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In vitro seeds germination and ex vitro plants development of algoddozinho-do-campo
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RESUMO

Este estudo teve por objetivo avaliar a assepsia,
quebra de dorméncia e germina¢do das sementes de
Cochlospermum regium in vitro e o desenvolvimento ex vitro
de plantas dessa espécie. Na assepsia das sementes, foram
utilizados benlate, hipoclorito de cdlcio e dcido sulfurico. A
superag¢do da dorméncia foi realizada com sementes imersas
em dcido sulfurico por diferentes periodos. Para verificar a
influéncia do tamanho das sementes na germinagdo, estas foram
classificadas em grandes (A=34,08mm?), médias (A=27,74mm?)
e pequenas (A=17,99mm?). No desenvolvimento de plantas ex
vitro, foram utilizados substratos areia ou solo de
Cerrado+esterco. Eficiente assepsia das sementes foi obtida com
a utilizagdo do dcido sulfurico. A imersdo por 146 e 144
minutos, para quebra de dorméncia, proporcionou maior
porcentagem de germinag¢do (63%) e IVG (0,78)
respectivamente — sem nenhuma contaminagdo. As sementes
maiores apresentam maior IVG (0,61) em relagdo a sementes
menores. Embora o desenvolvimento das plantas em solo de
Cerrado+esterco ou areia tenha sido semelhante, no primeiro
substrato, as mudas mostraram-se mais vigorosas.

Palavras-chave: Cochlospermum regium, Cerrado, propagagdo,
dorméncia, Cochlospermaceae.

ABSTRACT

This study was designed to conduct experiments
with germination and dormancy breaking in in vitro seeds of
Cochlospermum regium in vitro and evaluate the development
of plants ex vitro for this species. For the sterilization of seeds
introduced in vitro, were used benlate, calcium hypochlorite
and sulfuric acid. The break dormancy was realized with seeds
immersed in sulfuric acid for different periods. To check the

influence of seed size on germination, they were classified as
large (A=34.08mm?), medium (A=27.74mm?) and small
(A=17.99mm?). For the development of ex vitro plants were
used sand substrate or Cerrado soil + manure. Efficient
sterilization of seeds was achieved with the use of sulfuric acid.
The immersion for 146 and 144 minutes, to break dormancy,
showed higher germination rate and germination speed of
63% and 0,78 respectively - with no contamination. Larger
seeds germinated faster (0.61) than smaller ones. Though ex
vitro development of plants cultured in both substrates was
similar, plantlets cultured in soil + manure were more vigorous.

Key words: Cochlospermum regium, Cerrado, propagation,
dormancy, Cochlospermaceae.

INTRODUCAO

Cochlospermum regium, conhecida
popularmente por algodaozinho-do-campo, ¢ uma
espécie endémica do Cerrado, encontrada
preferencialmente em locais modificados pelo homem,
como estradas, ferrovias, entre outras (POPPENDIECK,
1981). E considerada espécie pioneira por ocorrer tanto
em areas abertas como em areas perturbadas (COELHO
et al., 2008). O extrato das raizes ¢ utilizado,
etnofarmacologicamente, para varias indicacdes, mas
principalmente para infec¢des do ovario e do sistema
reprodutivo feminino (TRESVENZOL et al., 2006;
SOUZA & FELFILI, 2006).
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Sementes dessa espécie apresentam
caracteristica ortodoxa, por tolerarem dessecacdo a
-20°C, e sdo consideradas dormentes devido a
presenga do tegumento duro que impede a
permeabilidade da dgua (KIRIZAWA, 1981; CAMILLO,
2008). Essa caracteristica esta provavelmente
relacionada ao déficit hidrico das estagdes de inverno
e outono do Cerrado, o que faz com que as sementes
de muitas das espécies presentes nesse bioma,
apresentem dorméncia neste periodo e iniciem a
germinagdo na estacdo chuvosa, momento em que as
condigdes ambientais sdo mais favoraveis a
sobrevivéncia da planta. Além disso, as sementes sdo
fotoblasticas neutras e a temperatura de 25°C ¢ a mais
adequada para a germinagdo (COELHO etal., 2008).

Considerando que a espécie ¢ coletada de
forma extrativista e que ndo ha estudos agrondmicos
suficientes que viabilizem o cultivo da planta em larga
escala, a produgdo de fitoterapicos industrializados a
partir de C. regium ¢ totalmente inviavel até o momento.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar a assepsia, quebra de dorméncia e germinagao
das sementes de C. regium in vitro e o
desenvolvimento ex vitro de plantas dessa espécie.

MATERIAL E METODOS

Frutos maduros de C. regium em estado de
deiscéncia foram coletados em locais de ocorréncia
natural da espécie, nos Estados do Mato Grosso, Goias
e Minas Gerais. As sementes foram beneficiadas
manualmente, armazenadas em sacos de papel kraft e
mantidos em cdmara fria a 5°C.

- Experimentos in vitro

Assepsia - Sementes de C. regium foram
submetidas a trés tratamentos para avaliar a assepsia
in vitro: 1) imersdao por duas horas em benlate
(C,HN,0,) 5% e 30 minutos em hipoclorito de célcio
(Ca(ClO),) 0,5%; 2) um minuto em écido sulfirico
(H,SO,) 98%, duas horas em benlate 5% e 30 minutos
em hipoclorito de célcio 0,5%; ou 3) um minuto em
H_SO,, duas horas em benlate 5%, 30 minutos em
hipoclorito de célcio 0,5% e 40 minutos em H,SO, 98%
(PA). As sementes permaneceram sob agitagdo em mesa
orbital a 90rpm e, quanto ao acido sulfurico, a imersao
foi estatica em capela de exaustao.

Superacdo da dorméncia - Para superagio
da dorméncia, as sementes foram imersas em H SO,
98% por 1, 20, 40, 80, 120, 160 ou 200 minutos. As
sementes, antes de serem utilizadas neste experimento,
permaneceram armazenadas em camara fria por seis
meses.

Influéncia do tamanho das sementes - As
sementes foram classificadas em pequenas, médias e
grandes (Figura 1A), a partir de medigdes de
comprimento e largura com paquimetro, submetidas ao
melhor tratamento de superacdo de dorméncia (120
minutos em H SO,) e inoculadas in vitro. Antes de
serem utilizadas neste experimento, as sementes
permaneceram armazenadas em camara fria por dez
meses.

Todas as sementes utilizadas para as
avaliagdes in vitro foram coletadas no més de agosto
de 2008, beneficiadas manualmente e formaram um tnico
lote que permaneceu armazenado em camara fria até o
momento de seu uso. Apds serem submetidas a assepsia
e/ou exposi¢do ao H SO, foram lavadas trés vezes em
agua destilada e autoclavada, em camara de fluxo
laminar. A seguir foram inoculadas em cubetas de vidro
contendo meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
suplementado com 30g L' de sacarose e gelificadas
com 2,5g L' de Phytagel®. Todas as sementes foram
mantidas em sala de crescimento com temperatura de
2542°C, intensidade luminosa de 25uMol m?s™! e
fotoperiodo ¢ 16 horas de luz: 8 horas de escuro.

Os parametros avaliados foram indice de
velocidade de germinagdo (IVG), porcentagem de
germinagdo, presenca ou auséncia de crescimento de
microorganismos enddgeno ou exdgeno entre a
semente ¢ o meio de cultura. As avaliagdes foram
realizadas diariamente por 40 dias. Foram consideradas
germinadas sementes com protrusdo radicular. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
com trés repetigoes ¢ dez replicatas, totalizando 30
sementes por tratamento.

- Desenvolvimento de plantas ex vitro

Sementes de C. regium (22 replicatas de 25
sementes = 550) imersas em H,SO, (98% PA) por 120
minutos foram posteriormente lavadas com agua
destilada e autoclavada, colocadas em caixas do tipo
gerbox contendo vermiculita e mantidas em fitotron
Marconi MA1403/UR (temperatura de 27°C e umidade
relativa de 80%). Apos germinagdo, plantulas com
presenca dos cotilédones foram transferidas para vasos
de 3L de capacidade contendo areia ou solo de
Cerradotesterco (Tabela 1) os quais foram depositados
em casa de vegetacdo. As irrigagdes foram realizadas
diariamente ao final da tarde com agua sem nenhum
tratamento. As plantas permaneceram em vasos por
oito meses e foram avaliadas quanto a altura da parte
aérea, a quantidade de folhas, ao comprimento e
diametro da raiz, a porcentagem de plantas com raiz
maior que parte aérea e peso fresco e seco da parte
aérea e raiz. O delineamento experimental foi
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Figura 1 - (A) Tamanhos de sementes de C. regium separados visualmente. A=Sementes grandes/ B=Sementes médias/
C=Sementes pequenas. (B) Tipo de plantulas referente a relagdo tamanho parte aérea/raiz. A=plantulas Tipo
1; B=Plantulas Tipo 2; C=Plantulas Tipo 3.

inteiramente casualizado, composto de quatro
repetigdes com trés replicatas, totalizando 12 plantas
por tratamento.

Os resultados obtidos foram submetidos a
ANOVA, sendo as médias comparadas pelo teste Tukey
a 5% de significancia e, quando necessario, a analise
de regressdo com o auxilio do programa SISVAR
(FERREIRA, 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

- Experimentos in vitro

Todos os tratamentos utilizados foram
eficientes para eliminar contaminagéo superficial das
sementes in vitro. Essa eficiéncia certamente esta
relacionada a caracteristica da semente, que se
apresenta lisa e sem reentrancias, o que certamente
facilitou a descontaminag@o. As sementes submetidas
aos tratamentos com hipoclorito de célcio, benlate e
um minuto em H SO, apresentaram dorméncia e ndo
germinaram no periodo de 40 dias. Segundo KIRIZAWA
(1981), o tegumento duro das sementes de C. regium
dificulta a permeabilidade da agua, ocasionando a

dorméncia. Durante a assepsia, a utilizagdo do H SO,
por 40 minutos estimulou a germinagdo de 56,6% das
sementes (£11,54) e 0 IVG foi de 0,26 (£0,05) (Tabela 2).
A porcentagem de germinagdo ¢ o IVG
variaram de forma quadratica em func¢do dos tempos
de exposicao ao acido sulfurico (Figuras 2A e 2B). A
maxima germinagao (63%) foi obtida no tempo 146
minutos e o maximo IVG (0,78) foi alcangado no tempo
de 144 minutos. Esse resultado com sementes
germinadas in vitro corrobora com os dados obtidos
por SALES et al. (2002) no qual, em papel toalha, a
superagdo da dorméncia das sementes de C. regium
foi alcangado com escarificagdo quimica com H SO,
A porcentagem de contaminagdo endogena
aumentou de forma linear com o incremento dos tempos
de exposicdo do acido sulfurico (Figura 2C). Segundo
MACCHERONTI Jr. et al. (2004), a reducdo do pH
favorece o crescimento de determinados fungos. Além
disso, essa condigdo de estresse estimula o
desenvolvimento de fungos endofiticos, que
geralmente se encontram em estado de laténcia na
semente ¢ que passam a competir com o embrido por
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Tabela 1 - Analise dos substratos solo de Cerradotesterco e areia

quanto aos macro e micronutrientes.

Macronutrientes Solo Cerrado + esterco  Areia

Matéria Organica (g dm™) 29 2
pH 6,6 4,4
Fésforo (mg dm™) 239 6
Potéssio (mmol, dm™) 21,7 0,9
Célcio (mmol, dm™) 63 6
Magnésio (mmol, dm™) 25 2
Aluminio (mmol, dm?) - -
Enxofre (mg dm) 96 10
Soma de Bases (mmol, dm™) 109,7 8,9
Acidez potencial (mmol, dm?) 9 7
Capacidade de troca catiénica 118,7 15,9
(mmol, dm™)
Saturacdo de bases (%) 92 56
Micronutrientes Solo Cerrado + esterco  Areia
Boro (mg dm™) 0,27 0,07
Cobre (mg dm™) 42 1.4
Ferro (mg dm™) 11 32
Manganés (mg dm™) 4,1 3,7
Zinco (mg dm™) 7,0 2,0

Sédio (meq 100cm™) - -

nutrientes minerais ¢ organicos, presentes no
endosperma dessa semente (ALMEIDA et al., 2005).

O tamanho das sementes nao influenciou
na porcentagem de germinagdo. Entretanto, sementes
consideradas grandes (A=34,08mm?) apresentaram [IVG
maior (0,61) (Tabela 3).

O tamanho da semente pode influenciar
diretamente na porcentagem de germinagdo e indice de
velocidade de germinagdo e essa caracteristica pode
estar relacionada a maior/menor reserva de nutrientes,
agua, estagio de desenvolvimento, entre outros
(NIETSCHE etal., 2005; OLIVEIRA, 2006; DUARTE et
al., 2006). Assim, o menor IVG das sementes pequenas
sugere menor qualidade fisiologica das sementes de
C. regium, ja que o tamanho da semente pode ser um
indicativo desse fator, no qual, sementes maiores,
geralmente, possuem embrides bem formados e com
maiores quantidades de reservas (CARVALHO &

NAKAGAWA, 1983). A variabilidade de tamanho das
sementes de C. regium provavelmente esta
relacionada a rusticidade e ndo a domestica¢do da
espécie.

O tamanho das sementes também
interferiu na incidéncia de microorganismos nelas
mesmas, tendo as menores (A=17,99mm?)
apresentado maior porcentagem de contaminagdo
(43,3% - Tabela 3) que as de outros tamanhos. Pelo
menos duas situagdes poderiam explicar os resultados
obtidos: qualidade fisiologica da semente e aspectos
evolutivos. Quanto a primeira hipotese, a falta de
estudos sobre a espécie ndo permite inferir nada
sobre isso e, do ponto de vista evolutivo, existe a
possibilidade de as pequenas favorecerem relagoes
com microorganismos endofiticos, os quais auxiliam
na degradagdo da casca e aumentam a
biodisponibilidade de nutrientes presentes nos mais
diferentes substratos em que a semente se encontra,
compensando a reduzida massa de endosperma que
elas apresentam (STONE et al., 2000).

No experimento que avaliou o efeito do
tamanho da semente na germinagéo de C. regium, foi
observada redugdo de 32% na taxa germinativa

quando comparado ao experimento de superacdo da
dorméncia. Como foi utilizado o mesmo tempo de
exposi¢do ao H SO, (120 minutos) para ambos os
experimentos e o diferencial entre eles foi o tempo de
armazenamento, o que sugere que sementes de C.
regium ndo sdo longevas. Segundo CAMILLO (2008),
as sementes dessa espécie sdo ortodoxas, entretanto
o fato de ndo serem longevas inviabiliza a conservagao
convencional em Banco de Sementes. Desse modo, a
conservagdo em Banco de Germoplasma in vitro podera
ser uma alternativa viavel para a conservagdo dessa
espécie.

- Desenvolvimento de plantas ex vitro

A germinagdo de sementes de C. regium
originou plantulas com diferente razao entre parte aérea
e raiz, as quais foram categorizadas em trés tipos: 1)
com4:1 de parte aérea/raiz (representando 19,16% das
plantulas formadas); 2) com 1:2 parte aérea/raiz (41,59%)

Tabela 2 - Porcentagem de germinagao, IVG*, porcentagem de contaminagdo exdgena e endoégena em fungéo da assepsia das sementes de C.

regium.
Tratamento Contaminagdo exdgena (%)  Contaminagdo endogena (%) Germinagao (%) VG
Assepsia 1 0,00 0,00 0,00 0,00
Assepsia 2 0,00 0,00 0,00 0,00
Assepsia 3 0,00 0,00 56,6+11,54 0,26+0,05

* IVG — Indice de Velocidade de Germinagdo. Avaliagio no periodo de 40 dias.
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Figura 2 - Avaliagdo da supera¢do da dorméncia de sementes de
C. regium sob diferentes tempos de imersdo em acido
sulfurico concentrado. A) Porcentagem de
germinacdo; B) Indice de velocidade de germinagdo
(IVG); C) Porcentagem de contaminag@o enddgena.

e 3) com 1:4 parte aérea/raiz (39,25%). Essa diferenca
pode estar relacionada a variabilidade genética ou
morfologica das sementes, sendo necessarios
estudos mais aprofundados para compreender essas
variagdes.

Quanto ao efeito do substrato no
desenvolvimento das plantas, verificou-se que o
solo de Cerrado+esterco proporcionou maior
crescimento em altura da parte aérea, quando
comparado a areia: 29,56 e 16,83cm, respectivamente.
Além disso, maior peso fresco e seco de parte aérea
foi obtido no mesmo substrato (Tabela 4). A melhor
resposta da planta ao substrato solo de
Cerrado+esterco ¢ esperado, ja que este ¢
nutricionalmente  mais  favoravel ao
desenvolvimento que a areia e mantém a planta
hidratada por maior periodo, pois retém mais agua
(Tabela 1).

As plantas mantidas em areia
apresentaram maior comprimento da raiz em relagao
a parte aérea e o inverso ocorreu com plantas que
cresceram em solo de Cerrado+esterco (Tabela 3).
Maior razdo entre raiz e parte aérea pode ser um
indicativo da capacidade da planta de se estabelecer
em ambientes secos, ou também de modificar seu
desenvolvimento quando da submissdo a solos com
deficiéncia nutricional (FRIGERI, 2007).
Caracteristicas como essa demonstram relativo grau
de plasticidade fenotipica. Dessa maneira, a alocagio
dos recursos dependera da disponibilidade desse
no meio. Por exemplo, em condi¢des de solo mais
seco ou mais pobre, maior quantidade de agua e
nutrientes devem ser obtidos. Assim, as plantas
devem ter evoluido no sentido de alocar maior
porg¢ao do seu crescimento a raizes do que a ramos
e folhas (TILMAN, 1988). E o0 que acontece com C.
regium em seu habitat natural, o Cerrado (bioma
caracterizado na sua maioria pelas secas, queimadas

Tabela 3 - Efeito do tamanho da semente de C. regium no IVG*, porcentagem de germinagao, de contaminac¢ao enddgena e exégena.

Tamanho da semente

¢ 3 30 (© 3 = 5 () H 3 5 ()
(Area=mm?) IVG Germinagao (%) Contaminagdo endogena (%)  Contaminagdo exdgena (%)
Grande (34,08) 0,61a 43,3a 6,6b -

Média (27,74) 0,26ab 26,6a 6,6b -

Pequena (17,99) 0,14b 20,0a 433a -

CV % 46,74 56,66 30,57 -

Médias nio seguidas da mesma letra na coluna diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste Tukey. *IVG — indice de Velocidade de

Germinagao.
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Tabela 4 - Altura da parte aérea (APA), quantidade de folhas (QF), comprimento da raiz (CR) e didmetro da raiz ( 0 R), porcentagem de
plantas com raiz maior que parte aérea (%RMPA), peso fresco e seco de parte aérea (PFPA e PSPA) e raiz (PFR e PSR).

Substrato APA (cm) QF CR (cm) OR (ecm) RMPA (%) PFPA (g) PSPA (g) PER (g) PSR (g)
A 16,83b 9,50a 21,00a 0,93a 91,67a 3,94b 0,71b 6,64a 1,62a
S+E 29,56a 11,79a 22,41a 1,31a 29,17b 9,54a 1,87a 10,37a 2,09a
CV% 17,87 16,81 16,92 19,74 44,69 41,39 32,38 58,74 57,11

Médias ndo seguidas da mesma letra na coluna diferem entre si a 5% de probabilidade pela Anova (n=12). Oito meses apdés montagem do

experimento. A=Areia/ S+E=solo de Cerrado + esterco.

e deficiéncia nutricional do solo), no qual as raizes,
armazenadoras de dgua, atingem um metro ou mais de
profundidade e com poucos ramos (SOLON et al., 2009).

Do ponto de vista ecoldgico, esses dados
revelam que C. regium apresenta alta adaptagdo a
diferentes tipos de solo, pois se desenvolveu bem em
solo de Cerrado+esterco e sobreviveu em areia. Isso
explica a intensa dispersdo da espécie nos varios tipos
fitofisiondmicos do Cerrado, o que garante a sua
sobrevivéncia independente da fertilidade do solo. Vale
ressaltar que foram constatados sinais de deficiéncia
nutricional, como coloracdo amarela das folhas, nas
plantas mantidas em areia.

Algumas caracteristicas relevantes também
foram observadas durante o desenvolvimento das
plantas na casa de vegetagdo. A partir do outono, as
folhas das plantas comegaram a entrar em senescéncia
e caducar e, no inicio do inverno, houve formagao dos
botdes florais para plantas mantidas em ambos os
tratamentos. Esses dados corroboram os estudos
realizados por POPPENDIECK (1981), nos quais o autor
mostrou que a floragdo da espécie C. regium acontece
na mesma €poca em que ela esta desfolhada.

CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados neste
trabalho, conclui-se que € possivel introduzir sementes
de C. regium in vitro sem contaminacdo e que a
presenga dos microorganismos esta relacionada ao
tamanho das sementes ¢ ao tempo de exposi¢do ao
acido sulftrico. A espécie apresenta adaptabilidade a
solos deficientes em nutrientes, podendo ser mantida
por mais de oito meses em substrato arecia sem
comprometer de maneira expressiva seu crescimento.
Apesar disso, recomendamos que a producdo em escala
de C. regium scja realizada em substrato fértil, por
promover plantas com maior biomassa e vigor.
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