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Resumo

O Butia eriospatha apresenta um processo de germinacdo lento e desuniforme.
Estudos apontam que espécies nativas do género Butia estdo sofrendo uma série de
interferéncias antropicas e absorvendo este impacto de tal forma a serem consideradas
em risco de extingdo. A viabilidade dos embriGes e a dorméncia das sementes sdo 0s
fatores que interferem significativamente na germinacdo de sementes. A extragdo do
embrido zigdtico e posterior embebicdo em solugdo de tetrazolio 0,5% por um periodo
de cinco horas em temperatura ambiente na auséncia de luminosidade resultou em
80% de embrides viaveis de B. eriospatha. Com o objetivo de superar dorméncia das
sementes, foram utilizados diferentes tratamentos de quebra de dorméncia sendo as
maiores taxas de germinacdo obtidas com embriGes excisados e cultivados na
auséncia de luz. Os meios de cultura utilizados no cultivo dos embrides zigédticos
continham variages na concentracdo de carvédo ativado e glutamina para estimular a
germinacdo e desenvolvimento in vitro das plantulas. A inoculacdo dos explantes em
meio MS sélido adicionado de 2,4-D (0,5 mg.L™), acrescido de carvdo ativado
(0,25%) e glutamina (0,5 g.L™), promoveu o maior indice de germinacéo e o melhor
desenvolvimento da plantula. A auséncia de carvdo ativado induziu a formacdo de
calo, independente da concentracdo de glutamina. Os resultados do presente trabalho
demonstram a viabilidade da producéo de mudas in vitro de B. eriospatha a partir do
embrido zigético.
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Abstract

[In vitro culture of zygotic embryos of Butia eriospatha (Mart. ex Drude) Becc.]
The Butia eriospatha presents a slow and uneven germination process. Studies show
that native species of the genus Butia are suffering a serie of anthropogenic
interference and absorbing this impact in such a way as to be considered at risk of
extinction. The embryos viability and seed dormancy are the factors that significantly
interfere with the germination of seeds. The extraction of zygotic embryo and
subsequent immersion in tetrazolium solution 0.5% for a period of five hours at room
temperature in the absence of light resulted in 80% of viable embryos of B.
eriospatha. In order to overcome seed dormancy, were used different treatments of
break dormancy and the highest rates of germination obtained with excised embryos
and cultured in the absence of light. The culture media used for cultivation of zygotic
embryos contained variations in the concentration of activated charcoal and glutamine
to stimulate germination and development in vitro of the seedling. The inoculation of
the explants on solid MS medium supplemented with 2,4-D (0.5 mg.L-1) plus
activated charcoal (0.25%) and glutamine (0.5 g.L-1), promoted the highest rate of
germination and better seedling development. The absence of activated charcoal
induced callus formation, regardless of glutamine concentration. The results of this
study demonstrate the feasibility of production of in vitro seedlings of B. eriospatha
from the zygotic embryo.

Key words: Butia eriospatha, tetrazolium break dormancy, germination in vitro.

Introducéo

Dentre as diferentes espécies de palmeiras, o Butia eriospatha
(Mart. ex Drude) Becc. (Arecaceae) destaca-se por possuir alto valor ornamental,
sendo amplamente utilizado em projetos paisagisticos, além de possuir frutos
comestiveis muito apreciados pela fauna silvestre. Também conhecido como butia-da-
serra ou macuma, a espécie possui caule simples, ereto, com 50 cm de diametro, e de
3 a 6 metros de altura. Seus frutos sdo suculentos e globulosos, com sabor adocicado e
epicarpo amarelo na maturidade (Lorenzi & Souza 1996). E uma espécie nativa do
dominio fitogeogréafico Mata Atlantica, ocupando areas de Floresta Ombroéfila Mista e
Formagdes Campestres (Stehmann et al. 2009).

O B. eriospatha sofre sério risco de extingdo por habitar regies com
economia baseada na agropecuaria e especulagdo imobiliaria, estando incluido como
espécie vulneravel na lista vermelha da Unido Internacional para a Conservagdo da
Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN) e no Anexo | do Ministério do Meio
Ambiente (MMA) (Stehmann et al. 2009). Se ndo bastassem os problemas antropicos,
0 butié apresenta muitas dificuldades em diferentes aspectos do processo reprodutivo.
Suas sementes apresentam um indice muito baixo de germinagéo, em torno de 20 a
25%, com um periodo muito longo para a emergéncia da plantula (Carpenter 1988). O
desenvolvimento de uma técnica de cultivo in vitro para B. eriospatha é uma op¢édo
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biotecnoldgica que visa a produgdo em larga escala, com qualidade fitossanitaria e
genética assegurada, padronizando o material. O cultivo de embrides zig6ticos in vitro
vem sendo empregado para superar a dorméncia de sementes, em testes de viabilidade
de sementes, no estudo de aspectos fisiologicos da germinacdo e como fonte de
explantes como tecidos de elevada totipoténcia. Por estarem alojados em ambiente
asséptico dentro da semente, os embrifes sdo considerados fontes de explante com
baixo indice de contaminacdo (Hu et al. 1998). Alguns fatores sdo importantes na
cultura de embriGes, como a escolha de um meio de cultura adequado para o
desenvolvimento, condi¢Bes de luminosidade e temperatura, utilizacdo de reguladores
de crescimento, condi¢des da planta matriz e a qualidade dos explantes (Pierik 1997;
Andrade 1998). Dentre os componentes do meio de cultura, a glutamina é uma fonte
de nitrogénio organica comumente utilizada em meios de cultura de plantas
superiores, sendo seu envolvimento benéfico na suplementacdo do meio de cultura
relatado por varios pesquisadores (Franklin & Dixon 1994). O carvao ativado, pela
sua capacidade de adsorver substancias inibitorias do meio de cultura ou produtos
toxicos liberados pelos explantes, promove o crescimento de embries, podendo ser
utilizado com sucesso por diferentes culturas em concentragbes de 0,2 a 3,0%
(Pasqual 1990). Visando selecionar lotes de sementes com alta viabilidade, o teste do
tetraz6lio vem sendo utilizado em programas de controle de qualidade de sementes,
pois é um método simples, extremamente rapido e com baixo custo que estima a
germinacdo potencial e o vigor fisioldgico de lotes de sementes (Hampton & Coolbear
1990).

Como o numero de trabalhos publicados sobre a espécie B. eriospatha é
extremamente restrito, e € crescente a importancia ambiental e econbmica desta
espécie, é de suma importancia a realizacdo de estudos pela procura de métodos mais
eficientes de cultivo, para viabilizar a comercializagdo e diminuir os problemas
antrépicos e genéticos sofridos pela espécie.

Material e Métodos

Para 0s ensaios de micropropagacdo in vitro de B. eriospatha foram
utilizados frutos coletados de diversas matrizes, em &rea de ocorréncia natural na
regido de Monte Carlo — SC, em 2007. Ap6s a coleta, os frutos passaram por um
processo de beneficiamento para a retirada da polpa, e lavagem em agua corrente.
Apo6s a secagem em local fresco e arejado, as sementes foram colocadas em saco
plastico e armazenadas em cdmara seca, a temperatura de 6°C.

Para realizacdo do teste com tetrazdlio, as sementes foram retiradas do
tegumento, os embrifes excisados e em seguida imersos em agua destilada por
aproximadamente duas horas. Logo apds, foram colocados em diferentes
concentragdes da solucdo de tetrazélio (0,25%; 0,5% e 1%), em tempos diferenciados
de embebicéo (trés e cinco horas) sob temperatura ambiente (25 + 2° C) na auséncia
de luz, baseando-se nas informacOes estabelecidas pelas Regras para Andlise de
Sementes (Brasil 2009). Posteriormente & embebi¢do na solucdo de tetrazélio, os
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embrides foram lavados em &gua destilada e analisados quanto a obtencdo de
coloracdo, diferindo tecidos vivos e coloridos que respiram, daqueles mortos e que
ndo colorem.

Na germinagdo in vitro dos embrides, 0os mesmos foram excisados sob
condicOes assépticas e imersos em agua destilada esterilizada. Entéo, foi realizada a
desinfestacdo dos embrides com NaClO 0,5% por 30 segundos, seguida de trés
lavagens com &gua destilada esterilizada. Os embrides foram inoculados em frascos
de vidro contendo 20 mL de meio de cultura MS (Murashige e Skoog 1962),
adicionado de acido dicloro-fenoxiacético (2,4-D) (0,5 mg.L™), com diferentes
concentracdes de carvdo ativado (0,0; 0,1; 0,25; 0,5 %) em combinagdo com
diferentes concentracdes de glutamina (0,0; 0,25; 0,5; 1,0 g.L™). As culturas com os
embrides foram mantidas por 21 dias em sala de crescimento, a 28 + 1°C, na auséncia
de luz. Apds este periodo os explantes foram transferidos para sala de crescimento a
28 + 2° C sob irradiancia de 40 - 50 pmol m?s™ com fotoperiodo de 16 horas. A
porcentagem de crescimento do embrido foi avaliada aos 30 dias ap6s a inoculacéo,
sendo também obtido o nimero de plantulas com ma formacgdo. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x 4, com
dez repeticdes, sendo cada repeticdo composta por um explante, totalizando 160
frascos.

Com o objetivo de analisar os efeitos de 2,4-D sobre o desenvolvimento dos
embrides zigoticos, foram testados dois meios de cultura: TAl= meio de cultura
s6lido MS, adicionado de 2,4-D (0,5 mg.L™), Carvéo Ativado (0,3 %) e Glutamina
(0,5 g.L™); e TA2= meio de cultura s6lido MS, adicionado de Carvéo Ativado (0,3
%), e Glutamina (0,5 g.L™). A porcentagem de germinagéo foi avaliada aos 30 dias
apoés a inoculacdo. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, com dez repeticbes em cada tratamento sendo cada uma composta por
um embrido zigético, totalizando 20 explantes.

Os dados obtidos de cada experimento foram submetidos a analise de
variancia e as médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Resultados e Discusséo

Através dos resultados obtidos no teste do tetrazélio, verificou-se que a
coloracdo mais uniforme e coerente, segundo as recomendagdes de Moore (1972),
para a realizacdo da avaliagdo do teste em embribes de B. eriospatha, é a embebicédo
em solucdo de tetrazdlio 0,5% por um periodo de 5 horas sob temperatura ambiente e
auséncia de luz. Com este procedimento foi possivel distinguir os embrides viaveis
(Fig. 1A) dos embribes ndo viaveis (Fig. 1B), de acordo com as Regras para Analises
de Sementes (Brasil 2009). Os tecidos potencialmente vigorosos coloriram-se de
réseo escuro, enquanto os tecidos em deterioracdo ou lesionados apresentaram uma
coloragdo marrom clara. A concentragdo de tetrazélio 0,25% néo foi suficiente para
avaliar a viabilidade dos embriGes em nenhum dos tempos empregados. Nas
concentracdes de tetrazdlio 0,5% e 1% os resultados foram satisfatérios em embrides
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embebidos por 5 horas, apresentando resultados semelhantes para ambas as
concentracdes, justificando a escolha pela concentracdo de 0,5%. O resultado obtido
contrasta apenas no tempo de embebicdo com Fernandes (2007), onde se verificou
para Butia capitata melhores resultados na concentragdo de tetrazélio 0,5%, porém
com um periodo de exposicao de 4 horas. As menores concentragdes da solugdo de
tetrazolio sdo as mais indicadas, pois apresentam menor dispéndio de recursos e
tornam possivel uma melhor visualizagdo dos disturbios de coloragdo e identificagdo
de diferentes tipos de injuria (Franca Neto et al. 1999).

Figura 1. Embrifes zigéticos de Butia eriospatha. A. Embrido viavel
pelo teste do tetrazélio a 0,5 %; B. Embrido nao viavel pelo teste de
tetrazolio a 0,5 %.

O processo de assepsia utilizado na desinfestacdo dos embrides zigéticos foi
eficiente, ndo sendo observada nenhuma contaminacéo bacteriana ou fingica ao longo
do periodo de condugdo do experimento. Nos primeiros dias ap6s a inoculagdo dos
embrides, notou-se um acentuado intumescimento dos mesmos, principalmente na
regido do eixo embrionario. Na segunda semana de incubacdo, observaram-se os
primeiros sinais de crescimento através do desenvolvimento da radicula e posterior
aparecimento do coledptilo por meio de uma abertura longitudinal localizada na
porcéo distal do haustorio

Conforme Figura 2, nos tratamentos T1-T4, onde o meio de cultura MS foi
adicionado de diferentes concentragdes de glutamina na auséncia de carvédo ativado,
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ndo foi observado o desenvolvimento dos embriGes. Por outro lado, os tratamentos
T5-T8, que continham carvdo ativado 0,1 % adicionados ou ndo de glutamina,
promoveram a germinagdo dos embrides zigdticos, variando de 30 a 50%. Quando a
concentracdo de carvdo ativado adicionada ao meio de cultura foi aumentada para
0,25% (T9-T12) e 0,50% (tratamentos T13-T16), a taxa de germinacdo dos embrides
variou de 0 a 60% e de 20 a 40%, respectivamente, havendo diferenca
estatisticamente significativa entre os tratamentos. Estes resultados demonstram a
necessidade da utilizacdo do carvao ativado para germinacdo in vitro dos embrides
zigoticos, devido a capacidade de adsorver substancias téxicas encontradas no meio
de cultura, como impurezas que podem estar presentes nos nutrientes utilizados para a
elaboracdo dos meios de cultura e ainda adsorver substancias indesejadas liberadas
pelo préprio explante (Pasqual 1990). Em contrapartida, Tomaz et al. (2001) notaram
que o carvdo ativado influenciou negativamente a germinacdo de embrides zigdticos
de Citrus sinensis, conferindo tal efeito a capacidade do carvdo ativado em adsorver
compostos essenciais para o processo de germinacdo, podendo até interferir na
quantidade real de reguladores de crescimento disponiveis para os explantes.
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Figura 2. Porcentagem de germinacdo de embriBes zigéticos de B. eriospatha mantidos em
meio de cultura Murashige e Skoog (1962) (MS) adicionado de acido dicloro-fenoxiacético
(2,4-D) (0,5 mg.L™") e diferentes concentragdes de carvdo ativado (CA) e Glutamina (GLUT),
durante 30 dias de cultivo in vitro.T1 a T4 = MS+0,5mg.L™ 2,4-D e GLUT 0; 0,25; 0,5 e 1,00 g.L*
respectivamente; T5 a T8 = MS+0,5mg.L™ 2,4-D +0,10% CA e GLUT 0; 0,25; 0,5 e 1,00 g.L*
respectivamente; T9 a T12= MS+0,5mg.L™ 2,4-D +0,25% CA e GLUT 0; 0,25; 0,5 e 1,00 g.L™
respectivamente; T13 a T16 = MS+0,5mg.L’1 2,4-D +0,50% CA e GLUT 0; 0,25; 0,5 e 1,00 g.L'l
respectivamente.
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A concentragdo de 0,5 mg.L™ da auxina sintética 2,4-D utilizada no meio MS
foi definida a partir de experimento onde se comparou o indice de germinacdo dos
embrides, tanto na presenca quanto na auséncia deste regulador (Fig. 3). A presenca
de auxina no meio de cultura promoveu um alto indice de germinagdo dos embrifes
zigéticos (80%), enquanto que no meio desprovido de 2,4-D a germinacao foi de 50%
ao final de sessenta dias. Estes resultados sugerem que a utilizacdo da auxina 2,4-D
nos meios de cultura estimulou a germinacao de embribes zigoticos de B. eriospatha.
As auxinas sdo classes de fitorreguladores utilizados na cultura in vitro, ainda que
com menor freqiiéncia e em concentragdes inferiores. Estas podem ser necessarias
para complementar o teor endégeno de horménio, porém, em quantidades excessivas,
estimulam a producéo de calo (Grattapaglia & Machado 1998).
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Figura 3. Porcentagem de germinacdo de embrides zigéticos de B. eriospatha cultivados
em meio de cultura Murashige e Skoog (1962) (MS) adicionado de carvao ativado (CA)
(0,3 %),Glutamina (GLUT) (0,50 g.L™?) e 4cido dicloro-fenoxiacético@,4-D) (0,5 mg.L™),
ap6s 60 dias in vitro. TA1= MS +0,3% CA + 0,50 g.L "GLUT+ 0,5 mg.L™2,4-D; TA2=
MS +0,3% CA + 0,50 g.L'lGLUT.

Conforme a Tabela 1, foi observado que a presenca isolada de 2,4-D no meio
de cultura promoveu a formacéo apenas de calo, e a combinacao de 2,4-D com carvéo
ativado estimulou o desenvolvimento normal do embrido. Nos meios de cultura
acrescidos de carvdo ativado, independente da concentracdo utilizada, ndo ocorreu
formacdo de calo, evidenciando a capacidade de adsor¢do desta substancia sobre
reguladores de crescimento. Ribeiro et al. (2000), em estudos com Citrus limonia
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Osbeck x Poncirus trifoliata, constataram a eficiéncia do carvdo ativado no cultivo de
embrides, porém em altas concentracOes, ele interagiu antagonicamente com a
giberelina (GA;), causando uma queda na germinagéo. Os dois maiores indices de
plantas normais ocorreram em tratamentos com 0,1% de carvéo ativado + 0,5 g.L ™" de
glutamina (T7) e 0,25% de carvdo ativado + 0,5 g.L™ de glutamina (T11) com 40% e
50%, respectivamente, de plantulas normais. Os tratamentos com 0,0% (T1-T4) e
0,5% (T13-T16) de carvéo ativado apresentaram um indice baixo de germinagao dos
embrides zigdticos, variando de 0 a 20%, respectivamente.

Estes resultados demonstram que, apesar da glutamina ndo possuir efeito
significativo no processo de germinacdo, este aminodcido possui importancia no
desenvolvimento in vitro da plantula. Algumas formas orgéanicas de nitrogénio séo
utilizadas em cultura de tecidos: misturas complexas de compostos nitrogenados,
como extrato de levedura, extrato de malte, glutamina e caseina hidrolisada,
estimulando o crescimento de algumas espécies in vitro (Torres 1998). Dantas et al.
(2002), em estudos com embribes de macieira in vitro, obtiveram a maior
porcentagem de germinagdo no tratamento com caseina hidrolisada. Durante o
desenvolvimento celular, a assimilacdo do nitrogénio contribui para o aumento de
macromoléculas e componentes celulares, importantes para a regulacdo dos processos
metabolicos do crescimento celular, causando o aumento de tamanho e quantidade de
células dos explantes (Durzan 1985). O carvdo ativado, além de otimizar a
germinacdo dos embrides, também foi importante na manutencdo fisiologica da
plantula, gerando um ambiente adequado para o desenvolvimento normal dos
embrides de B. eriospatha, possivelmente pela sua caracteristica adsorvente.
Grattapaglia & Machado (1998) observaram que em concentracfes de 0,1 a 2% o
carvao ativado pode ser benéfico em alguns casos para o desenvolvimento in vitro,
por adsorver substancias toxicas, especialmente fendis e/ou quinonas que podem
afetar o desenvolvimento normal do explante. Lédo et. al. (2007), alcangaram um
indice de 100% de plantas normais de Hancornia speciosa com o uso de 2 g.L™ de
carvao ativado.

As mortes de explantes ocasionadas por ressecamento foi baixa, porém
evidenciada em todas as diferentes concentracGes de carvdo ativado, com menor
freqUiéncia nos meios com 0,25% da substancia. O escurecimento e o ressecamento
sdo problemas frequentemente encontrados durante os estadios iniciais do
desenvolvimento do embrido in vitro e ocorrem devido a producdo excessiva de
polifendis, utilizados, provavelmente como mecanismo de defesa. Estas substancias
sdo indesejadas para o cultivo e devem ser evitadas ou eliminadas. O carvéo ativado e
acido ascorbico sdo os antioxidantes quimicos mais amplamente utilizados em
diversos protocolos (George 1996). Melo et al. (2001), estudando diferentes tipos de
antioxidantes para o cultivo de embrides de Syagrus oleracea obtiveram 90,45% de
embrides viaveis com a utilizacdo de carvao ativado, enquanto o controle alcangou
60,39% sem a adicdo do mesmo. Silva (2002) constatou que, a adi¢do de carvéo
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ativado foi indispensavel para todos os meios testados na germinacdo de Cocos
nucifera, mostrando-se eficiente na eliminacdo do escurecimento por oxidacéo.

Conclusotes

No presente trabalho foi estabelecido um protocolo para germinagdo in vitro de B.
eriospatha através da cultura de embrides zig6ticos. Também foi descrita uma
metodologia para avaliacdo da viabilidade dos embrides através do uso do tetrazolio.
O protocolo descrito para assepsia dos embrides foi eficiente, evitando a propagagéo
de fungos e bactérias e ndo causando dano ao material de propagacao. A utilizacdo de
embrides zigdticos como fonte de explante, facilita o estabelecimento de culturas
assépticas por apresentarem um baixo nivel de contaminacdo. A germinagdo in vitro
de embrides zig6ticos, com a posterior formagdo de plantulas, é eficiente em meio MS
s6lido, com 0,3% de carvéo ativado, 0,5 g.L™ de glutamina, 0,5 mg.L™ da auxina 2,4-
D e 30 g.L™ de sacarose. A presenca da auxina 2,4-D, combinada com carvéo ativado,
ocasionou um incremento na germinacdo. A auséncia do carvéo ativado no meio de
cultura estabelecido resultou na producgdo de calo. A alta taxa de formacg&o de plantas
a partir do embrido zigdtico possibilita a obtencdo de explantes assépticos que
poderdo ser utilizados para a multiplicacdo da espécie, tanto por organogénese quanto
por embriogénese somatica.
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Tabela 1. Porcentagem de morte por ressecamento, formacéo de plantas normais e anormais e
formacéo de calo, durante 30 dias de incubagdo de embribes zigéticos de B. eriospatha em
diferentes meios de cultura de Murashige & Skoog (1962) (MS), com acido dicloro-
fenoxiacético (2,4-D) (0,5 mg.L™) e adicionados ou ndo de carvio ativado (CA) e glutamina
(GLUT).

Morte por Plantas Plantas
Tratamentos ressecamento Anormais Calo Normais

(%) (%) (%) (%)
T1 (MS+0,5mg.L™ 2,4-D) 0 0 30 0
T2 (MS+0,5mg.L™" 2,4-D + 0,25g.L™* 0 0 20 0
GLUT)
T3(MS+0,5mg.L™ 2,4-D +0,50g.L™" 0 0 30 0
GLUT)
T4 (MS+0,5mg.L™ 2,4-D + 1,00g.L™ 0 0 10 0
GLUT)
T5 (MS+0,5mg.L™ 2,4-D + 0,10% CA) 0 30 0 20
T6 (MS+0,5mg.L™" 2,4-D + 0,10% CA + 30 10 0 10
0,259.L™ GLUT)
T7 (MS+0,5mg.L™" 2,4-D + 0,10% CA + 0 0 0 40
0,50g.L™ GLUT)
T8 (MS+0,5mg.L™ 2,4-D + 0,10% CA + 0 10 0 20
1,00g.L'GLUT)
T9 (MS+0,5mg.L™ 2,4-D + 0,25% CA) 10 10 0 0
T10 (MS+0,5mg.L™" 2,4-D + 0,25% CA + 0 0 0 30
0,259.L™ GLUT)
T11 (MS+0,5mg.L™" 2,4-D + 0,25% CA + 10 0 0 50
0,50g9.L" GLUT)
T12 (MS+0,5mg.L™" 2,4-D + 0,25% CA + 0 0 0 0
1,00g.L* GLUT)
T13 (MS+0,5mg.L™" 2,4-D + 0,50% CA) 0 10 0 20
T14 (MS+0,5mg.L™" 2,4-D + 0,50% CA + 30 0 0 10
0,259.L" GLUT)
T15 (MS+0,5mg.L™" 2,4-D + 0,50% CA + 20 0 0 20
0,50g.L™ GLUT)
T16 (MS+0,5mg.L™" 2,4-D + 0,50% CA + 0 0 0 10

1,009.L*GLUT)
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