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RESUMO

O babacu (Orbignya oleifera Burret.)é uma palmeira oleaginosa, que tem despertado
interesse econdmico para a producdo de biocombustivel. A principal forma de
propagacao dessa espécie € via sexuada. A inconveniéncia deste tipo de propagacdo é
que além da demora e o longo periodo para germinacéo e o lento crescimento, as plantas
desenvolvidas por este processo possuem alta variabilidade por se tratar de um tipo
gamico de multiplicacdo. Por esse motivo, a contribuicdo das técnicas de cultura de
tecidos é de grande importancia, pois permitem acelerar sua propagacdo de forma
vegetativa.Foram realizados diferentes ensaios, sendo avaliados: o efeito dos
reguladores NAA, BAP e KIN na germinacdo e no crescimento in vitro de embrides
zigoticos;diferentes concentragdes de sacarose, carvao ativado e os diferentes tipos de
vedacOes para o cultivoin vitro dos embribes zig6ticos.Verificou-se que o
estabelecimento, a germinacdo e o crescimento de plantulas de babacu, onde os
melhores resultados para formacdo do peciolo cotiledonar e 0 comprimento médio de
plantulas foram obtidos com a utilizacdo de 1 UM de BAP no meio de cultivo, e a
formacdo de raizes foi favorecida pela adicdo de 2 uM de NAA. Observou-se que, na
auséncia de sacarose 0s embrides germinaramem razdo das reservas nutricionais dos
cotilédones, porém nao foram suficientes para promover o crescimento de plantulas. A
utilizagdo de 15 g.L™ sacarose no meio de cultivo, na auséncia de carvéo ativado,
promoveu as melhores médias para formacdo da parte aérea e enraizamentode plantulas
de babacu.O uso de tampéo de algoddo favoreceu o crescimento in vitro de plantulas de
babacu.

Palavras-chave: Cultura de tecidos, germinacdo in vitro, embrides zigoticos,
fotoautotrofismo.



ABSTRACT

Babassu (Orbignya oleifera Burret.) is an oilseed palm which has aroused economic
interest for biofuel production. Sexual spread is the main way to propagate this specie.
In this propagation the germination is slow and spends long time to be complete and the
growth seedling is slow. Moreover, plants developed by this process have high
variability because of their gametic multiplication. Therefore, tissue culture techniques
are important to accelerate its spreadbyvegetativeform. Different assays were carried
out and evaluated: effect of different growth regulators (NAA, BAP and KIN) on
germination and in vitro growth of zygotic embryos; sucrose concentrations, activated
charcoal and different types of caps to in vitro cultive of zygotic embryos.It was
observed the establishment, germination and seedling growth of babassuin which the
best results for formation of cotyledonar petiole and length of seedling were verified
with 1 uM BAP, while 2 uM NAA promoted better roots formation. In the sucrose
absence was observed that embryos germinated because of nutritional reserve of the
cotyledons, but were insufficient to promote seedlings growth. Culture medium
containing 15 g.L™* sucrose without activated charcoal promoted the best development

of shoots and roots. The cotton plug favored in vitro growth of babassu seedling.

Keywords: Tissue culture, in vitro germination, zygotic embryos, photoautotrophic.



INTRODUCAO GERAL

1-O Cerrado Brasileiro

O cerrado € o segundo maior bioma brasileiro, foi incluido na lista dos
“hotspots™ (ambiente quente).Por um lado, a inclusdo do bioma cerradonesta lista tem
um ponto positivo, significa o reconhecimento em nivel mundial de sua rica
biodiversidade. Por outro lado, sua inclusdo também mostra que ele estd sendo
considerado um ambiente bastante ameacado e que a sobrevivéncia de suas espécies
depende de sua conservacdo e preservacdo(SILVA e BATES, 2002).

A grande heterogeneidade de paisagens, caracteristicado cerrado, abriga uma
importante diversidadefloristica (RATTER et al., 2000), com um significativoniumero
de espécies de plantas endémicas (GIULIETTI et al.,2000).

De modo geral, o bioma cerrado se encontra ameacado. Espécies nativas
importantesestdo desaparecendo em funcdo da ocupacdo desordenada, pela expansao
agropecudria e urbana, da exploracdo irracional e do uso indiscriminado do fogo.Os
disturbios na vegetacdo do cerrado tém ocorrido em vastas areas. Menos de 3% de sua
superficieestd protegida em Unidades de Conservacdo e mais de 60% da regido ja foi
modificada pela ocupacéo antrdpica, ou seja, por lavouras, pastagens e ocupacdo urbana
(BRASIL et al., 1999; CAVALCANTI, 2000).

A crescente preocupacao ambiental relacionada as mudancas climaticas globais
e a busca por alternativas que reduzam as emissdes de gases causadores do efeito estufa
intensificaram as acgdes internacionais voltadas ao desenvolvimento de programas de
substituicdo dos combustiveis fosseis por combustiveis produzidos a partir de fontes
renovaveis, como o biodiesel. No Brasil, o lancamento do Plano Nacional de
Agroenergia, em 2006, e a consolidagdo do Programa Nacional de Producéo e Uso do

Biodiesel (PNPB) estabeleceram um marco para as a¢des publicas e privadas de geracéo



de conhecimento e tecnologias que contribuam para a producdo sustentavel da
agricultura de energia no pais (SOUZA et al., 2009).

O Brasil € detentor de potencial para assumir a lideranca na producdo de
biocombustiveis, tendo em vista que possui Vvantagens comparativas como
adisponibilidade de terras agricultaveis e recursoshidricos, que associadas as
excelentescondigdes edafo-climéticas, sdo propicias ao cultivo de oleaginosas. Pioneiro
na producdo de biocombustiveis, com a criacio do PROALCOOL, considerado um dos
maiores programas de uso da energia renovavel do mundo, o Brasil possui capacidade
cientifica e laboratorial, além de competéncia tecnoldgica para desenvolver e promover
a utilizacdo de novos combustiveis alternativos. O incentivo ao biodiesel ira estimular o
desenvolvimento geral do pais, acelerar o mercado interno, economizar divisas e podera
ser responsavel pela geracdo de muitos empreendimentos, incluindo pequenos
agricultores, o que o torna um dos maiores instrumentos de inclusdo social (SUAREZ et
al., 2009).

As plantas oleaginosas véem merecendo destaque, pela sua grande oportunidade
de participacdo na matriz energética de muitos paises. Em experiéncias ja comprovadas
na Europa, o biodiesel estd se impondo como um aditivo ecoldgico e renovavel, sendo
utilizado em misturas com o 6leo diesel, este Ultimo, comprovadamente com limitacdes
estratégicas e ambientais (LIMA, 2005).

No Brasil, fica evidente que inimeras espécies vegetais podem ser utilizadas
para producdo do biodiesel (SHAHID e JAMAL, 2008), trazendo beneficios para o
setor agricola por meio da implantacdo de projetos especificos para fins energéticos
com o objetivo de promover o desenvolvimento regional sustentavel (GILMAR
ELOPES, 2008). Dentre estas, o babacu (Orbignya oleifera Burret.) se destaca entre as
espécies nativas do cerrado brasileiro, considerado um dos maioresrecursos oleiferos
nativo do mundo (LORENZI, 1996).

2- Caracterizacdo Botanica de Orbignya oleifera (Burret.)

O babacu (Orbignyfera oleifera Burret.) € uma palmeira nativa do Brasil, que se
encontra distribuida nos estados de Goias, Tocantins, Maranhdo, Para e Piaui. A regido
dos babaguais compreende 18,5 milhGes de hectares de floresta, de forma extrativista do
fruto, um produto com alto valor comercial e industrial, cuja exploracdo envolve o
trabalho de mais de 300 mil pessoas (ALBIERO et al., 2007). O potencial do babagu



continua inexplorado sendo possivel o aproveitamento econémico para producdo de
carvdo, 6leo combustivel, gas, lubrificante e dleo comestivel. No que tange a producédo
de 6leo combustivel, o 6leo de babacu possui caracteristicas excelentes para producgéo
de biodiesel, por ser sua composicao predominantemente laurica (LIMA et al., 2007).

O Brasil possui uma riquissima flora de Arecaceae, sendo o terceiro pais do
mundo em diversidade de palmeiras nativas, com aproximadamente 387 espécies e 37
géneros. As palmeiras possuem varias utilidades conforme a espécie, fornecendo ao
homem madeira para construgdo, as folhas e talos servem de cobertura para moradias,
paredes e cercas, dos foliolos, fabricam-se esteiras, cordas, sacos, cestos, chapéus, entre
outras. Fornecem também alimentos como o palmito, frutos, éleos, doces, e alimentam a
fauna. S&o as palmeiras que atraem e fixam o homem em regides indspitas, sem elas,
esses locais seriam grandes areas semidesérticas ou despovoadas (LORENZI et al.,
2004). Dentre as palmeiras esta o babacu, que de acordo com a classificacdo de Arthur
Cronquist (1988), o Orbignya oleifera (Burret.),tem a seguinte posicédo sistematica:
Reino: Plantae;

Divisdo: Magnoliophyta;
Classe: Liliopsida;
Ordem: Arecales;
Familia: Arecaceae;
Género: Orbignya;
Espécie: oleifera.

A classificacdo da espécie em estudo foi efetuada pela Dra. Maria Cristina de
Sousa, da Universidade Federal do Acre, em Cruzeiro do Sul — AC.A exsicata encontra
depositada no Herbario Jataiense, da Universidade Federal de Goias -Campus Jatai, cuja
exsicata tem o nimero 5641.

Dentre as espécies nativas do cerrado brasileiro, o Orbignya
oleiferaBurret.,destaca-sepela importancia econdmica para regido em que se encontra. E
conhecido popularmente como bauagu, baguagu, auagu, aguagu, coco-de-macaco. A
palmeira de babagu possui trés estagios de crescimento. O primeiro é constituido pelas
pindovas, em que a palmeira possui atée trés folhas definitivas. O segundo, é
denominado palmiteiro, pode ser identificado pelo palmito, quase ao nivel do solo. No
terceiro, o caule ja se encontra formado, correspondendo a fase anterior a adulta. E uma

palmeira que pode atingir até 20 m de comprimento, com 41 cm de diametro (Figura 1



A), comprimento das folhas de até 8 m, periodo de maior frutificacdo vai de agosto a
janeiro, com a producédo de 2.000 frutos por ano (Figura 1 B). Os frutos sdo drupéaceos,
lenhosos, ovais alongados, de polpa fibroso-farinacea, podendo atingir de 5 a 15 cm de
comprimento por 3 a 8 cm de didametro chegando apesar de 90 a 240 gramas (Figura 1
C). Esse tamanho depende das condicdes ecoldgicas e das variedades de cada espécie. A
semente do babagu é oleaginosa e comestivel, contém entre 60 e 70% de 6leo, o0 que
representa 6 a 10% do peso fresco dos frutos. As améndoas podem ser consumidas in
natura, ou podem ser destinadas para a producdo de 6leo que € rico em acido laurico,
usado na alimentacdo humana, na produgdo de cosméticos, como lubrificante e/ou
transformado em biodiesel (LIMA et al., 2006; TEIXEIRA, 2005).

Figura 1.Caracteristicas morfoldgicas de babacu (Orbignya oleifera Burret.),
fazenda Santa Barbara, municipio de Piranhas GO (A); frutos inseridos
nos cachos (B), corte transversal do fruto de babacu (C). Foto: Mariluza
S. Leite, 2012. Rio Verde — GO.

Assim, como para a maioria das palmeiras, a multiplicacdo do babacu ocorre via
semente. A inconveniéncia deste tipo de propagacédo é que além do longo periodo e do
lento crescimento, as plantas originadas deste processo possuem alta variabilidade por

se tratar de um tipo gamico de multiplicacdo (PEREIRA et al., 2006).



3- Propagacéo por Sementes

Em geral, na familia das Arecaceaes, ¢ muito dificil a propagacdo pela forma
sexuada, a germinacdo é afetada negativamente pelas caracteristicas morfologicas das
sementes, assim como pela heterogeneidade genética (EL-KAZZAZ e EL-BAHR,
2000). De modo geral, a germinacdo € lenta, irregular e frequentemente ocorre em
baixas porcentagens para a maioria das espécies, perdendo a viabilidade rapidamente
quando desidratadas (MEEROW, 1991). De acordo com TOMLINSON (1990), é
comum nessa familia, que as sementes ndo deem respostas favoraveis, mesmo em
condic¢des adequadas de germinacdo, podendo o fato estar relacionado aos obstaculos
mecanicos, como espessura da testa e endocarpo.

Outra caracteristica do processo germinativo nessa familia é a variacdo quanto
ao numero de dias requeridos para germinarem. De acordo com KOBORI (2006),
estima-se que 25% das espécies pertencentes a familia Arecaceae necessitam de 100
dias para germinar com aproveitamento de apenas 20%. Essa afirmagdo concorda com
os dados obtidos por varios autores como CHARLO et al., (2006) com a palmeira
imperial [Archontophoenix alexandrae (F. Mueller) H. Wendl.] que teve inicio de
germinacdo aos 68 dias ap6s implantacdo do experimento; NASCENTE et al., (2000)
em guariroba (Syagrus oleracea Becc.), aos 90 dias; BOVI (1990) em palmiteiro
(Euterpe edulis Mart.), 97 dias; 10SSI et al., (2007) em tamareira-ana (Phoenix

roebelenii O’Brien), aproximadamente 50 dias.

4- Propagacéoin vitro

As técnicas de cultura de tecidos sdo recorridas quando a propagacdosexuada é
insatisfatoria, ou seja, quando a progénie obtida é muito heterogénea ou emcasos em
que a propagacdo por semente ndo ocorra naturalmente. Desta forma, ocultivo in vitro,
por meio da micropropagacdo, € um método vidvel para a propagacdo dediversas
espécies, proporcionando producdo de mudas com alta sanidade e populagcGescom
plantas homogéneas, além de acelerar os métodos de propagacao convencionalcomo a
enxertia e estaquia (SOUZA et al., 2007).

Para solucionar os problemas decorrentes das dificuldades de germinacdo in
situ e da desuniformidade das plantulas formadas, a propagacéo in vitro, pela cultura de
embridesse tornou uma ferramenta de grande valia na producdo de mudas dessas
espécies. A propagacdo in vitro permite, dentre outras aplicagdes, a producdo de plantas

livres de patdgenos e acelerar os programas de melhoramento em Arecaceae que Sao



demorados e complexos, em virtude do longo ciclo, habito de crescimento e auséncia de
métodos convencionais de propagacdo vegetativa, j& que a producdo de perfilhos esta
restrita a algumas espécies (LEDO et al., 2001).

Outros métodos de propagacdo in vitro, foram verificados na cultura de tecidos
com Arecaceae, como em tamareira (Phoenix dactylifera L.) em que foi desenvolvido
protocolos eficientes como a inducédo de calos, com posterior crescimento e regeneragao
de plantulas e inducdo de raizes (ASLAM e KHAN, 2009). Ja Abul-Soad e Mahdi
(2010) em seus estudos também com tamareira (Phoenix dactylifera L.), verificou um

aumento no numero de plantas a partir de uma inflorescéncia.

5- Meios Nutritivos

Os meios nutritivos fornecem substancias essenciais para 0 crescimento
dostecidos, controlando em grande parte o padrdo de desenvolvimento in vitro.
Basicamente, o meio de cultivo é composto por &gua, macronutrientes,
micronutrientes,vitaminas, = aminoacidos, carboidratos, agentes  solidificantes,
reguladores vegetais e,eventualmente, aditivos como antibidticos, carvdo ativado e
aditivos organicoscomplexos (VILLA et al., 2009).

Diversas formulacGes de meio tém sido utilizadas no cultivo de explantes.
Dentre elas, a formulacdo de MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) é seguramente a
mais utilizada principalmente nos trabalhos de multiplicacdo para a maioria das
espécies, seguido pelo meio de WPM (LLOYD & McCOWN, 1980).

Ao meio de cultivo geralmente sdo adicionados reguladores de crescimento, com
0 objetivo de suprir deficiéncias dos teores enddgenos de fitormbnios nos explantes e,
as classes de reguladores mais utilizados na cultura in vitro séo as auxinas e citocininas.
Embora nem sempre sejam necessarias no meio de multiplicacdo, as auxinas sdo
utilizadas para promover o crescimento de calos, suspensbes celulares e, em
combinagdo com as citocininas, regular a morfogénese estabelecendo o equilibrio
adequado entre os reguladores de crescimento (SILVEIRA et al., 2002).

O 2,4-D (acido 2,4 diclorofenoxiiacético), o ANA (acido naftaleno acético), o
AIA (4cido indol 3 acético) e o AIB (acido indolil 3 butilico) sdo as auxinas mais
empregadas na micropropagacdo da maioria das espécies. Das citocininas, o BAP
(Benzilaminopurina), a Cinetina (6 furfurilaminopurina) e o TDZ (Tidiazuron) tem
recebido maior atencdo (BRUM et al., 2002).



No cultivo in vitro, as plantas perdem parcialmente o autotrofismo e
consequentemente, necessitam de uma fonte exdgena de carbono. A sacarose é 0
carboidrato mais utilizado nos meios de cultivo in vitro de tecidos vegetais, fornecendo
cadeias de carbono e energia para as plantas sintetizarem 0s compostos organicos
necessarios ao crescimento dos explantes (NICOLOSO et al., 2003; VILLA et al.,
2009).

Diante da necessidade de producdo de mudas deOrbignya oleifera Burret., e em
virtude da inexisténcia de trabalhos utilizando a micropropagacéo para a espécie, faz-se
necessario o estudo das técnicas de cultura de tecidos para que se torne viavel a sua

multiplicacdo vegetativa em escala comercial.
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OBJETIVO GERAL

Desenvolver metodologia para o estabelecimento in vitro de embrides zigoticos

de babacu (Orbignya oleifera Burret.).



CAPITULO 1

Germinacaoin vitro de babacu: influéncia de reguladores de crescimento
emembrides zigoticos

RESUMO: O babacu (Orbignya oleifera Burret.) é uma palmeira oleaginosa, que se
propaga a partir das sementes. A inconveniéncia deste tipo de propagacao é que além da
demora e o lento crescimento, plantas originadas neste processo possuem alta variabilidade
por se tratar de um tipo gamico de multiplicacdo. Por esse motivo, a contribuicdo das
técnicas de cultura de tecidos é de grande importancia, pois acelera sua propagacéo.
Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito dos reguladores ANA, BAP e KIN na
germinacdo e no crescimento in vitro de embrides zigéticos de babacu. Para isso foram
feitos trés ensaios: Ensaio (1) interacdo de ANA (0, 1 e 2 uM) e KIN (0, 1 e 2 uM); Ensaio
(1) interagdo de ANA (0, 1 e 2 uM), KIN (0, 1 e 2 pM) e BAP (1 puM); Ensaio (1)
interacdo de ANA (0, 1 e 2 uM), KIN (0, 1 e 2 pM) e BAP (2 uM). Foram realizadas
contagens em dias alternados para avaliacdo da porcentagem de germinacdo e indice de
velocidade de germinacdo (IVG). Aos 30, 60, 90 e 120 dias, avaliou-se 0 comprimento
médio de plantulas e aos 120 dias de cultivo foram avaliados: formacdo do peciolo
cotiledonar, da parte aérea, raiz, calos e oxida¢do. Recomenda-se a combinagdo de 1 uM
de BAP + 2 uM de ANA para o cultivo in vitro de embrides zigéticos de babagu.

PALAVRAS-CHAVE:Orbignya oleifera Burret., biodiesel, Arecaceae.

ABSTRACT: Babassu (Orbignya oleifera Burret) is a highly productive oil plant that is

propagated by seed. This type of propagation is inconvenient because, in addition to being
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delayed and accompanied by slow growth, the plants that are produced are highly variable due
to their gamic reproduction. Therefore, tissue culture techniques are of great importance
because the propagation is accelerated. The objective ofthis study was toevaluate the effectof
growth regulators,NAA, BAP, and KIN,on in vitrogermination and on the growth ofbabassu
zygotic embryos. Three trials were carried out. For trial (I), the interaction between NAA (0,
1, and 2 pM) and KIN (0, 1, and 2 puM) were studied; for trial (I1), the interactions among
NAA (0, 1, and 2 uM), KIN (0, 1, and 2 puM), and BAP (1 uM) were studied; and for trial
(111), the interactions among NAA (0, 1, and 2 uM), KIN (0, 1, and 2 uM), and BAP (2 uM)
were studied. At 30, 60, 90, and 120 days of culture, were assessed average seedling height,
and at 120 days, were assessed germination, the germination speed index (GSlI), cotyledonary
petiole growth, oxidation, and the formation of shoots, roots, and calluses.lIt is recommended

thatthe combination of LUMBAP+ 2uMNAAforin vitro cultureof zygotic embryos ofbabassu.

KEYWORDS:Orbignya oleifera (Burret.), biodiesel, Arecaceae.

INTRODUCAO

O babacu, Orbignya oleifera Burret, pertence a familia Arecaceae, é uma palmeira
de grande porte que pode atingir at¢ 20 m de comprimento, com estipe de 41 cm de
diametro e comprimento das folhas de até 8 m. Conhecido popularmente como babacu,
bauagu, baguacu, auagu e coco-de-macaco, tem seu periodo de maior frutificacdo nos
meses de agosto a janeiro com a producéo de 2.000 frutos por ano (LIMA et al., 2007).

O babacu possui grande potencial de consumocontribuindo, de maneira
significativa para a economia de alguns estados da federacdo brasileira, principalmente no
Acre, Maranhdo, Tocantins e Goids, onde se localizam os conhecidos macicos. Os
principais produtos comerciais extraidos da palmeira de babacu s&o o 6leo (extraido da
semente) e a torta (residuo do processo de extracdo de dleo da semente). O fruto fornece
uma manteiga vegetal de sabor agradavel e de valor nutritivo. O mesocarpo do fruto
produz carvdo de excelente qualidade, sendo empregado como fonte de energia em
siderurgias.

Assim sendo, o babacu € apontado como uma das principais alternativas, entre as
oleaginosas brasileiras, para a producdo de biocombustiveis. A semente do babagu contém
entre 60 e 70% de 6leo, entretanto, representa apenas 6 a 10% do peso fresco dos frutos.

As améndoas podem ser consumidas in natura, ou podem ser destinadas para a producgéo
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de dleo que € rico em acido laurico usado na alimentacdo humana, na producdo de
cosméticos, como lubrificante e/ou transformado em biodiesel (LIMA et al., 2006;
TEIXEIRA, 2005).

As perspectivas para a producdo de biodiesel no Brasil sdo muito favoraveis e
essa € uma vantagem que o pais possui em relacdo a todos os outros produtores de
oleaginosas, mas a producédo ainda é incipiente, considerando o potencial que possui, em
razdo das dimensdes territoriais, principalmente na regido dos cerrados, e da elevada
diversidade edafoclimatica além do grande numero de espécies vegetais que podem ser
utilizadas para tal fim. Com a retomada da producéo do biodiesel, verifica-se que sementes
e mudas das espécies com potencial de producdo tornaram um insumo extremamente
escasso e um dos grandes desafios atuais da pesquisa agricola é a producdo de cultivares
melhoradas, com estabilidade genética, alta qualidade e potencial produtivo. Portanto, vé-
se a necessidade de incrementar as a¢les voltadas a modernizacdo constante do parque
industrial e & ampliacdo do consumo interno e externo.

A implantacdo de cultivos comerciais de palmeiras é dificultada pela pronunciada
dorméncia das sementes que pelo elevado teor de éleo, sdo também susceptiveis a
deterioracdo (TEIXEIRA, 2005;HIANE et al., 2005, BEWLEY & BLACK,
1994;MARCOS FILHO, 2005). Sob este contexto, verifica-se que com 0S avangos
tecnoldgicos atuaisenvolvendo as técnicas de cultivo in vitro dispdem deexperimentagdes
em diversas modalidades as quais vem obtendo excelentes resultados (SILVA et al.,
2011;PECH-AKE et al., 2007; PEREIRA et al., 2006; SARASAN et al., 2002). A
necessidade em adotar estas novas técnicas tornou necessaria para contornar os problemas
de propagacao, assim sendo, a producdo de mudas sadias e bem desenvolvidas produzidas
pelo cultivo in vitrose torna importante, por constituir um dos fatores de sucesso na
formacédo de novas lavouras.

O cultivo in vitro tem sido recorrido quando a propagacdo sexuada €
insatisfatoria, ou seja, a progénie obtida é muito heterogénea ou em casos em que a
propagacdo por semente ndo ocorre naturalmente. A cultura de embrides zigoticos se
destaca como uma alternativa vidvel para varias espécies de palmeiras e oferece
oportunidade para ampliacéo de estudos sobre a germinacédo. A técnica tem sido usada para
promover a superacdo de dorméncia, producdo em escala comercial obtendo plantas com
alta qualidade sanitaria e determinar as necessidades nutricionais e fisicas para o
desenvolvimento de plantulas (SPERA et.al., 2001; MELO et al., 2001; MOLLA et al.,
2004; TZEC-SIMA et al., 2006).
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Contudo, a multiplicacdo em escala comercial necessita do conhecimento dos
fatores que controlam a morfogénese in vitro e que limitam a taxa de multiplicacdo e
enraizamento. Sistemas convencionais de inducdo de respostas morfogenéticas podem ser
melhorados manipulando in vitro os fatores que as determinam. Varios fatores podem
influenciar no potencial regenerativo de uma espécie e a necessidade de selecionar o tipo
de meio e, a adi¢do ou ndo de regulador de crescimento é completamente dependente do
objetivo a ser alcancado, os seus efeitos se diferem. Ensaios especificos sao
imprescindiveis para estabelecer um protocolo ideal com suas combinagbes e
concentragdes eficazes para induzir a resposta esperada (LEDO et al., 2007; MELO et al.,
2001; TZEC-SIMA et al., 2006).

Apesar da importancia econdémica de Orbignya oleifera Burret. para regido, nao
ha relatos sobre o cultivo in vitro desta espécie, por isso objetivou-se com este trabalho
avaliar a interagdo auxina/citocinina na germinagdo e no crescimentoin vitro de plantulas

provenientes de embrides zigaticos.

MATERIAL E METODOS
Obtencdo do material vegetal

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do
Instituto Federal Goiano Campus Rio Verde.

A classificacdo da espécie em estudo foi efetuada pela Dra. Maria Cristina de
Sousa, da Universidade Federal do Acre, Campus Floresta, na cidade de Cruzeiro do Sul -
AC. A exsicata se encontra depositada no Herbario Jataiense, da Universidade Federal de
Goias, Campus Jatai, sob 0 nimero de coleta 5641.

Os frutos foram coletados apds a abscisdo, no més de janeiro do ano de 2011, em
uma populacéo de plantas ocorrentes na fazenda Santa Barbara, no municipio de Piranhas
— GO, com as coordenadas 16° 22’ 015”S —51° 55> 715” W, altitude 389 m (Figura 1A).

Apos a coleta, os frutos maduros de babacu foram quebrados em prensa hidraulica
para 0 rompimento do endocarpo, tecido de protecdo que fornece rigidez ao fruto (Figura
1B). Posteriormente as améndoas foram retiradas do interior do fruto (Figura 1C - D) e os

embrides foram removidos da améndoa (Figura 1E).
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Figura 1. Destaque da planta matriz de Orbignya oleifera Burret., fazenda Santa
Barbara, municipio de Piranhas GO (A); prensa hidraulica utilizada para
extrair as sementes (B); fruto do babagu em corte transversal (C); sementes
(D) e os embrides zigéticos de babacu (E). Ep: Epicarpo; Me: Mesocarpo e
En: Endocarpo. Escala: 2 cm. Foto: Mariluza S. Leite. Rio Verde - GO,
2012,

Assepsia

Em todos os ensaios, 0s embrides foram revestidos com gaze e imersos em alcool
70% por 1 minuto, em seguida foram imersos em solucdo a 20% de hipoclorito de sédio -
NaOCI (agua sanitaria comercial — 2,5% de cloro ativo) por 20 minutos e lavadas trés

vezes com agua estéril em camera de fluxo laminar.

Estabelecimento in vitro

Os embrides de babagu foram inoculados em tubos de ensaio (25 x 150 mm)
contendo 20 mL de meio MS 50% das concentragfes dos sais (MURASHIGE & SKOOG,
1962), 30 g.L™ de sacarose, suplementado com 3,5g.L™" de Agar (Marca: Dindmica®).

No meio de cultivo também foi adicionado &cido naftalenoacético (ANA), 6-
benzilaminopurina (BAP) e cinetina (KIN), que se diferenciavam na concentracdo, sendo
entdo estabelecidos nos trés ensaios descritos a seguir:
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ENSAIO (I): Interagdo ANA x KIN

Os embrides inoculados neste ensaio ficaram dispostos em meio MS 50% em que

nove combinacdes de ANA e KIN foram averiguadas (uM).

_Tratamentos ANA (uM) KIN (uM)
T 0 0
I 0 1
i 0 2
I 1 0
Ts 1 1
I 1 2
T, 2 0
Ta 2 1
I 2 2

ENSAIO (I1): Interagdo ANA x KIN x (1 pM) BAP

Os embrides foram inoculados em meio MS 50% adicionados de ANA, KIN e
BAP nas seguintes combinagfes (uM).

Ty 0 0 1
T 0 1 1
T3 0 2 1
Ty 1 0 1
Ts 1 1 1
Te 1 2 1
T 2 0 1
Tg 2 1 1
T 2 2 1

ENSAIO (I1): Interacdo ANA x KIN x (2 uM) BAP

Os embrides foram inoculados em meio MS 50% adicionados de ANA, KIN e
BAP nas seguintes combinagfes (uM).

Ty 0 0 2
T 0 1 2
T3 0 2 2
T4 1 0 2
Ts 1 1 2
Te 1 2 2
T 2 0 2
Tg 2 1 2
Ty 2 2 2
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O pH do meio foi ajustado para 5,7 £ 3 antes da autoclavagem, na temperatura de
121°C e a pressdo de 1,05kgcm, durante 20 minutos.

Ap0s a inoculagdo os tubos contendo os embriGes foram mantidos em sala de
crescimento por 120 dias,com temperatura de 25+3 °C, umidade relativa de 45%, sendo
que a cada 30 dias os embrides foram transferidos para um novo meio de cultivo,
idéntico ao que lhe deu origem, e foram mantidos sob fotoperiodo de 16 horas e

-25-1

radiacdo fotossintética ativa de 45-55 pumol m™s™, obtidas a partir de lampadas

fluorescentes brancas.

AvaliagOes e Delineamento Experimental

Em todos os ensaios foram realizadas contagens em dias alternados para avaliagcdo
da porcentagem de germinacdo e indice de velocidade de germinacédo (IVG). Aos 30, 60,
90 e 120 dias de cultivo, foi avaliado o crescimento médio de plantulas e aos 120 dias o
crescimento do peciolo cotiledonar, formacdo de parte aérea, enraizamento, oxidacdo e

formacéo de calos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em arranjo
fatorial para os trés ensaios, sendo nove tratamentos com 25 repeti¢cdes (constituida por um
tubo de ensaio). Os dados foram avaliados estatisticamente, mediantea analise de variancia,
testando-se as médias pelo teste de Scott-Knott. Os dados de porcentagem foram
transformados em arco-seno V% e os numeros de contagem, em Vx+1. O programa
utilizado para analise dos dados foi software SISVAR (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A semente de babacu (Orbignya oleifera Burret.) é composta pelo tegumento, o
endosperma e o embrido. Ela é alongada, com aproximadamente 4,5 cm de comprimento e
tem uma das faces curva e a outra retilinea, caracteristica adequada para alojar o embrido.
A largura da regido mediana é de aproximadamente 1,0 cm (Figura 2A).

O tegumento é de cor marrom e tem inumeras invaginagdes causadas pelo atrito
entre o endocarpo e o endosperma (Figura 2A). O embrido esta inserido lateralmente em
uma das extremidades da semente, é constituido por uma regido cilindrica, referente ao
peciolo cotiledonar, e por uma regido distal constituida pelo limbo cotiledonar ou haustorio
(Figura 2B).
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A estrutura do embrido de babagu acompanha o padréo geral observado em outras
palmeiras, e que sdo peculiares a forma de bojo e as pronunciadas invaginagdes do
haustério (PANZA et al., 2004;HENDERSON, 2006).No entanto, segundo Aguiar e
Mendonca (2003) e Orozco-Segovia et al., (2003), geralmente as sementes de palmeiras
contém embrides pequenos em relacdo ao tamanho da semente e da grande quantidade de
endosperma. No caso do babacu, os embrides sdo maiores que o padrdo médio observado
em palmeiras com média de 1cm de comprimento e 0,1 cm de didmetro.

A viabilidade de multiplicacdo in vitro de babacu via embrides zigoticos é
aceitavel, ja que em todos os tratamentos houve a germinacao que teve inicio apos sete dias
de cultivo. Neste periodo, foi visivel o processo de embebicdo dos embrides, evidenciado
pela expansdo do peciolo cotiledonar, situado na regido basal, seguida pela diminuicdo do
haustdrio, que atrofia, e tende a se desprender do peciolo cotiledonar (Figura 2C).

A partir desse ponto foi quantificada a porcentagem de embriGes germinados.

Figura 2- Semente de Orbignya oleifera Burret. inteira e em corte transversal (A);
embrido zigético (B); embrido germinado (C). (Barra igual a 1,0 cm de
comprimento). em: embrido; tg: tegumento; en: endosperma; op:
opérculo; pc: peciolo; ha: haustério. Foto: Mariluza S. Leite. Rio Verde —
GO, 2012.

ENSAIO (I):Interacdo de ANA e KIN na germinacdo e crescimento in vitro de
embrides zigoticos de babagu.

Verificou-seque ndo houve efeito para as caracteristicas: indice de velocidade de
germinacdo (IVG), parte aérea, oxidacao e crescimento médio de plantulas.

Com relacéo as demais caracteristicas avaliadas: germinacédo, peciolo cotiledonar,
raiz e formacdo de calos, foi verificado que a interagio ANA x KIN ndo exerceu
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influéncia. A utilizacdo de KIN também ndo foi efetivo nas caracteristicas: peciolo
cotiledonar, raiz e formacédo de calos. J& para a germinacdo, a utilizacdo de ANA é que ndo
foi significativa (Tabela 1).

As maiores porcentagens de germinacdo foram obtidas quando no meio nédo se
utilizou KIN ou quando este estava a 1 uM, médias de 80 e 88%, respectivamente. A
menor porcentagem foi verificada quando se utilizou 2 uM de KIN, média de 71% (Tabela
1).

A maior taxa de peciolo cotiledonar formado foi obtida na auséncia de ANA,
meédia de 28%. Ja para os meios contendo 1 ¢ 2 uM de ANA, obteve-se as menores médias
5,3 e 1,3%, respectivamente (Tabela 1).

Quanto as raizes, ao contrario do peciolo cotiledonar, 0 meio ausente de ANA
proporcionou a menor porcentagem de formacdo de raiz, média de 1,3%. As maiores
porcentagens foram obtidas no meio com 1 ¢ 2 uM de ANA, médias 21,3 e 20,0%,
respectivamente, ou seja, a presenca de ANA, melhora a formacédo de raizes, e a auséncia
diminui a formacéo delas (Tabela 1).

Para a formacdo de calos, as maiores concentraces de ANA proporcionaram
maiores taxas de crescimento. Quando utilizado 2 uM de ANA, obteve-se média de 33,3%,
a 1 uM, taxa de 20%, na auséncia de ANA ndo houve formacdo de calos. Embora na
interacdo ANA x KIN néo tenha tido efeito significativo para esta caracteristica, verifica-se
que quando se utilizoul uM de ANA, o aumento da concentracdo de KIN, reduziu a
formagcdo de calos, o que € favoravel (Tabela 1).

Deste modo, verifica-se que a utilizacdo de ANA proporcionou a formacdo de
raizes, mas também induziu a formacdo de calos e diminuiu a formacdo do peciolo
cotiledonar. Visando otimizar melhores concentracdes e tipos de reguladores de
crescimento, optou-se em verificar a adigdo de BAP (1 e 2 uM). Os resultados obtidos

estdo apresentados nos ensaios Il e 111
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Tabela 1- Porcentagem de germinacdo, formacdo de peciolo cotiledonar, raiz e
calos, avaliados aos 120 dias de cultivo em embrides zigoticos de babacu
(Orbignya oleifera Burret.), com diferentes interacdes de ANA e KIN.

Rio Verde-GO, 2012.

ANA (UM KIN (uM)
(M) 0 ! 5
Germinagéo (%) aos 120 dias Médias
0 72,0 Aa” 92,0 Aa 72,0 Aa 79,0 A
1 88,0 Aa 88,0 Aa 64,0 Ab 80,0 A
2 80,0 Aa 84,0 Aa 76,0 Aa 80,0 A
Medias 80,0 a 88,0 a 710 b
Peciolo cotiledonar (%) aos 120 dias Medias
0 8,0 Ab 44,0 Aa 32,0 Aa 28,0 A
1 8,0 Aa 8,0 Ba 0,0 Ba 53B
2 4,0 Aa 0,0 Ba 0,0 Ba 1,3B
Medias 6,7 a 173 a 10,7 a
Formacéo de raiz (%) aos 120 dias Medias
0 0,0 Ba 4,0 Aa 0,0 Ba 13B
1 32,0 Aa 20,0 Aa 12,0 Aa 21,3A
2 32,0 Aa 12,0 Aa 16,0 Aa 20,0 A
Médias 21,3 a 12,0 a 93 a
Formacéo de calos (%) aos 120 dias Médias
0 0,0 Ba 0,0 Ba 0,0 Ba 0,0C
1 36,0 Aa 12,0 Bb 12,0 Bb 20,0B
2 28,0 Aa 36,0 Aa 36,0 Aa 33,3A
Médias 21,3 a 16,0 a 16,0 a

“Médias seguidas pela mesma letra maiGscula, em cada coluna, e mesma letra
minuscula, em cada linha, ndo diferem ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Scott-Knott.

Observou-se que os embrides, de coloragdo creme, foram crescendo, alogando o
peciolo cotiledonar, que manteve a mesma coloracéo, e deste surgiram a parte aérea (folhas
cotiledonares) de coloracdo verde (Figura 3). Nos tratamentos em que o meio de cultivo
estava sem NAA e/ou 1 uM, foi observado maior crescimento do peciolo (Figura 3 A, B,
C) e menor formacdo de raiz (Figura 3 D, E, F). J& em altas concentracbes de ANA foi
constatada tendéncia de formacdo de calos e o surgimento de mdltiplas raizes. Os calos

formados surgiam da base do peciolo, eram fridveis e marrom (Figura 3 G, H, I).



Figura 3- Germinacdo e crescimento in vitro de embribes
zig6ticos de babacu (Orbignya oleifera Burret.)
cultivados por 120 dias em meio 50% MS
suplementadocom diferentes concentragfes de
ANA e KIN: A) T1: ANA (0 uM) e KIN (0 uM);
B) T2:ANA (0 uM) e KIN (1 uM); C) T3: ANA (0
uM) e KIN (2 uM); D) T4:ANA (1 uM) e KIN (0
uM); E) T5: ANA (1 uM) e KIN (1 uM); F) T6:
ANA (1 uM) e KIN (2 uM); G) T7: ANA (2 uM) e
KIN (0 uM); H) T8:ANA (2 uM) e KIN (1 uM) e
) T9: ANA (2 uM) e KIN (2 uM). Parte aérea
(P.A); Peciolo cotiledonar (P.C); Raiz (Ra);
Mdltiplas raizes (M.R).
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ENSAIO (ll):Interacdo de ANA e KIN em meio de cultivo suplementado com BAP
(1uM) na germinagdo e crescimento in vitro de embrides zigdticos de babagu
(Orbignya oleifera Burret.)

Né&o ocorreram efeitos para as caracteristicas: germinacéo, indice de velocidade de
germinacdo (IVG), parte aérea, oxidacdo (avaliados aos 120 dias de cultivo) e
comprimento médio de plantulas (avaliados aos 90 e 120 dias de cultivo) (Tabela 2).

Observou-se ainda, que houve interagdo significativa entre ANA x KIN para a
formacdo de calos. As maiores concentracbes de ANA utilizadas proporcionaram as
maiores taxas de crescimento. Quando utilizada 2 uM de ANA, obteve-se média de
38,67%, a 1 uM, taxa de 20,0%, na auséncia de ANA ndo houve formacao de calos (Tabela
2). Ja& para o regulador KIN, foi verificado que quando utilizou 2 pM ocorreu menor
porcentagem de calos, média de 9,33%. As maiores porcentagens foram obtidas em meio
ausente de KIN e com 1 uM de KIN, médias 25,33 e 24,0%, respectivamente.Assim, a
adicdo de ANA aumenta a formacgdo de calos, mas a combinacdo deste regulador com
doses mais elevadas de KIN diminui esta formagdo. Tais combinagdes sdo recomendaveis
por diminuir a formacao de calos, o que é indesejavel para este caso (Tabela 2).

Com relacdo as demais caracteristicas avaliadas: peciolo cotiledonar, formacéao de
raiz e comprimento médio de plantulas (avaliados aos 30 e 60 dias de cultivo), verifica-se
que ndo houve significancia na interagdo ANA x KIN e nem na utilizacdo de KIN(Tabela
2).Adicdo de ANA no meio de cultivo ndo foi favoravel para o comprimento médio de
plantulas, tanto para aquelas avaliadas aos 30, quanto daquelas avaliadas aos 60 dias. As
maiores plantulas foram obtidas em meio ausente de ANA, médias de 2,28 cm para aquelas
avaliadas aos 30 dias e 3,21 cm para as avaliadas aos 60 dias de cultivo(Tabela 2).

Adicdo de ANA no meio de cultivo também néo favoreceu a formacéo do peciolo
cotiledonar, obteve-se média de 50,67% no meio ausente de ANA, e medias de 9,33 e
4,0% quando no meio foi adicionado 1 e 2 uM de ANA(Tabela 2).

Ao contrério das demais caracteristicas avaliadas a adicdo de ANA no meio de
cultivo proporcionaram a maior formacao de raiz, médias de 6,66 e 20,0% para 1 e 2 uM
de ANA, respectivamente. Embries cultivados em auséncia de ANA no meio nédo
formaram raizes (Tabela 2).

Em todos os tratamentos houve o crescimento dos embrides, evidenciado pelo
alongamento do peciolo cotiledonar dando origem a formacdo da parte aérea. Os
tratamentos em que se utilizou a menor concentragdes de ANA ocorreu maior crescimento

do peciolo cotiledonar, e da parte aérea, porém houve pouca formagéo de raizes (Figura 4
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A, B, C). A medida que a concentracdo de ANA aumentou houve maior formacao de raizes
e diminuiu a formacdo do peciolo cotiledonar (Figura 4 D- H ). Embora, utilizando trés
tipos de reguladores de crescimento no meio de cultivo, foi baixa a porcentagem de

formacéo de calos, este, sempre presente, quando utilizados 2 uM de ANA (Figura 4 1).

Tabela 2- Comprimento médio de plantulas, avaliados aos 30 e 60 dias de cultivo,
formagdo de peciolo cotiledonar, raiz e calos, avaliados aos 120 dias de
cultivo em embrides zigoticos de babacu (Orbignya oleifera Burret.),
cultivados in vitro com diferentes interagdes de ANA e KIN,
suplementado com 1uM de BAP. Rio Verde — GO, 2012.

ANA (UM KIN (1M)
(M) 0 1 >
Comprimento médio de plantulas (cm) aos 30 dias Meédias
0 1,98 A&’ 2,68 Aa 2,17 Aa 2,28 A
1 1,84 Aa 1,58 Ba 1,83 Aa 1,75B
2 1,52 Aa 1,23 Ba 1,62 Aa 1,46 B
Médias 1,78a 1,83 a 1,87 a
Comprimento médio de plantulas (cm) aos 60 dias Meédias
0 2,98 Aa 3,73 Aa 2,90 Aa 321 A
1 2,66 Aa 2,25 Ba 2,96 Aa 2,62 B
2 2,38 Aa 2,19 Ba 2,28 Aa 2,28B
Medias 2,68 a 2,72 a 2,71 a
Peciolo Cotiledonar (%) aos 120 dias Meédias
0 64,0 Aa 40,0 Aa 48,0 Aa 50,67 A
1 8,0 Ba 4,0 Ba 16,0 Ba 9,33B
2 8,0 Ba 4,0 Ba 0,0 Ca 4,00 B
Médias 26,67 a 16,00 a 21,33 a
Formacao de raiz (%) aos 120 dias Meédias
0 0,0 Ba 0,0 Ba 0,0 Ba 0,00 B
1 8,0 Aa 8,0 Ba 4,0 Ba 6,66 A
2 16,0 Aa 28,0 Aa 16,0 Aa 20,00 A
Medias 8,00 a 12,00 a 6,67 a
Formacéo de Calos (%) aos 120 dias Meédias
0 0,0 Ca 0,0 Ba 0,0 Ba 0,00C
1 16,0 Ba 44,0 Aa 0,0 Bb 20,00 B
2 60,0 Aa 28,0 Ab 28,0 Ab 38,67 A
Médias 25,33 a 24,00 a 9,33 b

“Médias seguidas pela mesma letra maiGscula, em cada coluna, e mesma letra
minuscula, em cada linha, ndo diferem ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de

Scott-Knott.



Figura 4- Germinacdo e crescimento in vitro de embrides

zigéticos de  babagu  (Orbignya  oleifera
Burret.)cultivados por 120 dias em meio 50% MS,
suplementado com 1 uM de BAP e diferentes
interacdes ANA e KIN; A) T1: BAP (1 uM ), ANA
(0 uM) e KIN (0 uM); B) T2:BAP (1 uM ), ANA (0
uM) e KIN (1 uM); C) T3: BAP (1 uM ), ANA (0
uM) e KIN (2 uM); D) T4: BAP (1 uM ), ANA (1
uM) e KIN (0 uM); E) T5: BAP (1 uM ), ANA (1
uM) e KIN (1 uM); F) T6: BAP (1 uM ), ANA (1
uM) e KIN (2 uM); G) T7: BAP (1 uM ), ANA (2
uM) e KIN (0 pM); H) T8: BAP (1 uM ), ANA (2
uM) e KIN (1 uM) e I) T9: BAP (1 uM ), ANA (2
uM) e KIN (2 pM). Parte aérea (P.A); Peciolo
cotiledonar (P.C); Raiz (Ra); Multiplas raizes (M.R).
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ENSAIO (I11):Interacdo de ANA e KIN em meio de cultivo suplementado com BAP
(2uM) na germinacédo e crescimento in vitro de embribes zigoticos de
babacu (Orbignya oleifera Burret.)

N&o houve efeito significativo para germinacéo, 1.V.G., formacdo departe aérea e
formacdo de raiz. Para as demais -caracteristicas avaliadas: peciolo cotiledonar,
comprimento médio de plantulas, oxidacdo e formacdo de calos, verifica-se que a interacdo
ANA x KIN n&o foi significativa(Tabela 3).

A utilizagdo de KIN no meio de cultivo foi favoravel ao aumento do comprimento
médio de plantulas, em todas as épocas de avalia¢Ges (30, 60, 90 e 120 dias de cultivo). As
concentragdes de 1 e 2 uM de KIN propiciaram as maiores médias de crescimento. Quanto
a utilizacdo de ANA no meio de cultivo, somente aos 30 dias foi observado efeito
significativo, média de 1,77 cm.Assim sendo, a adicdo de 2 uM de BAP reduziu o efeito
negativo de ANA para esta caracteristica (Tabela 3).

A auséncia de ANA no meio de cultivo favoreceu a taxa de formacdo do peciolo
cotiledonar e aumentou a taxa de oxidacdo. O peciolo cotiledonar cresceu 22,67%,
enquanto a taxa de oxidacdo aumentou 32,0%.Dessa forma, percebe-se que a adicdo de
ANA previne a oxidacao dos explantes (Tabela 3).

Com relagdo a formacdo de calos, maiores concentragcGes propiciaram maiores
taxa de formacdo, média de 46,67 e 38,67%, no meio contendo 2 e 1 uM de ANA,
respectivamente (Tabela 3).

Comparando com os demais ensaios (I e Il),visualmentefoi observado que neste
ensaio (I11), houve um menor crescimento da parte aérea, maior formagao de calos e maior
namero de explantes oxidados em todos os tratamentos. Possivelmente, por causa da maior
concentragdo de reguladores de crescimento presentes no meio (Figura 5).

A auséncia de ANA no meio de cultivo estimulou o crescimento do peciolo
cotiledonar (Figura 5A, B, C). No entanto, 0 aumento da concentracdo de ANA favoreceu
a formacéo de calos (Figura 5 D - 1). Os calos formados eram fridveis de coloracdo branca

e/ou creme e alguns deles estavam oxidados (Figura 5F).
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Tabela 3- Comprimento médio de plantulas, avaliados aos 30, 60, 90 e 120 dias de cultivo,
porcentagem de peciolo cotiledonar, oxidacdo e formacdo de calos, avaliados aos
120 dias de cultivo em embrides zigoticos de babacu (Orbignya oleifera Burret.),
cultivados in vitro com diferentes interagbes de ANA e KIN, suplementado com
2UM de BAP. Rio Verde — GO, 2012.

KIN (uM)
ANA (UM) 0 1 >
Comprimento médio de plantulas aos 30 dias (cm) Meédias
0 1,64 Aa’ 1,77 Aa 1,89 Aa 1,77 A
1 1,32 Aa 1,62 Aa 1,47 Aa 1,47 B
2 1,00 Bb 1,58 Aa 1,54 Aa 1,37B
Medias 131b 1,64a 1,63 a
Comprimento médio de plantulas aos 60 dias (cm) Meédias
0 2,11 Aa 2,36 Aa 2,21 Aa 2,22 A
1 1,91 Aa 2,38 Aa 2,23 Aa 2,17 A
2 1,50 Ab 2,42 Aa 2,08 Aa 2,01 A
Medias 1,83b 2,39a 2,18 a
Comprimento médio de plantulas aos 90 dias (cm) Médias
0 2,25 Aa 2,45 Aa 2,39 Aa 2,36 A
1 1,91 Aa 2,53 Aa 2,40 Aa 2,27 A
2 1,53 Ab 2,67 Aa 2,17 Aa 2,14 A
Médias 1,88 b 2,56 a 2,33a
Comprimento médio de plantulas aos 120 dias (cm) Meédias
0 2,35 Aa 2,50 Aa 2,53 Aa 2,46 A
1 1,97 Aa 2,82 Aa 2,63 Aa 2,47 A
2 1,59 Ab 3,36 Aa 2,67 Aa 2,56 A
Médias 1,96 b 2,95 a 2,61a
Peciolo cotiledonar (%) aos 120 dias Meédias
0 24,0 Aa 32,0 Aa 12,0 Aa 22,67 A
1 0,0 Ba 0,0 Ba 12,0 Ab 4,00 B
2 0,0 Ba 8,0 Ba 0,0 Aa 2,67B
Médias 8,0a 13,3a 8,0a
Oxidacéo (%) aos 120 dias Meédias
0 44,0 Aa 28,0 Aa 24,0 Aa 32,00 A
1 8,0 Ba 12,0 Ba 12,0 Aa 10,67 B
2 8,0 Bb 0,0 Bb 24,0 Aa 10,67 B
Medias 20,0a 13,3 a 20,0a
Formacéo de calos (%) aos 120 dias Meédias
0 12,0 Ba 4,0 Ba 20,0 Aa 12,00 B
1 56,0 Aa 56,0 Aa 28,0 Ab 38,67 A
2 40,0 Aa 44,0 Aa 32,0 Aa 46,67 A
Médias 36,0 a 34,67 a 26,67 a

“Médias seguidas pela mesma letra maitscula, em cada coluna, e mesma letra minGscula, em
cada linha, ndo diferem ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.



Figura 5- Germinacdo e crescimento in vitro de embrides

zig6ticos de babacu (Orbignya oleifera

Burret.)

cultivados por 120 dias em meio 50% MS,
suplementado com 2 uM de BAP; A) T1: BAP (2
uM ), ANA (0 pM) e KIN (0 pM); B) T2:BAP (2

UM ), ANA (0 uM) e KIN (1 uM); C) T3:
uM ), ANA (0 uM) e KIN (2 uM); D) T4:
uM ), ANA (1 uM) e KIN (0 uM); E) T5:
uM ), ANA (1 uM) e KIN (1 uM); F) Té6:
uM ), ANA (1 uM) e KIN (2 uM); G) T7:
UM ), ANA (2 uM) e KIN (0 uM); H) T8:
UM ), ANA (2 uM) e KIN (1 uM) e T) TO:

BAP (2
BAP (2
BAP (2
BAP (2
BAP (2
BAP (2
BAP (2

uM ), ANA (2 uM) e KIN (2 uM). Parte aérea (P.A);

Peciolo cotiledonar (P.C); Calogénese (Ca).
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Pelos resultados obtidos, comparando os trés ensaios, altas concentragdes de ANA
no meio de cultivo, induziram a formac&o de calos e foi crescente a sua formacdo a medida
em que aumentou a concentracdo de BAP, verificados no ensaio (I1) e (II1). A auséncia de
ANA no meio de cultivo favoreceu a formacdo do peciolo cotiledonar e 0 comprimento
médio de plantulas, verificados nos trés ensaios. A utilizacdo de 2 uM de BAP no meio de
cultivo (ensaio I11) oxidou os explantes que ndo formaram raizes e formaram calos.

Dessa forma, percebe-se que a utilizacdo de BAP a 1 uM (ensaio 1) no meio de
cultivo, foram obtidos melhores resultados com relacdo ao peciolo cotiledonar e ao
comprimento médio de plantulas. J& para a formacdo de raizes a utilizacdo de 2 uM de
ANA foi favoravel.

Quanto a utilizacdo de KIN, ndo foi significativa para a maioria das caracteristicas
avaliadas em todos os ensaios, porém foi significativa a sua utilizacdo para o crescimento
do peciolo cotiledonar dos explantes em que se formaram calos (ensaio Il1).

Portanto, recomenda-se a combinagdo de 1 uM de BAP + 2 uM de ANA para o
cultivo in vitro de embrides zigéticos de babacu.

Relatos feitos por Hu e Ferreira (1998)descrevem que em embrides excisados em
estddio maduros ou proximo podem germinar e crescer no meio inorganico, e 0s
reguladores de crescimento tornam dispensaveis. Ja Ledoet al., (2007), em seus trabalhos
com embrides zigoticos de coqueiro-ando (Cocos nucifera L.) relatam que ANA, BAP e
carvao ativado promovem maior crescimento do sistema radicular e da parte aérea da
espécie estudada. De acordo com os trabalhos de Asemota et al., (2007) com tamareira
(Phoenix dactylifera L.) a obtencéo de calos foram evidenciados com altas concentragdes
de ANA.

Pelos resultados obtidos nestes ensaios, observa-se que o cultivo in vitro de
embrides de babacu (Orbignya oleifera Burret.) é viavel mesmo com alguns obstaculos
como a retirada do embrido do endocarpo, sem causar injdrias fisicas, e a sensibilidade dos

embrides a utilizacdo dos reguladores de crescimento.

CONCLUSOES GERAIS

e Os melhores resultados para formacdo do peciolo cotiledonar e o comprimento médio
de plantulas foram obtidos com a utilizacdo de 1 uM de BAP no meio de cultivo.

e A concentracdo de 2 uM de ANA favoreceu a formacdo de raizes.
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e Recomenda-se a combinacdo de 1 uM de BAP + 2 uM de ANA para o cultivo in vitro

de embrides zigoticos de babacu.
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CAPITULO 2

Cultivo in vitro de embrides de babacu sob diferentes concentracdes de

sacarose e carvao ativado

RESUMO: O babacu (Orbignya oleifera Burret.) € uma palmeira oleaginosa com alto
valor econdmico, e esta entre as espécies utilizadas na inddstria extrativista brasileira,
uma vez que € aproveitada integralmente. Sua propagacdo é via semente, sendo esta
baixa, lenta e desuniforme, por isso, buscou-se a contribui¢do das técnicas de cultura de
tecidos, para melhorar este processo.Este trabalho, objetivou avaliar o crescimento in
vitro de babacu sob diferentes concentracdes de sacarose e carvdo ativado. Embrides
maduros foram inoculados em meio MS 50% das concentracdes dos sais, combinados
com diferentes concentracdes de sacarose (0, 15, 30, 45 e 60 g.L™) e carvéo ativado (0 e
2 g.L™). Foram realizadas contagens em dias alternados para avaliacio da porcentagem
de germinacdo e IVG. Aos 30, 60, 90 e 120 dias, avaliou-se 0 comprimento médio de
plantulas e aos 120 dias de cultivo foram avaliados: formacéo do peciolo cotiledonar, da
parte aérea, enraizamento e oxidacao dos explantes. Verificou-se que a utilizagdo de 15
g.L'de sacarose no meio de cultivo, na auséncia de carvdo ativado, promoveu as
melhores médias para formacdo da parte aérea e enraizamento; ndo € necessario 0 uso
de carvdo ativado para o cultivo in vitro de embrides zigoticos de babagu (Orbignya

oleifera Burret.)

Palavras-Chave: Orbignya oleifera (Burret.), biodiesel, Arecaceae.
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ABSTRACT:Babassu (Orbignya oleifera Burret.) is an oilseed palm with high
economic value which is used in brazilian extrativist industry, once that completely
utilized. The propagation by seed is low, slow and irregular, so tissue culture techniques
are important to improve this process. The purpose of this work was to evaluate the in
vitro growth of babassu under different concentrations of sucrose and activated
charcoal. Mature embryos were inoculated in MS 50% of salt concentration, combining
different sucrose concentrations (0, 15, 30, 45 and 60 g.L ™) and activated charcoal (0
and 2 g.L™). The percentage of germination andgermination speed index (GSI), were
evaluated on alternate days. At 30, 60, 90 and 120 days were evaluate the average
length seedling and at 120 days: cotyledonar petiole growth, length of shoots and roots
and explants oxidation. Culture medium containing 15 g.L™ of sucrose and absence of
activated charcoal promoted the best formation of shoots and roots. It is notnecessary to
useactivated charcoal forin vitro cultureof zygotic embryos ofbabassu(Orbignyaoleifera
Burret.)

Key Words:Orbignya oleifera (Burret.), biodiesel, Arecaceae.

INTRODUCAO

O babacu (Orbignya oleifera Burret.) € uma palmeira nativa do Brasil, que se
encontra distribuida nos estados de Goias, Tocantins, Maranhdo, Para e Piaui. A regido
dos babacguais compreende 18,5 milhdes de hectares de floresta, de forma extrativista do
fruto, um produto com alto valor comercial e industrial, cuja exploracdo envolve o
trabalho de mais de 300 mil pessoas (ALBIERO et al., 2007). O potencial do babacu
continua inexplorado sendo possivel o aproveitamento econémico para producdo de
carvao, oleo combustivel, gas, lubrificante e 6leo comestivel. No que tange a producéo
de 6leo combustivel, o 6leo de babacu possui caracteristicas excelentes para produgdo
de biodiesel, por ser sua composi¢do predominantemente laurica (LIMA et al., 2007).

Assim, como para a maioria das palmeiras, a multiplicacdo do babacu ocorre via
semente. A inconveniéncia deste tipo de propagacdo € que além do longo periodo e do
lento crescimento, as plantas originadas deste processo possuem alta variabilidade por
se tratar de um tipo gamico de multiplicacdo. Por esse motivo, a utilizagdo de técnicas
para promover a propagacao vegetativa é sem duvida, um importante passo para a

domesticacdo e exploragéo racional deste tipo de palmeira (PEREIRA et al., 2006).



34

A propagacdo in vitro constituiuma ferramenta importante para plantas com
dificuldade de serem multiplicadas vegetativamente, como é o caso das Arecaceaes
(LEDO et al., 2001). Assim, a cultura de embriGes zigoticos € recorrida por ser de
grande valia na producdo de mudas uniformes dessas espécies, por permitir, dentre
outras aplica¢des, a producdo de plantas livres de patdgenos e aceleracdo dos programas
de melhoramento (MELO et al., 2001).

Habitualmente as culturas mantidas in vitro séo heterotroficas e a sacarose é a
principal fonte de carbono utilizada para facilitar o crescimento dos explantes. A
sacarose € comumente utilizada como fonte energética e para a manutencdo de um
potencial hidrico adequado no meio de cultivo. Estudos sobre a demanda por sacarose
podem contribuir para maior conhecimento sobre o estadonutricional e de maturacdo
dos embriBes, além de fornecer subsidios para entendimento do processo germinativo
(FERREIRA et al., 2002; GARCIA et al., 2002).

Dentre os principais problemas relacionados com a propagacéo via cultura de
embribes, esta a ocorréncia de altos indices de oxidacdo. A oxidacdo de compostos
fenolicos estd relacionada com a liberacdo de toxinas no meio de cultivo e,
normalmente, tem efeito prejudicial ou mesmo limitante ao crescimento do embri&o ou
de plantulas (MELO et al., 2001). Para reduzir este problema s&o adicionados ao meio
de cultivo, antioxidantes como acido ascorbico, polivinilpirrolidone (PVP), carvdo
ativado e incubacdo inicial dos explantes no escuro. O carvéo ativado é utilizado pelo
poder de absorver substancias inibitérias do meio ou produtos toxicos liberados pelos
explantes, como também pode promover o crescimento de embrides (PASQUAL et al.,
1990), ele também absorve 5-hydroxymethylfurfural (composto organico derivado de
desidratacdo de determinados acUcares)produzido pela autoclavagem da sacarose,
impurezas do &gar, etileno produzido pela cultura, mas também absorve componentes
do meio de cultivo, como as vitaminas, citocininas, auxinas e &cido ascorbico
(DRUART e WULF, 1993).

Considerando a necessidade da realizacdo de estudos béasicos de
micropropagacdo com Orbignya oleifera (Burret.), objetivou-se com este trabalho
avaliar o crescimento in vitro de embrides zigoticos de babacu, sob diferentes

concentragdes de sacarose e carvao ativado.
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MATERIAL E METODOS

Obtencdo do material vegetal

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura e Tecidos Vegetais do
Instituto Federal Goiano Campus Rio Verde-GO.

A classificacdo da espécie em estudo foi efetuada pela Dra. Maria Cristina de
Sousa, da Universidade Federal do Acre, Campus Floresta, na cidade de Cruzeiro do
Sul - AC. A exsicata se encontra depositada no Herbéario Jataiense, da Universidade
Federal de Goiés, Campus Jatai, sob o nimero de coleta 5641.

Os frutos foram coletados apds a abscisao, no més de marco do ano de 2011, em
uma populacdo de plantas ocorrentes na fazenda Santa Barbara, no municipio de
Piranhas — GO, com as coordenadas 16°22°015” S - 51° 55715 W, altitude 389 m.

Ap0s a coleta, os frutos maduros foram selecionados e quebrados em prensa
hidraulica para o rompimento do endocarpo. Posteriormente, as améndoas foram
retiradas do interior dos frutos, e os embrides zigéticos foram removidos (Figura 1 A -
D).

= D

Figura 1. Frutos maduros de Orbignya oleifera (Burret.) (A); prensa
hidraulica utilizada para extrair as sementes (B); fruto dobabacu
em corte transversal e em corte longitudinal (C); embrides
zigbticos de babacu (D). (Ep: epicarpo; Me: mesocarpo; En:
endocarpo e améndoas) Foto: Mariluza S. Leite. Rio Verde — GO,
2012.
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Assepsia

Os embrides foram revestidos com gaze e imersos em alcool 70% por 1 minuto,
em seguida foram imersos em solucdo a 20% de hipoclorito de sédio - NaOCI (agua
sanitaria comercial — 2,5% de cloro ativo) por 20 minutos e lavados trés vezes com agua

estéril em camera de fluxo laminar.

Estabelecimento in vitro

Os embrides de babacu foram cultivados em tubos de ensaio (25 x 150 mm)
contendo 20 mL de meio de cultivo MS 50% das concentracGes dos sais (MURASHIGE
& SKOOG, 1962) suplementado com 3,5g.L™" de Agar (Marca: Dindmica®), com
diferentes concentracdes de sacarose (0, 15, 30, 45 e 60 g.L™) e carvdo ativado (0 e 2
g.L™), ajustando o pH a 5,743 , autoclavados a 121°C e a pressdo de 1,05 kgecm?,
durante 20 minutos. Os tubos de ensaio contendo os embrides inoculados foram
mantidos em sala de crescimento por 120 dias, com temperatura de 25+3 °C, umidade
relativa de 45%, sendo que a cada 30 dias os embrides foram transferidos para um novo
meio de cultivo, idéntico ao que lIhe deu origem, e foram mantidos sob fotoperiodo de

-23-1

16 horas e radiacdo fotossintética ativa de 45-55 pmol m™s™, obtidas a partir de

lampadas fluorescentes brancas.

Avaliacdes e Delineamento experimental

Foram realizadas contagens em dias alternados para avaliacdo da porcentagem
de germinacdo e indice de velocidade de germinacdo (IVG). Aos 30, 60, 90 e 120 dias
de cultivo avaliando o comprimento médio de plantulas, e aos 120 dias de cultivo foram
avaliados: a germinacdo, IVG, formacdo de parte aérea, formacdo do peciolo

cotiledonar, enraizamento e a oxidacdo dos embrides zigoticos de babacu.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial
5x2, cinco concentracdes de sacarose (0, 15, 30, 45 e 60 g.L™) e duas concentracdes de
carvdo ativado (0 e 2 g.L™), sendo 10 tratamentos com 25 repeticdes (cada uma
constituida por um tubo de ensaio), totalizando 250 unidades experimentais. Os dados
numericos foram avaliados estatisticamente, mediante a andlise de varidncia com
aplicacdo do teste F a 5% de probabilidade e as médias, analisadas por regressao, com
auxilio do software SISVAR (FERREIRA, 2011).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A semente de babacu possui 0 endosperma homogéneo, oleaginoso, de
consisténcia dura, cor branca, ocupando todo o espaco interno da semente (Figura 2 A).
O embrido se encontra lateralmente, periférico, de forma cilindrica, alongado, com uma
das extremidades constituida pelo peciolo cotiledonar e a outra extremidade constituida
pelo haustorio (Figura 2 B). Verificou-se que a germinacdo dos embrides teve inicio
apos 7° dia de cultivo. Os embribes embeberam, posteriormente houve expansdo do

peciolo cotiledonar, e consequentemente a reducao do hautorio (Figura 2 C).

Figura 2- Sementes de Orbignya oleifera Burret, inteira e em corte transversal (A),
embrido zigético (B), processo de embebicdo e crescimento do peciolo
cotileodonar (C) (Barra igual a 1,5 cm de comprimento). em: embrido; en:
endosperma; pc: peciolo cotiledonar; ha: haustério. Foto: Mariluza S. Leite.
Rio Verde — GO, 2012,

De acordo com a andlise de variancia, a interacdo (Sacarose x carvao ativado) e o
efeito isolado da sacarose e do carvdo ativado ndo influenciaram nas caracteristicas
como a germinacgéo e oxidacao dos explantes.

Com relagdo as demais caracteristicas avaliadas, comprimento médio de
plantulas, formacdo de parte aérea, peciolo cotiledonar e raizes, foi verificado que as
diferentes concentracdes de sacarose exerceram influéncia na resposta in vitro. Ja para o
vigor, verificou-se que o carvdo ativado ndo exerceu influéncia.

O modelo de regressdo quadratica teve o melhor ajuste em resposta a estas
caracteristicas. Observou-se que para 0 vigor, na auséncia de sacarose e carvdo ativado,
obteve-se a menor média, & medida que aumentou a concentracdo de sacarose, na
auséncia ou presenca de carvéo ativado, elevando também o vigor (Figura 3A).

Quanto a formacdo de parte aérea, na auséncia de carvdo ativado, o ponto
méximo na funcdo quadratica indica que 34 g.L™" de sacarose atingem a maior

concentragdo (40%), quando, entdo, tem inicio um decréscimo neste incremento (20%)
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para concentragdo de 60 g.L™". J4 na presenca do carvdo ativado, o ponto maximo
estimado foi de 34,5 g.L™ de sacarose que produziu maior formagdo de parte aérea
(46%), que decresceu a medida que aumentou a concentracdo para 60 g.L* de
sacarose(22%) (Figura 3B).
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Figura 3- Efeito de diferentes concentracGes de sacarose e carvdo ativado no indice de
velocidade de germinacdo (IVG) (A), e formacdo de parte aérea (B), em
embribes zigoticos de babacu (Orbignya oleifera Burret.), avaliados aos 120
dias de cultivo. Rio Verde-GO, 2012.

Quanto ao comprimento medio de plantulas avaliado aos 30 dias de cultivo, na
auséncia de carvao ativado, verificou-se que o ponto maximo estimado foi de 35,5 g.L™
de sacarose, obtendo maior comprimento médio de 2,7 cm, a partir desse ponto com o
aumento da concentragdo para 60 g.L™* de sacarose, houve um decréscimo no
comprimento médio de plantulas para 2,15 cm. Ja na presenca de carvao ativado, o
ponto méximo foi obtido com 57 g.L"de sacarose,com média de 3,03 cm (Figura 4 A).

Foi constatado aos 60 dias de cultivo, na auséncia de carvao ativado, que 37,5
g.L™ de sacaroseproporcionou plantulas com maior comprimento médiode 3,8 cm, a
partir desta concentracdo teve inicio um decréscimo neste incremento de 3,03 cm, para
concentracdo de 60 g.L™. J& na presenca de carvdo ativado o ponto méximoestimado foi
de 46,5 g.L™ de sacarose, obtendo maior média 4,04 cm (Figura 4 B).

Quanto ao comprimento médio de plantulas avaliado aos 90 dias de cultivo, na
auséncia de carvdo ativado, observou-se que o ponto de méxima foi de 39 g.L ™" de
sacarose, obtendo maior comprimento médio de 4,5 cm, em quea partir desse ponto a

concentracdo foi aumentada para 60 g.L™ de sacarose, houve um decréscimo para 3,60
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cm. Ja na presenca de carvdo ativado, o ponto maximo estimado foi de 47 g.L™* de
sacarose que produziu o maior comprimento médio de plantulas 5,05 cm, que decresceu
a medida que aumentou a concentracdo para 60 g.L ™ de sacarose (4,79 cm) (Figura 4
C).

Para avaliacdo do comprimento médio de plantulas aos 120 dias de cultivo, na
auséncia de carvdo ativado, 0 ponto méaximo estimado foi de 40 g.L™" de sacarose,
obtendo média de 5,05 cm, a partir desse ponto com o aumento da concentracdo para 60
g.L™ de sacarose, houve um decréscimo nesse incremento, obtendo média de 4,2 cm. J&
na presenca do carvdo ativado, para atingir o ponto de méxima, utilizando 41,5 g.L™" de
sacarose, obtendo média de 5,12 cm, quando, entdo, tem inicio a um decréscimo (4,45

cm) para a concentracdo de 60 g.L™*( Figura 4 D).
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Figura 4- Efeito de diferentes concentracbes de sacarose e carvdo ativado no
comprimento médio de plantulas de babacu (Orbignya oleifera Burret.),
avaliado aos 30, 60, 90 e 120 dias de cultivo. Rio Verde-GO, 2012.

A maior formacdo do peciolo cotiledonar ocorreu quando os embries foram

cultivados em 49 g.L ™" de sacarose (47%). J& na presenca do carvéo ativado, a maior
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formacdo do peciolo cotiledonar ocorreu quando os embrides foram cultivados em 60
g.L™ de sacarose (32,5%) (Figura 5 A).

O maior percentual de plantulas enraizadas quando nao utilizado carvéo ativado,
ocorreu em meio suplementado com 32,2 g.L™ de sacarose (40,5%). Ja na presenca de
carvdo ativado, maior percentual de plantulas com raizes ocorreu em meio

suplementado com 38 g.L™ de sacarose (42,5%) (Figura 5 B).
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Figura 5- Efeito de diferentes concentracGes de sacarose e carvao ativado na formacgéo
de peciolo cotiledonar (A); na formacao de raiz (B), provenientes de embrides
zigbticos de babagu (Orbignya oleifera Burret.), avaliados aos 120 dias de
cultivo. Rio Verde-GO, 2012.

Constatando com os dados estatisticos (Figura 6 A e B), observou-se que 0s
embrides, na auséncia de sacarose foram germinados em razdo das reservas nutricionais
dos cotilédones, porém ndo houve crescimento.

Nos tratamentos com as menores concentracdes de sacarose, houve maior
formacdo de parte aérea e enraizamento, porém menor comprimento médio de plantulas
(Figura 6 C e D). Com aumento da concentracdo de sacarose, foram obtidos os
melhores comprimento médio de plantulas e formacdo do peciolo cotiledonar, porém
menor formacdo raiz (Figura6 E, F, G, H, 1 e J).

Durante todo processo de germinacao e crescimento das plantulas, o indice de
oxidacao foi baixo, e ndo houve formacéo de calos.

Pelos resultados obtidos, verificou-se que, na auséncia de carvdo ativado,
menores quantidades de sacarose foram necessarias para obtencdo de plantulas in vitro.
Ja na presenca de carvao ativado, verificou-se que nas concentragdes mais elevadas de

sacarose obtiveram os melhores resultados.



41

A concentracdo de 45 g.L™ de sacarose na presenca ou auséncia de carvdo

ativado favoreceu ao maior comprimento médio de plantulas.

Figura 6- Cultivo in vitro de embrides de babacu (Orbignya oleifera Burret.)
em diferentes concentracGes de sacarose e carvao ativado, avaliados
aos 120 dias de cultivo; A)T1: carvéo ativado (0 g.L™) e sacarose (0
g.L™); B)T2: carvdo ativado (2 g.L™) e sacarose (0 g.L™"); C) T3:
carvao ativado (0 g.L™) e sacarose (15 g.L™*); D) T4: carvéo ativado
(2 g.L™Y) e sacarose (15 g.L™%); E) T5: carvéo ativado (0 g.L™Y); e
sacarose (30 g.L™); F) T6: carvdo ativado (2 g.L™) e sacarose (30
g.L™); G) T7: carvéo ativado (0 g.L™) e sacarose (45 g.L™); H) T8:
carvao ativado (2 g.L™) e sacarose (45 g.L™); 1) T9: carvdo ativado
(0 g.L ™) e sacarose (60 g.L™%); J) T10: carvdo ativado (2 g.L™) e
sacarose (60 g.L™"). Embrides germinados sem desenvolvimento
(Em); parte aérea (P.A); peciolo cotiledonar (P.C); raiz (Ra). Rio
Verde GO. 2012.

A adicéo de sacarose no meio para cultivo de embrides zigdticos € observada por

varios autores, em diferentes espécies de plantas principalmente para embriGes nos
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estadios iniciais de desenvolvimento (pré-embrides). De modo geral, quanto mais
jovens os embriBes, tanto maior sera a osmolaridade requerida para o meio (TORRES et
al., 2005).

Dados semelhantes foram obtidos por Garcia et al., (2002), trabalhando com
embrides zigdticos de oliveira (Olea europaea L.), concluiram que o fornecimento
exogeno de carboidratos foi dispensavel para a germinacdo, porém, a auséncia de
sacarose no meio de cultivo, ocasionou baixo nivel de desenvolvimento e inviabilizou a
obtencdo de plantulas para a aclimatizacdo. Ja Pereira et al., (2006), em seus trabalhos
com embrides zigdticos de murmuru (Astrocaryum ulei Burret) mostra que baixas
concentragfes de sacarose também sdo indicadas para a germinacdo de embrides
obtidos de frutos maduros, e que a adicéo de 15 g.L™* de sacarose no meio de cultivo foi
suficiente para atingir os melhores indices de germinacdo e, concentragdes maiores
foram necessérias para sustentar o crescimento das plantulas.

Estes dados corroboram com os trabalhos de Ribeiro et al., (2011), que na
auséncia de sacarose ndo houve formacdo de raizes, em embrides zigoticos de
coquinho- azedo [Butia capitata (Mart.) Becc.], o fato indica a insuficiéncia de reservas
de carboidratos necessarios ao desenvolvimento da plantula.

Estes resultados diferem dos obtidos por Ledo et al., (2007), em queobservaram
que na cultura de embrides de coqueiro ando (Cocos nucifera L.)a concentracao de 60 g
L™ de sacarose foi necesséria para promover o maior desenvolvimento da parte aérea.
Para a regeneracéo in vitro de embrides de coqueiro ando o uso de 2,5 g.L™* de carvéo
ativado no meio de cultivo foi eficiente na eliminacdo do escurecimento causado pela
oxidacdo.

Segundo Nicoloso et al., (2001), a adicdo de carvéo ativado ao meio de cultivo
nem sempre tem sido vantajosa. Em culturas de ginseng brasileiro [Pfaffia glomerata
(Spreng.) Pedersen], esses autores relataram que, em presenca do carvao ativado, foram
observadas respostas negativas tanto da matéria seca da parte aérea quanto do
desenvolvimento do sistema radicular. Eles acreditam que a presenca do carvdo ativado
adsorve consideravelmente os elementos quimicos presentes no meio, diminuindo a
disponibilidade destes.

Em cultura de pereira (Pyrus communis L.), a concentracdo de 1% de carvao
ativado adicionado ao meio de cultivo ndo favoreceu o enraizamento, o que foi
associado a capacidade que o carvao ativado tem de reter substancias (ERIG et al.,
2004).
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CONCLUSOES
e A utilizacdo de 15 g.L™ sacarose no meio de cultivo, na auséncia de carvdo
ativado, promoveu as melhores médias para formacdo parte aérea e
enraizamento.
e N&o é necessario o uso de carvao ativado para o cultivo in vitro de embrides

zigoticos de babacu (Orbignya oleifera Burret.)
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CAPITULO 3

Diferentes tipos de vedagbes nocultivoin vitro de embrides zigoticos de

babacu

RESUMO:O babagu (Orbignya oleifera Burret.) € uma palmeira altamente oleaginosa,
cuja biomassa do fruto sdo utilizadas para producdo de biocombustivel. Em razéo
dasdificuldades de germinacdo da espécie, busca-se a contribuicdo das técnicas de
cultivo de embriGes zig6ticos, que se destaca como uma alternativa viavel para
ampliacdo de estudos sobre a germinacdo. Objetivou-se com este trabalho avaliar a
influéncia dos diferentes tipos de vedagdes na propagacao in vitro de embrides zigoticos
de babacu. Embrides maduros foram inoculados em meio MS 50% das concentracdes
dos sais, vedados de quatro maneiras: tampdo de algoddo, tampa plastica, pelicula de
PVC e tampa pléstica envolvidos com pelicula de PVC. Foram realizadas contagens em
dias alternados para avaliacdo da porcentagem de germinacdo e IVG. Aos 30, 60, 90 e
120 dias, avaliou-se 0 comprimento médio de plantulas e aos 120 dias de cultivo foram
avaliados: formacédo do peciolo cotiledonar, da parte aérea, enraizamento e oxidagao dos
explantes. Verificou-se que o tipo de vedacdo dos tubos de ensaio influenciou
significativamente o crescimento de plantulas de babacu; o uso de tampéo de algodéo

proporcionou incrementos significativos no crescimento in vitro de plantulas de babacu.

Palavras-Chave:Orbignya oleifera (Burret), meio de cultivo, biodiesel.

ABSTRACT:Babassu(Orbignya oleifera Burret.) is ahighlyoleaginouspalmwhose
biomass of fruitis usedfor biofuel production. Considering difficulties ofgerminationof

this species, alternative techniques as zygotic embryos are used to expanding studies of
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germination. This study purpose was to evaluate the influence of different types of seal
for the in vitro propagation of zygotic embryos of babassu. Mature embryos were
inoculated in MS 50% of salt concentration, sealed by four ways: cotton plug, plastic
cover, PVC film and platic cover involved by PVC film. The percentage of germination
and the germination speed index (GSI), were evaluated on alternate days. At 30, 60, 90
and 120 days were evaluate the average length seedling and at 120 days: cotyledonar
petiole growth, length of shoots and roots and explants oxidation. The seal type
influenced significantly the seedlings growth of babassu. The cotton plug promoted

significant increase forin vitro growing of babassu seedling.
Key Words: Orbignya oleifera (Burret.), medium culture, biodiesel.
INTRODUCAO

O babacu (Orbignya oleifera Burret.) pertence a familia Arecaceae (Palmae), e
estd distribuido em florestas ou em areas abertas. A palmeira de babacu é nativa nas
regides centro-oeste, norte e nordeste do Brasil. Os macigossdo localizados em areas de
transicdo entre as florestas Umidas da bacia amazonica, o cerrado e o semi-arido do
nordeste brasileiro, cobrindo aproximadamente 18,5 milhdes de hectares distribuidos
nos estados do Maranhdo, Piaui, Tocantins, Goids, Amazonas, Para e Mato Grosso
(LIMA et al., 2006).

O babacu é uma palmeira usada na producdo de fibras, carvao, perfume, sabdo,
6leo de cozinha, lubrificantes e produtos medicinais. Atualmente, a palmeira de babacu
faz parte do cenario amazonico com grande densidade em areas degradadas que ndo
foram manejadas e consequentemente abandonadas. Além disso, tem-se observado a
incidéncia dessas plantas como bioindicadores de ambientes alterados, com forte
tendéncia a aumentar sua densidade em areas pertinentes as consequiéncias dos impactos
ambientais (cultivos, pastagens e capoeiras) (MIRANDA et al., 2001).

Tem importancia também para a inddstria de combustiveis, como uma forma de
biodiesel, em que a utilizacdo da biomassa do fruto para producdo de biocombustivel é
de grande interesse econdmico(MARTINS et al., 2009). Por causa dos metodos de
processamento, o 6leo das sementes oferece um rendimento de extracdo de 67% e pode
ser usado em forma pura ou misturado a gasolina em motores a diesel (LIMA et al.,
2007).
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No entanto, a germinacdo de espécies da familia Arecaceae é lenta, irregular e,
muitas vezes tem uma baixa taxa de multiplicacdo, sendo que sua forma de propagacéo
ocorre de forma sexuada (MARCOS FILHO, 2005). Dadas as dificuldades de
germinacdo do babacu, o cultivo in vitro de embrides zigdticos é uma técnica
promissora para avangar o conhecimento desta espécie que é dificil de propagar por
outros meio, permitindo assim, o estudo do crescimento embrionario, contribuindo para
reduzir o tempo necessario para a producdo da planta (PEREIRA et al., 2006; TZEC-
SIMA et al., 2006).

O cultivo in vitro é um fator dependente da fonte de carbono, uma vez que o
material vegetal ndo estd em condigdes adequadas de iluminacdo e concentracéo de CO,
e, as vezes, ndo encontram teores de clorofila suficientes para realizar fotossintese que
sustente o crescimento (NEPOMUCENO et al., 2009).

Entre as fontes de carbono, a sacarose € a mais utilizada em plantas cultivadas in
vitro,é considerada a melhor fonte para o crescimento e diferenciacéo dos tecidos, além
de ser absorvida com maior rapidez (SKREBSKY et al., 2004).

Outro fator de importancia a ser observado no cultivo in vitro de plantas, refere-
se a0 microambiente no interior dos frascos de cultivo, que pode estar diretamente
relacionado ao tipo de vedacdo utilizada.Na maioria dos casos, o tipo de vedacdo é o
que determina o nivel de trocas gasosas com ambiente externo, que por sua vez pode
estar relacionada com a variabilidade no comportamento das culturas (SOUZA et al.,
2007).

O tipo de vedacéo de frasco interfere na aeragdo e na incidéncia de luminosidade
para os cultivos in vitro. VedacGes que ndo sdo hermeticamente fechadas permitem
maiores trocas gasosas entre o ar atmosférico e o ambiente interno dos frascos,
promovendo melhor transpiracdo das folhas e impedindo o acimulo de etileno (FILHO
etal., 2002). Verifica-se que quando ocorre o aumento do CO,, ha reducdo da
umidade relativa e da concentracdo de etileno em torno da planta. Para tanto, utiliza-se
alguns métodos, tais como perfurar a tampa e preencher o orificio com tampdes, fazer
aberturas laterais nos recipientes de cultura ou tampar os frascos com um filtro, que
podem ser usados para aumentar as trocas gasosas (KOZAI e NGUYEN, 2003).

Diante desses fatos e em razdo da falta de relatos sobre o cultivo in vitro de
Orbignya oleifera (Burret.), objetivou-se com este trabalho avaliar a influéncia dos

diferentes tipos de vedagdes na propagacéo in vitro de embrides zigdticos de babacu.
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MATERIAL E METODOS

Obtencdo do material vegetal

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura e Tecidos Vegetais do
Instituto Federal Goiano Campus Rio Verde-GO.

A classificacdo da espécie em estudo foi efetuada pela Dra. Maria Cristina de
Sousa, da Universidade Federal do Acre, Campus Floresta, na cidade de Cruzeiro do
Sul - AC. A exsicata se encontra depositada no Herbario Jataiense, da Universidade
Federal de Goias, Campus Jatai, sob o nimero de coleta 5641.

Os frutos foram coletados apds a abscisao, no més de marco do ano de 2011, em
uma populagdo de plantas ocorrentes na fazenda Santa Bérbara, no municipio de
Piranhas — GO, com as coordenadas 16°22°015”S - 51°55°715” W, altitude 389 m.

Posteriormente os frutos foram quebrados em uma prensa hidraulica para o
rompimento do endocarpo. Em seguida, as améndoas foram retiradas do interior do

fruto e os embrides zigoticos foram removidos com auxilio de um bisturi.

Assepsia

Os embrides foram revestidos por gaze e imersos em alcool 70% por 1 minuto,
em seguida foram imersos em solucdo a 20% de hipoclorito de sédio - NaOCI (agua
sanitaria comercial — 2,5% de cloro ativo) por 20 minutos e lavadas trés vezes com agua

estéril em camera de fluxo laminar.

Estabelecimento in vitro

Os embrides de babagu foram cultivados em tubos de ensaio (25 x 150 mm)
contendo 20 mL de meio MS 50% das concentragfes dos sais (MURASHIGE &
SKOOG, 1962), 30 g.L™ de sacarose,suplementado com 3,5g L™ de Agar (Dinamica®),
tendo o pH ajustado a 5,7+3. Posteriormente o meio foi autoclavado a 121°C e a pressao
de 1,05 kgem™, durante 20 minutos. Os tubos de ensaio contendo os embrides foram
vedados de quatro maneiras: tampao de algoddo, tampa plastica (polipropileno), pelicula
de PVC e tampa pléastica envolvidos com pelicula de PVC. Os tubos de ensaio contendo
0s embribes inoculadosforam mantidos em sala de crescimento por 120 dias, com
temperatura de 25+3 °C, umidade relativa de 45%, sendo que a cada 30 dias os

embrides foram transferidos para um novo meio de cultivo, idéntico ao que lhe deu
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origem, e foram mantidos sob fotoperiodo de 16 horas e radiacdo fotossintética ativa de
45-55 pmol m™s™, obtidas a partir de 1ampadas fluorescentes brancas.

Avaliacdes e Delineamento experimental

Foram realizadas contagens em dias alternados para avaliacdo da porcentagem
de germinacdo e IVG. Aos 30, 60, 90 e 120 dias de cultivo, foi avaliado o comprimento
médio de plantulas e aos 120 dias foram avaliados a formacdo do peciolo cotiledonar,
da parte aérea, enraizamento e a oxidacao dos embrides zigdticos de babacu.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), sendo quatro
tratamentos (tampdo de algoddo, tampa plastica, pelicula de PVC e tampa pléstica
envolvidos com pelicula de PVC) com 30 repeti¢Bes, constituida por um tubo de ensaio,
totalizando 120 unidades experimentais. Os dados numéricos foram avaliados
estatisticamente, mediante analise de variancia, testando as médias pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. O programa utilizado para analise dos dados foi software
SISVAR (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todos os tratamentos ocorreram a germinacao dos embrides, sendo viavel a
multiplicacdo in vitro de babacu via embrides zigdticos.

O crescimento dos embrides foi evidenciado pelo alongamento do peciolo
cotiledonar, dando origem a formacdo da parte aérea e enraizamento das plantulas. A
parte aérea foi emitida aos 90 dias de cultivo, sendo formada a partir do peciolo
cotiledonar, que se abre uma fenda préxima a regido da raiz. J& a raizes foram
identificadas aos 120 dias de cultivo, formadas na regido inferior do peciolo cotiledonar.
N&o houve oxidagdo dos explantes em nenhum dos tratamentos (Figura 1 A, B, C e D).
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Figura 1- Cultivoin vitrode Orbignya oleifera (Burret.), 120 dias em meio 50% MS,
com diferentes tipos de vedacdo. T1: Tampdo de algoddo (A); T2: tampa
plastica; (B); T3: pelicula de PVC (C) e T4: tampa plastica envolvidos com
PVC (D). P.A: parte aérea; P.C: peciolo cotiledonar e Ra: raiz. Rio Verde-
GO, 2012. Foto: Mariluza Silva Leite.

Verificou-se, pela analise de varidncia que os tipos de vedacdo exerceram efeitos
para as caracteristicas: VG, comprimento médio de plantulas, avaliado aos 30 e 120
dias de cultivo e formacdo de raizes (Tabela 1).

As caracteristicas: comprimento médio de plantulas, avaliado aos 60 e 90 dias de
cultivo, formagdo do peciolo cotiledonar, parte aérea e a oxidacdo ndo houve
significancia.

As plantulas mais vigorosas ocorreram nos tubos vedados com tampdo de
algodéo (Tabela 1).

Quanto ao comprimento médio de plantulas, avaliado aos 30 dias de cultivo,
observou-se que a maior média obtida foi de 2,43 cm, quando os tubos foram vedados
com tampéo de algodao.

Para o comprimento médio de plantulas, avaliado aos 120 dias de cultivo,
verificando que os tubos vedados com tampdo de algoddo e com pelicula de PVC,
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foram os que promoveram maiores comprimentos, medias de 5,38 e 5,00 cm
(respectivamente). Os menores comprimentos médio de plantulas foram obtidos nos
tubos vedados com tampa pléastica e tampa plastica envolvida com PVC, médias de 3,92
e 4,36 cm (respectivamente).

Quanto a formacdo de raizes, observou-se que a menor porcentagem (13,0%),
foi obtida quando utilizou tampa pléstica envolvida com pelicula de PVC.

Tabela 1- IVG, comprimento médio de plantulas, avaliado aos 30 e 120 de cultivos e
formagcdo de raizes aos 120 dias de cultivo, emembrides zigdticos de babagu
(Orbignya oleifera Burret.), com diferentes tipos de vedacdo. Rio Verde-

GO, 2012.
indice de Comprimento  Comprimento
velocidade de médio de meédio de Formacéo de
Tipos de germinacao plantulas aos plantulas aos raizes (%)
Vedacao (IVG) 30 dias de 120 dias de aos 120 dias
cultivo (cm) cultivo (cm)
Tampéo de 0,18 &° 2,43 a 538a 77,0a
algodao
Tampa pléstica 0,11b 2,00 Db 392D 60,0 a
Pelicula de
PVC 0,12b 2,03b 5,00a 43,0 a
Tampa plastica 0,13 Db 2,07Db 4,36 b 13,0b
com PVC

“Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente, pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

O ganho nas trocas gasosas, advindo do tampdo de algoddo, estimulou a
formacdo de raizes suprindo a maior demanda transpiratoria (SANTANA et al., 2008).
Ao longo do crescimento das plantulas, ocorreu condensacdo de agua nas paredes
interna dos tubos nos tratamentos com tampa plastica e com tampa plastica com pelicula
de PVC. O tipo de vedacao dos tubos teve grande influéncia no cultivo in vitro é ela que
vai determinar o nivel de trocas gasosas com 0 ambiente externo.

Esses dados corroboram com os de Santana et al., 2008, em que as maiores
porcentagens de enraizamento em Annona Glabra foram de 85% para os tubos vedados
com tampa plastica sem a pelicula de PVC e 75% nos tubos vedados com tampdo de
algodao.

Segundo Kozai e Nguyen, (2003), o fechamento dos frascos de cultivo com
tampéo de algoddo pode favorecer as trocas gasosas, aumentando a concentracdo de

CO; e, simultaneamente, reduzindo a umidade relativa e a concentragdo de etileno.
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Dados foram semelhantes com plantulas de angico [Anadenanthera colubrina
(Vell.) Brenan var. cebil (Griseb) Altschul], cultivadas em tubos de ensaio fechados
com algoddo obtiveram maiores percentuais para o comprimento da parte aérea em
relacdo aquelas cultivadas em tubos de ensaio fechados com pelicula de PVC
(NEPONUCENQO et al., 2009).

Verificou-se que a utilizacdo de tampa plastica e o tampdo de algoddo dispdem
de vantagens no seu uso por prevenir o ressecamento dos explantes, controlar a
contaminacdo, permitir as trocas gasosas com o ambiente externo e, consequentemente,
diminuir os gastos na produgdo final das mudas. Tais vantagens tornam 0 Sseu uso
sempre aconselhavel e vérios autores tém destacado essa pratica como sendo promissora
no estimulo ao fotoautotrofismo aprimorando a propagacdo in vitro (NGUYEN &
KOZAI, 2001; SANTANA et al., 2008; NEPOMUCENO et al., 2009).

CONCLUSOES

e O tipo de vedacdo dos tubos de ensaio influenciou significativamente o
crescimento in vitrode plantulas de babagu;

e O uso do tampdo de algodao favoreceu o crescimento in vitro de plantulas de
babagu(Orbignya oleifera Burret.).
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CONCLUSOES GERAIS

O cultivo de embrides zigoticos de babacu (Orbignya oleifera Burret.) é uma
alternativa eficiente para o estabelecimento in vitro.

Verificou-se que 0 meio MS 50% das concentragdes dos sais, foi adequado para
0 cultivo in vitro de embrides de babagu.

Recomenda-se a combinacdo de 1uM de BAP + 2uM de ANA para o cultivo in
vitro de embrides de babacu.

A adicdo de sacarose ao meio, em concentragbes de 15g.L7
proporcionouplantulas passiveis de serem aclimatizadas.

A suplementacdo de carvao ativado no meio de cultivo ndo influenciou no
crescimento in vitro de babagu.

O uso de tampdo de algoddo favoreceu o crescimento in vitro de plantulas
oriundas de embrides de babagu.



CONSIDERACOES FINAIS

Um dos maiores obstaculos para realizacdo deste trabalho foi a quebra do
endocarpo, pelarigidez do fruto, além da dificuldade para retiraras améndoas do
interior do fruto;

Outro grande desafio foi a retirada dos embrifes intactos do interior das
améndoas, com muita atengdo, evitando causar injdrias fisicas no embrido,
porque embrides injuriados ndo germinaram;

Outros reguladores de crescimento podem ser testados, como TDZ
(Tidiazuron),quando se objetiva a multiplicacdo da espécie por embriogénese

somatica, (lembrando que a espécie estudada ndo perfilha);
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