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Viabilidade e germinacgao in vitro de
embrides zigoticos de caiaué

Eduardo José Dias da Silva’
Daniele Simdes Araujo’
Cibelle Azamora dos Santos?
Ricardo Lopes?®

Pamela Keiko Harada*

Alex Queiroz Cysne®

Resumo — A germinacédo in vitro de embrides zigéticos de caiaué
pode reduzir o tempo e o custo quando comparada a germinagao
convencional, pois nao requer a quebra de dorméncia. O objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos de gendtipo e meio de cultura na
germinagdo in vitro de embrides de caiaué. Avaliou-se a germinacao
in vitro de quatro gendtipos de caiaué (Maués, Manicoré, Amarati e
Careiro) e trés meios de cultura (MS, OPCM e Y3), com e sem fosfo-
ro. Empregou-se o delineamento inteiramente casualizado, esquema
fatorial triplo, com quatro repeti¢cdes. Antes, na inoculagéo in vitro,
avaliaram-se a viabilidade e o vigor dos embrides pelo teste do tetra-
zdlio (TZ). O efeito de gendtipos foi significativo, ja o meio de cultura
e a presenca de fésforo ndo influenciaram na germinacao dos embri-
Oes. A viabilidade e o vigor dos embrides avaliados pelo teste de TZ
apresentaram alta correlagdo com a germinagéo dos embrides.

Termos de indexagdo: Elaeis oleifera, propagacgdo in vitro, cultura de
tecidos de plantas.
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Viability and in vitro germination of caiaué zygotic
embryos

Abstract — In vitro germination of caiaué zygotic embryos can re-
duce time and cost when compared to conventional germination be-
cause it does not require the break dormancy. The aim of this study
was to evaluate the genotype and culture medium effect on in vitro
germination of caiaué zygotics embryos. In vitro germination of four
genotypes (Maués, Manicoré, Amarati and Careiro) and three cultu-
re medium (MS, OPCM and Y3), with and without phosphor, were
evaluated. An experiment in completely randomized design, in a tri-
ple factorial scheme, with four replications was use. Before in vitro
inoculation, the viability and vigor of the embryos were evaluate by
the tetrazolium test (TZ). The genotypes effect was significant whilst
culture medium and phosphor presence does not influenced the em-
bryos germination. The embryos viability and vigor analysed by TZ
test showed high correlation with embryos germination.

Index terms: Elaeis oleifera, in vitro propagation, plant tissue culture.

Introducgao

O caiaué (Elaeis oleifera), espécie de origem americana, é citado
como a unica fonte de resisténcia genética ao amarelecimento-fatal
(AF), anomalia que ameaca a dendeicultura latino-americana dado
o alto grau de letalidade a palma de éleo africana (E. guineensis),
sendo esta a principal fonte mundial de 6leo vegetal (USDA, 2019).
Além disso, o caiaué se destaca pelo menor crescimento em altura,
qualidade do 6leo e menor atratividade as pragas, como desfolhadoras
e brocas. Considerando suas caracteristicas de interesse para o
melhoramento da palma de 6leo africana e a possibilidade de geracao
de hibridacdo com essa espécie, o caiaué tem sido explorado nos
principais programas de melhoramento genético da espécie africana.



Melhoramento Genético

Em condi¢des naturais, as sementes do género Elaeis, ao qual
pertence o caiaué, apresentam baixas taxas de germinacao e podem
demorar anos, principalmente devido a dorméncia manifestada apos
a maturacao fisiolégica. A dorméncia no caiaué ocorre em razao
da resisténcia mecanica do endocarpo, que possui consisténcia
dura e densa. Também é influenciada pela absor¢do de oxigénio,
que limita o alongamento do embrido. A quebra de dorméncia das
sementes da espécie tem sido realizada pelo método do calor seco
(Lima et al., 2017). Embora apresente bons resultados, esse método
requer procedimentos que demandam em torno de 4 a 5 meses
para obtengcdo de sementes germinadas. A germinacgao in vitro de
embrides zigoticos de caiaué pode ser uma estratégia viavel para
acelerar e reduzir o custo da germinacao de suas sementes, uma
vez que sao eliminados por essa técnica os fatores que determinam
a dorméncia.

Apesar de as bases fisioldgicas da propagacgao vegetativa via
cultura de tecidos de plantas serem as mesmas para a maioria das
espécies, e sendo bastante exploradas e promissoras para a palma
de dleo africana (Scherwinski-Pereira et al., 2010), ainda n&o existem
protocolos para germinagdo de embrides de caiaué.

Protocolos eficientes e reproduziveis para germinagao in vitro
de embrides de caiaué podem, além de ser aplicados na produgao
comercial de mudas, ser utilizados para multiplicagao de gendtipos de
interesse para a conservagao e o melhoramento genético da espécie,
bem como para a obtencado de plantulas em condigbes assépticas
para estudos in vitro.

Antes da germinagcdo das sementes de caiaué pelo método
convencional ou germinacao in vitro dos embrides € importante
conhecer a viabilidade e o vigor das sementes/embrides utilizando
métodos de rapida resposta e baixo custo, por exemplo, o teste de
TZ. Esse teste tem como objetivo determinar a viabilidade e o vigor
de sementes e pode ser aplicado individualmente ou em lotes. E

81



82

Anais da XVI Jornada de Iniciagéo Cientifica da Embrapa Amazénia Ocidental

utilizado, principalmente, em sementes que apresentam dorméncia,
recalcitrancia e as que germinam lentamente em testes de rotina
(Brasil, 2009). Existe recomendacgado do teste de TZ para analise
de viabilidade e vigor de sementes de palma de 6leo (Green et al.,
2016), mas é necessario validar o protocolo para o caiaué, espécie
para a qual ainda nao foi utilizado.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do gendtipo e do
meio de cultura na germinacao in vitro de embrides zigbticos de
caiaué e verificar o potencial de uso do teste do tetrazdlio na analise
de viabilidade e vigor dos embrides de caiaué.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos
de Plantas da Embrapa Amazénia Ocidental, Manaus, Amazonas.
Os embrides zigoticos foram excisados de sementes coletadas de
plantas de caiaué do Banco de Germoplasma de Elaeis da Embrapa
Amazénia Ocidental, localizado no Campo Experimental do Rio
Urubu, Rio Preto da Eva, AM. Foram coletadas sementes de quatro
diferentes gendtipos distinguidos pelas origens: Manicoré, Maués,
Amatari e Careiro.

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial triplo com quatro genétipos (Amatari,
Careiro, Manicoré e Maués) x trés meios de cultura (MS, OPCM e Y3)
x duas doses de fésforo (0 e 170 mg L), com quatro repetigdes,
sendo a unidade experimental representada por dez embrides.

Para a extracdo dos embrides, primeiro foi realizada a quebra
manual do endocarpo das sementes, permanecendo a améndoa
com o embrido, que foi extraido com auxilio de lamina de bisturi e
pinga. Imediatamente apds a extragdo dos embrides foi realizado
o teste de TZ, seguindo as recomendacodes de Green et al. (2016),
utilizando quatro amostras de 25 embrides de cada gendtipo, e obtido
o percentual de viabilidade e vigor dos embrides de cada gendtipo.



Melhoramento Genético

No estabelecimento do experimento de germinagao in vitro
inicialmente foi realizada a desinfestacdo da améndoa + embrido
por imersdo em hipoclorito de sédio 50% por 10 minutos, seguida
por enxague em agua corrente. Apos a desinfestacédo, os embrides
foram extraidos da améndoa e imersos em solugao de hipoclorito de
sédio (5% de cloro ativo) por 5 minutos e lavados trés vezes em agua
destilada autoclavada e em seguida inoculados nos meios de cultura
de acordo com os tratamentos estabelecidos. Utilizaram-se os meios
de cultura MS (Murashige; Skoog, 1962), OPCM (Heedchim, 2014) e
Y3 (Eeuwens, 1976), com 0 e 170 mg L' de NaH,PO,, acrescidos de
sacarose (3%), carvao ativado (0,25%) e agar (0,7%). O pH do meio
foi ajustado a 5,8 antes da adi¢cao do agar. Apds preparo, 0s meios
foram esterilizados em autoclave a 121 °C a pressao de 1,2 atm por
15 minutos.

A inoculacdo dos embrides in vitro foi realizada em placas
de Petri com 1 cm de altura, 9 cm de didmetro e 30 mL de meio
de cultura, onde permaneceram por 30 dias. Apds esse periodo os
embrides germinados foram transferidos para frascos de vidro com
10 cm de altura, 5 cm de didmetro e 40 mL do meio de cultura onde
permaneceram por mais 60 dias para desenvolvimento da parte
aérea e do sistema radicular. A cultura in vitro foi conduzida em sala
de crescimento com temperatura de 25 °C £ 2 °C, mantendo os
explantes no escuro nos 7 primeiros dias apds a inoculagao in vitro e
por mais 83 dias com intensidade luminosa de 30-40 umol m? s obtida
com lampadas LED e fotoperiodo de 16 horas. Aos 30, 60 e 90 dias
apos a inoculacao in vitro dos embrides foi avaliado o percentual
de plantulas completas formadas, ou seja, com desenvolvimento
normal da parte aérea e radicular.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (Anova)
e as médias, comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05%). Antes
de realizar a Anova verificou-se a normalidade da distribuicdo dos
residuos pelo teste de Shapiro-Wilk (P<0,05%).
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Resultados

O efeito de gendtipo foi significativo, enquanto o meio de cultura
e fésforo nao influenciaram significativamente na germinacao in vitro
dos embrides (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da analise de variancia do efeito de gendtipos, meios de cultura e
fésforo na germinagao in vitro de embrides zigoticos de caiaué.

Fonte de variagao GL (@] F Probabilidade
Genétipo 3 31,45 13,42 0,0000*
Meio de cultura 2 3,82 1,63 0,2041ns
Fosforo 1 0,11 0,04 0,8327ns
Residuos 64 2,34
Total 87 CV =32,58%

* e ns, respectivamente, significativo e ndo significativo pelo teste F (p<0,05).

Os gendtipos das origens Maués e Manicoré apresentaram
taxas de germinagéao de 79,2% e 77,3% respectivamente, as quais
nao diferiram estatisticamente entre si e foram superiores as taxas de
germinagédo dos genotipos Amatari (61,4%) e Careiro (54,8%), que
nao diferiram estatisticamente entre si (Tabela 2).

Tabela 2. Médias do percentual de plantulas completas obtidas a partir da germina-
¢ao in vitro de embrides zigdticos de caiaué apos 90 dias da inoculagéo.

Genétipos Germinagao in vitro (%)
Maués 79,2 a
Manicoré 77,3 a
Amarati 61,4 b
Careiro 54,8 b

*Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si
(Tukey,P>0,05%)

Alta (99,7%) e significativa correlagdo entre a taxa de
germinagao in vitro e a viabilidade e o vigor dos embrides zigoéticos
de caiaué foi verificada (Figura 1).
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Figura 1. Viabilidade avaliada pelo teste do tetrazdlio (barra cinza) e germinacéo
in vitro (barra sem cor) de embrides zigoticos extraidos de sementes de diferentes
origens de caiaué.

Fonte: Dados obtidos pelos autores.

Discussao

O efeito significativo de gendtipos com diferenga entre as
taxas de germinacao in vitro indica que existe variagcdo para a taxa
de germinacao dos gendtipos de caiaué in vitro. Ja o fato de nao
serem significativos os efeitos do meio de cultura e da adigéo de
fésforo indica que qualquer um dos trés meios testados (MS, OPCM
e Y3) pode ser utilizado para germinacdo dos embrides, sem a
adicao de fosforo. Taxas similares de germinagéo devem ser obtidas
independentemente dos gendtipos, visto que nao houve interagao
entre gendtipo e meio de cultura ou fosforo.

A alta correlagéo (99,7%) entre os resultados de viabilidade e
vigor dos embrides pelo teste de TZ e da germinagao in vitro dos
embrides indica que o teste é eficiente para avaliar o potencial de
germinagao de lotes de semente de forma rapida, visto que demanda
menos de 24 horas para obtenc&do dos resultados, pode-se evitar
gasto com tempo e recursos utilizando lotes com baixo potencial de
germinagao.
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Conclusoes

Existe diferenca entre os gendtipos de caiaué para taxa de
germinacdo de embrides zigoticos in vitro. Tanto o meio de cultura
(MS, OPCM e Y3) quanto a presenca de fésforo ndo influenciam a
taxa de germinacao in vitro de embrides zigéticos de caiaué. Ja o
teste de TZ, recomendado para embrides zigodticos de dendé, pode
ser utilizado na analise da viabilidade e vigor de embrides zigoticos
de caiaué.
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