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RESUMO

Syagrus romanzoffiana (Cham.) Glassman (Arecaceae), popularmente conhecida
como jeriva, € uma espécie de palmeira de ampla distribuicdo no Brasil. O jeriva esta
presente na alimentacdo de animais e do ser humano que consomem tanto o fruto
quando o palmito-jerivd. A espécie também apresenta importancia medicinal,
ornamental e ecoldgica. O cultivo in vitro € uma ferramenta que facilita a germinacéo
de S. romanzoffiana, por apresentar vantagens na superagdo da dorméncia da
semente. Desse modo, os objetivos do presente trabalho foram estabelecer um
protocolo para a germinacdo in vitro de S. romanzoffiana a partir da cultura de
embrides zigobticos e descrever uma metodologia para a avaliagdo da viabilidade dos
embribes com uso de tetrazolio. Para isso, foram coletados frutos de S. romanzoffiana,
realizada a excisdo dos embribes, estes foram cultivados com acido
diclorofenoxiacético (2,4-D) ou &cido giberélico (GA3), perfazendo dois experimentos.
Além disso foram avaliados tempo de exposicdo e concentracdo do tetrazélio para a
avaliacdo da viabilidade dos embrides. Os resultados mostraram que 39,4% dos
embrides do cultivo com 2,4-D e 25% dos embribes do cultivo com GA3 se
desenvolveram formando plantulas. Nao foi encontrada diferenca significativa de
massa para as plantulas frescas entre os tratamentos tanto para o 2,4-D quanto para
o experimento com GA3. No teste de tetrazdlio 75% dos embrides de S. romanzoffiana
se mostraram vidveis. O protocolo de germinagdo in vitro para S. romanzoffiana
apresentou resultados satisfatorios de germinacdo (32,2%) com apenas 27% de

contaminacgao dos meios de cultura.

Palavras-chave: embrido vegetal, palmeira, micropropagacgéo, acido

diclorofenoxiacético (2,4-D), acido giberélico (GA3), tetrazolio.



ABSTRACT

Syagrus romanzoffiana (Cham.) Glassman (Arecaceae) also known as queen palm, is
a species of palm, widely distributed in Brazil. The queen palm is present in the food
of animals and humans who consume both the fruit and the heart of palm. The species
also has medicinal, ornamental and ecological importance. In vitro cultivation is a tool
that helps the germination of S. romanzoffiana, as it has advantages in overcoming
seed dormancy. Thus, the objectives of the present work were to establish a protocol
for the in vitro germination of S. romanzoffiana from the culture of zygotic embryos and
to describe a methodology for the evaluation of the embryo viability with the use of
tetrazolium. For this, fruits of S. romanzoffiana were collected, the embryos were
excised and cultivated with dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) or gibberellic acid
(GA3), in two experiments. In addition, the exposure time and concentration of
tetrazolium were evaluated for embryo viability. The results showed that 39.4% of the
embryos cultivated with 2,4-D and 25% of the embryos cultivated with GA3 developed
to seedlings. Seedling mass was weighed, and no significant mass difference was
found between treatments for both 2,4-D and GA3 experiments. In the tetrazolium test,
75% of the S. romanzoffiana embryos were considered viable. The in vitro germination
protocol for S. romanzoffiana showed satisfactory germination results (32.2%) with

only 27% contamination of the culture media.

Key-words: plant embryo, palm tree, micropropagation, dichlorophenoxyacetic acid
(2,4-D), gibberellic acid (GA3), tetrazolium.



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt ettt ettt et ettt e et eere e e eae e 7
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt ettt 9
2.1. FAMILIA ARECACEAE .......coi ittt ettt 9
p A €1 = N[ = 2@ IS 7= Vo | (1 TP 9
2.3. JERIVA (Syagrus romanzoffiana (Cham.)) ..........ccccceevevrieeieeireceece e, 10
2.4. CULTIVO VEGETAL IN VITRO ...ooviiiiieie ettt 11
2.5. ACIDO DICLOROFENOXIACETICO (2,4-D) ..ccviveieeeeieeiieeeeeeeeeeeeee e s 13
2.6. ACIDO GIBERELICO (GA3) ....ooueeeeeeeeeeeeeeeeeeete et 13
O = 27V @ | I 1@ T 14
3. MATERIAL E METODOS .....ooiiieieee ettt 15
3.1. MATERIAL VEGETAL ..ottt sttt st saenn st saenn e 15
3.2. MEIO DE CULTURA ... .ottt ettt e ettt eaenn st saenn e saenn e 18
3.3. EXPERIMENTO COM ACIDO DICLOROFENOXIACETICO (2,4-D) E COM
ACIDO GIBERELICO ...ttt ettt 18
3.4. EXPERIMENTO COM TETRAZOLIO ......ccoiiieiececeeeeeeee e 19
A, RESULTADOS. ..ottt ettt ettt et en e eae e see s e eae e neane s 20
4.1. RESULTADOS DO EXPERIMENTO COM ACIDO
DICLOROFENOXIACETICO (2,4-D) ...ttt 21
4.2. RESULTADOS DO EXPERIMENTO COM ACIDO GIBERELICO.................. 23
4.3. ANALISE DO EXPERIMENTO COM TETRAZOLIO .....ccovovievireeeeeeeenns 24
5. DISCUSSAOD ...ttt ettt te ettt e et e et e et e et e et e e eaeeae e 27
B. CONCLUSAO ...ttt e et ettt et ee e 28

REFERENCIAS ... ettt 29



1. INTRODUCAO

Syagrus romanzoffiana (Cham.) Glassman popularmente conhecida como
jeriva, pertencente a familia Arecaceae, € uma palmeira nativa da América do Sul com
distribuicdo no Brasil, Paraguai, Argentina e Uruguai (BEGNINI et al., 2013). Seu fruto
possui importancia na alimentacéo de diversas espécies de animais. Na alimentacéo
humana o fruto e o palmito-jeriva sdo consumiveis, além de ter importancia medicinal
e ornamental tanto para o paisagismo urbano quanto para o ecossistema (BEGNINI
et al., 2013; NOBLICK, 2017; RAUPP et al., 2007).

As sementes de S. romanzoffiana apresentam taxa de germinacdo baixa
(26%) assim como baixa velocidade de emergéncia (10%) devido a existéncia de um
mecanismo de dorméncia (GUION & KAGEYAMA, 1996; SOARES OLIVEIRA et. al.,
2015), sendo evidenciado por compostos fendélicos inibidores da germinacéo (JOSE
et al., 2000). A emergéncia pela germinacdo é lenta, entre 90 a 180 dias. Com o
objetivo de acelerar a germinacao e facilitar a producdo de mudas, além da remocao
da polpa auxiliar na germinacao da semente o cultivo de embrides in vitro apresenta-

se como uma alternativa para essa espécie (GUION & KAGEYAMA, 1996).

O cultivo in vitro de plantas € uma ferramenta que dé suporte para diversas
linhas de pesquisa nas areas de genética, fisiologia vegetal, fitopatologia, filotécnica,
entre outras (BARRUETO CID & TEIXEIRA, 2015). Um dos usos para o cultivo in vitro
a partir do embrido é possibilitar a propagacdo de espécies cuja dorméncia da
semente pode ser dificil de superar (RIBEIRO et al., 2011). Principalmente para as
sementes de palmeiras (WALDOW et al., 2013).

Waldow et al. (2013) estabeleceram um protocolo para germinacao in vitro de
Butia eriospatha (Arecaceae) usando embries zigéticos. Assim como S.
romanzoffiana, B. eriospatha também tem um processo de germinacgao lento. E para
0 estudo da germinacdo de Butia capitata (Arecaceae) foi utilizado acido giberélico
(GA3) a fim de induzir o processo de germinacéao das sementes (DIAS et al., 2013).
De acordo com Dias et al. (2013), B. capitata (Arecaceae) € classificada como uma

espécie de dorméncia ndo profunda devido a eficiéncia do GA3 na germinacao.



Ainda sdo escassos o0s trabalhos com germinacdo in vitro de S.
romanzoffiana. Um dos trabalhos mais recentes que trata da germinacdo das
sementes de S. romanzoffiana € de Soares et al. (2015), que realizaram um
experimento de germinacdo enterrando as sementes e acompanhando o
desenvolvimento a cada més durante um ano, assim como do teste de tetrazolio. A
germinacdo maxima obtidano  trabalho foi de 26%, enquanto que o teste de
tetrazolio apresentou uma viabilidade de 80% para as sementes da espécie.

A cultura in vitro a partir de embrides pode ser vidvel para muitas espécies
gue apresentam dificuldade de germinacdo e um tempo muito longo para a producéo
de mudas como € o caso de S. romanzoffiana. E a propagacao in vitro tem sido
utilizada para muitas outras espécies de palmeiras como, por exemplo, Acrocomia
aculeata (SOARES et al., 2011), Butia capitata (RIBEIRO et al., 2011), Elaeis
guineensis (BRAZILIO et al., 2012), Astrocaryum huaimi (GUIMARAES et al., 2012),
Orbignya oleifera (ALBERTO et al., 2012), Astrocarium aculeatum (RODRIGUES et
al., 2013) e Syagrus coronata (SANTOS-MOURA, 2013).

No presente trabalho utilizamos a metodologia da propagacéo in vitro para
avaliar a germinacdo dos embrifes de S. romanzoffiana em meio de cultura, contendo
dois compostos que atuam como indutores de germinacdo. Foram utilizados &cido
diclorofenoxiacético (2,4-D) e &cido giberélico (GA3), e coletados os dados do
desenvolvimento dos embrides em plantulas e da massa que as plantulas
desenvolvidas atingiram. Também foi conduzido o teste de tetrazolio para os embrides

da espécie.

Os objetivos da presente monografia foram estabelecer um protocolo para a
germinacéo in vitro de S. romanzoffiana a partir da cultura de embrides zigoticos e
descrever uma metodologia utilizando tetrazolio para a avaliacdo da viabilidade dos

embrides.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. FAMILIA ARECACEAE

A caracteristica arborescente de grande parte das palmeiras as distinguem
das outras monocotiledéneas, que sdo em maioria plantas herbaceas. Possuem uma
morfologia marcante, os caules sdo geralmente eretos e colunares e possuem uma
terminologia quase que exclusiva para a familia: estipe. Mas a diversidade morfologica
também é expressiva na familia, havendo também representantes com caules
prostrados, subterraneos e até mesmo modificados para o habito lianescente. E suas
sementes variam de alguns milimetros de didmetro até a maior semente conhecida
“coco de mer” (Lodoicea maldivica (J. F. Gmelin) Persoon) que chega a pesar até 25
kg (DEL POZO et al., 2020; DE SOUZA et al., 2020).

As palmeiras podem ser encontradas nas regides tropicais e subtropicais pelo
mundo, possuem grandes variacbes em termos de riqgueza de espécies e morfologia.
E estimado que existam nessa familia cerca de 2600 espécies e 181 géneros. As
palmeiras sdo importantes especialmente em comunidades rurais, onde sao matéria-
prima para construcao, tecidos, combustivel, alimento, além de terem uso medicinal e
ornamental nas grandes areas urbanas (DEL POZO et al., 2020; DE SOUZA et al.,
2020).

As palmeiras também apresentam interacdes ecolégicas com muitas
espécies, sendo fonte de recursos fundamentais para espécies polinizadoras e
frutivoras, sendo assim, necessarias em projetos de reflorestamento (EISERHARDT
et al., 2011). Dado esse grande interesse no grupo e a ameacga da expanséo das
atividades antrépicas, muitas espécies da familia estdo ameacadas de extincédo
(NUNES et al., 2008).

2.2. GENERO Syagrus Mart.

Syagrus é um género de palmeiras pertencentes a tribo Cocoseae (subfamilia
Arecoideae), subtribo Attaleinae (NOBLICK, 2017). Predominantemente sul-
americano, grande parte das espécies do género sao nativas do Brasil. Sua

distribuicdo pelo continente se estende da regido leste da Colémbia até a Guiana
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Francesa, do sul do Uruguai e norte da Argentina, sendo o Chile o Unico pais que ndo
possui representantes do género (NOBLICK, 2017). Existem atualmente 69 espécies,
1 subespécies e 14 hibridos naturais (NOBLICK, 2017; 2018; SOARES E
GUIMARAES 2019; SANT'ANNA-SANTOS ET AL. NO PRELO). As espécies do
género Syagrus ocupam uma variedade de habitats, como as florestas tropicais
umidas, Amazbnia e a Mata Atlantica, e também regides mais secas como a caatinga,

cerrado e campos rupestres (NOBLICK, 2017).

Morfologicamente, o género pode ser reconhecido por espécies que possuem
desde caules colunares altos até completamente subterraneos, dando um aspecto de
acaulescente. As folhas sdo alternadas e dispostas em espiral no caule, as vezes em
cinco linhas quase verticais, ligeiramente espiraladas ou em fileiras. As flores séo
dispostas em espiral nas raquilas, sdo unissexuais com flores masculinas e femininas
encontradas na mesma inflorescéncia. As inflorescéncias sao interfoliares, eretas ou
pendentes, espigadas (ndo ramificadas) ou ramificadas em uma ordem com poucos
ou numerosos ramos florais (raquilas). Os frutos de Syagrus apresentam apenas uma
semente, com raras excec¢des, 0 mesocarpo € polposo e possui fibras longitudinais, o
endocarpo é duro (NOBLICK, 2017). De 1987, ano da ultima revisao sobre o género
até a realizada por Noblick, em 2017, o nUmero de espécies conhecidas de Syagrus
praticamente dobrou, devido ao acesso a areas ainda ndo exploradas e ao aumento

do numero de estudantes atuando com a familia Arecaceae (NOBLICK, 2017).
2.3. JERIVA (Syagrus romanzoffiana (Cham.) Glassman)

Syagrus romanzoffiana (Figura 1), espécie popularmente conhecida como
jeriva ou jeriba, € uma palmeira nativa da América do Sul com larga distribuicdo no
Brasil, Paraguai, Argentina e Uruguai (NOBLICK, 2017). S. romanzoffiana € a espécie
com distribuicdo mais meridional, sendo encontrada em diversos habitats nas florestas
semideciduas da Bacia do Parana e na Mata Atlantica, também nas estepes,
restingas, campos e na mata de araucarias. (JORGE et al., 2021; NOBLICK, 2017,
SOARES, 2023).
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Figura 1 - Syagrus romanzoffiana (Cham.) Glassman (familia Arecaceae). Espécime localizada no
Campus Politécnico da UFPR (A) e espécime localizada préximo ao Jardim botanico de Curitiba (B).

Syagrus romanzoffiana possui importancia como fonte de alimentacédo para
diversas espécies de animais, seus frutos e sementes sdo consumidos por uma ampla
variedade de insetos, aves e mamiferos (LISTAR REFERENCIA). Na alimentacéo
humana, os frutos e o palmito-jeriva também sdo apreciados e apresentam
importancia medicinal e ornamental (NOBLICK, 2010; 2017). E largamente cultivada
no Brasil e ao redor do mundo, 0 que a torna uma das espécies de palmeira mais
comum crescendo em ambiente nativo ou em cultivo (NOBLICK, 2017). Floresce e
frutifica durante quase o ano todo, mais intensamente nos meses de setembro a
janeiro, a maturacao dos frutos ocorre principalmente entre janeiro e abril (NOBLICK,
2017). Seus frutos séo lisos globosos, com polpa fibrosa e carnosa de cor amarela
(NOBLICK, 2017).

2.4. CULTIVO VEGETAL IN VITRO

O cultivo in vitro de plantas € uma ferramenta que da suporte para diversas
linhas de pesquisa nas areas de genética, fisiologia vegetal, fitopatologia, filotécnica,

entre outras. O cultivo in vitro pode ser utilizado para obter plantas mais resistentes e
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produtivas, além de promover avancos tecnologicos como a descoberta das
citocininas, protoplastos, haploides, limpeza clonal e também aprimorando os meios
nutritivos e os métodos de micropropagacdo (BARRUETO CID & TEIXEIRA, 2015).

Devido a capacidade das plantas para a reproducdo assexuada sao
desenvolvidas préaticas que exploram essa capacidade como, 0 enraizamento de
estacas, a enxertia, apomixia e a micropropagacdo, esta realizada in Vvitro.
Comercialmente € mais interessante que espécies e cultivares sejam propagados
assexuadamente para preservar e garantir a uniformidade de suas caracteristicas.
Dentre essas préaticas a micropropagacao oferece uma boa relacao custo-beneficio,
permite a uniformidade e controle das condi¢cdes nas quais as amostras estao sujeitas
além de ser possivel a producdo em grande escala do material selecionado
(BARRUETO CID & TEIXEIRA, 2015).

Um dos usos para o cultivo in vitro a partir do embrido € possibilitar a
propagacdo de espécies cuja dorméncia pode estar relacionada com as
caracteristicas do envoltério da semente que protege o embrido, isso permite o estudo
do processo de germinacao e do desenvolvimento inicial das plantas (RIBEIRO et al.,
2011). Para algumas sementes como as de palmeiras, o cultivo in vitro se torna uma
alternativa que facilita a superagdo da dorméncia e germinagdo. E por ficarem
protegidos dentro da semente os embribes sdo explantes que apresentam baixa taxa
de contaminacao (WALDOW et al., 2013).

Garantida a qualidade do explante e a assepsia do processo, 0 outro
componente para a realizacéo do cultivo in vitro € o meio nutritivo ou meio de cultura.
O meio de cultura é o responsavel pela sobrevivéncia do explante. Os fatores a serem
considerados no protocolo de confeccdo do meio séo: o tipo de meio, como o0 meio
MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962); suplementos de reguladores de crescimento;
concentracdo de sacarose; seus macronutrientes (calcio, magnésio, enxofre,
potassio, foésforo e nitrogénio) e micronutrientes (zinco, ferro, cobre, manganés, cloro,
molibdénio e boro), além de agua destilada, pH e vitaminas. Demais componentes do
meio de cultivo sdo especificados em cada protocolo e determinados por cada
experimento (BARRUETO CID & TEIXEIRA, 2015).
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2.5. ACIDO DICLOROFENOXIACETICO (2,4-D)

O &cido diclorofenoxiacético (2,4-D) é uma auxina sintética derivada do acido
fenoxiacético e também um herbicida amplamente utilizado em todo o mundo. E
utiizado no controle de diversas ervas daninhas e para o manejo florestal.
Historicamente vem sendo utilizado desde a Guerra do Vietna pelos Estados Unidos
como um agente desfolhante, onde junto com o &cido triclorofenoxiacético (2,4,5 - T)
e o pentaclorofenol (PCF) forma o "agente laranja” (AMARANTE et al., 2003).

Como auxina, o acido diclorofenoxiacético (2,4-D) pode ser usado em
concentragbes ndo toxicas a fim de mimetizar os efeitos de auxinas naturais e
estimular o crescimento das plantas (FROHLICH et al., 2021). Pode ser uma auxina
alternativa ao acido indolbutirico (AIB), como observado no enraizamento de estacas
de porta-enxertos de videira (TOFANELLI, 2014), ou também, na promocao do

desenvolvimento e produgdo de plantas de soja (FROHLICH, 2021).

O uso de 2,4-D sintético para induzir o crescimento de embrides soméaticos é
tracado até os trabalhos de Halperin e Wetherell (1964) que mostraram que um calo
era produzido a partir de qualquer parte de uma cenoura e que esses calos formavam
embrides somaticos ao serem transferidos para meios com niveis reduzidos de
auxina. Essa técnica foi adotada como padrédo para o estudo da embriogénese
somatica (RAGHAVAN, 2004).

No trabalho desenvolvido por Waldow et al. (2013) foi estabelecido um
protocolo para germinacao in vitro de Butia eriospatha usando embrifes zigéticos.
Assim como Syagrus romanzoffiana, B. eriospatha também tem um processo de
germinacéo lento, utilizando teste de tetrazolio e cultivo contendo tratamentos com
acido diclorofenoxiacético (2,4-D) os autores obtiveram uma taxa de 80% de embrides

viaveis com o uso do 2,4-D.
2.6. ACIDO GIBERELICO (GA3)

As giberelinas sdo um grupo de horménios vegetais que atuam no controle do
desenvolvimento de varios processos como germinagdo, alongamento do caule,

floracdo, formagéo dos frutos e crescimento das plantas (SERRANI et al., 2007). O
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acido giberélico (GA3), obtido de forma sintética, pode ser usado para obter uma

resposta de crescimento e desenvolvimento da planta (PEDO, et al., 2018).

O acido giberélico também apresenta uma funcéo de superacédo de dorméncia
de sementes. Como observado no trabalho de Rego et al. (2018), o acido giberélico
auxilia na superacdo da dorméncia fisiologica de sementes de graviola (Annona
muricata) e de sementes de maracuja-suspiro (Passiflora nitida) (PASSOS et al.
2004). No trabalho desenvolvido com Butia capitata (Arecaceae) por Dias et al. (2013)
eles utilizaram &cido giberélico para estudar os seus efeitos na germinacdo das
sementes. Nesse trabalho classificacdo B. capitata como uma espécie de dorméncia

nao profunda devido a eficiéncia do GA3 em estimular a germinagéo.

Sendo um hormonio que atua em diversos processos de crescimento nas
plantas, os trabalhos envolvendo giberelinas possuem diversas outras abordagens,
por exemplo, na aplicacdo exdgena de acido giberélico em plantas de feijdo e as
respostas no desenvolvimento das sementes (PEDO et al., 2018) ou do papel da
giberelina no crescimento dos frutos de tomates (JONG et al., 2009; SERRANI et al.,
2007).

2.7. TETRAZOLIO

A partir do século 20, com o crescimento da producéo agricola em massa, a
avaliagdo da qualidade fisiol6gica das sementes se tornou foco de tecnologistas,
produtores e pesquisadores do sistema de producdo de sementes. Fazia-se
necessario um meétodo rapido e preciso para determinar a viabilidade das sementes
(FRANCA-NETO & KRZYZANOWSKI, 2018; SOUSA et al., 2017). Surgiram diversos
testes baseados na coloracdo, aspecto, peso volumétrico, densidade, velocidade de
embebicédo, atividades enziméticas nas sementes, mas que ndo mostraram sucesso
pois ndo avaliavam sementes individualizadas e eram pouco precisos (FRANCA-
NETO & KRZYZANOWSKI, 2018).

O pesquisador da area de fisiologia de sementes, Dr. Georg Lakon, vinha
estudando métodos de coloragdo a partir da reducdo de sais de selénio para a
determinacao da viabilidade de sementes. Na busca de um sal similar, mas néo toxico

e que apresentasse a mesma finalidade, ele concluiu que o 2,3,5-trifenil cloreto de
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tetrazolio era apropriado para a fungéo e desenvolveu métodos para varias sementes
de cereais e para milho. O teste est4 entre as Regras para Analise de Sementes,
usado pelo Ministério da Agricultura do Brasil (BRASIL, 2009). Hoje € um dos
principais testes dentre os diversos métodos de avaliacdo da viabilidade de sementes
pela industria, se destacando para sementes que apresentam dorméncia e as que
germinam lentamente, em amostras ou individualmente (FRANCA-NETO &
KRZYZANOWSKI, 2018).

O teste se baseia na determinacao da atividade de enzimas desidrogenasse
envolvidas no processo de respiracao celular. Essas enzimas provocam a reacéo de
reducdo do sal de tetrazélio que, portanto, ocorre apenas em células vivas e resulta
na formacdo de um composto de coloracdo vermelha mais intensa nos tecidos do
embrido da semente, enquanto que os tecidos ndo viaveis mantem sua coloragao
original (FRANCA-NETO & KRZYZANOWSKI, 2018; SOUSA et al., 2017; IOSSl et al.,
2016). Para cada espécie é necessario o desenvolvimento de uma metodologia
eficiente e adaptada do teste de tetrazélio. Fatores como as condicbes de
armazenamento, pré-condicionamento e avaliacdo da coloracdo da semente ou dos

embrides séo particulares de cada espécie vegetal (I0OSSI et al., 2016).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. MATERIAL VEGETAL

Os frutos de matrizes de Syagrus romanzoffiana (Cham.) Glassman foram
coletados na regido urbana de Curitiba - PR nos meses de outubro e novembro de
2022. As matrizes estao localizadas no campus Politécnico da Universidade Federal
do Parana (UFPR) (lat: -25.449390, long: -49.233082) (Figura 2), no campus Boténico
(UFPR) (lat: -25.446515, long: -49.238470) e préoximo ao Jardim Botanico de Curitiba
(lat: -25.439312, long: -49.238191). Os frutos foram armazenados sob refrigeracao
(4°C), no Laboratorio de Biotecnologia Florestal no Departamento de Ciéncias

Florestais da UFPR até o inicio da etapa de experimentagao.
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Figura 2 - Syagrus romanzoffiana (Cham.) matriz do campus Politécnico (A). Detalhe para o cacho de
frutos (B).

A primeira etapa para 0 acesso ao embrido se deu pela retirada da polpa, esta
foi realizada manualmente, seguida pela lavagem em agua corrente (Figura 3). As
sementes foram secas para a segunda etapa de acesso ao embrido com a abertura
da semente. Foi utilizada uma morsa torno de bancada (Figura 4) para romper a
semente e acessar o embrido, um método que se mostrou rapido e que garantia a

obtencéo dos embrides sem danifica-los.

A quebra das sementes foi realizada no momento da inoculagdo dos embrides
nos meios de cultura para diminuir as chances de contaminacdo, visto que o0s
embrides ndo foram desinfestados na realizacdo dos experimentos. Todos o0s
experimentos descritos na sequéncia foram realizados no laboratério de Biotecnologia

Florestal no Departamento de Ciéncias Florestais da UFPR.
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Figura 3 - Retirada da polpa e obtencdo da semente de Syagrus romanzoffiana (Cham.). Frutos
recém lavados (A). A retirada da polpa realizada manualmente em meio de agua corrente com 0 uso
se uma pequena espatula (B). Apés a retirada da polpa as sementes foram secas para a proxima
etapa de abertura da semente (C).

Figura 4 - Morsa torno de bancada usada para a abertura da semente (A). Protecdo para evitar a
perda da semente e acidentes (B).
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3.2. MEIO DE CULTURA

Os embrides foram inoculados em meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) (Tabela 1). Nos experimentos para os tratamentos com o acido
diclorofenoxiacético (2,4-D) e com acido giberélico (GA3) foram utilizadas as
seguintes solucdes para a preparacao de 1000 mL de meio MS: macronutrientes (100
mL), micronutrientes (1 mL), vitaminas (2,625 mL), Fe-EDTA (5 mL), sacarose (30,0
9), agar (7,0 g) e glutamina (0,5 g) (Tabela 1) (MINARDI et al., 2011).

TABELA 1 - COMPONENTES DAS SOLUCOES DE MACRONUTRIENTES, MICRONUTRIENTES,
VITAMINAS E FE-EDTA PARA O MEIO DE CULTURA MS

Macronutrientes Vitaminas

NH4NOs 10x 16,5 ¢ Acido nicotinico 500x 0,25 g
KNO3 10x 199 Piridoxina 500x 0,25¢
KH2PO4 10x 1,79 Tiamina HCI 500x 0,059
CaCl2.2H20 10x 4,449 Meso Inositol 500x 509
MgS04.7H20 10x 379 Glicina 500x 10g
Micronutrientes Fe-EDTA

MnS0O4.H20 1000x 16,90 g FeS0a4.7H20 100x 5,56 g
ZnS04.7H20 1000x 8,60 EDTA 100x 7,459
Na2Mo004.2H20 1000x 0,25¢

CuS04.5H20 1000x 0,025 g

CoCl2.6H20 1000x 0,025 g

H3BO3 1000x 6,29

KI 1000x 0,83 g

3.3. EXPERIMENTO COM ACIDO DICLOROFENOXIACETICO (2,4-D) E COM
ACIDO GIBERELICO

Em ambos os experimentos com acido diclorofenoxiacético (2,4-D) e com
acido giberélico os embrides foram inoculados em meio de cultura MS (Tabela 1) com
0,25% de carvéo ativado. A inoculagcéo dos embrides em meio de cultura foi realizada
em camara de fluxo laminar, e os tubos de ensaio de 50 mL contendo 10mL de meio
foram vedados com tampa plastica e envolvidos com papel aluminio para nao ficarem

expostos a luminosidade e mantidos em sala de crescimento, a 25 + 2°C por 21 dias.
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Posteriormente o desenvolvimento dos embrides foi avaliado por mais cinco semanas,

totalizando oito semanas (56 dias) a partir da inoculagao dos embrides.

As concentracdes dos quatro tratamentos com acido diclorofenoxiacético (2,4-
D) foram: 0,00; 0,25; 0,50 e 1,00 mg L. E com &cido giberélico (GA3): 0,0; 1,0; 2,0 e
4,0 mg L. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, foram

realizadas quatro repeticoes e inoculados dez embrides por parcela (4x4x10).

Ao fim das 8 semanas dos experimentos, foram coletados os dados dos
embribes que se desenvolveram e formaram plantulas, dos que néo se
desenvolveram e dos que sofreram contaminacao por microrganismos. A massa (Q)
das plantulas desenvolvidas foi medida e os dados submetidos a andlise de variancia
(ANOVA).

3.4. EXPERIMENTO COM TETRAZOLIO

Para avaliacdo da viabilidade dos embrifes foi utilizado o teste do tetrazolio.
Os embrides foram submetidos a trés diferentes concentracdes de tetrazolio (0,25%,
0,5% e 1%), em dois tempos de embebicao (trés e cinco horas) com quatro repeticdes
e dez explantes por parcela (3x4x10). E sob temperatura ambiente de 25 + 2°C, na
auséncia de luminosidade (BRASIL, 2009). Apdés a exposicdo ao tetrazolio, os
embrides foram lavados e analisados quanto a coloracdo para a diferenciacdo e
contagem dos embrides vivos coloridos dagueles néo viaveis, que ndo apresentam

coloracdo avermelhada.
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4. RESULTADOS

Primeiramente, para a analise dos experimentos com o &cido
diclorofenoxiacético (2,4-D) e com o acido giberélico foi realizada uma classificacado
qualitativa do estado final do desenvolvimento dos embrides (Figura 5).

Figura 5 - Classificacdo qualitativa do estado final de desenvolvimento dos embrides de S.
romanzoffiana: desenvolvidos em plantulas (A-C); que tiveram um periodo de desenvolvimento e
morreram (D-F); ndo desenvolvidas (G-l). Legenda: ra - raiz; pc - peciolo cotiledonar; plu - plumula; eo
- edfilo; c- calo.
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Os trés estados finais de desenvolvimento dos embribes foram: os que se
desenvolveram e formaram plantulas, os que experimentaram um periodo de
desenvolvimento e morreram, e 0s que nao se desenvolveram. E além disso, foram

observados os que tiveram seus meios contaminados por microrganismos (Figura 6).

Figura 6 - Exemplos de meios de cultura dos experimentos instalados contaminados.

4.1. RESULTADOS DO EXPERIMENTO COM ACIDO DICLOROFENOXIACETICO
(2,4-D)

Os dados percentuais do experimento com acido diclorofendxiacético (2,4-D)

estdo presentes no grafico 1.

Resultado geral do cultivo dos embriges de S.
romanzoffiana no experimento com 2,4-D

25.0%

m Desenvolvidas

39.4%
Mortas

= N3do desenvolvidas

20.6%

= Contaminadas

15.0%

Grafico 1 - Resultado geral do cultivo dos embrides de S. romanzoffiana no experimento com 2,4-D.
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No experimento com &acido diclorofendxiacético (2,4-D) 75% dos meios nao
foram contaminados durante o experimento enquanto os 25% restantes foram
contaminados. Além disso a massa (g) dos embrides que se desenvolveram e
formaram plantulas foi quantificada para cada tratamento (Tabela 2) (Grafico 2). E
utilizando os dados das massas foi realizada andlise de variancia (ANOVA) e
comparacao das médias entre os tratamentos. Foi obtido um Fode 1.204 e p = 0.350
(F (p<0,05) (3,12) = 3.49). Esse resulta indica que as médias populacionais nao

demostraram uma diferenca significativa para a massa (g) entre os tratamentos.

TABELA 2 - MEDIA DE MASSA (G) AS PLANTULAS DE S. romanzoffiana FORMADAS NO
EXPERIMENTO COM 2,4-D PARA CADA TRATAMENTO.

Tratamentos Concentracgéo de 2,4-D Média da massa (g)
1 0,00 mg L? 0,14327
2 0,25mg L*? 0,20406
3 0,50 mg L? 0,23578
4 1,00 mg L 0,17429

Massa (g) das pléntulas de Syagrus romanzoffiana de acordo

com diferentes concentracBesde 2,4-D
0.400

0.350

0.300 I

——
T 0250 -
S— =
$ 0.200
@ ! -
E 0.150 _ }
0.100 I [

0.050

0.000
0.00 mg L 0.25mg L 0.50 mg L 1.00mg L'

Concentracdes de 2,4-D

Gréfico 2 - Massa (g) das plantulas de S. romanzoffiana de acordo com diferentes concentragfes de
2,4-D (0,00, 0,25, 0,50, 1,00 mg mL-1).
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4.2. RESULTADOS DO EXPERIMENTO COM ACIDO GIBERELICO

Os dados percentuais do experimento com acido giberélico estdo presentes

no gréfico 3.

Resultado geral do cultivo dos embrides de S.
romanzoffiana no experimento com GA3

0
28.8% 25.0%

= Desenvolvidas
Mortas

Nao desenvolvidas

16.9%

= Contaminadas
29.4%

Gréfico 3 - Resultado geral do cultivo dos embrides de S. romanzoffiana no experimento com acido
giberélico.

No experimento com &cido giberélico 71,2% dos experimentos instalados néo
foram contaminados durante o experimento enquanto os 28,8% restantes foram
contaminados, assim como no experimento com acido diclorofendxiacético (2,4-D).
Foi pesada a massa (g) dos embrides que se desenvolveram e formaram plantulas
para cada tratamento com giberelina (Tabela 3) (Grafico 4). A partir da analise de
variancia (ANOVA) para comparar as médias das massas das plantulas entre os
tratamentos, foi obtido um Fode 1,687 e p = 0,222 (F (p<0,05) (3,12) = 3,49). Esse
resultado indica que as médias populacionais ndo demostraram uma diferenca
significativa para a massa (g) entre os tratamentos.

TABELA 3 - TABELA DA MEDIA DE MASSA (G) AS PLANTULAS DE S. romanzoffiana FORMADAS
NO EXPERIMENTO COM ACIDO GIBERELICO PARA CADA TRATAMENTO.

Concentracéo de 4cido

Tratamento giberélico Média da massa (g)
1 0,00 mg Lt 0.05793
2 1,0 mg Lt 0.04554
3 20mgL? 0.04112
4 4,0mgL? 0.04304
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Massa (g) das plantulas de Syagrus romanzoffiana de acordo
com diferentes concentracdesde acido giberélico

0 mg L 1mgl’ 2mg L’ 4 mg L
Concentragdes de acido gibereélico

Gréfico 4 - Grafico da massa (g) das plantulas de S. romanzoffiana em quatro concentracdes de acido
giberélico (0, 1,2 e 4 mg L1).

4.3. ANALISE DO EXPERIMENTO COM TETRAZOLIO

O teste de tetrazolio foi realizado com trés concentracdes 0,25%, 0,5% e 1%
apos trés e cinco horas. Nesse teste os resultados foram bem evidentes entre os
embrides corados que apresentaram atividade nos tecidos vivos e 0s ndo corados que
nao apresentaram. Na concentracdo de 0,25% (Figura 7), 30% dos embrides se
mostraram inviaveis, na concentracéo de 0,50% (Figura 8), 17,5% inviaveis e na maior
concentracdo, 1,00% (Figura 9), 27,6% dos embrides se mostraram inviaveis. Em

média 25% dos embrides de mostraram inviaveis.

Ha também notavel diferenca entre a coloragdo no tempo de trés e cinco
horas, sendo preferivel aguardar cinco horas para coloracdo mais intensa.
Principalmente porque séo notaveis as regibes do embrido que se colorem mais
intensamente, e nos registros realizados com trés horas de teste essas regifes nao
ficam bem demarcadas. E perceptivel uma diferenca de intensidade da coloragéo
entre os testes com 0,25% e 1,00%, e embrides com uma coloracéo parcial em relacao
ao demais no teste com concentracdo de 1,00% podem ser considerados

potencialmente inviaveis.



Tetrazolio 0.25%

LT D

LI L ICTTT

Figura 7 - Resultados do Teste de Tetrazdlio para os embrides de S. romanzoffiana com a
concentracado de 0,25% ap0s 5 horas. Em destaque (vermelho) os embriGes inviaveis.
Tetrazolio 0.50%

Figura 8 - Resultados do Teste de Tetrazélio para os embrifes de S. romanzoffiana com a
concentracdo de 0,50% apos 5 horas. Em destaque (vermelho) os embrifes inviaveis.
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Tetrazolio 1.00%

tY90v )0

Figura 9 - Resultados do Teste de Tetrazdlio para os embrides de S. romanzoffiana com a
concentracdo de 1,00% apos 5 horas. Em destaque (vermelho) os embriGes inviaveis.
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Por fim, na tabela 4 é apresentada uma comparacao entre os resultados de

todos os trés experimentos. O teste de tetrazolio avalia o potencial de viabilidade dos

embrides entdo estes podem se desenvolver, mas ainda estdo sujeitos a morrerem.

Enquanto que os percentuais de embrides que ndo se desenvolveram ficaram

préximos, embora seja impossivel comparar com fidelidade devido ao percentual de
meios que foram contaminados.

TABELA 4 - COMPARACAO PERCENTUAL DE SUCESSO DO DESENVOLVIMENTO E
VIABILIDADE DOS EMBRIOES DE Syagrus romanzoffiana.

. Se desenvolveu N&o se .
Experimento | Se desenvolveu Contaminada
€ morreu desenvolveu
2,4-D 39.38% 15.00% 20.63% 25.00%
GA3 25.00% 16.88% 29.38% 28.75%
Tetrazolio 75,00%* 25,00% -
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5. DISCUSSAO

De acordo com resultados gerais observados nos experimentos com acido
diclorofendxiacético (2,4-D) e o acido giberélico (GA3). 32,2% dos embrides
inoculados se desenvolveram e formaram plantulas, um percentual maior que o obtido
por Ribeiro et al. (2011) de 26% de plantulas verdes, no trabalho com a germinacao
de embrides zigoéticos e desenvolvimento in vitro de Butia capitata (Mart.) Becc. Os
autores também verificaram um maior namero de plantulas enraizadas em seu cultivo
no escuro, de diferente do observado no presente trabalho, no qual no cultivo sob
iluminacdo tanto nos meios de cultura com 2,4-D quanto com GA3 houve pouco

desenvolvimento de raizes, mesmo apds os 21 dias iniciais de cultivo no escuro.

26,9% das inoculacdes nos experimentos, tanto com 2,4-D quanto com GA3
resultaram em meios contaminados. Um percentual que pode ser reduzido utilizando
a desinfestacdo dos embrides antes da inoculacdo, considerando que em todos os
experimentos nao foi realizada nenhuma lavagem dos embrides. Foi assumido que o
embrido estaria numa condicdo asséptica dentro da semente e assim que a semente
era aberta o embrido era retirado e inoculado no meio de cultura. Além disso 15,9%
das plantulas morreram durante o desenvolvimento e 25% dos embrides nem
chegaram a se desenvolver, lembrando que os frutos foram coletados em condi¢des
de maturacao diferentes. Assim, é possivel que estabelecer um protocolo de coleta

mais rigido pode melhorar os resultados.

Ainda que ndo tenham sido verificadas diferencas significativas entre os
tratamentos para cada experimento utilizando 2,4-D ou GA3, foi observada uma
diferenca significativa no ganho de massa (g) entre o uso de 2,4-D e GA3. A média
geral de massa para as plantulas tratadas com 2,4-D foi de 0,189 g, enquanto que a
média geral de massa para as tratadas com GAS3 foi de 0,045 g, ou seja, o ganho de
massa das plantulas tratadas com 2,4-D foi pelo menos quatro vezes maior que 0
ganho de massa das tratadas com GA3. Essa diferenca de massa € causada pela
presenca dos calos no desenvolvimento das plantulas tradadas com 2,4-D. Além disso
a auséncia de diferenca significativa entre os tratamentos dos dois experimentos e 0
controle (concentracdo de 0 mg L!) indica que essa ndo ha necessidade de um indutor

de germinacao, que resultard em menor custo de preparo do meio de cultura.
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Foi notavel na maioria das plantulas um desenvolvimento celular desordenado
e caloso para as plantulas tratadas com 2,4-D, o que ndo aconteceu no experimento
com GA3. Ainda que os calos tenham sido os responsaveis pela grande diferenca de
massa, ndo foi observado um desenvolvimento anormal no restante das plantulas,
para ambos 0s experimentos. I1Sso se relaciona com o desenvolvimento de calos em
inimeros trabalhos com o uso do 2,4-D a fim de induzir crescimento de embribes
somaticos. Como, desde o primeiro exemplo, sendo o trabalho de Halperin e Wetherell
(1964) no qual mostraram que um calo era produzido a partir de qualquer parte de

uma cenoura e que esses calos formavam embriées somaticos.

O resultado do teste de tetrazolio, mostrou que de todos os embrides testados
25% deles se mostraram inviaveis, um valor percentual que ndo se encontra longe
dos valores de embrides que ndo se desenvolveram nos experimentos com 2,4-D e
GA3. Além disso, dos dois tempos de embebicdo dos embribes em tetrazdlio, trés e
cinco horas, trés horas de embebic&o ndo sdo suficientes para obter uma coloragao
definida dos embrides, sendo assim é recomendado usar o tempo de embebicdo de
cinco horas para maior clareza dos resultados. O trabalho de lossi et al. (2016) onde
avaliaram os embrifes de Syagrus romanzoffiana com o teste de tetrazolio mostrou
61% de viabilidade média entre os embrides, para a concentracado de 0,2% tetrazolio
a 40°C e periodo méaximo de 6 horas. O trabalho de Soares et al. (2015) mostrou 80%
de viabilidade de sementes de S. romanzoffiana a partir do teste de tetrazdlio.
Enquanto que no presente trabalho foi obtido 75% de viabilidade média entre as trés
concentracdes utilizadas (0,25%, 0,5% e 1%) a 25°C, resultados que ndo aparentam
ser tao divergentes dos demais autores.

6. CONCLUSAO

Foi estabelecido um protocolo para a germinagdo in vitro de Syagrus
romanzoffiana a partir da cultura de embribes zigéticos. E a metodologia descrita
utilizando tetrazélio para a avaliacdo da viabilidade dos embrides se mostrou

satisfatoria.
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