**‘uﬁ
UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO

CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS E ENGENHARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA

JULCINARA OLIVEIRA BAPTISTA

GERMINACAO DE SEMENTES IN VITRO E ACLIMATIZACAO DE Euterpe edulis
Martius

ALEGRE - ES
2022



JULCINARA OLIVEIRA BAPTISTA

GERMINACAO DE SEMENTES IN VITRO E ACLIMATIZACAO DE Euterpe edulis

Martius

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo em Agronomia do Centro de
Ciéncias Agrarias e Engenharias da
Universidade Federal do Espirito Santo,
como parte das exigéncias para obtencéo do
Titulo de Mestre em Agronomia na Area de

Concentracdo Agronomia.

Orientador: Prof. Dr. José Carlos Lopes

Coorientador: Prof. Dr. Rodrigo Sobreira
Alexandre

ALEGRE - ES

2022



Ficha catal ogréfica disponibilizada pelo Sistema Integrado de

Bibliotecas - SIBI/UFES e elaborada pelo autor

0O48g

Oliveira Baptista, Julcinara, 1997-

Germinacdo de sementes in vitro e aclimatizacéo de Euterpe
edulis Martius/ Julcinara Oliveira Baptista. - 2022.

51f.:il.

Orientador: José Carlos Lopes.

Coorientador: Rodrigo Sobreira Alexandre.

Dissertacdo (Mestrado em Producéo Vegeta) - Universidade
Federal do Espirito Santo, Centro de Ciéncias Agr&rias e
Engenharias.

I. Carlos Lopes, José. |1. Sobreira Alexandre, Rodrigo. 111.
Universidade Federal do Espirito Santo. Centro de Ciéncias
Agrérias e Engenharias. 1V. Titulo.

CDU: 63




GERMINACAO DE SEMENTES IN VITRO E ACLIMATIZACAO DE Euterpe
edulis Martius

Julcinara Oliveira Baptista

Dissertacado apresentada ao
Programa de Pés-Graduacdo em
Agronomia do Centro de Ciéncias
Agrarias e Engenharias da
Universidade Federal do Espirito
- Santo, como parte das exigéncias
para obtengdo doTitulo de Mestre
em Agronomia na  Area de
Concentragao Agronomia.

Profa. Dra. Milene Miranda Praga Fontes (1° Examinador)
Universidade Federal do [Espirito Santo
AT

7.4

Prof. Dr. Edilson Rorﬁ_éis»Schmi'ldt (2° Examinador)
Universidade Fg’deral do Espirito Santo

M7

7 ;»{ 712773 PT AR

Prof. Dr. Rodrigo Sobreira Alexandre (Coorientador)
Universidade Federal do Espirito Santo

Prof. Dr. José Carlos Lopes (Orientador)
Universidade Federal do Espirito Santo

ALEGRE - ES
2022



DEDICATORIA

Ao Deus da minha vida, todo poderoso e, digno de toda honra e gléria

A minha amada familia, meu grande exemplo de for¢a e perseveranca na vida



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo seu grande amor e misericordia, por me guiar, me sustentar, me dar
sabedoria nos momentos de dificuldade e, principalmente, por me conceder a dadiva de
renovar minhas forcas e esperanca todos os dias para poder lutar pelos meus sonhos.

Aos meus pais, Marcos de Freitas Baptista e Maria das Gracas Oliveira Baptista,
estes que ndo tenho palavras para descrever a minha imensa admiracdo, orgulho e
amor, que cuidam de mim com todo carinho, e com grande esfor¢o sustentam a familia
com um lindo trabalho de agricultura familiar.

A minha irma Jania Nalia Oliveira Baptista Lopes, a quem tenho imensa
admiracdo, pelo apoio, amor e carinho em me ajudar em todos 0os momentos com
palavras de forca e orientacdo. Ao Vagner dos Santos Moraes, pela dedicagdo, auxilio e
incentivo nas minhas conquistas.

Aos meus demais familiares, os quais sempre estiveram em oracdo por mim. Aos
meus amigos que torcem por mim e se alegram com minhas conquistas.

A equipe do Laboratorio de Sementes Florestais e Cultura de Tecidos Vegetais
pelo auxilio na realizacdo dos experimentos e parcerias nas publicacbes dos trabalhos.
As amizades feitas, frutos da lealdade, honestidade e companheirismo diario, em
especial a Ingridh Medeiros Simdes, Caroline Palacio de Araujo, Natasha Oliveira e
Lusiane de Sousa Ferreira.

Ao meu orientador Professor José Carlos Lopes, pela oportunidade de
aprendizado académico e humano com sua imensa generosidade, orientacdo e
conselhos valiosos.

Ao meu coorientador Professor Rodrigo Sobreira Alexandre, pela oportunidade de
aprender com seus valiosos ensinamentos, paciéncia e conselhos ao longo do mestrado.

Ao Professor Edilson Romais Schmildt pelo apoio e suas imensas contribuicées
nas analises estatisticas.

A Universidade Federal do Espirito Santo, ao Programa de Po0s-Graduacdo em
Agronomia, e ao Departamento de Ciéncias Florestais e da Madeira pelo uso diario do
Laboratorio de Sementes Florestais e o de Cultura de Tecidos Vegetais para realizagéo
de experimentos.

A Fundacédo de Amparo a Pesquisa e Inovacao do Espirito Santo (FAPES) — Taxa
de pesquisa - Processo FAPES n° 82195510.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacgéo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cadigo de Financiamento 001. .



Quando passares pelas aguas estarei contigo, e quando pelos rios, néo te
submergirdo; quando passares pelo fogo, ndo te queimaras, nem a chama ardera em
ti.

(Isaias 43. 2, Biblia sagrada)



RESUMO

BAPTISTA, Julcinara Oliveira. Germinacdo de sementes in vitro e aclimatizacéo
de Euterpe edulis Martius. 2022. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) -
Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES. Orientador: Prof. Dr. José Carlos

Lopes. Coorientador: Prof. Dr. Rodrigo Sobreira Alexandre.

A espécie Euterpe edulis é propagada por sementes maduras e, devido a dureza do
tegumento e do endosperma, apresenta germinacao ex vitro lenta. Contudo, sementes
imaturas no cultivo in vitro podem acelerar a germinacéo e produzir plantulas axénicas
normais. Objetivou-se analisar o potencial germinativo de embrides, sementes
(imaturas e maduras) in vitro e sementes imaturas ex vitro, e selecionar o explante de
E. edulis com resultados superiores para a aclimatizacdo. Foram realizados trés
experimentos: |I: Germinacao in vitro de embrides zigdticos, sementes imaturas,
sementes maduras intactas e escarificadas de E. edulis; Il: Germinacé&o in vitro de
sementes e embrides zigoticos imaturos de E. edulis em meio de cultura com &cido
giberélico (GAs) e lll: Aclimatizagdo de plantulas provenientes do cultivo in vitro de
sementes imaturas de E. edulis pré-germinadas em diferentes meios de cultura e
substrato ex vitro. Foram analisados: germinagao, vigor e crescimento de plantulas in
vitro e ex vitro, sobrevivéncia e o crescimento de plantulas ex vitro. Utilizou-se o
delineamento inteiramente casualisado, com trés repeticdes de 10 sementes nos
experimentos | e Il, e com seis repeticdes de cinco sementes no experimento Ill. O
cultivo in vitro de sementes imaturas apresenta-se vantajoso em relacédo a embrides
zigdticos, a sementes maduras e a sementes imaturas ex vitro. O GAs, nas
concentracdes 0, 2, 4 e 8 mg L para sementes de E. edulis, ndo induziu a germinacgéo
das sementes. Sementes imaturas utilizam reservas nutricionais presentes no
endosperma para germinacao, pois somente por meio da solidificacdo da agua com
agar é suficiente para a germinacéo e crescimento inicial de E. edulis, diminuindo
assim os custos de producdo e descartando a necessidade de meio de cultura
contendo sais e nutrientes.

Palavras-chave: Euterpe edulis. semente madura. Giberelina. Propagacgao.

aclimatizagao.



ABSTRACT

BAPTISTA, Julcinara Oliveira. In vitro seed germination and ex vitro
acclimatization of Euterpe edulis Martius. 2022. Dissertation (Master in Agronomia)
— Federal University os Espirito Santo, Alegre, ES. Advisor: Prof. Dr. José Carlos

Lopes. Co-advisor: Prof. Dr. Rodrigo Sobreira Alexandre.

Euterpe edulis is propagated by mature seeds and, due to the hardness of the
tegument and endosperm, it has slow ex vitro germination. However, immature seeds
in in vitro cultivation can accelerate germination and produce normal axenic seedlings.
The objective was to analyze the germination potential of embryos, seeds (immature
and mature) in vitro and immature seeds ex vitro, and to select the explant of E. edulis
with superior results for acclimatization. Three experiments were carried out: I: In vitro
germination of zygotic embryos, immature seeds, intact and scarified mature seeds of
E. edulis; II: In vitro germination of seeds and immature zygotic embryos of E. edulis
in culture medium with GAs and Ill: Acclimatization of seedlings from in vitro cultivation
of immature seeds of E. edulis pre-germinated in different culture media and ex
substrate vitro. We analyzed: germination, vigor and growth of seedlings in vitro and
ex vitro, survival and growth of seedlings ex vitro. A completely randomized design
was used, with three replications of 10 seeds in experiments | and Il, and with six
replications of five seeds in experiment Ill. The in vitro cultivation of immature seeds is
advantageous in relation to zygotic embryos, mature seeds and ex vitro immature
seeds. GAg, at concentrations of 0, 2, 4 and 8 mg L™ for E. edulis seeds, did not induce
seed germination. Immature seeds use nutritional reserves present in the endosperm
for germination, because only through the solidification of water with agar is sufficient
for the germination and initial growth of E. edulis, thus reducing production costs,
discarding the need for a culture medium containing salts and nutrients.

Keywords: Euterpe edulis. seed maturation. gibberellin. propagation. acclimatization.
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1. INTRODUCAO

A palmeira jucara (Euterpe edulis Martius) € uma espécie nativa da Floresta
Atlantica, componente da rica biodiversidade brasileira, sendo muito explorada
economicamente (SCHULZ et al.,, 2016; SCHULZ et al., 2020). Sua importancia
econdmica esta, principalmente, na extracdo do palmito e na producéo de polpa para
a industria. Entretanto, a intensa exploragdo do palmito acarretou drastica reducéo da
sua distribuicdo natural devido a auséncia de perfilhamento e de rebrota apés o seu
corte (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2010).

Atualmente, a acdo antropica sobre a Floresta Atlantica tem ocasionado
reducdo da variabilidade genética entre as espécies, comprometendo a manutencao
dos ecossistemas, e dentre as inimeras espécies afetadas esta a palmeira jucara,
que em uma area de 20 fragmentos florestais ao longo da Floresta Atlantica brasileira
no sul da Bahia foram encontrados apenas 6.528 individuos, em que 0 maior nimero
de individuos de E. edulis foi encontrado em fragmentos com 97, 64 e 90% de
cobertura florestal circundante, com 868, 783 e 769 individuos, respectivamente
(LEAL et al., 2021). E. edulis encontra-se incluida na Lista Vermelha da Unido
Internacional para Conservacdo da Natureza na categoria Vulneravel (CNCFlora,
2012), e na Lista das espécies da flora brasileira ameacadas de extincdo (BRASIL,
2014; FLORA DO BRASIL, 2020).

A exploracao sustentavel juntamente com a preservacdo da biodiversidade é
uma alternativa economicamente viavel e de agregacao de valor ao subproduto de E.
Edulis para agricultores familiares (SCHULZ et al., 2016). Os frutos apresentam altas
concentracbes de compostos fendlicos, como as antocianinas, importantes
antioxidantes que combatem espécies reativas de oxigénio (EROs), e que também
sdo potenciais anti-inflamatérios (BARROSO et al., 2018). Além disso, as cascas dos
seus frutos séo ricas em nutrientes e séo utilizadas na fabricagéo de farinha (GARCIA
et al., 2019), conferindo grande potencial a essa espécie para o desenvolvimento de
produtos destinados a industria. Além da espécie estar ameacada de extin¢do devido
a exploragdo indiscriminada, suas sementes apresentam recalcitrancia, baixa
longevidade, alta variabilidade, baixa percentagem de germinacéo e crescimento lento
das mudas (MOREIRA et al., 2016; LEITE et al., 2021).
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O cultivo in vitro € uma alternativa precoce de obtencéo de mudas de qualidade
para espécies que apresentam germinacdo lenta e irregular como é o caso das
palméceas. O resgate de embrides é uma importante técnica in vitro, que pode
acelerar a germinacao de espécies que apresentam algum tipo de impedimento fisico
a germinacdo (KINGSLEY et al., 2016). O método pode ser dividido em duas
aplicacgoes, utilizando embrides imaturos e embrides maduros. O primeiro, chamado
de resgate de embribes precoces, cultiva embrides que de outra forma seriam
abortados; ja a segunda auxilia no encurtamento do periodo da germinacao,
superando a dorméncia das sementes (BRIDGEN, 1994). Essa técnica também pode
proporcionar altos percentuais de germinacdo de sementes e embribes que
apresentam desenvolvimento incompleto e ma germinacéo (LIU et al., 2017).

A composicdo do meio (uso de reguladores), a duracdo da cultura e o tipo de
meio (liquido, sélido, fase dupla) pode influenciar na germinacdo de embribes e na
eficiéncia dos protocolos (TIAN et al., 2008). A suplementacdo do meio de cultura com
acido giberélico (GAs) também pode potencializar os processos de germinacdo e
crescimento de plantulas, aumentando a uniformidade e a velocidade de germinacao.
O efeito antagdnico entre ABA e giberelina é necessario na regulacdo da germinacao
e da dorméncia de sementes (ALl et al., 2021). Além disto, a giberelina nas sementes
estimula a producdo de enzimas hidroliticas, que atuam na quebra de moléculas de
amido, permitindo o crescimento do eixo embrionario (BEWLEY et al.,, 2013). A
giberelina e o brassinosteréide BR também podem atuar na mobilizacdo da proteina
glutelina, sendo este processo importante na germinacao e crescimento do embrido
em cereais (XIONG et al., 2021).

O processo de aclimatizacao é critico, ja que plantulas oriundas do cultivo in
vitro passam da condicdo heterotrofica para autotréfica, sofrendo estresses
fisiologicos. As plantulas produzidas em condigbes in vitro recebem nutrientes
prontamente disponiveis para o seu crescimento, como fonte de carboidratos, além
de serem cultivadas sob baixa irradiancia, e quando sao transferidas para o ambiente
externo sofrem rapida desidratacdo dos tecidos, tornando necessérias adaptagdes
das condi¢des ambientais para reduzir o impacto direto a plantula (HAZARIKA, 2006).
Esta fase de aclimatizacdo é importante para a formacado de mudas de qualidade e

rustificadas.

2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Analisar o potencial germinativo de embrifes, sementes (imaturas e maduras)
in vitro e sementes imaturas ex vitro, e selecionar explantes de E. edulis mais

vigorosos para o processo de aclimatizacéao.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar se as sementes imaturas e/ou embribes zigéticos de E. edulis
apresentam maior germinagdo do que as sementes maduras;

¢ Analisar se as sementes imaturas e/ou embrides zigoticos de E. edulis sdo mais
responsivos a conversdo em plantulas do que as sementes maduras;

e Analisar se o acido giberélico favorece o processo germinativo e a conversao
em plantulas de sementes imatura e em embrifes zigoticos de E. edulis;

e Analisar se a condicdo ex vitro é favoravel a germinacéo e desenvolvimento de
sementes imaturas de E. edulis;

¢ Investigar dentre os diferentes meios de cultura qual € o mais adequado para

0 estabelecimento de E. edulis.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Espécie Euterpe edulis Martius

A palmeira Euterpe edulis Martius apresenta distribuicdo ampla no Brasil, nativa
da Floresta Atlantica, encontra-se principalmente nos estados de Alagoas, Bahia,
Distrito Federal, Espirito Santo, Goias, Minas Gerais, Pernambuco, Parana, Rio de
Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sédo Paulo (SCHULZ et al., 2016).

E. edulis € uma planta néo estolonifera, desta forma a exploracdo do palmito
leva a morte da planta adulta, pois com a derrubada desta néo ocorre rebrota, além
disso, apresenta crescimento lento e n&do suporta ambientes com sol pleno,
necessitando de ambientes florestais para se manter preservada. O desmatamento e

hY

as queimadas florestais levam a mudancas severas no clima, ameagando a
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persisténcia das espécies no mundo (GALAN-ACEDO et al., 2021). Euterpe edulis
Martius encontra-se dentre estas espécies e estd classificada como vulneravel no
Livro Vermelho da Flora do Brasil, e possivelmente nos altimos 60 anos esta espécie
pode ter sofrido um declinio populacional de 30% (FLORA DO BRASIL, 2020; LEAL
et al., 2021).

E popularmente conhecido como icara, palmito doce, palmito jucara, jucara,
palmiteiro. Apresenta floracdo no periodo de setembro a dezembro e frutificacdo no
periodo de maio a dezembro (LORENZI et al., 2010). E uma espécie alégama, com
polinizacdo por vento e por meio de insetos, como as abelhas Apis mellifera, Plebeia
droryana e Euglossini undet (SANTOS et al., 2018). Em sua morfologia apresenta até
13 metros de altura, estirpe com 15-20 cm de diametro, bainha das folhas fechadas,
envolvendo toda regido apical do caule, lenhosa, raque com 0,9-2 metros de
comprimento, e segmentos foliares com 50-70 pares (CAXAMBU et al., 2015).

As inflorescéncias apresentam 50-65 cm de comprimento, sdo ramificadas até
primeira ordem; bractea peduncular com 45-70 cm, deiscente; flores sésseis,
pistiladas e estaminadas na mesma inflorescéncia, distribuidas ao longo de todo o
ramo floral; os frutos apresentam de 1-1,5 cm de diametro, globoso, com coloracao
negra a purpurea quando maduros; mesocarpo fibroso carnoso, e endocarpo duro
(CAXAMBU et al., 2015). Forma-se em média uma infrutescéncia por planta,
apresentando em média 2.175 frutos maduros (SILVA; REIS, 2018).

A propagacdo Euterpe edulis € seminifera, e tem importante papel na
manutencdo das populacbes de palmiteiro, que com o extrativismo e corte
indiscriminado do palmito reduziu drasticamente as popula¢des. Suas sementes sao
recalcitrantes, ou seja, a reducdo do teor de umidade atua na reducdo de sua
viabilidade e consequentemente afeta a porcentagem de germinacdo das sementes
(CARVALHO, 2003; MARTINS et al.,, 2009). Alguns autores destacam que a
germinacao de suas sementes € lenta e irregular, podendo levar de 60 a 90 dias para
germinar (CURSI; CICERO, 2014), e variagao de 30 a 60% de acordo com material
genético (SOLER-GUILHEN et al., 2020).

3.2 Importancia da espécie

Euterpe edulis Martius € uma espécie florestal de importancia ecolégica,
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econdmica e cultural. Os principais produtos da palmeira sdo o palmito e seus frutos,
que sdo matéria prima para a extracdo da polpa, apresentando inimeras formas de
utilizacao para a indastria (LIMA et al., 2012).

As palmeiras pertencentes a familia Arecaceae apresentam grande potencial
para o desenvolvimento de produtos destinados aos diversos ramos da industria,
exceléncia nutricional e boa capacidade funcional, apresentando constituintes
quimicos e propriedades benéficas a perspectiva de melhoria de vida. Souza et al.
(2020) estudaram quatro palmeiras pertencentes a familia Arecaceae (Mauritia
flexuosa L.f., Mauritiella armata (Mart.) Burret, Euterpe oleracea Mart. e Acrocomia
aculeata), que apresentam caracteristicas fisico-quimicas diversas e ampla
empregabilidade no mercado. Destacaram ainda que dentre estas quatro espécies,
os frutos da palmeira do género Euterpe apresentam o maior nimero de solicitacdo
de patentes por empresas de industrias, como de cosméticos, farmacéuticas e
suplementos alimentares naturais.

Seus frutos amadurecem em época de escassez de recursos na floresta,
tornando-se uma espécie-chave da Floresta Atlantica, pois € uma fonte de alimento
para diversas aves, tais como: sabias, tucano do bico preto, sabia coleiro e sabia una
(SANTOS et al., 2018). O sabia una € a espécie que apresenta maior nimero de
interacdes entre grupos de palmeiras vizinhas, caracterizando-o como um agente de
dispersdo da espécie. Dessa maneira, a acao extrativista predatéria compromete a
diversidade componente da fauna. Para a reintroducdo da palmeira jucara no
ambiente, objetivando a preservacdo da espécie e a exploracdo comercial séo
utilizadas sementes, principalmente porque a propagacao das palmeiras é feita quase
exclusivamente de forma seminifera (MELLO et al., 2021).

Atualmente, E. edulis apresenta-se como fonte de renda para comunidades
rurais e pequenos produtores, que investem na espécie buscando agregar valor por
meio da industrializacdo de produtos oriundos da polpa dos frutos. Seus frutos séo
ricos em nutrientes e possuem altas concentracdes de antocianina, um composto que
atua como um antioxidante eficaz a satde humana (MENDES et al., 2021). Copetti et
al. (2020) descrevem que ingerir 250 mL do suco de jucara antes da realizacdo de
atividades fisicas diminui o indice de estresse oxidativo ap0s o exercicio fisico e pode
atenuar a fadiga ap6s uma sesséo de treinamento intercalado de alta intensidade.

Extratos de E. edulis evidenciaram potencial neuroprotetor contra os danos

celulares induzidos por glutamato nas células neurais HT22, destacando as fracdes



18

de hexano e diclorometano extraidas, sendo a Ultima a que apresentou maior teor de
fenolicos, com maior atividade sequestrante de radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil. Esse
efeito protetor pode estar associado a composicao fendlica dessas fragdes, pois ha
interac&o entre os compostos que podem atuar na protecao contra os danos oxidativos
(SCHULZ et al., 2019).

As antocianinas sao 0s maiores grupos de pigmentos de plantas, e nos frutos
de E. edulis encontra-se em niveis elevados durante o0 amadurecimento, nos estagios
5 e 6, ou seja, 42 e 56 dias apOs o aparecimento de frutos de coloracédo vermelha,
vantagem observada em relacédo ao ciclo de amadurecimento de frutos de Euterpe
oleracea, que varia de 64 a 94 dias (ROGEZ et al., 2011; SCHULZ et al., 2015). Além
disso, no estagio de maturacdo 6 foram encontrados 634,26 mg de cianidina 3-
glucosideo 100 g de massa fresca, valor considerado elevado para o conteudo de
antocianinas (SCHULZ et al., 2015).

3.3 Cultura de tecidos vegetais

A cultura de tecidos vegetais consiste no cultivo in vitro de plantas ou parte
delas, como 6rgaos, tecidos, células ou até mesmo protoplastos, sob meio nutritivo
em condicBes assépticas e em ambiente controlado (SHARMA et al., 2017). Essa
técnica é considerada uma alternativa aos métodos convencionais de producdo de
mudas, no qual diversos fatores podem influenciar na estabilidade e na formacéo de
plantulas sadias e vigorosas, como: a assepsia e o tipo de explante, o gendtipo
utilizado, composicdo do meio de cultura, luminosidade, temperatura, diéxido de
carbono (CO2) e oxigénio (O2) (BAIRU et al., 2011).

O cultivo in vitro pode ser iniciado com qualquer parte da planta: semente,
embrides zigoéticos, gemas, folhas, raizes, entre outras fontes de explantes. Essa
técnica tem como base a totipoténcia celular, ou seja, a capacidade de uma unica
célula em se dividir e formar um individuo multicelular, a exemplo da formacéo de
brotos e/ou raizes pela técnica da organogénese ou embrides somaticos, que
regeneram uma planta completa pela técnica da embriogénese somatica (VERDEIL
et al., 2007; SMERTENKO; BOZHKOV, 2014).

O processo de germinacéo in vitro tem sido muito utilizado visando a producéo

de mudas em massa e, principalmente, a conservacdo de espécies ameacadas de
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extincdo, como a Cattleya elongata Barb. Rodr. A utilizacdo de protocolos de
germinacao, regeneragdo e aclimatizagcdo permitiu a reintrodu¢cdo no seu habitat e
viabilizou seu comércio (OLIVEIRA et al., 2021). Nao obstante, tem auxiliado na
propagacéao de espécies que apresentam sementes com algum tipo de dorméncia ou
substancias inibidoras & germinacgdo, que ao remover uma ou mais partes externas da
semente reduz a acgéo inibitéria, como observado em palméceas e outras espécies
que apresentam dificuldade em se propagar sexuadamente (SAN et al., 2014,
KINGSLEY et al., 2016).

As sementes da palmeira Elaeis guineensis Jacq. apresentam dorméncia fisica,
0 que acarreta a ndo percepcao de estimulos de agua e oxigénio ao embrido para o
seu crescimento, resultando em uma germinacdo lenta e irregular, levando
aproximadamente oito a dez meses. Contudo, quando tratadas com calor seco a 42
°C por 60 dias apresentam de 85 a 100% de germinagao (REES, 1962).

O emprego do cultivo in vitro, utilizando-se a técnica de cultura de embrides,
tem se tornado uma forma rapida e viavel para a producdo de mudas de dendé.
Embrides zigoticos maduros dispostos em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
de forca total suplementado com carvao ativado (2 g L), complexo vitaminico de
Morel (2 mL Lt) e GA3(0,1 mg Lt), combinado com genétipos superiores, alcancaram
até 90% de germinacdo em um tempo médio de 14 a 20 dias, ocorrendo uma reducao
significativa no tempo de germinacdo de aproximadamente 100 dias (KINGSLEY et
al., 2016).

A cultura de embrifes também se destaca pela utilizacdo de embrides imaturos,
que em condicdes assépticas e em meio nutritivo alcangam a maturacéo fisiolégica,
podendo gerar uma nova planta, e contribuir para o melhoramento de frutas
potencialmente comerciais, mas que apresentam algum empecilho a germinac¢ao (WU
et al., 2021). Os tecidos embrionarios sdo considerados excelentes explantes para
estudos visando a propagacao in vitro, pelo fato deste apresentar tecido juvenil e alta
atividade morfogenética (PEREIRA et al., 2006). O uso de embrides zigobticos imaturos
de Euterpe edulis Martius como fonte de explante possibilitou a formacdo completa de
plantulas pela técnica de embriogénese somatica, que ao obter embrides somaticos,
cerca de 50% destes germinaram e converteram-se em plantulas normais. Além disso,
também foi avaliada a germinacdo desses embrides isoladamente, e esses
apresentaram média geral de germinacdo de embrides zigo6ticos imaturos de 74% e a

maior meédia de 80%, completando seu desenvolvimento apds 120 dias (SALDANHA,;
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MARTINS-CORDER, 2012).

Outro emprego da cultura de tecidos é a obtencdo de plantulas assépticas,
como fonte de explantes juvenis (folhas cotiledonares, gemas, entre outros) para o
estabelecimento de algumas plantas adultas, como as lenhosas, que apresentam
dificuldade no estabelecimento in vitro. Esse entrave pode ser devido a dificuldade
encontrada no processo de desinfestagdo do material, que pode conter
contaminacgdes enddgenas e exogenas de dificil controle (SILVA et al., 2019).

O tipo e a composicao do meio de cultura € um dos fatores que influencia a
germinacao das sementes e pode otimizar os protocolos, sendo que o meio MS é
comumente utilizado no cultivo in vitro e proporciona altas porcentagens de
germinacéo para diversas espécies (LEDO et al., 2007). Tal meio é constituido de sais
inorganicos, carboidratos e vitaminas com altas concentracdes de nutrientes para o
desenvolvimento das plantas (MURASHIGE; SKOOG, 1962).

A presenca de reguladores de crescimento no meio de cultura é importante na
regulacdo da germinacao, sendo que para algumas espécies o uso do GAs acelera a
germinacao e para outras apresenta efeito reduzido ou nenhum efeito. Estudos com
sementes de Thlaspi caerulescens sugeriram que os tratamentos com GAs foram
eficientes na promocédo da germinagcdo, apresentando 66% de germinacdo nas
temperaturas de 15 e 20 °C, na presenca de luz (GUIMARAES et al., 2010). Além
disso, 0 uso do GAs pode ser eficiente na promogéo do crescimento das plantulas
(ALHARBY et al., 2021). A giberelina atua na sintese de enzimas essenciais a
degradacédo das reservas, sendo a a-amilase a principal enzima relacionada ao
processo de germinacdo, responsavel pela degradacdo dos grédos de amido que

compdem a reserva da semente (BEWLEY et al., 2013).

3.4 Aclimatizacéo

O processo de aclimatizagédo € a etapa final de um sistema de cultivo in vitro
bem estabelecido, na qual a transferéncia e a aclimatizac¢éo sdo frequentemente mais
problematicas. Esta fase de transferéncia visa a aclimatacdo e rustificagdo em
condigbes ex vitro para a formagédo de mudas de qualidade, buscando minimizar o
estresse causado pela mudanca de uma condicdo heterotréfica para autotrofica
(CHANDRA et al., 2010; SHIN et al.,, 2014). Desta forma, deve-se estabelecer um
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protocolo no qual as plantas sofram menor estresse possivel, evitando assim danos
profundos ou mortes.

O ambiente in vitro € caracterizado por baixa irradiagdo e atmosfera saturada,
reduzindo as trocas gasosas. Devido a transpiragdo intensa em ambiente in vitro,
guando as plantulas séo transferidas para ambiente ex vitro sofrem rapida e intensa
perda de agua (XIAO et al., 2011). A camada de cera epicuticular das plantulas
minimiza a taxa de transpiracdo e uma das consequéncias é a desidratacdo dos
tecidos, quando essas sao transferidas para a casa de vegetacdo (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998).

O tipo de substrato utilizado na aclimatizacdo € importante por apresentar
caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas, que exercem grande influéncia na
adaptacdo e desenvolvimento das plantas em ambiente ex vitro. Substratos mais
porosos influenciam no crescimento das mudas pois apresentam maior aeracao, que
favorece a absorcdo de nutrientes e agua, beneficiando o crescimento do sistema
radicular e consequentemente o da parte aérea (SHAFIQUE et al., 2021).

Além do substrato, a composicdo do meio de cultivo e o estagio de crescimento
do material a ser transplantado podem influenciar no desenvolvimento e crescimento
das plantulas, e posteriormente a origem dessas plantulas pode interferir no processo
de aclimatizagdo. Plantulas desenvolvidas em meio de cultura sem sacarose podem
contribuir para diminuicdo de contaminagao no ambiente ex vitro (XIAO et al., 2011).

O substrato vermiculita foi utilizado no transplantio ex vitro de plantulas de
Wasabia japonica Matsumura cultivadas in vitro, em quatro composicées de meio:
agar, vermiculita, perlita e 1a de rocha, para analisar o desenvolvimento e crescimento
da raiz. O agar e a vermiculita permitiram um crescimento do sistema radicular
vigoroso in vitro, uma maior taxa fotossintética liquida, massa seca das plantulas e
crescimento ex vitro (HOANG et al., 2019).

4. MATERIAL E METODOS

Material

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais, do Departamento de Ciéncias Florestais e da Madeira, do Centro de
Ciéncias Agrarias e Engenharias, da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES),

em Jer6énimo Monteiro, ES, Brasil.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2452072120300149#bbib0030
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As sementes de E. edulis foram obtidas de frutos colhidos em estagio de
maturagcdo incompleto, com aproximadamente 180 dias apds a antese (DAA), e em
estagio de maturacdo completa, com aproximadamente 228 DAA, de 10 plantas
matrizes localizadas em Pedra Menina, distrito de Dores do Rio Preto, na regiao do
Caparao-ES, Brasil, sob as coordenadas 1. 20°31'32,3"S e 41°48’30,0"W; 2.
20°33’'10,5”S e 41°49'34,8"W; 3. 20°32'45,8”"S e 41°49°36,6"W; 4. 20°32'45,7’S e
41°49°30,8"W; 5. 20°32'46,7”S e 41°49°'30,5"W; 6. 20°32°46,9"S e 41°49°'29,7"W; 7.
20°32'45,4”S e 41°49'35,7'W; 8. 20°32'45,4”S e 41°49°'36,6"W; 9. 20°33'46,8"S e
41°48'24,0"W; 10. 20°33’'10,6”S e 41°49’39,8"W. Apds a colheita e a limpeza dos
frutos, esses foram homogeinizados para a separagédo dos lotes de acordo com o

delineamento de cada experimento.

Experimento |: Germinagdo in vitro de embrides zigéticos, sementes imaturas,
sementes maduras intactas e escarificadas de E. edulis

As sementes imaturas de E. edulis foram higienizadas com agua e detergente
neutro (Safra®), e apds a retirada do tegumento foram imersas em solugdo de acido
ascorbico a 2% (Dinamica®). Nas sementes maduras, a retirada da polpa envolta das
sementes foi realizada com o6xido de célcio (CaO) e agua, e posteriormente foram
separadas em dois lotes: L1, que permaneceu com o endocarpo intacto; e L2, em que
as sementes foram escarificadas na regiao lateral ao embrido. As sementes imaturas,
em camara de fluxo laminar (Pachane®), foram submersas em alcool etilico a 70%
(Safra®) por um minuto, seguida por imersdo em solucédo de hipoclorito de sédio
(NaOCl) a 2,5% (Super Globo®), agitando-se durante 10 minutos e, posteriormente,
em solucdo de amoxicilina (Eurofarma®) a 3.000 mg L™, por 10 minutos. As sementes
maduras intactas e escarificadas, apds desinfestacdo, foram lavadas para remogéao
da amoxicilina e tratadas com uma solucédo de Captan® 2%, durante 10 minutos. O
residuo de cada agente desinfestante foi removido por triplice lavagem em agua
destilada e autoclavada por 30 minutos a 121 °C, com presséo de 1 atm.

A semeadura das sementes imaturas e maduras intactas e escarificadas foi
feita diretamente em meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962). Em
sementes imaturas, com auxilio de pinca e bisturi foram retirados embrides zigoticos
mantidos sobre o meio de cultura. A semeadura foi realizada em tubos de ensaio

(25x150 mm) contendo 10 mL de meio MS, suplementado com 30 g L de sacarose
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(Neon®), 0,1 g L de mio-inositol (Sigma®) e 5,5 g L1 de 4gar (Kasvi®). O pH do meio
foi ajustado para 5,7 + 0,1 e, posteriormente, autoclavado por 20 minutos a 121 °C, 1
atm. As culturas in vitro foram mantidas em sala de crescimento por 120 dias a 27 + 2
°C, com fotoperiodo de 12 horas e irradiancia de 30 pmol m?2 s,

As varidveis analisadas foram: germinagédo (%) (BRASIL, 2009); indice de
velocidade de germinacdo (IVG) (MAGUIRE, 1962); tempo médio de germinacao
(TMG, dias) (LABOURIAU, 1983); plantulas normais (BRASIL, 2009, %); diametro do
coleto (mm); comprimento de parte aérea (cm); comprimento de raizes (cm);
comprimento total (cm); comprimento de parte aérea/didmetro do coleto.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado,
composto de quatro tratamentos, sendo eles: embrido zigético, sementes imaturas,
sementes maduras intactas e maduras escarificadas, com trés repeticdes de dez
sementes. Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas por meio do teste de Tukey (p<0,05), utilizando-se o software R (R CORE
TEAM, 2021).

Experimento II: Germinacao in vitro de sementes e embrides zigoticos imaturos de E.
edulis em meio de cultura com GA3s

As sementes imaturas de E. edulis foram higienizadas e apds a retirada do
tegumento imersas em solucéo de acido ascérbico a 2% (Dinamica®). Na camara de
fluxo laminar as sementes imaturas foram submetidas a mesma desinfestacdo do
experimento I. O residuo de cada agente desinfestante foi removido por triplice
lavagem em agua destilada e autoclavada por 30 minutos a 121 °C, com presséo de
1 atm.

Posteriormente, o lote L1 de sementes imaturas foi semeado diretamente no
meio de cultura e do lote L2 de sementes imaturas foram retirados os embribes
zigoticos. Ambos foram dispostos em tubos de ensaio (25x150 mm) contendo 10 mL
de meio de cultura MS, suplementado com 30 g L de sacarose (Neon®), 0,1 g L de
mio-inositol (Sigma®), 5,5 g L de agar (Kasvi®) e 0, 2, 4 e 8 mg L de acido giberélico
(Neon®). O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 0,1 e, posteriormente, autoclavado por
20 minutos a 121 °C, com pressao de 1 atm.

Os explantes foram mantidos em sala de crescimento na auséncia de luz com

temperatura de 27 £ 2 °C por 10 dias, e posteriormente analisados quanto a
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contaminacao (%) e oxidacdo (%). Apds este periodo, os explantes foram mantidos
sob irradiancia de 30 pmol m= s e fotoperiodo de 12 horas. Apds 120 dias foram
analisados: germinacao (%) (BRASIL, 2009); indice de velocidade de germinacéo
(IVG) (MAGUIRE, 1962); tempo médio de germinacao (TMG, dias) (LABOURIAU,
1983); plantulas normais e anormais (BRASIL, 2009, %), auséncia ou atrofia de parte
area e sistema radicular; diametro do coleto (DC, mm); niUmero de raizes; nimero de
folhas; comprimento de parte aérea (CPA, cm); comprimento das raizes (CR, cm);
comprimento total (CT, cm); comprimento de parte aérea/comprimento das raiz; e
comprimento de parte aérea/didametro do coleto.

O experimento realizado em esquema fatorial 2x4 (explantes: sementes
imaturas e embrido zigético x GAs: 0, 2, 4 e 8 mg L), num delineamento inteiramente
casualizado, totalizando oito tratamentos, com trés repeticbes de 10 explantes cada.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia e regressao (p<0,01 e p=<0,05),
utilizando-se o software R (R CORE TEAM, 2021).

Experimento Ill: Aclimatizacdo de plantulas provenientes do cultivo in vitro de
sementes imaturas de E. edulis pré-germinadas em diferentes meios de cultura in vitro
e substrato ex vitro

As sementes do lote L1 de sementes imaturas foram higienizadas, retiradas do
tegumento e desinfestadas como no experimento |. Posteriormente, foram semeadas
em tubos contendo diferentes meios de cultura para pré-germinacao: M1 (MS + 30 g
L1 de sacarose + 0,1 g L'* de mio-inositol + 5,5 g L* de agar); M2 (MS + 0,1 g L' de
mio-inositol + 5,5 g L* de agar); M3 (5,5 g L* de agar) e M4 (Substrato Carolina Soil®),
com pH do meio de cultura ajustado a 5,7 + 0,1 e autoclavado durante 20 minutos a
121 °C e 1 atm. Os tubos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura
de 27 + 2 °C, irradiancia de 30 pmol m-? s* e fotoperiodo de 12 horas, até as sementes
apresentarem-se pré-germinadas, com aproximadamente 2 cm de parte aérea e raiz,
sendo entdo transplantadas para bandejas contendo substrato Carolina Soil® e
mantidas em BOD (Biochemical Oxygen Demand), regulada a 27 + 2 °C, e fotoperiodo
de 16 horas.

O lote L2 de sementes imaturas de E. edulis foi higienizado, retirado do
tegumento e posteriormente imerso em alcool a 70% (Safra®) por um minuto, em

NaOCl a 2,5% (Super Globo®), agitando-se durante 20 minutos em solucdo de
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amoxicilina® a 3.000 mg L* (Eurofarma®) por 20 minutos, e em seguida as sementes
foram tratadas por imersdo em Captan® 2%, durante 10 minutos. Apds cada solugéo
de desinfestacéo, foi realizada a triplice lavagem em agua destilada e autoclavada, a
excecao do residuo do Captan®, que foi mantido nas sementes. A semeadura foi em
bandejas plasticas desinfestadas com alcool a 70% (Safra®), e contendo o substrato
Carolina Soil® autoclavado. Ambos os tratamentos ex vitro foram dispostos em seis
repeticdes de cinco sementes e, mantidos em BOD por 120 dias.

As variaveis analisadas na pré-germinacdo foram: germinacéo (%) (BRASIL,
2009); indice de velocidade de germinacéo (IVG) (MAGUIRE, 1962); tempo médio de
germinagcdo (TMG, dias) (LABOURIAU, 1983). As variaveis analisadas apos a
aclimatizacao foram: contaminacéo (%); sobrevivéncia (%), niumero de folhas; nimero
de raizes; diametro de coleto (DC, mm); comprimento de parte aérea (CPA, cm);
comprimento de raiz (CR, cm); comprimento total (cm); CPA/CR; CPA/DC; massa
seca da parte aérea (MSPA, g); massa seca de raiz (MSR, g) e massa seca total (MST,
9).

O teste foi inteiramente casualisado e os dados foram submetidos a anélise de
varidncia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05), utilizando-se o
software R (R CORE TEAM, 2021).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento I: Germinacdo in vitro de embrides zigdticos, sementes imaturas,
sementes maduras intactas e escarificadas de E. edulis

As variaveis germinacdo (%) e ocorréncia de plantulas normais (%) né&o
apresentaram diferenca estatistica entre os explantes embrifes zigoticos, sementes
imaturas, sementes maduras intactas e escarificadas, apresentando altos percentuais,
com germinacdo superior a 93,33% (Figura 1la) e ocorréncia de plantulas normais
superior a 83,33% (Figura 1d). No entanto, os explantes embrides zigodticos e
sementes imaturas obtiveram maior IVG (0,7630 e 0,8009) (Figura 1b) e menor TMG
(15,52 e 15,37 dias) (Figura 1c) em relagéo aos explantes semente madura e madura
escarificada.

Os explantes de sementes imaturas avaliados com aproximadamente 180 DAA
ja haviam passado pelas fases de aquoso e gelatinoso, e se encontravam com

endosperma solido. Os autores Silva e Reis (2018) caracterizaram estas trés fases.
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Na primeira fase de endosperna aquoso os frutos aresentavam aproximadamente 5
mm de didmetro e o endosperma com consisténcia liquida, com duracdo de
aproximadamente 63 dias; Na fase de endosperma gelatinoso, os frutos tém
aroximadamente 8 mm de diametro e endosperma com consisténcia gelatinosa, com
duracdo média de 40 dias; e por fim a fase de endosperma solido, caracterizada por
frutos de aproximadamente 12 mm de diametro, coloracdo verde e embrido em fase
de desenvolvimento, com duracdo em média de 64 dias.

Estudo recente de Mello et al. (2021), avaliando sete estagios de sementes de
E. edulis (108, 128, 148, 168, 188, 208, 228 DAA), constataram que com
aproximadamente 148 DAA os frutos ja se encontravam com endosperma solido, com
formacdo de plantulas normais e 100% de germinacdo. Além disso, destacam que
durante o processo de maturacdo das sementes ocorre aumento linear no teor de
lipideos, importantes para a manutengdo da integridade da membrana celular e
reserva de energia para a germinagao, apresentando correlacdo positiva desta
variavel bioquimica com a variavel morfologicas de germinacdo (MELLO et al., 2021).

Estatisticamente, embrides zigoticos e sementes imaturas nao diferiram (p =
0,05) quanto ao TMG, no entanto apresentaram diferenca estatistica quando
comparados com sementes maduras, ocorrendo um ganho de 72 dias com a utilizacéo
de sementes imaturas e de 83 dias, quando foram utilizados embrides zigo6ticos
(Figura 1c). A eficiéncia do cultivo de embrides zigoticos depende da aplicacéo correta
da técnica de resgate de embrifes, e para isso alguns fatores sdo necessarios, como
o grau de maturidade fisiol6gica das sementes, a composi¢cdo do meio de cultura, a
desinfestacdo do explante, a habilidade manual de extragcdo dos embrides, dentre
outros fatores (JOHRI; RAO, 1984). Para sementes de E. edulis esta técnica € mais
onerosa pois é necessario extrair o tegumento no ambiente externo de forma manual
com auxilio de espatulas, pois o tegumento é bem aderido ao endosperma e tambéem
€ necessario extrair o embrido de forma manual e asséptica em camara de fluxo
laminar com auxilio de pinga e bisturi.

Portanto, o uso de sementes imaturas foi vantajoso, pois além de apresentar
um pProcesso menos oneroso, apresentou rapida germinacao, altas porcentagens de
germinacao e formagao de plantulas normais. Além disso, a colheita dos frutos com
sementes imaturas ocorrem antecipadamente, diminuindo o tempo de exposi¢éo do
fruto a condicbes ambientais adversas. O endosperma nas sementes de E. Edulis € a

principal fonte de reservas, armazenando principalmente carboidratos ao longo das
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paredes celulares espessas, lipidios e proteinas no citoplasma (PANZA et al., 2004),
0 que ndo é observado nos embrides.

A escarificacao realizada nas sementes maduras nao foi eficiente para reducéo
no TMG, apresentando diferenca de apenas 12 dias em relacéo as sementes maduras
intactas (Figura 1c). A escarificagdo mecéanica é uma técnica utilizada para a quebra
de dormencia fisica, caracterizado por sementes com tegumento espesso, que
apresentam uma ou mais camadas de palicadas impermedaveis a agua, envolvendo a
remocao do tegumento, esfregando-a com uma lixa ou submetendo a tratamento
térmico (Baskin e Baskin, 2004).
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Figura 1. Germinacéo (%) (a), indice de velocidade de germinacéo (IVG) (b), tempo
médio de germinacdo (TMG dias) (c) e plantulas normais (%) (d) de embrides
zigbticos, sementes imaturas, sementes maduras intactas e escarificadas de E.
edulis. *Médias néo seguidas pela mesma letra diferem entre os explantes pelo teste
de Tukey (p=<0,05).

Fonte: a autora.

O tratamento com semente madura intacta teve a maior média para o diametro

do coleto (1,75 mm) (Figura 2d), no entanto a maior relacdo comprimento de parte
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aérea/diametro do coleto foi observada para o tratamento semente madura
escarificada (5,95) (Figura 2e). Sementes maduras apresentaram maturidade
fisiolégica completa, consumindo as reservas nutricionais até o esgotamento e,
posteriormente, passaram a consumir 0 meio de cultura, proporcionando crescimento
superior das mudas. Resultados que corroboram aqueles observados por Neuburger
et al. (2010), em que a maior parte das reservas da semente madura de E. edulis, que
constitui cerca de 70% de sua massa seca original, € consumida quando as plantulas
apresentam a primeira folha fotossintetizante ainda fechada.

Martins-Corder e Saldanha (2006), estudando a qualidade fisiologica das
sementes de 15 progénies de E. edulis submetidas ao teste de germinacdo com
contagens aos 60, 90, 120, 150 dias e porcentagem de sobrevivéncia aos 180 e 210
dias ap06s a semeadura, observaram amplitude de variagcdo da porcentagem de
germinacao de 0 a 4% (60 dias), 0 a 15% (90 dias), 3 a 25% (120 dias) e 14 a 56%
(150 dias); e verificaram que sementes que levaram maior tempo para germinar deram
origem a plantulas menos vigorosas (aproximadamente 1,70 cm), ja sementes que
germinaram em um menor tempo deram origem a plantulas mais vigorosas
(aproximadamente 2,2 cm de altura).

A palmeira Astrocaryum acaule Mart também pertencente a familia arecaceae,
€ uma espécie pouco estudada quanto as caracteristicas morfolégicas e anatdbmicas,
e também apresenta dificuldade no processo germinativo De acordo com Corréa et al.
(2019), que estudaram o processo de emergéncia de plantulas, observaram
ocorréncia de germinacao desigual com a formacdo da gema germinativa, variando
entre 30 e 130 dias.
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Figura 2. Crescimento in vitro de plantulas de E. edulis oriundas de embrides
zigoticos, sementes imaturas, sementes maduras intactas e escarificadas, analisado
pelo comprimento de parte aérea (cm) (a); comprimento de raizes (cm) (b);
comprimento total (cm) (c); didmetro do coleto (mm) (d); comprimento de parte
aérea/diametro do coleto (e). !Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre
explantes pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: a autora.

O crescimento total de plantulas oriundas de sementes imaturas foi menor em
relagdo as sementes maduras intactas e sementes maduras escarificadas, com
diferenca de 5,99 e 5,36 cm, respectivamente (Figura 2c). Esse comportamento esta
associado a época de colheita das sementes maduras, no ponto de maturidade
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fisiolégica completa, fase em que apresentavam méaximo contetudo de massa seca, no
qual a planta cessa a translocacao de assimilados para a semente, além de produzir
maiores reservas de nutrientes, enquanto as sementes imaturas podem ter uma

composicao quimica desregulada (ELMASRY et al., 2021).

Experimento II: Germinacao in vitro de sementes e embrides zigoticos imaturos de E.
edulis em meio de cultura com GA3s

As caracteristicas germinacéo, indice de velocidade de germinacao, tempo
meédio de germinacédo, porcentagem de plantulas normais e anormais, comprimento
de parte aérea, numero de raiz, diametro do coleto, niumero de folhas e a CPA/DC ndo
apresentaram diferencas estatisticas entre os dois tipos de explantes estudados
(Tabela 1). No entanto, observou-se que a germinacgao iniciou-se apés sete dias para
os embrides zigodticos e apds 10 dias para as sementes imaturas. Saldanha e Martins-
Corder (2012) verificaram que embrides zigoéticos apds 10 dias em meio de cultura
apresentaram sinais de primordios radiculares e foliares, e ap6s 120 dias houve a
formacao de plantulas normais.

O embrido zigotico apresentou menor contaminacéo (0,833%) em relacédo a
semente imatura (7,50%), no entanto houve maior oxidacdo (17,5%). A maior
porcentagem média de oxidacdo para embrides zigéticos pode ser explicada pela
producédo de polifendis no inicio da germinacgéo, que sao liberados ao meio de cultura,
e a oxidacdo destes fendis pode bloguear a absorcdo de nutrientes, afetando
diretamente os tecidos do explante, podendo retardar o seu desenvolvimento ou levar
os explantes a morte (KINGSLEY et al., 2016). Estes autores observaram que
embrides zigoéticos maduros de Elaeis guineensis Jacq. e o meio de cultura que foram
cultivados néo sofreram mudancas de coloragdo com a exsudacdo fendlica,
independentemente da suplementacao ou ndo com carvao ativado no meio de cultura.

O maior crescimento de parte aérea (6,270 cm), crescimento total de plantulas
(10,737) e relagédo CPA/CR (1,427) foram observados nas plantulas provenientes de
sementes imaturas, porque sementes imaturas possuem endosperma para manter a
nutricdo durante o processo de crescimento da plantula, além do meio de cultura, que
disponibiliza nutrientes para potencializar este crescimento. Além disso, o haustorio
cotiledonar auxilia na conducéo de fontes de carbono e nitrogénio da hidrolise das

reservas no endosperma, que sao transportadas para o desenvolvimento e
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crescimento do embrido (Nascimento et al., 2020).

Tabela 1. Germinagéo e crescimento in vitro de plantulas de E. edulis oriundas de

embrido zigotico e semente imatura

Explantes C OXID G IVG TMG PN PA NF
(%) (%) (%) (dias) (%) (%)
Embrido
0.83" 17.50" 65.00" 0.456" 15.61"s 52.50"s 30.00ns 1.210ns
zigotico
Semente
) 7.50 10.83 59.16 0.419 15.93 50.83 30.83 1.158
imatura
Explantes NR DC CPA CR CT CPA/ICR CPA/DC
(mm) (cm) (cm) (cm)
Embrido
1.496"  1.274ns 5.43" 4.506"s 9.938" 1.177 4.288"s
zigotico
Semente
) 1.501 1.298 6.27 4.383 10.737 1.427 4.853
imatura

“Significativo em nivel de 5% de probabilidade (p<0,05), pelo teste de F; "N&o significativo.
Abreviacdes: C. contaminacdo; OXID. oxidacdo; G. germinacdo; IVG. indice de velocidade de
velocidade; TMG. tempo médio de germinacdo; PN. plantulas normais; PA. plantulas anormais; NF.
numero de folhas; NR. nimero de raizes; DC. didmetro de coleto; CPA. comprimento de parte aérea;
CR. comprimento de raiz; CT. comprimento total; CPA/CR. comprimento de parte aérea/comprimento
de raiz; CPA/DC. comprimento de parte aérea/diametro de coleto.

Fonte: a autora.

O GAs nas concentragfes estudadas néo influenciou as caracteristicas de
germinacao (%), IVG e plantulas normais (%), pois os maiores valores foram
encontrados na auséncia deste regulador de crescimento: 90%; 0,62 e 83,33%,
respectivamente (Figuras 3a, b e c). As caracteristicas descritas acima apresentaram
modelo quadréatico, enquanto para o comprimento de raiz, o modelo foi linear
decrescente, com aumento das concentragdes, sendo que na concentragao de 2 mg
Lt houve acréscimo néo significativo de 0,13 cm no crescimento da raiz. A viabilidade
das sementes e a disponibilidade de nutrientes, carboidratos, fontes de carbono e
outras condicbes que favorecem o0 crescimento, proporcionam altas taxas de
germinacdo e formagdo de plantulas, conforme observado em Vanda stangeana
(BEMBEMCHA et al., 2016). Além disso, no caso das sementes imaturas, ha a
presenca de substancias de reservas no endosperma, que sendo degradadas

induzem o processo de germinacdo, a0 mesmo tempo em que 0s nutrientes presentes
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no meio de cultura estardo disponibilizados para o crescimento das plantulas.
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Figura 3. Utilizacao das concentragdes 0, 2, 4 e 8 mg L* de GAsna germinagéo (%) (a),
IVG (b), plantulas normais (%) (c), plantulas anormais (%) (d), comprimento de raiz (cm)
(e) de E. edulis. ** e *: significativo em nivel de 1 e 5 % de probabilidade.

Fonte: a autora.

Para as sementes imaturas, a oxidacdo, o comprimento de parte aérea, as
relacbes entre comprimento de parte aérea/comprimento de raiz e 0 comprimento de
parte aérea/diametro do coleto apresentou acréscimo com o0 aumento das
concentracbes de GAs (Figuras 4a, b, d e e, respectivamente). No entanto, para o
embrido zigoético, observou-se que a oxidacdo e a relagdo comprimento de parte

aérea/diametro do coleto apresentaram acentuado acréscimo e, ao atingir o ponto de
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maxima eficiéncia técnica (4,608 e 5,175 mg L) (Figuras 4a e e), houve descréscimo

continuo.
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Figura 4. Oxidacao (%) (a), comprimento de parte aérea (CPA, cm) (b), diametro do
coleto (DC, mm) (c), CPA/CR (d), CPA/DC (e) de sementes imaturas e embrido

zigético de E. edulis germinados in vitro em meio de cultura contendo GAs.

Abreviacdes. PMET- Ponto de maxima ou minima eficiéncia técnica. *: significativo

em nivel de 5% de probabilidade.

Fonte: a autora.

Para o diametro do coleto (Figura 4c), semente imatura e embrido zigético

houve decréssimo acentuado com o aumento das concentracbes de GAs. Esta
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variavel é importante para a geracao de plantulas de qualidade, que juntamente com
a relacdo comprimento de parte aérea/didametro de plantula, durante o crescimento
das plantulas in vitro, busca o equilibrio de crescimento, e é observado principalmente
guando se tem um maior crescimento radicular, fazendo com que a plantula expresse
0 Seu maior vigor.

O aumento das concentracdes de GAs (valores superiores a 4,5 mg L) resultou
em eficiéncia do crescimento de plantulas oriundas de embrido zigético, como
comprimento de parte aérea e comprimento de parte aérea/crescimento de raiz
(Figuras 4b e d). A utilizacdo do GAs e a capacidade de absorgéo pela plantula podem
causar alteracdes fisioldgicas, que potencializam o crescimento de plantulas devido a
sua atuacdo na divisdo e alongamento celular (TAIZ et al.,, 2017). Além disso,
embrides zigobticos imaturos apresentam menor quantidade de reserva nutricional que
as sementes imaturas, que possuem a presenca do tecido de armazenamento, 0
endosperma prontamente disponivel. A germinagéo de embrides zigdticos e sementes
imaturas in vitro foi superior a 90% sem o uso de regulador de crescimento, resultado
este superior aos encontrados por Ribeiro et al. (2015) utilizando sementes maduras
de E. edulis submetidas a tratamentos pré-germinativos ex vitro, no qual a taxa de
germinacao foi de 74% utilizando GAs. Similarmente, comprimentos de parte aérea de
plantulas oriundas de semente imatura e de embrido zigético (6,270 e 5,434 cm,
respectivamente) foram superiores aos valores observados por Ribeiro et al. (2015)
para semente madura de E. edulis (2,78 cm), evidenciando que explantes imaturos

Sao mais responsivos, ndo necessitando de reguladores de crescimento.

Experimento lll: Aclimatizacdo de plantulas provenientes do cultivo in vitro de
sementes imaturas de E. edulis pré-germinadas em diferentes meios de cultura e
substrato ex vitro

No substrato Carolina Soil® ex vitro houve germinacéo de 97,5% das sementes,
no entanto houve menor IVG (0,083) e maior TMG (48,61 dias) (Tabela 2). Nos
tratamentos in vitro, as sementes apresentaram germinagao superior a 60%,
evidenciando que sementes imaturas de E. edulis podem germinar em diferentes
substratos. Além disso, durante o processo de pré-germinacado houve reducdo das
reservas nutricionais do endosperma, translocadas para o eixo embrionario, causando

reducdo na massa seca total, que foi utilizada durante o processo respiratorio para o
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seu crescimento (Tabela 2), resultados que corroboram aqueles observados por
Venturi e Paulilo (1998).

Ferreira et al. (2020) realizaram analises histoquimicas durante a germinacao
de sementes de E. precatoria, nas quais verificaram a presenca de proteinas em
diferentes tamanhos e formas na regido haustorial e proxima a regido do eixo
embrionério, e poucos grdos de amido proximo e ao redor da plumula. Também
observaram que apés quatro dias houve pequeno consumo de proteinas proximas ao
eixo embrionario, e na regiao central do haustorio apés oito dias. Além do inicio da
mobilizacdo das reservas de proteinas, houve aumento na quantidade de gréos de
amido dentro e ao redor do eixo embrionéario. E apés 15 dias, houve a protrusdo da
raiz primaria e as reservas proteicas foram quase totalmente consumidas (FERREIRA
et al., 2020).

Observou-se que o TMG dos tratamentos in vitro foi de 18,08 dias, enquanto o
tratamento ex vitro foi de 48,61 dias, portanto a utilizacdo do ambiente in vitro gerou
ganho de aproximadamente 30 dias (Tabela 2). Naturalmente, sementes maduras de
E. edulis apresentam germinacao lenta, iniciando a emergéncia em substrato de 30 a
170 dias da semeadura (CARVALHO, 2003). No entanto, quando sao submetidas ao
cultivo in vitro utilizando-se sementes imaturas ocorre reducao significativa no TMG,
tendo a germinacdo iniciada apds aproximadamente 10 dias de cultivo.
Comportamento similar foi observado em outras palmeiras, a exemplo de E.
guineenses, que apresentou germinacao ex vitro entre 105 e120 dias, utilizando-se
escarificacdo por calor seco. Contudo, quando submetidas ao cultivo in vitro
utilizando-se embrides zigéticos maduros, a germinagdo ocorreu apos 14 a20 dias,
apresentando em torno de 90% dos embrides germinados e uniformes (KINGSLEY et
al., 2016).

Verificou-se que nos tratamentos MS + sacarose + mio-inositol + agar e agar e
Carolina Soil® in vitro houve médias estatisticamente superiores de IVG (0,969; 1,026
e 1,021, respectivamente), e nos tratamentos MS + sacarose + mio-inositol + agar e
agar houve menor TMG (16,6 e 15,76 dias, respectivamente, nao diferindo
estatisticamente).

Plantulas cultivadas em meio de cultura agar apresentaram maior taxa de
sobrevivéncia em relacdo aos demais tratamentos (80%) (Figura 5), e a menor
porcentagem de contaminac&o (20%) (Tabela 3). E um método de propagacio que se

destaca por ser menos oneroso, economizando reagentes e tempo no preparo do
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meio (Tabela 1). O agar € um polissacarideo estavel, empregado como um gelificante
ao meio de cultura, e no cultivo in vitro de plantas proporciona sustentacéo para as
plantulas. No entanto, dentre as diversas marcas disponibilizadas, ha a necessidade
de maior grau de pureza para evitar que afete o metabolismo dos tecidos das plantulas
(BERUTO et al., 1999). Além disso, o uso de meio de cultura contendo baixos
contetdos de agar pode facilitar a germinagcdo de algumas sementes, pois 0 meio
menos solido fornece maior quantidade de agua para as sementes, podendo ser um
fator determinante para algumas sementes, favorecendo a embebicao e ativacéo do
metabolismo das sementes para posterior germinagéo (GOLLE, 2010).

A cultura de tecidos apresenta como um dos pricipais problemas o alto custo
para obtencéo das plantulas, e com o avanco da biotecnologia uma forma de reduzir
estes custos é estudar a adaptabilidade das espécies em materiais naturais para
aplicacOes agricolas. Cao e Li (2021) estudaram a aplicabilidade de um hidrogel de
agarose com carvao ativado na germinacao de sementes, e verificaram que a adicao
de carvdo ativado melhora as propriedades dos hidrogéis de agarose e,
consequentemente, melhora a germinacédo e crescimento das plantas, apresentando
percentual de germinacédo alto (100%) e, além disso, maior comprimento de raiz e
parte aérea, e masa fresca e seca em relacédo a ndo adi¢ao de carvao ativado.

Tabela 2. Germinagéao, IVG e TMG de sementes imaturas de E. edulis em diferentes

substratos
Substratos G (%) IVG TMG (dias)
MS + sacarose + mio-inositol + agar 66.65 b! 0.969 a 16.60 a
MS + mio-inositol + &gar 61.50b 0.820 b 19.15b
Agar 63.75b 1.026 a 15.76 a
Carolina Sail® in vitro 64.90 b 1.021 a 20.84 b
Carolina Soil® ex vitro 97.50 a 0.083 c 48.61 c

IMédias ndo seguidas pela mesma letra, na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Abreviacdes: G. germinacdo (%); IVG. indice de velocidade de germinacdo; TMG. tempo médio de
germinacao (dias).

Fonte: a autora.

Observou-se que os tratamentos MS + sacarose + mio-inositol + agar; MS +
mio-inositol + agar e Carolina Soil® in vitro e ex vitro apresentaram a menor taxa de

sobrevivéncia (35 e 35; 50,00 e 38,25%) (Figura 5) e, consequentemente a maior
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contaminagao (65,00 e 65,00; 50,00 e 61,75%) (Tabela 3).

A utilizagdo de sacarose no tratamento MS + sacarose + mio-inositol + agar
pode ter auxiliado no processo de germinacdo como fonte de carboidratos,
possibilitando rapida germinacdo com aproximadamente 16,60 dias (Tabela 2) No
entanto, para o processo de aclimatizacdo, o curto periodo de absor¢ao da sacarose
pode ter influenciado negativamente, favorecendo a contaminagdo dos explantes
(65%) (Tabela 3). A presenca da sacarose no meio de cultura também pode ter
reduzido seu potencial hidrico, bem como a absorcdo de agua pela semente,
causando estresse hidrico (SILVEIRA et al., 2016), interferindo posteriormente no
processo de aclimatizacao.

Considerando que a germinacdo de sementes e o crescimento de plantulas
ocorrem por meio de processos de hidrolise e mobilizacdo de reservas, a reducao da
absorcdo de agua pode retardar a absor¢cdo exdgena de agucares e interferir em
processos bioquimicos da semente, como no metabolismo dos carboidratos, que sdo
fontes de energia para os processos de diferenciacao celular (JACOB et al., 2020). A
sacarose é uma fonte de carbono importante para o crescimento das células e tecido
vegetais e é o carboidrato mais utilizado na proliferacéo de brotos e inducao de raizes
in vitro (YASEEN et al., 2013).

Tabela 3. Crescimento de plantulas na aclimatizacdo de Euterpe edulis oriundas de

sementes imaturas.

S C DC CPA CR
Substratos NF NR
(%) (%) (mm) (cm) (cm)

MS + sacarose +
o i 35.00b! 65.00a 0.50b 0.70b 1.10d 2.05d 2.92d
mio-inositol + &gar
MS + mio-inositol + 4gar 35.00b  65.00 a 125a 150a 1.31b 290c 1055a
Agar 80.00a 20.00b 1.05a 1.50a 2.07a 393a 6.11c
Carolina Soil® in vitro 50.00b 50.00 a 0.55b 0.95b 1.21c 3.32b 8.41b
Carolina Soil® ex vitro 38.25b 61.75a 0.40b 0.70b 1.07d 2.11d 575¢c

CT  CPAICR CPADC MSPA MSR  MST
(cm) (9) @) @)

Substratos

MS + sacarose +
o 498b 0.70 a 1.85¢ 0.03d 0.02c 0.05c

mio-inositol + agar
MS + mio-inositol + 4gar 13.45a 0.27c 2.17b 047a 0.07b 054a
Agar 10.04 a 0.64 a 1.89c 0.36b 0.13a 0.50a

Carolina Soil®in vitro 11.74 a 0.39 b 2.74 a 0.30bc 0.06b 0.36Db
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Carolina Soil® ex vitro 7.88b 0.36 b 1.97c 0.24c 0.06b 0.31b

IMédias ndo seguidas pela mesma letra na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Abreviacdes S. sobrevivéncia; C. contaminacdo; NF. nimero de folhas; NR. nimero de raizes; DC.
didmetro de coleto; CPA. comprimento de parte aérea; CR. comprimento de raiz; CT. comprimento
total; CPA/CR. comprimento de parte aérea/comprimento de raiz; CPA/DC. comprimento de parte
aérea/diametro de coleto; MSPA. massa seca de parte aérea; MSR. massa seca de raiz; MST. massa
seca total.

Fonte: a autora.

Os maiores crescimentos totais (parte aérea e raiz) foram obtidos nos
tratamentos MS + mio-inositol + agar; Carolina Soil® in vitro e agar (13,45 e 11,74 e
10,04 cm, respectivamente). Isso pode ser explicado pelo maior crescimento de raiz
em relacéo a parte aérea, sendo o maior crescimento de raiz observado no tratamento
MS + mio-inositol + agar (10,55 cm) (Tabela 3). Além disso, destaca-se que o0 maior
crescimento de parte aérea (3,93 cm) e didmetro de coleto (2,07 mm) foram
encontrados com o uso do agar.

Nos tratamentos MS + sacarose + mio-inositol + agar e agar, as plantulas
apresentaram relacdo CPA/CR de 0,70 e 0,64 respectivamente, ndo diferindo
estatisticamente, evidenciando que mudas que apresentaram maior relacdo CPA/CR
apresentaram maior equilibrio e uniformidade de crescimento entre as partes e
diametro mais espesso. De acordo com Carneiro (1995), o comprimento de parte
aérea e o diametro de coleto sdo variaveis morfologicas faceis de medicdo e
importantes para estimar a qualidade das mudas. Além disso, pode indicar o quociente
de robustez por meio da relacéo entre estes, sugerindo que quanto maior for o seu
valor, maior a capacidade de sobrevivéncia no campo. A presenca de raizes nas
mudas obtidas in vitro ndo s6 aumentam caracteristicas biométricas, mas também as
fisiolégicas, como os niveis de clorofila a e a taxa fotossintética, proporcionando
mudas rustificadas e indicando a importancia das raizes para a aclimatizacdo (LEITE
et al., 2021).

Nos tratamentos MS + mio-inositol + agar e agar, as plantulas apresentaram
nameros de folhas (1,25 e 1,05) e numero de raizes (1,5 e 1,5), superiores
estatisticamente, e massa seca total superior (0,54 e 0,50 g), respectivamente.
Moreira et al. (2006) descrevem que mudas com um maior numero de folhas
apresentam maior pegamento no campo posterior, visto que as folhas realizam

fotossintese por meio da captacdo de energia, e assim produzem fotoassimilados.
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N&o obstante, o uso de substratos de qualidade no processo de aclimatizagéao
favorece a boa formacéo de plantulas e o bom crescimento de raizes. Neste estudo,
0 substrato utilizado era composto a base de esfagno, vermiculita expandida, calcario
dolomitico, gesso agricola e fertilizante NPK, propiciando boa aeracéo, e capacidade

de retencdo de 4gua, o que favoreceu o crescimento das raizes e translocacao de

agua e nutrientes para a parte aérea (NAVROSKI et al., 2016).

m M Sobrevivéncia

Substrato Carolina® ex it =38.25%b

- Sementes germinadas em substrato
(camara de germinagao a 27 °C)

le - Og

Semente imatura Semente imatura

com casca sem casca ' @ ' @ .
Sementes pré-germinadas ‘\

wo |

Agar  Substrato - 5
3808"059 Mio- |n05|to| Carolina® (P o germinaga0 .21 °C)
Mio-inositol  Agar
Agar
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| MS + Sacarose +Mio-inositol +Agar |

£
o
o
£ I Agar | | =80%a
<
Total . ' ’
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Figura 5. Pré-germinacéo in vitro em diferentes substratos, germinagéo ex vitro de

sementes imaturas e crescimento de plantulas de E. edulis aclimatizadas ex vitro.

Fonte: a autora.

Os resultados inferiores de sobrevivéncia e crescimento no substrato utilizado

ex vitro pode ser explicado pelo maior tempo de exposi¢cao das sementes imaturas em
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um ambiente no qual as sementes adquirem maior umidade com o tempo, tornando-
se favoradvel a contaminacgdo, visto que as sementes pré-germinadas ja foram
transferidas com formacéo inicial de raiz e parte aérea, diminuido este tempo de
exposicao, sugerindo que esse processo pode ter favorecido o melhor crescimento
com formagdo de novas raizes mais rapidamente, aumentando a taxa de
sobrevivéncia.

A presenca de raizes esta relacionada a absorcédo de agua e nutrientes e com
o desempenho da planta em condi¢cdes de estresse, desta forma uma estrutura
radicular proporciona formacgao de novas raizes, maior area foliar e numero de folhas,

assim também maior taxa fotosintética (LEITE et al., 2021).

6. CONCLUSOES

Sementes imaturas proporcionam plantulas mais vigorosas e seu processo de
obtencdo € menos oneroso em relacao as oriundas de embrido zigotico.

O cultivo in vitro de sementes imaturas (180 DAA) apresenta ganho de 130 dias
em comparagao com sementes maduras (228 DAA).

O GAz nas concentracdes 0, 2, 4 e 8 mg L para sementes de E. edulis néo
proporciona a germinacéo das sementes.

O uso apenas do 4gar € uma alternativa menos onerosa para a germinacao de
sementes de E. edulis in vitro, e proporciona menor porcentagem de contaminacao,

alta taxa de sobrevivéncia ex vitro e maior crescimento de parte aérea e radicular.
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