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RESUMO GERAL

OLIVEIRA, JEHANE CRISTINA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
agosto de 2014. Qualidade fitossanitaria e protocolo para a germinacéo in vitro das
sementes de Butia purpuracens Glassman, Acrocomia aculeata (jacq.) Lood. Ex mart
e Butia archeri Glassman. Orientadora: Juliana de Fatima Sales. Coorientador: Marcos
Anténio Soares.

A rica biodiversidade do Brasil se distribui em diferentes regides, dentre elas o Cerrado,
habitat natural de plantas com grande potencial ornamental e producéo de biodiesel, mas
com grandes entraves de propagacao, por isso, objetivou-se com este trabalho identificar
o melhor ambiente de germinacado, concentracdo de fitorreguladores, adaptacdo do teste
de tetrazolio e o potencial de inibicdo microbioldgico, visando obter elevadas taxas de
germinacdo, sem que haja contaminagdo por microrganismos. Para isso, sementes de
Macauba (Acrocomia aculeata Ex Lood), Butia purpuracens Glassman e Butia archeri
Glassman foram realizados trabalhos em diferentes ambientes de germinacédo (placa de
vidro com papel germitest, placa de vidro com areia e rolos de papel germitest), diferentes
concentragdes de solucdo de acido giberélico (0 e 200 mg.L?). E adaptacio do teste de
tetrazolio. Os melhores resultados para a germinagdo foram obtidos quando as sementes
eram colocadas em placa com papel + acido giberélico. Para o teste de tetrazdlio €
indicado a concentragdo de 1% por 3 horas a fim de determinar viabilidade dessa espécie.
A partir destes resultados as sementes de das trés espécies foram microbiolizadas com
solugdes inoculantes, entretanto, ndo foram observadas melhoras na germinacao e ou

controle microbiolégico com o uso das solugoes.

Palavras-chave: microrganismos, endofiticos, arecaceas dorméncia.
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GENERAL ABSTRACT

OLIVEIRA, JEHANE CRISTINA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
agosto de 2014. Phytosanitary quality protocol for in vitro germination of seeds Butia
purpuracens Glassman, Acrocomia aculeata (jacqg.) Lood. Ex mart and Butia archeri
Glassman. Advisor: Juliana de Fatima Sales. Co Adivisor: Marcos Antdnio Soares.

The rich biodiversity of Brazil is distributed in different regions, among them it is the
Cerrado, which occupies 21% of the Brazilian territory, natural habitat of plants with
ornamental and biodiesel potential , but with high barriers propagation Thus, seeds of
Macaw palm (Acrocomia aculeata Ex Lood), Butia purpuracens Glassman and B. archeri
were mechanically scarified and subjected to different environments germination (glass
plate with germitest paper, glass plate with sand and rolls of paper germitest), seed
soaking in gibberellic acid solution at two concentrations (0 to 200 mg.L), adapt the
tetrazolium test, correlating the results of that test with the in vitro germination of zygotic
embryos. The bestgermination results were obtained when seeds were placed on plate
with paper + gibberellic acid. For tetrazolium test is stated the concentration of 1% for 3
hours in order to determine the viability of this specie. From these results the seeds of the
three species were microbiolized with inoculants solutions, kindly provided by the
Laboratory of Microbiology from Goiano Federal Institute and kept in a germination
chamber for 30 days. No improvement in germination and microbiological control with

the use of the solutions were observed.

KEYWORDS: Microorganisms. Endophytes. Arecaceae. Dormancy
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1. INTRODUCAO GERAL

A principal forma de propagacdo na familia Arecaceae € a sexuada. No entanto, €
comum, que esse processo seja lento, irregular e com baixas porcentagens, como € o caso
das trés espécies arboreas deste projeto. Muitos autores acreditam que esse fato esta
relacionado ao mecanismo de dorméncia, principalmente, em decorréncia da dorméncia
fisica, imposta pelo tegumento que, por ser bastante lignificado, dificulta a absor¢éo de
agua e, consequentemente, a embebicao da semente. Por isso, recomenda-se a utilizacdo
de tratamentos que facilitem a absorcéo de 4gua, como a escarificacdo mecanica na regido
do hilo. No entanto, tal processo, bem como o de extragcdo da semente, causa pequenos
ferimentos no seu tegumento, gerando portas de entrada para microrganismos saprofiticos
(fungos e bactérias), durante os testes de germinacdo e de emergéncia, implicando em
expressiva reducdo do nimero de plantas viaveis (RUBIO NETO et al., 2012; RUBIO
NETO et al., 2014).

Além da dorméncia fisica, estas espécies também apresentam dorméncia
fisioldgica. Para superacdo deste tipo de dorméncia tem sido empregados fitorreguladores
tais como as citocinina e o acido giberélico.

A necessidade da reducdo do consumo de agroquimicos, principalmente os
potencialmente toxicos ao ambiente, tem aumentado o interesse por outras estratégias
para controle de pragas e doengas nas espécies vegetais de interesse. O controle bioldgico
vem despontando entre as alternativas ao uso de agrotoxicos. Tal técnica se baseia na
relacdo antagOnica entre microrganismos e fitopatogenos, que pode atuar de diferentes
formas: predagdo, antibiose, inducdo da resisténcia da planta hospedeira,
micoparasitismo, producdo de enzimas e toxinas, colonizacdo sistémica da planta

hospedeira, competi¢do por nutrientes e sitios de ligagdo para a colonizacéo eficiente e
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liberacdo de enzimas hidroliticas, que atuam na degradacdo da parede celular. H4 um
namero crescente de organismos endofiticos com potencial no controle de fitopatogenos.

A maioria das Arecaceas sdo de origem tropical e subtropical por isso a
temperatura a que suas sementes sdo expostas tem papel crucial para a capacidade
germinativa. Entretanto o desafio é encontrar o limite térmico que promova a maior taxa
de germinacdo e o menor percentual de contaminacdo, uma vez que, é sabido que 0s
microrganismos também requerem a temperatura especifica para o seu pleno
desenvolvimento. Neste sentido a regulacao de temperatura pode atual com fator limitante

de seu aparecimento.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cerrado

O Brasil é um dos dois paises mais ricos do mundo em termos de biodiversidade,
abrigando dois dos 34 hotspots de biodiversidade mundiais de prioridades de
conservacao: a Mata Atlantica e o Cerrado (MITTERMEIER et al., 2004). Este dominio
fitogeogréafico abriga grande variedade de fisionomias, englobando formacdes florestais,
savanicas e campestres (GOODLAND & POLLARD, 1973; RIBEIRO & WALTER,
2008).

O termo cerrado é geralmente utilizado para indicar o conjunto de ecossistemas
(savanas, matas, campos e matas de galeria) que ocorrem no Brasil Central (EITEN,
1977). E a segunda maior formacao vegetacional brasileira, com &rea total com cerca de
dois milhdes de km?, sendo superado em area apenas pela Amazonia (OLIVEIRA-FILHO
& RATTER, 2002) (Figura 1). Cerca de 55% da area original do Cerrado (Figura 2) - que
corresponde a 880.000 km?, superior a area desmatada da Amazonia Brasileira - ja foi

desmatada ou transformada pela acdo humana (MACHADO et al., 2004).
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Figura 2. Vegetacdo nativa remanescente na area central do Cerrado em 2002. Fonte:
MACHADO et al., (2004).

Este ocupa 21% do territério nacional, sendo considerado um complexo
vegetacional de grande heterogeneidade fitofisiondbmica (BORLAUG, 2002), ele é
considerado um hotspot por causa de suas espécies endémicas e ameacgas constantes de
seu territério (ORME et al., 2005).

Segundo ALMEIDA et al. (1998), o Cerrado é o mais brasileiro dos biomas sul-
americanos, com excecdo de algumas pequenas areas na Bolivia e no Paraguai, ele esta
totalmente inserido no territorio nacional. A abrangéncia deste dominio engloba desde o
Amapa e Roraima até o Parana. No sentido longitudinal, aparece desde Pernambuco,
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Alagoas, Sergipe, até o Estado do Pard e Amazonas, com encraves dentro da Floresta
Amazonica (RIGONATO & ALMEIDA, 2003).

O dominio € apontado como grande detentor de diversidade bioldgica, sendo a
formacéo savanica com maior diversidade vegetal do mundo, especialmente quando se
consideram as espécies lenhosas. Mendonca et al. (1998) fizeram extensa compilagédo
referente a diversidade do Cerrado brasileiro, sendo apontados, no total, 6.671 tdxons
nativos, distribuidos em 170 familias e 1.140 géneros.

Arecaceae € uma familia com ampla distribuicdo de ocorréncia principal nos
tropicos e subtropicos. Possui aproximadamente 189 géneros e 3000 espécies, sendo 29
géneros e 132 espécies no Brasil (LIMA et al., 2003; LORENZI et al., 2004).

Os solos favoraveis para o Cerrado sdo das classes de Latossolo Vermelho-
Escuro, Latossolo Vermelho-Amarelo e Latossolo Roxo. Apesar das boas caracteristicas
fisicas, sdo solos fortes moderadamente acidos (pH entre 4,5 e 5,5), com caréncia
generalizada dos nutrientes essenciais, principalmente fosforo e nitrogénio. Esse déficit
de nutrientes do solo se manifesta de forma heterogénea (RIBEIRO & WALTER, 2008).
Segundo RIZZINI (1997) “o cerrado exibe enorme variabilidade estrutural ainda mais
acentuada pelas amplas variagdes edaficas”.

A pobreza dos solos, ndo se constitui em obstaculo para a ocupacéo de grandes
extensdes de terra pela agricultura moderna, especialmente a cultura da soja, um dos
principais itens da pauta de exportacGes do Brasil, e as pastagens plantadas. Cerca de
metade da extensdo territorial original do Cerrado foram transformados em pastagens
plantadas, culturas anuais e outros tipos de uso (KLINK & MACHADO, 2005).

A conservagédo do Cerrado, considerada uma das mais ricas savanas do mundo,
¢ de extrema importancia para a estabilidade da biodiversidade mundial
(MITTERMEIER et al., 2004). A diversidade de ecossistemas no Cerrado faz desse

bioma um celeiro de plantas com potencial de extrativismo sustentavel.

2.2 Género Butia

As Arecaceas representam a terceira familia botanica mais importante para o ser
humano (JOHNSON, 1998). Possuem ampla distribuicdo, abundancia, produtividade e
diversidade de usos, ¢ de grande importancia alimentar, medicinal, sociocultural e
econémica para populacbes locais (ZAMBRANA et al., 2007). No Brasil ocorrem

naturalmente 38 géneros e cerca de 270 espécies (Lorenzi et al. 2010).
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As sementes de plantas do género Butia possuem grande indice de contaminagéo
por microrganismos durante o processo de pré e pos emergéncia, ocasionando a formacgéo
de plantulas anormais e podridéo radicular (MAGALHAES et al., 2008).

No estado de Goias a ocorréncia de espécies do género Butia tem diminuido
consideravelmente, em razdo da grande devastacdo das areas nativas de Cerrado.

Butia purpurascens Glassman é endémica do tridngulo mineiro e sudoeste do
estado de Goids, com destaque para o municipio de Jatai (17°52°51” S e 51°42°50” O),
que da origem ao nome popular dessa Arecaceae, que € também conhecida como butia e
coqueiro-de-vassoura (Figura 3). Ha maior ocorréncia em campos de pastagens e
vegetacdo aberta do cerrado com destaque para os locais de menor densidade de plantas
de porte arboreo. A planta é matéria-prima para a producao de artesanato, madeira para
construcdo, moveis e utensilios, além do enorme potencial para a ornamentagdo
(LORENZI et al., 2004; BOZZA, 2009; GUILHERME & OLIVEIRA, 2011).

a) b)

Figura 3. a) Butia purpuracens em consorcio com pastagem; b) Didsporos de B.

purpuracens. Fonte: The Encyclopedia of Cultivated Palms, 22 edicdo.

Essa planta possui estipe Unico, com 15 cm de didmetro e no maximo 4 m de
altura. Os frutos s@o ovoides, geralmente arroxeados, aromaticos, com 2,5 cm a 3 cm de
comprimento e 1,5 cm a 2 cm de didmetro. Possui mesocarpo carnoso e adocicado,
contendo de 1 a 2 sementes. Propaga-se exclusivamente por sementes, que devem ser de
boa qualidade fisioldgica e sanitaria (LORENZI et al., 2004; BOZZA, 2009;
MAGALHAES et al., 2013)
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Na literatura, os trabalhos com esse género sdo representados basicamente pelos
estudos com Butia capitata (Mart) Becc, com raras excegdes, como 0s que avaliaram a
dindmica e estrutura populacional em regides do cerrado, mais precisamente em Jatai
(BERNASOL & LIMA-RIBEIRO, 2010; GUILHERME & OLIVEIRA, 2011). No
entanto, sabe-se que esta planta é classificada como vulneravel e, por isso, faz parte da
Rede Vermelha de espécies em extingdo mundial. Em outra instituicdo, é classificada
como criticamente em perigo, com reducdo estimada da populacdo em mais de 80%, nos
proximos 10 anos. Sendo endémica, disputa espaco com plantio de soja e cana-de-agucar,
agravando ainda mais o processo de extincdo (BRASIL, 2008; BOZZA, 2009;
BIODIVERSITAS, 2011; IUCN, 2011).

A Butia archeri € uma espécie pertencente a familia Arecaceae (Figura 4), sendo
que algumas espécies de Butia ja sdo consideradas em risco de extingdo (ROSSATO &
BARRICHELO, 2007). A monocultura, a criacdo extensiva de gado e a especulacao
imobiliéria sdo responsaveis por grande parte da reducao das populacfes naturais de butia
(RIVAS & BARILANI, 2004; RIVAS, 2005; ROSSATO, 2007; ROSSATO &
BARRICHELO, 2007).

Figura 4. a) Butia archeri em ambiente natural. Fonte: www.pacsoa.org.au.

A principal forma de propagacdo dessa planta é sexuada; porém, pouco se conhece
desse mecanismo. Sabe-se que, em geral, a germinacdo da familia Arecaceae, além de
ocorrer lentamente, € irregular e em baixas porcentagens, este fato pode ser decorrente de
dorméncia, que também é comum na familia (FERREIRA & GENTIL, 2006).

Além da variabilidade genética, outras varidveis afetam a germinacdo nessa
familia, dentre elas a temperatura, substrato e estddio de maturacdo. Em relacdo a
temperatura e substrato, que geralmente sdo estudados em conjunto, os melhores

resultados de germinacdo para diferentes espécies nessa familia, sdo obtidos quando as
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sementes ou diasporos permanecem em substrato poroso, como areia ou vermiculita, sob
temperatura constante de 25 a 30°C (PIVETTA et al., 2008).

Escarificagdo mecénica e utilizacdo do GAs tém fornecido resultados satisfatorios
na germinacgédo de sementes, mas também, tem aumentado a deterioracdo das mesmas.

O controle bioldgico tem sido investigado como alternativa de manejo
(PADGHAM & SIKORA, 2007). Entre os biocontroladores estudados, as bactérias
habitantes da rizosfera (rizobactérias) apresentam grande potencial. Estas podem atuar
como indutores de resisténcia da planta (OOSTENDORP & SIKORA, 1990), produzir
enzimas e metabdlitos toxicos (LIAN et al., 2007).

O uso de rizobactérias para aumentar a produtividade de plantas tem sido
extensivamente estudado ha vérios anos e em diversas culturas agronémicas, como:
batata, cana-de-acUcar, canola, amendoim, trigo, cevada, milho e tomate, entre outras
(KLOEPPER, 1996). Em espécies arboreas, as recentes investigacdes tém evidenciado
resultados promissores, embora ainda carecam de estudos que visem otimizar o0 processo
de microbiolizagdo. Além disso, é preciso avaliar as possibilidades de interagdo entre
isolados de rizobactérias e genotipos da planta de interesse, conforme salientado por
Kloepper (1996). A respeito da existéncia dessa interacdo, ainda nao existem estudos
conclusivos (CHANWAY, 1997; ENEBACK et al., 1998; SHISHIDO & CHANWAY,
2000).

2.3 Género Acrocomia

A macauba [Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. Ex Mart.] é também conhecida por
bocailva, coco-de-espinha, macalva, marcova e mucaja (Figura 5). A palmeira pode
atingir de 10 m a 15 m de altura por 3 m a 4 m de diametro de copa. O endocarpo 6sseo

e enegrecido é fortemente aderido ao mesocarpo (LORENZI, 1996).
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Figura 5. Macalba em ambiente natural. Fonte: The Encyclopedia of Cultivated Palms,
22 edicéo.

A familia Arecaceae, forma um dos principais troncos da evolugcdo das
monocotileddneas, sendo constituida atualmente por 252 géneros e aproximadamente de
2.600 espécies (DRANSFIELD et al., 2008). A Macauba (Acrocomia aculeata (Jacg.)
Lodd. ex. Mart.), é uma palmeira tropical amplamente distribuida em todo o Brasil
(Lorenzi et al., 2004).

A reducdo das reservas de petroleo associada a crescente crise ambiental
decorrente do incremento na emissdo de gases de efeito estufa tem realcado, nos ultimos
anos, a importancia do biocombustivel no cenario econdmico mundial (TRZECIAK et
al., 2008). A macauba é grande produtora de 6leo, e este, tem grande potencial para a
producéo de biocombustiveis, especialmente em regides tropicais secas (MOURA, 2007;
DIAS, 2011).

Os frutos de macaiba possuem atrativos sensoriais, como cor, odor e sabor
intensos e marcantes, ainda pouco explorados na alimentacdo humana. A bocaiuva, como
também € conhecida, estd amplamente distribuida em quase todo o Brasil, sendo
abundante no Mato Grosso do Sul e Mato Grosso (LORENZI et al., 2004; HIANE et al.,
2005) e oeste do Estado de Sao Paulo. Tradicionalmente, no Pantanal Mato-grossense, a
comunidade utiliza suas folhas, frutos e sementes como laxante, por causa do efeito
purgativo e contra afec¢des das vias respiratdrias. A polpa do fruto é consumida ao natural
ou na forma de produtos elaborados, como refrescos, sorvetes, farinhas, entre outros
(HIANE et al., 2005). A améndoa pode ser usada como fonte de matéria-prima para a

extracdo de 6leo (ALMEIDA et al.,1998). O fruto da bocaiuva é uma drupa comestivel
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globosa constituido por epicarpo cartaceo (casca); mesocarpo fino, mucilaginoso e
fibroso (polpa) e endocarpo duro e denso (tegumento), contendo se -mente (améndoa)
adnata ao endocarpo (ALMEIDA et al., 1998).

A germinacdo das sementes de macauba é baixa em virtude da dorméncia
(LORENZI et al., 2004; RIBEIRO et al., 2011) e, por conseguinte, a quebra da dorméncia
é importante para a producdo mudas em escala comercial (Lorenzi et al., 2004).

A Dorméncia foi caracterizada como o blogueio da germinagdo (BEWLEY &
BLACK, 1994) e pode ser classificada como fisiologica, morfoldgica, morfofisiologicas
(BASKIN & BASKIN, 2004; FINCH-SAVAGE & LEUBNER-METZGER, 2006).
Casos de dorméncia morfoldgica sdo comuns em sementes de Arecaceas (OROZCO-
SEGOVIA et al., 2003), mas estudos com embrides isolados de macaiba demonstram
que a dorméncia em razdo da imaturidade do embrido ocorre nesta espécie (RIBEIRO et
al., 2011), e pode ser classificado como dorméncia fisiologica (BASKIN & BASKIN,
2004; FINCH-SAVAGE & LEUBNER-METZGER, 2006).

Vaérios tratamentos de pré-germinacdo sdo usadas para superar dorméncia em
sementes de palmeiras, como tratamentos térmicos, pré-imersao em agua, remocgao do
opérculo e do endocarpo e tratamentos quimicos (BROSCHAT & DONSELMAN, 1987;
ARNOLD et al.,, 1990; MATTEUCCI et al., 1995; FERREIRA & GENTIL, 2002;
D’ANDREA, 2006; ELIAS et al., 2006; CHIEN & CHEN, 2008; COSTA & ALOUFA,
2010; GAMA et al., 2010; DEWIR et al., 2011; FIOR et al., 2011)

O efeito positivo de acido giberélico (GAs) e da remocdo do tegumento do
opérculo foram observados na germinacdo de sementes de macaluba (RIBEIRO et al.
2011). O uso deste regulador de crescimento nas sementes tem provado ser eficiente na
superacdo da dorméncia de sementes destas e de outras espécies de Arecaceas, COmo
Euterpe edulis Mart. (ROBERTO & HABERMANN, 2010) Archontophoenix
alexandrae e Ptychosperma macarthurii (NAGAO et al., 1980). No entanto, o alto custo
de GA3 e a dificuldade de difusdo das solucdes atraves dos tecidos da semente (NAGAO
et al., 1980; RIBEIRO et al., 2011) tem incentivado estudos sobre novas formas de

aplicacdo deste regulador de crescimento.
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OBJETIVOS

Otimizar a germinagdo de B. purpurascens e B. archeri e A. aculeata utilizando
reguladores de crescimento em diferentes ambientes e temperaturas para manutencao da
qualidade fitossanitaria das sementes germinadas, bem como, utilizar o controle
bioldgico, avaliando o efeito dos microrganismos endofiticos no controle da deterioracao

das sementes durante a germinacao;



CAPITULO |

Qualidade fitossanitaria e protocolo para germinacao in vitro das

sementes de Butia purpuracens Glassman
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RESUMO

A Butia purpuracens Glassman é endémica do Tridngulo Mineiro e sudoeste do Estado
de Goids, com destaque para 0 municipio de Jatai, que origina 0 nome Palmeira Jatai
dessa Arecaceae. Como sdo escassos 0s trabalhos com esta espécie e sua populacao tem
reduzido drasticamente, objetivou com este trabalho identificar as melhores condicbes
para germinacdo das sementes de Butia purpuracens Glassman para elaboracdo de um
protocolo de producdo de mudas sem que haja contaminacdo por microrganismos. 1°
Ensaio: Sementes foram colocadas para germinar em trés ambientes distintos. 2° Ensaio:
apos a desinfestacdo as sementes foram submersas em solucdo de acido giberélico em
duas concentracdes. 3° Ensaio: Embebicdo de sementes em citocinina e giberelina. 4°
Ensaio: Ap6s a secagem os embrides foram retirados e embebidos em solucdo de
tetrazdlio por diferentes tempos e concentracdes, 5° Ensaio: Sementes embebidas por 30
min em cinco solu¢des com inoculante, visando o controle da contaminacgédo. 6° Ensaio:
As sementes com acido giberélico em trés temperaturas diferentes. Observou-se que a
presenca de acido giberélico proporcionou aumento significativo na germinagéo na placa
com papel, atingindo 63,7% quando utilizou-se 200 mg.L™%, que a citocinina ndo tem
efeito no percentual de germinadas. A concentragdo de 1mg.L™* por 4 horas promove a
melhor coloracdo dos embribes para o teste de tetrazélio. A microbiolizacdo com os
microrganismos testados nao foram observadas diferencas na porcentagem de
germinacédo e contaminagéo por fungos, que variou entre 19,3% e 39,3%. Demonstrando
que as bactérias testadas ndo possuem capacidade de controlar a proliferacdo dos
microrganismos deletérios as sementes de B. purpuracens Glassman. A temperatura de

25°C e amais indicada para germinacgdo por promover as menores taxas de contaminacao.

Palavras-chave adicionais: Controle bioldgico. Tetrazolio. Dorméncia.
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ABSTRACT

The Butia purpuracens Glassman is endemic of Triangulo Mineiro and southwest of the
State of Goias, especially the city of Jatai, which gives the name of Jatai Palm Arecaceae.
As there are few studies with this species and its population has decreased dramatically,
this work aimed to identify the best conditions for seed germination of Butia purpuracens
Glassman for development of a seedling production protocol without contamination by
microorganisms. 1% test: Seeds were germinated in three distinct environments. 2" test:
after disinfestation r the seeds were submerged in gibberellic acid solution in two
concentrations. 3 test: Soaking seeds in cytokinin and gibberellin. 4" Test: After drying
the embryos were removed and soaked in tetrazolium solution for different times and
concentrations, 5™ Test: Seeds soaked for 30 minutes in five solutions containing
inoculant for contamination control. 6™ test: Seeds with gibberellic acid at three different
temperatures. It was observed that the presence of gibberellic acid provide a significant
increase on germination in the board with paper, reaching 63.7% when it was used 200
mg.L%, that cytokinin has no effect on the percentage of germinated. The concentration
of 1 mg.L? for 4 hours promotes better staining of embryos into the tetrazolium test. In
microbiolization with the tested microorganisms there were no differences in the
percentage of germination and fungal contamination, which ranged between 19.3% and
39.3%. Demonstrating that these bacteria are not capable of controlling the proliferation
of harmful microorganisms to seeds of B. purpuracens Glassman. The temperature of 25
°C is the most suitable for germination because it had the lowest contamination rates.

Key words: Biological control. Tetrazolium. Dormancy.
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1. INTRODUCAO

Butia purpurascens Glasman é endémica do triangulo mineiro e sudoeste do
estado de Goids, com destaque para o municipio de Jatai (17°52°51” S e 51°42°50” O),
que da origem ao nome popular dessa Arecaceae, que é também é conhecida como butia
e coqueiro-de-vassoura. Ha4 maior ocorréncia em campos de pastagens e vegetacdo aberta
do cerrado com destaque para os locais de menor densidade de plantas de porte arboreo.
A planta é matéria-prima para a producéo de artesanato, madeira para construcao, moveis
e utensilios, além do enorme potencial para a ornamentacdo (LORENZI et al., 2004;
BOZZA, 2009; GUILHERME & OLIVEIRA, 2011).

Essa planta possui estipe Unico, com 15 cm de didmetro e no maximo 4 m de
altura. Os frutos sdo ovoides, geralmente arroxeados, aromaticos, com 2,5 cm a 3 cm de
comprimento e 1,5 cm a 2 cm de didmetro. Possui mesocarpo carnoso e adocicado,
contendo de 1 a 2 sementes. Propaga-se exclusivamente por sementes, que devem ser de
boa qualidade fisiol6gica e sanitaria (LORENZI et al., 2004;: MAGALHAES et al., 2008;
BOZZA, 2009).

Na literatura sdo escassos os trabalhos com essa espécie, apenas dois, recém-
publicados, que avaliaram sua dindmica e estrutura populacional em regides do cerrado,
mais precisamente em Jatai (BERNASOL & LIMA-RIBEIRO, 2010; GUILHERME &
OLIVEIRA, 2011). No entanto, sabe-se que esta planta € classificada como vulneravel e,
por isso, faz parte da Rede Vermelha de especies em extingdo mundial. Em outra
instituicdo, € classificada como criticamente em perigo, com reducdo estimada da
populacdo em mais de 80%, nos proximos 10 anos. Sendo endémica, disputa espago com
plantio de soja e cana-de-agucar, agravando ainda mais o processo de extin¢do (BRASIL,
2008; BOZZA, 2009; BIODIVERSITAS, 2011; IUCN, 2011).

Assim como ocorre em Varias plantas da familia Arecaceae, sua germinagdo €

lenta, irregular e ocorre em baixas porcentagens, demandando aproximadamente 5 meses
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para a emergéncia. Como séo escassas as informagfes do seu processo germinativo,
varios fatores ainda devem ser avaliados, principalmente os tratamentos para superagao
da dorméncia e substratos, para que a producdo de mudas em larga escala seja iniciada
(PIVETTA et al., 2008). O uso de reguladores de crescimento tais como as Giberelinas,
principalmente o GAs e citocinina na fase de germinagdo pode melhorar o desempenho
de sementes de varias espécies, principalmente sob condic¢des adversas (PICOLOTTO et
al., 2007; TAIZ & ZEIGER, 2009). Ribeiro et al. (2011) realizando experimentos com a
germinacdo de améndoas de macalba, também observaram maior porcentagem de
germinacdo com acido giberélico.

A germinacdo total de sementes de Arecaceae estd diretamente ligada a
temperatura a que séo expostas. De acordo com a espécie existe amplitude de temperatura
na qual as sementes podem germinar. Fora desta margem a germinacéao nao ocorre (LUZ
et al., 2008). Para Arecaceae sdo conhecidas espécies que germinam entre 20 e 35°C
(PIMENTA, 2009; REIS et al., 2010).

O termo microbiolizacdo € empregado para designar o uso de microrganismos ou
seus metabolitos a fim de proteger sementes, sendo este método ja utilizado na promogéo
da germinacdo e crescimento e no controle de diferentes patdgenos (LAZZARETTI &
BETTIOL, 1997; FARIA et al.,, 2003; LUZ, 2003). A interacdo entre semente e
microrganismos e os danos causados por ele na germinacdo sé@o pouco conhecidos,
principalmente quando se trata de espécies nativas do Cerrado (MAGALHAES et. al
2008). Diante disso, objetivou-se com esse estudo, avaliar diferentes ambientes,
temperaturas e concentracdes de acido giberélico e a combinacdo dele com o BAP na
germinacdo de sementes de Butia purpurascens Glassman, além da acéo dos endofiticos
para o controle dos microrganismos deterioradores, visando um método eficiente de

producdo de mudas desta espécie.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta, secagem, extracdo, desinfestacdo e escarificacdo mecanica

Os frutos de Butia purpurascens Glassman foram coletados em dezembro de
2012, em plantas consorciadas com pastagem no municipio de Caiaponia - GO. No
Laboratorio de Sementes do IF Goiano, Campus Rio Verde, a polpa carnosa foi removida
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com o auxilio da despolpadeira de frutas e legumes, posteriormente, diasporos foram
armazenados em cdmara BOD a 10°C até a realizag&o do experimento em junho de 2013.

As sementes foram extraidas com o auxilio da prensa de bancada e em seguida
conduzidas ao Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do IFGoiano, Campus Rio
Verde, e foram desinfestadas em alcool 70% por 1 minuto e hipoclorito de sodio
comercial 100% por 4 minutos. Em seguida foram enxaguadas por 3 vezes em agua,
escarificadas mecanicamente, removendo o tegumento na regido do hilo, seguindo a

metodologia proposta por Rubio Neto (2014) em sementes de macauba (Figura 1).

Figura 1. Metodologia para coleta (A), homogeneizacdo dos frutos em funcdo da
maturacdo (B), despolpa com despolpadeira de frutas e hortalicas (C),
extracdo das sementes utilizando prensa de bancada (D) e sementes intactas
apos a extracao.

2.3. Ensaio | — Germinacdo de sementes em diferentes ambientes

Assim que escarificadas, as sementes foram colocadas para germinar em 3
ambientes, em rolos de papel “Germitest®” e, em placas de vidro (120mm x 150mm),
contendo areia autoclavada ou papel “Germitest®”. Nas placas contendo areia
autoclavada, foi mantida semanalmente a capacidade de campo de 60%, enquanto o papel
foi umedecido com agua destilada autoclavada, na quantidade de 2,5 vezes 0 peso desse
substrato seco. Foram consideradas germinadas apenas as sementes com peciolo
cotiledonar de 1 cm de comprimento. Assim que atingiam 1 cm eram transferidas para

areia.
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As sementes foram mantidas em germinador do tipo Mangelsdorf, ajustado a 30°C
por 30 dias. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com trés tratamentos
de sete repeticOes cada. Foram avaliados a porcentagem de germinagéo, a contaminagéo
por fungo e bactéria e sementes duras. Foi avaliada a normalidade dos dados e
homogeneidade de variancias pelo teste de Shapiro-Wilk e Bartlett a 5%, respectivamente

e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

2.4. Ensaio 11 — Efeito do acido giberélico e ambiente de germinagéo

Assim que escarificadas, as sementes foram submersas em solugcdo de acido
giberélico (0 e 200 mg.L™) em cinco aliquotas por tratamento durante 48 horas em
germinador a 30°C. Para o processo de embebicdo em &cido giberélico foram utilizados
frascos de vidros (268 mL) vedados com papel filme e papel aluminio, contendo 50 mL
da solucdo de acido giberélico, de acordo com o tratamento, em seguida, as sementes
foram colocadas para germinar em 2 ambientes, placas de vidro (120 x 150mm), contendo
areia autoclavada ou papel “Germitest®”. Nas placas contendo areia autoclavada, foi
mantida semanalmente a capacidade de campo de 60%, enquanto, o papel foi umedecido
com agua destilada autoclavada, na quantidade de 2,5 vezes o0 peso desse papel seco.

Foram consideradas germinadas apenas as sementes com peciolo cotiledonar de 1
cm de comprimento. Assim que atingiam 1 cm eram transferidas para areia. O
experimento foi em delineamento inteiramente ao acaso em arranjo fatorial 2 (ambientes

de germinacdo) x 2 (concentracdo do acido giberélico) com cinco repeticdes.

2.5. Ensaio 11 — Efeito citocinina na germinacao das sementes

Assim que escarificadas, as sementes foram submersas em solugdes combinadas
de Acido Giberélico (GAs) e citocinina 6-bencilaminopurina (BAP). Para o GA foi
estabelecido a concentragdo de 200 mg.L™* conforme resultados anteriores, para 0 BAP
foram testadas as concentracdes de 0, 1, 2, 3 e 4 mg.L™. Para o processo de embebicéo
foram utilizados frascos de vidros (268 mL) vedados com papel filme e papel aluminio,
contendo 50 mL da solucédo de acordo com o tratamento, em seguida, as sementes foram
colocadas para germinar em placas de vidro (120 x 150mm), contendo papel
“Germitest® e mantidas em germinador por 30 dias. O delineamento experimental foi

em DIC, com cinco tratamentos e sete repeticoes.
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2.6. Ensaio 1V — Teste de tetrazolio

Ap0s a secagem dos 4 dias de desidratacéo os diasporos foram retirados da estufa
e quebrados com auxilio de morsa de bancada. Em seguida os embrides foram extraidos
da améndoa com auxilio de bisturi, no Laboratorio de Sementes. Posteriormente 4 grupos
de 12 embrides foram embebidos nas concentragdes de 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0% e 2 tempos
de embebicdo (3 e 6h).

Em paralelo ao teste de tetrazolio, 80 embribes divididos em 4 repeticbes de
20embrides, foram submetidos a Germinacao in vitro utilizando o meio de cultivos MS
50%. Desinfestadas pela imersdo em alcool 70% por 30 segundos e em seguida em
hipoclorito de sodio comercial a 20% por 20 minutos. Foram entdo submetidas a 3
enxagues em destilada. Os embrides permaneceram por 15 dias em auséncia de luz e 15
dias no claro em sala de crescimento a 25°C mais ou menos 2°C.

O delineamento foi inteiramente ao acaso em esquema fatorial 4 (concentragdes

do sal de tetrazdlio) x 2 (tempos de embebicdo) com 4 repeti¢des de 10 embrides.

2.7. Ensaio V — Microbiolizacdo das sementes

Apds a desinfestacdo as sementes foram embebidas em solucdo de GAs por 48
horas em germinador regulado a 30°. Decorrido esse tempo, as sementes foram retiradas
do GA e novamente embebidas por 30 min em cinco solugdes com inoculante: 1° Controle
- caldo nutriente, 22, 32 e 42 - caldo nutriente + bactéria rizosférica, 5° - caldo nutriente +
bactéria endofitica, sendo todas preparadas no laboratério de Microbiologia Agricola do
Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde. As bactérias utilizadas para o preparo do
indculo foram selecionadas de acordo com os melhores resultados no teste de antibiose e
estdo em fase de identificacdo molecular, trabalho realizado pelo Laboratorio de
Microbiologia da Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT). Assim que retiradas do
indculo as sementes foram colocadas para germinar em placas de vidro (120 x 150mm),
contendo papel “Germitest® como substrato. Estas foram umedecidas com &gua
destilada autoclavada, na quantidade de 2,5 vezes o peso desse papel seco.

As sementes foram mantidas em germinador do tipo Mangelsdorf, ajustado a 30°C
por 30 dias. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com cinco
tratamentos de cinco repeti¢des cada. Foram avaliados a porcentagem de germinacéo, a
contaminag&o por fungo e bactéria e sementes duras. As médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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2.8.Ensaio VI — Avaliacdo da temperatura de germinacgao

Ap0s a desinfestacdo as sementes foram submetidas a embebigdo em solugéo de
acido giberélico a 200 mg L™ por 48 horas, seguindo a metodologia proposta por Rubio
Neto (2014). Decorrido esse tempo, as sementes foram retiradas do acido giberélico e
colocadas para germinar em placas de vidro (120 x 150mm), contendo papel
“Germitest®” como substrato. Estas foram umedecidas com 4gua destilada autoclavada,
na quantidade de 2,5 vezes o peso desse papel seco.

As sementes foram mantidas em germinadores do tipo Mangelsdorf, ajustados
cada um em uma das temperaturas seguintes (25°C, 30°C e 40°C) por 30 dias. O
delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com trés tratamentos de sete
repeticdes cada. Foram avaliados a porcentagem de germinagdo, a contaminacgao por
fungo e bactéria e sementes duras. As méedias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Ensaio | — Germinagéo de sementes em diferentes ambientes

Apds 7 dias de cultivo foi verificado contaminacdo das sementes por fungos e
bactérias, principalmente nas regides de lesdo proporcionadas pelo processo de extracao
e escarificacdo. Quando as sementes foram mantidas em rolos de papel, foi observado,
que inicialmente houve intensa liberagdo de exsudatos das sementes e, posteriormente
contaminacdo por fungos. Entretanto, ndo houve diferenca entre os ambientes de cultivo
em relacdo a contaminacao por fungos e bactérias, que variou de 25,80% e 30,90% para
fungos e 0,79% e 17,4% para bactérias. Esses resultados evidenciam o problema de
contaminacdo das sementes quando sdo submetidas a germinacdo em condicoes
controladas, além disso, sdo Uteis para futuros trabalhos de levantamento da populacéo
de microrganismos endofiticos deletérios a germinagédo (Tabela 1).

Né&o foi verificada diferenca na germinagdo das sementes quando semeadas em
diferentes ambientes, variando entre 34,89% e 50,88%. O mesmo foi verificado para as
sementes duras, que independente do ambiente ndo houve variagéo, indicando que grande

parte das sementes estavam intactas (Tabela 1).
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Tabela 1. Porcentagem de germinacgéo, sementes duras e contaminagao por fungos e
bactérias em sementes de Butia purpurascens Glassman semeadas em diferentes

ambientes, em Rio Verde, GO.

Contaminacgéo (%)

Ambientes Germinacéo (%) Duras (%)
Fungos Bacteérias
Placa+Papel 285724 0,8+0,8a 509+51a 199+6,5a
Placa+Areia 309+47a 17,4+6,0b 36,2+73a 155+55a
. Papel 5811054 70+30ab  349+66a 324+68a
Germitest

ZMédias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. + Erro Padrdo da Média.

Esses resultados séo similares aos obtidos por Fior et al. (2011)com sementes de
Butia capitata (Martius) Beccari, que atingiram 90% de germinacdo, quando mantidas
em caixas plasticas do tipo “gerbox” contendo areia autoclavada por 150 dias. A
germinacdo de sementes de caranda também foi favorecida quando semeadas sobre papel
e temperatura entre 20 e 30°C, atingindo 67% (MASETTO et al., 2012).

3.2.  Ensaio Il — Efeito do acido giberélico e ambiente de germinacao

Apds 30 dias de cultivo foi verificada interacdo significativa entre os fatores de
ambiente de germinacgdo e concentracao do acido giberélico para germinacdo. Observou-
se que a presenca de acido giberélico proporcionou aumento significativo na germinacéo
das sementes mantidas em placa com papel, atingindo 63,7% quando se utilizou 200
mg.L? de giberelina. Na auséncia deste regulador a germinacéo foi em 36,3%, nesse
mesmo ambiente. A aplicacdo de GAz utilizando a embebicdo das sementes neste
regulador se mostrou mais eficiente do que a avaliada por Rodrigues Junior et al. (2013)
que ndo obtiveram incremento na germinacdo de sementes de macalba quando o &cido
giberélico foi aplicado via meio de cultura (Tabela 2), evidenciando que ndo s6 a
concentracdo, mas também a forma de aplicacdo devem ser avaliadas para cada espécie
em particular.

Para as contaminagdes por fungos e bactérias ndo houve diferenca entre 0s
ambientes e concentrages do acido giberélico avaliadas. A contaminacdo por fungos
variou de 2,6% a 12,2% e de bactérias de 0 a 1,4%. Em todos os testes feitos com sementes

de Butia purpuracens Glassman é verificado taxas significativas de contaminacao por
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microrganismos, justificando a realizacdo de experimentos futuros para minimizar tais

contaminacdes (Tabela 2).

Tabela 2. Porcentagens médias de germinacdo, contaminacgéo por fungos e bactérias de
sementes da palmeira Jatai (Butia purpurascens Glassman), semeadas em

diferentes ambientes e concentra¢des do &cido giberélico.

Germinacao (%)

Acido Giberélico (mg.L™?)

Ambientes
0 200
Placa+Papel 36,3+ 3,6aB 63,7 £5,2 aA
Placa+Areia 37,2+7,3aA 32,4 +5,7bA

Contaminacéao por Fungos (%)

Placa+Papel 79+55aA 12,2 +54 aA
Placa+Areia 28+17aA 26+16aA

Contaminacédo por Bactérias (%)

Placa+Papel 0,0+0,0aA 0,0+0,0aA
Placa+Areia 0,0+ 0,0 aA 1,4+14aA

ZMeédias seguidas pela mesma letra na minuscula na vertical e mailscula na horizontal ndo diferem entre
si de acordo com o Teste de Tukey a 5% de probabilidade. + Erro Padrao da Média.

3.3.  Ensaio Il — Efeito da combinacéo entre GAs e BAP

Né&o foi observado incremento na germinagdo de sementes de Butia purpuracens
Glassman independente da concentracdo de citocinina testada, quando comparadas ao
controle, mantendo a germinacdo em torno de 40% (Figura 2). A aplicacdo de citocinina
combinado ao acido giberélico também ndo incrementou o percentual de germinacéo em
sementes de A. aculeata (OLIVEIRA et al., 2013). Avaliando diferentes combinacdes
desses reguladores de crescimento, objetivando o estimulo da germinagdo de sementes de
palmeira-réfia, ndo foi detectado efeito sobre a porcentagem de germinagdo, mantendo-
se entre 45 e 54% (LUZ et al., 2008)
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Figura 2. Efeitos na germinacdo da aplicacdo combinada de citocinina (BAP —
benzilamino purina) e &cido giberélico (GAs) em sementes de Butia

purpurascens Glassman, em Rio Verde, GO.

3.4. Ensaio IV — Teste de tetrazolio

A germinag&o in vitro evidenciou que tanto os embrides da classe Vigorosos
qguanto os da classe Viaveis de Palmeira Jatai possuiam alta capacidade germinativa
(82,5%), resultado este compativel com o somatdrio dos embrides destas mesmas classes
no teste de tetrazolio a 1%. Sendo assim os embrifes classe 1 e 2 tem capacidade
germinativa. Verificou-se correlacdo significativa e positiva entre germinacao in vitro e
0 numero de embriBes vigorosos na concentracdo de 1%, portanto, quanto maior a
quantidade de embrides vigorosos maior foi a germinacao in vitro. Para as outras classes
de vigor nas concentragdes de 0,25; 0,50 e 0,75% nao houve correlacéo significativa com
a germinagéo in vitro.

A embebicdo por 6 horas proporcionou maior porcentagem de embrides inviaveis.
Na prética, solugdes menos concentradas podem representar economia, no entanto,
verificou-se que a concentragdo de 1% houve coloracdo dos embrides, permitindo a
classificagdo da viabilidade dos embrides, bem como, corroborou significativamente com

a germinacdo in vitro, por isso, recomenda-se utilizacdo da solucdo de Tetrazolio a 1,0%,
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para se determinar a viabilidade dos embrifes de Butia purpurascens Glassman (Figura
3). Resultados semelhantes foram observados em embrides de Macalba submetidas a
embebicdo por 4h em solucdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazélio (RIBEIRO et al.,
2010).

s AFos?

Figura 3. Embrides de Butia purpurascens Glassman submetidos a embebicdo em

solugdo de Tetrazolio por 3 horas.

Tabela 3. Porcentagem média de embriBes viaveis, vigorosos, invidveis e mortos da
Palmeira Jatai (Butia purpurascens Glassman) submetidos por diferentes

concentracdes do sal de tetrazolio e tempos de embebicao.

Tempo de embebicédo
Conc.

3 horas 6 horas
(%0)

Viaveis Vigorosos Inviavel  Mortos Viaveis Vigorosos Invidvel Mortos

0,25 28,0 Aal 42,0 Aa 24,0 Aa 6,0Aa 415Aa 145Ba 315Aa 125Aa
0,50 28,0 Aa 27,8 Aa 26,2 Aa 40Aa 420Aa 240Aa 420Aa 4,0Aa
0,75 28,0 Aa 22,0 Aa 46,0 Aa 40Aa 204Aa 32,7Aa 409Aa 6,0Aa
1,00 48,6 Aa 27,2 Aa 15,2 Ba 89Aa 30,0Ba 129Aa 509Aa 6,2Aa

Germ. 825

!Médias seguidas pela mesma letra maitiscula entre tempo de embebicdo e mintscula entre concentragdo
do sal, ndo diferem entre si de acordo com o Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Ensaio V- Microbiolizagdo das Sementes

Na Microbiolizagdo das sementes de Palmeia Jatai, realizada com inoculantes
microbianos produzidas a partir de bactérias endofiticas e rizosféricas ndo foram

observadas diferencgas no indice de germinagdo e tampouco na contaminagéo por fungos,
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que variou entre 19,3% e 39,3%. Estes resultados demonstram que as bactérias testadas
ndo possuem capacidade de controlar a proliferacdo dos microrganismos deletérios das
sementes de Butia purpuracens Glasman (Tabela 4).

Tabela 4. Microbiolizagdo de Butia purpurascens Glasman.

Inoculante Contaminacéo (%) Germinacao (%)
Controle 26,71 + 16,0 41,0+8,2
2 39,3+ 16,6 26,7 +6,1
3 25,1+6,1 31,3+8,2
4 236+5,3 29,3+5,6
5 19,3+3,5 24,3+3,3

IN4o houve diferenga entre os inoculantes de acordo com o teste F a 5% de probabilidade.

3.5. Ensaio VI — Avaliacéo da temperatura de germinagao
Neste estudo, ndo foi observada diferencas entre as temperaturas avaliadas para a

porcentagem de germinagdo e sementes duras. Entretanto, observou-se que a
contaminacdo na temperatura de 25°C foi inferior as demais temperaturas, tornando essa
temperatura a mais indicada para a espécie (Tabela 5). A germinacdo de sementes de
Phoenix canariensis hort. ex Chabaud foi superior quando submetidas ao limite térmico
entre 20°C e 30°C (PIMENTA et al., 2010). Quando semeadas em areia 86% das sementes
de Dypsis decary (Jum.) Beentje & J. Dransf germinaram ao serem expostas a temperatura
de 25°C (LUZ et al., 2008).

Tabela 5. Porcentagem de germinacgéo, contaminagéo e sementes duras de Butia

purpurascens submetidas a diferente temperatura.

Temperatura Germinagdo Contaminacao
Duras (%)

(°C) (%0) (%0)
25 393+20a  121+48a  486+69a
30 25,7 + 4,6a 37,2+6,2b 37,1+3,6a

40 31,4+18a 32,1£56D 36,5+ 7,9a
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4. CONCLUSOES

Sementes da Palmeira Jatai escarificadas mecanicamente e semeadas em placas
de vidro contendo Papel “Germitest®” como substrato tem baixa taxa de contaminagéo
por microrganismos e atingiram aproximadamente 50% de germinacdo em 30 dias.

Houve incremento na germinacdo das sementes quando sdo escarificadas e
submetidas & concentracdo de 200 mg.L* de Acido Giberélico por 48 horas.

O teste de tetrazolio pode ser realizado em embrides zigoticos, utilizando solugéo
de tetrazolio a 1% e embebicdo por 3 horas.

O uso de concentragdes variadas de citocinina combinadas com acido giberélico
ndo foi significativo para a germinagao das sementes de Butia purpuracens Glassman.

Os microrganismos testados ndo oferecem melhorias nas taxas de contaminacao e
germinacdo das sementes de Butia purpuracens Glasman. Estudos posteriores sdo
indicados utilizando outras espécies de microrganismos ou outras concentracdes do
inoculante, e até formas de aplicacéo.

A temperatura de 25°C € a mais recomendada para a germinacao das sementes de
Butia purpuracens Glassman por promover as menores taxas de contaminacdo, sem

alterar a porcentagem de germinagéo.
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RESUMO

A macalba é uma palmeira de grande importancia comercial, uma vez que dela quase
tudo se aproveita, em especial seu grande potencial para producéo de biodiesel. Entretanto
sua germinacdo no ambiente € lenta e irregular. Neste trabalho objetivou-se identificar o
melhor ambiente de germinacdo, a melhor temperatura e a capacidade de controle
microbioldgico que permitam elevadas taxas de germinacdo, empregando as técnicas
recomendadas na literatura, sem que haja contaminacao por microrganismos. Para isso,
sementes de macalba foram escarificadas mecanicamente e submetidas a diferentes
ensaios. 1° ensaio: ApoOs a desinfestacdo as sementes foram embebidas em &cido
giberélico (200 mg.L ™) por 48 horas e semeadas em diferentes ambientes. No 2° ensaio
as sementes foram novamente embebida em solucdo microbioldgica por 30 minutos e em
seguida semeadas em placas de vidro contendo papel Germitest. No 3° ensaio apds a
embebicdo em &cido giberélico as sementes foram semeadas em placas de vidro contendo
papel Germitest e colocadas em germinadores regulados em trés temperaturas (25°C,
30°C e 40°C). Em todas as avaliages foram descartadas as sementes contaminadas, e
desconsideradas nos calculos de sementes germinadas e duras. Foram avaliadas por 30
dias. Verificou-se que, independente do ambiente utilizado, foram obtidas altas taxas de
contaminagdo por microrganismos, entretanto, as maiores porcentagens de germinagéo
foram obtidas em sementes do ambiente placa de vidro, que as temperaturas de 30°C e
40°C néo diferem entre si quanto a germinagao e a contaminacéo, sendo as mais indicadas
para esta espécie e nenhum dos microrganismos testados conseguiu inibir a proliferagdo

dos deterioradores.

Palavras-chave: Acrocomia aculeata (Jacg.) Lood. Ex Mart. Dorméncia. Substratos.
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ABSTRACT

The macauba is a great commercial importance palm tree, since that almost everything is
useful, especially its great potential for biodiesel production. However its germination in
the natural environment is slow and irregular. This work aimed to identify the best
germination environment, the best temperature and microbiological control capabilities
that allow high germination rates, employing the techniques recommended in the
literature, without contamination by microorganisms. For this, macalba seeds were
mechanically scarified and subjected to various tests. 1% Test: After disinfection the seeds
were soaked in gibberellic acid (200 mg.L™) for 48 hours and seeded in different
environments. In the 2" test the seeds were again soaked in microbial solution for 30
minutes and then seeded on glass plates containing Germitest paper. In the 3" test after
soaking in gibberellic acid seeds were sown in glass dishes containing Germitest paper
and placed on germinators regulated at three temperatures (25 °C, 30° C and 40 °C). In
all evaluations contaminated seeds were discarded and disregarded in the calculation of
germinated and hard seeds. They were evaluated for 30 days. It was found that, regardless
of the use environment, there were obtained high rates of contamination by
microorganisms, however, the highest percentages of germination were obtained for
glass plate. Temperatures of 30 °C and 40 °C did not differ considering germination and
contamination, being the most suitable for this species and any of the tested
microorganisms could inhibit the proliferation of spoilage.

Key words: Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. Ex Mart. Numbness. Substrates.
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1. INTRODUCAO

A macalba [Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. Ex Mart.] é também conhecida por
bocailiva, coco-de-espinha, macalva, marcova e mucaja. A palmeira pode atingir de 10
m a 15 m de altura por 3 m a 4 m de diametro de copa. O endocarpo 0sseo e enegrecido
é fortemente aderido ao mesocarpo. A améndoa é oleaginosa, comestivel e coberta por
fina camada de tegumento (SILVA et al., 2001; LORENZI et al., 2004).

A principal forma de propagacdo dessa planta é sexuada; porém, pouco se conhece
desse mecanismo. Sabe-se que, em geral, a germinacdo da familia Arecaceae, além de
ocorrer lentamente, € irregular e em baixas porcentagens, podendo este fato ser decorrente
de dorméncia, que também é comum na familia (FERREIRA & GENTIL, 2006). Isto
torna necessario trabalhos que busquem formas de superar a dorméncia e acelerar a
formacdo de mudas desta espécie.

Além da variabilidade genética, outras variaveis afetam a germinacdo nessa
familia, dentre elas a temperatura, substrato e estddio de maturacdo. Em relacdo a
temperatura e substrato, que geralmente sdo estudados em conjunto, os melhores
resultados de germinacdo para diferentes espécies nessa familia, sdo obtidos quando as
sementes ou diasporos permanecem em substrato poroso, como areia ou vermiculita, sob
temperatura constante de 25 a 30°C (PIVETTA et al., 2008a).

Além da escarificacdo, tratamentos como embebicdo em agua ou substancias
quimicas reguladoras de crescimento, ou mesmo, estratificagdo, podem ser eficientes para
aumentar a germinacdo. Os efeitos dos tratamentos quimicos variam em fungdo da
concentracéo e duracdo do tratamento (YANG et al., 2007).

A utilizacdo de reguladores de crescimento como o acido giberélico (GA3) pode
aumentar a germinacdo das sementes, indicando que h& dorméncia fisioldgica. (Ribeiro

et al., 2011), além disso os embrides in vitro germinam rapidamente, indicando que a
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maturacao do embrido ndo é um fator limitante para a germinacdo (RIBEIRO et al., 2012).
Para a macauba, foi verificado que a remoc&o do opérculo, aliado a imersao das sementes
em solugdo de GAs; na concentragdo de 2000 mg.L™? por 24 horas, aumentaram a
germinacdo em 50%, entretanto, elevadas porcentagens de sementes deterioradas também
foram encontradas (PICOLOTTO et al., 2007; RIBEIRO et al., 2011).

Escarificagdo mecénica e utilizacdo do GAs tém fornecido resultados satisfatorios
na germinacdo de sementes, mas também, tem aumentado a deterioracdo das mesmas
(RUBIO NETO et al., 2014b).

E sabido que as sementes nativas do cerrado possuem grande nimero de
microrganismos que as infestam, alguns destes sdo endofiticos e benéficos a ela, outros
sdo deletérios do processo germinativo. A Microbiolizacdo é uma técnica que consiste na
utilizacdo de microrganismos ou de seus metabdlitos no combate aos deletérios da
semente sendo este método utilizado na promocdo da germinacdo e no controle de
diversos patdgenos (LAZZARETTI & BETTIOL, 1997; FARIA etal., 2003; LUZ, 2003).
Com isso, objetivou-se com esse estudo, identificar o ambiente de germinagao capaz de
permitir elevadas taxas de germinacdo empregando as técnicas recomendadas na

literatura sem que haja elevada taxa de contamina¢do por microrganismos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Ensaio 1 — Germinagéo de sementes em diferentes ambientes
Os frutos de macauba foram colhidos em julho de 2012 na Fazenda Palestina (S

17°26,25° S 50°26,08’, 562 m), localizada no municipio de Acretna - GO, em plantas
consorciadas com pastagem. No Laboratério de Sementes do IFGoiano, Campus Rio
Verde, foram removidas as bracteas e colocados para desidratacdo em estufa de circulacao
forcada de ar, ajustada a 37+2°C (Figura 1), seguindo metodologia proposta por Rubio
Neto et al. (2014).

Ap0s sete dias de desidratacdo os frutos foram retirados da estufa e quebrados
com auxilio de marreta e placa de concreto. As sementes extraidas foram conduzidas ao
Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do IFGoiano, Campus Rio Verde, e foram
desinfestadas em alcool 70% por 1 minuto e hipoclorito de sddio 40% por 4 minutos. Em
seguida foram enxaguadas por 3 vezes, escarificadas mecanicamente, removendo 0
tegumento na regido do hilo e submetidas a embebicdo em solucdo de acido giberélico na

concentracgdo de 200 mg.L™ por 48 horas, seguindo a metodologia proposta por Rubio
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Neto (2014). Decorrido esse tempo, as sementes foram colocadas para germinar em trés
ambientes: rolos de papel “Germitest®”, placas de vidro (120 x 150mm) contendo areia
autoclavada ou papel “Germitest®”. Nas placas contendo areia autoclavada, foi mantida
semanalmente a capacidade de campo de 60%, enquanto, o papel foi umedecido com agua
destilada autoclavada, na quantidade de 2,5 vezes o peso desse substrato seco.

As sementes foram mantidas em germinador do tipo Mangelsdorf, ajustado a 30°C
por 50 dias. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com trés tratamentos
de 7 repeticOes cada. Foram avaliadas a porcentagem de germinagdo, contaminacao por
fungo e bactéria e sementes duras. Foi avaliada a normalidade dos dados e
homogeneidade de variancias pelo teste de Shapiro-Wilk e Bartlett a 5%, e as médias

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 1. Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. ex Mart em (A), em (B) fruto e diasporo

com améndoas expostas em (C). IFGoiano, 2014.

2.2.  Ensaio Il — Microbiolizacdo de sementes de macauba

Os frutos de Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. ex Mart. foram colhidos em agosto
de 2013 em plantas consorciadas com pastagem no municipio de Rio Verde - GO. No
Laboratorio de Sementes do IFGoiano, Campus Rio Verde, os frutos inteiros foram
colocados em estufa de circulacdo forcada de ar a 37°C por 7 dias. Decorrido esse tempo
de desidratacdo, as sementes foram extraidas com o auxilio de marreta e placa de

concreto.
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As sementes extraidas foram conduzidas ao Laboratorio de Cultura de Tecidos
Vegetais do IFGoiano, Campus Rio Verde, e foram desinfestadas em alcool 70% por 1
minuto e hipoclorito de sodio 40% por 4 minutos. Em seguida foram enxaguadas por 3
vezes, escarificadas mecanicamente, removendo o tegumento na regido do hilo e
submetidas a embebicio em solucio de cido giberélico na concentragio de 200 mg.L™
por 48 horas, seguindo a metodologia proposta por Rubio Neto et al. (2014a). Decorrido
esse tempo, as sementes foram retiradas do acido giberelico e novamente embebidas por
30min em trés tipos de solucdo inoculante: 1° Controle - caldo nutriente, 22, 32 - caldo
nutriente + bactéria endofiticas e 4% caldo nutriente + bactéria rizosféricas, todas
preparadas no Laboratério de Microbiologia Agricola do Instituto Federal Goiano. As
bactérias utilizadas para o preparo do in6culo foram selecionadas de acordo com 0s
melhores resultados no teste de antibiose e estdo em fase de identificacdo molecular,
trabalho realizado pelo Laboratdrio de Microbiologia da Universidade Federal do Mato
Grosso (UFMT). Assim que retiradas do inoculo, as sementes foram colocadas para
germinar em placas de vidro (120 x 150 mm), contendo papel “Germitest® como
substrato. Estas foram umedecidas com agua destilada e autoclavada, na quantidade de
2,5 vezes 0 peso do substrato seco.

As sementes foram mantidas em germinador do tipo Mangelsdorf, ajustado a 30°C
por 30 dias. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com cinco
tratamentos de cinco repeticdes cada. Foram avaliadas a porcentagem de germinacao,
contaminacdo por fungo e bactéria e sementes duras. As médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

2.3.  Ensaio Il — Avaliacdo da temperatura de germinagao

Os frutos de Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. ex Mart. foram colhidos em agosto
de 2013 em plantas consorciadas com pastagem no municipio de Rio Verde - GO. No
Laboratorio de Sementes do IFGoiano, Campus Rio Verde, os frutos inteiros foram
colocados em estufa de circulacdo forcada de ar a 37°C por 7 dias. Decorrido esse tempo
as sementes foram extraidas com o auxilio de marreta e placa de concreto.

As sementes foram mantidas em germinadores do tipo Mangelsdorf, ajustados
cada um em uma das temperaturas seguintes (25°C, 30°C e 40°C) por 30 dias. O
delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com trés tratamentos de sete

repeticdes cada. Foram avaliadas a porcentagem de germinagéo, contaminacao por fungo
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e bactéria e sementes duras. As médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Ensaio 1 — Germinagdo em diferentes ambientes

Apos 7 dias de cultivo foi verificada contaminacdo das sementes por fungos e
bactérias. Quando as sementes foram mantidas em rolos de papel, foi observado, que
inicialmente houve intensa liberacdo de exsudatos das sementes e, posteriormente
contaminacdo por fungos. Entretanto, ndo houve diferenca entre os tratamentos em
relacdo a contaminacdo por fungos e bactérias, que variaram entre 12,50% e 22,15% para
fungos e 25,89% e 27,14% para bactérias. Esses resultados serdo uUteis em futuros
trabalhos de levantamento da populacdo de microrganismos endofiticos deletérios a

germinacéo (Figura 2).

a)

Figura 2. a) Sementes de macauba [Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.]
germinadas em placas com papel germitest. IFGoiano, 2014 e em b)

germinadas em rolos de papel germitest.

Verificou-se que quando as sementes de macauba foram mantidas em placas de

vidro contendo Papel “Germitest®”, a germinacao foi superior as sementes mantidas em
p



56

rolos de Papel “Germitest®”. Em placas com papel e placas com areia, a germinagéo

atingiu 26,8% e 18,8%, respectivamente, ndo diferindo entre si (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem de germinacdo, sementes duras e contaminacdo por fungos e
bactérias em sementes de macalba [Acrocomia aculeata (Jacg.) Lood. Ex Mart.]

semeadas em diferentes ambientes. IFGoiano, 2014.

Contaminacéo (%)

Ambientes Germinacéo (%) Duras (%)
Fungos Bactérias
Placa+Papel 125+6,2at 259+44a 268+56a 348+ 56a
Placa+Areia 134+32a 39,3+89a 18,8 + 12,2 ab 285+122a
Papel
22,2+6,5a 27,1+32a 9,3£69b 414+ 69a
“Germitest®”

"Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si de acordo com o Teste de Tukey a 5%
de probabilidade. + Erro Padrdo da Média.

Esses resultados corroboram aos encontrados por Rubio Neto et al. (2014a) em
que, sementes escarificadas e mantidas em rolos de Papel “Germitest®” atingiram 63,8%
de germinacdo em substrato comercial aos 150 dias ap6s implantacdo do experimento. A
embebicdo das sementes de macauba solucdes de &cido giberélico e a remocgdo do
tegumento opercular promove um incremento na germinacao atingindo indices proximos
a50% (OLIVEIRA et al., 2013; RODRIGUES JUNIOR et al., 2013).

3.2.  Ensaio Il — Microbiolizacdo de sementes de macauba

Na Microbiolizacdo das sementes de Macauba, realizada com solugdes
microbioldgicas produzidas a partir de bactérias endofiticas e rizosféricas ndo foram
observadas diferencas na porcentagem de germinagdo e contaminagdo por fungos, que
variou entre 16,0% e 36,0%. Estes resultados demonstram que as bactérias testadas ndo
possuem capacidade de controlar a proliferacdo dos microrganismos que sdo deletérios

das sementes de A. aculeata (Tabela 2).
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Tabela 2. Porcentagem de germinacdo e contaminacdo de sementes de macauba
[Acrocomia aculeata (Jacq.) ex Lodd Mart.] tratadas com diferentes
microrganismos. IFGoiano, 2014.

Inoculante Contaminacéao (%) Germinacao (%)
Controle 9,31 +145 90,7+12,3
2 11,7+ 16,6 88,3+154
3 133+ 74 86,7+ 7,9
4 14,7+ 5.3 85,3+ 57

‘Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si de acordo com o Teste de Tukey a 5%
de probabilidade. + Erro Padrdo da Média.

3.3.  Ensaio Il — Avaliacdo da temperatura

Observou-se que as temperaturas de 30°C e 40°C sdo superiores a temperatura de
25°C, atingindo média de 92,4% e 87,6%, respectivamente e ndo diferiram entre si.
Verificou-se também, maior contaminacdo das sementes quando cultivadas em
germinador a 25°C atingindo 50,5% contra 6,7% a 30°C, evidenciando que a temperatura
de 25° ndo € indicada para a germinacao dessa espécie (Tabela 3). A temperatura de 30°C
possibilitou o melhor resultado para a germinacéo de sementes de caranda quando estas
sdo semeadas sobre o papel ou em rolos de papel, atingindo 84% e 90% de germinacgéo
respectivamente, resultados que néo diferem estatisticamente entre si (MASETTO et al.,
2012).

A melhor germinacdo em temperaturas mais elevadas pode ser justificada pelo
fato da Macalba ser uma palmeira de origem tropical. Em muitas espécies este fato pode
ser observado como 35 °C para Acoelorraphe wrightii, Coccothrinax argentata, Sabal
etonia, Thrinax morrisii e Thrinax parviflora (CARPENTER et al., 1993; PIVETTA et
al., 2008b). A temperatura 6tima para a germinacdo de sementes de Oenocarpus minor
Mart. foi de 30°C, atingindo 98,1% de germinacdo em média independente do substrato
(SILVA etal., 2006).
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Tabela 3. Porcentagem de germinacgdo, contaminacdo e sementes duras de macauba
[Acrocomia aculeata (Jacg.) ex Lodd Mart.] submetidas a germinacdo em
diferentes temperaturas. IFGoiano, 2014.

Temperatura L Contaminacgéao
Germinacao (%) Duras (%)
(°C) (%)
25 46,7 +12,4 bt 50,5+£10,3b 29+119a
30 92,4+6,3a 6,7+74a 1,0+532a
40 87,6+79a 8,6+£88a 38+83a

‘Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si de acordo com o Teste de Tukey a 5%
de probabilidade. + Erro Padrédo da Média.

4. CONCLUSOES

Sementes de macaulba escarificadas e embebidas em solucéo de acido giberélico
atingem maior taxa de germinagdo quando sdo mantidas em placas de vidro contendo
areia autoclavada ou Papel “Germitest®”. Entretanto, mesmo em condigdes assépticas foi
verificada alta taxa de contaminacgéo das sementes.

Os microrganismos testados ndo minimizaram as taxas de contaminagdo e
germinacdo das sementes de A. aculeata.

As melhores temperaturas para a germinacdo de sementes de Macauba sdo 30°C
e 40°C.
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CAPITULO Il

Microbiolizacdo de sementes de Butia archeri para a promoc¢ao da germinacéo e o

controle de microrganismos deterioradores



62

RESUMO

Objetivou-se nesse trabalho identificar a capacidade de microrganismos endofiticos e
rizosféricos, contidos em solucdo, no controle do crescimento de microrganismos
deterioradores das sementes de Butia archeri Glassman, além do efeito da temperatura e
da acédo dos reguladores de crescimento na germinacao das sementes. Para a avaliagdo de
temperatura, sementes foram escarificadas mecanicamente, removendo o tegumento da
regido do hilo e, em seguida foram desinfestadas e embebidas em acido giberélico
(concentracdo de 200 mg L), e posteriormente, semeadas em placas de vidro (120 x
150mm), contendo papel “Germitest® como substrato e colocadas em germinador
regulado em trés temperaturas. Para a avaliacdo da acdo dos reguladores apds serem
escarificadas foram embebidas em GAsz combinado a 5 concentragdes diferentes de BAP
e posteriormente colocadas para germinar em placas com papel germitest. Para a
microbiolizacdo as sementes foram embebidas em solucdo de GAz por 48 horas e
novamente embebidas em solugdo inoculante por 30 minutos e colocadas para germinar
em placas de papel. Verificou-se que independente do indculo testado, foram obtidas
taxas de contaminacdo por microrganismos semelhantes ao do controle. A melhor
temperatura foi de 30°C. E BAP combinado ao GAs ndo tem efeito positivo na

germinacao das sementes desta espécie.

Palavras-chave: Deterioracdo. Inoculante. Contaminacao.



63

ABSTRACT

The objective of this work was to identify the ability of endophytic and rhizosphere
microorganisms, in solution, in the growth control of spoilage microorganisms of Butia
archeri Glassman seeds, beyond the effect of temperature and the action of growth
regulators on seed germination. For the temperature evaluation, seeds were mechanically
scarified, removing the seed coat of the heel region, and then were sterilized and imbibed
with gibberellic acid (concentration of 200 mg L-1) and subsequently plated on glass
plates (120 x 150mm) containing paper "Germitest®" as substrate and placed in
germinator set at three temperatures. For the evaluation of the regulatory action after
being scarified, seeds were soaked in GAs combined with 5 different concentrations of
BAP and then germinated on plates with germitest paper. To microbiolization, the seeds
were soaked in GAs solution for 48 hours and again soaked in inoculant solution for 30
minutes and germinated on paper plates. It was found that regardless of the tested
inoculum there were obtained contamination leves by microorganisms similar to the
control. The best temperature was 30 °C. The BAP combined with GA3 has no positive
effect on the germination seeds of this species.

Key words: Decay. Inoculant. Contamination.
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1. INTRODUCAO

A Butia archeri Glassman é uma espécie pertencente a familia Arecaceae, sendo
que algumas espécies de Butia ja sdo consideradas em risco de extingdo (ROSSATO,
2007). A monocultura, a criacdo extensiva de gado e a especulacdo imobiliaria sdo
responsaveis por grande parte da reducdo das populacfes naturais de butia (RIVAS &
BARILANI, 2004; RIVAS, 2005; ROSSATO, 2007; ROSSATO & BARRICHELO,
2007).

A principal forma de propagacdo dessa planta é sexuada; porém, pouco se conhece
desse mecanismo. Sabe-se que, em geral, a germinacdo da familia Arecaceae, além de
ocorrer lentamente € irregular e em baixas porcentagens, podendo este fato ser decorrente
de dorméncia, que também é comum na familia (FERREIRA & GENTIL, 2006).

Além da variabilidade genética, outras variaveis afetam a germinacdo nessa
familia, dentre elas a temperatura, substrato e estadio de maturacdo. Em relacdo a
temperatura e substrato, que geralmente sdo estudados em conjunto, os melhores
resultados de germinacdo para diferentes espécies nessa familia, sdo obtidos quando as
sementes ou diasporos permanecem em substrato poroso, como areia ou vermiculita, sob
temperatura constante de 25 a 30°C (PIVETTA et al., 2008).

Escarificagdo mecénica e utilizaco do GAs tém fornecido resultados satisfatorios
na germinacdo de sementes, mas também, tem aumentado a deteriora¢do das mesmas. O
controle bioldgico tem sido investigado como alternativa de manejo (PADGHAM &
SIKORA, 2007). Entre os biocontroladores estudados, as bactérias habitantes da rizosfera
(rizobactérias) apresentam grande potencial. Estas podem atuar como indutores de
resisténcia da planta (OOSTENDORP & SIKORA, 1990), produzir enzimas e
metabdlitos toxicos (LIAN et al., 2007).

O uso de rizobactérias para aumentar a produtividade de plantas tem sido

extensivamente estudado ha varios anos e em diversas culturas agrondmicas, como:
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batata, cana-de-acucar, canola, amendoim, trigo, cevada, milho e tomate, entre outras
(KLOEPPER, 1996). Em espécies arboreas, as recentes investigacdes tém evidenciado
resultados promissores (KLOEPPER, 1996; CHANWAY, 1997; ENEBACK et al., 1998;
SHISHIDO & CHANWAY, 2000), embora ainda carecam de estudos que visem otimizar
0 processo de microbiolizacdo. Além disso, € preciso avaliar as possibilidades de
interacdo entre isolados de rizobactérias e gendtipos da planta de interesse, conforme
salientado por Kloepper (1996). A respeito da existéncia dessa interagdo, ainda néo

existem estudos conclusivos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Ensaio | — Microbiolizacédo das sementes

Os frutos de Butia archeri Glassman foram colhidos em dezembro de 2012 em
plantas consorciadas com pastagem no municipio de Caiapbnia - GO. No Laboratério de
Sementes do IFGoiano, Campus Rio Verde, a polpa carnosa foi removida com o auxilio
da despolpadeira de frutas e legumes, posteriormente, didsporos foram armazenados em
camara BOD a 10°C até a realiza¢do do experimento.

As sementes extraidas foram conduzidas ao Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais do IFGoiano, Campus Rio Verde, e foram desinfestadas em alcool 70% por 1
minuto e hipoclorito de soédio comercial 100% por 4 minutos (Figura 1). Em seguida
foram enxaguadas por trés vezes e escarificadas mecanicamente, removendo o tegumento
na regido do hilo. Em seguida foram submetidas a embebicdo em solucdo de acido
giberélico na concentracéo de 200 mg L™ por 48 horas, seguindo a metodologia proposta
por Rubio Neto et al. (2014). Decorrido esse tempo, as sementes foram retiradas do acido
giberélico e novamente embebidas por 30 minutos em trés tipos de solu¢do inoculante: 1°
Controle - caldo nutriente, 2° - caldo nutriente + bactéria rizosférica, 3° - caldo nutriente
+ bactéria endofitica, todas preparadas no Laboratério de Microbiologia Agricola do
Instituto Federal Goiano. As bactérias utilizadas para a preparo do inéculo foram
selecionadas de acordo com os melhores resultados no teste de antibiose e estdo em fase
de identificagdo molecular, trabalho realizado pelo Laboratorio de Microbiologia da
Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT). Assim que retiradas do inoculo, as
sementes foram colocadas para germinar em placas de vidro (120 x 150mm), contendo
papel “Germitest® como substrato. Estas foram umedecidas com &gua destilada

autoclavada, na quantidade de 2,5 vezes o peso desse papel seco.



66

a)

Figura 1. Detalhe do processo de escarificacdo da semente (a), Planta em seu ambiente
natural (b). IFGoiano, 2014.

As sementes foram mantidas em germinador do tipo Mangelsdorf, ajustado a 30°C
por 50 dias. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com trés tratamentos
com cinco repeti¢bes cada. Foram avaliadas a porcentagem de germinacao, contaminagao
por fungo e bactéria e sementes duras. As méedias foram comparadas pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

2.2.  Ensaio Il — Avaliacédo da temperatura de germinagao

Os frutos de Butia archeri Glassman foram colhidos em dezembro de 2013 em
plantas consorciadas com pastagem no municipio de Caiapdnia - GO. No Laboratério de
Sementes, a polpa carnosa foi removida com o auxilio da despolpadeira de frutas e
legumes, posteriormente, didsporos foram armazenados em camara BOD a 10°C até a
realizacdo do experimento.

As sementes extraidas foram conduzidas ao Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais do IFGoiano, Campus Rio Verde, e foram desinfestadas em alcool 70% por 1
minuto e hipoclorito de sédio comercial 100% por 4 minutos. Em seguida foram
enxaguadas por trés vezes, escarificadas mecanicamente, removendo o tegumento na
regido do hilo e submetidas a embebicdo em solugdo de acido giberélico a 200 mg L por
48 horas, seguindo a metodologia proposta por Rubio Neto et al. (2014). Decorrido esse

tempo, as sementes foram retiradas do acido giberélico e colocadas para germinar em



67

placas de vidro (120 x 150mm), contendo papel “Germitest® como substrato. Estas
foram umedecidas com agua destilada autoclavada, na quantidade de 2,5 vezes o peso
desse papel seco.

As sementes foram mantidas em germinadores do tipo Mangelsdorf, ajustados
cada um em uma das temperaturas seguintes (25°C, 30°C e 40°C) por 30 dias (Figura 2).
O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com trés tratamentos de sete
repeticdes cada. Foram avaliados a porcentagem de germinacdo, a contaminacgao por
fungo e bactéria e sementes duras. As medias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Figura 2. Placas com sementes no germinador (distribuicéo é aleatéria). IFGoiano,
2014.

2.3.  Ensaio Il — Efeito da aplicacdo de GAs e BAP na germinacgao de sementes
de Butia archeri Glassman

Os frutos de Butia archeri Glassman foram colhidos em dezembro de 2013 em
plantas consorciadas com pastagem no municipio de Caiap6nia - GO. No Laboratdrio de
Sementes, a polpa carnosa foi removida com o auxilio da despolpadeira de frutas e
legumes, posteriormente, didsporos foram armazenados em camara BOD al0°C até a
realizacéo do experimento.

As sementes extraidas foram conduzidas ao Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais do IFGoiano, Campus Rio Verde, e foram desinfestadas em alcool 70% por 1
minuto e hipoclorito de sédio comercial 100% por 4 minutos. Em seguida foram
enxaguadas por trés vezes, escarificadas mecanicamente, removendo o tegumento na
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regido do hilo e submetidas a embebicdo em solu¢Ges combinadas de GAs (sempre em
200 mg.L1) e BAP (nas doses de 0, 1, 2, 3 e 4 mg.L™?), por 48 horas. Decorrido esse
tempo, as sementes foram retiradas das solucdes e colocadas para germinar em placas de
vidro (120 x 150mm), contendo papel “Germitest® como substrato. Estas foram
umedecidas com agua destilada autoclavada, na quantidade de 2,5 vezes o0 peso desse
papel seco. O delineamento experimental foi DIC com cinco tratamentos e sete

repeticoes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.  Ensaio | — Microbioliza¢do das sementes

Ap6s um dia de cultivo foi verificado contaminacdo das sementes por fungos e
bactérias, principalmente nas regides de lesdo proporcionadas pelo processo de extracdo
e escarificacdo. Foi observado, que inicialmente houve intensa liberacdo de exsudatos das
sementes e, posteriormente contaminacdo por fungos. Entretanto, ndo houve diferenca
entre bactérias utilizadas para controlar a contaminagdo por fungos e bactérias, que
variaram entre 60,0% e 63,3%.

Foi verificada baixa taxa de porcentagem de germinacdo, com minimo de 16,6%
e maximo de 22,5%, ndo havendo diferenca entre as bactérias avaliadas para o controle

de contaminagdo durante o periodo avaliado (Figura 3).
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Figura 3. Porcentagem de germinagdo, sementes duras e contaminagdo por fungos em
sementes de Butia archeri Glassman tratadas com diferentes inoculantes.
IFGoiano, 2014.
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3.2.  Ensaio Il — Avaliacédo da temperatura de germinacao

Ao submeter as sementes de Butia archeri Glassman a germinagdo em ambientes
com diferentes temperaturas, ndo foi verificada diferencas nas porcentagens de
contaminacdo e de sementes duras. Verificou-se que a temperatura de 30°C foi a que
obteve maior germinacdo, mesmo ndo diferindo da temperatura de 40°C. Essas
temperaturas além de ndo interferir na porcentagem de contaminacdo, favoreceram a
germinacdo das sementes, atingindo média de contaminacdo de 34,1% e 22,2%,
respectivamente. Estes resultados diferem dos encontrados por Luz et al. (2008) que
observou que as sementes de Dypsis decary (Jum.) Beentje & J. Dransf tém a melhor
germinacao a 25°C.

Tabela 1. Porcentagem de germinacgdo, contaminacdo e sementes duras de Butia archeri

submetidas a diferente temperatura. IFGoiano, 2014.

Temperatura ~ Germinagao Contaminacgdo (%)  Duras (%)

) (%0)
25 143+12,9b 50,0 £ 12,3 at 357+129a
30 34,1+102a 40,5+ 9,9a 254+104a
40 22,2+114ab 32,4+10,6a 454 +11,3a

IMédias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si de acordo com o teste de Tukey a 5%
de probabilidade. + Erro padréo da média.

3.3.  Ensaio Il — Efeito da aplicacdo de GAs e BAP na germinacao de sementes
de Butia archeri Glassman

A embebicdo por 48 horas das sementes de Butia archeri Glassman em solugdes
combinadas de GAsz e BAP ndo promoveu aumento do percentual de germinagdo das
sementes, mantendo a germinacdo em torno de 41% (Figura 4). Em palmeira-rafia o uso
de citocinina combinado ao 4cido giberélico ndo proveu incremento na germinacéo (LUZ
et al., 2008).
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Figura 4. Porcentagem de germinacdo e contaminacdo por fungos em sementes de
Butia archeri Glassman tratadas embebidas em diversas concentracfes
combinadas de GA3 e BAP IFGoiano, 2014.

4. CONCLUSOES

Sementes de Butia archeri Glassman escarificadas e embebidas em 4&cido
giberélico, microbiolizadas com inoculantes de origem rizosféricos e endofiticos ndo tém
variacdo na taxa de contaminagdo por microrganismos deteriorados da semente, quando
comparadas as sementes do tratamento controle.

A temperatura menos indicada para a germinacdo de Butia archeri Glassman é
25°C, por apresentar maiores taxas de contaminagdo por microrganismos.

A aplicagdo de GAs combinado a diferentes concentra¢fes de BAP ndo promove

incremento na germinacao das sementes de Butia archeri Glassman.
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CONCLUSAO GERAL

Conforme os resultados obtidos 0 ambiente que promove a melhor germinacéo
com o menor indice de contaminagdo das sementes para as trés espécies estudas € a placa
contendo papel Germitest autoclavado como substrato.

O uso do &cido giberélico na concentracdo de 200 mg.L™* com embebicéo de 48
horas em germinador regulado a 30°C promove incremento na germinacao.

O acréscimo da citocinina em nenhuma das concentragdes testadas promoveu
incremento na germinacao.

Para Butia purpuracens Glassman é indicado embeber os embribes em
concentracio de 1mg.L™ de soluc&o de tetrazdlio por 3 horas para a melhor coloracgdo dos
mesmos.

O uso dos microrganismos testados ndo promoveu reducdo no percentual de
contaminacéo.

A temperatura mais indicada para a germinacéo de Butia purpuracens Glassman

foi de 25°C; Ja para Butia archeri Glassman e para Acrocomia aculeata indica-se 30°C.



