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LISTA DE ABREVIATURAS

ANA= acido o~ naftalenoacético

AIB= 34cido indolbutirico

AIA= 3cido 3-indolacético

BAP= 6- benzilaminopurina

TDZ= N-phenil-N'-1,2,3-thiadiazol-5-iluréia

MS= Murashige e Skoog (1962)

PVP= Polivinilpirrolidone



RESUMO

MELO, Berildo de. Cultivo de embriiio in vitro da guarirobeira [Syagrus
oleracea (Mart) Becc.]. Lavras: UFLA, 2000. 117p. (Tese de Doutorado em
Agronomia).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o cultivo in vitro da
guarirobeira. Foram efetuados diversos experimentos na Universidade Federal
de Lavras-MG. No capitulo 1, foram compilados os informes genéricos sobre as
palmeiras produtoras de palmito normal e amargo, no capitulo 2 avaliou-se o uso
de antioxidantes no controle da oxidagdo, germina¢io e desenvolvimento da
plintula da guarirobeira, in vitro. Concluiu-se que o acido ascérbico foi o
antioxidante mais eficiente no controle da oxidagdo e que proporcionou a maior
porcentagem de germinagdo dos embrides, seguido do carvio ativado; o PVP-40
e o ambiente escuro, foram pouco eficientes no controle da oxidagio e as
porcentagens de germinagio foram sensivelmente reduzidas; o nimero e
tamanho médios das folhas da plantula foram superiores para os antioxidantes:
PVP-40, acido ascérbico, carvdo ativado e ambiente claro do que o ambiente
escuro-14 dias; a quebra de dorméncia e o cultivo do embrido in vitro
viabilizaram um alto indice de germinagdo; e nio houve enraizamento de forma
natural, até aos 110 dias de cultivo in vitro. No capitulo 3, avaliou-se o controle
da contaminagdo sobre a germinagdo in vitro do embriso da guarirobeira.
Verificou-se que o alcool etilico-70% usado na desinfestacdo do fruto semente
associado com benomyl (lg/L) no embrifio, reduziram drasticamente a
contaminagdo fimgica e redundaram em alto indice de germinagio dos embrides,
in vitro; o benomyl (1g/L) nio controlon com eficiéncia o Fusarium sp, na
desinfestacio do embridio, reduzindo acentuadamente a porcentagem de
germinac3o in vifro; é mviavel a cultura da guarirobeira in vitro a partir de fruto
semente e embrido contaminados com fungo saprofitico, sem a desinfestagio
com dlcool etilico-70% e do benomyl (1g/L), respectivamente. O capitulo 4,
objetivou o estabelecimento da guarirobeira através da cultura de embrido in
vitro em diferentes combinagdes de MS com TDZ e BAP. Concluiu-se que a
redugdo na concentragio dos sais de MS até 1/4 da forga total diminuiu
gradativamente o tamanho médio da folha da plintula; o peso médio da matéria
seca da plintula, aumentou gradativamente na proporgio em que as
concentragSes dos sais do MS foi até aproximadamente 75% da forga total; a
medida que aumentou a concentragdo do BAP e TDZ, ocorreu uma reducdo no

Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto-UFLA, Lavras-MG



tamanho médio da folha e peso da matéria seca da plantula, também o nimero
médio de folha reduziu com aumento da concentragio do TDZ; o BAPe o TDZ
nas concentragdes utilizadas ndo induziram a brotagdo lateral (perfilho) na
plantula. O capitulo 5 avaliou-se os efeitos de ANA e AIB in vitro no
comprimento médio das raizes e peso da matéria seca da parte aérea e raizes da
plantula da guarirobeira. Concluiu-se que o ANA foi eficiente na formagdo das
raizes fasciculadas in vitro npa plantula da guarirobeira, enquanto o AIB foi
ineficiente; 0 ANA promoveu uma maior produgio de matéria seca da parte
aérea da plintula do que o AIB; o MS-completo acrescido de ANA
proporcionaram um enraizamento adequado in vitro da plintula da guarirobeira
em toda as fases da rizogénese.

ABSTRACT

MELQO, Berildo de. In vitro embryo cultivation of the guarirobeira [Syagrus
oleracea (Mart.) Becc. ]. Lavras: UFLA, 2000. 117p. (Thesis- Doctorate in
Agronomy ).

The present experiments were designed to evaluate the in vitro
cultivation of the guarirobeira. Several works were performed at the
Universidade Federal de Lavras-MG. In Chapter 1, the generic reports on palm
trees bearing normal and bitter palmetto were compiled. In chapter 2, the use of
antioxidants in the control of oxidation, germination and development of the
guarirobeira seedling was evaluated in vitro. It followed that ascorbic acid was
the most efficient antioxidant in oxidation control and which provided the
highest percentage of germination of the embryos, followed by the activated
charcoal; both PVP-40 and the dark environment were poorly efficient in
oxidation control and the percentages of germination were markedly reduced,
the number and average sizes of the leaves of the seedling were superior for the
antioxidants: PVP-40, ascorbic acid, activated charcoal and light environment
than the dark environment-14 days, dormancy break and the in vifro embryo
cultivation make a high index of germination viable and there was no rooting in
the natural form until at 110 days’ in vitro cultivation. In chapter 3, the control
of the contamination upon the in vitro germination of the guarirobeira embryo
was evaluated. It was found that 70% ethylic alcohol used in the deinfestation



of the seed fruit associated with benomyl (1g/L) in embryo deinfestation
markedly reduced the fungal contamination and caused a high germination
index of the embryos, in vitro; benomyl (1g/L) did not control efficiently
Fusarium sp in embryo deinfestation, drastically reducing the in vitro
germination percentage; in vitro guarirobeira crop is unfeasible from seed fruit
and embryo contaminated with saprophytic fungi without the deinfestation with
70% ethylic alcchol and of benomyl (1g/L), respectively. Chapter 4 aimed at
the establishment of the guarirobeira through in vitro embryo culture at different
combinations of MS with TDZ and BAP. It followed that reduced concentration
of the MS salts up to 1/4 of the total strength decreased gradually the average
size of the leaf of the seedling, the average weight of the dry matter of the
seedling, gradually increased at the ratio in which the concentrations of MS salts
was up to about 75% of the total strength as the concentration of BAP and TDZ
increased, a reduction in the average size of the leaf and dry matter weight of the
seedling occurred and in addition the average number of leaf reduced with
increase of the concentration of TDZ, BAP and TDZ at the concentrations
employed did not induce the lateral sprouting ( tiller) in the seedling. In chapter
5, the in vitro effects of NAA and IBA on the average length of the roots and
weights of the dry matters of the aerial part and root of the guarirobeira seedling.
It folllowed that NAA was the most efficient in forming fasciculate roots in
vitro on the guarirobeira seedling whereas IBA was inefficient, NAA promoted a
greater dry matter yield of the aerial part of the seedling than IBA, complete—
MS, added from NAA provided a suitable in vitro rooting, of the guarircbeira
seedling in all the phases of rhizogenesis.

Adviser: José Eduardo Brasil Pereira Pinto-UFLA, Lavras-MG.



CAPITULO I

1 INTRODUCAO GERAL

A guarirobeira [Syagrus oleracea (Mart) Becc.], familia pa]mae, s:xb-
familia cocosoideae, produtora de palmito com sabor amargo, f tejn; (é;;nde
importancia econdmica, particularmente em regiGes tropicais, notadamente na
area de cerrado. Por isso, plantagdes de genétipos superiores com rendimento
acima da média poderdo contribuir de forma significativa para o incremento da
produtividade e uma maior lucratividade para o produtor de palmito.

O Brasil é o maior produtor e exportador de palmito em conserva do
mundo. Contudo, a exploragido pa sua maioria é resultante de uma atividade
extrativista das reservas naturais, ainda existentes (Bovi, 1993).

De acordo com o IBGE (1996), a producdo anual de palmito foi de
21.596 toneladas, sendo a maioria produzida em regime extrativista na floresta
amazénica, notadamente no Estado do Para (83%).

O Brasil participa com 95% da exportagio mundial de palmito com
receitas médias anuais de 30 milhGes de délares e com tendéncia de expansio
constante, além do mercado intemo do palmito em conserva ser estimado em
pelo menos seis vezes maior do que o internacional (Brasil - 180 milhdes de
dolares), ainda assim o pre¢o para comercializacdo tem sido idéntico no mercado
intemo e externo (Bovi, 1993).

Os principais importadores do Brasil sdo: Fran¢a, Espanha, EU.A.,
Argentina, Itilia, Canada e Uruguai (Cronberg, 1993).

As palmeiras de maior importincia no mercado internacional em
conformidade com o que é produzido economicamente (Reinolds, 1982) e pelas
pesquisas realizadas (Brackpool, Branton e Blake, 1986) sdo: Dendezeiro Elaeis
guineensis Jacq. como fonte de dleo comestivel; o coqueiro Cocos nucifera L.

na produ¢do de oleo comestivel e outros produtos como coco ralado, agua in



natura e a tamareira Phoenix dactylifera L., como fornecedora de alimento tipo
“passa”. Mais recentemente em plantios comerciais de palmito normal (doce)
Para o mercado intemacional e no Brasil, tem sido utilizado a pupunheira
Bactris gasipaes H. B. K ; (Bovi, 1993), sendo a Costa Rica o maior produtor e
exportador mundial desta palmeira (Cronberg, 1993). Neste contexto vem
aumentando significativamente os plantios comerciais da guarirobeira [Syagrus
oleracea (Mart,) Becc.] no Estado de Goias, maior produtor do Brasil com 4.000
ha (Nascente e Peixoto, 1999), e Minas Gerais (T riangulo Mineiro), com 350
ha', visando precipuamente o palmito amargo.

As pesquisas a respeito de multiplicagio in vitro de
espécies de interesse econdmico sdo cada vez mais promissoras. A guarirobeira
é uma dessas plantas, devido ao seu grande interesse no mercado interno de
consumo de palmito e para gerar excedente exportivel.

As dificuldades de multiplicagio podem ser minimizadas por intermédio
da propagagdo in vitro, pois permite a multiplicagio répida, selegdo de material
superior precocemente; produgéio em larga escala e pequeno espago fisico, por
isso, ¢ uma tecnologia adequada para cultura de ciclo longo, assim como a
guarirobeira, visando a producéio de mudas para matrizes e plantios comerciais.

A técnica de cultivo in vitro apresenta-se também como uma alternativa
para a guarirobeira [Syagrus oleracea (Mart,) Becc.), visando a criagio de um
protocolo para intercimbio de material genético; resgate de germoplasma e
preservacio de material ameagado; redugdo no periodo de germinagiio; isengdo
de pragas e doengas; e uniformizagio nas plintulas obtidas, inclusive com
completo enraizamento in vitro.

Dentre os diversos problemas que sio apresentados pelas espécies
economicamente viaveis, sio aqueles relacionados com a propagacio os de

' Comunicagdo Pessoal- Santos, W.V.-Coord. técnico de Horticultura em Uberlandia-
MG-EMATER, em Agosto de 1999.



maior importincia. Desta forma, a guarirobeira [Syagrus oleracea (Mart)
Becc.], como uma palmacea e varias outras espécies, possuem inimeros entraves
para a propagacdo em larga escala e cultivo comercial. Dentre estes a existéncia
de praga destruidora do embrido e endosperma, apds a formagdo fisioldgica da
semente fruto (Gallo, 1988; Diniz e Sa, 1995); perda rapida do poder
germinativo e baixa percentagem de germinacio (Silva et al., 1992); endocarpo
duro, impermeavel com 3 poros, somente um funcional, dificultando a
penetragdo d’agua e troca gasosa para o endosperma e embrido (Carvalho e
Nakagawa, 1983; Popinigis, 1985; Pinheiro, 1986; Alves e Dematté, 1987,
Lorenzi, 1996); alto indice de oxidagiio no embrido em cultivo in vitro (Tisserat,
1979; Reinolds, 1982); alta incidéncia de fungos no fruto semente e
contaminacdo durante a retirada do embrido (Cameiro, 1986; Machado, 1988;
Gibson, 1957, citado por Sales, 1992); auséncia de perfilhamento natural
(Lorenzi, 1996); dificuldade no enraizamento natural in vitro (Al-Salih et al.,
1987), falta de informes a respeito de meio de cultura adequado com relagio a
concentragio de macro e microelementos, também reguladores de crescimento
na propagacao in vitro (Tisserat, 1984, Grattapaglia e Machado, 1990).

Neste sentido, os objetivos dos experimentos realizados foram:
-Avaliagdo de diferentes antioxidantes no controle de oxidag¢iio, germinagio e
desenvolvimento das plintulas na cultura in vitro de embriio da guarirobeira
[Svagrus oleracea (Mart.) Becc.);

-Efeitos da desinfestagio do fruto semente com alcool etilico-70%, associado a
do embrido com benomyl, sobre a contaminagio e germinagio em cultura de
embrido in vitro,

-Estabelecimento da guarirobeira através da cultura de embrido in vitro em
diferentes combinagdes de MS com BAP e TDZ; e

-Efeitos de ANA e AIB na indugdo, comprimento e pesos das matérias secas
das partes aérea e raizes da plintula da guarirobeira obtida in vitro.



2 REFERENCIAL TEORICO GERAL
2.1. Palmeiras produtoras de palmito amargo e normal
2.1.1.Aspectos gerais das palmeira

No mundo sdo conhecidos no momento em tomo de 240 géneros e 3500
espécies de palmeiras, sendo a maioria utilizadas como ornamental; e no Brasil
existem acima de 300 espécies e hibridos (Lorenzi, 1996). A flora brasileira de
palmeiras é muito rica, e tem sido amplamente caracterizada em termos
geograficos. Desta forma, deve-se dar maior atencdo para os estudos regionais,
sendo que esses representam componentes fundamentais para uma catalogagio
detalhada da distribuigdio das espécies no Pais (Femandes, 1994), também, o
valor econdmico das palmeiras ¢ muito grande, fomecendo diversos produtos,
tais como: palmito, 6leos, améndoas, fibras, além de material para construgio de
habitagdes rusticas, como folhas e estipes, bem como palmeira ornamental para
zonas urbana e rural (Alves e Dematté, 1987; Diniz e Sa, 1995; Noblick,
1996).

2.1.2, Caracteristica botanica da guarirobeira

A guarirobeira [Syagrus oleracea (Mart,) Becc.] é originaria do Brasil
(Toledo Filho, Rosa e Neme, 1994; Noblick, 1996), com namero de
cromossomos, 2n = 2x = 32 (Lam et. al. 1997), familia Palmae (ou Arecaceae),



monocotiledonea (Lorenzi, 1996; Mendon¢a, 1998). Encontra-se de forma
natural compondo a vegetagio das matas em diversos Estados, tais como: Goias,
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Bahia, Sdo Paulo, Rio de
Janeiro, Espirito Santo e Parana (Abreu, 1982; Diniz e Sa, 1995; Lorenzi; 1996).

A raiz é do tipo fasciculado originando-se na zona rizogénica (base do
estipe), tendo ramificacdo primaria e secundaria, cilindrica e espessada (Alves e
Dematté, 1987). Caule tipo caracteristico de palmeiras denominad_o de estipe,
cilindrico ou colunar simples (sem perfilho) com 10-20 m de altura e 20-30 cm
de diimetro, resistente (duro), medula central (esponjosa), envolvida por um
anel de proteg3o, fibroso, resistente, anexo ao tecido vascular, constituido pelo
xilema e floema, contudo ndo possui o cimbio, e por isso ndo ocorre aumento no
didmetro 4 medida que a palmeira vai aumentando em altura. Portanto, varias
palmaceas alcancam o maximo de didmetro no caule antes de imiciar o
alongamento, nio tendo crescimento secundario (Lorenzi, 1996). O Meristema
apical do caule é o responsavel pelo crescimento da palmeira em comprimento e
notadamente pela constitui¢io do palmito amargo (caule tenro + gema apical +
primordios foliares + folhas tenras) que consiste na parte de maior rentabilidade
econdmica da guarirobeira em cultivos comerciais.

Conforme Lorenzi (1996), as palmeiras possuem caules simples ou tipo
entoucerados através do perfilhamento, como [Syagrus flexuosa (Mart,) Becc.],
sendo, portanto, as brota¢Ses subterraneas, a partir de gemas no estipe, € que dio
origens aos caules miultiplos.

2.1.3. Sementes e Germinacio
A semente (améndoa) da guarirobeira esta inserida dentro do fruto, com

tegumento amarronzado, envolvendo o endosperma sdlido, branco, oleoso,

camoso, com cavidade interna, contendo o embrido (branco, cilindrico,



comprimento e didmetro médios 2,5 e 1,2 mm, respectivamente) uma
extremidade direcionada para o poro funcional de germinaggio, Figura 1 (foto a).
O formato da semente acompanha a do endocarpo duro do fruto, que ¢ ovéide.
Perde o poder germinativo rapidamente; nio suporta o dessecamento; e
atualmente é multiplicada exclusivamente por via sexuada (Lorenzi, 1996).

A destruicdo do endosperma e embrifio em palmeiras (dendezeiro e
babaguzeiro) é ocasionado pelo coledptero Pachymerus nucleorom (Fabr.,
1792), conhecido popularmente como bicho do coco, medindo de 12 a 15 mm de
comprimento, coloragdo cinzenta, élitros estriados, coxas posteriores ovéides e
denteadas. Somente uma larva, raramente duas, conseguem penetrar pelo hilo
(poro funcional) . Os ovos sdo depositados apés a queda do coco (fruto semente)
ao solo (Gallo, 1988).

Para Labouriau (1983), a germinag3o é um fendmeno biolégico que pode
ser considerado sob o aspecto botinico como a retomada do crescimento do
embrifio. Enquanto sob o panto de vista fisioldgico, germinar é simplesmente
sair do repouso e entrar em atividade metabélica (Borges e Rena, 1993). No
processo de germinagio da gﬁarirobeira, o cotilédone forma para o interior do
endosperma, o haustério (tecido responsavel pela nutrigio do embrido); para o
exterior via poro germinativo o peciolo cotiledonar, que se vai alongar por
varios centimetros, Figura 1(foto b); posteriormente, hi a formagdo do limbo
cotiledonar, que possui a gema apical e de onde se origina a radicula e a gémula
(folhas primarias), sendo a primeira tipo coledptilo, chamada de edfila, as
demais simples e posteric;nnente compostas como em planta jovem e adulta
(Tomlinsom, 1960; Lorenzi, 1996).

A guarirobeira é mondica, com inflorescéncia tipo panicula ou ricemo
axilar, denominada de espadice formada pela brictea (tipo espata, protege as
flores masculina e feminina), Figura 1(foto ¢), réquis (eixo principal da
inflorescéncia), raquila (ramificagdo que contém as flores, na extremidade, flor



masculina e na base flor feminina), a flor é pequena unissexuada em grande
quantidade (Alves e Dematté, 1987).

O fruto é uma drupa constituido pelo epicarpo (casca verde amarelada);
mesocarpo (carmoso, amarelado, fibroso); endocarpo (espesso, lignificado,
celulésico, muito duro, formato ovdide, impermeavel, cor marrom, com 3 poros,
sendo somente um funcional para troca gasosa, entrada d’agua e saida do
embrifio com didmetro que oscila de 0,5 a 2,0 milimetros). O fruto tem um
comprimento e diimetro que oscilam de 3,0 a 7,0 e 2,5 a 45cm,
respectivamente, Figura 1(foto b), (Lorenzi, 1996; Passos, 1997).

As caracteristicas do fruto (cor, tamanho e desprendimento do
cacho) em guarirobeira sdo os principais indicadores do momento da colheita
dos frutos sementes, os quais devem estar relacionados com a maturagdo
fisiologica. Pois, conforme Popinigis (1985), no ponto de rhaturaéo fisiologica
a semente devera conter 0 maximo de matéria seca, momento este que coincidira
com o maximo vigor e poder de germinagio das sementes. A partir deste
instante, o processo passa a ser degradativo, e por conseguinte as reservas das
sementes sio consumidés até a completa perda de vigor e da capacidade de
germinagdo.

Silva et al. (1992) e Diniz e Sa (1995) obtiveram para o fruto semente da
guariroba (Syagrus oleracea) um indice de germinagio de 50-60%, com inicio
aos 60 dias e término aos 120 dias; enquanto no coquinho (Syagrus flexuosa), o
periodo de germina¢do oscila de 120 a 180 dias (Koebemick, 1971 e Lorenzi,
1996) e na pupunheira (Bactris gasipaes) tem periodo e percentagem de
germinagdo de 60 a 120 dias e de 70-80% respectivamente (Jordan, 1970 e
Bovi, 1993).



FIGURA 1. Foto-a: Localizagdo no endosperma, tamanho do embrido e o
desenvolvimento do haustorio(Massa branca); b: Peciolo
cotiledonar(Filamento branco), endocarpo fibroso, escuro,
impermeavel; endosperma sendo extraido pelo haustério(Massa
amarelada no interior do fruto semente); e c: Guarirobeira adulta
em floragdo e frutificagdo. UFLA, Lavras, MG, 2000.



2.1.4. Dorméncia em palmeiras

A dorméncia ¢ a habilidade da semente de retardar a germinagdo até que
o momento e o lugar sejam adequados para tal finalidade. E um mecanismo que
distribui a germinag¢io no tempo para favorecer e garantir a sobrevivéncia das
espécies. No entanto é um mecanismo desvantajoso porque induz grande
desuniformidade entre as plintulas e, por conseguinte, também nas mudas por
via sexual (Carvalho e Nakagawa, 1983; Popinigis, 1985; Malavasi, 1988).

Para Carvalho e Nakagawa (1983), ocorrem pelo menos 3 mecanismos
de dorméncia de sementes: a) sistema de controle de entrada de agua no interior
da semente; b) sistema de controle de desenvolvimento do eixo embrionario; e ¢)
sistema de controle do equilibrio entre substancias promotoras e inibidoras do
crescimento.Por outro lado, Amen citado por Carvalho e Nakagawa (1983),
reconhece apenas 2 mecanismos: a) aquele que ocorre em sementes albuminosas
(rica em proteina) devido ao equilibrio de horménios promotores-inibidores; e b)
0 que ocorre nas sementes exalbuminosas em fungio da impermeabilidade do
tegumento a penetragio d’agua.

Conforme Pinheiro (1986), diversas espécies de palmeiras possuem
dorméncia, notadamente do tipo obstaculo & penetragio d’agua para o embrizo e
endosperma. Para Diniz e Sa (1995), a guariroba tem dorméncia, o que dificulta
a germinagdo.

Neste sentido a propagagdo da guarirobeira por fruto semente apresenta
sérios obsticulos aos métodos convencionais utilizados devido a semente
(améndoa) estar coberta com envoltério lignificado, duro, espesso, denominado
de endocarpo, botanicamente, possuindo somente um pequeno orificio de
poucos milimetros de didmetro por onde ocorre a entrada d’agua, trocas gasosas
e a saida da estrutura de germinag3o.



A dorméncia de imimeras sementes pode ser, entre outras, devido a
resisténcia mecénica presente nas estruturas que recobrem o embrifo. Desta
forma, a cultura de embrifo pode superar estes tipos de dorméncia (Hu e

Ferreira, 1998).

2.1.5. Cultura de embrides em palmeiras

A cultura do tecido em palmeiras pode ser dividida em trés categorias
com finalidades distintas: cultura de embrides; propagacdo clonal e estudos
fisiologicos de crescimento e desenvolvimento (Tisserat, 1987). Os tecidos
embrionarios normalmente tém alta capacidade regenerativa. Desta forma, os
embriGes e as sementes sdo utilizadas frequentemente como material para o
cultivo in vitro (Pierik, 1990), e a utilizagio de embrides evita destruicio de
matrizes e pode ser bastante eficiente para a propagagio in vitro de plantas
(Pierik, 1987).

Conforme Pinheiro (1986), citando Hodel (1 977), a cultura de embrisio
em palmeiras com lento processo de germinagio, devido a um espesso e duro
endocarpo do fruto, é de suma importincia para obten¢io de plintulas
enraizadas, em menor espago de tempo.

O cultivo de embries in vitro para o coqueiro Cocos nucifera L. é muito
interessante, principalmente no que se refere a intercimbio de germoplasma;
programas de melhoramento genético; qualidade fitossanitéria; e conservagdo de
material (Ashubumer, Thompson e Burch, 1993).

De Guzman (1969) recomendou que embrides zigdticos de coqueiro
Cocos nucifera L. deveriam ser a forma de intercimbio de germoplasma dessa
palmeira, em substituicio is sementes, pois a semente é recalcitrante, nio
suporta armazenamento; ha riscos de introdugdo de pragas e doencas; e tem
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menor custo de produgdo para esta finalidade (Siqueira et al., 1997).

Sittolin ¢ Cunha (1987) utilizaram a técnica de cultura de embrides in
vitro para produzir mudas, visando a implantacio de um banco de germoplasma
para possibilitar o acompanhamento e avaliagio do potencial da cultura de
macaiba Acrocomia aculeata para produgdo do 6leo. Também, Tabai, Melo e
Crocomo (1990) utilizaram a técnica de cultura de embrides in vitro para reduzir
o tempo de geminagfo das sementes de macauba, sendo que as plantulas ficaram
prontas para serem transferidas para a casa de vegetagdo apos 16 semanas da

inoculagéo.

2.1.6. Caracteristicas do palmito

Diversos tipos de palmeiras podem fomnecer palmito de boa qualidade,
que se diferenciam pela precocidade, cor e pelos sabores diferentes. Desta
forma, o palmito da guarirobeira (Syagrus oleracea) caracteriza-se pelo sabor
amargo e diferente dos géneros Euterpe (Agaizeiro e Jugara) e a pupunheira
(Bactris gasipaes), que é de textura mais firme, sabor adocicado, o que é
previsto na classifica¢do de tipos de sabores no padrdo para palmito do Codex
pela inclusio dos sabores doce e amargo (FAO/Who, citado por Ferreira e
Paschoalino, 1987).

As principais espécies de palmiceas usadas na obtengio de palmito
normal sdo: Jugara (Euterpe edulis) comum na mata atlintica, sem perfilho,
estipe ereto, excelente palmito; Acaizeiro (Euterpe oleracea), abundante na
Amazonia, produz diversos perfilhos, estipe ereto, longo e fino, fruto é
apreciado na alimentagdo humana (Furia, 1993); Pupunheira (Bactris gasipaes)
alégama, perfilhamento abundante, palmito adocicado, estipe ereto, ideal sem
espinho (Barbosa, 1993 Nogueira et al,, 1995). Também a palmeira australiana
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seafortia (Archontophoenix alexandrae) estipe ereto, com anéis e base com
dilatacdo (barriga), sem perfilho, cultivada notadamente em Santa Catarina
(Stegemann e Ramos, 1997).

O periodo para inicio de produgio de palmito e a periodicidade para
cortes sucessivos em espécies que perfilham é varidvel. Desta forma para Jugara
(Euterpe edulis) e Acaizeiro (Euterpe oleracea), inicio de 8 a 12 anos e
intervalos de 4 anos; hibrido de Euterpe, inicio e periodos de 6 e 3 anos,
respectivamente; para Pupunheira (Bactris gasipaes), primeiro corte de 2 a 3
anos e intervalos de 1 a 2 anos; Palmeira australiana (Archontophoenix
alexandrae), corte com 34 anos e Guarirobeira (Syagrus oleracea) sem
perfilho, arranquio com 24 anos, vinica com palmito de sabor amargo entre as
cultivadas (Gislene e Bovi, 1991; Bovi, 1993; Diniz e Sa, 1995; Lourengo, 1996;
Stegemann e Ramos, 1997).
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CAPITULO 2

USO DE DIFERENTES ANTIOXIDANTES NO CONTROLE DA
OXIDACAO, GERMINACAO E DESENVOLVIMENTO DAS
PLANTULAS IN VITRO NA CULTURA DE EMBRIAO DA
GUARIROBEIRA [Syagrus oleracea (Mart.) Becc.)

RESUMO

Com objetivo de avaliar diferentes antioxidantes na oxidacdo,
germinacdo e desenvolvimento das plintulas na cultura in vitro de embrigo da
guarirobeira [Syagrus oleracea (Mart) Becc.}, conduziu-se um experimento no
Laboratorio de Culturas de Tecidos Vegetais da Universidade Federal de Lavras-
MG (UFLA). O explante utilizado foi embridio extraido do fruto maduro da
guarirobeira. Os embriGes foram acondicionados em recipientes, tipo telado, e
colocados em &gua corrente durante 3 horas, visando a reidratagio e pré-
limpeza. Foram desinfestados em solugdo comercial-2% de hipoclorito de sédio
na propor¢do de 20% (v/v) mais 1g/L de benomyl durante 20 minutos sob
agitacdo. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
com 5 tratamentos, 5 repeticGes e 25 parcelas, sendo cada parcela constituida por
4 tubos e um embrido/tubo. Os tratamentos foram: T1: MS (Murashige e
Skoog,1962) no claro; T2: MS no escuro-14 dias; T3: MS+PVP-40-400mg/L;
T4: MS+carvdo ativado-1,5%; T5: MS+icido ascorbico-100mg/L.Os embrides
foram inoculados na cimara de fluxo laminar apds 4 lavados em igua destilada
e autoclavada, usando-se tubos de ensaio, os quais foram fechados com tampa
plastica e vedados com filme plastico. As caracteristicas avaliadas foram:
oxidagdo (aos 15 dias), germinagdo (aos 30 dias) e niimero, tamanho médios das
folhas da guarirobeira, aos 110 dias. Pelos dados obtidos o acido ascoérbico foi
o antioxidante mais eficiente no controle da oxidagio e também, o que
proporcionou a maior porcentagem de germinagio dos embriGes da
guarirobeira, seguido pelo carvio ativado; o ambiente escuro e 0 PVP-40, foram
pouco eficientes no controle da oxidagdo e as porcentagens de germinagdo foram
sensivelmente reduzidas; o mimero e tamanho médio das folhas da plantula da
guarirobeira foram superiores para os antioxidantes: PVP-40, acido ascérbico e
ambiente claro do que o ambiente escuro-14 dias; a quebra de dorméncia e o
cultivo de embridio in vitro viabilizaram um alto indice de germinagio; e nio
houve enraizamento de forma natural, até aos 110 dias de cultivo in vitro.

Palavras-chave: Antioxidante, embrido, guariroba, guarirobeira, gueroba,
Syagrus, PVP-40, acido ascorbico, carvdo ativado



USE OF DIFFERENT ANTIOXIDANTS IN THE CONTROL OF
OXIDATION, GERMINATION AND DEVELOPMENT OF THE
SEEDLINGS IN VITRO OF EMBRYO CULTURE OF THE
GUARIROBEIRA. [Syagrus oleracea (Mart,) Becc.]

ABSTRACT

With the objective of evaluating different antioxidants in the oxidation,
germination and development of the seedlings in the in vitro embryo culture of
the guarirobeira [Syagrus oleracea (Mart) Becc.], an experiment was
conducted in the plant tissue culture laboratory of the Universidade Federal de
Lavras-MG (UFLA). The explant utilized was embryo extracted from the ripe
guarirobeira fruit. The embryos were packed in screened- type pots and put into
running water for 3 hours, aiming at the rehydration and pre-cleaning. they were
deinfested in commercial solution-2% sodium hypochlorite at the ratio of 20 %
(V/V) plus 1g/L de benomyl for 20 minutes under stirring. The experimental
design utilized was the completely randomized one with five treatments, 5 (five)
replications and 25 plots, each plot being made up of four tubes and one
embryoftube. The treatments were: T1: MS ( Murashige and Skoog, 1962) in the
light; T2: MS in the dark-14 days; T3: MS+PVP-40-40mg/L; T4: MS +
activated charcoal-1.5%; T5: MS+ ascorbic acid—100 mg/L. The embryos were
inoculated in the laminar flux chamber after four washings in distilled water and
autoclaved, using test tubes which were closed, with plastic cap and sealed with
plastic film. The characteristics evaluated were oxidation (at 15 days),
germination ( at 30 days ) and number, average size of the guarirobeira leaves at
110 days. by the data obtained, ascorbic acid was the most efficient antioxidant
in oxidation control and also the one which provided the greatest percentage of
germination of the guarirobeira embryos followed by activated charcoal; the
dark environment and PV—40 were little efficient in oxidation control and the
percentages of germination were markedly reduced, the average number and size
of the leaves of the guarirobeira seedling were superior to the antioxidants:
PVP-40, ascorbic acid and light environment than the dark environment-14
days; dormancy break and in vitro embryo culture made a high index of
germination viable and there was no rooting in a natural form up to 110 day’s in
vitro culture,

Key words: antioxidant, embryo, guariroba, gueroba, guarirobeira, Syagrus,
PVP-40, ascorbic acid, activated charcoal
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3INTRODUCAO

A oxidagdo do explante é considerado um dos aspectos mais sérios
relacionados com a cultura de tecidos de palmeiras. O escurecimento tem sido
atribuido a liberagio e oxidagio de compostos fendlicos que inibem o
crescimento do explante.

Um dos maiores problemas em espécies lenhosas esta relacionado com a
oxidagdo fendlica. Conforme George e Sherrington (1984), a oxidagio dos
compostos fendlicos ocorre em tecidos lesionados devido a acdo de enzimas
oxidases. As extremidades dos tecidos escurecem rapidamente e sio liberados
produtos téxicos da oxidagdo. Esse problema é particularmente agravado no
isolamento de explantes de espécies lenhosas devido 4 uma maior sintese de
lignina nos tecidos (Grattapaglia e Machado, 1990).

A oxidagdo € um problema grave na cultura de tecidos de palmeiras. A
dificuldade do processo ¢ tio grande que fica impossivel o cultivo sem a
utilizacdo de uma técnica para controlar a oxidagdo do explante.

O objetivo deste trabalho foi o de avaliar diferentes antioxidantes no
controle de oxidagfo, germinacio e desenvolvimento das plantulas na cultura in
vitro de embrido da guarirobeira [Syagrus oleracea (Mart, ) Becc.].

4 REFERENCIAL TEORICO

O termo oxidagdo corresponde 3 mudanga de coloragdo do meio devido
a liberagdo de compostos fendlicos pelo explante ( Gould e Murashige , 1985).

Preece e Compton (1991) caracterizaram as substincias encontradas em
meio de cultura para algumas espécies lenhosas e as identificaram como sendo
fendis, flavondides e taninos, como responsaveis pela oxidagdo.

A liberagdio de exudatos pelas plantas se constitui em um dos maiores
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problemas para o cultivo in vitro (Queralt et al., 1991).

Viarias medidas sdo citadas por George e Sherrington (1984) na
prevengio da oxidagdo fendlica, tais como: A remogdo dos compostos fendlicos
produzidos, através de agua corrente como pré-tratamento de explantes, e a
utilizagdo no meio de cultura de antioxidantes.

Para controlar a ocorréncia da oxidagdo, recomenda-se que se
minimizem os danos causados ao explante com a adi¢io ao meio de substincias
antioxidantes; utilizacdo de meios liquidos; de diferentes agentes de
solidificac@io; e alteracio da composi¢do e concentragdo do meio de cultura
(George, 1996).

Grattapaglia e Machado (1998) recomendam, para controlar a oxidag3o,
as seguintes medidas: lavagem do material antes da desinfestagdo, em agua
corrente, auxiliando na lixiviagdo dos compostos fendlicos; utilizacdo de
antioxidantes: acido ascdrbico, polivinilpirrolidone (PVP) e carvdo ativado;
incubagdo inicial dos explantes no escuro.

Dos diferentes antioxidantes que s3o utilizados, assim como: acido
ascdrbico; carvdo ativado; PVP, acido citrico, o carvdo ativado age promovendo
adsorcdo dos exudatos liberados pelo explante, os quais provocam a oxidagdo; o
PVP reage com os compostos oxidantes; e os acidos citrico e ascorbico reagem
com os metais presentes no meio de cultura, evitando que os mesmos fiquem
disponiveis para se oxidarem (Jarret, Rodrigues e Fernandez, 1985; George,
1996).

O carvdo ativado tem sido adicionado no meio de cultura devido a
propriedade adsortiva, por remover inibidores de crescimento em tecidos que
apresentam metabolitos toxicos (Ebert e Taylor, 1990). Além do efeito do
carvio ativado sobre a prevengio da oxidagdo, este também possui a
propriedade de absorver £ reduzir a disponibilidade da auxina ex6gena no meio
de cultura (Reinolds, 1982; Pannetier ¢ Buffard-Morel, 1986; Ebert e Taylor,
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1990).

Adigao ao meio de cultura de dcidos, como dcido ascérbico e citrico ou
também cisteina, pode ser eficiente como antioxidantes. O acido ascérbico
normalmente é acrescido ao meio de cultura com a finalidade de controlar a
oxidagdo e ainda promover atividade metabélica dos tecidos tendo uma maior
efetividade quanto adicionado ao meio em concentragdes entre 10 e 140 mg/L,
podendo reduzir drasticamente a oxidagdo (George, 1996). O acido ascérbico
tem sido acrescentado ao meio de cultura para explantes de bananeira em
concentracdes de 100mg/L (Mante e Tepper, 1983).

Siqueira e Inoue (1991) avaliaram diversas técnicas para o controle da
oxidagdo na cultura de tecido do coqueiro Cocos nucifera L. e concluiram que o
acido ascérbico ¢ eficiente no controle do processo de oxidagdo, enquanto o
polivinilpirrolidone (PVP), nio foi eficiente.

Em protocolos de cultura de tecido em palmeiras, o carvéio ativado é que
promoveu os melhores resultados, e por isso passou a ser incluido como
procedimento padrdo (Tisserat, 1987).

Adigio de carvdo ativado no meio de cultura para o desenvolvimento de
embriSes zigéticos do coqueiro, mutante "Makapuno”, redundou num maior
desenvolvimento das raizes ( De Guzman e Manuel, 1975).

Gupta (1986), comparando acido ascérbico, acido citrico e carvio
ativado, verificou que o acido ascorbico, controlou a oxidacdo fendlica em
meristemas de bananeira. Lameira, Pinto e Pasqual (1988) verificaram que na
fase de estabelecimento do explante de bananeira o acido ascorbico, como
antioxidante no meio de cultura, diminuiu a oxidagsio fenélica.

No meio de cultura o carvio ativado em concentragdes que variam de
0,3 a 2% (Fridborg e Eriksson, 1965; Anagnostakis, 1974; Fridborg et al., 1978;
Tisserat, 1979; Bon, Gendraud e Franclet, 1988; Guerra e Handro, 1988) é
utilizado para adsorver os fendis, além de induzir o processo de rizogénese
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(Fridborg et al, 1978; George, 1996), e quando comparado com o PVP no
controle da oxidagio em explantes de palmeira, o carvio ativado foi mais
eficiente (Tisserat, 1979).

A oxidagio é um dos principais problemas da cultura de tecidos em
palmeiras (Tisserat, 1979; Reynolds e Murashige, 1979). O escurecimento do
explante em palmiceas ocorre devido a liberagdo e oxidacdo de compostos
fenolicos (Reynolds, 1982; Choo, 1984). Para minimizar esse escurecimento é
comum a adi¢io de acido ascérbico, carvao ativado, PVP (Tisserat, 1979;
Hanover e Pannetier, 1982; Teixeira, 1990).

Ashubumer, Thompson e Burch (1993) controlaram a oxidagdo por
fenéis na cultura in vitro de embrides de coco (Cocos nucifera L.) efetuando a
suplementagio com carvao ativado a 0,2% no meio.

Embrides zigdticos de Elaeis guineensis, variedade pisifera de dendé
desenvolveram rapidamente em plantulas em meio contendo carvao ativado. O
desenvolvimento de raizes normalmente ¢ ausente em meio sem carvdo ativado
(Paranjothy e Othaman, 1982).

Visando solucionar o problema de escurecimento no meio de cultura,
que era limitante ao cultivo in vitro da tamareira, Tisserat (1979), avaliou o
efeito da adi¢do do carvdo ativado e PVP (polivinilpirrolidone) como forma de
previnir a oxidagdo. Com a utiliza¢do do carvdo ativado, foram obtidas plantulas
adventicias a partir do cultivo de embriGes, gemas laterais, apices caulinares,
pedagos de caule e de tecidos da raquila, apds 3 a 4 meses de cultivo i vitro.

O PVP geralmente € adicionado ao meio de cultura em concentragdes
que oscilam de 0,01 a 4%. A poliamina possui a capacidade de absorver os
compostos fendlicos, evitando que os mesmos se oxidem e polimerizem.
Também estimula a embriogénese, podendo ainda reagir com compostos
fenolicos oxidados e prevenir a ocorréncia de oxidagdo por enzimas fenolases
(George, 1996). Entretanto, adicio de PVP a 1,0 g/L ndo foi eficiente para o



controle de oxidagdio em explantes de coqueiro Cocos nucifera L. (Siqueira e
Inoue, 1991).

A atividade das enzimas no que diz respeito a biossintese (Davies, 1972)
e oxidacio de fendis ¢ aumentada pela luz (Creasy, 1968; Adams, Koenigsberg,
e Langhans, 1979). Portanto, o escurecimento dos tecidos podera ser reduzido e
até mesmo impedido caso os explantes sejam cultivados, na fase inicial, no
escuro por até 14 dias (Monaco et al.,, 1977).

Caldas e Taketomi (1993) avaliaram o controle da oxidagio em
explantes de jabuticabeiras e goiabeiras e recomendaram o cultivo no escuro ou
a utilizacdo de acido ascorbico como pritica para controlar a oxidaggo.

A oxidagio fendlica tem sido controlada em diferentes espécies
lenhosas pela redugdo da intensidade luminosa (Marks e Simpson, 1990); pela
diminui¢do na concentragdo de sais no meio de cultura (Biasi, Koller ¢ Kampf,
1994) e notadamente pela adicdo de antioxidamtes ao meio (Reynolds e
Murashige, 1979; Gupta et al., 1980; Caldas, Haridasan e Ferreira, 1998).

5 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais da Universidade Federal de Lavras-( UFLA ).

Os frutos da guarirobeira [Syagrus oleracea (Mart) Becc.] foram
obtidos no municipio de Sdo Luis de Montes Belos-GO, os quais foram retirados
em estidio de completa maturagio, através da colheita de cachos previamente
selecionados na planta .

O explante utilizado foi o embrifio da guarirobeira, e para sua obtengio
foi procedida a quebra do fruto, utilizando dois paralelepipedos (um com
depressdo para o encaixe do fruto de + 8 Kg e outro com +2 Kg, para romper o
fruto). Com o rompimento do endocarpo (parte dura do fruto) retirou-se a
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améndoa ou parte dela com embridio, sem dano. Posteriormente, os embriGes
foram colocados em placa de petri com papel de filtro umedecido para evitar a
desidrataggo.

Os embrides foram acondicionados em pequenos recipientes de pano,
tipo telado, e colocados em agua corrente durante 3 horas para absorgo de agua
e pré-limpeza. Logo apés, foram desinfestados em solugdo comercial contendo
2% de hipoclorito de sédio na proporgsio de 20% (v/v), mais 1g/L de benomyl,
durante 20 minutos, sob agitagdo constante.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
com 5 tratamentos, 5 repeticdes e 25 parcelas, sendo cada parcela constituida de
4 tubos e um embrido/tubo.

Os tratamentos foram: T1: MS (Murashige e Skoog, 1962) no claro; T2:
MS-no escuro-14dias; T3: MS + PVP-40- 400mg/L ; T4: MS + carvdo ativado —
1,5%; T5: MS + acido ascorbico— 100mg/L. Ao meio foi acrescido sacarose na
quantidade de 30g/L.

O pH dos meios foi ajustado para 5,7+0,1; e sendo solidificado com
agar a 0,7%, cada tubo de ensaio (25x150 mm), recebeu a quantidade de 10 mL
do meio, de acordo com cada tratamento, e logo apés foi fechado com tampa
plastica. Posteriormente, foi submetido a autoclavagem, que foi efetuada a uma
temperatura de 121°C, pelo periodo de 20 minutos, a uma press3o de 1 atm.

A lavagem e a inoculagio dos embrides foram realizadas na camara de
fluxo laminar. Os embrides foram lavados por 4 vezes, no recipente tipo telado,
usando agua destilada e autoclavada. Foi inoculado um embrifio por tubo, e a
seguir colocada a tampa plastica com a borda vedada com filme plastico. Os
tubos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura controlada de

26+ 1°C, fotoperiodo de 16/8 horas de luz/escuro e intensidade luminosa de 25
pmol.m? s, fornecida por lampadas do tipo fluorescente branca fria.
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As caracteristicas avaliadas foram: oxidaco (em %, aos 15 dias);
germinagio (em %, aos 30 dias); sendo os dados, em porcentagens,
transformados em arco seno da raiz quadrada de X/100; nimero médio de folha
(aos 110 dias) e tamanho médio da folha (em cm, aos 110 dias), os dados foram
transformados para raiz quadrada de X+0,5 , (Banzatto e Kronka, 1992 ).

6 RESULTADOS E DISCUSSAOQ

O resumo das analises de variincia obtido para oxidagdo, germinagio,
mimero e tamanho médios das folhas das plintulas da guarirobeira encontra-se
na Tabela 1.

Observa-se que, para oxidagdo, o efeito foi altamente significativo e para
o nimero médio e tamanho médio da folha, houve diferenca significativa,
enquanto para o indice de germinagdo, nio houve diferenca estatistica (Tabelal).

TABELA 1. Resumo das anilises de varidncia para oxidagdo, germinac3o,
mimero e tamanho médios das folhas obtidas no experimento
sobre avaliagdo de diferentes antioxidantes na cultura in vitro do
embrido da guarirobeira [ Syagrus oleracea (Mart.,) Becc.].UFLA,

Lavras, MG, 2000.
Quadrados médios
Causasda GL. Oxidagio Germinagio Nimero Tamanho
variacdo (%) (%) médio de médio das

folhas _ folhas (cm)

Antioxidantes 4 710,7066  571,4991™  0,0446 0,6717

Residuo 20 121,1805 306,0000 0,0093 0,2481
Coef. 43,62 28,03 5,23 15,31
variagio(%)

** .*. Significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo
teste F.
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Como alternativas para controlar a oxidagio em explante (embrido) da
guarirobeira, avaliaram-se os ambientes claro e escuro e os antioxidantes
quimicos: PVP-40; carvdo ativado e acido ascorbico. Verifica-se que ndo houve
diferenca significativa para os ambientes claro, escuro e o produto quimico
antioxidante PVP-40, assim como para os tratamentos escuro, PVP-40 e carvio
ativado, ndo havendo, também, diferenga significativa entre os antioxidantes e
produtos quimicos: acido ascdrbico, carvéo ativado e PVP-40 (Figura 2).
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FIGURA 2. Efeito de diferentes antioxidantes: Acido ascorbico(Ac.A.), Carvio
ativado(CA), PVP-40(P) e do Claro(C) e Escuro(E) sobre a
oxidagdo e germinacdo da plantula da guarirobeira em cultura de
embrido, in vitro (Médias seguidas de letras iguais ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5%).UFLA, Lavras, MG, 2000.
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Para a camacteristica germinagdo, nio houve diferenca significativa
(Figura 2 ), também para nimero médio de folha nio ocorreu diferenga
significativa entre o ambiente claro, PVP-40, carviio ativado e acido ascérbico;
assﬁncomoenn'eosambient&sclaroewcluoewvioaﬁvado (Figura 3 ). Para
a variavel tamanho da folha, n3o houve diferenca significativa entre o ambiente
claro, PVP-40, carviio ativado e dcido ascrbico, bem como os ambientes: claro
e escuro, PVP-40 e acido ascorbico ( Figura 4).

Os antioxidantes PVP-40 (22,25% de oxidagéio), carviio ativado (7,09%)
e dcido ascorbico (3,37%) mesmo apresentando as menores percentagens para
variavel oxidag3o, os resultados sio de grande amplitude, ficando evidenciada a
importincia dos amtioxidantes no controle da oxidagio no embridio da
guarirobeira (testemunha- 39,60% de oxidagdo).
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FIGURA 3. Efeito de diferentes antioxidantes: Acido ascérbico(Ac.A.), Carvio

vitro (Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5%).UFLA, Lavras, MG, 2000.

de folhas na plintula da guarirobeira em cultura de embriso, in

ativado(CA), PVP-40(P) e do Claro(C) e Escuro(E) sobre o namero
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FIGURA 4. Efeito de diferentes antioxidantes: Acido ascérbico (Ac.A.), Carvio

ativado(CA), PVP-40(P) e do Claro(C) e Escuro(E) no tamanho da

folha da plintula da guarirobeira em cultura de embrisio, in vitro(

Médias seguidas de letras iguais nio diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5%).UFLA, Lavras, MG, 2000.
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A oxidagdo em palmeiras ¢ um dos principais problemas (Tisserat, 1979;
Reynolds e Murashige, 1979), sendo ocasionada principalmente, por compostos
fendlicos liberados pelo explante no meio e redundando em compostos téxicos e
formacdo de uma coloragdo escura no meio e no explante (Reynolds, 1982;
Choo, 1984; Gould e Murashige, 1985; Queralt et al., 1991; Preece e Compton,
1991), por isso, é imprescindivel a utilizagio de mecanismos para o controle da
oxidagdo em plantas lenhosas (Creasy, 1968 ; Davies, 1972 ; Monaco et al. 1977
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Adams, Koenigsberg e Langhans, 1979; Reynolds e Murashige, 1979; George
Sherrington, 1984; Marks e Simpson, 1990; Grattapaglia e Machado, 1990 e
1998; George, 1996; Caldas, Haridasan e Ferreira, 1998).

A superioridade para o acido ascorbico, somente (3,37% de oxidacdo) e
carvdo ativado (7,09%), em relagio ao PVP-40 (22,25%), para o controle da
oxidacdo no embridio da guarirobeira, é marcante (Figura 2).

Os antioxidantes quimicos, notadamente utilizados em diversos
protocolos sdo: carvdo ativado, acido ascérbico e PVP (Fridborg e Eriksson,
1965; Anagnostakis, 1974; Fridborg et al., 1978; Reynolds, 1982; Mante e
Tepper, 1983; Jarret, Rodrigues, Femandez, 1985; Gupta, 1986; Pannetier e
Buffard-Morel, 1986; Bon, Gendraud e Franclet, 1988; Guerra e Handro, 1988;
George, 1996; Lameira, Pimto e Pasqual, 1998)Para as palmiceas, o
antioxidante mais utilizado no inicio dos trabalhos com a cultura de tecidos foi
o carvdo ativado em diferentes concentragbes de até 2% (De Guzman e Manuel,
1975; Tisserat, 1979; Paranjoth e Othaman, 1982; Reynolds, 1982; Pannatier e
Buffard-Morel, 1986; Tisserat, 1987, Ebert e Taylor, 1990; Ashubumer,
Thompson e Burch, 1993). No entanto, pesquisas efctuadas usando acido
ascorbico e PVP, acrescido ao meio, mostraram excelentes resultados no
controle da oxidagido em palmeiras, usando-se o acido ascorbico e resultados ndo
muito promissores para o uso do PVP (Tisserat, 1979; Hanover e Pannetier,
1982; Teixeira, 1990; Siqueira e Inoue, 1991; George, 1996).

Para os ambientes claro (testemunha 39,60% de oxidagdio), escuro
(29,66%) e o antioxidante produto quimico PVP-40 (22,25%), o controle da
oxidagdo efetuado pelo ambiente escuro e o PVP-40 foi.de 9,94 e 17,35%,
respectivamente, em relagio a testemunha (claro), mostrando pouca eficiéncia
para a cuitura de embrifio in vitro da guarirobeira.

Para Davies (1972), as enzimas da biossintese de fendis e também da
oxidacdo tém as atividades incrementadas na presenga da luz (Creasy 1968;
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Monaco et al. 1977; Adams, Koenigsberg e Langhans, 1979;), o que explica o
fato do ambiente-claro (controle) apresentar 39,60% de oxidagio para os
embrides da guarirobeira. Contudo, uma medida visando a reducdo da oxidagdo
tem sido a incubagdio na fase inicial no escuro (Marks e Simpson, 1990; Caldas
e Taketomi, 1993) durante um pericdo de 14 dias (Monaco et al.,, 1977),
provocando uma redugdo relativamente pequena na oxidagio dos embrides,
ambiente escuro (29,66%), pois foi somente de 9,94% em relagdo ao controle
(39,60% de oxidagio).

Como os embrides da guarirobeira utilizados também no tratamento
(testemunha-ambiente claro-39,60% de oxidaco) foram submetidos a lavagem
em agua corrente, sob a tomeira, por 3 horas consecutivas, ficou demonstrado
que somente este procedimento ndo foi suficiente para contomar o problema de
oxidagio em cultura de embriio in vitro de guarirobeira, apesar das
recomendagdes encontradas na literatura como uma das medidas para
equacionar o problema da oxidacdo (George e Sherrington, 1984; Grattapaglia e
Machado, 1998). Entretanto, pode-se considerar como uma medida
complementar, além de promover a reidratagio mais rapida do embriio da
guarirobeira. ‘

A germinacdo ndo foi afetada de forma significativa pelos ambientes
claro (60,39% de germinago), escuro (65,45%) e os antioxidantes: PVP (75%),
carvio ativado (90,45%) e acido ascorbico (93,30%). Porém, o que fica
caracterizado ¢ o efeito no controle da oxidagio pelo ambiente escuro (parcial) e
de forma mais acentuada, pelos antioxidantes de natureza  quimica,
precipuamente para o carvdo ativado e acido ascorbico, promovendo um
acréscimo na porcentagem de embrides vidveis sem oxidagdo, entre o acido
ascorbico (93,30% de germinagdo) e o controle-claro (60,39%) de 32,91% de
embrides da guarirobeira vidveis a mais (Figura 2).

Pelos resultados obtidos, fica evidenciado que o embriio em condiges
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de cultivo in vitro, com a utilizagio de antioxidantes e meio adequado, permite
uma maior viabilidade de germinagio do que em condigSes ex vifro,
possivelmente pela eliminagio do mecanismo de dorméncia, ocasionado no fruto
semente, além de reduzir substancialmente o tempo para germinagao, que em i
vitro foi de 30 dias.

Para Borges ¢ Rena (1993) germinagdio ¢ a saida do estado de repouso e
entrada em atividade metabdlica ou a retomada do crescimento do embrido
(Labouriau, 1983).

O processo de germinagdo ocorreu como a descricdo efetuada por

Tolinson(1960) e Lorenzi (1996), exceto com relagdo ao fato de ndo ocorrer a
formagdo do haustério (responsavel pela extragio das substancias nutritivas do

endosperma e transporti-las para o embrifo), pois o mesmo ficou atrofiado; por
isso, a absorgdio das substincias e dgua foi efetuada diretamente pelo embrido e
plintula da guarirobeira em contato direto com o meio de cultura, dentro do
tubo de ensaio, Figura 5 (foto b).

A dorméncia em palmeira, Pinheiro (1986) e especificamente em
guarirobeira, Diniz e Sa (1995) é ocasionada pelo fato do endocarpo do fruto
semente, Figura 5 (foto a), funcionar como um mecanismo de controle da
entrada de agua para a semente (Carvalho e Nakagawa, 1983). Desta forma, o
poder germinativo do fruto semente da guarirobeira oscila de 50-60%, num
periodo de 60-120 dias (Silva et al., 1992; Diniz e Sa, 1995), tendo como um dos
principais componentes da redugdo no poder germinativo em palmeiras a
infestacdo pela coleobroca (bicho do coco), Pachymerus nucleorom, Fabr.,1792
(Gallo, 1988), que também provocou a destrui¢gdo do embrido e endosperma do
fruto semente da guarirobeira, Figura 5(foto ¢). A identificagdo da praga, neste
experimento, foi procedida no laboratério de entomologia da EPAMIG-UFLA,
em Lavras-MG.
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FIGURA 5. Foto-a: Fruto semente com endocarpo duro, fibroso, impermeavel e
com 3 poros germinativos, sendo somente um funcional; Foto-b:
Plantula da guarirobeira em meio com acido ascorbico, mostrando
o haustorio atrofiado (ponto branco na extremidade da plantula);
Foto-c: Coleobroca de Pachymerus nucleorom, destruidora do
endosperma e embrido. UFLA, Lavras, MG, 2000.
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A cultura de embrifo in vitro da guarirobeira evita a destrui¢io do
embrifio, pois é extraido do fruto semente antes de ser devorado pela
coleobroca(Pachymerus nucleorom).

O PVP-40 (3,27 folhas) e o acido ascdrbico (3,09 folhas) foram os
antioxidantes que permitiram a forma¢io do maior nimero médio de folhas na
plintula da guarirobeira, ¢ o ambiente claro-controle (3,01 folhas). Contudo o
carvio ativado (2,89 folhas) nio resultou no mesmo beneficio dentro do grupo
dos antioxidantes quimicos utilizados. Da mesma maneira, ocorreu com
ambiente escuro (2,36 folhas), provocando a formagdo do menor numero médio
de folhas e também o menor tamanho da folha (6,57 cm) na plantula da
guarirobeira, sendo que, para os tratamentos acido ascorbico (10,68 cm); PVP-
40 (9,97cm); ambiente claro (11,10cm); e carvio ativado (12,76¢m), este ultimo,
foi o que apresentou o maior tamanho de folha, de 6,19 cm superior ao ambiente
escuro-6,57cm (Figura 4).

Com relagdo ao ambiente claro ou escuro, ficou evidenciado que a
luminosidade é benéfica ao desenvolvimento das plintulas da guarirobeira e é
avaliada através das varidveis nimero e tamanho médios da folha da plantula,
pois no claro e escuro o mimero médio de folhas foi de 3,01 e 2,36 e o tamanho
de folha de 11,10 e 6,57 cm, respectivamente. Apesar da baixa taxa de
fotossintese que ocorre in vitro, as plintulas da guarirobeira provavelmente
tiveram o desenvolvimento vegetativo beneficiado pela presenca da luz na sala
de crescimento (Figura 3 e 4).

As varidveis nimero e tamanho médio das folhas da plintula na
guarirobeira sdo de suma importincia pelo fato de que a parte economicamente
rentivel é o palmito, que é constituido pelas folhas tenras, primérdio foliar,
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gema apical do caule, e estipe tenro (FAO/WHO, citado por Ferreira e
Paschoalino, 1987; Bovi, 1993), portanto, a identificacdio de genétipos com
maior numero e tamanho de folha da plintula da guarirobeira irid permitir a
selecdo de gendtipo superior de maior produtividade, precocemente. No
experimento, a avaliagio foi procedida aos 110 dias, haja visto que em
condigBes in vivo o periodo necessério para este tipo de avaliagdo seria de 240 a
300 dias (formacdo da muda da guarirobeira).

Para todas as varidveis, o acido ascorbico e o carvdo ativado foram
antioxidantes muito eficazes, tendo para oxida¢io (3,37 e 7,09%); germinagiio
(93,30 e 90,45%); mimero médio de folha (3,09 e 2,89); e tamanho da folha
(10,68 e 12,76 cm), respectivamente, Figuras(2, 3 e 4). Entretanto, o acido
ascorbico apresenta algumas vantagens em relagdo ao carvdo ativado para uso
in vitro na guarirobeira, tais como: praticidade no manuseio; ndo precipita
quando em repouso, antes de geleificar; maior facilidade para visualizar o
embrifio em cultura in vitro; também das raizes, apesar de nio ter havido
enraizamento durante os 110 dias de duragdio total do experimento, discordando
de resultados obtidos pelo uso do carvdo ativado, como indutor de rizogénese
(Fridborg et al., 1978) e em palmécea (Paranjothy e Othaman, 1982), o que niio
ocorreu nas plantulas da guarirobeira com qualquer tratamento (ambientes: claro
e escuro-14 dias; PVP-40-400mg/L: carvido ativado-1,5%; e acido ascdrbico-
100mg/L).

7 CONCLUSOES
-0 acido ascorbico foi o antioxidante mais eficiente no controle da oxidagio e
que proporcionou a maior porcentagem de germinagio dos embrides da
guarirobeira, seguido pelo carvio ativado;
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-O ambiente escuro e o PVP-40 foram pouco eficientes no controle da oxida¢do
e as porcentagens de germinagio foram sensivelmente reduzidas;

-O nimero e tamanho médio das folhas da plintula da guarirobeira foram
superiores para os antioxidantes PVP-40, acido ascorbico, carvdo ativado e
ambiente claro do que o ambiente escuro-14 dias;

-A quebra de dorméncia e o cultivo do embrifio in vitro viabilizaram um

elevado indice de germinagio; e
-Nio houve enraizamento de forma natural até aos 110 dias de cultivo in vitro.
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CAPITULO 3

CONTROLE DA CONTAMINACAO PARA A GERMINACAO IN VITRO
DO EMBRIAO DA GUARIROBEIRA [ Syagrus oleracea (Mart) Becc.)

1 RESUMO

Com o objetivo de avaliar os efeitos da desinfestagdo do fruto semente
com alcool-70%, associado a do embriio com benomyl scbre a contaminagao e
germinagio in vitro do embridio da guarirobeira [Syagrus oleracea (Mart.)Becc. ],
foi conduzido um experimento no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
da Universidade Federal de Lavras-MG. O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado, com 4 tratamentos (T1: Sem aplica¢do de alcool
etilico-70% no fruto semente e sem benomyl na assepsia do embridio; T2: Sem
alcool etilico-70% no fruto e com benomyl-1g/L na assepsia; T3: Com alcool
etilico-70% no fruto e sem benomyl-1g/L na assepsia; e T4: Com alcool etilico-
70% no fruto e com benomyl-1g/L na assepsia), 5 repeti¢des, 20 parcelas, 4
tubos/parcela e um embrido/tubo.O explante utilizado foi 0 embrido extraido do
fruto semente (com e sem aplicagio de alcool etilico-70%)e submetido também
a desinfestagdo (Todos os embrides foram colocados numa solugo comercial de
hipoclorito de sédio-2%, na propor¢do de 20% (v/v) na presenca de benomyl-
1g/LL ou auséncia, conforme cada tratamento). O meio utilizado foi MS
(Murashige e Skoog, 1962). A inoculagiio dos embrides foi efetuada em cimara
de fluxo laminar e transferidos para sala de crescimento com fotoperiodo de 16
horas. As varidveis avaliadas foram: Contaminac3o (aos 8 dias) e germinagdo
(aos 30 dias). O alcool etilico-70%, usado na desinfestagio do fruto semente e o
benomyl-1g/. no embriio da guarirobeira, reduziram drasticamente a
contaminagdo fimgica (3,37%) e redundaram num alto indice de germinagdo
dos embrides (98,80%); o benomyl-1g/L aplicado na desinfestagdo do embrido
na auséncia do alcool etilico-70%, no fruto semente, foi menos eficiente no
controle da contaminagdo por fimgos do que alcool etilico-70% sozinho; o
benomyl-1g/L nd3o controlou com eficiéncia o Fusarium sp na desinfestacio do
embrido da guarirobeira; ¢ inviavel a cultura da guarirobeira in vitro, a partir do
fruto semente e embrido contaminados com fungo saprofitico, sem a
desinfesta¢do com alcool etilico-70% e com benomyl-1g/L, respectivamente.

Palavras-chave: Syagrus, guariroba, gueroba, guarirobeira, benomyl, embrido,
alcool



CONTROL OF THE CONTAMINATION FOR THE IN VITRO
GUARIROBEIRA EMBRYO GERMINATION|Syagrus oleracea (Mart.)
Becc.]

2 ABSTRACT

With the objective of evaluating the effects of the deinfestation of the seed
fruit with 70% alcohol associated with that of the embryo with benomyl on the
contamination and in vifro germination of the guarirobeira [Syagrus oleracea
(Mart) Becc] an experiment was conducted in the plant tissue culture
laboratory of the Universidade Federal de Lavras-MG. The experimental design
utilized was the completely randomized with four treatments (T1: no application
of 70 % ethylic alcohol in the seed fruit and no benomyl in the embryo asepsis;
T2: no 70% ethylic embryo and with benomyl-1g/L in the asepsis T3: with 70%
ethilyc alcohol in the fruit and no benomyl-1g/L in the asepsis and T4: with
70% ethilic alcohol in the fruit and with benomyl-lg/L in the asepsis), 5
replications and 20 plots, each plot being made up of four tubes and one
embryo/tube. The explant utilized was the embryo from the seed fruit (with and
without the application of 70% ethylic alcohol) and submitted also to the
deinfestation (all the embryos were put into a commercial solution of 2% sodium
hypochlorite at the ratio of 20% (v/v) in the presence of benomyl-1g/L or
absence, according to each treatment) The medium utilized was MS
(Murashige— Skoog, 1962). Embryo inoculation was performed in laminar flux
chamber and transferred into the growth room with 16 hour photoperiod. The
variables evaluated were: contamination ( at 8 days ) and germination (30 days ).
70% ethylic alcohol used in the seed fruit deinfestation associated with
benomyl-l1g/L. im the deinfestation of the guarirobeira embryo markedly
reduced the fungal contamination ( 3.37%) and  came to be a high index
germination of embryos (98.80%), benomyl-1g/L applied in the embryo
deinfestation in the absence of 70% ethylic alcohol in the seed fruit was less
efficient in fungal contamination control than 70% ethylic alcohol alone;
benomyl-1g/L. did not control Fusarium sp in the deinfestation of the
guarirobeira embryo; in vitro guarirobeira crop is unfeasiable, from the seed
fruit and fruits contaminated by saprophitic fungi with the deinfestation with
70% ethylic alcohol and deinfestation with benomyl-1g/L, respectively.

Key words:Syagrus, guariroba, guarirobeira, gueroba, embryo, benomyl, alcohol



3 INTRODUCAO

A escolha da técnica de desinfestagiio na guarirobeira [Syagrus oleracea
(Mart) Becc] esta diretamente vinculado & natureza do material vegetal
propagativo, visando eliminar fungos presentes na superficie externa ¢ na parte
interna do fruto semente e explante.

A redugio no periodo de permanéncia do fruto semente da guarirobeira no
campo pode, em alguns casos, vir a ser uma estratégia para reducdo da taxa de
inéculo, a qual determina o grau de contaminagdo. Acredita-se que o manejo pés
colheita do fruto semente seria decisivo sob o ponto de vista de distribuicdo de
indculo entre os frutos sementes, ou mesmo na adequagfo de condigdes
ambientais favoraveis para perpetuacio da associagio fumgo-fruto semente
(Machado, 1988).

Além dos fatores vinculados & composi¢do do meio de cultura, as
respostas morfogenéticas sio alteradas em conformidade com as condigdes a que
sdo submetidas as plantas. Desta forma, diversos vetores, entre os quais as
contaminagdes causadas por fungos efou bactérias, representam imensa
dificuldade em programas de micropropagacao, envolvendo notadamente plantas
ainda nio estabelecidas in vitro. Para minimizar tais problemas de
contaminagdo, algumas tentativas tém sido efetuadas como o uso de fungicida
¢/ou bactericida no tratamento do material de propaga¢io ou no meio (Ramos,
1994).

A contaminagio com microorganismos é considerada como o mais
importante fator para as perdas durante a cultura in vitro (Leifert e Waites,
1990).

Desta forma, a busca pela obtengio de fruto semente da guarirobeira e

embrido descontaminados de fungos é necessaria ao saber, que estes podem
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servir como veiculos de disseminagio e provocar, no meio de cultura, a
contaminagdo e destrui¢io do explante (embriio).

O objetivo do trabalho realizado foi o de avaliar os efeitos da
desinfestagio do fruto semente com alcool etilico-70%, associado a do embrido
com benomyl, sobre a contaminagio e germinac3o in vitro do embriio da
guarirobeira [ Syagrus oleracea (Mart ) Becc.]

4 REFERENCIAL TEOGRICO

O inéculo do contaminante pode atingir a planta, notadamente o fruto e a
semente, na fase inicial, sendo transportado por correntes aéreas, insetos,
animais ou respingos de chuvas, partindo-se de uma fonte externa que pode ser o
solo ou uma outra planta hospedeira (Machado, 1988)

As contaminagdes podem ser controladas com fungicidas durante a
desinfestacdo; o benomyl é recomendado como fungicida devido a apresentar
amplo espectro de agdo, sendo também pouco téxico as culturas nas
concentracdes para controlar fungos (Grattapaglia e Machado, 1990).

O benomy] é um fungicida sistdmico, sendo absorvido e translocado entre
as células e 6rgdos vegetais e por isso protege, ndo s6 o meio de cultura, mas
também o material vegetal da contaminag3o fiingica (Yang, 1976). Pertence ao
grupo dos benzimidazdis, com poder residual de 1 a 3 semanas, com principio
ativo benomyl-50%. Impede a multiplicagio de intimeros fungos. No entanto,
algumas espécies e ragas de fungos sdo tolerantes ao benomyl (Cardoso et al.,
1979).

A soma de agdes de varias populagdes fingicas diferentes, sobre a
semente, pode redundar em perda total ou parcial do poder germinativo. Gibson
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(1957), citado por Sales (1992), referindo-se a sementes de Pinus patula, relaton
que fungos saprofitas, tais como Aspergillus e Mucor, presentes nas sementes,
podem, sob certas condigdes, invadir os tecidos de sementes germinadas e até
matar as plantulas.

Martins (1991), trabalhando com espécies florestais, encontrou uma
grande incidéncia de Fusarium sp e Phomopsis sp em sementes de Ipé roxo,
tanto colhidas nas plantas quanto coletadas no solo, admitindo maior
contaminacfo das sementes quando ainda no campo. Os dois géneros de fungos
provocaram uma maior redu¢io na altura de plintulas de ipé roxo quando
inoculados via solo ou mesmo quando imersas em suspensio de esporos.
Quando inoculado via solo, Fusarium sp mostrou-se mais agressivo, reduzindo
a emergéncia em 33%. Para todas as espécies avaliadas, a germinagio das
sementes coletadas no solo foi inferior a das colhidas na arvore.

Cameiro (1986), estudando a sanidade de sementes de 18 géneros e/ou
espécies florestas, dentre estas o ipé (Tabebuia sp), provenientes dos Estados do
Amazonas, Pard, Distrito Federal, Espirito Santo e Santa Catarina, cbservou que
entre os 30 géneros de fungos identificados, alguns sfo fitopatogénicos, tais
como: Fusarium, Curvularia, Aspergillus, Rhizoctonia, Phoma. Relata também
que o Fusarium, foi o género mais encontrado (52,3% das sementes), com a
maioria colonizando as sementes internamente, além dos géneros de Aspergillus
e Penicillium reduzirem em 40% a germinacdo das sementes de Pinus taeda.

Nobre (1994) identificou, em sementes de angico vermelho
Anadenanthera macrocarpa, através do “Blotter Test”, os seguintes fungos:
Fusarium, Aspergillus, Penicillium, Botryodiplodia Theobromae. As sementes
danificadas foram mais severamente atacadas pelo género Fusarium. E quanto
aos tratamentos, o benomyl provocou uma redugio na percentagem de
infestagdo fingica (exceto para o Fusarium), enquanto o hipoclorito de sodio

n3o promoveu nenhum controle dos fungos.
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Singh (1985) reporta que ha possibilidade de transmissdo de doengas via
sementes. Cita como exemplos: Botryodiplodia palmarum e Fusarium
semitectum, sendo que este wltimo causa a morte em plintulas e regenerantes de
area degradada, e é disseminado de uma regiio para outra.

Mittal (1983) relata que Rhizopus, Penicillium e Aspergillus, reduziram a
percentagem de germinagfio em sementes de Cedrus deodora na India.

Medeiros et al. (1992) trabalhando com sementes de aroeira. Astronium
urundeuva, coletadas em 122 arvores, nos Estados do Piaui e Bahia,
identificaram e quantificaram 25 espécies e/ou géneros fimgicos, sendo que os
mais freqilentes foram: Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Phoma e Curvularia.

Para Cameiro (1987) os géneros Fusarium, Curvularia, Rhizoctonia e
Botryodiplodia sdo os patégenos mais encontrados, em espécies florestais,
colonizando as sementes.

O controle quimico de fiungos nas sementes; permite a manutengio da
germinagdo, dependendo obviamente de vigor das mesmas, contudo, com
relagdo ao Fusarium, somente controlou parcialmente (Novembre e Marcos
Filho, 1991).

O benomyl, no tratamento quimico de sementes florestais, foi o mais,
efetivo exceto para os fingos Cephalosporium sp e Fusarium spp, pois, a
diversidade dos fungos presentes nas sementes é muito grande, o que dificulta
um controle de todos os microorganismos patogénicos (Hassal, 1982).

Wittenbach e Bukovac (1980) reduziram a contaminagio por
microorganismos fitopatogénicos na cultura da cerejeira in vitro com adigio de
100 mg/L de benomyl ao meio.

O benomyl adicionado ao meio, na concentragio de 50 mg/L, conforme

Hauptamann, Widholm e Paxton (1985), controlou a contamina¢io de
Penicillium em cultura de protoplastos de inimeras espécies.
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Haldemann, Thomas e McKamy (1987) eliminaram a contaminagio
proveniente de fungos em apices de Camellia oriundos do campo adicionando,
ao meio, dosagens que oscilaram de 0,50 a 1,0 g/L de benomyl.

Carvalho, Pinto e Pasqual (1990) obtiveram uma redugdo de até 30% na
contaminagio quando utilizaram diferentes concentragoes de benomyl na
assepsia de segmentos nodais de Eucalyptus grandis.

O benomyl- 2,5g/L. como tratamento quimico no ipé roxo Tabebuia
impetiginosa reduziu a infestagdo de fungos nas sementes, no entanto, aumentou
o numero de plantulas anormais (Nobre, 1994).

O alcool etilico a 70%, conforme Thomas e Davey (1975), remove parte
da cera do orgdo e proporciona a superficie deste uma melhor penetragio do
agente esterilizante, entretanto, o periodo da esterilizagdo deve ser determinado
para cada espécie vegetal, em fungio dos microorganismos fitopatogénicos
encontrados no material a ser utilizado.

Camargo (1997) trabalhou com diferentes sistemas de desinfestacdo de
sementes de castanheira do Brasil Bertholletia excelsa e demonstrou a
superioridade na utilizagdo do alcool etilico diluido e hipoclorito de sédio,
notadamente em fungos saprofiticos que contaminam frutos e sementes.

Lane (1987) obteve bons resultados de desinfestagio empregando apenas
alcool etilico a 70%, por cinco segundos, na assepsia de apices caulinares de
macieira.

Wemer e Boe (1980), desinfestando apices caulinares do porta-enxerto de
macieira M-7 com alcool a 70% e hipoclorito de sodio a 0,5%, obtiveram uma
contaminacdo de 15% no material inicial e apenas 5% em subcultivos
posteriores.

Para Grattapaglia e Machado (1988), o alcool etilico é normalmente
utilizado a 70%, pois acima desta concentragio é menos eficiente como
germicida e pode provocar a desidratacio rapida dos tecidos vegetais.
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A utilizacSo somente de hipoclorito de sédio a 1% na desinfestagio de
explante de macieira, durante 15 minutos, foi eficiente (Sriskadarajah, Mullins e
Nair, 1982).

5 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais da Universidade Federal de Lavras-MG (UFLA).

Os frutos maduros da guarirobeira [Syagrus oleracea (Mart,) Becc.],
foram obtidos no municipio de Sdo Luis de Montes Belos-GO.

Os frutos necessarios & instalagdo do experimento foram inicialmente
divididos em 2 lotes, sendo um sem aplicagio de alcool-70% e o outro com os
frutos esparramados numa area cimentada em camada imica. Foram submetidos
a 9 aplicagoes de alcool etilico a 70%, com pulverizador manual, durante 3
dias, sendo 3 aplicages didrias, em intervalos de 4 horas.

O explante utilizado foi o embrifio da guarirobeira, extraido do fruto
com a quebra do endocarpo (parte dura do fruto), com auxilio de dois
paralelepipedos (um grande com +8 Kg, com depressdo e outro pequeno com
+ 2 Kg para a quebra). Posteriormente, os embriGes foram colocados em placa
de petri com papel de filtro para evitar a desidrata¢ao.

Os embrides foram acondicionados em pequenos recipientes de pano,
tipo tela, e colocados em agua corrente durante 3 horas, para absor¢io da dgua e
pré-limpeza.

Os embriGes foram submetidos & assepsia em uma solugdo constituida
de produto liquido comercial-2% de hipoclorito de sédio na proporgdo de 20%
(v/v), acrescida da dose de benomyl-l1g/L, durante 20 minutos, sob constante
agitacdo ou sem benomyl, conforme cada tratamento.
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, com 4 tratamentos, 5 repeti¢des e 20 parcelas, sendo cada parcela
formada por 4 tubos e um embrifo/tubo. Os tratamentos foram os seguintes: T1:
sem aplicagdes do alcool etilico-70% no fruto semente ¢ sem benomyl na
assepsia do embrido; T2: sem alcool etilico-70% no fruto e com benomyl na
assepsia; T3: com alcool etilico-70% no fruto e sem benomyl- 1g/L, na
assepsia, e T4: com alcool etilico-70% no fruto e com benomyl 1g/L na
assepsia.

O meio de cultura usado foi MS (Murashige e Skoog, 1962), acrescido
de 30g/L de sacarose e acido ascorbico-100 mg/L. O pH das solugdes foi
ajustado para 5,7+ 0,1. O meio foi solidificado com agar a 0,7%. Cada tubo de
ensaio (25x150 mm) recebeu 10 mL do meio de cultura e foi fechado com
tampa plastica, posteriormente, foi autoclavado a temperatura de 121 °C, pelo
tempo de 20 minutos, numa press3o de 1 atm.

Na cimara de fluxo laminar, os embrides, ainda nos recipientes, foram
lavados por 4 vezes, em agua destilada e autoclavada, conforme cada tratamento.
Também foi procedido a inoculagdo, sendo um embrido para cada tubo, apds,
colocou-se uma tampa de plastico em cada tubo e com filme plastico realizou-se
a vedacdo.

Em seguida o material foi transferido para sala de crescimento, onde
os tubos foram mantidos com fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de

25 umol.m™s?., fomecido por limpadas do tipo fluorescente branca fria e

temperatura controlada de 26+ 1°C.

As caracteristicas avaliadas foram: contaminagdo (%), com avaliagdo
aos 8 dias; germinagdo (%), com avaliagdo aos 30 dias. Todos os dados foram
transformados para arco seno raiz quadrada de X/100 (Banzatto e Kronka,1992).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resumo das analises de varidncia encontra-se na (Tabela 2). Houve
diferenga altamente significativa para as varidveis contaminagio e germinag3o.

TABELA 2. Resumo das anilises de varidncia para a contaminagio e
germinacdo obtidas no experimento sobre o Controle da
contaminagio para a germinagdo in vitro do embrido da
guarirobeira [Syagrus oleracea (Mart) Becc.].UFLA, Lavras,

MG, 2000.
Quadrados médios
Causas de variagdo G.L. Contaminacdo (%) Germinagio (%)
Alcool-benomyl 3 4408,0686 4537,0255
Residuo 16 143,2338 151,0190
Coef. Variagio(%) 29,05 24,04

**; Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.

Os resultados para as caracteristicas contaminagiio e germinagdo (Figura
6 ), mostram que nio houve diferenga significativa entre os tratamentos: (s/
alcool, s/ benomyl e s/ dlcool, ¢/ benomyl) e (s/ alcool, ¢/ benomyl e ¢/ alcool, s/
benomyl) além de (c/ alcool, s/ benomyl e ¢/ alcool, ¢/ benomyl) para
contaminacdo; enquanto na germinagdo, os resultados foram (s/ alcool, s/
benomyl e s/ alcool, ¢/ benomyl) e (s/ alcool, ¢/ benomyl e ¢/ alcool, s/
benomyl), além de (c/ dlcool, s/ benomyl e ¢/ dlcool, ¢/ benomyl) (Figura 6).

A contamina¢do do fruto semente, embrides da guarirobeira e do meio
de cultura in vitro no experimento foi provocada por fungos, notadamente
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saprofiticos, conforme a identificacdo efetuada na clinica fitossanitaria da
Universidade Federal de Lavras (UFLA). Os fungos encontrados, em ordem
decrescente, foram: Fusarium sp (57,60%); Aspergillus sp (15,40%); Rhizopus
sp (15,40%) e Curvularia sp (11,60%) (Tabela 3).

Um dos grandes entraves para trabalhar com o embrido da guarirobeira
foi a contaminagdo ocasionada no meio de cultura e embrido, oriunda de
microorganismos fungicos procedentes, precipuamente de frutos sementes. Ha
relatos, na literatura, de que os fungos contaminam os frutos sementes j& no
campo, em inimeras espécies vegetais (Singh, 1985; Cameiro, 1987, Machado,
1988; Martins, 1991; Medeiros et al. 1992).

TABELA 3. Fungos presentes no fruto semente, embrido e meio de cultura in
vitro da guarirobeira. UFLA, Lavras, MG, 2000.

FUNGO/GENERO PORCENTAGEM(%)
Fusarium sp 57,60
Aspergillus sp 15,40
Rhizopus sp 15,40
Curvularia sp 11,60

*Identificacio efetuada no Laboratorio de Fitossanidade da Universidade
Federal de Lavras-MG.

53



Sendo portanto os mais relevantes (Fusarium sp; Aspergillus sp;
Rhizopus sp; e Curvularia sp), em outras espécies vegetais, assim como ocorreu
no fruto semente e embrifo da guarirobeira (Cameiro, 1986; Martins, 1991;
Medeiros et al. 1992; Nobre, 1994). Tendo ainda como o fungo sapréfita de
maior ocorréncia Fusarium sp, bem como de maior dificuldade de controle
quimico, conforme os mesmos pesquisadores.

O alcool etilico- 70%, pulverizado na superficie total do fruto semente,
com nove aplicagdes, sendo 3 por dia, no intervalo de 4 horas, durante o dia,
reduziu drasticamente a contaminagdo fiingica (<19%) e redundou num indice
de germinagdo dos embrides da guarirobeira acima de 83%. Entretanto, a
utilizacdo do benomyl- 1g/L, sozinho, foi menos eficiente no controle fimgico,
pois permitiu uma contaminagio de 60,39%, com indice de germinagdo dos
embribes da guarirobeira de 39,60%; portanto, bem inferior is porcentagens
obtidas para alcool etilico-70% sozinho, (Figura 6). No entanto, resultados
superiores foram obtidos com associagdo do alcool etilico- 70%, pulverizado no
fruto semente e benomyl- 1g/L na desinfestagio do embrisio durante 20 minutos,
antes da inoculago, mostrando um efeito sinergistico dos fungicidas (benomyl e
alcool), havendo uma diferenga significativa para a contaminagdo, em que a
testemunha (s/ dlcool, s/ benomyl) foi de 95,67% e o tratamento (c/ alcool e ¢/
benomyl) de 3,37%. Da mesma forma ocorreu para o indice de germinagdo, pois
(c/ éleool e ¢/ benomyl) foi de 98,90% e a testemunha de somente 7,09% de
germinagdo para os embrides da guarirobeira in vitro.A germinagdo dos
embriSes podem ser drasticamente afetada como ocorreu na guarirobeira in

vitro.

Gibson (1957), citado por Sales (1992) observou uma reducdo drastica da
germinacdo ocasionada por fungos sapréfitas entre os mesmos (Fusarium sp,
Aspergillus sp, Rhizopus sp, Curvularia sp), assim como outros autores
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observaram nas espécies vegetais: Martins (1991) em ipé roxo; Cameiro (1986)
em 18 géneros de espécies vegetais, Mittal (1983) em Cedrus odorata na india.

O alcool etilico- 70% e o benomyl tém sido recomendados em varios
trabalhos de pesquisa com cultura de tecidos vegetais para efetuar o controle dos
fungos ex vitro e in vitro, pois caso contrario seria praticamente impossivel o
estabelecimento in vitro de embrides da guarirobeira de forma racional, devido a
contaminacéo no fruto semente e embrido.

Para Thomas e Davey (1975) e Grattapaglia e Machado (1998), o alcool
etilico-70% apresenta maior eficiéncia como fungicida do que o alcool puro,
pois ndo desidrata rapidamente os tecidos vegetais e retira a camada de céra da
superficie do orgdo para facilitar a penetragdo do agente esterilizante.
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FIGURA 6. Efeitos da desinfestagio com alcool etilico-70%, pulverizado no
fruto semente da guarirobeira e benomyl aplicado no embrisio nas
combinacdes:T1(S/ alcool e S/ benomyl); T2 (S/alcool e C/
benomyl); T3(C/ dlcool e S/ benomyl); T4(C/ alcool e C/ benomyl),
sobre as varidveis contaminacdo e germina¢io (Médias seguidas de
letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%).UFLA,
Lavras, MG, 2000.

Varios trabalhos utilizando o élcool etilico-70% na desinfestagiio tém
mostrado a sua eficacia, assim como: Camargo (1997) usando alcool etilico-70%
na desinfestacdo de semente e fruto da castanheira-do-Brasil (Bertholletia
excelsa); Wemer e Boe (1980); Lane (1987) em apices caulinares de macieira.
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Outro fungicida utilizado em desinfestagiio na maioria das culturas de tecidos
vegetais com problema de contaminacgo, e por conseguinte redu¢io no indice de
germinagdo, é o benomyl, por ser sistémico, amplo espectro de agdo, pouco
fitotoxico (Yang, 1976; Grattapaglia e Machado, 1990 ), com poder residual de
1 a 3 semanas (Cardoso et al., 1979), sendo utilizado, no meio, nas dosagens:
100 mg/L em cerejeira (Wittenbach e Bukovac, 1980); 50 mg/L em culturas de
protoplastos de intimeras espécies, Hauptamann, Widholm e Paxton (1985); e na
assepsia com as dosagens: em apices caulinares de Camellia, oriundos do
campo, doses que variaram de 1 a 2g/L de benlate (50% de benomyl),
Haldemann, Thomas ¢ McKamy (1987); em segmentos nodais de Eucalypfus
grandis, Carvalho, Pinto e Pasqual (1990); em sementes de Tabebuia
impetiginosa na dose de 2,54g/L. de benomyl (Nobre, 1994).

No entanto, ha inimeros relatos demonstrando que o benomyl nio
controla com alta eficiéncia o fungo Fusarium spp (Cardoso et al., 1979 ;Hassal,
1982; Novembre e Marcos Filho, 1991; Nobre, 1994). Este fungo saprofita foi o
mais frequente no fruto semente, embrido da guarircbeira e meio de cultura
(Tabela 3), mostrando que a contaminagdo, quando se utilizou somente o
benomyl, redundou em mais de 60% de contaminagio, enquanto o alcool
etilico- 70% sozinho reduziu a contaminac¢do para 18,05%. Todavia, o uso de
alcool etilico- 70% com benomyl, devido ao efeito sinergistico, é que
proporcionou um alto indice de controle da contaminagio (3,73%) (Figura 6).
O hipoclorito de sodio foi ineficiente no controle dos fungos identificados no
fruto semente ¢ embrido da guarirobeira (Tabela 3), pelo fato de que a
testemunha (s/ alcool, s/ benomyl) teve assepsia efetuada com a utilizagio do
hipoclorito de sédio (20% do produto comercial-v/v), tendo um indice de
contaminagdo de 95,67% e o pior indice de germinagdo (7,09%) (Figura 6).
Resultado semelbante foi obtido por Nobre (1994) com sementes de angico

vermelho (4nadenanthera macrocarpa). Porém, Camargo (1997) obteve bons
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resultados no controle de fungos sapréfitas que contaminam frutos e sementes de
Bertholletia excelsa e Sriskadarajah, Mullins e Nair (1982) na desinfestagdo de
explante de macieira com hipoclorito de sédio.

7 CONCLUSOES

-0 alcool etilico- 70% usado na desinfestagiio do fruto semente, associado com
benomyl-lg/L no embrido da guarirobeira, reduziram drasticamente a
contaminacdo fingica (3,37%) e garantiram um alto indice de germinagdo dos
embries (98,90%), in vitro;

-O benomyl-1g/L aplicado na desinfestagio do embrido na auséncia do alcool
etilico- 70%, no fruto semente, foi menos eficiente no controle da contaminagdo
por fungos do que dlcool etilico- 70% sozinho;

-O benomyl-1g/L nio controlou com eficiéncia o Fusarium sp na desinfestagdo
do embrido, reduzindo acentuadamente a porcentagem de germinagdo in vitro e

-E inviavel a cultura in vitro da guarirobeira a partir de fruto semente e

embrifio contaminados com fungo saprofitico sem a desinfestagdo com alcool
etilico- 70% e benomyl- 1g/L, respectivamente,
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CAPITULO 4

CULTURA DE EMBRIAO IN VITRO EM COMBINACOES DE MS COM
TDZ E BAP NO DESENVOLVIMENTO DA PLANTULA DA
GUARIROBEIRA [ Syagrus oleracea (Mart,) Bece.]

1 RESUMO

Com o objetivo de avaliar a cultura de embridio in vitro em diferentes
combinacies de MS com TDZ e BAP no desenvolvimento da plintula da
guarirobeira, foram conduzidos 2(dois) experimentos no Laboratério de Cultura
de Tecidos Vegetais da Universidade Federal de Lavras-MG (UFLA). O
explante utilizado foi o embrifio extraido do fruto semente, pulverizado com
alcool etilico-70% para descontaminagdo fingica. A desinfestagdo foi procedida
com solugdo comercial com hipoclorito de s6dio-2% na proporgdo de 20% (v/v),
acrescido de 1g/L de benomyl, com agita¢#0/20 minutos, apés a inoculagio dos
embrides em cimara de fluxo laminar, foi efetuada a transferéncia para a sala
de crescimento com fotoperiodo de 16 horas. Para os 2 (dois) experimentos, o
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial de 3x3, com 5 repeti¢des e a parcela constituida de 4 tubos e
um embrifo/tubo, com as combinagSes: MS( 1/1; 1/2; e 1/4 com BAP: 0,00;
4,43; 13,31 uM) e MS (1/1; 1/2; e 1/4 com TDZ: 0,00; 2,27; e 11,35 uM). As
caracteristicas avaliadas aos 100 dias, apés a inoculagio foram: nimero,
tamanho médio da folha e peso médio da matéria seca da plintula da
guarirobeira. Conforme os dados, concluiu-se que a redugio dos sais do MS até
1/4 da forga total diminuiu gradativamente o tamanho médio da folha; o peso
médio da plintula da guarirobeira aumentou gradativamente na proporgio em
que a concentragdo dos sais do MS foi aumentando até aproximadamente 75%
da forga total; 2 medida que aumentou a concentragio do BAP, acrescido ao
meio, ocorreu uma redugdo gradual no tamanho médio da folha e peso médio da
matéria seca da plantula da guarirobeira; 0 BAP e TDZ nas concentragdes
utilizadas ndo induziram a brotacfo lateral (perfilho) na plintula da guarirobeira;
e com aumento na concentragdo do TDZ, acrescido ao meio, houve uma redugio
no niimero, tamanho médio da folha e peso médio da matéria seca da plantula.

Palavras-chave: Syagrus, guariroba, gueroba, guarirobeira, embriio, TDZ, MS,
BAP



IN VITRO EMBRYO CULTURE IN COMBINATIONS OF MS WITH
TDZ AND BAP IN THE DEVELOPMENT OF THE SEEDLING OF
GUARIROBEIRA | Syagrus oleracea (Mart .) Becc.]

ABSTRACT

With the objective of evaluating the in vitro embryo culture in different
combinations of MS with TDZ and BAP in the development of the guarirobeira
seedling, 2(two) experiments were conducted in the plant tissue culture
laboratory of the Universidade Federal de Lavras-MG ( UFLA). The explant
utilized was the embryo extracted from the seed fruit, sprayed with 70% ethylic
acid for fungal decontamination. The deinfestation was proceeded with
commercial solution with 2% sodium hypochlorite at the ratio of 20%
increased of 1g/L of benomyl with stirring/ 20 minutes. After inoculation of the
embryos in laminar flux chamber, the transfer was performed to the growth
room with 16-hour photoperiod. For the 2 (two experiments, the experimental
design employed was the completely randomized in a 3x3 factorial scheme, with
five replications and the plot made up of 4 tubes and one embryo per tube. With
the combinations: MS(1/1; 1/2; 1/4 with BAP: 0,00; 4,43; 13,31uM) and
MS(1/1; 1/2; 1/4 with TDZ: 0,00; 2,27; 11,35uM. The characteristics evaluated
at 100 days, after inoculation, were number, average size of the leaf, and
average weight of the dry matter of the guarirobeira seedling. According to the
data, it was found that reduction of the MS salts up to 1/ 4 of the total strength,
decreased gradually the average size of the leaf, the average weight of the
guarirobeira seedling at the rate which the concentration of MS salts was
increasing up to aproximately 75% of the total strength, as the concentration of
BAP was raised, added to the medium. a gradual reduction took place in the
average size of the leaf and average dry weight of the guarirobeira seedling, both
BAP and TDZ at the concentrations utilized did not induce lateral sprouting
(tiller) on the guarirobeira seedling and with increase at the concentration of
TDZ, added to the medium, there was a reduction of the number, average size
of the leaf and average weight of the dry matter of the seedling.

Key words: Syagrus, embryo, guariroba, gueroba, guarirobeira, TDZ, BAP, MS
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3 INTRODUCAO

Na cultura de tecidos vegetais in vitro, 0 meio de cultura é de suma
importincia porque formece as substincias imprescindiveis para o
desenvolvimento e crescimento de células, tecidos e oérgdos. A qualidade do
material vegetal obtido esta diretamente relacionada aos componentes utilizados
no meio. Desta forma, resultados positivos sio obtidos no desenvolvimento até
a formagdo da plantula quando se processa uma composicdo varidvel dos
componentes do meio de cultura, atingindo um adequado equilibrio entre os
mesmos (Cambrony e Snoeck, 1983).

Os meios nutritivos atendem, como principio, as exigéncias de uma
planta inteira (Caldas, Haridasan e Ferreira, 1998) e os fitorreguladores sio
comumente adicionados ao meio para suprir possiveis caréncias endégenas, pois
o explante encontra-se isolado das regiGes produtoras de horménios na planta
matriz (Grattapaglia e Machado, 1990).

As citocininas em cultura de tecidos tém sido indicadas como indutoras
de brotagdo em diversas espécies de plantas. Ha também evidéncias de que as
citocininas possuem importincia fisiolégica. Pois, além de estimular em a
brotagdo, provocam a liberagiio de brotos ou gemas que estdo inibidas (Sachs e
Thimann, 1967).

A dominincia apical é removida e o desenvolvimento precoce de gemas
axilares é estimulado através da incorporagio de reguladores de crescimento
(citocininas) no meio de cultura (George e Sherrington, 1984).

A proliferacdo de gemas axilares é geralmente selecicnada em funcdo de
reproduzir in vitro um fendmeno natural e com alta fidelidade genética

(Grattapaglia e Machado, 1990).



Mohammed (1978), reportando a respeito dos problemas de propagagdo
da palmicea tamareira, concluiu que a utilizagio de brotos maduros era, na
época, o umico método de uso comercial em larga escala, sendo que a
propagagdo por pequenas brotagdes, sob condigGes de umidade controlada, era
muito interessante.

As necessidades nutricionais para o 6timo crescimento do explante in
vitro variam com as espécies (Bhojwani e Razdan, 1983).

A composigdo do meio de cultura é extremamente importante para o
desenvolvimento in vitro, por isso, é necessirio que se determine as
concentragdes adequadas dos componentes do meio de cultura, tais como os
macro e microelementos e os reguladores de crescimento.

O trabalho realizado teve como objetivo o estabelecimento da
guarirobeira [Syagrus oleracea (Mart). Becc] através da cultura de embrido in
vitro em diferentes combinagées de MS com TDZ e BAP.

4 REFERENCIAL TEORICO

As informagGes sdo insuficientes para formulagio de um meio de cultura
especifico para palmeiras e as comparagdes entre virias composigdes de meios e
seus efeitos nestas espécies de palmiceas nio foram realizados com a
intensidade adequada (Tisserat, 1984). O meio de cultura frequentemente
utilizado para a maior parte-dos sistemas in vitro de palmeiras fundamenta-se na
formulagdo inorganica de Murashige e Skoog, (1962) MS, na forma completa
(Omar, 1986) ou modificada (Nwankwo e Krikorian, 1986; Cid, 1987; Valverde,
Arias e Thorpe, 1987).
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A variagio na composi¢io dos componentes do meio constitui a chave

do sucesso da iniciagdo e do desenvolvimento da organogénese até a obtencdo
da plantula (Cambrony e Snoeck, 1983).

Diversas formulagSes de meios basicos tém sido utilizadas, porém, nio
ha uma formulagio padrio, mas o meio de Murashige e Skoog, (1962) MS, suas
modificagdes e diluigSes, tém apresentado resultados adequados em diversas
espécies (Grattapaglia e Machado, 1990).

Uma das propriedades do meio de cultura é suprir os nutrientes
necessarios para o crescimento dos explantes. Foram realizadas varias
modificagdes nos primeiros meios de cultura até se chegar ao meio Murashige e
Skoog, em 1962 (Murashige e Shoog, 1962). O meio MS, desenvolvido
inicialmente, tinha o propésito de cultivo de calos de tabaco (Nicotiana
tabacum). No momento esta sendo utilizado para o desenvolvimento i vitro de
diversas espécies e diferentes tipos de propagagio (George, 1996). A
concentracdo dos nutrientes do meio MS é geralmente considerada elevada; por
isso, muitas modificagdes tém sido avaliadas com a finalidade de reduzir os
niveis dos nutrientes, permitindo, desta maneira, uma maior adaptagio de
culturas in vitro (Pierik, 1987, Samartin, 1989). Entretanto, para Krikorian
(1991), a alta salinidade do MS é eficiente para cultivos que exigem
concentragoes mais elevadas de ions.

Para Andreoli (1986), diferentes meios de cultura sio utilizados no
cultivo de embrides in vitro, no entanto, o mais frequente é o0 MS (Murashige e
Skoog, 1962).

Para algumas espécies de palmeiras, a redu¢do dos macronutrientes para
a metade da concentracio promoveu resultados favoraveis para germinagio e
desenvolvimento de plantulas obtidas a partir de cultura de embrides zigéticos
(Nwankwo e Krikorian, 1986).
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Hasegawa (1980); Wemer e Boe (1980), citados por Grattapaglia e
Machado (1990), indicaram, para um adequado enraizamento, a dilui¢io de
meio de cultura MS para (1/2;1/3; ou 1/4), com variagdo de acordo com cada
espécie.

O meio MS a 50%, tem dado resultados positivos, em inumeras
espécies, para promover o enraizamento in vitro (Thorpe, 1980).

Cooper e Cohen (1994) avaliaram seis diferentes meios de cultura para a
micropropagasdo do caquizeiro Diospyros kaki L., e concluiram que o meio
MS, foi 0 mais responsivo para o desenvolvimento do explante.

Para a micropropagacdo do caquizeiro Diospyros kaki L., o meio MS é o
mais utilizado, sendo como MS-completo (Tao, Ito e Sugiura, 1994) ou com a
concentra¢io de sais reduzida pela a metade (Tamura, Tao e Sugiura, 1992; Tao
e Sugiura, 1992).

Um dos meios basicos mais utilizados para a micropropagagdo de
inimeras fruteiras lenhosas, tais como a macieira Malus sp. (Yepes e
Aldwinckle, 1994); a pereira Pyrus sp. (Baraldi etal, 1995), e 0 meio MS
(Murashige e Skoog, 1962).

O crescimento e a morfogénese sdo controlados pela interagdo e balanco
entre os reguladores de crescimento adicionados ao meio de cultura e as
substincias de crescimento endégenas do explante. As citocininas sdo utilizadas
em cultura de tecidos para estimular a divisdo celular e atuarem no processo de
morfogénese (George, 1996).

As citocininas formam o grupo de fitorreguladores indispensaveis para o
quebra da dominincia apical e promover a brotagdo de gemas axilares. Contudo,
o tipo e a concentracdo utilizada tém influéncia no sucesso de multiplicagdo in
vitro. (Grattapaglia e Machado, 1990).

De acordo com Blaskesley (1991), as citocininas estimulam a inicia¢io
e o crescimento de brotagbes in vitro. Consequentemente, sdo normalmente
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adicionadas a0 meio de cultura para estimular a produgiio de gemas auxiliares ou
adventicias,

Krasnyanski et al. (1992) trabalharam com cultivo de embrides de
Heliantus giganteus L. num meio de cultura com MS na presenga e auséncia de
reguladores de crescimento, mostrando a importincia destas substincias no
desenvolvimento da espécie vegetal.

O Thidiazuron (TDZ) foi registrado em 1976 como um desfolhante de
algodio (Amdt et al., 1976). A molécula é um derivado da uréia e ndo contém o
anel purina, comum 3as citocininas, tipo adenina, bem como o BAP
(Benzilaminopurina), cinetina e zeatina. Em 1992, o TDZ foi reportado por ter
alta atividade na promogdio do crescimento de cultura de calos em Phaseolus
lunatus L. cv. Kingston (Mok et al., 1982).

O Thidiazuron é um herbicida que tem sido utilizado em muitos
trabalhos de micropropagagio como um regulador de crescimento que apresenta
efeitos semelhantes s citocininas sendo muito eficiente na micropropagagio de
varias espécies, notadamente em arbéreas; como indutor de brotos apicais e
axilares (Visser et al., 1992; Lu, 1993; Huetteman e Preece, 1993).

Thidiazuron ¢ resistente a degradagdo por citocinina oxidase (Mok, Mok
e Turner, 1987). Desta forma, a molécula é estivel no meio de cultura, sendo
biologicamente mais ativo do que BAP e Zeatina. Para Thomas e Katterman
(1986), o TDZ estimula a sintese de citocininas purinas endogenas ou inibe a
degradagdo das mesmas, sendo acrescido ao meio em concentragSes baixas. (Lu,
1993).

O TDZ tem sido altamente eficiente em iniimeras espécies lenhosas (Lu,
1993), sendo capaz de induzir multiplicagio em gemas de espécies como:
Prunus (Mante, Scorza e Cordts, 1989), Cydonia oblonga L. (Dolcet - Sanjuan,
Mok e Mok, 1991).
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Para Wang, Steffens e Faust (1986), a quebra de dorméncia em gemas
de ma¢d Malus domestica pelo TDZ, assim como a transi¢do do estado
dormente para o biologicamente ativo, envolve a sintese de DNA, RNA e
proteinas.

Innecco, Pinto e Dechamps (1993) avaliaram o efeito do TDZ em
relagdo ao BAP em pimentio Capsicum annuum L., e verificaram que o TDZ
foi mais ativo que o BAP, proporcionando melhores respostas morfogenéticas
em todas as concentragdes testadas.

O TDZ tem a habilidade de estimular a divisdo celular, e também
induzir a formacdo de brotagGes axilares em fragmentos de folhas de fumo
Nicotiana tabacum (Thomas e Katterman, 1986).

O TDZ tem sido utilizado na formagio de brotos adventicios em
espécies de plantas lenhosas, assim como a videira Vitis vinifera L., a partir de
segmento nodal (Gribaudo e Fronda, 1991).

Em certas espécies, algumas desvantagens tém sido relatadas e
associadas ao uso do TDZ, tais como: vitrificagdo (Gribaudo e Fronda, 1991),
anormalidades em folhas (Vannieuwkerk, Zimmerman e Fordham, 1986;
Badzian et al., 1989; Kim et al., 1997).

Gribaudo e Fronda (1991) concluiram que sintomas de vitrificagdo e ma
formagdo de folhas tornaram-se mais intensas & medida que se aumentou a
concentragdo de TDZ no meio, para cultivo de Vitis vinifera L.

Declerck e Korban (1995) também concluiram que o TDZ originou
brotagdes de menor comprimento quando comparadas com aquelas advindas de
meio contendo BAP,

Carvalho e Pinto (1993) também identificaram a formac¢io de brotos
com tamanho reduzidos, folhas pequenas, vitrificagdo, além de algumas folhas
apresentarem queimaduras e com aspecto de enrijecimento para Heliconia spp
in vitro, em concentra¢des de TDZ de 0,5 e 1,0 mg/L.
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Sintomas de vitrificag3o e ma formagio de folhas foram observadas em
azaléia Rhododendron sp, originadas em meio de cultura suplementado com
TDZ (Briggs, McCulloch e Edick, 1988).

Também na classe das citocininas, 0 BAP (6-Benzilaminopurina) tem
sido muito eficaz para diversas espécies na multiplicagio da parte aérea e
inducdo de gemas adventicias devido 2 sua efetividade, além de apresentar um
custo mais acessivel em relagio aos outros reguladores de crescimento
(Grattapaglia e Machado, 1990; Krikorian, 1991).

Segundo Godinho et al. (1991), 0 BAP, uma citocinina sintética ativa,
possui uma relevante fungio na divisio e diferenciagio celular. Por isso, tem
sido amplamente utilizada na propagagdo in vitro da bananeira, acrescida ao
meio de cultura visando o incremento no niimero de brotagdes.

Para o cultivo in vitro do kiwi, cultivar “Tomuri”, a faixa mais adequada
de BAP oscila de 1,5 a 2,0 mg/L (Zecca et al., 1993; Nachtigal et al., 1995).

Sugiura, Ryutaro e Murayama (1986), testaram o efeito de BAP (22,5
HM) em meio MS no estabelecimento de 4pices caulinares e gemas laterais de
caquizeiro(Diospiros kaki L), concluiram que o melhor estabelecimento foi
observado quando gemas laterais ¢ BAP foram combinados.

5 MATERIAIS E METODOS
5.1. Aspectos gerais:
Os frutos maduros da guarirobeira [Syagrus oleracea (Mart,) Becc. 1
foram obtidos no municipio de Sdo Luis de Montes Belos-GO.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de
Tecidos Vegetais da Universidade Federal de Lavras-MG, UFLA.
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Os frutos maduros foram submetidos antes de serem quebrados, a uma
desinfestagio com pulverizagio de alcool etilico-70%, procedendo-se 3(trés)
aplicagdes/dia, com intervalo de 4 horas, durante 3 dias consecutivos.

Com auxilio de dois paralelepipedos (um grande-+ 8 Kg com depressio
e outro pequeno +2 Kg, para romper o fruto), o endocarpo (duro) foi rompido e
o embrifio, que se encontrava na améndoa, foi extraido para ser utilizado como
explante. Apos a retirada, foram colocados em placa de petri com papel de filtro
umidecido para evitar a desidratagdo. Em seguida, introduzidos em pequenos
recipientes de pano, tipo telado, e colocados em agua corrente, durante 3 horas,
para absorgdo da dgua e pré-limpeza. Posteriormente, foram desinfestados em
solugdo comercial, contendo 2% de hipoclorito de sédio, na propor¢io de 20%
(v/v), acrescido de 1g/L de benomyl, durante 20 minutos, sob agitag¢do
constante.

Os meios de cultura dos experimentos, conforme cada tratamento,
tiveram o pH ajustado para 5,7+0,1, acrescidos de sacarose-30g/L e acido
ascorbico-100 mg/L, como antioxidante. A solidificagdo foi efetuada com agar—
0,7%. Cada tubo de ensaio (25x150 mm) recebeu a quantidade de 10 mL do
meio e foi fechado com tampa plastica. Apos, foram submetidos a autoclavagem
a temperatura de 121 °C, durante 20 minutos, a uma press3o de 1 atm.

Na camara de fluxo laminar, os embrides ensacados foram lavados por 4
vezes em agua destilada e autoclavada, sendo inoculado um embridio por tubo e,
em seguida, o mesmo foi fechado com tampa plastica e com a borda vedada
com filme plastico.

Os tubos foram mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 16
horas e uma intensidade luminosa de 25 2 mol.m™s™, fomecida por lampada do

tipo fluorescente branca fria, com temperatura ambiente controlada de 26+ 1°C.
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S.2. Estabelecimento da guarirobeira in vitro, a partir do embriio, em
diferentes combinac¢Ges de MS com BAP.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com os
tratamentos em esquema fatorial de 3x3, constituidos pelas combinagdes dos
fatores: MS ( 1/1; 1/2; e 1/4 ) Murashige e Skoog ( 1962) e de BAP (0,0; 443;
13,31 uM), com 5 repetigdes. A parcela foi formada de 4 tubos e um embrizo
por tubo.

As caracteristicas avaliadas foram: niimero médio de folhas; tamanho
médio da folha (cm); e peso médio da matéria seca da plintula (em g), efetuadas
aos 100 dias de idade da plantula da guarirobeira.

Para todas as caracteristicas, os dados foram transformados para raiz
quadrada de X+0,5 (Banzatto e Kronka, 1992).

5.3. Estabelecimento in vitro da guarirobeira, a partir do embrifio, em
diferentes combinacdes de MS com TDZ.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com os
tratamentos distribuidos em esquema fatorial 3x3, e conmstituidos pelas
combinagdes dos fatores: MS (1/1; 1/2; e 1/4), Murashige e Skoog (1962) e de
TDZ (0,0 ; 2,27;¢ 11,35uM), com 5 repeticdes, e cada parcela foi formada por 4
tubos e um embrido por tubo.

As caracteristicas avaliadas: Niimero médio de folhas; tamanho médio
da folha (cm); e peso médio da matéria seca da plintula (em g), avaliadas aos
100 dias de idade da plintula guarirobeira.

Os dados para todas as caracteristicas foram transformados para raiz
quadrada de X+0,5 (Banzatto ¢ Kronka, 1992).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Estabelecimento da guarirobeira in vitro, a partir do embrido em

diferentes combinacdes de MS com BAP.

O resumo das analises de varidncia para as variaveis numero e tamanho
médios das folhas e peso médio da matéria seca da plantula da guarirobeira
encontra-se na Tabela 4. Verifica-se que houve diferenga significativa para a
caracteristica tamanho médio da folha e altamente significativa para peso médio
da matéria seca da plantula, enquanto ndo houve significincia para o numero
médio da folha da plantula da guarirobeira no meio MS (MS- completo; MS-1/2;
e MS-1/4 da forgca) (Tabela 4). Para o BAP (0,0; 4,43; e 13,31 uM), houve
diferenga altamente significativa somente para tamanho médio da folha,
enquanto para a interagdo (MSx BAP) houve diferenca estatistica unicamente
para a caracteristica peso médio da matéria seca da plantula da guarirobeira
(Tabela 4).
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TABELA 4. Resumo das anilises de variancia para numero, tamanho médios
das folhas, e peso médio da matéria seca da plintula, obtidas no
experimento sobre efeito de diferentes concentragdes in vitro de
MS e BAP na guarirobeira [Syagrus oleracea (Mart) Becc.]

UFLA, Lavras, MG, 2000.
Quadrados médios
Causa da G.L. Numeromédio Tamanho Peso médio da
variagio de folha médio da matéria seca da
folha (cm) plantula (g)
MS 2 1,0339 ** 16,6547* 0,0033**
BAP 2 0,8569™* 42,7170*%* 0,0011 **
MSxBAP 4 0,2275* 6,5269 ** 0,0016*
Residuo 36 0,5403 4,5444 0,00054
Coef. 27,71 45,89 41,96
Variagdo(%)

**+ ,* -Significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade, respectivamente,
pelo teste F.

A equacdo de regressio para varidvel tamanho médio da folha da
plantula da guarirobeira, conforme os dados obtidos, (meio MS diluido),
apresentou um efeito linear significativo, sendo que a medida que ocorren a
diluicao dos sais do meio MS (MS-1/1-completo; MS-1/2; MS-1/4 da forga
total), houve uma redugdo gradativa no tamanho médio da folha da plintula da
guarirobeira, caracterizando a exigéncia nutricional da palmeira em nutrientes
para formagdo de metabélitos, crescimento e desenvolvimento da plantula
(Figura 7).

74



(2}
]

~~ 5-
5 s
£ 4-
£
3 3-
o
o
g 2
§ Y=3,14425714X R2=096*
=
1 -
0 L 1 1 1
0 025 Q5 075 1

Nivets domeioMS

FIGURA 7. Representacdo grafica e equagio de regressio para tamanho de folba
da plintula da guarirobeira em diferentes niveis do meio MS.
UFLA, Lavras, MG, 2000.
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FIGURA 8. Representacdo grifica e equagdo de regressdo para peso da matéria
seca/plantula da guarirobeira em diferentes niveis do meio MS.
UFLA, Lavras, MG, 2000.
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A equacio de regressdo para a variavel peso médio da matéria seca da plintula
da guarirobeira em niveis do meio MS encontra-se na Figura 8. Observa-se que
houve um efeito quadratico, altamente significativo. Conforme os dados obtidos,
ocorreu uma tendéncia quadratica de aumento no peso médio da matéria seca da
pléntula 4 medida que houve um incremento na concentragio dos sais do meio
MS (1/4; 1/2 e 1/1 da for¢a), mostrando, portanto, que a plantula da
guarirobeira, obtida a partir de embrido zigético, comporta-se melhor e também
com maior acimulo de matéria seca quanto maior for a concentragdo dos sais do
meio MS, de acordo com os resultados, foi até aproximadamente 75% da forga
total, neste experimento (Figura 8).

A equagdo de regress3o para a caracteristica tamanho médio da folha da
plantula da guarirobeira, obtida para diferentes niveis de BAP (0,0; 4,43; e
13,31uM), encontra-se na Figura 9. Verifica que houve um efeito linear
altamente significativo, ocorrendo uma redugdo gradativa no tamanho médio da
folha da plantula da guarirobeira 4 medida que se aumentou a concentragio do

BAP, acrescido ao meio de 4,43 para 13,31 uM (Figura 9).

77



24 Y =6,0676 - 0,2427X R?= 0,96**

Tamanho da folha(cm)

0 ] 1] L} L 1 3 I L)
0 2 4 6 8 10 12 14

Concentragio de BAP(uM)

FIGURA 9. Representagdo grifica e equagdo de regressdo para tamanho da
folha da plintula da guarirobeira em diferentes concentragdes
de BAP, acrescido ao meio. UFLA, Lavras, MG, 2000.

No desdobramento da interagdo (MS x BAP) para varidvel peso médio
da matéria seca da plantula da guarirobeira, houve efeito linear significativo para
BAP dentro de MS (1/1) e também BAP dentro de MS-1/2 (Figura 10 e 11).
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Nota-se que o BAP (0,0; 4,43; e 13,31uM) apresentou um comportamento
linear, similar tanto para MS (1/1- completo) como para MS (1/2- meia forga),
ocasionando uma redugdo gradativa mo peso matéria seca da plintula da
guarirobeira 4 medida que ocorreu um aumento na concentracido do BAP,
dentro do meio MS (total ou com meia forga).
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FIGURA 10. Representagdo grifica e equagdo de regressio para o peso da
matéria seca/plintula da guarirobeira em MS completo,
suplementado com diferentes concentragdes de BAP. UFLA.
Lavras, MG, 2000.
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FIGURA 11. Representagdo grafica e equagdo de regressso para o peso da

matéria seca/plantula da guarircbeira na metade da forga do MS,
suplementado com diferentes concentragdes de BAP. UFLA,
Lavras, MG, 2000.



O BAP tem sido utilizado para a indugiio na multiplicacdo da parte aérea
(Grattapaglia ¢ Machado, 1990; Krikorian, 1991) com grande eficiéncia nas
espécies lenhosas, tais como a bananeira (Godinho et al., 1991); Kiwi, cultivar
“Tomuri”, em dose que oscila de 1,5 a 2,0mg/L (Zecca et al., 1993; Nachtigal et
al., 1995); e no estabelecimento de gemas laterais e apices caulinares de

caquizeiro(Diospyros kaki L. ) na dose de BAP de 22,5 (UM (Sugiura, Ryutaro e
Murayama, 1986).

Com a utilizagdo do BAP até a dose de 13,311tM, ndo houve ocorréncia
de vitrificagdo e produgdo de folhas anormais nas plintulas da guarirobeira até
aos 100 dias apds a inoculagio dos embrides .

Foi possivel observar, também, que nas doses (0,0; 4,43 e 13,31uM de

BAP), além de ocorrer uma diminui¢do no tamanho médio da folha da plintula
da guarirobeira de forma altamente significativa, 0 BAP nio induziu a formag3o
de brotos laterais na plintula da guarirobeira, assim como tém ocorrido
multibrotagdes laterais de forma natural em varias espécies de plantas lenhosas
(palmeiras: Syagrus spp e Bactris spp) e outras.

Entretanto, ¢é imprescindivel que as pesquisas com os reguladores de
crescimento da classe das citocininas, notadamente o TDZ e BAP e também o
meio MS, continuem a ser realizadas em novas concentragdes, pois ha um
grande potencial para obtengdo de plintula de guarirobeira com brotagdo lateral
¢ desenvolvimento vegetativo, quanto a mimero, tamanho de folhas e matéria
seca de plantula adequada, com identificagiio precoce de genétipo superior para
produgdo de palmito amargo com alta produtividade, visando a constitui¢io de
um plantio de matrizes para produgio de sementes melhoradas e/ou plantio
comercial da guarirobeira para obtengiio de palmito.
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6.2. Estabelecimento in vitro da guarirobeira, a partir do embrifio em
diferentes combinacges de MS com TDZ.

O resumo das anilises de varidncia para as variiveis nimero e tamanho
médio das folhas, bem como peso médio da matéria seca da plantula da
guarirobeira, encontra-se na Tabela 5. Observa-se que para as caracteristicas
niimero médio de folha e peso médio da matéria seca da plantula, ndo houve
significancia, no entanto, para tamanho médio da folha ocorreu diferenca
altamente significativa entre as concentragdes utilizadas no meio MS 1/1-
completo, 1/2; e 1/4 da forga). Para o TDZ em doses (0,00; 2,27 e 11,35uM),
houve diferenca altamente significativa para todas as varidveis: numero,
tamanho médio da folha € peso médio da matéria seca da plantula. A interagdo
(MS x TDZ) foi altamente significativa somente para varidvel peso médio na
matéria seca da plantula (Tabela 5).
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TABELA 5. Resumo das anilises de varidncia para numero, tamanho médios
das folhas, e peso médio da matéria seca da plantula, obtidas no
experimento sobre efeito de diferentes concentragdes in vitro de
MS e TDZ na guarirobeira [Syagrus oleracea (Mart.) Becc.].UFLA,

Lavras, MG, 2000.
Quadrados médios

Causas da G.L. Numeromédio Tamanhomédioda Pesomédioda
variagdo de folha folha (cm) matéria seca da

plantula (g)
MS 2 0,72868 “* 21,63717** 0,00048 ™
TDZ 2 3,99022%* 72,30502%* 0,00507**
MSxTDZ 4 0,00487 ™% 537513 " 0,00191**
Residuo 36 0,53330 3,09003 0,00035
Coef. de 30,99 44,50 40,93
variagio(%)

**.*_Significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo
teste F.

A equagdo de regressio para a variavel tamanho médio da folha para o
meio MS diluido apresentou um efeito linear altamente significativo (Figura
12). Observa-se uma redugdo gradativa no tamanho das folhas da plintula da
guarirobeira a medida que ocorreu uma diluigdo dos sais no meio MS (1/1-
completo; 1/2; e 1/4 da forga), evidenciando, portanto, a elevada necessidade
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FIGURA 12. Representagio grifica e equagiio de regressdo para o tamanho da
folha da guarirobeira em diferentes niveis de MS. UFLA, Lavras,
MG, 2000.

pelos nutrientes visando a formagio de compostos organicos para o
crescimento e desenvolvimento da plintula da guarirobeira e caracterizando,
também, que esta espécie é exigente em nutrientes na fase inicial de crescimento
vegetativo.

O meio MS (Murashige e Skoog, 1962) tem sido recomendado na
formulagio completa ou modificada (Cambrony e Snoeck, 1983; Andreoli, 1986
Pierik, 1987; Samartin, 1989; Grattapaglia e Machado, 1990; Krikorian, 1991;
George, 1996), sendo utilizado com eficiéncia em diversas espécies, Cooper e



Cohen (1994) avaliaram seis meios de cultura na micropropagacdo do caquizeiro
Diospyros kaki, L., e concluiram que o MS foi o mais responsivo no
desenvolvimento do explante, sendo na formula completa (Tao, Ito, Sugiura,
1994) ou na metade da forga (Tamura, Tao e Sugiura, 1992; Tao e Sugiura,
1992) e para outras lenhosas, como a macieira, Malus sp (Yepes e Aldwinckle,
1994) e a pereira, Pyrus sp (Baraldi, Bertaza e Bregoli, 1995), o meio MS
também tem sido recomendado. Portanto, para as espécies de palmaceas, o
meio usualmente utilizado é o MS-completo (Omar, 1986) ou modificado
(Hwankwo e Krikorian, 1986; Cid, 1987; Valverde, Arias e Thorpe, 1987). No
entanto, para Tisserat (1984), os detalhes a respeito de um meio especifico para
as espécies de palmeiras, ainda ndo foram estudados com a intensidade
necessaria. Por isso, estudos desta magnitude com a guarirobeira como
representante do género Syagrus, um dos menos pesquisados em cultura de
tecido vegetal de palmeiras, tomam-se interessantes. Desta forma, verifica-se
que o resultado obtido com relagdo ao fato de que a redugdo dos sais no meio
MS redundou, numa redugio gradativa do tamanho médio da folha das
plintulas da guarirobeira de maneira altamente significativa e sem aumento
significativo no nimero de folha e peso seco da matéria seca da plintula (Tabela
12). Isso mostra um resultado discordante do obtido em outra palmeira por
Nwankwo e Krikorian (1986), que reduzindo a concentragdio dos
macronutrientes do MS para a metade, obtiveram um maior desenvolvimento de
pléntulas de Elaeis guineensis a partir de cultura de embrido zigético do
dendezeiro. Também observou-se que no final do experimento, aos 100 dias,
nio havia a formagdo de nenhuma raiz fasciculada na plantula de guarirobeira.
Resultado também  diferente do obtido por varios pesquisadores, de que
redugdo na concentracdo dos ions do MS, para (1/2; 1/3; e 1/4 da forga total),
estimulou um adequado enraizamento para intimeras espécies (Thorpe, 1980;
Hasegawa, 1980; Wermer e Boe, 1980, citados por Grattapaglia e Machado,
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1980), o que ndo ocorreu no experimento com a plintula da guarircbeira de
maneira natural, para o MS (1/1-completo; 1/2; ¢ 1/4 da concentragdo dos sais de
Murashige e Skoog, 1962).

As equacdes de regress3o para variaveis niimero e tamanho médios das
folhas e peso médio da matéria seca da plintula de guarirobeira apresentaram
um efeito linear altamente significativo, (Figuras 13, 14 e 16), respectivamente.
Verifica-se, portanto, 4 medida que aumentou concentragio do TDZ 0,0; 2,27;
e 11,35 uM) acrescido ao meio de cultura, que houve, conforme os dados
obtidos, uma tendéncia linear de redugio no mimero, tamanho médios das
folhas e peso médio da matéria seca da plintula da guarirobeira.
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FIGURA 13. Representacio grifica e equagio de regressio para o nitmero de
médio de folhas da guarirobeira em diferentes cancentragdes de
TDZ, acrescido ao meio. UFLA, Lavras, MG, 2000.
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FIGURA 14. Representacdo grifica e equagio de regressio para o tamanho
médio da folha da plantula guarirobeira em diferentes
concentragdes de TDZ, acrescido ao meio. UFLA, Lavras, MG,
2000.

A utilizagio do TDZ neste experimento foi para avaliar o
comportamento da guarirobeira quanto ao nimero e tamanho de folhas;
producdo de matéria seca pela plintula; obtengdo de brotos laterais na palmeira
e quebra da dominancia apical, como tem sido obtido com grande eficiéncia em
inimeras outras espécies de plantas lenhosas (Grattapaglia e Machado, 1990);
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Blaskesley, 1991; Krasnyanski et al., 1992; George, 1996), notadamente em
arbdreas (Visser et al., 1992; Lu, 1993; Huettemann e Preece, 1993), espécies
frutiferas: Prunus sp (Mante, Scorza e Cordsts, 1989); Cydonia oblonga L.
(Dolcet — Sanjuan, Mok e Mok, 1991); Vitis vinifera L. (Gribaudo e Fronda,
1991); na macieira Malus doméstica, na quebra de dorméncia (Wang, Steffens e
Faust, 1986), pelo fato do TDZ ser uma citocinina altamente estavel e reativa
biologicamente (Mok, Mok e Tumer, 1987) e sendo acrescido ao meio em
pequenas doses (Lu, 1993), conforme as utilizadas neste experimento. Além de
ser usado com elevada eficiéncia em solaniceas, tais como: Pimentio Capsicum
annuum (Innecco, Pinto e Dechamps, 1993) e fumo, Nicotiana tabacum
(Thomas e Katterman, 1986), sendo, portanto, altamente responsivo. Porém,
com a pléntula da guarirobeira, obtida a partir da cultura do embrigo, nas doses
de TDZ utilizados, os resultados foram adversos aos obtidos pelos diferentes
trabathos efetuados, conforme relatados para imimeras espécies, pois, o TDZ,
além de reduzir de forma substancial o mimero e tamanho médios da folha, e o
peso médio da matéria seca da plintula, (Figuras 13, 14 e 16). Também nsio
proporcionou  nenhuma brotagdo lateral, mostrando, ainda, um aspecto
sintomatico de folha espessa, tamanho reduzido, bainha com tecido aquoso
dilatado Figura 15(Fotos aeb).

88



FIGURA 15. Fotos(a e b): Aspecto da plantula em meio MS suplementado com
TDZ, em cultura de embrido in vitro da guarirobeira. UFLA,
Lavras, MG, 2000.
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FIGURA 16. Representagdo grafica e equagio de regressao para o peso médio
da matéria seca/plintula da guarirobeira em diferentes
concentragdes de TDZ, acrescido ao meio. UFLA, Lavras, MG,
2000.

Virios autores tém relatado a respeito de problemas quando se utiliza o
TDZ, normalmente em altas doses, como indutor da vitrificagdo. (Gribaudo e
Fronda, 1991); anormalidade em folhas (Vannieuwrerk, Zimmerman e Fordham,
1986; Badzian et al., 1989; Kim et al., 1997); em cultivo in vitro de uva, Vitis



vinifera L., ocorren a vitrifica¢io e ma formacgo da folha da videira, e a medida
que aumentou a concentragio de TDZ no meio, os sintomas ficaram mais
intensos (Gribaudo e Fronda, 1991). Para Declerck e Korban (1995), o TDZ
origina menor comprimento de brotagdes do que quando no meio o BAP.
Também Carvalho e Pinto (1993) verificaram, em Heliconia spp, brotos de
tamanho reduzido, folhas pequenas, enrijecidas, em concentragées de TDZ, no
meio, de 0,5 e 1,0 mg/L. Para azaléia (Rhododendron sp), a vitrificagdo e ma
formagdo das folhas também foram observadas quando o meio foi
suplementado com TDZ (Briggs, McCulloch e Edick, 1988).

As equacdes de regressio do desdobramento da interagdo da
caracteristica peso médio da matéria seca da plantula da guarirobeira,
encontram-se nas Figuras 17 e 18.
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FIGURA 17. Representagdo grifica e equagio de regressio para o peso

médio/plantula da guarirobeira em meio MS-completo com
diferentes concentragdes de TDZ . UFLA, Lavras, MG, 2000.
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FIGURA 18. Representacdo grafica e equagdo de regressio para o peso médio
da matéria seca/plantula da guarirobeira em MS com metade da
forca com diferentes concentragdes de TDZ. UFLA, Lavras,
MG, 2000.

Observa-se que houve um efeito linear altamente significativo para os
niveis de TDZ (0,0; 2,27; e 11,35uM) dentro de MS-completo e também do
TDZ dentro de MS-1/2 (meia forga). Pelos dados obtidos e as equagdes de
regressdo (Figura 17 e 18), para TDZ dentro de MS-completo, bem como para
TDZ dentro de MS-1/2, 3 medida que aumentou a concentragio do TDZ,
acrescido ao meio de cultura, o peso médio da matéria seca da plantula da
guarirobeira reduziu linearmente. O TDZ dentro do MS (completo e meia
forga), apesar da interacdo ser altamente significativa, apresentou uma tendéncia
de redugio na matéria seca média da plintula da guarirobeira, como o ocorrido
no tratamento TDZ (Figuras 16, 17 e 18).
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7 CONCLUSOES

- A redugdo na concentragiio dos sais do MS, até 1/4 da forga total, diminuiu
gradativamente o tamanho médio da folha da plintula da guarirobeira;

O peso médio da matéria seca da plintula da guarirobeira, aumentou
gradativamente na proporgio em que a concentragdo dos sais do MS, foi até
aproximadamente 75% da forga total;

- A medida que aumentou a concentragio do BAP acrescido ao meio, ocorreu
uma redugdo gradual no tamanho médio da folha e peso médio da matéria seca
da plantula da guarirobeira;

- O BAP ¢ o TDZ, nas concentra¢des utilizadas, nio induziram a brotagido
lateral (perfilho) na plantula; e ’

- O aumento na concentragio do TDZ, acrescido ao meio, ocasionou uma
redugdo no mimero, tamanho médio das folhas e peso médio da matéria seca da
plantula da guarirobeira.
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CAPITULO 5

EFEITOS DE ANA E AIB IN VITRO NO COMPRIMENTO E PESOS
DAS MATERIAS SECAS DAS RAIZES E PARTE AEREA DA
PLANTULA DA GUARIROBEIRA | Syagrus oleracea (Mart.) Becc.)

1 RESUMO

Com intuito de avaliar os efeitos de ANA e AIB in vitro no
comprimento e pesos das matérias secas das raizes e parte aérea da plantula da
guarirobeira [Syagrus oleracea (Mart.) Becc.], um experimento foi conduzido
no Laboratorio Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade Federal de Lavras,
MG (UFLA). O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com
2 tratamentos (T1: MS-completo, Murashige e Skoog, 1962+ANA-1mg/L; T2:
MS+ AIB-1mg/L), 10 repeti¢des e 2 tubos de ensaio/parcela, como explante,
foram utilizados plantulas uniformizadas, previamente podadas com altura de 2
cm, aos 60 dias de idade, na camara de fluxo laminar, e estabelecidas em tubo de
ensaio (25x250mm) com 20mL de meio (conforme cada tratamento). Os tubos
foram mantidos em sala de crescimento (fotoperiodo de 16 horas) durante 75
dias. As variaveis foram: comprimento médio da raiz e pesos médios das
matérias secas da parte aérea e da raiz. Conforme os resultados, o ANA (1mg/L)
foi eficiente na formagdo das raizes fasciculadas /»n vitro na plantula da
guarirobeira, enquanto o AIB (1mg/L) foi ineficiente; o ANA promoveu uma
maior produgdo de matérias secas das partes aérea e das raizes e um maior
comprimento médio das raizes fasciculadas na plantula do que o AIB; e o meio
MS-completo, acrescido de ANA (1mg/L), proporcionaram um enraizamento
adequado, in vitro, da plantula da guarirobeira em todas as fases da rizogénese.

Palavras-chave: Enraizamento, guariroba, gueroba, guarirobeira, Syagrus, AIB,
ANA, micropropagagdo



EFFECTS OF NAA AND IBA IN VITRO ON THE LENGTH AND
WEIGHTS OF THE DRY MATTERS OF THE ROOTS AND AERIAL
PART OF THE GUARIROBEIRA SEEDLING  [Syagrus oleracea ( Mart .)
Becc.)

ABSTRACT

With a view to evaluating the effects of NAA and IBA in vitro on the
length and weights of the dry matter of the roots and aerial part of the seedling
of guarirobeira [ Syagrus oleracea (Mart,) Becc.). An experiment was conducted
in the plant tissue culture laboratory of the Universidade Federal de Lavras- MG
( UFLA). The experimental design was completely randomized with two
treatments (T'1: whole MS, Murashige and Skoog, 1962 + NAA-1mg/L; T2: MS
+ [BA-1mg/L), 10 replications and 2 test tubes/plot. As an explant, uniformed
seedlings, previously pruned 2 cm tall at 60 days old in the laminar flux
chamber and established in test tube ( 25 x 250 mm) with 20 mL of medium
(according to each treatment ). The tubes were kept in growth room (16 hour
photoperiod ) for 75 days. The variables were average length of root and
average weights of the dry matters of the aerial part and root. According to the
results: NAA ( 1mg /L) was efficient in the in vitro formation of the fasciculate
roots on the guarirobeira seedling whereas IBA (1mg/L) was inefficient; NAA
promoted a greater dry matter yield of the aerial part and roots, greater average
length of the fasciculate rocts on the seedling than IBA; and whole MS medium
added of NAA (1mg/L) provided an in vitro suitable rooting of the guarirobeira
seedling in every phase of thizogenesis.

Key words: rooting, guariroba, gueroba, guarirobeira, Syagrus, NAA, IBA ,
micropropagation
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3 INTRODUCAO

A habilidade dos tecidos das plantas em produzirem raizes depende de
interagdes de diferentes fatores endogenos e exogenos (Németh, 1986). Portanto,
folhas jovens e gemas ativas sio fontes de auxina e intensificam o enraizamento.
Para a plantula da guarirobeira, que nfio conseguiu um enraizamento de forma
natural, caracterizando-se também como uma palmacea de dificil enraizamento
in vitro, o efeito de estimulagdo pode ser parcial ou integralmente substituido
por auxmas exogenas (Jarvis,1986), como ocorre principalmente em espécies
lenhosas de dificil enraizamento (Assis e Teixeira, 1998).

Desta forma, adigdo de reguladores de crescimento, tipo auxina, tem a
finalidade de suprir as provaveis deficiéncias dos teores endégenos de
horménios dos explantes.

O trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de ANA e AlIB in vitro
no comprimento médio das raizes e pesos das matérias secas das partes aérea e
raizes da plantula da guarirobeira [ Syagrus oleracea (Mart,) Becc.).

4 REFERENCIAL TEORICO

As técnicas de cultura de tecidos vegetais envolvem o cultivo asséptico
de tecidos e drgdos, com a regeneragdo completa da plintula (Murashige, 1974).
A rizogénese in vitro ocorre em 3 fases: indugdo, iniciacio e
alongamento (Grattapaglia e Machado, 1998) ou conforme Went e Thimann
(1937); Mc Gwire, Albert e Shutak (1969), em 2 fases: indu¢io que requer
auxina para étima formagdo das raizes e a segunda, que compreende a iniciagio

.....

niveis elevados.
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Para Thorpe (1980), em algumas espécies de plantas, simplesmente a
eliminag3o das citocininas exogenas tem sido suficiente para induzir a formagdo
do sistema radicular. Porém, o tratamento de espécies de dificil enraizamento in
vitro, através da aplicagio de auxina, apresemta vamtagens, tais como:
antecipagdo da indugdo; maior nimero, qualidade e uniformidade das raizes
(Gaspar e Hofinger, 1988).

Quanto ao ambiente para o enraizamento, este pode ser efetuado in vitro
ou in vivo. No entanto, depende da espécie, gendtipo e disponibilidade de casa
de vegetagio com nebulizador automatico (Grattapaglia e Machado, 1990).

As bases fisiologicas das diferencas, como no caso da reduzida
capacidade de indugio de enraizamento pelo AIA, quando comparado a0 ANA e
ao AIB, sdo atribuidas, segundo Leopold e Kriedermann (1975), aos diversos
mecanismos metabélicos que a planta possui para reduzir ou anular os efeitos do
AIA através da conjugacio e/ou destruicio. Além disso, o AJA apresenta
problemas na sua estabilidade em fungdo do efeito da luz, que provoca a sua
degradacio.

O acido 3-indolacético (AIA) é a auxina natural mais encontrada nas
plantas, tanto na forma livre como conjugada. A partir de sua descoberta, testes
com os anilogos, assim como o 4cido indolbutirico (AIB) e acido
naftalencacético (ANA), comprovaram o grande efeito na promogdo do
enraizamento, sendo caracterizados como auxinas sintéticas (Leopold e
Kriedemann, 1975).

Os reguladores de crescimento mais utilizados em diversas espécies de
citros sio ANA e AIB, nas seguintes concentragdes: Citrange carrizo: 1,0 mg/L
de ANA (Kitto e Young, 1981); Citrus grandis: 0,25 mg/L de ANA e 0,25 mg/L
de AIB( Chatuverdi e Mitra, 1974); e Citrus sinensis, C. aurantium e Citrange
troyer: 0,5 mg/L de ANA (Bouzid, 1986). Em trabalhos de propagagdo
vegetativa, o AIB ¢ utilizado com frequéncia devido, notadamente, a sua
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estabilidade; maior espectro de agfio em diferentes espécies; e menor fitotoxidez
em plantas lenhosas (Proebsting, 1984). AIB tem sido o fitorregulador, entre as
auxinas, mais utilizado na indugiio da rizogénese in vitro, notadamente em
espécies lenhosas. Sriskadarajah, Mullins e Nair (1982) reportam que
conseguiram promover o enraizamento em uma cultivar de macieira de dificil

enraizamento, usando 10 UM de AIB.

- Drew, MacComb e Considine (1991) num experimento com Carica
papaya L. in vitro, usando, como regulador de crescimento, AIB, ANA e PCPA,
verificaram que o AIB foi o que permitiu maior percentual de enraizamento e
namero de raizes por broto do mamoeiro. Winnaar (1988) cbservou que ramos
de mamoeiro micropropagados através de tecido adulto, quando na presenca de
AlA, nio enraizavam, mas, em presen¢a de ANA enraizavam, contudo com
pequena intensidade, porém, quando se utilizou o AIB, houve um bom
enraizamento.

Para Al-Salih et al.(1987), as plintulas da palmacea tamareira (Phoenix
dactylifera L.) regeneradas em cultura in vitro sio geralmente menores, mais
finas e fracas. Por isso, as plantulas morreram quando transplantadas para o solo,
provavelmente devido a auséncia de diferenciagio das células da raiz,
ocasionada por deficiéncia de reguladores de crescimento.

Altas concentragdes de sais tendem a inibir todas as fases do
enraizamento (Grattapaglia ¢ Machado, 1990). Desta forma, para as diferentes
espécies, uma altenincia de meios mais concentrados na fase de indugiio e mais
diluidos para o alongamento das raizes é uma pratica comum (Gupta Mehta e
Mascarenhas, 1991; Drew, 1988).

Conforme Travers, Starbuck e Natarella (1985); Zimmerman e Broome
(1981), para que ocorra um bom enraizamento em porta-enxerto de macieira, o
meio de cultura deve apresentar a concentragio de sais de MS reduzida pela
metade.
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5 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais da Universidade Federal de Lavras-MG (UFLA).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 2
tratamentos, 10 repetiges, cada parcela constituida de 2 tubos de ensaio e uma
plintula (idade de 60 dias), podada a 2 cm de altura por tubo. Os tratamentos
foram, a saber: T1: MS-completo (Murashige e Skoog, 1962) + ANA-Img/L; e
T2: MS-completo +AIB-1mg/L.

Os meios de cultura, conforme cada tratamento, tiveram o pH ajustado
para 5,71 0,1; a sacarose na quantidade de 30 g/L, e como antioxidante, acido
ascdrbico-100mg/L; com a solidificagio efetuada com agar a 0,7%. Cada tubo
de ensaio (25x250 mm) recebeu a dose de 20 mL do meio e foi fechado com
tampa plastica, posteriormente, foi submetido 4 autoclavagem a temperatura
de 121 °C durante 20 minutos, a uma pressio de 1 atm.

No experimento foram  utilizados como  explante, plantulas
uniformizadas previamente e podadas aos 60 dias de idade, na cimara de fluxo
laminar, com altura de 2 cm, usando um bisturi devidamente esterilizado (lavado
em é4gua destilada e autoclavada e em seguida flambado, apés cada corte). As
plantulas podadas foram estabelecidas na cimara de fluxo laminar, apés a
lavagem por 4 vezes em agua destilada, autoclavada, e o tubo foi fechado com
tampa plastica e a borda foi vedada com filme plastico.

Os tubos foram mantidos em sala de crescimento, com fotoperiodo de
16 horas, e uma intensidade luminosa de 25 g molm?s”, fomecida por
limpadas do tipo fluorescente branca fria e 4 temperatura controlada de
26+ 1°C.

As caracteristicas avaliadas foram: comprimento médio da  raiz (em
cm); e pesos médios das matérias secas da parte aérea e da raiz (em g). Todas as
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caracteristicas foram avaliadas aos 75 dias apés o estabelecimento. Os dados
foram transformados para raiz quadrada de X+0,5 (Banzatto e Kronka,1992).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resumo das anilises de varidncia para as varidveis matéria seca da
parte aérea, bem como comprimento médio e matéria seca da raiz, encontra-se
na Tabela 6. Verifica-se que houve diferenga altamente significativa para as
caracteristicas comprimento médio e matéria seca das raizes da plintula da
guarircbeira submetida a doses de ANA (1,0 mg/L) e AIB(1,0 mg/L), e para
matéria seca da parte aérea houve diferenca significativa.

TABELA 6. Resumo das anilises de varifincia para comprimento médio da
raiz, ep&sosmédiosdasmatéﬁassemsdaspart&saémemizos,
obtidas no experimento sobre efeitos de ANA e AIB no
enraizamento in vitro, da guarirobeira [Syagrus oleracea (Mart)
Becc.]. UFLA, Lavras, MG, 2000.

Quadrados médios
Causas da G.L. Comprimento Matéria seca da Matéria  seca
varia¢do médio raiz (cm) parte aérea (g) da raiz
ANAe AIB 1 889735 0,01822 0,03831
Residuos 18 0,15717 0,00264 0,00127
Coef. variagao(%) 21,97 6,10 4,72

** * _ Significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade, respectivamente,
pelo teste F.
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Houve diferenca significativa para comprimento médio das raizes e
matérias secas das raizes e da parte aérea (Figura 19 e 20). Os dados obtidos
mostram que o ANA (1,0 mg/L) foi o regulador de crescimento mais eficiente
do que o AIB (1,0 mg/L), haja visto que proporcionou um comprimento médio
das raizes superior ac AIB (1,0 mg/L), de 4,81 cm; um peso de matéria seca das
raizes de 0,13 gramas por plintula da guarirobeira, tendo também para matéria
seca da parte aérea um ganho de 0,10 gramas/plintula (Figura 19 e 20).

Pelos experimentos efetuados, foi possivel evidenciar que a plintula da
guarirobeira ndo formou raiz fasciculada in vitro, naturalmente. Por isso, foram
avaliados os reguladores de crescimento da classe das auxinas mais
recomendados para espécies lenhosas de dificil enraizamento, sendo portanto, o
AIB e ANA (Leopold e Kriedermann, 1975), pois os fitorreguladores, tipo
auxina, para algumas espécies, sdo exigidos somente na fase de indugdo e
podem ser inibitorio nas fases seguintes (iniciag3o e alongamento) ou exigidos
em doses elevadas também, nestas fases na rizogénese (Went e Thimann, 1937,
Mc Gwire, Albert e Shutak, 1969; Grattapaglia e Machado, 1998), podendo
OCOTTer in vitro ou ex vitro (Murashige, 1974; Grattapaglia e Machado, 1998), as
doses mais indicadas sdo, para algumas espécies, Citrange carrizo 1,0 mg/L de
ANA (Kitto e Young, 1981); Citrus grandis- 0,25 mg/L e 0,25 mg/L de
AIB(Chatuverdi e Mitra, 1974); Citrus sinensis- 0,5 mg/L de ANA (Bouzd,
1986); macieira- 10 UM de AIB (Sriskadarajah, Mullins e Nair, 1982). O
fitorregulador mais utilizado devido a estabilidade, maior espectro de agdo e
menor fitotoxidez, é o AIB (Proebsting, 1984; Drew, McComb e Considine
(1991). Também em trabalho realizado com ramos de mamoeiro
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micropropagados com ANA, houve pequeno enraizamento e com AIB, houve
um bom enraizamento (Winnaar,1988). Entretanto, com a plantula da
guarirobeira ocorreu exatamente o contrario, pois somente com a utilizagdo de
ANA (1,0 mg/L) no meio, é que se promoveu um enraizamento adequado,
tendo, portanto, uma diferenga significativa para comprimento e matéria seca
das raizes em relagiio ao AIB (1,0 mg/L) (Figura 19 e 20). Para a caracteristica
peso da matéria seca da parte aérea, apesar da diferenga ser significativa, no
entanto, o ganho foi de somente 0,10 gramas de matéria seca/plintula da
guarirobeira, caracterizando que as auxinas (AIB e ANA) ndo se diferenciam
muito, quanto ao efeito na parte aérea da plantula da guarirobeira, mas mesmo
assim, o ANA foi significativamente superior a0 AIB nas condi¢des de
condugiio deste experimento (Figura 19).
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FIGURA 19. Efeito de ANA(Img/L) e AIB(Img/L) sobre a produgio de
matérias secas das raizes e parte aérea da plintula da guarirobeira,
in vitro (As médias seguidas de letras iguais nio diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5%). UFLA, Lavras, MG, 2000.
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FIGURA 20. Efeito de ANA (1mg/L) e AIB (Img/L) sobre o comprimento
médio das raizes da guarirobeira, in vitro (As médias seguidas
de letras iguais n3o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%).
UFLA, Lavras, MG, 2000.

Isso mostra que, para o enraizamento in vitro da plantula da guarirobeira
0 ANA € mais eficiente do que o AIB (Figura 21), quanto 3 indugiio, iniciagio
e alongamento na rizogénese, o fitorregulador ANA (1,0 mg/L) provavelmente
ndo afetou, como ocorre em outras espécies lenhosas, as fases de iniciagdo e
alongamento (Thorpe, 1980; Gaspar e Hofinger, 1988) quando presente no meio
até a fase final, pois na plintula da guarirobeira as raizes desenvolveram
adequadamente. Para Grattapaglia e Machado (1990), altas concentragdes de
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FIGURA 21. Efeito do ANA na obtengdo de raiz fasciculada, in virro em

relacdo ao AIB nas plantulas de guarirobeira. UFLA, Lavras, MG,
2000.

111



sais inibem as fases do enraizamento, sendo, portanto, recomendado meio de
cultura com concentra¢do normal na indugdo e diluido para alongamento das
raizes (Gupta Mehta e Mascarenhas, 1983; Drew, 1988). Desta forma, Travers,
Starbuck e Natarella (1985); Zimmerman e Broome (1981) conseguiram um
bom enraizamento em porta- enxerto de macieira com o meio MS, 3 meia forca
(50% da concentragdo). Os resultados obtidos para o enraizamento da plintula
guarirobeira foram discordantes dos relatados pelos autores acima citados, pois
o meio utilizado no experimento de avaliagiio de fitorreguladores (ANA e AIB)
para o enraizamento da plantula da guarirobeira foi 0 MS-completo, presente por
um periodo de 75 dias, ou seja, durante as 3 fases do processo rizogénico
(indugdo - iniciagdo - alongamento).

7 CONCLUSOES

-0 ANA foi eficiente na formagdo de raizes fasciculadas in vitro na plantula da
guarirobeira;

-0 AIB foi ineficiente na rizogénese da plintula da guarirobeira;

- O ANA promoveu uma maior produgio de matérias secas das partes aérea e
da raiz e um maior comprimento de raiz fasciculada na plantula da guarirobeira
do que 0 AIB; e

-0 meio MS-completo, acrescido de ANA, proporcionaram um enraizamento

adequado, in vitro, da plantula da guarirobeira em todas as fases da rizogénese.
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CONSIDERACOES GERAIS

As pesquisas efetuadas até o momento com relagiio ao género Syagrus
sdo muito reduzidas, e se tratando da guarirobeira (Syagrus oleracea), menos
estudos foram realizados. Contudo, para as palmeiras produtoras de palmito
normal, tais como: pupunheira (Bactris gasipaes), seafdrtia (Archontophoenix
alexandrae), agaizeiro (Euterpe oleracea) e jucara (Euterpe edulis), algumas
pesquisas esporadicas foram procedidas, com relagdo a botinica, produgio de
mudas in vivo e in vitro, germinacdo de semente, dorméncia e avaliacio da
qualidade de palmito. ,

A oxidagdo do explante é um problema muito sério na guarirobeira, por
isso, foram avaliados diversos antioxidantes para o cultivo in vitro, e concluiu-
se que o mais eficiente foi o acido ascérbico, seguido pelo carvio ativado,
também o ambiente escuro-14 dias, proporcionou uma redugio parcial na
oxidacdo no explante da guarirobeira.

A contaminag3o por fumgos saprofiticos do fruto semente e embrifo da
guarirobeira, dificultaram grandemente os trabalhos até que se obtivessem
mecanismos para o controle da contaminagdo in vitro dos fungos. Desta forma, a
maneira mais eficiente para solucionar o problema da contaminagdo foi a
combinacdo do uso de alcool etilico-70% no fruto semente e benomyl no
embrido, antes da inoculagdo.

A utilizagio da conjugacio de MS, BAP ¢ TDZ em diferentes
concentra¢des, foi efetuada visando avaliagio do comportamento do embrido da
guarirobeira in vitro, quanto ao crescimento e desenvolvimento da plantula com
perfilhamento (brotagdo lateral), mimero, tamanho de folhas e matéria seca da
plantula para obten¢io precoce de gendtipos superiores, visando futuramente a
produgdo de matrizes e/ou mudas para o plantio comercial para obtengiio de
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palmito. Apesar, de nio ter havido o perfilhamento nas dosagens avaliadas de
BAP e TDZ, as pesquisas com relacdo a esta varidvel s3o altamente promissoras,
usando outras dosagens bem como a combinagdo destas citocininas.

A plantula da guarirobeira é de dificil enraizamento in vitro, por isso,
avaliou-se 0 ANA e AIB, quanto ao tamanho, peso seco da matéria seca da raiz
fasciculada e verificou-se que o ANA, proporcionou um enraizamento
adequado in vitro da plantula da guarirobeira.

Dos mecanismos utilizados para quebra do fruto semente, sem danificar
o embrido da guarirobeira, o que se redundou em grande eficiéncia, foi o uso de
2 (dois) paralelepipedos( um pequeno, para bater e outro grande com depresséo
para alojar o fruto semente), o rendimento foi de 3 (trés) frutos sementes
quebrados para obtengdo de 1 (um) embrido normal para os experimentos.
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