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RESUMO 

 

PAULUCIO, Márcia Cristina. Germinação ex vitro e potencial organogênico e 

embriogênico in vitro de Lecythis pisonis cambess. 2016. Dissertação (Mestrado 

em Ciências Florestais) – Universidade Federal do Espírito Santo, Jerônimo 

Monteiro, ES. Orientadora: Profa. Dra. Elzimar de Oliveira Gonçalves. Coorientador: 

Prof. Dr. Rodrigo Sobreira Alexandre.  

 

A espécie Lecythis pisonis cambess pertencente à família Lecythidaceae, possui 

potencial ornamental, frutífera, madeireira, podendo ser utilizada no reflorestamento, 

além de produzir saborosas castanhas ricas em proteínas e minerais. Os estudos 

das técnicas de propagação sexuada e assexuada de espécies florestais assumem 

um papel relevante nas pesquisas científicas, objetivando a preservação e a 

utilização dessas espécies com interesses diversificados. Objetivou-se com este 

trabalho, avaliar a germinação ex vitro das sementes submetidas a diferentes 

métodos de superação de dormência e avaliar o estabelecimento in vitro e o 

potencial organogênico e embriogênico da espécie L. pisonis. Inicialmente para o 

estudo da germinação ex vitro, foram avaliados o comprimento, largura e espessura 

das sementes. Em seguida as sementes foram submetidas aos seguintes 

tratamentos pré-germinativos: sementes intactas (testemunha); escarificação 

mecânica; escarificação química com ácido sulfúrico (98%) por 30, 60 e 90 minutos 

e total remoção do tegumento. Foram avaliados, a porcentagem de emergência 

(E%); índice de velocidade de emergência (IVE) e frequência relativa da emergência 

(Fr). As sementes intactas e imersas ao H2SO4 por 30, 60 e 90 minutos foram 

radiografadas pelo equipamento de raios X (X QDP-01X) e foi analisado o desgaste 

químico provocado pelo H2SO4 no tegumento da semente e se este tratamento 

causou algum dano a semente. Ao final do experimento foi realizada a 

caracterização morfológica das plântulas e calculado a porcentagem de 

poliembrionia das sementes escarificadas mecanicamente. Observou-se que as 

sementes de L. pisonis apresentam dormência tegumentar e o tratamento mais 

eficiente para superar esta dormência foi a escarificação mecânica, com maior 

porcentagem de emergência e maior vigor das plântulas formadas. O teste de raios 

x mostrou que a escarificação química não causou danos ao endosperma e ao 



7 
 

embrião da semente, além disso, o desgate químico do tegumento foi proporcional 

ao tempo de imersão das sementes no ácido sulfúrico. As sementes de L. pisonis 

apresentaram 25% de poliembrionia. Ainda avaliou-se o estabelecimento in vitro e o 

potêncial organogênico e embriogênico da espécie em estudo. Os explantes 

utilizados para o estabelecimento in vitro foram sementes sem tegumento de L. 

pisonis, no qual foram inoculados no meio WPM sem regulador de crescimento e 

mantidos em sala de crescimento por 150 dias. Neste experimento foram 

observadas diferentes respostas morfogênicas: esverdeamento (63%), calogênese 

(84%), germinação (8%), rizogênese direta (4%) e organogênese indireta (2%). Para 

a indução da embriogênese somática foram utilizados os segmentos de sapucaia, 

inoculados em meio MS, com a adição dos reguladores de crescimento em 

diferentes concentrações (0; 1,5 e 3,0 mg L-1 de 2,4-D) e citocinina (0, 0,5 e 1,0 m L-1 

de KI). Observou-se que as concentrações utilizadas não foram eficientes para a 

indução de embriões somáticos. Na indução do enraizamento in vitro de segmentos 

caulinares de plântulas germinadas in vitro foram testadas diferentes concentrações 

de AIB (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 mg L-1). Observou-se a formação de raízes em todas as 

concentrações utilizadas, exceto na ausência da auxina.  

 

Palavras-chaves: sapucaia, propagação, cultivo in vitro, germinação, 

embriogênese, rizogênese.  
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ABSTRACT 

 

PAULUCIO, Márcia Cristina. Germination in vitro and potential organogenic and 

embryogenic in vitro Lecythis pisonis cambess. 2016. Dissertação (Mestrado em 

Ciências Florestais) – Universidade Federal do Espírito Santo, Jerônimo Monteiro, 

ES. Orientadora: Profa. Dra. Elzimar de Oliveira Gonçalves. Coorientador: Prof. Dr. 

Rodrigo Sobreira Alexandre.  

 

The species Lecythis pisonis cambess belonging to Lecythidaceae, has ornamental, 

fruit, timber potential and can be used in reforestation, as well as producing tasty 

nuts rich in protein and minerals. Studies of propagation techniques sexual and 

asexual forest species play an important role in scientific research, aiming at the 

preservation and use of these species with diversified interests. The objective of this 

study was to evaluate the ex vitro germination of seeds subjected to different 

methods of scarification and evaluate the in vitro establishment and organogenic 

potential and embryogenic the species L. pisonis. Initially for ex vitro germination of 

the study evaluated the length, width and thickness of seeds. Then the seeds were 

submitted to the following pre-germination treatments: intact seeds (control); 

mechanical scarification; chemical scarification with sulfuric acid (98%) for 30, 60 and 

90 minutes and complete removal of the seed coat. Were evaluated, the emergence 

percentage (E%); emergence speed index (EVI) and relative frequency of emergency 

(Fr). The intact seeds and immersed to H2SO4 for 30, 60 and 90 minutes were 

radiographed by X-ray equipment (X QDP-01X) and analyzed the chemical wear 

caused by H2SO4 in the seed coat and this treatment caused some damage to the 

seed. At the end of the experiment was carried out the morphological 

characterization of seedlings and calculated the percentage of polyembryony seeds 

scarified mechanically. It was observed that L. pisonis seeds have integumentary 

dormancy and the most effective treatment to overcome this dormancy was 

mechanical scarification, with a higher percentage of emergence and vigor of 

seedlings formed. The x-ray pattern showed that the chemical scarification caused 

no damage to the seed endosperm and embryo, furthermore, the chemical desgate 

the integument was proportional to the time of immersion of seeds in sulfuric acid. 

The seeds of L. pisonis presented 25% polyembryony. Also evaluated the in vitro 

establishment and the organogenic and embryogenic potential of the species under 
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study. The explants used to establish in vitro were no seed tegument L. pisonis, 

which were inoculated in WPM medium without growth regulators and maintained in 

growth room for 150 days. In this experiment were observed different morphogenic 

responses: Greening (63%), callus formation (84%), germination (8%), direct 

rizogenesis (4%) and indirect organogenesis (2%). For the induction of somatic 

embryogenesis were used segments sapucaia inoculated onto MS medium with the 

addition of growth regulators at different concentrations (0; 1,5, and 3,0 mg L-1 2,4-

D), and cytokinin (0, 0,5 and 1,0 m L-1 KI). It was observed that these concentrations 

were not efficient for induction of somatic embryos. In vitro rooting induction of stem 

segments seedlings germinated in vitro were tested different concentrations of IBA 

(0,0;1,0; 2,0 and 3,0 mg L-1). We observed the formation of roots at all concentrations 

used except in the absence of auxin. 

 

Keywords: sapucaia, propagation, vitro culture, germination, embryogenic, 

rizogenesis . 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

A espécie Lecythis pisonis cambess (Lecythidaceae), conhecida populamente 

como sapucaia, apresenta grande potencial ornamental, frutífera, madeireira e 

indicada para reflorestamento por ser uma espécie clímax e por atrair a fauna local 

(RIBEIRO, 2010). É nativa da Mata Atlântica e produz sementes que constituem 

numa castanha comestível rica em proteínas (DENADAI et al., 2010), tal como a 

castanha-do-brasil e a castanha-de-caju. 

A espécie tem ocorrência nos estados do Ceará até o Rio de Janeiro, com 

predominância no Sul da Bahia e Norte do Espírito Santo (LORENZI, 2008). No 

entanto, apresenta baixa frequência natural na floresta, devido à pequena produção 

de sementes e a intensa perseguição dos macacos que consomem avidamente suas 

castanhas. Além disso, segundo Wickens (1991), está espécie floresce 

esporadicamente, com alguns indivíduos anualmente, enquanto outros a cada 

intervalo de cinco anos. 

As árvores da sapucaia quando adultas podem atingir altura média de 20 a 30 

metros e tronco de 50-90 cm de diâmetro, revestido por uma casca espessa 

(LORENZI, 2008). Seus frutos são grandes e pesam em média 1 a 2,5 Kg 

(SAMPAIO, 2000). O porte das árvores e seu frutos indeiscentes (MORI, 2008) 

dificultam a coleta de sementes. Além disso, uma vez no chão, as sementes são 

apreciadas e consumidas por morcegos e macacos (FERRÃO, 2001). 

Uma das maiores dificuldades na propagação de mudas da sapucaia é o 

processo germinativo lento e desuniforme, como observado em outras espécies da 

mesma família como, Bertholletia excelsa Bonpl. (castanha-do-brasil) e Couratari 

stellata A.C.Sm. (CRUZ; CARVALHO, 2003). 

A reduzida taxa de germinação de L. pisonis pode ser decorrente da presença 

de dormência tegumentar ou fisiológica. A dormência tegumentar é caracterizada 

pela presença de tegumentos impermeáveis à agua e/ou oxigênio. A dureza dos 

tecidos de revestimento, frequentemente causam consideráveis problemas ao 

processo germinativo, em razão da restrição de água e do oxigênio e da resistência 

física à retomada do embrião (TAIZ; ZEIGER, 2013). Enquanto na dormência 

fisiológica os embriões são imaturos ou apresentam substâncias inibidoras de 

germinação (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).  
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Diante disso, é necessário o estudo de métodos pré-germinativos para 

potencializar e uniformizar a germinação das sementes. A eficiência desses métodos 

foi constatada por diversos autores para algumas espécies florestais, dentre elas: 

Dimorphandra wilsonii Rizzini (LOPES; MATHEUS, 2008), Annona cherimola Mill. 

(OLIVEIRA et al., 2010), Ormosia arborea (Vell.) Harms (BASQUEIRA et al., 2011), 

Senna macranthera (Collad.) H.S. Irwin & Barneby (LOPES; BARBOSA; CAPUCHO, 

2012), Joannesia princeps Vell. (BELTRAME et al., 2014) e Dimorphandra wilsonii 

(MATHEUS et al., 2015). 

A dificuldade de produção de mudas da espécie também pode ser contornada 

pela propagação assexuda. A cultura de tecidos é bastante útil no processo de 

propagação, produzindo plantas sadias e vigorosas em grande escala comercial. 

Além disso, a propagação in vitro, permite a produção de material vegetal em 

condições assépticas, para espécies que apresentam dificuldade de germinação 

(PINHAL et al., 2011; PELEGRINI et al., 2013).  

Com o avanço das pesquisas em biotecnologia, as técnicas de propagação in 

vitro, como a germinação in vitro, organogênese e embriogênese somática, 

apresentam-se cada vez mais promissoras.  

A embriogênese somática é um processo onde células somáticas, sob 

condições específicas de indução, geram células embriogênicas que, através de 

uma série de modificações estruturais e bioquímicas, resultam na formação do 

embrião somático (TAUTORUS et al., 1991; QUIROZ-FIGUEROA, 2006). Os 

embriões somáticos in vitro podem ser formados a partir de embriogênese direta ou 

indireta. Na embriogênese somática direta, os embriões somáticos originam-se 

diretamente do tecido do explante e a indireta, os embriões somáticos são 

originados a partir de um tecido intermediário, denominado calo. 

Este método possibilita a produção de grande quantidade de árvores 

uniformes num curto espaço de tempo (PAIVA-NETO et al., 2003). No entanto, a 

baixa taxa de indução de embriões somáticos e a baixa taxa de conversão destes 

em plantas completas são as principais limitações dos sistemas de embriogênese 

somática desenvolvidos para várias espécies lenhosas. Esta limitação tem sido 

observada para algumas espécies arbóreas, como a Swietenia macrophylla 

(MARUYAMA e ISHII, 1999), O. odorifera (SANTA-CATARINA et al., 2001), O. 

catharinensis (VIANA et al., 2005) e Eucalyptus grandis (TITON, 2007). 
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Já a organogênese refere-se à diferenciação e formação de órgãos (raízes, 

parte aérea, brotações, flores) a partir de explantes cultivados in vitro, sendo um 

processo controlado por substâncias hormonais (GUERRA et al., 2006).  

 A multiplicação e o enraizamento de plantas cultivadas in vitro, são 

influenciados por diversos fatores, como: teor de ágar, concentração de nutrientes e 

sacarose no meio, o ambiente de crescimento que inclui o fotoperíodo, a qualidade 

da luz e a temperatura, e principalemente pelos reguladores de crescimento (CID, 

2010; PINHAL et al., 2011; SILVA et al., 2012).  

Segundo George, Hall e Klerk (2008), as auxinas e citocininas são as classes 

de reguladores de crescimento mais utilizadas e o balanço destes reguladores irá 

conduzir o desenvolvimento do explante. De maneira geral, as citocininas estão 

relacionadas com a indução de formação de brotos e as auxinas com a indução da 

rizogênese (EDWIN et al., 2008; SAINI et al., 2013). Um sistema radicular bem 

desenvolvido, assim como uma boa relação raiz/broto, é de suma importância para a 

sobrevivência das plantas, principalmente, para a aclimatização e transplantio para o 

campo (KLERK, 2002).  

Neste contexto, justifica-se o estudo destas técnicas a fim de maximizar a 

taxa de germinação e obter plântulas uniformes e com garantias fitossanitárias, em 

menor tempo em grandes quantidades para a produção de mudas. Além disso, são 

necessários estudos que colaborem para análise e manejo de sementes de 

sapucaia.  

Diante disso, objetivou-se com este trabalho: avaliar as caracterististicas 

físicas das sementes e a germinação ex vitro das sementes submetidas a diferentes 

métodos de superação de dormência e avaliar o estabelecimento in vitro e o 

potencial organogênico e embriogênico de explantes da espécie L. pisonis.  
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Superação da dormência em sementes de Lecythis pisonis cambess. 

 

RESUMO 

 

Objetivou-se com este estudo, avaliar as características físicas das sementes e a 

germinação da espécie Lecythis pisonis submetidos a diferentes métodos de 

superação de dormência. As sementes foram coletadas de matrizes no município de 

Linhares - ES. Primeiramente foram avaliados o comprimento, largura, espessura e 

umidade inicial das sementes. Em seguida as sementes foram submetidas a 

diferentes métodos pré-germinativos: sementes intactas (testemunha); escarificação 

mecânica, com auxílio de lixadeira nº 80; escarificação química com imersão das 

sementes no ácido sulfúrico (98%) por 30, 60 e 90 minutos e remoção total do 

tegumento, com auxílio de uma pinça e bisturi. Foram avaliados a porcentagem de 

emergência (E%); índice de velocidade de emergência (IVE) e frequência relativa da 

emergência (Fr). As sementes intactas e imersas ao H2SO4 por 30, 60 e 90 minutos 

foram radiografadas pelo equipamento de raios X (X QDP-01X) e foi verificado o 

desgaste químico provocado pelo H2SO4 no tegumento da semente e se o 

tratamento químico causou algum dano a semente. Ao final do experimento foi 

realizada a caracterização morfológica das plântulas: diâmetro do coleto (DC); 

comprimento da parte aérea (CPA), massa seca das folhas (MSF), do caule (MSC) e 

da raiz (MSR), massa seca total (MST), número de folhas (NF) e área foliar (AF) e 

calculado a porcentagem de poliembrionia das sementes escarificadas 

mecanicamente. As sementes de L. pisonis possuem, em média 38,95 mm de 

comprimento; 23,19 mm de largura e 18,33 mm de espessura. As mesmas 

apresentam dormência física imposta pelo tegumento e o método mais eficiente para 

superar a dormência tegumentar foi a escarificação mecânica, que promove um 

aumento de 60% na emergência e maior vigor da plântulas. A porcentagem de 

poliembrionia das sementes de L. pisonis é  25% .  

 

Palavras-chaves: sapucaia, tegumento, emergência, vigor, poliembrionia. 
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Overcoming seed dormancy in Lecythis pisonis cambess. 

 

ABSTRACT 

 

The objective of this study was to evaluate the physical characteristics of seeds and 

germination of Lecythis pisonis seeds subjected to different methods of scarification. 

Seeds were collected from headquarters in Linhares - ES. First they assessed the 

length, width, thickness and initial moisture content of the seeds. Then the seeds 

were submitted to different pre-germination methods: intact seeds (control); 

mechanical scarification with aid sander nº 80; chemical scarification soaking of 

seeds in sulfuric acid (98%) for 30, 60 and 90 minutes and complete removal of the 

seed coat, with the aid of forceps and scalpel. They evaluated the emergency 

percentage (E%); emergence speed index (EVI) and relative frequency of emergency 

(Fr). The intact seeds and immersed to H2SO4 for 30, 60 and 90 minutes were 

radiographed by X-ray equipment (X QDP-01X) and was verified chemical wear 

caused by H2SO4 in the seed coat and chemical treatment caused some damage to 

seed. At the end of the experiment was carried out the morphological 

characterization of the seedlings: stem diameter (DC); shoot length (CPA), dry weight 

of leaves (MSF), the stem (MSC) and root (MSR), total dry matter (MST), number of 

leaves (NF) and leaf area (AF) and calculated polyembryony percentage of seeds 

scarified mechanically. The L. pisonis seeds have an average length of 38,95 mm; 

23,19 mm width and 18,33 mm in thickness. They present physical dormancy 

imposed by the tegument and the most efficient method to overcome the tegumentar 

dormancy was mechanical scarification, which promotes an increase of 60% in the 

emergence and vigor of seedlings. The percentage of polyembryony of L. pisonis 

seeds is 25%.  

 

Keywords: sapucaia, tegument, vigor, emergency, polyembryony. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A espécie Lecythis pisonis cambess (Lecythidaceae), conhecida 

popularmente como sapucaia, é uma árvore nativa da Floresta Atlântica, com 

ocorrência nos estados do Ceará até o Rio de Janeiro, e predominância no Sul da 

Bahia e Norte do Espírito Santo (LORENZI, 2008). É uma espécie com potencial 

ornamental, frutífera, madeireira e  indicada para reflorestamento, por ser uma 

espécie clímax e atrair a fauna local (RIBEIRO, 2010). Além disso, suas   sementes 

se constituem em uma castanha comestível, rica em proteínas e minerais (DENADAI 

et al., 2007).  

A produção de mudas desta espécie via propagação seminal é dificultada 

pelo fato da mesma apresentar baixa frequência nas matas e pelas dificuldades na 

coleta de sementes, devido ao grande porte das árvores e pelo fato das mesmas 

serem consumidas por morcegos e macacos (FERRÃO et al., 2001). Somado a isto, 

a presença do tegumento duro em suas sementes também pode ocasionar 

problemas para a produção de mudas, em razão da restrição à permeabilidade à 

água e ao oxigênio, retardando o processo germinativo (SILVA et al., 2011; TAIZ; 

ZEIGER, 2013). No entanto, a presença do tegumento espesso, também pode ser 

considerada uma forma de proteger as suas sementes, principalmente por reduzir  

as flutuações de temperatura, umidade e ataque de micro-organismos (MOHAMED-

YASSEEN et al., 1994), o que é muito importante para espécies que, assim como a 

sapucaia, apresentam características fenológicas e de ocorrência que restringe a 

produção de sementes e, por consequência o sucesso de sua propagação natural. 

Nas espécies florestais, a dormência de sementes é comum. Em condições 

naturais a dormência tem grande valor por ser um mecanismo de sobrevivência da 

espécie, possibilitando que a germinação ocorra apenas quando as condições para 

o estabelecimento das plântulas sejam adequadas (FINCH-SAVAGE; LEUBNER -

METZGER, 2006). Porém, passa a ser um problema quando as sementes são 

utilizadas para a produção de mudas, em razão da desuniformidade de germinação 

e perdas das sementes por deterioração (RODRIGUES et al., 2008; AL-MENAIE et 

al., 2010). 

Deste modo, para otimizar o processo de germinação das sementes são 

utilizados métodos pré-germinativos, como a escarificação química, escarificação 
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mecânica, estratificação e o choque térmico. No entanto, a aplicabilidade e a 

eficiência desses tratamentos dependem do tipo e grau de dormência, que varia 

entre as espécies florestais (SILVEIRA, 2013).  

Estudos realizados com as espécies, Hymenaea courbaril (ANDRADE et al., 

2010), Parkia discolor (PEREIRA; FERREIRA, 2010), Dypterix  lacunifera 

(CAVALCANTE et al., 2011), Sesbania virgata (SILVA et al., 2011), Dimorphandra 

wilsonii (MATHEUS et al., 2015) e Mimosa calodendron (DAYRELL et al., 2015) 

comprovam que o tratamento de escarificação mecânica é um método eficiente para 

superar a dormência de espécies com o tegumento duro e para potencializar  o 

processo germinativo.  

Aspectos físicos das sementes também influenciam na germinação, pois 

auxiliam na uniformização da emergência de plântulas e na selecão de sementes 

com maior vigor para a produção de mudas (MATOS et al., 2014).  

Diante do potencial desta espécie florestal e da escassez de informações 

sobre a germinação de suas sementes, somado às limitações citadas para a 

propagação seminal, objetivou-se neste trabalho avaliar as características físicas 

das sementes de L. pisonis, bem como avaliar o processo germinativo destas 

sementes submetidas a diferentes métodos de superação de dormência. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 LOCALIZAÇÃO DA ÁREA DE ESTUDO 

 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Sementes Florestais 

localizado na área experimental do Departamento de Ciências Florestais e da 

Madeira no município de Jerônimo Monteiro-ES, do Centro de Ciências Agrárias da 

Universidade Federal do Espírito Santo (CCA-UFES). 

 

2.2 COLETA E BENEFICIAMENTO DO MATERIAL 

 

Foram utilizadas sementes da espécie Lecythis pisonis coletadas de matrizes 

existentes na região Norte do Espírito Santo, no município de Linhares. O município 

de Linhares está localizado na latitude 19º 35’S e longitude 40,06 º’W e a 

temperatura média anual da região é de 23,5 ºC (AlVARES et al., 2014).  

Os frutos (pixídios) foram coletados na fase inicial de deiscência com auxílio 

de um podão e foram transferidos para um local sombreado para abertura do 

opérculo e liberação de suas sementes. Em seguida, foram encaminhadas para o 

Laboratório de Sementes Florestais do Departamento de Ciências Florestais e da 

Madeira para a condução dos estudos. 

 

2.3 CARACTERISTICAS FÍSICA DE SEMENTES  

 

Para o estudo biométrico foram separadas aleatoriamente 200 sementes e 

realizadas as seguintes medições: comprimento, largura e espessura com auxílio de 

um paquímetro digital com precisão de 0,1 mm. O comprimento das sementes foi 

medido do ápice até a base, que é a região de protrusão da raiz primária. Para a 

largura e diâmetro, foi considerada a parte mais larga e espessa da semente.  
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Foram calculadas as médias, máximos e mínimos, os desvios-padrões, os 

coeficientes de variação e a distribuição da frequência em classes para cada 

característica. 

A determinação do teor de água nas sementes foi realizada pelo método de 

estufa a 105 ± 3 ºC, por um período de 24 horas (BRASIL, 2009),  utilizando-se a 

seguinte equação (1): 

 
(1) 

 

 

Em que:  

U = porcentagem de umidade; 

Pf = peso final;  

Pi = peso inicial; 

Os parâmetros estatísticos para análise dos dados foram  a média e o desvio 

padrão. 

 

2.4 TRATAMENTOS PRÉ-GERMINATIVOS DE SEMENTES DE L. pisonis. 

 

As sementes passaram por tratamentos pré-germinativos de escarificação 

mecânica e química. Foi realizada a desinfestação das sementes intactas pela 

imersão em solução de álcool 70% por um minuto e hipoclorito de sódio (2,5%) por 

15 minutos. Após a imersão das sementes em cada um destes agentes 

desinfestantes, as mesmas foram lavadas três vezes em água destilada. 

Posteriormente as sementes foram tratadas com fungicida , por imersão  em solução 

de Captan (50 g L-1) + Mancozeb (50 g L-1) por 10 minutos.  

Em seguida as sementes de L. pisonis foram submetidas aos seguintes 

tratamentos pré-germinativos: T1. semente intacta (testemunha); T2. semente 

escarificada em lixa nº 80 (escarificação mecânica); T3. imersão em ácido sulfúrico 

(95%) por 30 minutos (escarificação química); T4. imersão em ácido sulfúrico (95%) 

por 60 minutos; T5. imersão em ácido sulfúrico (95%) por 90 minutos e T6. semente 

com o tegumento totalmente removido. 

No tratamento de escarificação mecânica, as sementes foram friccionadas 

manualmente em lixa nº 80, no lado oposto ao eixo embrionário, até desgastar o 



25 
 

tegumento. Nos tratamentos de escarificação química as sementes foram imersas 

em ácido sulfúrico 96% (H2SO4) dentro de capela por 30, 60 e 90 minutos e em 

seguida foram lavadas em água corrente até a completa eliminação dos resíduos. 

Nas sementes com o tegumento totalmente removido, foi feita  a fricção com lixas  

na região das estrias do tegumento (quinas), até provocar uma rachadura e, 

posteriormente, o tegumento foi removido com a ajuda de um bisturi.  

Após os tratamentos, as sementes foram submetidas ao teste de germinação, 

sendo a semeadura  feita em bandejas plásticas contendo areia autoclavada por 20 

minutos, umedecida com água destilada e mantidas em câmaras de germinação tipo 

BOD com temperatura constante de 30 °C e fotoperíodo de 8/16 horas. O número de 

plântulas emergidas foi avaliado diariamente. Com base nas observações, foi 

calculado:  

Emergência (E) - correspondente à porcentagem total de plântulas 

emergidas.  

Índice de velocidade de emergência (IVE) - foi calculado de acordo com 

Maguire (1962), utilizando-se a equação (2):  

 

 
(2) 

 

 

Em que: 

IVE = índice de velocidade de emergência; 

N1, N2 ...Ni = número de plântulas emergidas na primeira contagem, segunda ...i-

ésima contagem, respectivamente; 

D1, D2 ... Di = número de dias na primeira contagem, segunda ...i-ésima contagem, 

respectivamente. 

Frequência relativa da emergência - Foi calculada a partir dos dados de 

emergência diária, em função do tempo (LABOURIAU; VALADARES, 1976), pela 

equação (3): 

 

 
(3) 
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Em que: 

Fr = frequência relativa da emergência; 

k = último tempo de emergência das plântulas; 

ni = número de plântulas emergidas na primeira contagem, segunda...i-ésima 

contagem, respectivamente; 

Ao final do experimento (90 dias) foi realizada a caracterização morfológica 

das plântulas no tratamento de escarificação mecânica.  Esta análise foi feita apenas 

no tratamento que apresentava o mínimo de 10 plântulas por repetição (BRASIL, 

2009). As plântulas normais foram quantificadas (%) e avaliadas quanto ao diâmetro 

do coleto (mm), comprimento da parte aérea (cm), massa seca das folhas (g), do 

caule (g) e da raiz (g), massa seca total (g), número de folhas e área foliar (cm2).  

Para obtenção da massa seca, as plântulas foram colocadas em sacos de 

papel tipo kraft  submetidas à secagem em estufa de circulação de ar forçada, com 

temperatura ajustada para 70 ºC, até peso constante, e posteriormente pesadas em 

balança analítica (0,0001 g).  

A taxa de poliembrionia foi avaliada no tratamento de escarificação mecânica, 

contabilizado o número de sementes que apresentaram mais de uma plântula por 

semente. 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) 

com seis tratamentos e quatro repetições de 25 sementes totalizando 100 sementes 

por tratamento.  

 

2.5 RAIO X 

 

Foi feito o teste de raio X das sementes intactas e das sementes submetidas 

ao tratamento de escarificação química, por 30, 60 e 90 minutos. Primeiramente 

foram separadas 10 sementes de cada tratamento. Em seguida elas foram imersas 

ao ácido sulfúrico (98%), por 30, 60 e 90 minutos. Após a imersão ao H2SO4  as 

sementes foram lavadas em água corrente até a completa eliminação dos resíduos. 

Logo após, as sementes foram identificadas e enviadas ao Laboratório de Anatomia, 

Identificação e Densitometria de Raio X, localizado Departamento de Ciencias 

Florestais, – ESALQ (Universidade de São Paulo) para o teste de raio X das 

sementes. A leitura das amostras (escaneamento) foi realizada por um feixe 
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colimado de raios X no equipamento Faxitron X-ray. Logo após a obtenção das 

imagens radiogradas, as mesmas foram analisadas e foi observado se o tratamento 

de escarificação química causou algum dano ao embrião e ao tegumento da 

semente. Também foi observado as estruturas internas e o desgate químico do 

tegumento das sementes de L. pisonis.  

 

2.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Na impossibilidade de realizar análise da estatística paramétrica para 

porcentagem de emergência (E%) e índice de velocidade e emergência (IVE), as 

médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste não-paramétrico de Kruskal-

Wallis (p ≤ 0,05) sendo utilizado o programa R (THE R FOUNDATION FOR 

STATISTICAL COMPUTING PLATAFORM, 2014). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 CARACTERÍSTICAS FÍSICAS  DAS SEMENTES DE Lecythis pisonis 

 

As sementes de sapucaia apresentaram em média 38,95 mm de 

comprimento, 23,19 mm de largura e 18,33 mm de espessura (Tabela 1). Souza et 

al. (2008) encontraram valores inferiores de comprimento (23,5 mm) de sementes 

desta mesma espécie, entretanto valores superiores foram obtidos por Braga et al. 

(2007), com média de 43,1 mm de comprimento, 25,8 mm de largura e 20,4 mm de 

espessura. Isto indica a variação existente dentro da mesma espécie, o que pode 

estar relacionado com a genética de cada indivíduo e com outras características 

como as edafoclimáticas. 

 

Tabela 1. Morfometria de sementes de Lecythis pisonis.  

Parâmetros Média Máximo Mínimo DP CV (%) 

Comprimento (mm) 38,95 48,56 27,55 4,15 10,65 

Largura (mm) 23,19 28,62 16,65 2,28   9,85 

Espessura (mm) 18,33 23,22 11,00 2,21 12,07 

DP = Desvio padrão; CV = Coeficiente de variação.  

 

Este comportamento é corroborado pelos  dados biométricos de sementes de 

outras Lecythidaceae, os quais apresentam grande variação entre as espécies da 

mesma família, como em Gustavia augusta L. com médias de 1,3 mm de 

comprimento 1,0 mm de largura e 0,8 mm de espessura (SILVA et al., 2014) e 

Cariniana legalis (Mart.) Kuntze com dimensões médias de 42,3 cm, 21,7 cm e 14,3 

cm de comprimento, largura e espessura, respectivamente (RIBEIRO et al., 2015). 

A maior parte das sementes de sapucaia apresentaram comprimento entre 

34,53 e 43,89 mm (71%) (Figura 1A), largura entre 21,37 a 26,10 mm (65%) (Figura 

1B) e espessura entre 17,78 a 20,50 mm (50%) (Figura 1C). De forma semelhante, 

Braga et al. (2007) ao estudarem a biometria desta Lecythidaceae verificaram que 

45% das sementes apresentaram comprimento de 41,0 a 43,9 mm, 73% com largura 

entre 24,0 a 27,9 mm e 76% com espessura entre 18,0 a 21,9 mm. 
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Figura 1. Histograma de frequência (%) da distribuição dos valores de comprimento, 
(A) largura (B) e espessura (C) das sementes de  Lecythis pisonis.  
 

 
 

 

 

Segundo Baskin e Baskin (2014), os diferentes tamanhos de sementes dentro 

de uma espécie podem estar correlacionados com as variações do ambiente onde 

se encontra a planta matriz. Se no período de desenvolvimento da semente o 

recurso de energia da planta-matriz for limitado devido a um fator ambiental, como 

por exemplo, temperatura e água ou a estrutura física e química do solo, a mesma 

A 

B 
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produzirá sementes de tamanho variado, causando diferença nas respostas do 

processo germinativo da espécie.  

O conhecimento da variação biométrica de caracteres de frutos e sementes é 

uma estratégia que pode ser adotada com a finalidade de uniformizar a emergência 

de plântulas e obter mudas de maior vigor e com padrões semelhantes 

(CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). A considerar que sementes maiores podem 

representar maior quantidade de reserva e isto pode contribuir para um melhor 

desenvolvimento do embriaõ, avaliado pela alta relação volume do embrião/ volume 

do endosperma. Além disso, estudos biométricos das sementes, expressam 

informações relevantes sobre as diferentes características morfológicas entre 

indivíduos de uma determinada área (GUSMÃO; VIEIRA; FONSECA JÚNIOR, 

2006). 

 

3.2 TRATAMENTOS PRÉ-GERMINATIVOS EM SEMENTES DE L. pisonis. 

 

A umidade das sementes de L. pisonis foi de 18%. Na ausência de 

tratamentos pré-germinativos (testemunha), não foi observada emergência das 

plântulas no período de 90 dias, o que evidencia provável dureza tegumentar dessa 

espécie (Tabela 2). Algumas espécies com sementes impermeáveis podem formar 

bancos de sementes persistentes no solo sem  perder a sua viabilidade e isto é uma 

estratégia para escalonar o desenvolvimento de plântulas, o que pode evitar as 

condições desfavoráveis do ambiente (SORIANO et al., 2014). 

 

Tabela 2. Emergência (E%) e índice de velocidade de emergência (IVE) de plântulas 
oriundas de sementes de sapucaia, em função de tratamentos pré-germinativos no 
tegumento durante 90 dias.  

Tratamentos E (%) IVE 

Testemunha    0,0 d* 0,00 d 

Escarificação mecânica 60,0 a 0,40 a 

H2SO4 (30 minutos)   1,0 d 0,00 d 

H2SO4 (60 minutos)   8,0 c 0,04 c 

H2SO4 (90 minutos) 26,0 b 0,13 b 

Remoção total do tegumento   0,00 d 0,00 d 

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis, em 
nível de 5% de probabilidade. 
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Dentre os tratamentos utilizados neste estudo, a maior porcentagem de 

emergência (60%) foi obtida com a escarificação mecânica do tegumento, diferindo 

estatisticamente dos demais tratamentos (Tabela 2). Com base nisso, sugere-se que 

as sementes da espécie L. pisonis apresentam dormência por impermeabilidade do 

tegumento, a qual dificulta ou impede a entrada de água e oxigênio, resultando em 

baixa ou nenhuma emergência das plântulas. 

A dormência tegumentar ocorre em aproximadamente 18 famílias de 

angiospermas, incluindo a Lecythidaceae (BASKIN; BASKIN, 2014). A 

impermeabilidade do tegumento a água pode ser causada pela presença de uma ou 

mais camadas de células alongadas, os macroesclereídes, que formam uma 

camada paliçadica, constituída por células com paredes espessas e coberta 

externamente por uma camada cuticular cerosa (TURNER et al., 2005; VENIER et 

al., 2012; BEWLEY et al., 2013).  

De forma similar aos resultados encontrados neste trabalho, o tratamento com 

escarificação mecânica foi eficiente em aumentar a porcentagem de emergência 

para outras espécies, como por exemplo, a castanha-do-gurguéia (Dypterix 

lacunifera Ducke) (CAVALCANTE et al., 2011), a castanha-do-macaco (Sterculia 

striata A. St.-Hil. & Naudin) (SILVA; MATA; BRUNO, 2012) e o faveiro 

(Dimorphandra wilsonii (MATHEUS et al., 2015).  

Quanto ao efeito da escarificação química, verificou-se que os tratamentos 

com ácido sulfúrico por 30, 60 e 90 minutos não foram eficientes para superar a 

dormência tegumentar das sementes de sapucaia, apresentando menores 

percentuais de emergência (1, 8 e 26%, respectivamente) (Tabela 2). As baixas 

emergências observadas nestes tratamentos podem estar associadas ao tempo de 

permanência das sementes no ácido sulfúrico, sugerindo que os tempos testados 

foram insuficientes para promover a escarificação do tegumento, e 

consequentemente, permitir a entrada de água em quantidade adequada para o 

desenvolvimento do embrião. 

Similarmente, Frazão et al. (1984) verificaram que a imersão das sementes de 

Bertholletia excelsa Bonpl. (Lecythidaceae) em ácido sulfúrico nos tempos de 5, 15, 

25 e 35 minutos não foi capaz de acelerar e potencializar a porcentagem de 

emergência dessa espécie. 

É importante destacar que o tempo de imersão em ácido sulfúrico é variável 

de espécie para espécie e principalmente com a espessura do tegumento. 
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Rodrigues et al. (2008) observaram em sementes de Acacia mangium Willd., que os 

melhores resultados foram obtidos com 90 minutos. Para Stryphnodendron 

adstringens (Mart.) o melhor tempo de exposição foi de 45 minutos (MARTINS et al., 

2008), enquanto em Schizolobium amazonicum Ducke, o tempo de 50 minutos não 

foi eficiente para aumentar a emergência da espécie (DAPONT et al., 2014).  

Observa-se que o aumento do percentual de emergência e do vigor das 

sementes escarificadas com H2SO4 foi proporcional ao aumento do tempo de 

exposição ao ácido, havendo uma relação direta entre tempo de imersão e a 

porcentagem de germinação (Tabela 2). Isso sugere que estudos complementares e 

com tempos superiores de imersão ao ácido sulfúrico devem ser conduzidos para a 

espécie, a fim de determinar a influência da escarificação química na emergência 

das sementes de sapucaia.   

Estruturas restritivas, tais como o endosperma e o tegumento provocam 

impedimentos ao crescimento do embrião (MATOS; ATAIDE; BORGES, 2015). 

Nesse sentido, Oliveira et al. (2013) observaram que a remoção do tegumento 

opercular aumenta a germinação de sementes de macaúba (Acrocomia aculeata 

(Jacq.) Loddigesex Mart.). Confirmado por Rubio Neto et al. (2014) com a mesma 

espécie, ao removerem o tegumento na região do hilo, que resultou em maior 

germinação (64%) e vigor (IVG = 1,92). Segundo Oliveira et al. (2013), a eficácia da 

remoção opercular em macaúba está provavelmente relacionada  com a diminuição 

da resistência ao alongamento embrionário, que é normalmente ocasionada pelo 

tegumento opercular. 

Contudo neste trabalho, o tratamento com a total remoção do tegumento foi o 

menos eficaz dentre os métodos utilizados, não diferindo estatisticamente do 

tratamento controle (Tabela 2). Observou-se que este tratamento, após sete dias da 

semeadura, apresentou 100% das sementes deterioradas, caracterizadas pela 

consistência amolecida e odor desagradável, e alta incidência de fungos e bactérias. 

Segundo Jesus et al. (2012), em ambiente de laboratório, a alta umidade no interior 

da câmara de germinação favorece a proliferação de microorganismos, afetando 

diretamente as sementes sem revestimento, devido à sua maior susceptibilidade. 

No entanto, outros processos inibitórios da germinação podem estar 

associados a baixa porcentagem de emergência das sementes, como por exemplo a 

presença do ácido linoleico (48,6% p/p) na fração lipídica de alguns genótipos de 
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sapucaia. Este ácido em elevadas concentrações pode influenciar negativamente o 

percentual de emergência das sementes de sapucaia. 

O tratamento feito com escarificação mecânica resultou em maior índice de 

velocidade de emergência (0,40), seguido pela imersão em H2SO4 por 90 minutos 

(0,13), ambos diferindo estatisticamente dos demais tratamentos (Tabela 2). Com 

base nesses resultados, verificou-se que o tratamento de escarificação mecânica, 

por provocar fissuras no tegumento permitiu uma embebição mais rápida e  

consequentemente acelerou o inicio de emergência das plântulas. 

A maior velocidade de emergência é um aspecto fundamental para o 

estabelecimento de uma plântula em condição de campo, principalmente em 

condições adversas, como limitação hídrica, radiação intensa, presença de pragas, 

restrições físicas de substrato, entre outros (SANTOS et al., 2014). Além disso, a 

redução do tempo de emergência diminui o período de exposição das sementes a 

fungos e outros patógenos (DALLING et al., 2011). 

Na Figura 2 são apresentadas as curvas de distribuição de frequência de 

emergência de plântulas de L. pisonis ao longo do tempo em cada tratamento. Em 

geral, observou-se comportamento polimodal nas distribuições, com mais de um pico 

de emergência, o que evidencia a heterogeneidade fisiológica das sementes de 

sapucaia e caracteriza sua emergência como lenta e desuniforme. A assimetria da 

distribuição sugere que a heterogeneidade seja ocasionada pela demora na 

germinação da maioria das sementes, dependendo do tratamento. 
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Figura 2. Frequência relativa a emergência de plântulas de Lecythis pisonis após as 
sementes serem submetidas a diferentes tratamentos de escarificação. A) 
escarificação mecânica, B) escarificação química por 30 minutos; C) escarificação 
química por 60 minutos e D) escarificação química por 90 minutos.  
 
 

 

 

 

 

Sob escarificação mecânica, o início da emergência das plântulas ocorreu no 

16º dia após a semeadura, apresentando os maiores picos no 26º, 49º e 76º dia 

após a semeadura. Para os tratamentos de escarificação química, a emergência  

iniciou-se mais tardiamente (entre o 33º e 34º dia após a semeadura) (Figura 2). A 

distribuição da emergência foi similar para as sementes imersas no ácido sulfúrico 

por 60 e 90 minutos, verificando-se os maiores picos no 58º e 57º dias, 

respectivamente e, entre 63º e 66º dias após a semeadura. Deste modo, é possível 

observar que as sementes escarificadas necessitam de um tempo menor para a 

emergência das plântulas se comparadas aos tratamentos químicos. 

O tratamento de escarificação química por 30 minutos apresentou 

comportamento diferente dos demais, com um carácter unimodal, pois houve 

emergência de apenas uma semente (G= 1%). 

Em condições naturais, é esperado o caráter adaptativo da heterogeneidade 

na emergência de plântulas conferido, principalmente, pela dormência (SILVA et al., 

Dias Dias 

C D 
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2011). Essa irregularidade observada é positiva, pois, em condições naturais as 

plântulas emergem em tempos diferentes e parte destas evitam as condições 

climáticas desfavoráveis. No entanto, torna-se desvantajosa quando se deseja uma 

emergência rápida e uniforme, em processos de utilização de sementes em grande 

escala para a produção de mudas (ALVES et al., 2006; SEGURA et al., 2015).  

Em um estudo realizado com a castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa 

Bonpl.), Camargo et al. (2000) afirmam que a desuniformidade e o maior período 

requerido para a germinação da castanheira possivelmente está associado a um 

longo período para que ocorra o processo de embebição, ativação enzimática e 

diferenciação dos tecidos meristemáticos na amêndoa, podendo este processo ser 

afetado pela grande quantidade de reservas do embrião e/ou por um balanço 

hormonal interno.  

Ecologicamente, a dormência das sementes é muito importante na natureza, 

destacando-se como uma  estratégia adaptativa que permite manter a sua 

viabilidade  e a sobrevivência das plântulas durante as condições adversas do 

ambiente (WANG; HANSON; MARIAM, 2007; DASTHTI; MAJD-GHAHREMANI;  

ESNA-ASHARI, 2012). Entretanto, para a produção de mudas em grande escala e 

para o plantio comercial, esta característica não é desejável, devido ao atraso e 

desuniformidade da emergência, principalmente em espécies que perdem a 

viabilidade em um curto período de tempo como a L. pisonis.  

De acordo com os valores médios dos parâmetros morfológicos de plântulas 

oriundas de sementes submetidas ao tratamento de escarificação mecânica (Tabela 

3) foi possível observar que as plântulas eram vigorosas, com média de 16,14 cm de 

comprimento da parte aérea; 2,59 mm de diâmetro; 2,09 g de massa seca, com área 

foliar de 21,54 cm2 e em média 13 folhas por plântulas. 
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Tabela 3. Diâmetro do coleto (DC), comprimento da parte aérea (CPA), massa seca 
das folhas (MSF), do caule (MSC) e da raiz (MSR), massa seca total (MST), número 
de folhas (NF), área foliar (AF) de plântulas oriundas de sementes de Lecythis 
pisonis submetidas à escarificação após 90 dias de emergência. 

 Parâmetros morfológicos 

 
DC 

(mm) 
CPA 
(cm) 

MSF 
(g) 

MSC 
(g) 

MSR 
(g) 

MST 
(g) 

NF AF 
(cm2) 

Mínimo 1,76 10,70 0,04 0,02 1,14 1,20 8,00 8,85 

Média 2,59 16,14 0,25 0,17 1,67 2,09 13,08 21,54 

Máximo 4,70 27,10 0,88 0,60 2,75 4,23 22,00 44,75 

DP 0,38 1,67 0,09 0,05 0,73 0,27 1,02 5,02 

CV (%) 14,66 10,37 34,98 32,96 43,71 12,91 7,81 23,20 

 

3.3 TESTE DE RAIO X 

 

Através das imagens radiográficas de sementes de L. pisonis, observou-se 

que após a escarificação química, ocorreu um desgaste do tegumento em função do 

tempo de exposição ao H2SO4 (98%) (FIGURA 3). O tegumento das sementes 

imersas ao H2SO4 por 30 minutos (Figura 3C), praticamente não apresentou 

desgaste químico, sendo que a espessura do tegumento em relação às sementes 

intactas foi à mesma (Figura 3A). Já o desgaste químico do tegumento das 

sementes imersas ao H2SO4 por 60 e 90 minutos foi mais elevado, devido ao maior 

tempo de exposição das sementes ao ácido sulfúrico (FIGURA 3C e D), sendo que 

as sementes imersas ao ácido por 90 minutos, apresentaram a menor espessura do 

tegumento. Esse desgaste químico provocado no tegumento permite a embebição 

de água pelas sementes e consequentemente o início do processo germinativo.  

As imagens de sementes de sapucaia, obtidas pelo raio X,  permitiram 

identificar algumas estruturas internas, como o embrião, localizado  no centro da 

semente envolto pelo endosperma espesso e esbranquiçado (Figura 3C).  

Após o tratamento de escarificação química, não foi observado nenhum dano 

causado ao embrião e ao endosperma. Os maiores tempos de imersão das 

sementes ao H2SO4 foram eficientes para promoverem o desgaste químico do 

tegumento, evitando, contudo danificar o embrião.  

Essa técnica vem sendo aprimorada e utilizada na identificação de 

características invisíveis a olho nu em sementes de Cedressa fissilis Vell. (Masetto 
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et al., 2008); Eugenia pleurantha O. Berg (Masetto et al., 2007);  Peltophorum 

dubium (Oliveira et al., 2003) e Lithraea molleoides (Machado e Cícero, 2003). 

 

Figura 3. Imagens radiográficas de sementes de L. pisonis após o tratamento com 

ácido sulfúrico (H2SO4). Semente intacta (A). Semente imersa no H2SO4 por 30 

minutos (B), 60 minutos (C) e 90 minutos (D). Legenda: e. embrião; en. endosperma; 

h. hilo; t. tegumento. Seta: detalhe do desgaste químico do tegumento em função da 

exposição ao H2SO4  
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3.4 POLIEMBRIONIA 

 

Neste estudo foi observado nas sementes de sapucaia escarificadas 

mecanicamente, que apresentaram germinação, a ocorrência de sementes 

poliembriônicas. 

A poliembrionia, caracteriza-se pela presença de mais de um embrião na 

semente. E essa ocorrência é de grande interesse prático, pois possibilita a 

obtenção de mais de uma plântula por semente. É uma característica pouco relatada 

em espécies florestais, quer seja pela falta de estudos, ou pela não ocorrência 

propriamente dita, contudo, é observado em várias espécies frutíferas, como, 

jabuticaba, abacate, manga e citrus (ROCHA et al., 2014; WAGNER-JÚNIOR et al., 

2011; SILVA et al., 2003 e DONADIO et al., 2002). 

A porcentagem de emergência das sementes escarificadas mecanicamente 

foi de 60%. Destas, 13 sementes apresentaram poliembrionia dando origem a duas 

plântulas, uma semente originou três plântulas e uma semente deu origem a quatro 

plântulas. Desta forma 25% das sementes emergidas apresentaram poliembrionia.  

No Brasil esta característica foi mais estudada em mangueira e citros, 

principalmente com intuito de diferenciar precocemente a plântula de origem sexual 

das plântulas de origem assexual, visando sua utilização no melhoramento genético 

(CORDEIRO et al., 2006; RAMOS et al., 2006 e ROCHA et al., 2014). Segundo 

Corner (1976), as sementes de alguns gêneros da família Lecythidaceae podem 

apresentar vários embriões. Com a ocorrência de  da poliembrionia é evidenciado  

que o potencial embriogênico não é limitado apenas ao zigoto, mas a várias outras 

células somáticas. 

A poliembrionia dá origem a múltiplas plântulas, que aumentam a 

oportunidade de estabelecimento com sucesso de pelo menos uma plântula a partir 

de uma única semente (MENDES-RODRIGUES et al., 2005). Além disso, ela 

permite a coexistência de embriões sexuados e assexuados na mesma semente, 

aumentando a chance de obter plântulas de origem nucelar, com características 

semelhantes à planta-mãe.  

Neste contexto, a poliembrionia é uma característica vantajosa para a espécie 

L. pisonis, devido a mesma apresentar dificuldades na propagação via seminal, por 

ter reduzida taxa de emergência e baixa frequência nas matas. Tal ocorrência pode 

aumentar as possibilidades de pelo menos um embrião por semente sobreviver e 
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isso, consequentemente, aumenta a chance de pelo menos uma plântula se 

estabelecer no ambiente. No entanto, as informações sobre a presença da 

poliembrionia nas sementes de sapucaia são escassas, sendo necessários estudos 

sobre o conhecimento dos fatores que controlam a poliembrionia, sua distribuição e 

relação com o meio ambiente.  

 

Figura 4. Semente poliembriônica de L. pisonis com formação de duas plântulas. 
Barra= 5 cm. 
 

 

       Fonte: o autor 
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4 CONCLUSÕES 

 

As características físicas das sementes de sapucaia são variáveis.  

A sapucaia apresenta uma germinação lenta e irregular, tendo início após 15 

dias de semeadura.  

A sapucaia apresenta dormência tegumentar por impermeabilidade do 

tegumento. Porém, não se pode afirmar que a presença do tegumento duro é a 

única causa da dormência encontrada nesta espécie. 

O tratamento pré-germinativo mais eficiente para superar a dormência física 

das sementes de sapucaia é a escarificaçã mecânica, que além de aumentar a taxa 

e uniformizar a germinação, proporciona maior vigor às sementes. 

A especie apresenta sementes poliembriônicas. 
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Potencial organogênico e embriogênico de Leythis pisonis cambess. 

 

RESUMO 

 

Objetivou-se com este trabalho avaliar o potencial organogênico e embriogênico de 

explantes de  Lecythis pisonis e o estabelecimento in vitro de sementes de sapucaia, 

visando a regeneração de plantas como uma alternativa para a produção de mudas. 

As sementes sem tegumento foram inoculadas no meio WPM sem adição de 

regulador de crescimento e mantidas em sala de crescimento por 150 dias, com 

temperatura e fotoperíodo controlado. Neste primeiro experimento foram observadas 

diferentes respostas morfogênicas, como: esverdeamento (63%), calogênese (84%), 

germinação (8%), rizogênese direta (4%) e organogênese indireta (2%). Algumas 

sementes germinadas in vitro eram poliembriônicas. Para a indução da 

embriogênese somática foram utilizadas sementes de sapucaia seccionadas, 

inoculadas em meio MS, com a adição dos fitorreguladores 2,4-D (0; 1,5 e 3,0 mg L-

1) e cinetina (0; 0,5 e 1,0 mg L-1), mantidas em sala de crescimento no escuro sob 

temperatura 27º C, durante 90 dias. As concentrações de auxina utilizadas neste 

trabalho não foram eficientes na indução de embriões somáticos. Foi testado 

também o efeito da auxina AIB (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 mg L-1) no enraizamento in vitro 

de segmentos caulinares de plântulas germinadas in vitro. Houve formação de 

raízes em todas as concentrações testadas, à exceção da ausência da auxina. A 

indução de raízes só ocorre  na elevação da temperatura, com formação de raízes 

grossas e sem a indução da parte aérea.   

 

Palavras-chave: sapucaia, respostas morfogênicas, auxina, calogênese. 
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Potential organogenic and embryogenic in vitro Lecythis pisonis cambess 

 

ABSTRACT 

 

The objective of this study was to evaluate the potential organogenic and 

embryogenic explants of Lecythis pisonis and the establishment of in vitro sapucaia 

seeds, aiming to regenerate plants as an alternative to the production of seedlings. 

Seeds without tegument were inoculated in WPM medium without added growth 

regulator and maintained in growth room for 150 days, with temperature controlled 

photoperiod. In this first experiment were observed different morphogenetic 

responses, such as: greening (63%) callus induction (84%), germination (8%), direct 

rhizogenesis (4%) and indirect organogenesis (2%). Some seeds germinated in vitro 

were polyembryonic. For the induction of somatic embryogenesis were used seed 

sectional sapucaia inoculated in MS medium with the addition of the phytohormone 

2,4-D (0; 1,5, and 3,0 mg L-1) and kinetin (0; 0,5 and 1,0 mg L-1), held in a growth 

chamber in the dark at a temperature 27º C for 90 days. The auxin concentrations 

used in this study were not effective in inducing somatic embryos. It was also tested 

the effect of auxin IBA (0,0; 1,0; 2,0 and 3,0 mg L-1) in vitro rooting of stem segments 

of in vitro germinated seedlings. There was formation of roots at all concentrations 

tested, except for the absence of auxin. The root induction occurs only in raising the 

temperature, formation of thick roots with and without the induction of shoots. 

 

Keywords: sapucaia, morphogenetic responses, auxin, callogenesis.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A espécie Lecythis pisonis Cambess (Lecythidaceae), conhecida 

porpularmente como sapucaia, tem ocorrência desde o Ceará até o Rio de Janeiro. 

Apresenta altura média de 20 a 30 metros e o tronco pode alcançar 90 cm de 

diâmetro (BRAGA et al., 2007; LORENZI, 2008). O fruto tem formato arredondado 

ou achatado, casca rígida de coloração castanha (SOUZA et al., 2008).  

Esta espécie apresenta potencial ornamental, frutífera, madeireira e é 

indicada para reflorestamento por ser uma espécie clímax e atrair a fauna do local 

(RIBEIRO, 2010). Além disso, a sapucaia produz sementes oleaginosas, que se 

constituem em uma castanha comestível rica em proteínas, minerais e vitaminas 

(DENADAI et al., 2007; SOUZA et al., 2008; CARVALHO et al., 2012).  

A propagação das espécies da família Lecythidaceae é seminífera, como em 

Bertholletia excelsa Bonpl. (CAMARGO et al., 2000; SILVA et al., 2009), Couratari 

stellata A.C.Sm. (CRUZ; CARVALHO, 2003) e Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze 

(HERNANDEZ et al., 2013). Entretando, a propagação seminal da sapucaia para a 

produção de mudas pode ser limitada por fatores como, a dificuldades de coleta e a 

produção sazonal de suas sementes, além de apresentar processo germinativo 

lento. 

No intuito de promover a produção de mudas em escala comercial, a 

propagação vegetativa in vitro apresenta-se como uma técnica viável para a redução 

do tempo de germinação e obtenção de mudas, com alta qualidade fitossanitária 

(WENDLING et al., 2009; SOARES et al., 2011). O cultivo in vitro tem sido utilizado 

na área florestal para preservação de germoplasma, produção de indivíduos livres 

de patógenos, rápida multiplicação em espaço reduzido e produção de mudas 

selecionadas (ERIG; SCHUCH, 2005). 

Neste contexto, são necessários estudos sobre os aspectos do cultivo in vitro da 

espécie sapucaia, com o intuito de facilitar a sua propagação. Objetivou-se com este 

trabalho estudar o potencial organogênico e embriogênico de explantes da espécie 

L. pisonis. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 LOCAL DE ESTUDO E MATERIAL VEGETAL 

 

Foram utilizadas sementes da espécie Lecythis pisonis (sapucaia) coletadas 

no município de Linhares- ES. Estas, inicialmente foram levadas para o Laboratório 

de Sementes Florestais, onde foram beneficiadas com a remoção do tegumento com 

auxílio de uma lixa n° 80 e bisturi. 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Cultura de Tecidos do 

Departamento de Produção Vegetal e no Laboratório de Sementes Florestais, 

localizado no Departamento de Ciências Florestais e da Madeira no município de 

Jerônimo Monteiro-ES, ambos pertencentes ao Centro de Ciências Agrárias da 

Universidade Federal do Espírito Santo (CCA-UFES). 

 

2.2. ESTABELECIMENTO IN VITRO DE SEMENTES DE  Lecythis pisonis 

 

2.2.1 Desinfestação e meio de estabelecimento das sementes  

 

As sementes sem o tegumento foram lavadas em água corrente e em seguida 

em detergente neutro e em água corrente por cinco minutos. Em câmara de fluxo 

laminar, as sementes foram desinfestadas em álcool 70% por cinco minutos, e 

hipoclorito de sódio – NaOCl (2,5% de cloro ativo), por 20 minutos e imersas na 

solução de peróxido de hidrogênio (50%) por cinco minutos. Após a imersão das 

sementes em cada uma destas soluções, as mesmas foram lavadas por três vezes 

em água destilada e autoclavada. Em seguida foram inoculadas cinco sementes por 

frascos de vidros contendo 50 mL de meio de cultura. As sementes foram mantidas 

em sala de crescimento sob irradiância de 36 μmol m-2 s-1, fotoperíodo de 8/16 horas 

e temperatura de 27 ± 2 °C. 

O meio de cultura utilizado foi o WPM (LLOYD; Mc COWN, 1980), 

suplementado com 30 g L-1 de sacarose, 100 mg L-1 de mio-inositol, 1 mL L-1 de 

vitaminas (tiamina, glicina e piridoxina) e solidificado com 7 g L-1 de ágar. O pH do 
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meio de cultura foi ajustado para 5,8 ± 0,1 com hidróxido de sódio (NaOH) e ácido 

clorídrico (HCl) a 0,1 N, antes da autoclavagem. O mesmo foi distribuído em frascos 

de vidros, vedados com tampa plástica, e autoclavados durante 20 minutos à 

temperatura de 121 ºC e  pressão de 1 atm.  

Após 150 dias foram avaliadas as respostas morfogênicas in vitro das 

sementes (%): esverdeamento; germinação; calos; oxidação; rizogênese direta; 

organogênese indireta e poliembrionia. Foi calculado a média, o desvio e erro 

padrão da média . Os dados foram submetidos á estatística descritiva.  

 

2.3. INDUÇÃO DA EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA A PARTIR DE SEMENTES DE  

Lecythis pisonis.  

  

2.3.1 Meio de cultura e indução da embriogênese somática 

 

As sementes sem tegumento foram seccionadas em cortes transversais de 

aproximadamente 0,5 cm de espessura com auxílio de um bisturi, formando discos. 

A assepsia foi realizada em câmera de fluxo laminar, conforme descrita  na 

metodologia do item 2.2.1. Para a indução de embriogênese somática foram 

estudadas  diferentes concentrações de 2,4-D (ácido 2,4-D diclorofenoxiacético) e 

cinetina (Tabela 1). 
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Tabela 1. Indução da embriogênese somática in vitro a partir de sementes de  
Lecythis pisonis com diferentes concentrações e reguladores de crescimento (2,4-D 
e cinetina (KI).  

Tratamentos 
Reguladores de crescimento (mg L-1) 

 2,4-D KI 

T1 0,0 0,0 

T2 0,0 0,5 

T3 0,0 1,0 

T4 1,5 0,0 

T5 1,5 0,5 

T6 1,5 1,0 

T7 3,0 0,0 

T8 3,0 0,5 

T9 3,0 1,0 

 

Os explantes foram dispostos individualmente em placas de Petri plásticas 

descartáveis e estéreis (60 x 15 mm) contendo 15 mL de meio de cultura MS 

(MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L-1 de sacarose, 100 mg L-1 

de mio-inositol, 1 mL L-1 de vitamina, PVP (polivinilpirrolidona) e reguladores de 

crescimento em diferentes concentrações (Tabela 1). O meio de cultura teve o pH 

ajustado para 5,8 ± 0,1 antes da adição de ágar (6 g L-1). Os explantes foram 

mantidos no escuro em sala de crescimento com temperatura controlada a 27 ± 2 

ºC. Foram avaliados: calos (%); morfologia dos calos formados e a presença ou 

ausência de embriões somáticos. 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado 

totalizando nove tratamentos constituídos por 15 repetições cada.   

 

2.3.2 Registro fotográfico e caracterização ultraestrutural 

 

 Durante o experimento foi realizado o registro fotográfico com o auxílio de 

uma  lupa.  Após 90 dias de cultivo, foi realizada a caracterização ultraestrutural por 

meio da microscopia eletrônica de varredura (MEV) dos calos formados de cada 

tratamento de indução.  

A fixação foi feita em solução Karnovsky por 24 horas. Em seguida, a 

amostras foram lavadas em tampão cacodilato 0,1 M (pH 7,2-7,4), e desidratadas 
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em série etílica até álcool absoluto e submetidas à secagem em ponto crítico com 

CO2 (Autosamdri 815, Tousimis®), dispostas em “stubs” e submetidas à deposição 

metálica com ouro, pelo processo de pulverização catódica (Desk V, Denton 

Vacuum®). A análise e a fotodocumentação foram conduzidas utilizando-se um 

microscópio eletrônico de varredura (JSM – 6610LV, Jeol®) e todas as imagens 

foram digitalmente processadas. As análises foram feitas no Laboratório de 

Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins da Universidade Federal do Espírito 

Santo. 

 

2.4 ENRAIZAMENTO IN VITRO DE EXPLANTES DA ESPÉCIE  Lecythis pisonis 

 

2.4.1 Meio de cultura e indução da rizogênese 

 

Foram utilizados segmentos caulinares de L. pisonis contendo pelo menos 

uma gema lateral assépticos (Figura 1) oriundos da germinação in vitro.  

Os explantes foram dispostos verticalmente em tubos de ensaio (Figura 1), 

contendo 15 mL de meio MS completo, suplementado com 30 g L -1 de sacarose, 

100 mg L-1 de mio-inositol, 1 mL-1 de vitaminas de MS, PVP e diferentes 

concentrações de ácido indol-3-butírico (AIB): (0; 1; 2 e 3 mg L-1).  O meio teve o pH 

ajustado para 5,8 ± 0,1 antes da adição do ágar (6 g L-1) (Figura 1).  

 

Figura 1. Indução da rizogênese in vitro. A e B) Seguimentos caulinares excisados 

de plântulas de Lecythis pisonis germinadas in vitro. C) Inserção do explante em 

meio de cultura.  

 

Fonte: o autor 

 

A B C 



54 
 

 

Os explantes foram mantidos em sala de crescimento sob temperatura de 27 

± 2 Cº, fotoperíodo de 8/16 horas por um período de 60 dias. Após este período a 

temperatura da sala de crescimento foi elevada  para 37 ºC durante 10 dias. Após 70 

dias de cultivo foram analisados: enraizamento (%), número e comprimento de 

raízes (cm), oxidação (%) e calogênese (%).  

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 10 

repetições, de um explante por tratamento. Os dados foram submetidos à estatística 

descritiva e, na impossibilidade de realizar análise estatística paramétrica sob os 

dados quantitativos (regressão), as médias dos tratamentos foram comparadas pelo 

teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis (p ≤ 0,05) sendo utilizado o programa R 

(THE R FOUNDATION FOR STATISTICAL COMPUTING PLATAFORM, 2014). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

3.1. ESTABELECIMENTO IN VITRO DE SEMENTES DE  Lecythis pisonis.  

 

O protocolo de desinfestaçao utilizado neste trabalho não foi eficiente para 

controlar a infestação de microrganismos nas sementes de L. pisonis, em função do 

elevado percentual de contaminação (50%). A elevada taxa de contaminação dos 

explantes pode estar associada à presença de bactérias e fungos endofíticos 

presente nas sementes, o que pode influenciar as respostas morfogênicas in vitro.  

O estabelecimento de uma cultura asséptica é a fase mais crítica do cultivo in 

vitro. Segundo Couto et al. (2004), espécies arbóreas apresentam maiores 

dificuldade para o sucesso no estabelecimento in vitro devido à diversidade de 

micro-organismos contaminantes, principalmente se for utilizado material vegetal de 

indivíduos adultos. Altos índices de contaminações também foram encontrados em 

outras espécies lenhosas, como Olea europaea L. (92,95%) (DONINI et al., 2008) e 

em Quercus rubra L. (46%) (VIEITEZ et al., 2009). 

Diferentes respostas morfogênicas foram observadas no estabelecimento in 

vitro de sementes sem tegumento de L. pisonis (Figura 2). Após sete dias de cultivo 

in vitro começaram a ser evidenciadas alterações na superfície do explante, como o 

esverdeamento do tecido e a formação de calos brancos, o que o caracteriza, 

aparentemente, como não sendo friáveis (Figura 2C). A presença do esverdeamento 

dos tecidos pode ser atribuída à exposição à luz, que geralmente promove uma 

síntese de pigmentos de clorofila nas células (CORREDOIRA et al., 2002).  
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Figura 2- Respostas morfogênicas in vitro de sementes de L. pisonis sem o 
tegumento. A) esverdecimento da semente após 15 dias do estabelecimento, com o 
início da formação de calos; B) calogênese; C e D) microscopia eletrônica de 
varredura dos calos não-embriogênicos obtidos a partir do endosperma da semente; 
E) semente germinada; F) emissão de parte aérea G) semente com parte aérea e 
raíz; H e I) rizogênese direta; J e L) organogênese indireta; M) gema destacada 
oriunda da organogênese; N) destaque da poliembrionia; O e P) desenvolvimento de 
várias plântulas a partir de uma semente (poliembrionia).  
 
 

 
 

  Fonte: o autor 
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Em relação à porcentagem de germinação in vitro, foi observado que apenas 

8% das sementes sem tegumento germinaram (Figura 3). Sugere-se que, entre os 

fatores associados à baixa germinação, possa ter ocorrido a disponibilidade 

insuficiente de água pela condição física do meio (geleificação), alterando os 

padrões de embebição das sementes. É importante destacar que no presente 

estudo foi utilizada a concentração de 7 g L-1 de ágar. Embora seja padrão para o 

cultivo in vitro teores de ágar entre 6 e 8 g L-1, por se tratar de uma semente muito 

grande, a concentração utilizada pode ter impedido a absorção de quantidade 

suficiente de água, assim como a difusão dos demais nutrientes para os explantes. 

Durante o processo germinativo, a absorção de água pela semente é fundamental,  

pois, é com a embebição que se inicia o processo de germinação, onde a semente 

necessita alcançar um nível adequado de hidratação, permitindo a reativação dos 

processos metabólicos (PEREIRA; FERREIRA, 2010). 

 

Figura 3. Respostas morfogênicas in vitro de sementes de  Lecythis pisonis. 
Porcentagem de esverdecimento (ESV); calogênese (CAL); germinação in vitro (G); 
rizogênese direta (RIZ D); organogênese indireta (ORG IND). Barras = Erro padrão.  
 

 

 

Outro fator que pode estar associado à baixa germinação in vitro é a 

dormência imposta pelo endosperma, causando uma restrição sobre o crescimento 

do eixo embrionário. De acordo com Neto et al. (2014), o endosperma pode ser 

responsável pelo fornecimento de inibidores, como por exemplo o ácido abscísico 

(NAMBARA et al., 2010; LINKIES; LEUBNER-METZGER, 2012), que impedem o 

desenvolvimento do embrião. You et al. (2005) e Mendes et al. (2008) afirmam que a 
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remoção do endosperma facilita a germinação in vitro das espécies Eleutherococcus 

senticosus (Rupr. & Maxim.) Maxim.) e Citrus spp, respectivamente. 

Somado a estes fatores, a elevada porcentagem de calos sobre o tecido da 

semente (84%) pode ter influenciado negativamente a germinação. Durante o 

processo de remoção do tegumento, os ferimentos causados nos tecidos do 

endosperma, geram estresse, e como resposta, maior indução de calos nos tecidos 

do explante (SMITH et al., 2012; HOU et al., 2015).  

Outras respostas morfogênicas observadas neste estudo, foram a formação 

de raízes e brotos (rizogênese direta e organogênese indireta), com taxas de 4 e 

2%, respectivamente (Figura 3). A formação de raízes pode ter ocorrido devido a um 

balanço hormonal endógeno de auxina e citocinina, que favoreceu a indução de 

raízes, onde a concentração de auxina foi mais elevada que a de citocinina.  

Também foi observada a formação de gemas a partir de calos, caracterizando a 

organogênese indireta (Figura 2J-L). Segundo Guerra; Noradi e Steinmacher (2006) 

e Lenis-Manzano et al. (2010), para a indução de gemas é necessário que a 

concentração de citocinina seja mais elevada que a de auxina.  

Em relação à morfologia dos calos, observa-se que inicialmente eram 

brancos, com aspecto esponjoso e soltos facilmente da superfície do tecido da 

semente. No entanto, ao longo do experimento, verificou-se que houve rápido 

crescimento e alongamento desses calos, sem nenhuma formação de massa pro-

embriogênica com escurecimento na região apical. Segundo Filanova et al. (2000), 

células alongadas apresentam vacuolização, sendo um primeiro sinal de morte 

celular acompanhada  da ruptura de suas membranas.  

Outra importante característica observada no estabelecimento in vitro de 

sementes de sapucaia, foi a presença de poliembrionia (Figura 2M). Do total de 24 

sementes germinadas in vitro (8%), foram observadas seis sementes originando  

duas plântulas e duas sementes que originaram quatro plântulas, individualmente.  

Considerando que a propagação via sexual da sapucaia apresenta dificuldade pela 

baixa porcentagem e desuniformidade na germinação, a ocorrência de poliembrionia  

nesta espécie é muito vantajosa. 

Diante dos resultados obtidos, é importante ressaltar que as respostas 

morfogênicas são controladas pelo balanço hormonal entre auxinas e citocininas. 

Este balanço pode ser influenciado por vários fatores, como a espécie, tipo de 
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explante, meio de cultura, fatores ambientais e competência dos tecidos em 

responder às mudanças hormonais durante o cultivo (SILVA et al., 2012). 

Portanto, as respostas morfogênicas encontradas neste trabalho, servem de 

base para novos estudos, a fim de obter o estabelecimento in viro, testando meios 

de cultura, diferentes reguladores de crescimento e concentrações. Neste estudo, as 

sementes sem tegumento foram responsivas à formação de calos, abrindo 

perpectivas para o seu uso em estudos de embriogênese somática indireta. 

 

3.2. INDUÇÃO DA EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA EM SEMENTES DE Lecythis 

pisonis 

 

 O início da formação de calos em L. pisonis no meio de cultura ocorreu a 

partir da segunda semana de indução dos explantes, indicando uma rápida resposta. 

Foi observado que a calogênese ocorreu em todos os tratamentos, sendo que na 

ausência de 2,4-D (T1, T2 e T3), houve maiores porcentagens de calo (91; 91,6 e 

93%, respectivamente) (Tabela 2). Esta resposta já era esperada, visto que, ainda 

no experimento de estabelecimento in vitro, o tecido das sementes sem tegumento 

foi responsivo a formação de calos, mesmo sem a adição de reguladores de 

crescimento. Segundo George, Hall e Klerk (2008), as respostas dos explantes no 

meio de indução são influenciadas pelo balanço hormonal entre auxina e citocinina, 

o que sugere que o balanço endógeno dos reguladores de crescimento favoreceu a 

calogênese. 

Já nos tratamentos T7, T8 e T9 (3,0 mg L-1 de 2,4-D), com a maior 

concentração de auxina, houve diminuição significativa na taxa de indução dos 

calos, com porcentagens de 23,0; 25,3 e 20,0%, respectivamente (Tabela 2). Este 

balanço hormonal com a maior concentração de auxina reduziu a indução de calos. 

De forma semelhante, em um estudo com a espécie Byrsonima intermedia A. Juss., 

Nogueira et al. (2007) observaram que as concentrações acima de 2,4 mg L-1 de 2,4-

D reduziram a porcentagem de calos formados.  
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Tabela 2. Porcentagem de calos  in vitro a partir de sementes de  Lecythis pisonis 
com diferentes concentrações e tipos de reguladores (2,4-D e Cinetina).  
  
 Reguladores de crescimento (mg L-1) 

Calos (%) 
Tratamentos 2,4-D KIN 

T1 0,0 0,0 91,00 

T2 0,0 0,5 94,66 

T3 0,0 1,0 93,00 

T4 1,5 0,0 83,33 

T5 1,5 0,5 81,00 

T6 1,5 1,0 80,00 

T7 3,0 0,0 23,00 

T8 3,0 0,5 25,30 

T9 3,0 1,0 20,02 

 

Já para a espécie Barringtonia racemosa (L.) Spreng. (Lecythidaceae) foi 

observado que a taxa de indução dos calos variou de 96 a 100%, apresentando 

rápido crescimento dos calos não-embriogênicos no tratamento com menores 

concentrações de 2,4-D (0,5 mg L-1 de 2,4-D e 0,5 mg L-1 de cinetina) (DALILA et al., 

2013). Isso pode ser explicado, pois diferentes células, dos diferentes tecidos da 

planta, podem produzir quantidades substancialmente diferentes de auxina, sendo 

que alguns explantes nem necessitam da adição de reguladores.  

Após 30 dias de indução, pode-se verificar uma diferenciação dos calos em 

relação ao seu aspecto e coloração entre os tratamentos. Embora a maior taxa de 

indução de calos tenha ocorrido nos tratamentos com ausência de 2,4-D (T1, T2 e 

T3), não foi observada a formação de embriões somáticos ou de estruturas pró-

embriogênicas. Porém, para o tratamento T1 (0,0 mg L-1 2,4-D e 0,0 mg L-1 de KIN) 

e T2  (0,0 mg L-1 2,4-D e 0,5 mg L-1 de KIN) em média 33% dos explantes 

apresentaram calos mais translúcidos, amarelados, com aspecto gelatinoso e mais 

compacto, designado como friáveis. Para o tratamento T3 (0,0 mg L-1 2,4-D e 1,0 mg 

L-1 de KIN) a média foi de 20% (Figura 4A). 
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Figura 4. Caracterização morfológica e ultraestrutural dos calos formados de 
explante de  Lecythis pisonis.  A) Formação dos calos friáveis (T3); B e C) Formação 
dos calos não embriogênicos (T4); D e E) calos não embriogênicos visualizados por 
microscopia eletrônica de varredura (MEV). F) Calos não friáveis após 30 dias de 
cultivo in vitro (T6). 

 
 

Fonte: o autor 

 

Já nos tratamentos T4 (1,5 mg L-1 2,4-D) e T7 (3,0 mg L-1 2,4-D) verificou-se 

que 100% dos explantes apresentaram calos brancos, com aspecto esponjoso e 

quebradiços, sem formação de massas pró-embriogênicas (Figura 4B e C). Nos 

demais tratamentos T5 (1,5 mg L-1 2,4-D e 0,5 mg L-1 KIN), T6 (1,5 mg L-1 2,4-D e 

1,0 mg L-1 KIN) e T8 (3,0 mg L-1 2,4-D e 0,5 mg L-1 KIN) os calos apresentaram 

coloração heterogênea, com áreas brancas e marrons escuras, indicando maior 

oxidação com aspecto esponjoso e quebradiços (Figura 4F).  

Características semelhantes aos calos friáveis encontrados neste estudo, 

foram observadas nas espécies Caesalpinia echinata Lam. (WERNER et al., 2009), 

Urochloa brizantha (A.Rich.) R.D.Webster (LENIS-MANZANO et al., 2010) e Elaeis 

guineenses Jacq. (PÁDUA et al., 2013), sendo os calos amarelados, translúcidos, 

com aspecto gelatinoso, classificados também pelos autores como friáveis. Já em 

um estudo com a espécie Tabebuia roseoalba (Ridl.) Sandwith (REIS et al., 2013) os 

calos friáveis originaram estruturas globulares pró-embriogênicas levando à 

formação de embriões somáticos.  

B C 

D E F 

A 

A B C 

D E

A F
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É importante destacar que a formação de embriões somáticos varia de acordo 

com a composição do meio, tipo e concentração dos reguladores de crescimento, 

tempo de exposição aos fitorreguladores, tipo e estádio  de desenvolvimento dos 

explantes (CARNEROS et al., 2009; PRAKASH; GURUMURTHI, 2009) e do 

estresse imposto pelas condições in vitro (FEHÉR et al., 2003).  

Logo, o sucesso da embriogênese somática depende do balanço entre o nível 

de estresse imposto e o estado fisiológico das células do explante. Diferentes 

células, dos diferentes tecidos da planta, podem produzir quantidades 

substancialmente diferentes de auxina endógena, sendo que alguns explantes nem 

necessitam da adição exógena de reguladores. Portanto, a reposta quanto à 

concentração de auxina na indução da embriogênese somática pode ser 

considerada genótipo/explante expecífica (FEHÉR et al., 2003). 

A eficiência do uso da auxina 2,4-D na indução de calos friáveis foi 

constatada em várias espécies, como Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze 

(STERINER et al., 2005); Cassia angustifólia M.Vahl (AGRAWAL; SARDAL, 2007); 

Gymnema sylvestre (Retz.) R.Br. ex Sm. (ROY et al., 2008); Colocasia esculenta (L.) 

Schott (DEO et al., 2009). Entretanto, para as espécies Caesalpinia echinata Lam. 

(WERNER et al., 2009) e Myracrodruon urundeuva Allemão (VASCONCELOS et al., 

2012) a concentração utilizada de 2,4-D no meio não induziu a formação de 

embriões somáticos. 

Em algumas espécies, os calos são induzidos apenas com 2,4-D, enquanto 

outras necessitam da combinação de diferentes fitorreguladores tais como AIA 

(ácido indolacético), 6-BAP (6 benzilaminopurina) e ANA (ácido naftalenoacético) 

entre outros reguladores (NEWMAN et al., 1996). 

Diante do exposto neste estudo, tais informações sugerem que as 

concentrações, e ou a razão entre os reguladores auxina/citocinina testadas  não 

foram favoráveis para a expressão da embriogênese somática nos explantes de 

sapucaia. Desta forma, os resultados obtidos  reforçam a necessidade de novos 

estudos para testar diferentes reguladores de crescimento e diferentes 

concentrações. 
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3.2 ENRAIZAMENTO IN VITRO DE EXPLANTES CAULINARES DE L. pisonis 

 

Na indução de enraizamento in vitro a partir de segmentos caulinares de 

plântulas germinadas in vitro, as concentrações de 1,0; 2,0 e 3,0 mg L-1 de AIB 

apresentaram formação de raízes, à exceção dos tratamentos sem adição da auxina 

no meio (Tabela 3). 

É importante destacar que segmentos de plântulas germinadas in vitro são 

ótimas fontes de explantes, devido à juvenilidade, o que possibilita maior atividade 

morfogenética dos tecidos.  

 

Tabela 3. Enraizamento (%), calos (%), número e comprimento de raízes de 
segmentos caulinares de plântulas de sementes de L. pisonis germinadas in vitro a 
partir de diferentes concentrações de AIB. 

AIB (mg L-1) Enraizamento 
(%) 

Calos 
(%) 

Número de 
raizes 

Comprimento 
das raízes 

0,0 0,00 b 11,50 b 0,0 b 0,0 b 

1,0 50,0 a 17,50 b 1,10 a 1,36 a 

2,0 60,0 a 27,50 a 3, 20 a 1,62 a 

3,0 70,0 a 25,50 a  1,10 a 0,70 a 

*
Medias seguidas por letras iguais não diferem entre si, , pelo teste de Kruskal-Wallis, em nível de 5% 
de probabilidade. 

  

Em relação ao número e comprimento de raízes, não houve diferença 

estatística entre as concentrações 1,0, 2,0 e 3,0 mg L-1 de AIB, diferindo 

estatisticamente apenas do controle. Já para a porcentagem de calos formados nos 

explantes, os tratamentos com 2,0 e 3,0 mg L-1 de AIB diferiram estatisticamente dos 

demais, apresentando os maiores valores (27,50 e 25,50%, respectivamente) 

(Tabela 3).  

A formação de calo nessa região onde ocorre o enraizamento é indesejável, 

pois a qualidade do sistema radicular pode ser afetada principalmente no que se 

refere à conexão vascular com o explante, de modo a comprometer o sucesso da 

aclimatação das brotações. De acordo com Rogalski et al. (2003), a utilização de 

elevadas concentrações no meio de cultura pode afetar negativamente o 

enraizamento in vitro das brotações, o crescimento das raízes e induzir a formação 

de calo na base dos explantes.  
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Os meios de cultura suplementados com 1,0, 2,0 e 3,0 mg L-1 de AIB 

apresentaram a porcentagem de enraizamento de 50, 60 e 70%, respectivamente, 

não havendo diferença significativa entre eles. 

A formação de raízes só ocorreu após 40 dias de indução, coincidindo com o 

período em que a temperatura foi elevada de 27 para 37 ºC. Após a elevação da 

temperatura observou-se um rápido crescimento do comprimento das raízes. Altas 

temperaturas contribuem para o aumento do metabolismo, favorecendo o 

desenvolvimento do primórdio radicular. Segundo Moncousin et al. (1991) e 

Hartmann et al. (1997), a divisão celular é favorecida com o aumento da temperatura 

e, consequentemente, auxilia a formação de raízes e a produção de brotos. Já, 

temperaturas baixas diminuem o metabolismo, levando à menor produção de 

brotações e ao maior tempo para o enraizamento ou, até mesmo, não proporcionam 

condições adequadas para que ocorram indução, desenvolvimento e crescimento 

radicular (XAVIER, 2002).  

Em relação à morfologia das raízes, de modo geral observa-se que as 

mesmas são grossas, não apresentam pelos radiculares e também não houve 

formação da parte aérea. As raízes formadas com a aplicação de AIB nas 

concentrações de 1 e 2 mg L-1 desenvolveram-se mais rápidamente em relação ao 

tratamento com 3 mg L-1 de AIB (Figura 5).  

 

Figura 5. Rizogênese in vitro a partir de segmentos caulinares de plântulas de 
Lecythis pisonis em meio MS suplementado com 0 mg L -1 (A); 1 mg L-1 ; (B); 2 mg L-

1; (C) e 3 mg L-1 de AIB (D). Barra = 1 cm. Seta indicando a formação de calos. 
 

 

        Fonte: o autor 
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As auxinas são reguladores centrais na indução, crescimento e 

desenvolvimento de raízes (SAINI et al., 2013). Geralmente, a indução da 

rizogênese requer um ajuste entre os níveis de auxina e citocinina, mas é 

usualmente alcançada apenas com tratamentos com auxina. O AIB tem sido muito 

utilizado em razão da baixa fitotoxicidade aos explantes e estabilidade química, 

proporcionando resultados positivos ao enraizamento in vitro, como os reportados 

para Caryocar brasiliense A.St.-Hil. (SANTOS et al., 2006), Parapiptadenia rigida 

(Benth.) Brenan (KIELSE, 2009), Maclura tinctoria (L.) D.Don ex Steud. (GOMES et 

al., 2010) e Ocotea porosa (Nees & Mart.) Barroso (PELEGRINI et al., 2011).  

A obtenção de plantas in vitro com um sistema radicular bem desenvolvido é 

de grande importância para a sua sobrevivência e crescimento, principalmente na 

aclimatização e transplantio para o campo. 

Diante dos resultados observados, as diferentes concentrações de AIB utilizadas 

neste trabalho, induziram a formação de raízes apenas após a elevação da 

temperatura. No entanto, não foi observado desenvolvimento da parte aérea em 

nenhum dos tratamentos, sendo necessário o estudos da adição de outros 

reguladores ao meio. 
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4 CONCLUSÕES 

 

Durante o estabelecimento in vitro de sementes de sapucaia, são observadas 

diferentes respostas morfogênicas, como, elevada taxa de calogênese, baixa 

germinação, rizogênese direta e organogênese indireta.  

Apenas 8% das sementes de L. pisonis estabelecidas in vitro germinaram. 

Do total de sementes germinadas in vitro, 33% das sementes apresentam 

poliembrionia.  

O 2,4-D nas concentrações utilizadas não foi eficiente na formação de 

embriões somáticos. No entanto maiores porcentagens de calos não embriogênicos 

formados nos explantes ocorre sem a adição de 2,4-D. 

Seguimentos caulinares de sapucaia, cultivados em meio com (1,0, 2,0 e 3,0 

mg L-1) de AIB  formaram raízes.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados obtidos nesta pesquisa evidenciaram que as sementes de 

sapucaia apresentam dormência tegumentar. O tratamento mais eficiente para 

superar esta dormência é a escarificação mecânica, obtendo maior taxa de 

emergência em menor tempo e formação de plântulas mais vigorosas. Contudo, a 

emergência foi baixa (60%), assim não se pode afirmar que a impermeabilidade do 

tegumento á água e ao oxigênio é a única causa de dormência nesta espécie.  

Nesse sentido, são necessários estudos complementares para investigar 

outras causas associadas a dormência, como, presença de embriões 

fisiologicamente imaturos, presença de substâncias inibidoras da germinação e ou 

embrião dormente.  

O estudo do estabelecimento in vitro de sementes de sapucaia é importante, 

visto que a germinação ex vitro foi baixa, e pelas sementes apresentarem dormência 

tegumentar. No entanto, a germinação in vitro das sementes de sapucaia sem 

tegumento foi muito baixa, sendo necessário novos estudos complementares com 

diferentes meios de cultura e reguladores de crescimentos. Além disso, as diferentes  

respostas morfogênicas obtidas no estabelecimento in vitro reforçam a necessidade 

de novos estudos, possibilitando avanços nas pesquisas para a propagação 

assexuada, como uma técnica alternativa a propagação seminífera. 

Também foi investigada o potencial embriogênico in vitro da espéce em 

estudo. Embora não tenha sido evidenciado a indução de embriões somáticos 

durante o processo, as informações geradas representam grande importância, 

possibilitando avanços nas pesquisas para a propagação clonal em grande escala, 

redução dos custos com sementes e a produção de mudas assépticas.  

Obteve-se sucesso no enraizamento in vitro dos explantes de sapucaia, em 

que as concentrações ultilizadas neste trabalho induziram a formação de raízes. 

Este processo de enraizamento in vitro é de suma importância para a sobrevivência 

das plantas, principalmente, para a aclimatização e transplantio para o campo, afim 

da multiplicação de mudas da espécie de L. pisonis.  

 

 

 

 


