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RESUMO

Introducfo: Técnicas de cultura de tecidos trazem grandes beneficios para plantas com
problemas de germinagdo, como presenciado em grande parte da familia Arecaceae, que tem
relevante importancia economica e ecoldgica. A espécie Butia capitata (Mart.) Becc € nativa
do Brasil e encontra-se em declinio onde ocorre. Objetivo: Germinar in vitro sementes da
espécie, avaliando temperatura, oxidagdo e germinacao utilizando como quebra de dorméncia
unicamente a excisao do opérculo. Metodologia: Os frutos adquiridos em Mortugaba-BA,
foram levadas para o viveiro da UFBA de Vitoria da Conquista, retiradas as sementes e levadas
ao laboratorio para desinfestacdo e inoculagdo em tubos de ensaio lacrados com plastico PVC
contendo meio de cultura MS e pH ajustado a 5.8. Fez-se experimento em sala de crescimento
a 30C° e em germinador a 25C°. Fez-se, sequencialmente, trés subcultivos e 75 dias apos
o ultimo subcultivo, fez-se aclimatizacdo das plantas. Resultados: O resultado da germinacao
na sala de crescimento foi altamente eficiente e apds 65 dias de inoculacdo das sementes
fez-se medicdo de comprimento foliar. Discussdo: Houve 100% de germinacdo em
temperatura considerada mais propicia para grande parte das espécies (30°C), mas a
sobrevivéncia das plantas durante a aclimatizacdo ndo foi significativa. Conclusao: A
extragdo do opérculo resolve a dorméncia e as sequéncias de subcultivos afetaram a
vigorosidade das plantas tornando-as sensiveis a aclimatizagao.
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ABSTRACT

Introduction: Tissue culture techniques bring great benefits to plants with germination
problems, as witnessed in most of the Arecaceae family, which has relevant economic and
ecological importance. A Butia capitata (Mart.) Becc species is native to Brazil and is in decline
where it occurs. Objective: To germinate seeds of the species in vitro, evaluating temperature,
oxidation and germination using only operculum excision as dormancy break. Methodology:
The fruits purchased in Mortugaba-BA were taken to the nursery of UFBA in Vitoéria da
Conquista, the seeds were removed and taken to the laboratory for disinfestation and inoculation
in test tubes sealed with PVC plastic containing MS culture medium and pH 5, 8. The
experiment was carried out in a growth room at 30C° and in a germinator at 25C°. Three
subcultures were carried out sequentially and 75 days after the last subculture, the plants were
acclimatized. Results: The result of germination in the growth room was highly efficient and
after 65 days of seed inoculation, leaf length was obtained. Discussion: There was 100%
germination at a temperature considered more favorable for most species (30C°), but the area
of the plants during acclimatization was not summarized. Conclusion: Operculum extraction
resolves dormancy and subculture sequences affected plant vigor making them sensitive to
acclimatization.

Keywords: Numbness. Tissue Culture. Oxidation.

ISSN 2525-4553 Revista Scientia, Salvador, v. 8, n. 1, p. 98-111, jan./abr. 2023.
https://www.revistas.uneb.br/index.php/scientia



Eunice Morais

6.1 INTRODUCAO

Hé séculos o homem descobriu como multiplicar as plantas com elevada eficacia e
atualmente alguns métodos de reproducdo se tornaram muito sofisticados, como a cultura de
tecidos, entre outras técnicas conhecidas como reproducao assexuada (HOPPE et al., 2004).

De acordo com Junghans e Souza (2013) “Dentre as diversas vantagens da
micropropagacdo vegetal, destacam-se a alta produtividade, a producao rapida de materiais
propagativos, livres de doengas e pragas, com elevada qualidade genética em tempo reduzido”.

Segundo Pinhal et al. (2011) a cultura de tecidos pode ser utilizada para diversas
finalidades, tais como alta produ¢do de mudas de espécies com problemas de dorméncia,
solucdo para disturbios de sementes recalcitrantes, e preservacao de espécies, com bancos de
germoplasma e melhoramento genético.

De acordo com Floriano (2004), integram as principais formas de cultura de tecidos, a
cultura de meristemas, embrides ou calos, embriogé€nese somatica ¢ a microenxertia. Esses
métodos podem fazer parte de programas de melhoramento vegetal, atuando em espécies que
com problemas de dorméncia de sementes e na imaturidade de embrides, contribuindo com
melhor germinagdo e estimulando o desenvolvimento do fruto, quando esse ¢ um processo
extenso.

A familia Arecaceae apresenta muitas espécies usadas em jardins, canteiros e nas
avenidas das cidades, fornece alimento para diversos animais, sendo o principal alimento da
dieta de muitas espécies (MARTINS et al., 2006) e a dorméncia em suas sementes ¢ comum,
sendo considerada um dos principais fatores que impedem a germinagdo dessas espécies,
regularmente atribuida a estrutura morfologica e a imaturidade de seu embrido (OLIVEIRA,
2012).

A propagacdao da familia Arecaceae, em sua maioria ocorre via sexuada, e sofrem
diminui¢do da germinagdo com a desidratagdo das sementes, (LORENZI ez al., 2010) e segundo
Teixeira et al. (2018) essa germinagdo ¢ vagarosa e desigual ocasionados por diversos
processos, tais como sazonalidade, dorméncia fisica, temperatura e substrato. Para Lima et al.
(2010), na espécie Butia capitata (Mart.) Becc, a germinagdo ¢ demorada, com baixa taxa de
germinagao, sendo necessarias diferentes formas de plantio com intuito de aumentar ou acelerar
a germinagao.

Segundo Costa (2009), condi¢des ambientais propicias, como temperatura, oxigénio e
agua sao fundamentais para que a germinagdo ocorra, porém pode ndo acontecer mesmo em
condi¢des favordveis, apresentando dorméncia, que pode ser enddgena, ocasionada por
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fendmenos internos do proprio embrido ou exdgena, como tegumento e endocarpo.

Segundo Fior et al. (2011), a dorméncia das sementes de Butia capitata (Mart.) Becc
nao esta relacionada ao embrido, sendo resolvida com a remog¢ao do opérculo, que de acordo
com Lacerda (2016) ¢ uma técnica prejudicial, pois a exposi¢ao do embrido aumenta o risco de
contaminagdo das sementes por microrganismos, principalmente fungos, e oxidacdo pela
liberagdo de compostos fenolicos (FERREIRA, 2017).

A técnica de cultivo in vitro pode ser de extrema relevancia, pois pode intensificar a
producao de mudas de palmeiras, principalmente se observadas normas que vao da extracao do
embrido a aclimatizacdo das plantulas (NETO, 2013), bem como a concentracdo de sais
presentes no meio de cultura, que pode interferir no desenvolvimento da planta, de acordo com
a espécie (CARNEIRO, 2012), o que pode ser aplicado a Butia capitata (Mart.) Becc.

Butia capitata (Mart.) Becc, ¢ endémica dos cerrados da Bahia, Goias e Minas Gerais
(LEITMAN et al., 2015), tem caule curto, variando de 0.5 a 4 m de altura, frutos suculentos e
ndo polposos, resquicios de bainha semelhante a espinhos nas margens do peciolo, caracteristica
que a diferencia de Butia odorata Barb. Rodr.) Noblick & Lorenzi na qual a bainha do peciolo
sdo tipo dentes reais e sdo encontradas no sul do Brasil e do Uruguai (NOBLICK, 2019). Essa
espécie fornece abrigo, protecdo e alimentacdo para varios animais do cerrado, como aves,
mamiferos e insetos, além da ampla aceitacdo no mercado (gera renda) em razao de seu sabor
e alto valor nutritivo devido seu elevado teor de potéassio, vitamina C e pro-vitamina A,
enriquece alimentacao das comunidades locais, sendo muito consumido na forma natural ou
como sucos, picolés, geléias, licores, bolos e sorvetes e produgdo de doces, paes, biscoitos,
canjica e 6leos utilizando as améndoas (FARIA et al., 2008; LIMA et al., 2010).

De acordo com Silva et al. 2021, Butia capitata (Mart.) Becc faz parte da alimentacao
de psitacideos nativos de uma area rural do municipio de Mortugaba, Bahia, Brasil e também
de psitacideos reintroduzidos no local, remanejados do CETAS de Vitoria da Conquista, pela
equipe de soltura e acompanhamento do CETAS, em parceria com a equipe de Manejo e
Conservacao da UFBA (Universidade Federal da Bahia).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi propagar in vitro a palmeira Butia capitata
(Mart.) Becc, avaliando oxidacao e contaminagdo das sementes submetidas apenas a tratamento
de superagdo de dorméncia com a remog¢ao do opérculo e fungicida PPM, avaliar a germinagao
em dois meios diferentes e duas temperaturas além de aclimatiza¢do das plantas para obtengao
de mudas dessa palmeira de elevado valor socioecondmico nas localidades onde € nativa, com

potencial ornamental e de extrema importancia na alimentacao de frugivoros.
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6.2 METODOLOGIA

6.2.1 Obtencao das sementes

O estudo foi desenvolvido no Campus Anisio Teixeira do Instituto Multidisciplinar em
Saude da Universidade Federal da Bahia (IMS/UFBA), localizado no municipio de Vitéria da
Conquista, BA, municipio com clima considerado subumido a seco, baixo indice hidrico e
temperatura média mensal/anual medindo entre 17,8 a 21,8°C (CONCEICAO, 2016). A
obtencao dos frutos se deu através de coleta realizada pela equipe de soltura e acompanhamento
do CETAS e equipe de Manejo e Conservagdo/laboratério de Biologia Molecular da UFBA,
colhidas no municipio de Mortugaba-BA, em outubro de 2019. O material foi encaminhado
para o viveiro da referida universidade, para a triagem e tratamento adequado, sendo os frutos
completos (com epicarpo, mesocarpo e endocarpo) de coloragdo amarelo intenso, mantidos no

local por cerca de 30 dias, espalhados ao ar livre.

6.2.2 Preparo das Sementes

Apo6s recebimento dos frutos, no viveiro, as sementes foram isoladas, processo
viabilizado pela despolpa do epicarpo e mesocarpo com auxilio de uma faca e quebra do
endocarpo através de pressao manual gradual com martelo, de forma a manter as sementes
integras para remoc¢do do opérculo. As sementes foram levadas ao laboratorio de Cultura de
Tecidos Vegetais do IMS/UFBA, sendo lavadas com detergente e 4gua corrente, desinfestadas
por meio de imersdo em etanol 70% por trés minutos, seguido de hipoclorito de sodio a 2,5%
por 15 minutos e lavagem tripla em 4dgua destilada esterilizada sob o fluxo laminar estéril. Em
seguida foi retirado o opérculo das sementes com o auxilio de pinga esterilizada em autoclave

e bisturi, constantemente flambados.

6.2.3 Experimento no viveiro

Utilizando sacos de polietileno, colocou-se 3 sementes de Butia capitata com opérculo
removido em cada um, sendo 6 sacos utilizando como substrato terra nativa colhida no local de
origem dos frutos e 6 utilizando terra de compostagem. As sementes foram colocadas no

substrato com aproximadamente 1 cm de profundidade.
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6.2.4 Preparo do meio

O meio MS” e meio MS completo (MURASHIGE e SKOOG, 1962), foi acrescido de
3% de sacarose e 0,7% de agar, o pH foi ajustado a 5,8 e apos houve o acréscimo de 4 mL/L de
PPM (Plant Preservative Misture) para evitar contaminag¢do. Foi distribuido cerca de 2,5 ml em
cada tubo de ensaio que foram tampados e autoclavados. Apos repouso de 24 horas para

estabilizacao do pH, foram colocados por 15 minutos em fluxo laminar sob luz UV.

6.2.5 Inoculacio e Subcultivos

Fez se no germinador, na data de 10/11/2019, 60 tubos no total, sendo 30 tubos em meio
MS' e os outros 30 em meio MS completo, sendo colocado uma semente com opérculo
removido por tubo, que foram mantidos em germinador a + 25°C.

Na sala de crescimento, na data de 11/12/2019 utilizou-se 12 tubos de ensaio em meio
MS ' (Tratamento 1) e 12 em meio MS completo (Tratamento 2), com uma semente com
opérculo removido por tubo vedado com PVC. Os 28 tubos foram mantidos em sala de
crescimento, sob fotoperiodo de 16 horas a 30°C + 2 de temperatura. As amostras foram

inteiramente casualizadas.

6.2.6 Aclimatizacao

Neste estudo, considerou-se germinadas as sementes que emitiram parte aérea. Na data
de 14/02/ 2020, aos 65 dias, ap6s inoculacdo das sementes, fez-se a biometria das folhas com
régua milimetrada e a primeira repicagem removendo as folhas com corte na base foliar e
colocando o explante em novo meio de cultura MS 'z para restabelecimento das plantas. Na
data de 21/05/2020, cerca de trés meses apds a primeira repicagem realizou-se a segunda e na
data de 13/11/2020, seis meses apos a segunda realizou-se a terceira e ultima repicagem, todas
em meio MS 2. Apos restabelecimento das plantas, na data de 28/01/2021, 75 dias apds a Gltima
repicagem, elas foram pré-aclimatizadas, sendo realizado um furo com cerca de um cm nas
tampas plésticas de pvc permanecendo em sala de crescimento por sete dias. Apos esse tempo,
aumentou-se o didmetro dos furos e permaneceram em sala de crescimento por mais sete dias.
Apos, na data de 11/02/2021, fez-se a aclimatizacdo, na qual foram colocados em uma bacia,
20 copos descartaveis de 200ml, um com agua e fungicida para manter a umidade do ar e 19
com substratos vermiculita e terra de compostagem na proporcao 1:1. As raizes foram lavadas
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antes do plantio para retirada do meio MS, a bacia foi coberta com filme PVC e colocada no
viveiro. Ap6s onze dias fez-se furos no plastico pvc, e continuou no viveiro por mais sete dias,
e apos, foi retirado completamente o plastico. Os periodos de pré-aclimatizagdo e aclimatizagao
juntos durou 44 dias, sendo o ultimo dia de analise, a data de 03/03/2021.

Os dados do experimento foram submetidos a andlise de variancia com médias

comparadas pelo teste de Tukey a 5% pelo programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2019).

6.3 RESULTADOS

Aos 65 dias avaliou-se o comprimento das plantas, medindo da base ao apice da folha.
Estatisticamente ndo houve diferenca significativa no comprimento entre os tratamentos 1 e 2
do experimento na sala de crescimento nem na germinacao, entdo optou-se por continuar o
experimento apenas em meio MS 2 como forma de economia. Houve 100% de germinagao das
sementes para ambos os tratamentos na sala de crescimento (tratamento com 50% e tratamento
com 100% dos sais), evidenciando que a retirada do opérculo associada a temperatura avaliada
nao causou danos ao embrido. Em Quatro tubos, o desenvolvimento das plantas foi insuficiente,
emitiram parte aérea inferior a 5 cm, ndo atingiram comprimento suficiente para haver corte,
ndo sendo entdo contabilizados no subcultivo e aclimatizagdo. Nao foi presenciado nenhum tipo
de oxidagdo durante toda a execugdo do trabalho, bem como contaminacdes até 30 dias
posteriores a segunda repicagem. Apos a segunda repicagem houve contaminacao de 2 tubos e
um tubo foi perdido. Durante a aclimatiza¢ao houve a contaminacao de mais 2. Todas as plantas
resistiram bem a pré-aclimatizagdo e apresentaram dificuldades de adaptagdo a aclimatizagao.

No experimento realizado no germinador em temperatura de 25°C ndo houve
germinacdo durante o tempo de 60 dias e no experimento realizado no viveiro, com terra nativa

e terra de composteira, ndo houve germinacao durante o periodo de 12 meses.

6.4 DISCUSSAO

O resultado positivo de 100% de germinacao na sala de crescimento pode ser atribuido
a remogao do opérculo, corroborando o que foi observado por Fior et al. (2011), demonstrando
90% de germinagdo com a técnica, evidenciando a dorméncia mecanica para a semente da
espécie. Outro fator importante para a germinagdo ¢ a temperatura, que para Lorenzi et al.
(2010) temperaturas mais baixas podem atrasar e at¢ impossibilitar a germinacao, sendo as
temperaturas de 30-35°C consideradas mais propicias para a germinagdo, que corrobora com
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os resultados do experimento na sala de crescimento, em que a temperatura média foi de 30°C
e culminou em alto percentual de germinagdo, enquanto que o experimento no germinador,
mantido em temperatura de 25°C +2 ndo germinou.

Apesar do género Butia ser um dos mais tolerantes ao frio (LORENZI, 2010), a espécie
Butia capitata € nativa do cerrado, bioma em que ¢ comum se encontrar elevadas temperaturas.
Dependendo da espécie, ha variagdo de temperatura ideal para germinagao, como verificado em
varios trabalhos, como Porto et al. (2018), que observaram melhor germinagdo na temperatura
constante de 25°C e de (20-30°C) em temperaturas variaveis, para a espécie Syagrus coronata
(Mart. Becc.) e Rodrigues et al. (2014), que observaram que a temperatura alternada de 26-
40°C foi a mais favoravel para a espécie Bactris maraja. Para as sementes de Carpentaria
acuminata € Phoenix canariensis, Batista (2012) afirmou como 6tima a temperatura média de
28°C.

O resultado positivo, observado pela auséncia de oxidacdo, pode ser atribuido a efetiva
maturagdo dos frutos utilizados, conforme relatado por Neves et al. (2010), que observaram
maior oxidacdo em embrides provenientes de sementes imaturas e que frutos mais maduros
favoreceram o desenvolvimento das plantulas da espécie e redugdo da oxidagdo. Também
trabalhando com a espécie, Ribeiro et al. (2011), destacaram que a adicdo de sacarose e
concentragdes de sais entre 50 e 75% em meio MS proporcionam menor nivel de oxidagdo, o
que pode justificar o resultado deste trabalho, pelo uso de 3% de sacarose ao meio, embora as
concentragdes de sais utilizados, MS’2 e MS completo ndo tenham apresentado diferencas nas
taxas de oxidagao.

Os tratamentos acrescidos de PPM aliados ao protocolo de assepsia justificam a
auséncia inicial de contaminagdes e baixa taxa de contaminagao apos sucessivas manipulagdes
do material, como evidenciado por Ledo (2017), ao observar que o uso deste fungicida foi
decisivo ao eliminar e controlar os agentes contaminantes no meio de cultura e na sobrevivéncia
das brotagdes de bambu, proporcionando o éxito no estabelecimento do material vegetal em
laboratorio.

Segundo Hoffmann (2002), para muitas espécies, a aclimatizagdo ¢ uma fase
complicada da micropropagacdo, com varios fatores envolvidos, como genoétipo, estresse
hidrico, luminosidade, ambiente pouco imido, sombreamento, substrato inadequado. Padua et
al. (2014), afirma que o sucesso da aclimatiza¢do depende do enraizamento prévio das mudas,
pois observou-se que plantas enraizadas apresentam 85% de sobrevivéncia. Frugeri (2016),
trabalhando com Butia capitata, aclimatizou-se apenas mudas que apresentavam mais de 2,0
cm de comprimento e que ndo passou pelo processo de repicagem, provenientes de sementes
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conservadas e embrides criopreservados, e obteve 90% de sobrevivéncia durante o processo de
aclimatizacdo, que contradita este trabalho, em que todas as plantas apresentavam efetiva
emissao de raizes e nao resistiram ao periodo de aclimatizacao. Resultado semelhante ao obtido
por Niemeyer (2017) ao aclimatizar Lobelia brasiliensis A. O. S. Vieira & Shepherd
(Campanulaceae), em que os explantes dos tratamentos que obtiveram as médias mais elevadas
em relacdo a quantidade de raiz, obtiveram os menores percentuais de sobrevivéncia ou nao
houve sobrevivente.

Outros fatores podem ter influenciado o resultado negativo da aclimatizacdo, como
citado por Gongalves ef al. (2019) ao concluir que o tamanho das mudas e volume do recipiente
interferem no desenvolvimento de mudas micropropagadas.

A auséncia de germinacdo do experimento realizado no viveiro pode ter ocorrido por
variaveis como umidade insuficiente (regas) e oscilagdo de temperatura. Ramos et al. (2006)
avaliando influéncia da temperatura e agua sobre sementes de parica (Schizolobium
amazonicum), constataram que a velocidade do processo germinativo foi influenciada pela

temperatura, quantidade de dgua presente no substrato e interagdo entre esses fatores.

6.5 CONCLUSAO

Conclui-se que a concentracdo de metade dos sais ¢ adequada para germinagdo das
sementes de Butia capitata (Mart.) Becc.

A temperatura de 30°C ¢ ideal para a germinacao e desenvolvimento das plantas.

O fungicida PPM e o protocolo de assepsia sdo suficientes na prevengdo de
contaminagoes.

Provavelmente a oxidagao pode ser reduzida e até impedida, utilizando frutos com maior
grau de maturacao e uso de sacarose no meio de cultura.

Apenas a remocao do opérculo ¢ suficiente para evitar a dorméncia da semente e
promover melhor germinagao.

O processo de repicar 3 vezes a planta provavelmente influenciou negativamente a
aclimatizagdo, sugerimos que haja mais estudos, em relagdo aos substratos e a quantidade de

repicagem.
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