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Resumo: Apesar da importancia do grupo das palmeiras, estudos sobre o desenvolvimento de seus
frutos e embrides sdo incipientes. Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de correlacionar os
teores de agua das estruturas do fruto durante a maturacdo e avaliar o efeito do estadio de maturacdo
da semente sobre a germinagao in vitro de embrides de coquinho-azedo [Butia capitata (Mart.) Becc.
(Arecaceae)]. Foram coletados quatro cachos em diferentes estadios de maturagdao em uma populacdo
natural. Foram determinados umidade da semente, mesocarpo associado ao epicarpo e endocarpo e cal-
culada a correlagdo entre as variaveis. Embrides foram retirados das sementes e cultivados in vitro, em
meio Murashige & Skoog (MS) suplementado com vitaminas, mio-inositol, caseina hidrolisada, carvao
ativado, sacarose e agar. Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado e foram considerados como
tratamentos os teores de agua das sementes de cada cacho (20,9%, 34,8%, 48,9% e 56,7%). Apos 30
dias de cultivo, foram avaliados o nivel de oxidagdo, a germinacdo e o desenvolvimento das plantulas.
Observou-se correlagdo positiva entre o teor de dgua do endocarpo e da semente e negativa entre o teor
de agua do mesocarpo e da semente. Foram observados diminuicdo da oxidagdo e maiores niveis de
germinagdo de embriGes e desenvolvimento de plantulas com o aumento da maturacdo das sementes.

PaLavras-cHAVE: Butia capitata (Mart.) Becc. (Arecaceae), cultivo de embrido, teor de agua.

IN viTRO GERMINATION OF BuTIA cAPITATA (MART.) BEcc. (ARECACEAE) EMBRYOS OBTAINED FROM FRUITS
AT DIFFERENT STAGES OF MATURITY

AssTrACT: Despite the importance of the palm group, studies on the development of their fruits and
embryos are incipient. This study aimed at correlating the fruit structure moisture during ripening and
evaluate the effect of seed maturity on in vitro germination of Butia capitata (Mart) Becc. (Arecaceae)
embryos. We collected four bunches at different stages of maturity in a natural population, determined
seed moisture, mesocarp associated with epicarp and endocarp and calculated the correlation between
the variables. Embryos were removed from seeds and cultivated in vitro on Murashige & Skoog (MS)
medium supplemented with vitamins, myo-inositol, hydrolyzed casein, activated charcoal, sucrose, and
agar. A completely randomized design was used and the water contents of seeds from each bunch
(20.9%, 34.8%, 48.9%, and 56.7%) were considered as treatments. After 30 days of culture, we as-
sessed the level of oxidation, germination, and seedling development. We detected positive correlation
between the moisture content of the endocarp and the seed and negative correlation between the mois-
ture content of the mesocarp and the seed. We observed a decrease in oxidation and higher levels of
embryo germination and seedling development as seed maturation increased.

Key worps: Butia capitata (Mart.) Becc. (Arecaceae), embryo culture, water content.



INTRODUCAO

utia capitata (Mart.) Becc. (Areca-
B ceae), conhecida como coquinho-
azedo, ocorre naturalmente nos
estados da Bahia, Goids e Minas Gerais no
bioma Cerrado, geralmente em terrenos are-
nosos (Lorenzi et al., 2004; Rivas & Barilani,
2004). A planta, que possui potencial orna-
mental (Lorenzi et al., 2004), é explorada para
venda e consumo dos frutos in natura e/ou
de seus produtos processados (sucos, polpa
e sorvete), representando importante fon-
te de renda para populagdes rurais (Faria et
al., 2008; Mercadante-Simdes et al., 2006). A
espécie encontra-se ameagada pelo desmata-
mento, extrativismo predatério e consumo de
suas flores e frutos por bovinos e equinos, o
que limita o estabelecimento de bancos de se-
mentes (Mercadante-Simoes et al., 2006). Por
outro lado, a pronunciada dorméncia das se-
mentes dificulta a produgdo de mudas visan-
do a conservacdo e a implantagao de cultivos
(Broschat, 1998; Lorenzi et al., 2004).

As dificuldades do processo reprodu-
tivo sdo citadas entre os principais fatores
limitantes para a utilizagdo sustentavel das
palmeiras (Hartmann et al., 1997; Lorenzi,
2006; Melo, 2000), uma vez que a germina-
¢do normalmente ocorre lentamente e suas
sementes apresentam taxa média de germina-
¢do inferior a 20% (Meerow, 2004). A cultura
de embrides isolados é utilizada para a propa-
gacdo de espécies que apresentam problemas
relacionados a germinacgao (Garcia et al., 2002;
Tzec-Sima et al., 2006) e pode contribuir em
estudos sobre desenvolvimento embriondrio,
germinacdo, superacdo de dorméncia e via-
bilidade das sementes (Hu & Ferreira, 1998).
No caso das palmeiras, a cultura de embrides
pode contribuir para a propagagdo e em pro-
gramas de melhoramento genético, que sdo
demorados e complexos em razdo do longo
ciclo e da auséncia de métodos eficientes de
propagacao vegetativa (Ledo et al., 2001).

Entre os fatores que afetam o sucesso da
cultura de embrides estd o estddio de matu-
ragdo, sabendo-se que a cultura de embrides
imaturos pode ser vidvel para varias espécies
(Hu & Ferreira, 1998). O desenvolvimento dos
embrides ocorre concomitantemente ao desen-

volvimento do fruto e da semente, embora a
relagdo entre as fases possa ser muito varia-
vel em fungdo da espécie (Cocucci & Mariath,
2004; Hartmann et al., 1997). O teor de dgua
das sementes pode ser usado como parame-
tro indicativo da fase de maturagdo, uma vez
que a alocagdo de substancias para os tecidos
de reserva resulta no decréscimo progressivo
no contetido de dgua até a abscisdo (Bewley &
Black, 1994; Cardoso, 2004).

Estudos envolvendo palmeiras tém evi-
denciado bons resultados no cultivo in vitro
a partir da utilizagdo de embrides oriundos
de frutos maduros (Ledo et al., 2001; Melo,
2000). Porém, Tabai (1992) observou a germi-
nacao in vitro de embrides retirados tanto de
frutos maduros quanto imaturos de macatba
[Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.] e
Pereira et al. (2006) comprovaram que embri-
Oes provenientes de frutos imaturos de mur-
muru (Astrocaryum ulei Burret) apresentaram
melhores indices de germinacdo quando
comparados a embrides oriundos de frutos
maduros.

Apesar da importancia do grupo, estu-
dos sobre o desenvolvimento de frutos e de
embrides de palmeiras abrangem poucas es-
pécies (Orozco-Segovia et al., 2003). Assim,
neste trabalho, objetivou-se correlacionar os
teores de d4gua das estruturas do fruto durante
a maturacdo e avaliar o efeito do teor de agua
das sementes sobre a germinagado in vitro de
embrides de B. capitata.

MATERIAL E METODOS

Frutos de B. capitata foram coletados de
uma populagdo localizada em uma area de
Cerrado sensu stricto, no municipio de Montes
Claros, Minas Gerais. Para avaliar o estadio
de maturacdo das estruturas dos frutos, foram
coletados quatro cachos em diferentes condi-
¢des. Um dos cachos apresentava-se com fru-
tos de cor amarelada uniforme e no ponto de
colheita (abscisdo natural), enquanto os outros
apresentavam frutos verdes e imaturos. Den-
tro de cada cacho, os frutos possuiam colora-
¢do e dimensdo aproximadamente homogeé-
nea. Quatro amostras de dez frutos por cacho
foram retiradas, identificadas e destinadas a
avaliacdo do teor de dgua no Laboratério de



Micropropagacdo da Universidade Estadual
de Montes Claros (Unimontes), durante os me-
ses de agosto a outubro de 2008. Procedeu-se a
retirada do mesocarpo associado ao epicarpo
com o auxilio de estiletes e as sementes foram
extraidas do endocarpo, apds a quebra deste,
com o auxilio de um torno manual de banca-
da. Para uniformizacdo das mensuracdes, o
mesocarpo associado ao epicarpo foi fatiado
em 10 a 12 partes, o endocarpo foi partido em
duas ou trés partes e as sementes foram sec-
cionadas em quatro partes. Para cada fruto,
determinaram-se, separadamente, as massas
frescas do mesocarpo associado ao epicarpo,
endocarpo e semente. Apds secagem em estu-
fa a 104°C por 24 h (Brasil, 1992), as massas
secas das estruturas de cada fruto foram me-
didas separadamente, sendo calculado o teor
de 4gua. Os dados foram submetidos ao teste
de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e ao
teste de Levene para avaliagdo da condigao
de homogeneidade das variancias (Sas Insti-
tute, 1990; Zar, 1996). Utilizou-se o coeficiente
de correlagdo de Pearson para a avaliacdao da
relacdo entre as variaveis, considerando-se os
frutos de todos os cachos, e a andlise de va-
riancia para a avaliagdo da divergéncia dos
cachos em relagao ao teor de 4gua dos compo-
nentes dos frutos (Sas Institute, 1990; Zimmer-
mann, 2004).

Para a avaliagdo do efeito da matura-
¢do das sementes sobre o cultivo in vitro de
embrides, os frutos restantes foram retirados
separadamente dos cachos e despolpados ma-
nualmente. As sementes foram retiradas dos
pirénios, apds a quebra do endocarpo, com o
auxilio de torno manual e desinfestadas em so-
lucdo de 6% de hipoclorito de sédio por 10 min.
Em cdmara de fluxo laminar, os embrides foram
extraidos com o auxilio de estiletes e dispostos
em solucdo de 100 mg.L!' de acido ascérbico
para evitar oxidagdo (Melo, 2000). Apés desin-
festagao em 0,5% de cloro por 10 min e poste-
rior lavagem por trés vezes em dgua destilada
autoclavada, os embrides foram inoculados
em tubos de ensaio, com dimensodes de 7,5 cm
x 1 cm, contendo 2 mL do meio: sais do meio
Murashige & Skoog (MS) em 75% da concen-
tracdo original, 0,4 mg.L! de tiamina, 1 mg.L"
de piridoxina, 0,5 mg.L" de acido nicotinico,
100 mg.L'* de mio-inositol, 0,5 g.L'! de caseina

hidrolisada, 3 g.L" de carvao ativado, 30 g.L!
de sacarose, 6 g.L! de 4gar e pH ajustado para
5,7 (Sittolin & Cunha, 1987). Os teores de agua
das sementes do cacho, determinados ante-
riormente, foram utilizados como parametros
indicativos do estddio de maturacdo. O expe-
rimento foi estabelecido em delineamento in-
teiramente casualizado, com quatro tratamen-
tos (teores de dgua da semente) e seis a dez
repeticdes (devido a insuficiéncia de frutos em
trés cachos) em dez tubos com um embrido
em cada. Depois de inoculados os embrides,
os tubos foram envoltos em papel aluminio e
mantidos em auséncia de luz, em germinador,
a temperatura de 30°C.

Aos 30 dias de cultivo, foram realiza-
das avaliacGes da ocorréncia de contamina-
¢Oes fungica e bacteriana, oxidagdo e para-
metros relacionados ao desenvolvimento das
plantulas (alongamento do peciolo cotiledo-
nar, emissdo de bainhas foliares e emissdo
da raiz primaria). As contaminagdes fiingica
e bacteriana foram avaliadas visualmente
utilizando-se a morfologia das colonias para
diferenciacdo. A oxidacdo foi avaliada pela
constatacdo do escurecimento de estruturas
do embrido em associagdo a auséncia de seu
desenvolvimento. O alongamento foi detec-
tado pelo aumento de 50% no comprimento
do embrido, sendo este indicativo da germi-
nagao. Os dados foram tomados por conta-
gem do numero de embrides ou plantulas
apresentando o evento e transformados em
percentuais, que foram, a seguir, transforma-
dos em arco seno de (x/100)% para compa-
racdes. Avaliou-se a aderéncia a distribuigdo
normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e
a homogeneidade das variancias foi verifica-
da pelo teste de Levene (Sas Institute, 1990;
Zar, 1996). Para cada variavel, utilizou-se
andlise de varidncia com compensagao para
repeti¢cdes desiguais e, uma vez constatadas
diferencas significativas entre os tratamentos
por meio do teste F, realizou-se analise de re-
gressdo para o ajuste das curvas explicativas,
com definicdo do grau das equagdes polino-
miais pelo método dos contrastes ortogonais
(Sas Institute, 1990; Zar, 1996). Todas as ana-
lises foram realizadas por meio do programa
estatistico SAS System for Windows Version
8 (Sas Institute, 1990).



RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes aos teores de dgua
das estruturas dos frutos apresentaram ten-
déncia de diminuicdo da variacdo com a ma-
turacdo (Tabela 1). Os dados referentes aos
frutos maduros (cacho 1) evidenciaram que a
maturagdo ocorreu uniformemente no cacho.
Mercadante-Simoes et al. (2006) observaram,
em populagdo natural de B. capitata, a matura-
¢do sincronizada das flores pistiladas da inflo-
rescéncia e o inicio do desenvolvimento dos
frutos poucos dias apds a antese, 0 que com-
prova que o periodo de polinizagao € restrito,
condi¢do que favorece a maturagdo unifor-
me dos frutos em cada cacho. O teor de dgua
médio de 20,93% observado nas sementes de
frutos maduros é indicativo preliminar de que
a espécie ndo apresenta comportamento recal-
citrante (Orozco-Segovia et al., 2003), o que é
esperado em espécies provenientes de climas
secos (Bewley & Black, 1994; Hartmann et al.,
1997).

Os teores de agua da semente, endocarpo
e mesocarpo associado ao epicarpo apresenta-
ram distribui¢do normal com valores de P do
teste de Kolmogorov-Smirnov, respectivamente,
iguais a 0,102, 0,150 e 0,150. Constatou-se homo-
geneidade das variancias por meio do teste de
Levene, com valores de P iguais a 0,1471, 0,2028
e 0,5089, respectivamente, para as mesmas va-
riaveis. Na analise de variancia, detectaram-se
diferengas significativas entre os cachos em rela-
¢do ao teor de dgua do mesocarpo associado ao
epicarpo, endocarpo e semente (P < 0,0001 para
todas as variaveis). Quando foram considerados
os frutos de todos os cachos em conjunto, o teor
de 4gua da semente correlacionou-se signifi-
cativamente com o teor de 4gua do endocarpo
(0,66550; P < 0,0001) e do mesocarpo associado
ao epicarpo (-0,66262; P < 0,0001).

A desidratagdo do endocarpo associou-se
a desidratacdo da semente, enquanto o teor
de d4gua do mesocarpo aumentou com a desi-
dratacdo da semente. Esses comportamentos

Tabela 1 - Avaliacdo da umidade da semente, endocarpo e mesocarpo associado ao epicarpo de Butia capitata
(Mart.) Becc. obtida em quatro cachos em diferentes estadios de maturagdo (% de dgua).

Cacho Variavel Média Desvio padrao Minima Maxima Variagao
Semente 20,93 2,16 17,75 22,43 4,68
1 Endocarpo 17,81 1,09 16,88 18,90 2,02
Mg;‘:f:rrﬁg T o 0,37 82,77 83,61 0,84
Semente 34,84 4,551 28,25 42,41 14,16
) Endocarpo 17,77 1,36 16,17 20,96 479
1:42;’5:;52 80,77 0,54 79,99 81,70 1,71
Semente 48,96 420 4521 56,79 11,58
3 Endocarpo 20,69 1,10 19,42 22,08 2,66
Mesocarpo + ¢ 0,70 76,92 78,68 1,76

epicarpo

Semente 57,35 3,41 54,78 68,13 13,35
4 Endocarpo 21,39 2,43 15,89 25,56 9,67
EAE;‘I’Z:;E’ ;’ 75,09 1,60 73,24 77,93 4,69
Semente 46,55 13,63 17,74 68,12 50,38
Total Endocarpo 19,98 2,51 15,89 25,55 9,66
Mesocarpo + g (g 1,96 73,24 83,61 10,37

epicarpo




estdo, possivelmente, relacionados a funcao
ecologica das estruturas. Orozco-Segovia et
al. (2003) afirmaram que, em didsporos de
palmeiras, na maioria dos casos, 0 mesocarpo
estd associado a recompensa a dispersores, en-
quanto o endocarpo, muitas vezes pétreo, pro-
tege a semente do consumo pelos dispersores
e predadores. Assim, na semente madura de
B. capitata (cacho 1), o mesocarpo mais tenro
facilita o consumo pelos dispersores, enquan-
to o endocarpo mais rigido apresenta maior
capacidade de prote¢do da semente.

A variagdo da umidade foi aproximada-
mente cinco vezes maior na semente do que
no endocarpo e no mesocarpo associado ao
epicarpo (Tabela 1), considerando-se os dados
de todos os cachos, demonstrando que, apesar
da correlacdo significativa entre as variaveis,
o teor de dgua do mesocarpo ndo é um bom
indicador da maturidade da semente. Iossi et
al. (2006) descreveram situacao diferente para
a palmeira Phoenix roebelenii O’Brien, na qual
evidenciaram que teores de dgua de 56,5% e
36,8% para frutos e sementes, respectivamen-
te, podem ser usados como parametros indi-
cadores do ponto de maturidade fisiol6gica
da semente.

No experimento envolvendo o cultivo
in vitro de embrides, ndo houve contaminagéo
bacteriana e a média da contaminagdo fingica
foi de 1,87%, o que indica que a desinfestagao
foi adequada. Constatou-se que os dados ava-
liados apresentaram distribui¢do normal (P >
0,15) para todas as varidveis e que as varian-
cias mostraram-se homogéneas, sendo o valor
de P do teste de Levene igual a 0,5838 para
oxidagdo, 0,7393 para alongamento, 0,981 para
emissdo de bainha e 0,077 para emissdo de ra-
izes. Observou-se que a oxidagdo de embrides
e de plantulas aumentou com o teor de dgua
das sementes (P = 0,0339) (Figura 1). A oxida-
¢do do explante é considerada um dos aspec-
tos mais criticos relacionados com a cultura
de embrides de palmeiras, sendo atribuida a
liberacdo e a oxidacdo de compostos fendlicos
que inibem o crescimento, conforme consta-
tou Melo (2000) em trabalho com o cultivo in
vitro de embrides de Syagrus oleraceae (Mart.)
Becc. No presente trabalho, evidenciou-se
que as substancias oxidaveis, presentes em
maior concentragdo em embrides oriundos
de sementes imaturas, contribuiram para
restringir a germinacdo e o desenvolvimento
das plantulas.
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Figura 1 — Avaliacdo do efeito do teor de dgua da semente sobre o percentual de oxidagdo e alongamento de embrides
e emissdo de bainha e raiz em plantulas de Butia capitata (Mart.) Becc.



O nivel de alongamento do peciolo co-
tiledonar aumentou com a redugéo do teor de
agua das sementes (P = 0,0003). O alongamen-
to é responsavel pela protrusao do peciolo na
semente (Aguiar & Mendongca, 2002; Charlo et
al., 2006; Henderson, 2006) e, portanto, indi-
cador morfolégico da germinacado (Bewley &
Black, 1994). O desenvolvimento de plantulas
também foi influenciado positivamente pela
desidratagdo das sementes, o que pode ser
comprovado pelo efeito significativo dos tra-
tamentos sobre a emissdo de bainhas foliares
(P =10,001) e de raizes (P = 0,0007) (Figura 1).

Um dos fatores que podem influenciar
a germinagao in vitro de embrides é o grau de
diferenciacdo dos tecidos, que é menor em
embrides imaturos (Cocucci & Mariath, 2004;
Hartmann et al., 1997). Hu & Ferreira (1998)
afirmaram que embrides imaturos podem
apresentar capacidade de germinar quando
cultivados, porém, demandam maior forneci-
mento de substancias organicas, especialmente
sacarose. No presente trabalho, constatou-se
que ocorreram germinagao e desenvolvimento
de plantulas a partir de embrides oriundos de
sementes imaturas; entretanto, a maturacdo da
semente e a consequente diferenciacdo dos te-
cidos embrionarios favoreceram os processos.

Outro fator que pode afetar a capaci-
dade germinativa de embrides é a dorméncia
embriondria, que se estabelece durante a fase
de dessecagdo, antes da abscisdo, e que pode
estar relacionada a presenca de substancias
inibidoras (Bewley & Black, 1994). Hartmann
et al. (1997) consideraram que, quando ocorre
a dorméncia embriondria profunda, embrides
isolados ndo germinam, mesmo quando cul-
tivados em meios nutritivos e em condigdes
adequadas.

Em estudos envolvendo o cultivo in vitro
de embrides zigoticos da palmeira amazonica
murmuru (A. ulei Burret), Pereira et al. (2006)
concluiram que embrides provenientes de fru-
tos imaturos apresentaram maior porcenta-
gem de germinagdo do que aqueles oriundos
de frutos maduros. Neste estudo, constatamos
comportamento contrario em B. capitata, com
maiores niveis de alongamento e de desenvol-
vimento de plantulas observados com o avango
da maturacdo da semente. Considerando-se os
expressivos niveis de alongamento do peciolo

cotiledonar observados em plantulas prove-
nientes de sementes maduras, é possivel con-
cluir que a pronunciada dorméncia observada
em sementes da espécie (Broschat, 1998) ndo
estd relacionada a dorméncia embriondaria
profunda.

CONCLUSOES

Verificou-se que ocorre variacdo dife-
rencial nos teores de dgua das estruturas dos
frutos de B. capitata (Mart.) Becc. ao longo da
maturacao, com desidratacdo da semente e do
endocarpo e aumento do teor de 4gua do me-
socarpo associado ao epicarpo.

Também observou-se que a germinagao
in vitro de embrides de B. capitata e o desen-
volvimento de plantulas sdo favorecidos pela
maturagdo das sementes, com redugdo no ni-
vel de oxidacdo e aumento no alongamento
do peciolo cotiledonar, emissdo de raizes e de
bainhas foliares.
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