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Acdao inibitéria do endosperma na germinacao in vitro de embrido zigotico
de pinh&o manso

Inhibitory action of endosperm on in vitro germination of physic nut zygotic embryo

Vespasiano Borges de Paiva Neto"™ Fernando de Pieri Prando' Lennis Afraire Rodrigues'

Monica Cristina Rezende Zuffo!'

RESUMO

A busca por protocolos de micropropagacdo de
pinhdo manso tem resultado em relatos sobre dificuldades na
germinagdo in vitro de sementes recém colhidas. Nesse sentido,
levantou-se a hipotese da dorméncia estar relacionada com a
presenca do endosperma. Objetivando investigar a influéncia do
endosperma no desenvolvimento in vitro de embrides zig6ticos
de pinhdo manso, extratos puros e filtrados de endosperma de
sementes recém colhidas e armazenadas por 50 e 100 dias foram
adicionados ao meio MS, no qual foram colocados embrides
zigoticos isolados ou contendo endosperma. Foi possivel observar
que a presenca do endosperma junto ao embrido exerce uma
inibicdo a retomada do desenvolvimento do embrido. Ademais,
a adicéo de extratos do endosperma no meio de cultivo reduziu
sobremaneira o desenvolvimento dos embrides, evidenciando que
além de provavel inibi¢do fisica, o endosperma pode contribuir
com inibidores quimicos no processo de germinagdo. Essas
observacdes estdo baseadas no perfeito desenvolvimento dos
embrides, quando estes foram adicionados isolados ao meio MS,
desprovido do extrato.

Palavras-chave: Jatropha curcas, crescimento, dorméncia,
fisiologia da semente.

ABSTRACT

Researches on physic nut micropropagation
have resulted in reports about difficulties in the process of in
vitro germination of fresh seeds, and we hypothesized that this
dormancy is related to endosperm presence. Aiming to investigate
the influence of the endosperm presence on in vitro development
of zygotic embryos of physic nut, pure and filtered extracts of the
endosperm of newly harvested and stored seeds for up to 100
days were added to MS medium, in which zygotic embryos were
added alone or attached to the endosperm. It was observed that
the endosperm presence attached to the embryo seems to establish
dormancy to the restart of the embryo development. Moreover,
addition of endosperm extracts into the MS medium greatly reduced

Sebastido Ferreira de Lima'

the embryos development, supporting the idea that in addition to
probable inhibition physics, the endosperm may contribute to
chemical inhibitors in the germination process. All these idea were
supported by perfect embryo development when it was added to MS
medium without endosperm structure or extract.
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INTRODUCAO

O pinhdo manso (Jatropha curcas L.)
¢ uma planta oleaginosa da familia Euphorbiaceae
e essa espécie tem como destaque sua rusticidade,
além de ser perene, tolerante a seca e adaptavel a uma
vasta gama de ambientes e condigdes edafoclimaticas
(SATURNINO et al., 2005). Esta espécie apresenta
muitas atribui¢des, multiplos usos e consideravel
potencial energético, considerando a qualidade e
quantidade de 6leo em suas sementes, entre 25 a 40%,
superior ao da maioria das oleaginosas utilizadas no
mercado de biocombustiveis (ARRUDA et al., 2004).
Sendo assim, ¢ explicito o interesse pela espécie
para producdo de biocombustiveis, entretanto, sua
propagacdo possui problemas que limitam a expansao
da cultura, como plantios desuniformes, com uso de
sementes, ¢ a necessidade de ramos grandes para
obtengdo de estacas. Nesse contexto, pesquisas a
respeito de multiplicagdo in vitro da espécie sdo
imprescindiveis (NUNES et al., 2008), inclusive pelo
fato da necessidade de protocolos de regeneragdo
eficientes para a obtengdo de plantas geneticamente
modificadas, como tem sido pesquisado em diversos
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paises (LI et al., 2008; MISRA et al., 2012). Ademais,
pesquisas envolvendo o entendimento da expressdao
proteica (proteoma) no embrido e endosperma de
sementes de pinhdo manso tém sido conduzidas (LIU
et al., 2009; BOORANASRISAK et al., 2013).

As sementes de pinhdo manso possuem,
além do embrido como responsdvel pela formacao
da nova planta, um endosperma com fun¢ao nutritiva
e o tegumento para proteger as demais estruturas
da semente contra estresses bidticos e abioticos.
Morfologicamente, o embrido e o endosperma sdo
bastante distintos, pois, enquanto o primeiro tornou-
se uma estrutura lamelar, o segundo tornou-se
hipertrofiado (LIU et al., 2009).

NUNES (2007) observou que a
manutencdo do endosperma inibe a germinagdo
de sementes imaturas in vitro, o que nos leva a
hipotese de que o endosperma seja responsavel
pelo fornecimento de inibidores que impedem
o desenvolvimento do embrido. Pesquisas com
endosperma de sementes mostraram que esse tecido
inibe a protrusdo de radiculas de muitas angiospermas
(IGLESIAS-FERNANDEZ & MATILLA, 2010).
Segundo JOKER & JEPSEN (2003), sementes de
pinhao manso recém-colhidas apresentam dorméncia
e necessitam de um periodo de repouso pds-colheita
antes de germinar. Por outro lado, as sementes secas
germinam normalmente sem nenhum pré-tratamento,
entretanto, de acordo com SEVERINO et al. (2006),
ha perda do poder germinativo apds alguns meses de
armazenamento da semente.

A deteccdo da presenca de inibidores
nas sementes de pinhdo manso tem fundamental
importancia, visando ao tratamento das sementes para
fins de estimulo a germinagdo, tanto para a dinamica
de degradacdo ao decorrer do armazenamento.
WINDAUER et al. (2012) afirmam que uma limitag@o
importante para germinagdo em pinhao manso estd
relacionada com a alta sensibilidade exibida por essas
sementes a escassez de agua: esse fator pode ndo sé
evitar a germinacao por si s0, mas também pode atrasar
suficientemente a germinagdo, por permitir a indugao
de dorméncia secundaria, em caso de exposi¢cdo
prolongada a temperaturas que possam desencadear
esse processo. No entanto, MUKHERJEE & JHA
(2009) buscaram, na cultura de embrides zigoticos,
uma alternativa para minimizar os efeitos da dorméncia
de sementes e, com isso, facilitar os programas de
melhoramento genético da espécie.

O objetivo deste trabalho foi verificar a
influéncia do endosperma na germinagao in vitro de
embrides de sementes maduras ou armazenadas de
Jatropha curcas.

MATERIAL E METODOS

Obtengao das sementes — Foram utilizadas
sementes de pinhao manso provenientes de plantas do
banco de germoplasma, estabelecido ha quatro anos
em area cedida pela Fundacao de Apoio a Pesquisa
Agropecudria de Chapadao, localizada no municipio
de Chapaddo do Sul-MS (Latitude: 18°41°33”sul
- Longitude: 52°40°45”oeste; Altitude: 810m;
precipitacdo média anual: 1850mm; Temperaturas
médias anuais: minima de 13 e maxima de 28°C). Os
frutos foram coletados no periodo de margo a junho de
2011 no estadio maduro (pericarpo amarelo) e, apds a
colheita, as sementes foram removidas manualmente
dos frutos e submetidas ao processo de secagem em
ambiente sombreado externo ao laboratorio, com
temperatura ¢ umidade ambientes. Posteriormente,
as sementes foram depositadas em sacos de papel
e mantidas a temperatura ambiente do laboratdrio
(274£3°C), durante a realizagdo dos experimentos.

Germinagdo in vitro de pinhdo manso
com diferentes tempos de armazenamento -
Foram utilizadas 80 sementes para cada tempo de
armazenamento (0, 50 e 100 dias), as quais tiveram o
tegumento removido com auxilio de bastdo de vidro.
Os endospermas de 40 sementes foram macerados em
gral de porcelana até produzir uma massa homogénea,
utilizando-se alcool etilico (P.A.) como extrator, na
propor¢ao de 3,0mL para cada 1,0g de macerado,
seguindo metodologia descrita por OLIVEIRA et al.
(2009). Em seguida, o extrato de endosperma obtido
foi levado a estufa com circulacdo forgada de ar por 20
horas, a uma temperatura de 40+2°C para evaporagao
do etanol presente na amostra. Metade desse extrato
de endosperma foi re-solubilizado com agua destilada
(9,21ml de agua para 1,0g de endosperma) e filtrada
a vacuo, utilizando kitassato com papel de filtro
(gramatura 80g m, maioria dos poros com 14um),
coletando-se o liquido filtrado para adiciona-lo ao
meio de germinacdo, compondo um dos tratamentos.
A outra metade do extrato desidratado foi diretamente
adicionada ao meio de germinagdo, compondo mais
um tratamento. Assim, os meios de germinagao foram
compostos pelos sais e vitaminas MS (MURASHIGE
& SKOOG, 1962), 100mg L' inositol, 30g L
sacarose, 5g L' agar, adicionados do extrato bruto
(T1) ou filtrado (T2) do endosperma macerado. Nos
demais meios de germinacao (T3 e T4), ndo foram
acrescidos extratos de endosperma. Os meios de
cultivo foram vertidos em frascos de vidro (250mL)
contendo 40mL de meio j4 com os respectivos
extratos adicionados e tiveram o pH ajustado em
5,840,1 antes da autoclavagem (121°C e 104KPa
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por 20min). Os embrides e sementes sem tegumento
foram entdo desinfestados, utilizando imersdo dos
embrides em hipoclorito de sddio (1% cloro ativo) por
2min e etanol 70% (v/v) por 1min; ¢ as sementes sem
tegumento em hipoclorito de sddio (3% cloro ativo)
por 2min e etanol 70% (v/v) por Smin, seguidos de
triplice lavagem com agua destilada e autoclavada, ja
em fluxo laminar.

A inoculagdo do material vegetal ocorreu
da seguinte forma: nos meios de germinagdo Tl
(extrato bruto), T2 (extrato filtrado) e T3 (auséncia
de extrato), foram inoculados embrides isolados; no
meio de germinagdo T4 (auséncia de extrato), foram
inoculados os embrides com endosperma intactos
(semente sem tegumento). Apds a inoculacdo, os
frascos foram mantidos por 30 dias em sala de
crescimento sob 16h de fotoperiodo, irradiancia
de 36pmol m? s! providas por duas lampadas
fluorescentes tubulares (Luz do Dia Especial, 20W,
Osram), e temperatura de 27+2°C.

Transcorridos 30 dias da montagem do
experimento de germinagdo, para cada periodo de
armazenamento, foram mensurados os comprimentos
da raiz principal e parte aérea das plantulas com
auxilio de régua, e também realizada a contagem do
numero total de folhas (expandidas e em expansdo).
Os tratamentos constituiram-se de quatro condi¢des
de germinacao (MS com extrato bruto de endosperma,
inoculado com embrido isolado; MS com extrato
filtrado de endosperma, inoculado com embrido
isolado; Meio MS, inoculado com embrido isolado;
Meio MS, inoculado com embrido + endosperma)
e trés tempos de armazenamento (0; 50 e 100 dias),
num fatorial 4x3, totalizando doze tratamentos. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado
com cinco repeticdes (frascos) por tratamento, em que
cada repeti¢do continha quatro estruturas propagativas
(embrido isolado ou embrido + endosperma). Os dados
resultantes das avaliagdes foram submetidos a analise
de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey (P=0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de varidancia (ANOVA) dos
parametros comprimento da raiz principal e nimero de
folhas das plantulas de pinh@o manso mostrou haver
diferenga significativa para os fatores condi¢des de
germinacdo (endosperma) e tempo de armazenamento
das sementes, sem haver interacdo significativa
(Tabela 1). Ja para o pardmetro comprimento da
parte aérea, além das diferengas significativas
detectadas para os fatores condigdes de germinagdo
(endosperma) e tempo de armazenamento das
sementes, a ANOVA mostrou interagdo significativa
entre tais fatores (Tabela 1).

Em trabalhos que envolvem a agdo de
extratos contendo compostos aleloquimicos, essa
diferenca de comportamento entre raiz e parte
aérea tem sido explicada pelo fato de a raiz ficar
continuamente em intimo contato com o meio de
germinacdo e, consequentemente, com os inibidores,
que por sua vez inibem o processo de divisao celular
(HOFFMANN et al., 2007; MAGIERO et al., 2009).

Os dados obtidos em todos os pardmetros
de crescimento analisados mostram que a presenga do
endosperma intacto junto ao embrido (T4), em meio
de germinagdo isento de extrato, foi capaz de inibir
completamente o processo de germinagdo, mesmo apos
100 dias de armazenamento da semente (Tabelas 2, 3 ¢ 4).
Essa resposta sinaliza que o endosperma exerce restrigéo
para retomada do crescimento do eixo embrionario. Essa
ideia de inibi¢ao fica mais evidente quando observada a
resposta do embrido isolado em meio isento de extrato,
ou seja, completamente livre dos efeitos do endosperma.
Nesse caso, 0 embrido tornou-se capaz de gerar plantulas
morfologicamente perfeitas de pinhdo manso (Tabelas 2,
3 e 4). Com isso, fica evidenciado o efeito inibitorio do
endosperma na germinagdo in Vitro do embrido zigdtico
de pinhdo manso.

Resultados semelhantes foram obtidos
por HANNACHI et al. (2011), quando esses

Tabela 1 - Resumo da analise de variancia para as médias de comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR) e niimero de
folhas (NF) de embrides de pinhdo manso, submetidos a diferentes condigdes de germinagdo (Cg), apds diferentes tempos de

armazenamento (T).

Quadrados Médios (QM)
Fonte de Variagao GL
CPA CR NF
Condigdes de germinagdo (Cg) 3 35,6872 ** 15,0570 ** 44,69722 **
Tempo (T) 2 8,59733 ** 3,19908 ** 2,60833 **
CgxT 6 1,61378 ** 0,81131 ns 0,59722 ns

** valor de F significativo em nivel de 1% de probabilidade de erro. ns — valores ndo significativos.
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Tabela 2 - Comprimento médio da parte aérea de plantulas provenientes de embrides zigoticos isolados ou ligados ao endosperma, obtidos de
sementes de pinhdo manso recém colhidas (pericarpo amarelo) ou armazenadas por 50 e 100 dias e germinados in vitro, em meio
de cultivo de Murashige & Skoog (MS), adicionados ou nao de extratos de endosperma puro ou filtrado. Chapadao do Sul, 2011.

Armazenamento (dias)

Condigdes de Germinagio

0 50 100
1- Ext. puro (embrido) 0,00 cB 0,00 cB 1,62 cA
2- Ext. filtrado (embrido) 1,03 bB 1,13 bB 2,11 bA
3- Ausente (embrido) 2,20 aB 2,42 aB 2,86 aA
4- Ausente (embrido+endosperma) 0,00 cA 0,00 cA 0,00 dA

Meédias seguidas pela mesma letra mintiscula na mesma coluna e seguida de letra maitscula na mesma linha néo diferem significativamente

pelo teste de Tukey a 5% probabilidade.

autores, trabalhando com dorméncia de sementes de
oliva selvagem (Olea europaea L. var. sylvestris),
observaram que a germinagdo do embrido isolado foi
sempre maior do que das sementes intactas, e que isso
pode ser atribuido aos efeitos inibitorios do tegumento
e do endosperma na germinago das sementes. Ainda,
segundo estes autores, tal dorméncia pode residir
principalmente no endosperma e parcialmente no
embrido. Dados apresentados por outros autores
também corroboram as observagdes registradas para
pinhdo manso, de que a remogdo do endosperma
traz beneficios para germinagdo in vitro do embrido,
conforme YOU et al. (2005) e MENDES et al.
(2008), os quais trabalharam com Eleutherococcus
senticosus e Citrus spp, respectivamente.
Adicionalmente, quando o embrido
isolado foi colocado em meio de germinagdo MS
contendo extrato Puro (T1) e extrato filtrado (T2) de
endosperma, todos os parametros analisados sinalizam
para inibi¢do quimica do processo de retomada do
crescimento do eixo embriondrio, principalmente
na presenca do extrato puro. Esse efeito tornou-se
menor com o armazenamento das sementes (Tabelas
2 ¢ 4), provavelmente, em func¢do da degradacdo das
substancias inibitorias. Esses resultados indicam que,
pelo menos em parte, o processo de inibigdo que o

endosperma parece exercer sobre o embrido deve-se a
fatores relacionados a dorméncia quimica. Ademais,
comparando as respostas dos embrides submetidos
aos extratos (T1 e T2) com aquela dos embrides com
endosperma intacto (T4), fica evidente que, além da
dorméncia quimica, o endosperma parece exercer
também dorméncia fisica contraria a retomada do
crescimento in vitro do eixo embrionario de embrides
zigbticos de pinhdao manso. SREENIVASULU et al.
(2009) afirmam que o endosperma de Podophyllum
hexandrum inibe temporariamente a germinagio da
semente desta espécie, semelhante ao verificado para
J. curcas no presente trabalho.

Pesquisas sobre o desenvolvimento
da semente sinalizam para uma importancia do
endosperma, ndo apenas como uma fonte de nutrientes,
mas como um integrante do desenvolvimento e do
crescimento da semente. Além de que diferentes
rotas de sinalizagdo estdo sendo descobertas entre
o embrido, o endosperma e o tegumento (BERGER
et al., 2006). Com isso, os dados obtidos sinalizam
a existéncia dessa estreita relagdo entre os diferentes
componentes dasemente de pinhdo manso naretomada
do processo de desenvolvimento e crescimento do
embrido durante o processo germinativo.

Tabela 3 - Médias do comprimento da raiz principal e numero de folhas expandidas de plantulas de pinhdo manso, oriundas de embrides
zigoticos, cultivados em diferentes condigdes de germinagdo, em meio de cultivo de Murashige e Skoog (MS). Chapadio do Sul-

MS, 2011.
Condigdes de Germinagao Comprimento raiz (cm) Folha expandida
1- Ext. puro (embrido) 0,12 be 0,07 b
2- Ext. filtrado (embrido) 0,50 b 0,23 b
3- Ausente (embrido) 1,56 a 2,53 a
4- Ausente (embrido+endosperma) 0,00 ¢ 0,00 b

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% probabilidade.
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Tabela 4 - Médias do comprimento da raiz principal (cm) e
numero de folhas expandidas de plantulas de pinhdo
manso, oriundas de embrides zigéticos, extraidos de
sementes armazenadas por 0, 50 e 100 dias,
cultivados em meio de cultivo de Murashige e Skoog
(MS), em diferentes exposi¢des ao endosperma.
Chapadao do Sul-MS, 2011.

Ar_mazenamento Comprimento raiz Nimero de folhas
(dias) (cm)

0 0,36 b 0,53 b

50 0,40 b 0,60 b

100 0,87 a 1,00 a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey a 5% probabilidade.

CONCLUSAO

A presenga do endosperma impede o
processo de germinagdo in vitro de sementes de pinhdo
manso desprovidas de tegumento, e por conseguinte,
sua remog¢do permite o perfeito desenvolvimento do
embrido in vitro, reforcando a ideia de dorméncia fisica.

A adicdo do extrato de endosperma
filtrado ou puro no meio de cultivo retarda o
desenvolvimento do embrido in vitro, sendo que o
tempo de armazenamento da semente reduz os efeitos
inibitorios do extrato.
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