,04 a 70,83 ab
MS + PVP 81,24 b 78,13 a 61,46 b
MS + Carvéo Ativado 13,54 a 88,02 a 85,94 a
DMS 22,38 19,09 20,01

Na coluna, medias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (5%).

Para cultivo de embrides de macauba, foi adicionado apenas o carvao ativado na
concentracdo de 3g L™ (SOARES et al., 2011) e conforme Alves (2007), a utilizacdo de
0,25% de carvao ativado proporcionou menor média de oxidacdo de embrides (0,6) de
dendezeiro dentre os tratamentos testados (0,0; 0,1 e 0,2%). Além disso, o carvao ativado é
0 antioxidante mais indicado para impedir a oxidacdo de diferentes tipos de explantes de
dendezeiro (GUEDES, 2008). Apesar dos resultados apresentados, vale salientar os
resultados obtidos por Fior e outros (2011), que nédo relatou problemas de oxidacdo no
desenvolvimento de sementes intactas, escarificadas e totalmente abertas no cultivo in vitro
de B. capitata e B. odorata, sem nenhum tipo de utilizagcdo de substancias antioxidantes,

resultados diferentes ao verificado na testemunha desse trabalho (71,88% de oxidagao).
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Contrastando com os resultados encontrados nesse trabalho, Melo e outros (2001)
trabalhando com garirobeira, identificou menor oxidacdo (3,37%) na utilizacdo de &cido
ascorbico (100mg L™) em relacdo a 7,09% verificado para o carvdo ativado (1,5%). Em
compensacdo, 0S mesmos autores também encontraram resultados elevados de oxidagédo
atribuidos ao uso do PVP, sendo os valores de oxidacgdo inferiores aos encontrados nesse
trabalho para todas as substancias antioxidantes em comum testadas.

Os resultados encontrados podem estar atribuidos ao fato de o carvdo ativado
apresentar cargas residuais, as quais sdo capazes de adsorver substancias fendlicas ou seus
produtos da oxidagédo, as quinonas, evitando com isso 0 desencadeamento do processo
oxidativo in vitro (TEIXEIRA et al., 1993). Em relacdo ao &cido ascérbico, pode se
acrescentar ainda a facilidade no manuseio; o fato de ndo precipitar quando em repouso,
antes de geleificar; maior facilidade para visualizar o embrido zigético em cultura in vitro, e
seu consagrado uso como antioxidante em palmeiras (MELO et al,, 2001).

Assim como foi verificado para a oxidacdo os melhores resultados para a
germinacdo e plantas normais, foram verificados com a imersdo dos embriées em solucdo
de &cido ascorbico, posterior a retirada dos embrides das sementes (Tabela 3), enquanto que
os resultados encontrados para plantas normais foram superiores ao utilizar o carvéo
ativado ao meio, em comparagao , as outras substancias antioxidantes testadas, embora ndo

tenha havido diferenca significativa nesse caso para a germinacdo (Tabela 2).

TABELA 3. Dados médios da oxidacdo, germinacdo e plantas normais, obtidas de
embrides de Butia capitata com ou sem imersdo em solucdo de &cido
ascorbico (100 mg.L™) durante a retirada dos embrides. Uberlandia, MG,
2012. Uberlandia, MG, 2012.

o . Dados médios (%0)
Acido Ascorbico

Oxidagao Germinacao Plantas Normais
Auséncia 66,67 b 66,92 b 59,12 b
Presenca 48,95 a 89,06 a 80,21 a
DMS 11,84 10,10 10,58

Na coluna, médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (5%).
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Ribeiro e outros (2011), encontraram alongamento cotiledonar em 71,8% dos
embrides de B. capitata, utilizando condi¢es similares as verificadas nesse experimento,
tanto em relacdo a imersdo do embrido quanto na utilizacdo do carvdo ativado no meio,
possibilitando uma germinacdo pouco abaixo as verificadas no presente trabalho (88,02% e
89,06%). Além disso, quando se observa a emissdo de raiz, verifica-se a presenga de
25,2%, valor esse inferior aos encontrados nesse trabalho, onde foi possivel a formacéo de
plantas normais (desenvolvimento da arte aérea e raiz) em 85,94% (carvéo ativado ao meio)
e 80,21% (imersdo do embrido), ressaltando que o presente trabalho foi avaliado com 15
dias a mais de desenvolvimento, o que pode ter favorecido a diferenca verificada. O carvéo
ativado possui entre outras caracteristicas, a propriedade de adsorver e reduzir a
disponibilidade de auxina exdgena no meio de cultura e induzir o processo de rizogénese
(GEORGE, 1996).

Trabalhos tém demonstrado o favorecimento da adi¢do de carvéo ativado aos meios
de cultura no cultivo in vitro. indice de germinacio de 80% foi encontrado com a utilizacio
de 1,59 L™ de carvdo ativado em Euterpe edulis (SALDANHA, 2007), sendo a adicdo de
carvdo ativado nas concentragdes de 0,25 e 0,5 g L™, no meio de cultura, proporcionou
efeito benéfico na germinacdo dos embrides soméaticos obtidos de meristemas apicais de
tamareira (ZOUINE et al., 2005). Cavalcante (2001) trabalhando com acaizeiro (Euterpe
oleraceae) utilizou a concentracdo de 0,2% de carvao ativado, obtendo bons resultados.

O fato de a germinacdo ndo ter apresentado diferenca significativa, ela promoveu
importancia relacionada a analise de formacdo de plantas normais, pois possibilitou
demonstrar estatisticamente a superioridade presente na formacéo das plantas provindas do
tratamento composto por carvao ativado, principalmente, em relacdo ao uso do PVP e
testemunha, evento esse verificado visualmente durante as avaliacdes. Além disso, percebe-
se a reducdo das taxas dentro de um mesmo tratamento quando comparado as
caracteristicas de germinacdo e plantas normais, alcancando valores de 16,67 e 9,37%
encontrados para o PVP e testemunha, ao contrario do visualizado para o carvéo ativado e
acido ascorbico (5,28 e 2,21%), substancias essas que apresentaram maiores médias de
plantas normais.

Resultados semelhantes ao desse trabalho foram encontrados por Melo (2000) que

demonstrou a eficiéncia do acido ascorbico e carvao ativado na germinacao de embribes de
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garirobeira, apresentando valores médios acima dos verificados para o0 PVP e meios sem
antioxidantes, firmando ainda mais a necessidade de utilizacdo de antioxidantes para
palmeiras. Pesquisas realizadas verificaram excelentes resultados em palmeiras, usando-se
0 acido ascorbico, embora resultados ndo muito promissores tenham sido atribuidos ao uso
do PVP (GEORGE, 1996).
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4 CONCLUSOES

- A utilizacdo de carvdo ativado proporciona resultados de formacdo de plantas com
oxidac&o inferior e germinacao superior aos demais antioxidantes testados;
- A prética de imersdo dos embrides em solugdo de acido ascorbico contribui para menor

oxidacdo e maior formacdo de plantas normais.
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CAPITULO 4

RESUMO

CARNEIRO, P. A. P. BAP e ANA no desenvolvimento in vitro de pléntulas de
coquinho azedo cultivados. 2012 76 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Fruticultura)
— Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia.

Em micropropagacéo de fruteiras nativas do cerrado, os reguladores de crescimento podem
ganhar uma importancia ainda maior, visto que essas espécies muitas vezes necessitam de
estimulos especiais, gerados por tais compostos, para a sua adaptacdo e crescimento in
vitro, constituindo-se em uma etapa a ser estudada, uma vez que a interacao entre auxinas e
citocininas é frequentemente dependente da espécie e do tipo de tecido utilizado na cultura.
Objetivou-se com esse trabalho identificar as respostas da espécie Butia. capitata a
presenca de diferentes concentragdes de 6-benzilaminopurina (BAP) e 4cido
naftalenoacético (ANA) no meio nutritivo. O experimento foi conduzido em Uberlandia-
MG e os frutos de coquinho azedo foram coletados na regido de Montes Claros — MG,
sendo as sementes extraidas e imersa, em solucdo de cloro (0,12%) durante 10 minutos. O
experimento foi montado em esquema fatorial 4x4, e o delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado, com 16 tratamentos, 3 repeti¢fes e 2 parcelas, sendo cada
parcela constituida por um frasco contendo um explante por tubo. Os tratamentos foram
caracterizados pela combinacdo de 4 dosagens de BAP (0; 0,96; 1,92 e 3,84) com 4
dosagens de ANA (0; 0,24; 0,48 e 0,96), sendo, assim, adicionados ao meio MS com 75%
de forca idnica. As plantas repicadas haviam sido inoculadas ha 4 meses, eliminando as
plantas que de alguma maneira apresentavam algum tipo de contaminacdo ou
anormalidades em seu desenvolvimento ou no meio. Ap6s 110 dias, foram avaliadas as
seguintes caracteristicas: ndmero de folhas; comprimento da folha principal (cm);
comprimento da raiz principal; massa seca da parte aerea e da raiz. Ndo houve interacdo
significativa entre as dosagens de ANA e BAP para nenhuma das caracteristicas avaliadas.

Maior comprimento de folha foi obtido utilizando 0,47 mg L™ de ANA.

Palavras-chave: Butia capitata, 6-benzilaminopurina (BAP), acido naftalenoacético (ANA).
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ABSTRACT

CARNEIRO, P. A. P. BAP and NAA on in vitro development of Butia capitata (Martius)
Becc. plantlets. 2012. 76 f. Dissertation (Master degree in Agriculture) — Universidade
Federal de Uberlandia, Uberlandia.

The use of growth regulators nn micropropagation of native savannah fruit trees has great
importance, since these species often need special stimuli, produced by such compounds,
fortheir adaptation and in vitro growth, thus consisting in a step to be studied, since the
interaction between auxins and cytokinins is frequently dependent of the species and of the
type of plant tissue used in the culture. The responses of Butia capitata to the presence of
different concentrations of 6-benzilaminopurine (BAP) and naphthalene acetic acid (NAA)
in the growth medium were evaluated. The experiment was conducted in Uberlandia-MG
and the fruits of Butia capitata (Mart) Becc. were collected in the region of Montes Claros-
MG. The seeds were removed and immersed in chlorine (0.12%) solution for 10 minutes.
The experiment was done as 4 x 4 in factorial and the experimental design used was
completely randomized, with 16 treatments, 3 replicates and 2 plots, each plot consisted of
a flask containing one explant. The treatments were characterized by the combination of 4
doses of BAP (0, 0.96, 1.92 or 3.84 mg L™), and 4 doses of NAA (0, 0.24, 0.48 or 0.96 mg
L), added to the medium MS at 75% of ionic strength. The transplanted plants used had
been inoculated into the growth medium 4 months earlier, and those that presented any
contamination or abnormality were discarded. The following characteristics were evaluated
after 110 days: number of leaves, length of the principal leaf (cm); length of the principal
root; shoot and root dry matter. There was no significant interaction between the dosages of
NAA and BAP for any of the evaluated characteristics. Greater leaf length was obtained
using NAA at 0.47 mg L™.

Key words: Butia capitata, 6-benzilaminopurine (BAP), naphthalene acetic acid (NAA).
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1 INTRODUCAO

O coquinho azedo (Butia capitata) é uma palmeira nativa do cerrado que vem
despertando interesse em regibes como o Norte de Minas Gerais em funcdo da grande
ocorréncia e uso de seus frutos em diversas condi¢des, podendo citar o uso para o preparo
de sucos, sorvetes, picolés (LORENZI et al., 2010; SILVA 2008), possibilitando
complementacéo de renda de diversas familias presentes nessa regido através da venda de
seus produtos pelo extrativismo.

Em funcdo dos usos atribuidos a essa palmeira, tem se verificado a retirada de seus
frutos em grande escala das areas de ocorréncia natural, gerando um extrativismo
predatorio em funcdo dos precos ofertados pelo produto que juntamente com a diminuigdo
das areas de cerrado e germinacdo baixa, lenta e desuniforme (AQUINO et al. 2008;
FERNANDES, 2008; MOURA, 2008), pode estar contribuindo para a diminuicéo da oferta
do produto futuramente, além do risco de extin¢do, ressaltando a dificuldade de se
encontrar individuos jovens na vegetacdo (MARTINS, 2003).

Pensando em sistemas agroflorestais de cultivo, preservacdo e colheita de forma
adequada e implantacdo de pomares produtivos, para fornecimento da quantidade de frutos
demandados, verifica-se inicialmente a necessidade de dominio das técnicas de propagacédo
de B. capitata. Alguns estudos tém sido dedicados ao entendimento da dorméncia e
superacdo, atraves de tratamentos pré-germinativos das sementes dessa espécie (AQUINO
et al. 2008; FERNANDES, 2008; MOURA, 2008). No entanto, o cultivo in vitro
proporcionou até o momento resultados interessantes de alongamento do embrido dessa
palmeira, alcangando valores de até 71,8% (Ribeiro et al., 2011) e germinacdo média de
90% (FIOR et al., 2011).

Na micropropagacdo de fruteiras nativas do cerrado, os reguladores de crescimento
podem ganhar uma importancia ainda maior, visto que essas espécies muitas vezes
necessitam de estimulos especiais, gerados por tais compostos, para a sua adaptacdo e
crescimento in vitro (PINHAL et al., 2011). Assim, constituindo-se em uma etapa a ser
estudada, uma vez que a interacdo entre auxinas e citocininas é freqlientemente dependente
da espécie e do tipo de tecido utilizado na cultura (COENEN; LOMAX, 1997; PIERIK,
1997).
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Trabalhos testando diferentes tipos e concentracdes de citocininas e auxinas estéo
presentes na literatura, principalmente, verificando a formacéo de raiz, parte aérea e calo
em cultura de tecidos, fator esse, regulado pela disponibilidade e interacdo dessas duas
classes de reguladores de crescimento (SKOOG & MILLER, 1957). Costa e Aloufa (2006)
verificaram que as concentracOes de reguladores vegetais avaliadas ndo proporcionaram a
formagéo de brotos de tamareira (Phoenix dactylifera L.), mas mostraram-se eficientes na
diferenciacdo da parte aérea e raizes, com destaque para os meios de cultura MS sem
suplementacéo de reguladores e MS + 1,0 mg L™ de BAP + 1,0 mg L™ de IAA. Apesar
disso, tralhando com outro explante, Costa e Aloufa (2007) observaram efeito negativo da
adicdo dos reguladores IAA e BAP na cultura in vitro de embrido zig6tico de tamareira,
exceto, para o numero de folhas.

Melo e outros (2001) verificou que o BAP (0; 4,43 e 13,31uM) e TDZ (0; 2,27 e
11,35 uM) nas concentracOes testadas ndo induziram a brotacdo lateral em garirobeira e a
medida que aumentaram suas concentracdes, reduziram os valores de algumas
caracteristicas avaliadas. Ja utilizando auxinas em plantas podadas de garirobeira, estes
autores verificaram que o ANA foi eficiente na promocéo de raizes fasciculadas, enquanto
que AIB néo foi, além disso, verificou maior producdo de matéria seca da parte aérea e da
raiz e maior comprimento de raiz fasciculada do que o AlB.

Apesar de haver um ndmero consideravel de trabalhos testando o balanco entre
auxinas e citocininas, verifica-se a inexisténcia de trabalhos com a palmeira B. Capitata.
Assim, objetivou-se com esse trabalho identificar as respostas da espécie B. capitata a
presenca de diferentes concentragdes de 6-benzilaminopurina (BAP) e 4cido

naftalenoacético (ANA) no meio nutritivo.

60



2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU). Frutos de coquinho azedo foram coletados, na regido de
Montes Claros — MG, em estagio de completa maturacdo, com polpa firme e sem sinais de
ataque de pragas ou microorganismos foram despolpados manualmente e mantidos em
ambiente sombreado. As sementes foram extraidas com o auxilio de um torno manual de
bancada e, posteriormente, imersas em solucédo de cloro (0,12%) durante 10 minutos.

O experimento foi montado em esquema fatorial 4x4, e o delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 16 tratamentos, 3 repeticOes e
48 parcelas, contendo um explante por frasco. Os tratamentos foram caracterizados pela
combinacdo de 4 concentragdes de BAP (0; 0,96; 1,92 e 3,84 mg L™) com 4 concentraces
de ANA (0; 0,24; 048 e 0,96 mg L™), sendo assim adicionados ao meio MS
(MURASHIGUE E SKOOG, 1962) com 75% de forgca ionica (Ribeiro et al., 2011),
acrescido de 30g L™ de sacarose, 0,4 mg L™ de tiamina; 1mg L™ de piridoxina; 0,5 mg L™
de 4cido nicotinico; 100 mg L™ de mio-inositol; 0,5 g L™ de caseina hidrolisadae 7 g L™
de &gar e o pH ajustado para 5,7 (TABAI, 1992).

Os frascos de 500 mL foram completados com 30 mL do meio referente a cada
tratamento, fechados com a tampa plastica e submetido a autoclavagem, a uma temperatura
de 121°C, pelo periodo de 20 minutos, a uma pressao de 1 atm.

As plantas utilizadas haviam sido inoculadas ha 4 meses, permanecendo em sala de
crescimento com temperatura controlada de 25+1 °C, fotoperiodo de 16 horas de luz e
intensidade luminosa de 25pumol ms™, fornecida por 1ampadas do tipo fluorescente branca
fria. Foi efetuada uma selecdo das plantas, eliminando as que, de alguma maneira,
apresentavam algum tipo de contaminacdo ou anormalidades em seu desenvolvimento ou
no meio e realizada a retirada das mesmas com o auxilio de uma pinca, efetuando um corte
das folhas na regido acima do hipocotilo, com um bisturi, sendo entdo transferidas para o
novo meio. Todos esses procedimentos foram realizados na camara de fluxo laminar
devidamente descontaminada, através do uso de luz UV e aplicacdes de alcool (70%),

sendo ao final, os frascos colocados em sala de crescimento.
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Apo6s 110 dias, foram avaliadas as seguintes caracteristicas: nimero de folhas;
comprimento da folha principal (cm), aferindo através de uma régua da insercéo da bainha
até o final; comprimento da raiz principal, medindo o segmento que vai do inicio ao fim da
raiz; massa seca da parte aérea e da raiz (g), mensurados, através de balanca de precisao
digital apo6s lavagem cuidadosa, separacdo das partes e secagem até peso constante em
estufa de circulagdo forgada.

A analise de variancia foi realizada, através do programa computacional Sistema
para Analise de Variancia - SISVAR (FERREIRA, 2000) e, quando necessaria, realizada a
andlise de regressao.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de variancia (tabela 1) demonstrou que ndo houve interacdo significativa
entre as concentracbes de ANA e BAP para nenhuma das caracteristicas avaliadas,
proporcionando, assim, a analise separada de cada um dos fatores. Em relacdo ao ANA,
apenas o comprimento da folha apresentou resposta em funcéo das diferentes concentragdes
testadas, enquanto que para 0 BAP essa resposta ocorreu tanto para 0 comprimento da raiz,
quanto para a massa seca da parte aérea.

TABELA 1. Resumo da analise de variancia para o nimero de folhas, comprimento da
folha principal, comprimento da raiz principal, massa seca da parte aérea e da
raiz de plantas de Butia capitata cultivadas em diferentes combinacdes de
ANA e BAP acrescidos ao meio MS 75%. Uberlandia, MG, 2012.

Quadrados Médios

Comprimento Comprimento

Fontes de Variacdo GL N° Folhas MSPA  MSRA
Folha Raiz

BAP 30,1302 5,8301 13,9371 359,8140° 374,8113

ANA 3 02274 45,0218 2,5731 288,2436 322,5186

BAP*ANA 9 03524 13,5498 2,7417 199,2970 118,6114

Residuo 32 0,1979 8,8361 2,0487 104,9225 182,0571

CV (%) 26,86 33,23 59,99 4097 122,06

“"Dados significativos ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.

Para o comprimento de folhas (Figura 1), a aplicacdo de diferentes concentracfes de
ANA ao meio de cultivo permitiu estimar o valor de 0,47 mg L™ de ANA como a
concentracédo, que proporcionou 0 maior comprimento dentre o intervalo testado, indicando
um acréscimo de 41,68% comparado a ndo-utilizagdo do regulador de crescimento.
Trabalhando com garirobeira Melo e outros (2001) verificaram efeito positivo na presenca
de ANA na producdo de matéria seca da parte aérea e da raiz e maior comprimento de raiz

fasciculada. Resultados semelhantes foram apresentados por Ledo e outros (2001) que
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verificaram o melhor desenvolvimento da parte aérea de Euterpe oleraceae na presenga

desse regulador de crescimento.
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FIGURA 1. Comprimento da folha principal de plantas de Butia capitata em funcédo de
diferentes concentragdes de ANA acrescidos ao meio MS 75% . Uberlandia-
MG, 2012.

O BAP apresentou efeito significativo para as caracteristicas comprimento de raiz e
massa seca de parte aérea. Apesar disso, 0s dados ndo se ajustaram em equacles, nao
possibilitando estimar valores e determinar a melhor dosagem a ser utilizada. Melo e outros
(2001) verificou que o BAP e TDZ (thidiazuron) ndo induziram a brotacdo lateral em
garirobeira e a medida que aumentaram suas concentracfes, reduziram-se os valores de
algumas caracteristicas avaliadas. No presente trabalho o mesmo fato ocorreu, ndo sendo
possivel verificar brotacdes laterais e formacdo de calos durante a avaliagdo, sendo os
mesmos resultados também verificados por Costa e Aloufa (2006) em tamareira (Phoenix
dactylifera L.). Apesar disso, o0 BAP estd associado a formagdo de grande nimero de
brotacdes (CALDAS et al, 1998) sendo esses resultados encontrados por Almeida (1994)
em Bactris gassipaes, na associacdo ANA e BAP.
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N&o houve diferenca significativa para o numero de folhas e massa seca de raiz para
nenhum dos reguladores de crescimento testados, ressaltando que quase a totalidade das
plantas apresentaram a formacéo de duas folhas, sendo que apenas 7,3% das plantas do
experimento possibilitaram a formagdo da terceira folha. Esse resultado pode ser
relacionado ao fato de que algumas plantas sdo capazes de sintetizar as quantidades que
necessitam de auxina e/ou citocinina (CALDAS et al, 1998), dessa maneira, ndo sendo
dependentes do acréscimo de reguladores externos, embora tenha sido demonstrado
resposta para outras caracteristicas. Além disso, a auxina possui o propdsito de estimular a
iniciacdo radicular, embora a mesma concentracdo possa exercer acdo inibitdria no
posterior alongamento das raizes (CASTRO et al., 2005; KERBAUY, 2004).

Costa e Aloufa (2007) encontraram efeito negativo da adicdo dos reguladores AlA e
BAP na cultura in vitro de embrido zigético de tamareira, exceto, para o numero de folhas,
ressaltando ainda a formacgéo de plantas anormais para todos os tratamentos com excec¢ao
da testemunha, fator esse ndo visualizado no presente trabalho. Em relacdo a massa seca de
raiz, a falta de significancia entre os resultados pode estar relacionada também ao elevado
coeficiente de variacdo verificado na tabela 1, o que proporcionou respostas muito
diferentes dentro dos préprios tratamentos e que pode estar integrado ao fator verificado
para 0 comprimento da raiz.

Silva (2002), trabalhando com coqueiro (Cocos nucifera L) obteve plantas adultas
em dois meses e meio, utilizando meio MS completo s que com uma concentracdo menor
de reguladores de crescimento que foi 0,1mg L™ de ANA e BAP. Resultados encontrados
por Costa e Aloufa (2006) verificaram a eficiéncia na diferenciacdo da parte aérea e raizes,
com destaque para os meios de cultura MS, sem suplementacéo de reguladores e MS + 1,0
mg L™ de BAP + 1,0 mg L™ de AIA. Cada espécie responde de uma determinada maneira &
aplicacdo de um regulador de crescimento e os diferentes tipos de auxinas e citocininas dao
respostas diferentes para a mesma espécie (CALDAS et al., 1998).

Novos testes necessitam ser realizados com a utilizacdo de ANA e BAP para a B.
capitata, indicando além de testar outras concentracdes, utilizar a incorporagdo dos
reguladores de crescimento no meio de cultura inicial, observando o desenvolvimento e
respostas do embrido ao mesmo, dispensando a necessidade de novo subcultivo como

realizado nesse experimento, diminuindo assim custos e tempo na sua propagagédo. Outro
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fator indicado € a utilizacdo de concentragcbes menores ou até mesmo a exclusdo do carvao
ativado do meio de cultivo quando realizado o subcultivo, ressaltando que o mesmo pode
absorver outras substancias do meio nutritivo como, por exemplo, os reguladores de

crescimento, acarretando efeitos indesejaveis ao cultivo in vitro (TEIXEIRA et al, 1993).

66



4 CONCLUSAO

Maior comprimento de folha foi obtido utilizando 0,47 mg L™ de ANA.
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