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RESUMO GERAL

O algodao-do-campo € um arbusto de aproximadamente 2 metros de altura,
com raizes lenhosas, resistentes e bastante profundas. De ocorréncia comum
nas areas de cerrado, caatinga e pantanal das regides centro-oeste e nordeste
do Brasil. Na medicina popular suas raizes sao utilizadas na forma de fatias,
lascas ou pd, no preparo de decoctos, infusdes e garrafadas para o tratamento
de infecgbes uterinas, intestinais e ovarianas, gastrite, Ulceras, artrite e
afecgdes da pele. O extrativismo crescente somado a destruicdo dos habitats
naturais, colocaram o algodao-do-campo na lista de espécies medicinais
nativas prioritarias para agdes de conservagao. Os objetivos deste trabalho
foram: 1) gerar conhecimentos basicos sobre a biologia do algodao-do-campo
(Cochlospermum regium) (Mart. ex Schrank.) Pilger, baseados em estudos de
germinagdo e conservagdao de sementes em temperatura sub-zero e
estabelecer um protocolo para conservagdo de sementes a longo prazo; 2)
adequar uma metodologia para a conservagao in vitro do algoddo do campo e
fornecer subsidios para estudos de micropropagagdo e conservagdo da
espécie. Foram coletadas sementes de individuos adultos em uma populacéo
nativa de algodao-do-campo localizada na regido do entorno do Distrito
Federal. As sementes foram submetidas a diferentes testes para verificar o
comportamento germinativo da espécie e seu desenvolvimento inicial sob
condicbdes de dessecacao e temperatura sub-zero e também nas condicdes in
vitro. No estudo de conservagdo a longo prazo, observou-se que a melhor
condigdo para germinagao desta espécie foi a combinagcdo de escarificagédo
quimica com acido sulfurico por trés periodos de 40 minutos cada e
germinagdo no escuro, que apresentou percentual de germinagdo acima de
80%. As sementes de Cochlospermum regium apresentaram comportamento
ortodoxo, uma vez que apresentaram boa tolerancia a dessecagao (5,3 e 4,5%)
e a exposicao a temperaturas sub-zero (20°C e NL). Sementes com conteudo
de umidade de 7,9% podem ser armazenadas a temperatura de -20°C, sendo
esta uma alternativa viavel para a conservacao ex situ da espécie. Nos
experimentos visando a conservagao in vitro, a germinagao das sementes de
C. regium foi acelerada e uniformizada com a utilizacdo de um periodo de

escarificagado quimica em acido sulfarico por 40 minutos. Os dados mostraram
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que sementes escarificadas apresentaram aos 30 dias apds a inoculacdo um
percentual de germinacdo in vitro de 93,3%, contra apenas 13,3% de
germinagao das sementes ndo escarificadas. A conservagao da espécie in vitro
€ viavel desde que, as plantulas sejam mantidas em camara de crescimento a
20°C em meio de cultura 2 WPM, sob estas condi¢bes as plantulas
mantiveram um crescimento minimo e percentual de sobrevivéncia de 100%

apos trés meses de avaliagéo.

Palavras-chave: algoddo-do-campo, conservagdo ex Situ, germinagao,

cerrado, planta medicinal.
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GENERAL ABSTRACT

Algodéao-do-campo is a shrub commonly found in areas of the brazilian cerrado,
caatinga and e pantanal biomes. Its roots are used in the traditional medicine to
prepare decoctions and infusions to treat ovarian and intestinal infections,
gastritis, arthritis, ulcers, and skin affections. Overcollection and habitat
destruction have contributed to its inclusion on the list of priority species for
conservation. The main objective of this work was: 1) to develop basic
procedures on germination for germplasm conservation of algodao-do-campo
(Cochlospermum regium) (Mart. ex Schrank.) Pilger, under sub-zero
temperature; 2) to adapt methodologies for in vitro conservation of algodao-do-
campo [Cochlospermum regium (Mart. ex Schrenk) Pilger], and subsidize
micropropagation studies. Seeds from adult individuals were collected from a
population of C. regium, and submitted to different types of germination,
dessecation and sub-zero temperature conditions. Also, plantlets development
in vitro was observed. A combination of chemical scarification with sulfuric acid
for three periods of 40 minutes each and germination in the dark has showed a
germination rate higher than 80%. Seeds of Cochlospermum regium presented
an ortodox behaviour, since they have shown a good tolerance to dessecation
and sub-zero temperatures exposure. Seeds with humidity of 7.9% can be
stored at -20°C, being a viable alternative for ex situ conservation of this
species. In in vitro experiments, seed germination rate was accelerated and
uniform using a chemical scarification period with sulfuric acid for 40 minutes.
After 30 days of inoculation in vitro, seeds submitted to scarification have
showed an in vitro germination of 93,3%, when unscarified seeds presented
only 13,3% of germination. In vitro conservation of this species on growth
chamber at 20°C under 2 WPM culture medium is viable, since under this
conditions plantlets kept a minimum growth with 100% survival after three

months of evaluation.

Key words: algod&do-do-campo, ex situ conservation, germination, cerrado,

medicinal plant.
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1. INTRODUGAO GERAL

O cerrado localiza-se no planalto central do Brasil, ocupando
aproximadamente 23% do territério nacional. Ocorre em altitudes que variam de 300
até 1600 m, nos estados de Goias, Tocantins, Distrito Federal, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Bahia, Maranhdo, Ceara, Piaui, Minas Gerais, Rondbnia e Sao
Paulo, e em areas disjuntas ao norte, nos estados do Amapa, Amazonas, Para e
Roraima, e ao sul em pequenas formagdes no estado do Parana (Ribeiro & Walter,
1998; Eiten, 1993).

O clima do bioma caracteriza-se pela presenga de invernos secos e verdes
chuvosos classificado segundo Koppen como Aw (tropical chuvoso). Possui média
anual de precipitacdo da ordem de 1500 mm. As chuvas concentram-se nos meses
de outubro a margo, e a temperatura média do més mais frio € superior a 18°C.
Embora existam diferengas significativas de clima entre as superficies mais baixas
(inferiores a 300 m), as longas chapadas (acima de 1600 m) e a extensa distribuigao
em latitude, o mecanismo atmosférico geral determina uma marcha estacional de
precipitacdo semelhante em toda a regido, havendo sempre uma estagcdo seca e
outra chuvosa, bem definidas (Ribeiro & Walter, 1998).

O complexo vegetacional do cerrado possui relagdes ecologicas e
fisiondmicas com outras savanas da América tropical, Africa e Austrdlia. A
composicao da flora do cerrado ¢é influenciada pelo clima, solo, disponibilidade de
agua e nutrientes, geomorfologia e topografia. Ja a distribuicdo da flora é
determinada pela latitude, frequéncia das queimadas, profundidade do lencol
freatico, pastejo e outros inumeros fatores antropicos. Sao descritos onze tipos
fitofisionbmicos no ambiente do cerrado, enquadrados em formagdes florestais
(Mata Ciliar, Mata de Galeria, Mata Seca e Cerradao), savanicas (Cerrado sentido
restrito, Parque de cerrado, Palmeiral e Vereda), e campestres (Campo sujo, Campo
rupestre e Campo limpo) muitos dos quais apresentam subtipos (Ribeiro & Walter,
1998; Eiten, 1993).

O povoamento do cerrado teve inicio ha cerca de 11.000 anos. Até meados
da década de cinquenta, a regido permaneceu praticamente isolada devido a
auséncia de vias de transporte. Com a implantagdo de Brasilia na década de
sessenta, o cerrado sofreu mudangas marcantes em seus aspectos fisicos,

bioldgicos, sociais e culturais. A urbanizagdo rapida, o crescimento das cidades



antigas e a expansao da fronteira agricola exercem até os dias atuais uma forte
presséo sobre a regido do cerrado, provocando os mais variados tipos de impactos
ambientais negativos (Pinto, 1993).

De acordo com o estudo da Conservation International, dos 1.783.200 km?
originais do cerrado, restam intactos apenas 356.630 km?, ou 20% do bioma original
(Alho, 2005). Mendoncga et al. (1998) relatam a ocorréncia no cerrado de mais de
7000 espécies de plantas superiores e estima-se que deste total, cerca de 4400
sejam endémicas.

Na regido equatorial da América do Sul estdo localizados alguns dos biomas
de maior diversidade vegetal do planeta, entre eles o cerrado. Nestas regides, onde
a diversidade de pastadores é maior, as plantas produzem por diferentes rotas
metabdlicas, uma quantidade maior de compostos especiais denominados de
metabdlitos secundarios, que exercem importante papel na protegcao destas plantas
contra a agdo de microrganismos, herbivoros, intempéries ambientais e atracdo de
polinizadores. Compostos como os alcaléides, flavondides, cumarinas e terpenoides,
produzidos por muitas destas espécies, que, apds isolados e identificados,
passaram a fazer parte da medicina humana, e estas plantas conhecidas como
plantas medicinais, sao utilizadas pelas comunidades humanas ha muitos séculos
na cura dos mais diversos males (Skorupa & Vieira, 2005).

Planta medicinal € uma expresséo utilizada de forma genérica para indicar
plantas com propriedades terapéuticas. A Organizagdo Mundial de Saude estima
que cerca de 80% da populacdo, principalmente nos paises subdesenvolvidos, se
utilizam destes recursos, principalmente porque, uma parte significativa destas
espécies é largamente cultivada ou é de facil acesso, por possuir uma ampla
distribuicdo geografica (Skorupa & Vieira, 2005).

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes, o unico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Nas regides mais
pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais sao
comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais
residenciais. Dessa forma, usuarios de plantas medicinais de todo o mundo, mantém
em voga a pratica do consumo de fitoterapicos, tornando validas informagdes
terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos (Maciel et al., 2002;
Jorge & Morais, 2003).



No Brasil, estima-se que 25% do faturamento da industria farmacéutica sao
obtidos pelo comércio de medicamentos derivados de plantas, e calcula-se que o
setor cresga aproximadamente 10% ao ano. Entre 1990 e 2000, o crescimento do
mercado de plantas medicinais exportadas foi de 159%, de acordo com estudos da
Associagao Brasileira da Industria Fitoterapica, que prevé para 2007 uma
movimentagcdo de US$ 47 bilhdes de ddélares em todo o mundo. A produgdo de
plantas medicinais pelos agricultores familiares e comunidades tradicionais, também
representa uma importante alternativa na implementagao da politica de utilizacdo da
fitoterapia pelo Sistema Unico de Saude (SUS), o fortalecimento dos Arranjos
Produtivos Locais (APL) e a inclusdo social das comunidades (Brasil, 2006).

A crescente demanda da industria farmacéutica por produtos de origem
vegetal, pode prejudicar a conservagao de muitas espécies de uso medicinal, na
forma como vem sendo atendida. Alguns dados sobre comércio de plantas
medicinais nativas tém mostrado que mais de 50% das espécies nativas exportadas
pelo Brasil sdo coletadas em seu ambiente natural, na forma de um extrativismo
predatério que pode comprometer a sobrevivéncia dessas espécies e dos
ecossistemas envolvidos, diante da elevada utilizagdo de componentes das plantas
essenciais para sua reproducdo, como flores, frutos, sementes e raizes. Deste
modo, algumas plantas medicinais nativas encontram-se ameagadas de extingao, ou
mesmo comercialmente extintas em determinadas regides (Brito, 2003).

Um dos problemas mais comuns da destruicdo dos habitats é o
desaparecimento das espécies em uma determinada regido, como ocorreu no
estado do Parana em 1995, em que o Ibama e o Governo do Estado langaram a lista
das Plantas Medicinais Ameacadas de Extingdo naquele estado, o Cochlospermum
regium foi citado nesta lista na categoria “Em perigo”. Apds analisarem esta
listagem, alguns pesquisadores do Instituto Ambiental do Parana (IAP) realizaram
um estudo sobre a germinagao e multiplicagdo da espécie, visando sua reintrodugao
em areas de ocorréncia de cerrado no Parana. C. regium existia nos cerrados da
regido, mas com a destruicdo do habitat natural, esta espécie praticamente
desapareceu, por isso foi escolhida como a primeira espécie a ser trabalhada pelo
projeto “Flora Ameagada” sob a coordenacgao do IAP (Nogueira et al., 1998).

Na regido centro-oeste, o C. regium também foi incluido na lista de espécies
medicinais prioritarias para a conservagao. Um estudo sobre o extrativismo de

plantas medicinais no cerrado resultou numa lista de espécies consideradas de alta



prioridade para estudos de conservacado e domesticacdo. Entre as espécies desta
lista podemos citar: arnica-da-serra (Lychnophora ericoides Less.), barbatimao
[Stryphnpodendrons adstringens (Mart.) Cov.], copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.),
sangra-d’agua (Croton urucurana Baill.), landim (Caloplyllum brasiliense Camb.) e o
algodao-do-campo [Cochlospermum regium (Mart. ex Schrank) Pilger], cujas ag¢des
mais emergenciais envolvem estudos de conservagcdo de sementes e conservagao
in vitro (Vieira, et al., 2002).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracterizagao da planta em estudo

A familia Cochlospermaceae compreende apenas dois géneros,
Cochlospermum e Amoreuxia, com quinze espécies distribuidas principalmente, em
regibes tropicais da Ameérica e Africa (Keating, 1972). O género Cochlospermum é
constituido por onze espécies, quatro das quais, C. angolense, C. planchonii, C.
tinctorium e C. vitifolium, apresentam grande importancia medicinal (Almeida et al.,
2005). As plantas desta familia ao serem seccionadas, produzem um suco vermelho
ou alaranjado em suas células secretoras, caracteristica bem marcante da espécie
(Di Stasi & Hiruma-Lima, 2002).

Cochlospermum regium (Mart. ex Schrank) Pilger é conhecido popularmente
como algodao-do-campo, algodaozinho, algod&ozinho-do-cerrado, algod&o-bravo,
algodao-do-mato, algodaozinho-do-campo, algodoeiro-do-campo, pacote, butua-de-
corvo, algodao-cravo, periquiteira-do-campo, rui-barbo-do-campo, samauma-do-
iaguap6 (Pio Correa, 1984; Silva, 1998; Durigan et al., 2004)).

A espécie € um subarbusto de até 2 m de altura, seus ramos variam de 0,8 a
1,8 m de comprimento, sistema subterréneo robusto e lenhoso; caule ferrugineo e
nodoso; ramos castanho-avermelhados a acinzentados e folhas alternadas
(Mendonga et al., 1998; Durigan et al., 2004). Flores igneo-fulvas ou amarelas, em
forma de concha, medindo de 6 a 8 cm de didametro, dispostas em paniculas
terminais, contendo de 5 a 10 flores; localizadas na extremidade de brotos grossos e
totalmente despidos de folhas (Noronha & Gottsberger, 1980). O fruto é uma capsula
deiscente ovoide ou elipsodide; medindo cerca de 6 cm de comprimento, tendo as
sementes envoltas em filamentos compridos e lanosos, idénticos aos do algodao
comercial (Ferri, 1969; Pio Correa, 1984; Mendonga et al., 1998). As raizes séo
tuberosas por causa da abundéancia de tecido parenquimatico de reserva, o qual é
permeado pelo tecido vascular (Kirizawa, 1981). Geneticamente é classificada como
uma espécie dipldide, cuja carga cromossémica corresponde a 2n = 36
cromossomos (Forni-Martins et al., 1995).

Algumas plantas possuem raizes modificadas que podem servir como 6rgaos
dormentes ou como fonte de alimentagdo. No caso de plantas do cerrado, os
xilopddios séo estruturas tipicas de comunidades de plantas, onde a seca e o fogo

podem ser fatores de controle de uma populagao. Muitas espécies como o C. regium



formam um xilopddio rapidamente durante o primeiro ano de crescimento, pois
enquanto as estruturas jovens acima do solo podem ser dizimadas pela seca ou
fogo, os 6rgédos geminiferos, contendo o alimento armazenado, podem rapidamente
recolonizar uma regido (Metivier, 1979). Em pléantulas de C. regium com 30 dias de
idade € bem visivel a dilatagdo da extremidade distal da raiz principal, com estrutura
secundaria totalmente diferenciada (Kirizawa, 1983).

2.1.1 Fenologia e biologia reprodutiva

O algodao-do-campo no cerrado apresenta alternancia entre o periodo
vegetativo e o reprodutivo, na época das chuvas cobre-se de folhas e no periodo
das secas floresce, estando a planta totalmente despida de folhas (Ferri, 1971). De
acordo com Pott & Pott (1994) a floragdo na regido do pantanal ocorre nos meses de
maio a setembro. A antese € diurna, ocorrendo entre 6 e 7 horas da manha e a flor
dura cerca de um dia. A polinizagéo é feita exclusivamente por abelhas (Xylocopa
frontalis, Bombus sp., Oxaea flavescens e Centris spp.) (Noronha & Gottsberger,
1980).

Estudos realizados por Ferri (1971) no cerrado das Emas (SP) sugeriram a
influéncia da poda sobre o comportamento vegetativo de C. regium. As plantas que
foram podadas no més de junho, época de florescimento da espécie, apresentaram
uma rebrota rapida, desenvolvendo grande numero de ramos curtos, com cerca de
15 cm. Enquanto que na maioria das plantas, ao serem podadas, geralmente
apresentam superbrotagdo de ramos vegetativos, em C. regium, o corte da planta
determina superbrotagcdo de ramos vegetativos ou florais, de acordo com a época do
corte. Este fenbmeno ocorre por causa da atuagdo da auxina inibindo as gemas, e a

sua interagdo com outros fatores determinam o estagio floral.

2.1.2 Habitat e distribuicao geografica

E uma planta comum em ambientes de cerrado (cerrado sensu stricto,
cerradao, campo limpo, campo sujo, campo cerrado, mata ciliar, mata mesofitica),
caatinga e pantanal (Silva, 1998; Mendonga et al., 1998) nas regides Centro-Oeste e
Nordeste do Brasil (Figura 1).



Molinari et al. (1996) descreveram a ocorréncia da planta na baixada
Cuiabana e na Chapada dos Guimaraes, em grupos de trés a cinco individuos, bem
distanciados entre si, ndo sendo encontradas populagbées densas. Oliveira (2003)
descreve como sendo uma espécie de ocorréncia agregada ou com tendéncia ao

agregamento.

2.1.3 Etnobotanica

Na medicina popular, as raizes da espécie sao utilizadas no preparo de
decoctos, infusbes e garrafadas para o tratamento de inflamagdes uterinas,
intestinais e ovarianas, como também no tratamento de gastrite, uUlceras, cravos,
espinhas e manchas da pele (Castro et al., 2004) e artrites (Cesquini & Campos,
2006). Também usada como purgativa, regulador menstrual e depurativo (Guarim
Neto & Morais, 2003; Nunes & Carvalho, 2003; Molinari et al., 1996),
antidissentérico, no tratamento de abscessos (Silva, 1998, Pio Correa, 1984),
colesterol alto, afecgdes da pele, infecgdes da prostata (Nunes et al., 2003).

Nunes et al. (2003) verificaram que o algodaozinho esta na lista das plantas
mais indicadas pelos raizeiros de Campo Grande (MS). Tresverzol et al. (2006)
estudaram o mercado informal de plantas medicinais nas feiras de Goiania — GO e
constataram que, muitas das plantas comercializadas sao compradas de
extrativistas em outros estados. Isto se deve a dificuldade em encontrar a planta em
regides proximas as cidades goianas, devido ao desmatamento provocado pela

crescente urbanizagao e/ou areas destinadas a cultivos agricolas e pastagens.

2.1.4 Fitoquimica e farmacologia

Os principais compostos isolados em espécies do género Cochlospermum
sdo flavondides (aspigenina, naringenina, aromadendrina, saponinas, tanino)
purinas e coclosperminas (Lima et al., 1995). A analise do extrato do C. regium
indicou a presenga das flavonas naringenina e aromadendrina, e a presencga de 1-
hidroxitetradecanona-3, um possivel precursor das coclosperminas, substancias que
apresentam atividade hepatoprotetora (Ritto, 1996; Ceschini, 2003).

A analise de extrato das raizes do C. regium demonstrou que o flavondide

kaempferol possui propriedades analgésica e anti-edematogenica (Castro et



al.,(1994a; Siqueira et al., 1994; Castro et al., 1998; Lima et al.,1995), anti-bacteriana
(Oliveira et al., 1994; Oliveira et al., 1996), antioxidante (Grassi & Siqueira, 2001),
mutagénica e citotoxica (Toledo et al., 2000; Nunes & de Carvalho, 2003; Castro et
al., 2004).

Castro (2000) comprovou a atividade antinociceptiva do flavondide 3-0-
glicosil-dihidrokaempferol (F-52) extraido do rizoma da planta. Os resultados de
pesquisas indicaram que a F-52 é derivada de mecanismos diferentes dos classicos,
sendo util no desenvolvimento de drogas analgésicas com um novo perfil de atuagéo
(Castro et al., 1994b; Castro et al., 1998). Ceschini & Campos (2006) demonstraram
os efeitos do extrato aquoso preparado com o pé das raizes de C. regium no
tratamento de artrite reumatoide.

Brum et al. (1997) estudaram a composicdo do oOleo essencial extraido do
rizoma da espécie, onde foram isolados os seguintes compostos: apocarotendides,
triterpenos, flavanonas glicosideas, triacilbenzenos e longas cadeias de cetonas
volateis. O rendimento do 6leo essencial é aproximadamente 0,5 ml de éleo para
cada 200 g de material vegetal. A analise do 6leo pelo método do GC-MS revelou a
seguinte composicao: B-selineno (34,1%), elemeno (5,4%), trans-cariofileno (4,8%),
a-pineno (3,4%), a-humuleno (2,8%), aromadendrina (2,1%), a-selineno (1,2%), ©-
cadineno (0,8%) e 45,4% de outros elementos. Também foi detectado a atividade
antibacteriana do oOleo essencial, sobre cepas de Staphylococcus aereus e
Salmonella typhimurium.

Cunha-Laura et al. (2005) recomendam cautela na utilizagdo do extrato das
raizes do algodaozinho durante a gravidez, pois estudos realizados em laboratérios

com ratas prenhes demonstraram efeitos consideraveis de toxicidade neste periodo.
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Fonte: PROBIO - Projeto Plantas do Futuro — Regidao Centro-oeste

Figura 1: Mapa da distribuicdo de Cochlospermum regium baseado em informagdes
coletadas nos herbarios da Universidade de Brasilia, Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia, Jardim Botanico de Brasilia, Reserva Ecoldgica do IBGE (Brasilia —
DF), Universidade Federal do Mato Grosso de Sul e Jardim Boténico do Rio de

Janeiro.
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CAPITULO |
CONSERVAGAO A LONGO PRAZO DE SEMENTES DE ALGODAO-DO-CAMPO

[Cochlospermum regium (Mart. ex Schrank) Pilger] - Cochlospermaceae

RESUMO

O algodao-do-campo [Cochlospermum regium (Mart. ex Schrank) Pilger], arbusto
caracteristico das areas de cerrado, caatinga e pantanal, € utilizado na medicina
popular para o tratamento de infec¢des uterinas, intestinais e ovarianas, gastrite e
ulceras. O extrativismo e a destruicdo dos habitats colocaram o algoddo-do-campo,
na lista de espécies medicinais nativas prioritarias para conservagdo. O objetivo
deste trabalho foi gerar conhecimentos basicos sobre a germinagéo e procedimentos
para a conservagdo de sementes de algodao-do-campo (Cochlospermum regium)
(Mart. ex Schrank.) Pilger, em temperaturas sub-zero. No estudo de conservagao a
longo prazo, observou-se que a melhor condigdo para germinagao desta espécie foi
a combinacgao de escarificagdo quimica com acido sulfurico por trés periodos de 40
minutos cada e germinagdo no escuro, que apresentou percentual de germinagao
acima de 80%. As sementes de Cochlospermum regium apresentaram
comportamento ortodoxo, uma vez que apresentaram boa tolerancia a dessecagao e
a exposigao a temperaturas sub-zero. Sementes com conteudo de umidade de 7,9%
puderam ser armazenadas a temperatura de -20°C, sendo esta, uma alternativa

viavel para a conservagao ex situ das sementes desta espécie.

Palavras-chave: algodao-do-campo, conservagao, recursos geneéticos, semente.
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CHAPTERI
LONG TERM SEED CONSERVATION OF ALGODAO-DO-CAMPO

[Cochlospermum regium (Mart. ex Schrank) Pilger] — Cochlospermaceae.

ABSTRACT

Algodéao-do-campo [Cochlospermum regium (Schrank) Pilger] is a typical shrub from
cerrado, caatinga and pantanal biomes. It is used in the traditional medicine to treat
ovarian and intestinal infections, gastritis and ulcers. Overcollection and habitat
destruction have contributed to its inclusion on the list of priority species for
conservation. The main objective of this work was to develop basic procedures on
germination for germplasm conservation of algodao-do-campo (Cochlospermum
regium) (Mart. ex Schrank.) Pilger, under sub-zero temperature. A combination of
chemical scarification with sulfuric acid for three periods of 40 minutes each and
germination in the dark has showed a germination rate higher than 80%. Seeds of
Cochlospermum regium presented an ortodox behaviour, since they have shown a
good tolerance to dessecation and sub-zero temperatures exposure. Seeds with
humidity of 7.9% can be stored at -20°C, being a viable alternative for ex situ

conservation of this species.

Key Words: algodao-do-campo, conservation, genetic resources, seeds.
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1. INTRODUGAO

A qualidade fisiologica de um lote de sementes € medida através de dois
parametros principais, que sao o vigor e a viabilidade (Popinigis, 1977). A viabilidade
€ medida, entre outros parametros, pelo teste de germinagao, onde sao fornecidas
determinadas condigbes para que seja obtido o maximo de germinagdo das
sementes. Para boa parte das espécies -cultivadas comercialmente estas
informagdes encontram-se facilmente disponiveis, o mesmo nao ocorre com
espécies nativas do cerrado, havendo pouca informacédo disponivel ou trabalhos
incipientes sobre o assunto.

Muitas espécies nativas do bioma cerrado estdo ameagadas de extingao,
quer seja pela sua importancia econémica ou através da destruicdo das areas de
cerrado pelo avango da fronteira agricola e urbanizagdo. Diante disso, surge a
necessidade de desenvolver estudos visando a domesticagao e conservagao destas
espécies.

O objetivo geral deste trabalho foi gerar conhecimentos basicos sobre a
germinagado e procedimentos para a conservagdao de sementes de algodao-do-
campo (Cochlospermum regium) (Mart. ex Schrank.) Pilger, em temperaturas sub-
zero.

Os objetivos especificos foram:

1) verificar quais as melhores condi¢gbes para a germinagéo de sementes de C.
regium, testando-se o efeito da escarificagdo das sementes com acido
sulfurico e o efeito da presencga/auséncia de luz na germinagao;

2) testar a tolerancia das sementes a dessecagao;

3) avaliar a germinagcdo das sementes de C. regium apOs exposicdo a

temperaturas sub-zero (-20°C e nitrogénio liquido).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Germinagao de sementes

A germinacgao € um evento fisioldgico que depende da qualidade da semente
e das condigbes de germinagdo, como o suprimento de agua e oxigénio e
adequacao de temperatura, luz e substrato. Estas condi¢des de germinagdo ou
requerimentos basicos para germinagdo variam entre as espécies de plantas. As
qualidades fisica, fisioldgica e sanitaria da semente sdo avaliadas por parametros de
peso, pureza, germinabilidade, conteudo de umidade e viabilidade e esses
parametros podem variar entre lotes de semente de uma mesma espécie (Salomao
& Sousa-Silva, 2003; Marcos Filho et al., 1987).

O termo germinacéo pode ser considerado como a reativagado metabdlica ou
retomada de crescimento do embrido, resultando em uma plantula com as estruturas
essenciais para seu desenvolvimento. Por meio do teste de germinagéo, avalia-se o
poder germinativo das sementes do lote. Esta avaliagao é feita inicialmente, apds os
tratamentos pré-germinativos e novamente apdés o armazenamento. Informacgdes
sobre a capacidade germinativa das sementes sao importantes para a programagéo
de atividades como a comercializagéo, plantio e conservagdo (Salomao & Sousa-
Silva, 2003).

Nos testes de germinagcdo, deve-se fazer a contagem diaria de sementes
germinadas. Quando se conhece o padrdo germinativo da espécie, as contagens
podem ser feitas em intervalos maiores, a cada cinco ou sete dias, por exemplo. De
acordo com o critério botanico de germinagdo, considera-se semente germinada
quando ha protrusao/extrusdo de qualquer parte do embrido, notadamente a
radicula. Se o critério botanico for adotado, deve-se observar se a radicula
apresenta curvatura geotropica positiva e consisténcia firme. Isto porque, sementes
mortas podem emitir radicula devido a forga mecénica exercida pela agua em seu
interior. Pelo critério de tecnologia de sementes, considera-se a semente germinada,
aquela que apresenta a emergéncia de uma plantula normal, com as partes aérea e

radicular vigorosas (Saloméo & Sousa-Silva, 2003).

Durante o teste de germinacé&o alguns fatores podem afetar o comportamento
germinativo das sementes, com destaque para o substrato e a temperatura (Faiad et
al., 2001). Os tipos de substratos mais utilizados em testes de germinagdo sao:
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papel, pano, areia e solo. Deve-se levar em consideragao para a escolha do
substrato, o tamanho da semente, sua exigéncia com relagdo a quantidade de agua,
ao suprimento de oxigénio, sensibilidade a luz e, a facilidade que o mesmo oferece

para realizagao das contagens e avaliagbes (Brasil, 1992).

Sementes viaveis de algumas espécies podem n&o germinar durante o teste
de germinagao. Isto pode ser atribuido a um fenbmeno chamado de dorméncia
(Faiad et al., 2001)

2.2 Dorméncia

Dorméncia € o estado fisiologico de reduzida atividade metabdlica, em que a
semente viavel ndo germina, ou o faz de maneira assincrénica, com pouca
expressividade numérica, ainda que em condi¢cdbes ambientais adequadas de
umidade, oxigénio, temperatura e luz. Entre os tipos de dorméncia, 0 mais comum
em espécies tropicais € a dorméncia exdgena - fisica. Este tipo de dorméncia
caracteriza-se pela impermeabilidade a absorgao de agua e as trocas gasosas e/ou
restricio mecanica a protrusdo radicular imposta pelas estruturas ou tecidos
seminais que envolvem o embrido e a semente. A dorméncia exdégena - quimica -
caracteriza-se pela presenga de compostos no embrido, nas estruturas ou tecidos
seminais ou tecidos de reserva que inibem a germinagdo. A maioria das sementes
das espécies do cerrado estudadas apresenta dorméncia fisica (Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville e Bowdichia virgilioides Kunth.), e algumas delas ainda
apresentam dorméncia quimica (Calophyllum brasiliense Cambess. e Copaifera
langsdorffii Desf.). A dorméncia pode ocorrer em sementes, em alguns 6rgaos de
reserva subterraneos, como os bulbos e gemas de arbustos e arvores perenes
(Cardoso, 2004, Salomao & Sousa-Silva, 2003; Metivier, 1979).

O fenbmeno da dorméncia € comum, principalmente em sementes de
determinadas hortalicas e forrageiras, algumas fruteiras e de espécies arbdreas e
ornamentais. Esse mecanismo é genético e ocorre no ciclo de vida da espécie,
durante a maturagdo da semente, de modo que, logo apds a dispersdo, a semente
ainda ndo estara apta para germinar. Essa dorméncia, que se instala na fase de
maturagcdo da semente, € denominada primaria. No entanto, em algumas espécies,

o bloqueio a germinagao se estabelece apés a dispersdo da semente, induzido por

19



certas condigdes de estresse ou por um ambiente desfavoravel a germinacgéo,
caracterizando a dorméncia secundaria (Dias, 2005).

Para facilitar a tomada de decisdes sobre utilizar ou nao técnicas para a
quebra de dorméncia, é necessario conhecer os tipos de dorméncias existentes nas

sementes. Este fendbmeno pode ocorrer de trés formas, segundo Dias (2005):

1) Dorméncia fisica: relacionada a impermeabilidade do envoltorio da
semente a agua. Algumas espécies apresentam o envoltério impermeavel a agua,
devido a presenca de lignina, suberina e outros compostos, sendo necessario
rompé-lo ou torna-lo mais permeavel, o que se consegue por meio de tratamentos
de escarificagao fisica, utilizando-se lixa, areia grossa, imersdo em agua quente ou
de escarificagdo quimica, adotando-se produtos quimicos abrasivos como acido
sulfurico, acido cloridrico, nitrato de potassio. Exemplo: Amburana cearensis

(Allemao) A.C. Sm., Myracrodruon urundeuva Allemao, Ocotea spp. (Cardoso, 2004)

2) Dorméncia fisiologica: relacionada aos processos fisiolégicos que
bloqueiam o crescimento do embrido, que apesar de fisicamente estruturado,
completo, ndo germina por razdes tais como balango hormonal inadequado,
impermeabilidade do envoltorio a trocas gasosas (oxigénio e, ou gas carbdnico) ou
presenca de compostos quimicos inibidores. A superagado dessa dorméncia envolve
modificagdes hormonais no embrido, ou seja, tanto a redugao da concentragéo dos
inibidores como a sintese de fitohormbnios promotores da germinagao. Exemplo:
Dipteryx alata Vogel, Hymenaea courbaril L., Bauhinia forficata Link. (Cardoso,
2004).

3) Dorméncia morfolégica: relacionada a imaturidade do embrido, ou seja, as
sementes sao dispersas com o embrido morfologicamente imaturo. Para que a
semente germine é necessario um determinado periodo de tempo, variavel com a
especie, até o completo desenvolvimento do embrido. Esse mecanismo de
dorméncia é conhecido também como imaturidade do embrido ou embrido
rudimentar. Exemplo: llex paraguariensis A. St. Hil., Annona cacans Warm.
(Cardoso, 2004).

A dorméncia e a germinagdo sdo processos que capacitam as plantas a
sincronizarem o desenvolvimento, tanto com o meio ambiente como entre os

individuos de uma populagdo. A germinagao de sementes, originando as geragdes
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seguintes, € o estagio mais critico da vida da planta, portanto, da sobrevivéncia de
uma espécie. Seu controle por meio da dorméncia assegura, que a plantula possa
se estabelecer como um organismo autotrofico fotossintetizante, naquele periodo em
que o embrido é dependente das reservas da semente, e em condi¢des que

favorecam este periodo critico (Metivier, 1979).

2.3. Conservagao de semente em banco de germoplasma

A diminuicdo, a perda e a extingdo dos recursos genéticos vegetais requerem
a criacdo de bancos de germoplasma, para conservar a maxima variabilidade
genética vegetal existente (Goedert, 1988). A coleta e conservagcédo tém como
principais objetivos, ampliar a base genética de espécies tradicionalmente cultivadas
ou espécies de uso potencial e conserva-la para que possa ser utilizada em
programas de melhoramento vegetal (Walter et al., 2005).

A estratégia mais eficiente para assegurar a disponibilidade de recursos
genéticos vegetais € a conservagao de sementes em condi¢gdes de temperatura sub-
zero (-20°C) e baixo conteudo de umidade (3 a 7%). Algumas pesquisas ja
comprovaram que reduzindo a temperatura de armazenamento de 5°C para
temperatura sub-zero, o tempo de vida das sementes aumenta em 10 anos para
algumas espécies ou até varias décadas em outras. Isso indica que, o tempo de vida
de uma semente, entre outras coisas, depende do conteudo de umidade da semente
e da temperatura de armazenamento (Faiad et al., 1998).

A conservacgao de colegdes de germoplasma depende da biologia reprodutiva
de cada espécie. Quando uma espécie se propaga por sementes, o método de
armazenamento a longo prazo é preferido para conservagao, porque € mais
conveniente, seguro e viavel economicamente. O armazenamento de sementes tem
como metas principais, proteger a semente da deterioragdo e dos danos, minimizar
a perda de vigor e germinabilidade, manter a identidade da semente, a condigao
fisica e a pureza (Goedert, 1988).

Para que a semente seja armazenada em banco de germoplasma, é
essencial conhecer seu comportamento para fins de conservacdo. De acordo com
Roberts (1973), os eventos fisioldgicos e bioquimicos que ocorrem nas sementes

desde a sua formacdo até a fase de dispersdo, determinam a classificacido das
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sementes relacionando-as com tolerancia a dessecacdo e a resisténcia a
temperaturas sub-zero em:

1) Ortodoxa: semente tolerante ao dessecamento em baixos teores de
umidade sem danos em sua viabilidade. Essa categoria € normalmente tolerante a
temperatura sub-zero em armazenamento a longo prazo. Exemplo: a maioria das
espécies cultivadas (arroz [Oryza sativa L.), feijao (Phaseolus vulgaris L.) e milho
(Zea mays L.).

2) Recalcitrante: aquela que nao sofre a desidratagdo durante a maturagao;
quando ¢ liberada da planta-mae apresenta altos teores de umidade. E sensivel ao
dessecamento e morre se o conteudo de umidade for reduzido abaixo do ponto
critico, usualmente um valor relativamente alto. Essa categoria é também sensivel a
baixas temperaturas. Exemplo: camu-camu [Myrciaria bubia (Kunth) McVaugh] e
castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa Bonpl).

3) Intermediaria: Aquela que ndo se enquadra nem na definicdo de semente
ortodoxa nem de recalcitrante. Essa categoria suporta temperaturas baixas quando
dessecadas a niveis ainda relativamente altos de umidade (ao redor de 10%) ou que
embora seca nao suporta temperatura sub-zero sem sofrer danos em sua
viabilidade. Exempilo: citros (Citrus spp.) e café (Coffea spp.) (Ellis et al., 1990).

Além do comportamento fisioldgico, outros dois aspectos sdo determinantes
para a conservagdo de sementes a longo prazo, que sdo a longevidade e a
viabilidade. A longevidade é o periodo de tempo em que a semente pode
permanecer viva em condicdes ambientais, e que € determinado pela interacao
entre suas caracteristicas morfolégicas e genéticas e os fatores ambientais. Ja a
viabilidade corresponde a condicdo em que a semente permanece viva ou viavel,
mantendo sua integridade fisioldgica, bioquimica, biofisica e sua capacidade de
germinar e gerar uma planta normal e vigorosa (Silva et al., 2007).

Sementes ortodoxas, recalcitrantes ou intermediarias podem apresentar
varios graus de longevidade. Mas, tanto a viabilidade quanto a longevidade podem
ser prolongadas durante o armazenamento da semente, desde que as condi¢cdes
apropriadas de umidade da semente e temperatura de armazenamento sejam
fornecidas (Silva et al. 2007).
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2.4 Germinagao e conservagao de espécies do cerrado

Inimeros trabalhos foram e estdo sendo desenvolvidos com o objetivo de
conservar espécies nativas ameacgadas de extingdo no bioma cerrado. Além da
conservagao in situ, estdo sendo desenvolvidos protocolos de conservagao ex situ
que visam otimizar as condicbes de armazenamento de sementes em bancos de
germoplasma a temperaturas sub-zero. A Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, mantém desde 1981 uma Colegao de Base (Colbase), a qual ja foram
incorporados acessos de varias espécies nativas e cultivadas.

Pesquisas com sementes de espécies nativas tem sido conduzidas
objetivando padronizar testes de germinagdo, umidade, sanidade e tolerancia a
dessecagao e ao congelamento em temperaturas sub-zero. Protocolos para a
conservagao a -20°C ja foram estabelecidos para algumas espécies com sementes
ortodoxas e cerca de 800 acessos dessas espécies ja foram incorporados a Colbase
(Silva et al., 2007).

Dentre as espécies medicinais do cerrado estudadas e incorporadas a
Colbase da Embrapa, podemos destacar: copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.),
faveira (Dimorphandra mollis Benth.), barbatimao (Stryphnodendron adstringens
(Mart.) Covill.) e pacari (Lafoensia pacari St. Hil.) (Silva et al., 2007).

As informacgdes sobre germinagdo de sementes de espécies do Cerrado, em
condicbes laboratoriais, encontram-se dispersas. O carater destas informacoes,
muitas vezes, nado € aprofundado devido a auséncia de padronizacdo de
procedimentos e as variagdes de comportamento e disponibilidade das sementes
(Saloméao & Sousa-Silva, 2003). As espécies do cerrado respondem com elevados
indices de germinagdo a temperatura de incubagdo de 25°C, como landim,
(Calophyllum brasiliense.) e mata-pasto (Chamaecrista desvauxii), de 30°C, como
jenipapo (Genipa americana), ou alternada de 20-30°C, como paineira-do-cerrado

(Eriotheca pubescens) e pau-de-jangada (Apeiba tibourbou).

A combinacdo de temperaturas sub-zero e baixo teor de umidade no
armazenamento de sementes apresentaram, bons resultados com espécies nativas
do cerrado como a Jacaranda acutifolia (Mello & Eira, 1995) e Copaifera langsdorffii
(Eira et al, 1992), e também com Maytenus ilicifolia (Eira et al., 1995) espécie

medicinal nativa das matas do sul do Brasil.
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A maioria das espécies do cerrado germina em condi¢cdes de auséncia de luz,
mas, para algumas delas, a luz estimula a germinagao. Neste caso, sao utilizados
fotoperiodo de 16h luz/8h escuro ou de 12h luz/12h escuro e um substrato que
permite a exposigao a luz, como papel ou vermiculita em caixas de gerbox (Saloméo
& Sousa-Silva, 2003).

As sementes de Cochlospermum regium (algodaozinho) apresentam
tegumento duro e impermeavel a agua. A impermeabilidade do tegumento € um dos
principais fatores que mantém a viabilidade das sementes, em condigdes de campo,
permitindo que, pelo menos, uma parte da populagdo de sementes germine em
condigbes favoraveis. A semente desta espécie € constituida de testa, tecido de
revestimento com aspecto esponjoso e opaco, tégmen tecido interno liso, brilhante e
resistente e da camada paligadica resistente que ocupa a posi¢ao mais externa do
tégmen, revestida por cuticula delgada que pode ser removida quando submetida a
escarificagdo. Apds essa remogdao a embebigdo se processa rapidamente,

apresentando alto percentual de germinacéao (Kirizawa, 1981).

Em estudos recentes, as sementes do algodaozinho foram submetidas a
diversos tratamentos pré-germinativos para superar a dorméncia. Albuquerque et al.
(2003) demonstram que os meétodos mais eficientes para quebra de dorméncia
destas sementes foram a escarificagdo com lixa e a imersdo em agua a 85°C por 40
segundos. As sementes ndo tratadas germinaram 3%, e as sementes submetidas
aos tratamentos o percentual de germinacé&o atingiu valores de até 43%.

Sales (2001) testou as melhores condigdes de luminosidade para a
germinagdo de C. regium. Os melhores resultados foram obtidos em escuro,
vermelho e vermelho-extremo com porcentagens de 81,2; 90,7 e 74,7%,
respectivamente. Na analise da influéncia da temperatura sobre germinagéo, em que
foram testadas as temperaturas de 15, 20, 25 e 30°C, sementes incubadas a 25°C
atingiram maior porcentagem de germinagéo (90%), porém os melhores indices de
velocidade de germinagao foram verificados nas temperaturas de 15 e 25°C (2,6 e
2,7 respectivamente).

Sales et al. (2002) estudaram os efeitos de diferentes tempos de imersao das
sementes de C. regium em acido sulfurico (H,SO4). A germinagao de sementes
submetidas aos diversos tratamentos e incubadas a 30°C, ocorreu entre o terceiro e

0 décimo quinto dia apds a semeadura. Quando as sementes foram imersas em
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acido sulfarico por 90 minutos, seguindo-se de embebigdo em agua destilada por 24
horas, a porcentagem de germinagdo aos 17 dias foi de 76%, mas o numero de
sementes germinadas entre o terceiro e o quinto dia ficou abaixo dos 34%,
comparando com as sementes tratadas por 120 e 150 minutos, que neste mesmo
periodo apresentaram 55 e 56% de germinagdo, respectivamente. Os autores
relatam que o maior tempo de imersdo no acido permitiu uma maior concentragao
inicial do numero de sementes germinadas, porque proporcionou melhor
permeabilidade a entrada de agua para um maior numero de sementes. Mesmo
imersas em HySO,4, as sementes apresentaram comportamentos germinativos
diferentes. Esta diversidade de comportamentos deve-se ao grau de permeabilidade
tegumentar, a desuniformidade de tamanho, forma e variagdo de cores das
sementes. Essa diversidade na intensidade de dorméncia, ja descrita para outras
espécies, pode contribuir para a distribuicdo temporal da germinagdo, com maiores
vantagens na perpetuacéo da espécie na natureza (Carvalho & Nakagawa, 2000).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta, beneficiamento e sele¢cao de sementes.

As sementes utilizadas neste trabalho foram obtidas de frutos maduros
(capulhos), de 33 plantas adultas em uma populagdo nativa de algodao-do-campo
coletada no entorno do Distrito Federal (Tabela 1). As coletas foram realizadas
semanalmente, durante os meses de agosto e setembro de 2007.

No Laboratério de Sementes da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia em Brasilia — DF, as sementes foram retiradas dos capulhos, o linter
foi removido de forma manual, juntamente com outras impurezas (folhas, caules e
cascas) e armazenadas em sacos aluminizados a temperatura ambiente de
laboratorio, por 40 dias (Figura 2). As sementes oriundas de todas as coletas foram
homogeneizadas para a formagao de um lote. Posteriormente este lote foi dividido
em quatro sub-lotes de 480 sementes cada, um para cada etapa do experimento
(germinagao, dessecacgao e armazenamento por 40 dias e por 80 dias).

A populacdo estudada do algod&o-do-campo é ruderal, ocorrendo em solo
recentemente revolvido e pedregoso. As plantas apresentavam-se concentradas em
reboleiras de 4 a 5 individuos, com distancias variando entre 1 a 15 quilémetros
umas das outras. As plantas foram identificadas com placas de metal e fitas
coloridas e o local marcado com GPS (Tabela 1). Estas caracteristicas observadas
em campo estdo de acordo com a descricdo feita por Molinari et al. (1996),
estudando populagdes de C. regium em fragmentos de cerrado no estado do Mato
Grosso, em que os autores descrevem a ocorréncia de grupos de trés a cinco

plantas, bem distanciadas entre si, ndo sendo encontradas populagdes densas.

3.2 Determinacgao do teor de umidade

A umidade inicial das sementes foi considerada apds o beneficiamento do
material e a formacao do lote. Esta umidade e aquelas obtidas apds os tratamentos
de dessecacio (item 3.4) foram determinadas pelo método de estufa a 105 + 5°C,
por 24 horas, de acordo com as Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992),

usando-se quatro repeticoes de 10 sementes cada.
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Tabela 1. Identificagdo dos locais de coleta e niumero de plantas, que compuseram a

populagado identificada para a coleta de sementes de Cochlospermum regium no

entorno do Distrito Federal em 2007.

Local Numero de plantas Latitude Longitude
1 4 14°98'27” 47°44’57”
2 5 14°98°50” 47°45°53”
3 4 14°99'21” 47°86°20”
4 4 14°99'02” 47°86'33”
5 12 14°98'34” 47°94°04”
6 4 14°98'25” 47°94'14”

3.3 Germinagao

O teste de germinacgao foi conduzido com quatro repeticdes de 20 sementes
por tratamento, em gerbox sobre papel, a temperatura de 25°C. As condi¢des de
germinacéo foram em presenca de luz (fotoperiodo de 16 horas luz, 74.98uM.m?.s™)
e no escuro (gerbox envolvido com papel aluminio). Como tratamento pré-
germinativo utilizou-se &acido sulfurico (H,SO4) e como tratamento germinativo
utilizou-se nitrato de potassio (KNO3) a concentragao de 2%. O teste de germinagao
foi realizado conforme descrito abaixo:

Primeira fase: TO (substrato umedecido com agua destilada); T1
(escarificagao por 40 minutos em HySO4) e T2 (substrato umedecido com KNO3). As
avaliagdes foram realizadas diariamente por um periodo de 30 dias. Apos avaliagao
final desta fase, as sementes germinadas (protus&do de radicula com curvatura
geotropica positiva) (Figura 3) neste periodo foram separadas e as restantes
passaram para a segunda fase.

Segunda fase: todos os tratamentos foram submetidos a escarificagao
quimica com HySO4 por 40 minutos (TO+H2SO4, T1+H2SOs e T2+H3S04). As
sementes foram depositadas novamente nos gerbox e mantidas em germinador em
claro e escuro, com uma unica avaliagao ao final de 15 dias da inoculagdo. As
sementes germinadas, neste periodo, foram separadas e as restantes passaram

para a terceira fase.
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Terceira fase: escarificagdo quimica com H,SO4 por 40 minutos
(TO+H2SO4+H2S04, T1+H2SO4+HSO4 € T2+4H,SO4+H,SO4) e prosseguiu-se com o
experimento como descrito para a segunda fase.

Os resultados obtidos nesses testes serviram para estabelecer as condi¢des
mais favoraveis para a germinagdo de sementes de Cochlospermum regium, a
serem utilizadas nos experimentos seguintes.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, utilizando-
se 4 repeticdes de 20 sementes cada. A andlise dos dados foi realizada em
programa estatistico SANEST de acordo com metodologia descrita por Zonta &
Machado (1984).

Também foram feitas analises de correlacao linear entre todos as variaveis
avaliadas, baseando-se na significancia de seus coeficientes. A classificacdo de
intensidade da correlag&o para p < 0,01, considerou muito forte (r £ 0,91 a + 1,00),
forte (r + 0,71 a £ 0,90), média (r + 0,51 a + 0,70) e fraca (r £ 0,31 a + 0,50), de

acordo com Gongalves e Gongalves (1985), citado por Guerra e Livera (1999).
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Figura 2. Sementes de algodao-do-campo, da esquerda para a direita a figura ilustra
os diferentes estagios de maturagéo, desde capulho verde (primeira imagem) até o

estagio de dispersao (ultima imagem).

Figura 3. Semente de C. regium com protusao de radicula e curvatura geotrdpica

positiva, ilustrando o critério adotado para contagem de semente germinada.
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3.4 Dessecacgao

Sementes do segundo sub-lote foram divididas em trés lotes de 160 sementes
cada, o primeiro lote foi a testemunha, e os demais foram divididos em iguais
quantidades e depositados em caixas plasticas sobre silica gel para dessecagéo por
24 e 48 horas. A testemunha e as sementes dessecadas por dois periodos foram
avaliadas quanto ao poder germinativo antes e apds armazenamento nas
temperaturas de -20-C (freezer) e nitrogénio liquido (-196-C), conforme apresentado

no item 3.5.

3.5 Armazenamento em temperaturas sub-zero

Para o congelamento nas temperaturas -20°C (freezer) e nitrogénio liquido
(NL), as sementes foram acondicionadas em envelopes aluminizados trifoliolados
(polietileno-aluminio-polietileno), selados com fita crepe e identificados. Dois
envelopes foram colocados a -20°C e dois envelopes foram expostos ao nitrogénio
liquido, por meio de imersdo direta e congelamento rapido (ca. 200°C. min™). As
sementes ficaram armazenadas por 80 dias. O descongelamento das sementes foi
feito a temperatura ambiente (25°C + 2) por 12 horas. Os testes de germinagao
foram realizados com quatro repeticées de 20 sementes a temperatura de 25°C, em
gerbox sobre papel, no escuro e com tratamento pré-germinativo (escarificagéo
quimica com H,SO,4) apds dessecacgao (item 2.4) e armazenamento. A avaliagdo da
germinagao procedeu-se em trés fase conforme descrito abaixo:

Primeira fase: TO (substrato umedecido com agua destilada); T1
(escarificagdo por 40 minutos em &cido sulfurico (H.SO,)). As avaliagdes foram
realizadas diariamente por um periodo de 30 dias. Apds avaliagao final desta fase,
as sementes germinadas neste periodo foram separadas e as restantes passaram
para a segunda fase.

Segunda fase: todos os tratamentos foram submetidos a escarificagao
quimica com acido sulfurico por 40 minutos (TO+H2SO4, T1+H2SO4). As sementes
foram depositadas novamente nos gerbox e mantidas em germinador em claro e
escuro, com uma unica avaliagao ao final de 15 dias da inoculacdo. As sementes
germinadas neste periodo foram separadas e as restantes passaram para a terceira

fase.
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Terceira fase: TO+H;SO4+H,SO4, T1+H2SO4+H,SO4, com  experimento

conduzido da mesma forma como descrito para a segunda fase.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacgao do teor de umidade

A umidade inicial das sementes recém coletadas foi de 6,7%. Apds 60 dias
mantidas a temperatura ambiente, mesmo acondicionadas em embalagem
impermeavel, as sementes atingiram 7,9% de umidade. A dessecag¢ao em silica gel
por 24 horas reduziu a umidade para 5,3% e apos 48 horas, as sementes atingiram
4,5% de umidade. Estes resultados demonstraram que o uso de silica gel foi

eficiente e viavel para diminuir a umidade do lote de sementes de C. regium.

4.2 Germinagao

Os testes realizados para verificar quais as condi¢cdes mais favoraveis para
a germinagao de sementes de C. regium, apresentaram diferencga significativa entre
os tratamentos (TO, T1 e T2) e entre os ambientes testados (claro e escuro), porém
nao houve interacao entre eles.

A anadlise de variancia da primeira fase mostrou que aos 30 dias de
avaliacdo, houve diferenca significativa no percentual de germinagdo apenas entre
os tratamentos testados (agua, H.SO4 e KNO3). As médias de germinagao obtidas
foram de 72% para o tratamento T1(H2SO4), 4% para T2 (KNOs3) e 1% para TO
(agua) (Tabela 2). As médias de germinagéo para os ambientes claro e escuro foram
de 27% e 25% respectivamente, embora haja uma diferenga numérica, a 5% de
probabilidade n&o foi considerada significativa (Tabela 3).

A diferenca no percentual de germinacdo obtido entre os tratamentos
permitiu inferir que, as sementes de C. regium apresentam dorméncia fisica e nao
fisiologica, visto que, o lote tratado com KNOs; ndo apresentou percentual de
germinacgao diferente da testemunha (T0). A analise estatistica mostrou que TO e T2
apresentaram comportamento semelhante, ou seja, o substrato umedecido com
agua destilada e o substrato umedecido com nitrato de potassio, ndo foram
eficientes na quebra de dorméncia desta espécie.

Na segunda fase, os resultados mostraram que o percentual de germinagao
aumentou consideravelmente em todos os blocos, inclusive em TO e T2. Os

percentuais de germinagao para TO, T1 e T2 foram respectivamente 52, 79, e 38% e
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novamente n&o foi constatada diferenca significativa dos ambientes, claro e escuro,
sobre a germinagéo.

Na terceira fase, a contagem final da germinacéao realizada ao final dos 60
dias de avaliagdo, resultou um elevado indice de germinagdo em todos os
tratamentos, sendo 71; 88 e 73% e respectivamente para TO, T1 e T2. Nesta fase foi
constatado ainda, o efeito significativo do ambiente sobre o percentual de
germinagao, sendo que, lotes mantidos no claro apresentaram média de germinagao
de 73% e lotes mantidos no escuro apresentaram 81%.

Os resultados obtidos na analise dos ambientes (claro e escuro) estdo de
acordo com os dados de Sales (2001), ao testar as melhores condigbes de
luminosidade para a germinagdo de sementes de C. regium, observou que 0s
melhores resultados foram obtidos em escuro, vermelho e vermelho-extremo com
porcentagens de 81, 91 e 75%, respectivamente.

A presenga ou auséncia de luz no processo germinativo esta relacionada com
as condi¢gdes ambientais onde as espécies se desenvolvem (Vidaver, 1977). O fato
de as sementes de C. regium germinarem melhor no escuro pode ser justificado pelo
ambiente de ocorréncia desta espécie. As plantas estudadas ocorrem em ambientes
total ou parcialmente sombreados, como nas bordas de matas mais densas ou em
locais de ocorréncia de arbustos menores e sempre com grande volume de
serrapilheira.

Resultados semelhantes aos obtidos no presente trabalho, também foram
descritos para outras espécies nativas do cerrado. Saloméo et al. (2003) relataram
comportamento germinativo semelhante para Hymenaea courbaril L. (30 a 70% de
germinacgao), Cedrela odorata L. (77 a 100%) e Cecropia pachystachya Trécul (30 a
80%) apds 30 dias de incubagéo a 25°C no escuro.

Quanto aos tratamentos testados (TO, T1 e T2), os percentuais de
germinagao obtidos neste trabalho sdo muito semelhantes aos obtidos por Sales et
al. (2002) que obteve germinacao de 76, 78 e 80% para os tratamentos 90, 120 e
150 minutos respectivamente, de imersao em acido sulfurico. A autora recomenda
que qualquer destes periodos de imersdo em acido sulfurico seguido de 24 horas de
embebicdo em agua destilada é eficiente na quebra de dorméncia desta espécie.

O presente experimento mostrou que a imersdo das sementes em acido
sulfurico por mais de 40 minutos causou danos em muitas sementes. Como havia

pouca disponibilidade de material para conduzir o experimento, optou-se por fazer
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escarificagdes em periodos maximos de imersdo de 40 minutos. Este tipo de dano
estd provavelmente relacionado com o teor de umidade e uniformidade de
maturacdo do lote de sementes. Wetzel (1997) relata que as diferencas
pluviométricas alteram a época e velocidade de maturagdo das sementes, portanto
para coletar sementes de espécies nativas totalmente maduras ha necessidade de

maiores estudos.

Tabela 2. Porcentagens de germinacao de sementes de C. regium submetidas a

diferentes tratamentos em trés fases de avaliacdo, por um periodo de 60 dias.

% Germinagao/Tratamentos

Avaliacées T T0 0 T™ 000 T2
12 fase* 1b 72 a 4b
22 fase** 52b 79 a 38Db
32 fase*** 71b 88 a 73Db

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si de acordo com o teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

*TO (H20); T1 (H2S04); T2 (KNO3)

**T0+H,S04; T1+H,SO, e T2+H,SO,

*** TO0+H,S04+HS04; T1+H2S0O4+H2S04 € T2+H,S04+H,S0,

Tabela 3. Porcentagens de germinacado de sementes de C. regium submetidas a
diferentes condicdes de luminosidade em trés fases de avaliacao, por um periodo de
60 dias.

%Germinagao/Ambientes

Avaliagdbes ~— (Claro0 2 Escuro
12 fase* 27 a 25a
22 fase** 52 a 61a
32 fase*** 73 b 81a

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si de acordo com o teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

*TO (H20); T1 (H2S04); T2 (KNO3)

**T0+H,S0O4; T1+H,SO, e T2+H,SO,

*** T0+H,S04+H,S04; T1+H,S04+H,SO4 e T2+H,S04+H,SO,
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Apds cada coleta no campo foi realizada uma minuciosa separagao das
sementes, preconizando-se sementes de coloragao preta, tamanho intermediario e
sem deformagbes. Porém, para os estudos realizados, ndo se pode garantir a
uniformidade de maturagcédo do lote de sementes, pois € comum ocorrer ao mesmo
tempo na planta desde botdes florais até frutos completamente secos, gerando uma
grande desuniformidade de maturacdo e diferentes teores de umidades entre
sementes de um mesmo capulho ou de uma mesma planta. Estas informacdes
também foram relatadas por Wetzel (1997) estudando a época de disperséo e
fisiologia de sementes de espécies do cerrado.

Para minimizar os efeitos causados pela diferenga de maturacido das
sementes, as coletas de sementes foram realizadas semanalmente, retirando-se da
planta apenas os capulhos totalmente secos e abertos, cujas sementes
encontravam-se em fase de disperséao.

O comportamento das sementes quanto as condi¢gdes favoraveis para
germinagao, sugere que as sementes desta espécie apresentam dorméncia
morfolégica imposta pela testa da semente. De acordo com a descrigao feita por
Kirizawa (1981), a semente madura de C. regium apresenta testa e tégmen com
multiplas camadas de células. A epiderme da testa € constituida por uma camada de
células justapostas e recoberta por uma camada delgada de cuticula que confere
resisténcia a semente. Os estratos mais externos apresentam células pequenas com
paredes celuldsicas espessas, mas aquelas localizadas internamente, sdo mais
volumosas e possuem paredes delgadas. As células do endosperma contem
numerosas goticulas de éleo de tamanhos diversos e granulos de natureza protéica.
Esse material de reserva ainda é possivel ser visualizado em sementes estocadas a
mais de trés anos.

A camada palicadica das sementes maduras de C. regium é bastante
resistente, apresentando coloragao castanha bem visivel. Sua fungéo & de proteger
a semente da injuria mecanica ou da alteragdo no conteudo hidrico (Kirizawa, 1981).
A camada paligadica e a cuticula podem restringir a passagem de agua e de ar,
podendo ser responsaveis pela dorméncia das sementes dessa espécie. Rolston
(1978) relata que a principal caracteristica de sementes impermeaveis a agua € a
presenca da camada paligadica. Kirizawa (1981) também relata que em sementes
de C. regium a camada palicadica e o tégmen embora bastante resistentes, ao

serem escarificadas a embebigdo se processa rapidamente e a porcentagem de
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germinagdo € elevada, tanto em temperatura ambiente como em estufa a
temperatura de 30°C.

Os dados obtidos nestas avaliagcbes corroboram com os relatos de
Albuquerque et al. (2003) estudando a germinacdo de espécies medicinais do
cerrado. Neste estudo foi constatado que as sementes de algumas espécies
medicinais de cerrado normalmente s&o indiferentes a luz, germinando na auséncia
ou presencga de luz. Entretanto, a presenca de luz durante a condugéo do teste de
germinagao favorece o desenvolvimento das plantulas, facilitando a avaliagdo das
mesmas.

A analise da germinagdo inicial serviu de base para as analises
subsequentes. Os dados obtidos mostraram que o uso de KNO3; nao € justificado,
pois nao apresentou elevagdo no numero de sementes germinadas. Parcelas
mantidas no escuro apresentaram maior porcentagem de germinagdo, quando
comparadas com aquelas mantidas sob luminosidade. O uso de escarificagdo com
acido sulfurico aumentou a velocidade da germinagdao e o numero de sementes
germinadas nas parcelas tratadas, sendo uma forma eficiente de quebra de
dorméncia.

A Figura 4 ilustra as diferengas entre os tratamentos TO (agua destilada), T1
(H2SO4) e T2 (KNO3), em presenga e auséncia de luz. Os resultados obtidos
demonstram que, as combinagdes de escarificagdo quimica com acido sulfurico e
escuro proporcionaram maior eficiéncia quanto ao numero de sementes germinadas

e a velocidade de germinacéo.
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Figura 4. Diferengas entre os tratamentos (T0, T1 e T2) e efeito do ambiente (claro e
escuro) sobre o percentual de germinacéo de sementes de C. regium apds as trés

etapas de avaliagao.
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4.3 Dessecacgao

As sementes desta espécie apresentaram boa tolerancia a dessecacgao, os
resultados mostram que houve um incremento de germinagédo a cada avaliagdo. Ao
final da terceira fase, as sementes dessecadas a 4,5% de umidade e escarificadas,
por trés vezes, com 4acido sulfurico apresentaram indice de germinagdo maior do
que os demais tratamentos (82%). Observou-se que a diminuicdo do teor de
umidade das sementes induz um grau maior de dorméncia destas, como pode ser
verificado na Tabela 4. Este aumento na dorméncia das sementes de C. regium em
funcdo da dessecacao também foi relatado por Wetzel (1997).

Os resultados obtidos mostram que entre os dois tratamentos testados (TO e
T1) T1 foi superior em todas as avaliagdes. Entre os teores de umidade da semente
houve diferengas significativas em cada periodo avaliado (Tabela 4).

Os teores de umidade das sementes apresentaram diferentes
comportamentos quanto ao tempo de exposicdo das sementes ao agente
escarificador. Observou-se que quanto menor a umidade da semente, maior foi o
tempo de escarificagdo para obter o mesmo percentual de germinagdo. Sementes
dessecadas a 4,5% de umidade atingiram 82% de germinacdo apos a terceira
escarificagdo, indicando que a metodologia adotada foi eficiente para atender ao
objetivo proposto que foi conseguir o maior numero possivel de sementes
germinadas.

O menor teor de umidade a que as sementes sdo expostas a escarificagao
também influenciou no nivel de dano a semente. As sementes com 7,9% de
umidade que foram expostas ao acido sulfurico apresentaram na 22 fase e 3?2 fase de
avaliacao 34% e 60% de germinagao respectivamente, e foi observada a ocorréncia
de sementes danificadas. Este fato pode ser atribuido, possivelmente, ao fato de
estas sementes terem iniciado o processo germinativo estando, portanto, com seu
tegumento mais permeavel e o contato com o acido resultou na deterioragcéo de
algumas sementes. O mesmo nao ocorreu com as sementes dessecadas a 5,3 e
4,5% que apresentaram percentual de germinacdo acima de 72% e poucas

sementes danificadas, ao final da 32 fase de avaliagao.
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Tabela 4. Tolerancia a dessecagao de sementes de C. regium com diferentes teores de umidade, em trés fases de avaliagao.

Umidade das sementes (%

é
Tratamentos ______ 1"fase | 2fase | Sfse
7,9 53 4,5

32 fase
7,9 53 4,5 7,9 53 4,5
TO 2,00 aB 0,00 aA 2,00 aB 52,00aA 11,00 bB 5,00 bB 75,00 aA 56,00 bA 61,00 abB

T 34,00aA 7,00bA 1500bA | 49,00aA 27,00 bA 42,00 abA | 60,00bB 74,00 abA 82,00 aA

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade. As letras minusculas (a,b) comparam as médias no sentido horizontal e as letras
maiusculas (A,B) no sentido vertical

12 fase = TO (H20); T1 (H2S0,); 22 fase = TO+H,SO4; T1+H,S0y; 32 fase = TO+H,SO4+H,SO04; T1+H,S04+H,SO4

7,9% (Umidade inicial); 5,3% (24 horas dessecacgao); 4,5% (48 horas dessecagao).
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A tolerancia a dessecagao das sementes de algodao-do-campo a teores de
umidade abaixo de 5%, € um dado muito interessante sob o ponto de vista do
armazenamento a longo prazo. Alguns trabalhos tém demonstrado que, quando um
lote de sementes € armazenado com elevados teores de agua podem reduzir a
longevidade das mesmas, alterando o metabolismo e favorecendo o crescimento de
patdgenos prejudiciais a manutengcdo de sua capacidade germinativa (Hellmann et
al., 2006; Barreto et al., 2004; Santos et al., 2001) A viabilidade do material biolégico
também €& aumentada quando armazenado apdés secagem e em ambiente frio
(Vertucci & Roos, 1990). De acordo com Kirizawa (1981), sementes de algod&o-do-
campo armazenadas por ate trés anos em temperatura ambiente, conservam a
viabilidade, mas perdem parte do poder germinativo.

Os diferentes indices de germinagdo obtidos das sementes de C. regium
coletadas no entorno do DF, podem ser justificados pela ocorréncia de um ou mais
fatores combinados, como por exemplo, a diferenga no vigor das plantas matrizes e
embrides de tamanhos variaveis ou fisiologicamente imaturos. Kirizawa (1981) relata
que sementes de C. regium retiradas de frutos recém coletados germinam
rapidamente, enquanto que em sementes armazenadas ha mais tempo, o apice da
radicula demora para romper os estratos internos do tegmen.

A maturagao das sementes é a fase onde se define todo o comportamento
germinativo das sementes. O desenvolvimento da semente pode ser dividido em trés
fases: a primeira corresponde a divisao e diferenciagédo celular, a segunda é a fase
de acumulo de substancias de reserva e a terceira corresponde ao embrido
totalmente formado que se torna resistente a dessecacdo. Nesta fase a semente
desidrata perdendo mais de 90% de agua, consequentemente, o metabolismo cessa
e a semente entra no estagio de quiescencia ou laténcia. Ao contrario das sementes
dormentes, a semente quiscente ira germinar assim que for reidratada (Taiz &
Zeiger, 2004). A partir deste conceito e dos dados obtidos pode-se dizer que as
sementes de C. regium apresentam dorméncia, e que esta caracteristica é crescente
a partir da dispersao.

Segundo Kelly et al. (1992) a identificagdo do mecanismo de dorméncia de
uma semente tem implicagdes econbmicas e ecoldgicas. O mecanismo de
dorméncia varia de espécie para espécie, e 0 conhecimento sobre o
desenvolvimento desta semente e do seu mecanismo de troca (permeabilidade),

pode facilitar o processo de quebra de dorméncia desta semente. Sob circunstancias
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naturais a quebra de dorméncia de uma semente exige a interagdo dos fatores
ecologicos (agao de microrganismos) e fisioldgicos (composi¢cao da semente).

A Figura 5 mostra que é recomendavel o uso de um terceiro tempo de
escarificagao, pois os indices obtidos com uma ou duas imersdes em acido sulfurico
(TO), ainda resultaram num elevado percentual de sementes duras, principalmente
nas parcelas em que os teores de umidade das sementes era menor, o que tornaria

obrigatério o uso de um teste de viabilidade nas sementes restantes.

Tolerincia a dessecacio

|:| 1* fase |:| 2* fase |:| 3 fase

100+

(%)

60+

germinagao

404 |+

20+

s %%

0
79%+H,0 79%+H,S0, 53%+H,0 53%+H,S0, 45%+H,0 45%+H,S0,
teor de umidade (%)

Figura 5. Germinagao de sementes de C. regium em fungdo dos diferentes teores

de umidade da semente.
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4.4 Armazenamento em temperaturas sub-zero

Na primeira fase de avaliagdo apos 40 dias de armazenamento, observou-se
interacdo entre os tratamentos (TO e T1) e as temperaturas testadas (-20°C e
nitrogénio liquido (-196°C)), onde T1 foi superior a TO nas duas temperaturas e o
material armazenado a -20°C respondeu com indice de germinagao mais elevado
em relagao aquele armazenado em nitrogénio liquido (Tabela 5).

Estes resultados mostraram que as sementes armazenadas em nitrogénio
liquido, apresentaram maior resisténcia a germinagado do que sementes mantida a -
20°C. Esta resisténcia pode ter sido provocada pela dorméncia acentuada devido a
exposicao a temperatura extrema, ou por injuria causada pelo congelamento que
comprometeu a integridade fisica da semente. Porém, os dados obtidos na segunda
fase de avaliacdo sugerem que estas sementes permanecem viaveis, sem qualquer
tipo de danos aparente a sua estrutura, pois os percentuais de germinacdo médios
obtidos nesta fase foram o dobro daqueles obtidos na primeira fase (Tabela 6).
Outro fator a ser considerado € que os teores de umidade das sementes ndo foram
adequados para o congelamento em NL.

Observou-se que as sementes com teores de umidade de 7,9% apresentaram
percentuais de germinagao mais elevados nas duas temperaturas testadas, em
comparagao aos teores de 5,3 e 4,5%. A umidade de 7,9% respondeu melhor a -
20°C com percentual de germinagao de 64%, contra 45% em nitrogénio liquido.

A avaliacdo da terceira fase mostrou interacdo dos dados apenas entre os
teores de umidade (7,9; 5,3 e 4,5%) e os tratamentos testados (TO e T1). Sendo
que a 7,9% de umidade as sementes apresentaram melhor resposta ao tratamento
TO, porém observou-se também que em T1 todos os indices de umidade
responderam da mesma forma, ou seja, de acordo com o teste de Tukey e 5% de
probabilidade, em T1 ndo houve diferenga significativa entre os desempenhos
(Tabela 7).
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Tabela 5. Porcentagens de germinacao de sementes de C. regium em fungédo dos
tratamentos e das temperaturas, na 1? fase de avaliacdo, apos 40 dias de

armazenamento.

Tratamentos Temperaturas
-20°C -196°C
T0 1,00 aB 3,00 aB
T 25,00 aA 14,00 bA

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si de acordo com o teste de
Tukey a 5% de probabilidade. As letras minusculas (a,b) comparam as médias
no sentido horizontal e as letras maiusculas (A,B) no sentido vertical.

12 fase = TO (H20); T1 (H2S04)

Tabela 6. Porcentagens de germinacado de sementes de C. regium em fungédo das
temperaturas e dos teores de umidade da semente, na 22 fase de avaliagao, apos 40

dias de armazenamento.

Temperaturas Umidade (%)
7,9 5,3 4,5
-20°C 64,00 aA 43,00 bA 28,00 cA

-196°C 45,00 aB 24,00 bB 37,00 ab A

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si de acordo com o teste de
Tukey a 5% de probabilidade. As letras minusculas (a,b) comparam as médias
no sentido horizontal e as letras maiusculas (A,B) no sentido vertical.

22 fase = TO+H,SO4; T1+H,S0O4

Tabela 7. Porcentagens de germinacao de sementes de C. regium em fungédo dos
tratamentos e dos teores de umidade da semente na 3?2 fase de avaliagao, apés 40

dias de armazenamento.

Tratamentos Umidade (%)
7,9 5,3 4,5
TO 89,00 aA 69,00 bA 62,00 bB
T1 76,00 aB 70,00 aA 82,00 aA

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si de acordo com o teste de
Tukey a 5% de probabilidade. As letras minusculas (a,b) comparam as médias
no sentido horizontal e as letras maiusculas (A,B) no sentido vertical.

32 fase = TO+H2$O4+H2$O4; T1+H2$O4+H2$O4
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Comparando-se os resultados de germinagdao em fungao dos tratamentos e
dos teores de umidade das sementes observou-se que, o lote de semente com 7,9%
de umidade submetido a TO, na terceira fase de avaliacdo apresentou 89% de
germinagao. Este resultado sugere que teores mais elevados de umidade na
semente oferecem menor resisténcia do tegumento aos efeitos da escarificagéo
quimica, até um limite onde os danos ao tegumento da semente suplantariam os
efeitos benéficos da escarificacao.

Observou-se também que quanto menor o teor de umidade, maior € a
resisténcia a germinac&o. Na terceira fase, as sementes dessecadas a 5,3 e 4,5%
de umidade obtiveram em TO percentuais de germinacéo inferiores aqueles obtidos
em T1, isso corrobora com os dados obtidos nos testes de dessecacido, onde
observou-se que sementes com menor teor de umidade necessitam de periodos
maiores de escarificagao.

Na comparagéo da germinacgéo obtida entre a 12 e a 32 fases apds 40 dias
de armazenamento a temperaturas sub-zero, os resultados descritos pela Tabela 8
sugerem que seria mais vantajoso armazenar as sementes com um teor de umidade
proximo de 8%, porque facilitaria o processo de germinagdo diminuindo custos
operacionais. Observa-se que o lote com 7,9% de umidade em TO na terceira fase,
obteve 89% de germinacdo com apenas dois tempos de escarificagdo. Porém,
estudos mostram que quanto menor o percentual de umidade na semente que for
armazenada a temperaturas sub-zero, maior sera manutengao da viabilidade e o
tempo que estas poderdo permanecer armazenadas (Degan et al., 2001; Tedfilo et
al., 2004). Desta forma para o resultado obtido nesta analise € recomendavel utilizar
um periodo a mais de escarificacdo e armazenar as sementes com 4,5% de
umidade, visto que a 5% de probabilidade no final da 3% fase o desempenho do lote
com 7,9% de umidade (89%) e do lote com 4,5% (82%) n&o apresentaram diferenca
significativa.

Na segunda fase de avaliagdo apos 40 dias de armazenamento, os dados
resultaram numa interacéao tripla entre as temperaturas de armazenamento (-20 e -
196°C), os tratamentos (TO e T1) e os niveis de umidade da semente (7,9; 5,3 e
4,5%) (Tabela 9).
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Tabela 8. Comparagao dos percentuais de germinacédo de sementes de C. regium em fungcédo dos tratamentos e dos teores de

umidade das sementes, obtidos na 12 e 32 fases de avaliagao apos 40 dias de armazenamento.

12 fase 32 fase

Tratamentos Umidade da semente (%)
7,9 5,3 4,5 7,9 5,3 4,5
T0 3,00 aB 2,00 aB 2,00 aB 89,00 aA 69,00 bA 62,00 bB

T1 32,00 aA 15,00 bA 12,00 bA 76,00 aB 70,00 aA 82,00 aA

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade. As letras minusculas (a,b) comparam as

médias no sentido horizontal e as letras maiusculas (A,B) no sentido vertical.
12 fase = TO (H20); T1 (H2SO0,); 32 fase = TO+H,S04+H;SO4; T1+H,S04+H,S04

Tabela 9. Porcentagens de germinacado de sementes de C. regium em fungéo a interagao tripla entre os tratamentos, umidade das

sementes e temperaturas na 22 fase de avaliacdo apods 40 dias de armazenamento.

Tratamentos -20°C | -196°C (NL)

7,9 5,3 4,5 7,9 5,3 4,5
TO 58,00 aaA 44,00 aaA 12,00 bbB 41,00 aaA 12,00 bbB 35,00 aaA

T 71,00 aaA 43,00 baA 47,00 baA 50,00 abA 39,00 aaA 38,00 aaA

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade. As letras minusculas (a,b) comparam as médias

das umidades no sentido horizontal, as letra minusculas em negrito (a, b) comparam as médias entre as temperaturas no sentido horizontal e as letras
maiusculas (A,B) no sentido vertical comparam as médias dos tratamentos.
22 fase = TO+H,SO4; T1+H,SO,
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Salomao (2002) relata que a exposicdo de sementes de algumas espécies
tropicais ao NL ndo superou a dorméncia destas, mas a combinagao de temperatura
sub-zero mais escarificagdo quimica com acido sulfurico favoreceu a germinagao de
Mimosa somnians var. viscida e Stryphnodendron polyphyllum. A autora observou
que, estas duas espécies em relagao ao grupo controle aumentaram o percentual de
germinagao de 65 para 90% e 50 para 90% respectivamente. Mas no caso de Styrax
camporum no grupo controle o percentual de germinacdo foi de 90% e apds a
exposicao ao NL a germinacdo obtida foi de apenas 36%, devido a incidéncia de
contaminacgao e pela agao do teor de umidade da semente inadequado ao processo.

A andlise das temperaturas de armazenamento mostrou que as sementes
mantidas a -20°C apresentaram percentuais de germinagdo maiores do que aquelas
mantidas em nitrogénio liquido. A umidade de 7,9% foi a que respondeu
favoravelmente com indice mais alto de germinagdo nas duas temperaturas
testadas. O tratamento T1 mostrou melhores resultados em todas as avaliagdes de
umidade e temperaturas de armazenamento.

O armazenamento de sementes em temperatura sub-zero com teores de
agua mais elevados, também foram descritos por Hellmann et al. (2006) estudando
o comportamento de sementes de pau-brasil (Caesalpinia echinata). O autor
concluiu que, as sementes de C. echinata sao tolerantes ao congelamento (-20°C),
desde que o teor de agua inicial seja aproximadamente 12%. Nessa condigéo, a
conservagao ex situ pode ser utilizada como estratégia para preservar a espécie,
fornecendo sementes com elevada qualidade por periodo de até 12 meses.

Nao foi observada a incidéncia de plantulas anormais ao final da terceira fase
de avaliagdo (Figura 6), e o percentual de sobrevivéncia nao diferiu
significativamente entre os tratamentos e as temperaturas testadas, exceto para
7,9% a -20°C. O numero reduzido de plantulas vivas neste tratamento foi atribuido a

ocorréncia de fungos durante a fase de germinagao.
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Figura 6. Sequéncia de germinagao de sementes de C. regium .

e

Da esquerda para a direita, a figura mostra as sementes desde a fase de embebigéo (24 horas apds a

incubagdo) até a formagao de uma plantula completa (30 dias apés incubagéo).

Na 12 fase apos 80 dias de armazenamento observou-se um percentual de
germinacao em T1 de 65% para o nivel de umidade da semente de 7,9%. Este
resultado foi bem acima daqueles obtidos em 5,3 e 4,5% de umidade, que foram
40% e 38% respectivamente. A Tabela 10 mostra que os percentuais de germinagao
obtidos nesta fase apds 80 dias, foi bem acima dos percentuais obtidos nas mesmas
condicdes aos 40 dias de armazenamento.

Comportamento semelhante foi observado quando comparou-se a germinagao
em funcdo das temperaturas na 12 fase de avaliacdao aos 40 dias e aos 80 dias
(Tabela 11). Aos 40 dias o percentual em T1 foi superior aquele obtido aos 80 dias de
armazenamento, sendo que aos 40 dias para -20°C obteve-se 54% de germinagéao e
para -196°C obteve-se 40% e aos 80 dias os percentuais foram de 25 e 14%
respectivamente. Em TO os percentuais de germinagdo obtidos foram muito
pequenos, nao apresentando diferenca significativa a 5% de probabilidade entre os
periodos de armazenamento. Também foi possivel observar que a temperatura de -
20°C obteve desempenho superior nos dois tempos de armazenagem.

A Tabela 12 mostra os dados de germinagdo obtidos em fungdo dos
tratamentos (TO e T1) e das temperaturas (-20°C e -196°C), na primeira e segunda
fases apds 80 dias de armazenamento. O tratamento T1 obteve os melhores indices

de germinacao, porém os percentuais obtidos nas duas primeiras fases indicam a
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necessidade de um terceiro tempo de escarificacdo, pois 0 numero de sementes

duras restantes ainda era muito elevado, préximo a 50% nos dois periodos.
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Tabela 10. Comparagédo entre as porcentagens de germinagcdo de sementes de C. regium, obtidas em fungdo dos teores de

umidade da semente e dos tratamentos, na 12 fase de avaliacdo aos 40 e 80 dias de armazenamento.

Periodo de armazenamento

Tratamentos : 40 dias I 80 dias

7,9 5,3 4,5 7,9 5,3 4,5
TO 3,00 aB 2,00 aB 2,00 aB 1,00 aB 1,00 aB 1,00 aB
T1 32,00 aA 15,00 bA 12,00 bA 65,00 aA 40,00 bA 38,00 bA

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade. As letras minusculas (a,b) comparam
as médias no sentido horizontal e as letras maiusculas (A,B) no sentido vertical.
12 fase = TO (H20); T1 (H2SO.)

Tabela 11. Comparacédo entre as porcentagens de germinagcdo de sementes de C. regium, obtidas em funcédo das diferentes

temperaturas, na 12 fase de avaliagao aos 40 e 80 dias de armazenamento.

Periodos de armazenamento

Tratamentos : 40 dias | 80 dias
-20°C -196°C I -20°C -196°C

TO 1,00 aB 1,00 aB 1,00 aB 3,00 aB
T1 54,00 aA 40,00 bA |} 25,00 aA 14,00 bA

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si de acordo com o teste de Tukey a 5% de
probabilidade. As letras minusculas (a,b) comparam as médias no sentido horizontal e as letras

maiusculas (A,B) no sentido vertical.
12 fase = TO (H20); T1 (H2S04)
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Tabela 12. Porcentagens de germinagao de sementes de C. regium obtidas em fung¢do dos tratamentos e das temperaturas, em

duas fases de avaliagao apos 80 dias de armazenamento.

Tratamentos 12 fase | 22 fase
-20°C -196°C | -20°C -196°C

TO 1,00 aB 1,00 aB 20,00 aB 23,00 aB

™ 54,00 aA 40,00 bA 64,00 aA 50,00 bA

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade. As letras
minusculas (a,b) comparam as médias no sentido horizontal e as letras maiusculas (A,B) no sentido vertical.

12 fase = TO (H20); T1 (H2SO.)

22 fase = TO+H,SO4; T1+H,S0O4

Tabela 13. Comparacao das médias de germinacao obtidas na 32 fase de avaliagdo aos 40 e aos 80 dias de armazenamento,

considerando os diferentes teores de umidade das sementes.

Armazenamento Umidade S%Z

7!9 5,3 4,5
40 dias 82,00 a 72,00 b 69,00 b
80 dias 72,00 a 59,00 b 45,00 ¢

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si de acordo com o teste de

Tukey a 5% de probabilidade.
32 fase = TO+H2$O4+H2$O4; T +H2$O4+H2304
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De acordo com os dados comparativos de umidade, tratamentos e
temperaturas testados aos 40 e aos 80 dias de armazenamento foi possivel
observar que, de modo geral, os percentuais de germinagdo foram maiores aos 40
dias. Os resultados obtidos apdés 80 dias de armazenagem, sugerem que sejam
realizados novos testes para ajustar o tempo de escarificagdo, principalmente para
os lotes com teor de umidade de 5,3 e 4,5%, onde os percentuais de germinagéo
nao atingiram 60% (Tabela 13). E recomendavel também que seja realizado um
teste de viabilidade para assegurar que as sementes nao tenham sofrido nenhum
dano pela exposi¢do mais prolongada a temperaturas sub-zero.

Foi observado ainda que, sementes de C. regium colocadas para germinar
sem escarificagdo quimica apresentaram percentuais de germinagao muito baixos (1
a 3%) em comparagdo com as sementes escarificadas, além de a germinacéo
ocorrer de forma lenta e desuniforme. De acordo com Melo et al. (1998), embora
para espécies nativas o processo de germinagdo seja lento e gradual, e que o
mecanismo de dorméncia apresente uma vantagem para a perpetuagcdo da espécie
no seu habitat natural, este tipo de comportamento inviabiliza qualquer processo de
exploracdo vegetal, principalmente quando ha necessidade de uniformizar a
germinagao e o crescimento de plantulas visando a produgdo de mudas em escala
comercial, por exemplo.

Ao final da 3? fase apds 80 dias de armazenamento, os valores de sementes
duras restantes e de plantulas vivas foram muito proximos aos valores obtidos aos
40 dias armazenamento. Nao foi constatada a ocorréncia de plantulas anormais, tao
pouco foram observadas diferengas visuais no crescimento e desenvolvimento das
plantulas em analise de laboratério.

Ao final de 80 dias de armazenamento em temperaturas sub-zero, observou-
se que a 5% de probabilidade, T1 apresentou os maiores indices de germinacéo e a
conservacgao das sementes a -20°C foi mais eficiente do que em NL (Tabelas 14 e
15).
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Tabela 14. Comparagcdo das médias de germinagcdo das sementes de C. regium

obtidas na 3?2 fase de avaliacdo aos 40 e aos 80 dias de armazenamento,
considerando os tratamentos testados.

Armazenamento Tratamentos
TO T1

40 dias 76,00 a 73,00 a

80 dias 49,00 b 68,00 a

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si de acordo
com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
32 fase = TO+H,SO4+H»S04; T1+H.SO4+H,SO4

Tabela 15. Comparacdo das médias de germinacgao obtidas na 3? fase de avaliagéo

aos 40 e aos 80 dias de armazenamento, considerando as temperaturas testadas.

Armazenamento Temperaturas
-20°C -196°C
40 dias 75,00 a 74,00 a
80 dias 62,00 a 55,00 a

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si de acordo
com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
32 fase = TO+H2$O4+H2$O4; T1+H2$O4+H2$O4
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A espécie observada apenas em nivel de laboratério, apresentou indices de
sobrevivéncia de plantulas superior a 90%. N&o foi observada a ocorréncia de
plantulas anormais ou sintomas de toxidade em funcdo da utilizacdo da
escarificagdo quimica. Mas a sobrevivéncia das plantulas foi afetada pela incidéncia
de Fusarium moniliforme (Figura 7) que € um fungo endofitico que causa podridao
de raiz e prejudicou a germinagao e a sobrevivéncia das plantulas. Nas sementes foi
diagnosticada a presenca de Alternaria alternata, Aspergillus flavus, Cladosporium
spp. e Curvularia stapeliae, fungos de ocorréncia comum também em sementes da
cultura do algodao comercial e que de acordo com Barreto et al., (2004), podem
afetar a germinagao e a sobrevivéncia das plantulas.

Observou-se ainda que, os lotes armazenados por 80 dias em nitrogénio
liquido, apresentaram um indice de contaminagao fungica mais elevado do que nos
demais experimentos. Berjak & Dumet (1996) descrevem que tecidos de sementes
de algumas espécies apoOs exposicdo ao nitrogénio liquido, sofrem danos que os
tornam mais suscetiveis a ataques de fungos.

Constatou-se neste experimento, que a incidéncia de fungos foi maior nos
lotes com umidade de 7,9%. Fato semelhante foi descrito por Salomao (2002) em
algumas espécies tropicais (Sterculia striata A. St.-Hill. & Naudin e Styrax camporum
Pohl.), a contaminagéo elevada provavelmente tenha acontecido devido a interagao
entre a umidade inadequada do lote de sementes e pela temperatura de
descongelamento apds exposi¢cao ao NL.

Salomao (2002) descreve situagdo semelhante ao estudar o comportamento
de varias espécies tropicais apds exposi¢cao ao nitrogénio liquido. A autora constatou
uma elevada infestacdo das sementes apds exposicdo ao NL, por fungos
saprofiticos do tipo Aspergilus, Penicillium e Rhizopus. As espécies mais afetadas
foram Pseudobombax tomentosum (Mart. & Zucc.) Robyns, Machaerium aculeatum
(Vell.) Stellfeld, Dalbergia miscolobium Benth., Dimorphandra mollis Benth., Ormosia
fastigiata Tul., Bauhinia acuruana Moric. e Bauhinia ungulata L.. O nivel de
contaminagao interferiu nos resultados da avaliagio de germinagdo e

consequentemente na resposta destas espécies a exposicao ao NL.
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Figura 7. Plantula de C. regium apresentando necrose na ponta da raiz.

Para a exposi¢cao de sementes ortodoxas a temperatura criogénica, sugere-se
conteudos de umidade inferiores a 10%, porém € necessario encontrar um intervalo
de umidade favoravel ao congelamento, que pode variar em cada espécie estudada.
Para Tabebuia serratifolia foi identificado um intervalo de umidade entre 5,4 e 14,0%
que € benéfico para sua criopreservagao. No entanto, para Tabebuia aurea nao foi
possivel estabelecer um intervalo de umidade aceitavel entre 7,0 e 22,6% este
ultimo, foi o teor de umidade critico para as sementes possivelmente por ter
ultrapassado o limite maximo de umidade (Santos & Salomao, 2007).

Para C. regium os teores de umidade 7,9; 5,3 e 4,5%, responderam de modo

favoravel as condi¢des de germinagado impostas neste trabalho, embora para a
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criopreservagao haja necessidade de determinar o teor de umidade favoravel ao

processo.

Os valores relativos aos percentuais de germinagdo, sementes duras,

condicbes de germinagao e teor de umidade inicial do lote de sementes, obtidos

neste experimento, estdo de acordo com os dados obtidos por Salomao et al. (2003)

estudando as caracteristicas fisicas e fisiologicas, armazenamento e germinagao de

espécies nativas do bioma cerrado. A Tabela 16 mostra os percentuais de sementes

duras restantes apés as trés fases de avaliagdo em cada etapa do experimento.

Tabela 16. Percentual de sementes duras de C. regium apoés o final das trés etapas

de avaliagdo dos experimentos de germinagao, dessecagdo e armazenamento em

temperaturas sub-zero.

Experimento Sementes duras (%)
Germinagao 8,00
Dessecacéao 12,00

-20°C (40 dias) 11,00
NL (40 dias) 25,00

-20°C (80 dias) 9,00
NL (80 dias) 27,00

A analise dos valores de germinagdo em cada fase, mostrou que houve

correlagao forte entre cada fase e correlagdo negativa entre as fases e o numero de

sementes duras, ou seja, a medida que aumenta a germinag&o, diminui 0 numero de
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sementes duras em cada fase. Esta informagdo demonstra a confiabilidade dos

dados coletados (Tabela 17).

Tabela 17. Analise das correlagdes lineares entre todas as variaveis analisadas nos

experimentos de germinacéo, dessecagcdo e armazenamento em temperaturas sub-

zero por 40 e 80 dias, de sementes de C. regium.

A — Correlagdes lineares entre os

dados do experimento da

X1) X2 X3 X4
0,77 | 0,66 | -0,64
0,81 | -0,57
- 0,67

germinagao
X1 X2 X3 X4
X1] 0,55 NS NS
X2 0,43 | -0,49
X3 - 0,59

C — Correlagdes lineares entre os dados
do experimento de armazenamento em

temperatura sub-zero por 40 dias

B — Correlagdes lineares entre os dados

X2 X3 X4
0,53 NS | -0,44
0,53 | -0,74
- 0,58

do experimento da dessecacao

ﬁl

D - Correlagdes lineares entre os dados
do experimento de armazenamento em

X1] X2 X3 X4

X1)] 0,81 0,62 | -0,36

X2 0,89 | -0,54
- 0,10

temperaturas sub-zero por 80 dias
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5. Conclusoes

A combinagao de escuro e escarificagdo quimica em acido sulfurico por 3
periodos de 40 minutos cada, foi eficiente na superagcdo da dorméncia das sementes
do algodao-do-campo.

As sementes de C. regium podem ser classificadas como ortodoxas, uma
vez que suportaram bem a dessecagao e a exposi¢ao a temperaturas sub-zero.

E necessario determinar o teor de umidade favoravel para o armazenamento
de sementes de C. regium em nitrogénio liquido. Para o armazenamento a
temperatura de -20°C, o melhor teor de umidade foi de 7,9%, sendo esta uma

alternativa viavel de conservacgao ex situ desta espécie.
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7. ANEXOS

7.1 Tabelas de analise de variancia para o experimento de condigbes de germinagao, sendo tres tratamentos (T0, T1 e T2) e dois
ambientes (claro e escuro).

TRATAMEN
AMBIENTE
TRA*AMB
RESIDUO

TRATAMEN
AMBIENTE
TRA*AMB
RESIDUO

TRATAMEN
AMBIENTE
TRA*AMB
RESIDUO

MEDIA GERAL

= 77.08333

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA 12 fase

G.L S.Q Q.M
2 25725.0000000 12862.5000000
1 26.0416667 26.0416667
2 58.3333333 29.1666667
18 406.2500000 22.5694444

2 7243.7500000
1 504.1666667
2 439.5833333
8 2425.0000000

COEFICIENTE DE VARIACAO = 20.6

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA

2 1477.0833333
1 416.6666667
2 27.0833333
8 1625.0000000

3621.8750000
504.1666667
219.7916667
134.7222222

35%

738.5416667
416.6666667
13.5416667
90.2777778

32 fase

569.9077
1.1538
1.2923

26.8840
3.7423
1.6314

8.1808
4.6154
0.1500

0.00001
0.29729
0.29886

0.00003
0.06605
0.22226

0.00327
0.04330
0.86192
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7.2 Tabelas de analise de variancia para o experimento de tolerancia a dessecacao.

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA 1° fase

CAUSAS DA VARIACAO G.L S.0 o.M VALOR F PROB.>F
UMIDADE 2 7.8063036 3.9031518 6.3683 0.00819
MEIO 1 20.9147470 20.9147470 34.1242 0.00007
UMI*METI 2 4.7132481 2.3566241 3.8450 0.03976
RESIDUO 18 11.0322124 0.6129007
TOTAL 23 44.4665111

CAUSAS DA VARIACAO G.L S.0 Qo.M VALOR F PROB.>F
UMIDADE 2 28.9353039 14.4676520 28.5108 0.00002
MEIO 1 15.1010317 15.1010317 29.7590 0.00012
UMI*MEI 2 12.8497066 6.4248533 12.6612 0.00058
RESIDUO 18 9.1339942 0.5074441
TOTAL 23 66.0200364

CAUSAS DA VARIACAO G.L S.0 o.M VALOR F PROB.>F
UMIDADE 2 0.5928701 0.2964350 1.1262 0.34696
MEIO 1 1.2208476 1.2208476 4.6381 0.04284
UMI*METI 2 5.1679795 2.5839898 9.8167 0.00161
RESIDUO 18 4.7380213 0.2632234
TOTAL 23 11.7197185

MEDIA GERAL = 8.811168 COEFICIENTE DE VARIACAO = 5.823 %



7.3 Tabelas de analise de variancia para o experimento de conservacao em temperaturas sub-zero, periodo de armazenamento de
40 dias.

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA 1% fase

CAUSAS DA VARIACAO G.L S.0 Q.M VALOR F PROB.>F
UMIDADE 2 8.1593279 4.0796640 6.4746 0.00426
TEMPERAT 1 1.4240838 1.4240838 2.2601 0.13787
MEIO 1 42.5416066 42.5416066 67.5156 0.00001
UMI*TEM 2 0.7353463 0.3676731 0.5835 0.56808
UMI*MEI 2 6.5194128 3.2597064 5.1733 0.01058
TEM*MET 1 5.2284037 5.2284037 8.2977 0.00667
UMI*TEM*MEI 2 0.7656968 0.3828484 0.6076 0.55493
RESIDUO 36 22.6836102 0.6301003
TOTAL 47 88.0574883

MEDIA GERAL = 4.429876 COEFICIENTE DE VARIACAO = 17.919 %

CAUSAS DA VARIACAO G.L S.0 Q.M VALOR F PROB.>F
UMIDADE 2 24.3771509 12.1885754 18.7418 0.00003
TEMPERAT 1 5.1537842 5.1537842 7.9247 0.00778
MEIO 1 14.3439930 14.3439930 22.0561 0.00013
UMI*TEM 2 10.7540490 5.3770245 8.2680 0.00143
UMI*MEI 2 1.5784801 0.7892401 1.2136 0.30900
TEM*MET 1 0.0451112 0.0451112 0.0694 0.78960
UMI*TEM*MEI 2 12.2789302 6.1394651 9.4404 0.00076
RESIDUO 36 23.4123077 0.6503419
TOTAL 47 91.9438063

MEDIA GERAL = 7.031263 COEFICIENTE DE VARIACAO = 11.469 %
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QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA 32 fase

CAUSAS DA VARIACAO G.L S.0 Q.M VALOR F PROB.>F
UMIDADE 2 4.2638005 2.1319003 5.2630 0.00990
TEMPERAT 1 0.0126513 0.0126513 0.0312 0.85489
MEIO 1 0.3434279 0.3434279 0.8478 0.63379
UMI*TEM 2 1.0756944 0.5378472 1.3278 0.27713
UMI*METI 2 6.2266548 3.1133274 7.6859 0.00200
TEM*MET 1 0.1290977 0.1290977 0.3187 0.58249
UMI*TEM*MEI 2 1.5727885 0.7863943 1.9414 0.15649
RESIDUO 36 14.5826008 0.4050722
TOTAL 47 28.2067160



7.4 Tabelas de analise de variancia para o experimento de conservacao em temperaturas sub-zero, periodo de armazenamento de
80 dias.

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA 1% fase

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.0 Q.M VALOR F PROB.>F
UMIDADE 2 7.9677900 3.9838950 9.7246 0.00066
TEMPERAT 1 2.6803067 2.6803067 6.5426 0.01422
MEIO 1 215.2592444 215.2592444 525.4452 0.00001
UMI*TEM 2 0.1554927 0.0777463 0.1898 0.82931
UMI*METI 2 7.2459646 3.6229823 8.8437 0.00104
TEM*MET 1 2.0506087 2.0506087 5.0055 0.02973
UMI*TEM*MEI 2 0.6485829 0.3242915 0.7916 0.53534
RESIDUO 36 14.7481287 0.4096702
TOTAL 47 250.7561187

MEDIA GERAL = 5.428021 COEFICIENTE DE VARIACAO = 11.792 %

CAUSAS DA VARIACAO G.L S.0 Q.M VALOR F PROB.>F
UMIDADE 2 35.8877108 17.9438554 22.7734 0.00001
TEMPERAT 1 1.1475711 1.1475711 1.4564 0.23359
MEIO 1 80.8346047 80.8346047 102.5909 0.00001
UMI*TEM 2 0.8709171 0.4354586 0.5527 0.58538
UMI*METI 2 4.1279470 2.0639735 2.6195 0.08498
TEM*MET 1 3.6119538 3.6119538 4.5841 0.03689
UMI*TEM*MEI 2 2.0062522 1.0031261 1.2731 0.29192
RESIDUO 36 28.3655241 0.7879312
TOTAL 47 156.8524808

MEDIA GERAL = 6.889224 COEFICIENTE DE VARIACAO = 12.885 %

66



CAUSAS DA VARIACAO G.L S.0 Qo.M VALOR F PROB.>F
UMIDADE 2 22.0513767 11.0256883 16.9319 0.00004
TEMPERAT 1 2.0978491 2.0978491 3.2216 0.07761
MEIO 1 15.6302131 15.6302131 24.0030 0.00009
UMI*TEM 2 0.0648904 0.0324452 0.0498 0.95145
UMI*METI 2 3.2719513 1.6359757 2.5123 0.09345
TEM*MET 1 2.3907604 2.3907604 3.6714 0.06022
UMI*TEM*MEI 2 0.5827724 0.2913862 0.4475 0.64826
RESIDUO 36 23.4423802 0.6511772
TOTAL 47 69.5321937

MEDIA GERAL = 8.273285 COEFICIENTE DE VARIACAO = 9.754 %



CAPITULO I

CONSERVAGAO IN VITRO DE ALGODAO-DO-CAMPO [Cochlospermum regium
(Mart. ex Schrenk) Pilger - Cochlospermaceae SOB REGIME DE
CRESCIMENTO MINIMO.

RESUMO

Cochlospermum regium é uma planta de areas de cerrado, caatinga e pantanal. Na
medicina popular é conhecida por “algodao-do-campo” e suas raizes sao utilizadas
para o tratamento de infecgbes uterinas, intestinais, gastrite, ulceras e artrite.
Atualmente, o extrativismo e a destruicdo dos habitats naturais colocaram o algodao-
do-campo na lista de espécies medicinais nativas prioritarias para conservagédo ex
situ. O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia para a conservagao
in vitro do algodao-do-campo e fornecer subsidios para estudos de micropropagagéao
da espécie. Sementes de algodao-do-campo foram testadas quanto a germinagéao in
vitro pela escarificagdo ou ndo das sementes em acido sulfurico e inoculagdo em
meio de cultura MS. Para a conservagado in vitro, microestacas retiradas das
plantulas germinadas in vitro foram avaliados por 90 dias sob trés regimes de
temperatura (10°C, 20°C e 25°C) e em trés concentragdes de meio WPM (2, % e
pleno). Verificou-se que sementes escarificadas apresentaram percentual de
germinagao in vitro de 93,3% aos 30 dias, valor significativamente superior aos
13,3% observados nas sementes néo escarificadas. A conservagao da espécie in
vitro mostrou-se viavel, desde que os explantes sejam mantidas em camara de
crescimento a 20°C em meio de cultura 2 WPM. Sob estas condigdes os explantes
mantiveram um crescimento minimo e percentual de sobrevivéncia de 100%, apods

trés meses de avaliagao.

Palavras-chave: Algodao-do-campo, conservagao ex situ, micropropagagao,

germinagao, preservacgao, plantas medicinais.
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CHAPTER lI
In vitro conservation of Cochlospermum regium (Mart. ex Schrenk) Pilger —

Cochlospermaceae under minimal growth storage

ABSTRACT

Cochlospermum regium is a plant from Savanna, Caatinga and Pantanal biomes of
Brazil. In the popular medicine is called “algoddo-do-campo” and its roots are used
for treatment of uterine and intestinal infections, gastritis, ulcers and arthritis.
Actually, the extrativism and destruction of natural habitats turn the “algod&o-do-
campo” an important medicinal specie for ex situ conservation. The objective of this
work was to develop a methodology for in vitro conservation and to carried out
subsidies for studies of micropropagation of this specie. Seeds of “algodao-do-
campo” were evaluated in relationship to the in vitro germination by scarification or
not of the seeds in sulfuric acid and inoculation in MS culture medium. For in vitro
conservation, shoots from plantlets developed in vitro were maintained by 90 days
under three temperature of conservation (10°C, 20°C and 25°C) and three
concentrations of salts of WPM medium (%2, % and full). It was verified that scarified
seeds presented 93.3% of in vitro germination after 30 days of cultivation, a value
significantly superior than 13.3% observed on non scarified seeds. The in vitro
conservation of “algodao-do-campo” under minimal growth storage was shown
viable, since the explants be maintained at 20°C and in 2 WPM medium. Under
these conditions the explants present 100% of survival after three months of

evaluation.

Key words: Algoddo-do-campo, ex situ conservation, micropropagation,

germination, preservation, medicinal plants.
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1. INTRODUGAO

1.1 Micropropagacao - Histérico e definigao

Os trabalhos sobre cultura de tecidos vegetais datam de 1902, quando o
botanico alemao Gottlieb Haberlandt cultivou células de tecidos somaticos de varias
especies em solucao nutritiva. Seus experimentos nao obtiveram éxito, mas
constituiram o marco inicial da propagacédo de plantas in vitro. Porém, o primeiro
trabalho com resultados concretos so6 foi publicado na década de 30 por Philip White
com a elaboragdo de um meio capaz de manter o crescimento de apices radiculares
de Tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) por um longo periodo (White, 1939). A
teoria que norteia a cultura de tecidos baseia-se na totipotencialidade celular, ou
seja, que a célula vegetal é autbnoma e contém toda a informacédo genética
necessaria para originar um organismo completo, desde que condigdes especificas
ao cultivo desta sejam previamente estabelecidos (Kerbauy, 1997; Cid, 2001).

A cultura de tecidos de plantas € um processo por meio do qual fragmentos,
propagulos ou partes vegetativas, denominadas explantes, sao isolados de plantas
matrizes, desinfestados e assepticamente cultivados em meio de cultura nutritivo
apropriado e sob condicbes adequadas de temperatura e fotoperiodo. Depois de
estabelecidos, a multiplicacao é feita através de sucessivos sub-cultivos até que se
obtenha o numero suficiente de propagulos que se quer multiplicar. Em seguida os
brotos multiplicados sdo entao transferidos para outro meio de cultura para formacao
das raizes, obtendo-se assim, plantas completas. Essas s&do plantadas em substrato
para a aclimatizagdo e levadas a casa de vegetacdo, antes de serem transferidas

para o campo definitivamente (Cid, 2001).

1.2 Aplicabilidades

As técnicas da cultura de tecidos podem ser empregadas para varias
finalidades, como por exemplo, a produgdo de mudas em larga escala, limpeza
clonal, propagacédo de hibridos e conservagcdo de germoplasma vegetal, a qual é
considerada parte de uma estratégia geral de conservagao ex situ. Ressalta-se que
em alguns casos, a conservagao in vitro pode ser a unica estratégia para conservar

estas espécies, como no caso de plantas com sementes recalcitrantes e de dificil
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propagacao vegetativa por métodos convencionais (Roca et al., 1991; Ferreira et al.,
1998).

Outra finalidade importante da cultura de tecidos é facilitar a propagag¢ao em
larga escala de espécies de propagagao vegetativa e de importancia econdémica,
como é feito rotineiramente para culturas como a banana, batata e cana-de-acucar.
Mas a multiplicagdo em larga escala também pode ser util para espécies de onde a
obtengdo da matéria prima se da por extrativismo, e o numero de individuos na
populagdo pode néo ser suficiente para atender a demanda. Neste caso, o cultivo
sistematizado in vitro pode garantir a produgao regular e em larga escala. Mas para
estabelecer estes cultivos € necessario dispor de material propagativo inicial, como
sementes, tubérculos, estoldes, ou alguma outra estrutura que permita a
multiplicagédo da planta alvo (Pereira, 2003).

De modo geral, os explantes mais utilizados para o estabelecimento de
cultivos in vitro sdo os meristemas, gemas apicais e axilares, segmentos nodais,
sementes e embrides zigoticos, sendo a escolha de um ou outro tipo de explante
dependente do objetivo do trabalho. Fragmentos de folhas, raizes e entrends
também podem ser utilizados como fonte de explantes, embora para estes tipos de
explantes estratégias adequadas de regeneracdo devam ser desenvolvidas por
tratar-se de materiais sem pontos ativos de crescimento, fato que leva a
necessidade de induzir a desdiferenciagcdo das células somaticas, seja pela via
direta ou indireta (fase de calo) (Moraes et al., 2007).

O uso de sementes como explante s6 é indicado nos casos em que a
assepsia se torna viavel. Seu uso proporciona algumas vantagens em relagdo aos
demais tipos de explantes, como o rapido crescimento e, consequentemente, a
disponibilidade de material mais rapidamente para a etapas seguintes do cultivo,
bem como a facilidade de enraizamento da cultura, visto que vigor e enraizamento
adventicio sdo caracteristicas naturais de tecidos em estado juvenil (Moraes et al.,
2007; Assis & Teixeira, 1998; Grattapaglia & Machado, 1998).

Um dos explantes mais rotineiramente utilizados para estabelecer cultivos in
vitro sdo os meristemas, especialmente quando se que eliminar contaminantes
endofiticos, como fungos, bactérias e virus. Plantas propagadas vegetativamente
por meio de técnicas convencionais, como estaquia ou enxertia, uma vez infectadas
por virus, micoplasmas, bactérias e fungos enddégenos, transmitem estes patégenos

as geragdes subsequentes, provocando uma diminuigdo progressiva no rendimento
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das culturas. Ressalte-se, que o fato de uma planta ter sido “limpa” de virus, ou de
outro patdogeno em laboratorio, ndo confere a ela imunidade a novas infecgdes.
Porém, a substituicdo das populagdes de plantas, apds alguns anos de cultivo em
campo por novas matrizes produzidas em laboratério é condicdo essencial para uma
boa qualidade e produtividade dos cultivos. O uso de meristemas é indicado pelo
fato de que a distribuigdo de virus e outros patdgenos na planta ndo ser uniforme e
devido ao tamanho reduzido e restrito contato das células meristematicas com os
tecidos adjacentes, fato que os tornam praticamente livres destes microrganismos.
Por isso o isolamento cuidadoso de pequenas porgdes de regides meristematicas
(0,1 a 0,3mm) e a cultura em meios de cultura apropriados, pode permitir a obtengéo
em escala econbmica de plantas clonadas livres de patégenos (Kerbauy, 1997).
Esta metodologia ja foi empregada com sucesso na obtengédo de clones livres de
patdbgenos em Pfaffia tuberosa (Spreng.) Hicken (Flores et al., 2006) e Mentha viridis
L. (Lima et al., 2007a), sendo rotineiramente empregada para a produgao de mudas

isentas de virus em culturas como a batata, morango e cana-de-agucar.

1.3 A cultura de tecidos com plantas medicinais

Na pesquisa com plantas medicinais, a cultura de tecidos pode auxiliar em
inumeros trabalhos de pesquisa, tais como: (a) facilitar a produg¢ao de clones, mais
uniformes, em larga escala e livre de patdgenos; (b) produzir hibridos, por hibridagao
somatica, através de fusdo de protoplastos; (c) produzir haploides; (d) obter
mutantes portadores de caracteres desejaveis, por meio do uso de agentes
mutagénicos ou por variagao somaclonal; (e) se utilizar de plantas como biorreatores
para a expressao de genes especificos; (f) produzir plantas geradoras de vacinas €;
(g) conservagdo de germoplasma vegetal in vitro e por criopreservagdao pela
manutencdo do material vegetal durante periodos prolongados sob condigdes
especificas de crescimento e desenvolvimento ( (Amaral & Silva, 2003). Além disso,
as diversas técnicas de cultura de tecidos permitem interferir nas rotas metabdlicas
dos vegetais, mediante o cultivo de plantas em meio preparado com agentes
estressantes, elicitores e mutagénicos, que afetam a qualidade e a quantidade dos
principios ativos produzidos, bem como a composigao e o teor dos mesmos (Amaral
& Silva, 2003). Kagiki et al. (2004) estudaram a influencia de varias combinacdes de

2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) e Kinetina (KIN) em explantes de diferentes origens
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no crescimento e producédo de saponinas em calos de Pfaffia glomerata. De acordo
com os resultados, foi possivel observar que o conteudo de saponinas totais na raiz
e no caule de P. glomerata in vivo foi de 3,74% e 2,69% respectivamente. Em meio
de cultura suplementado com altas concentragbes de sacarose, as células em
suspensdo provenientes de calos de explantes radiculares e caulinares, a produgao
de saponinas aumentou para 5,92%.

Resultados satisfatérios também foram descritos por Franga (2003) para
Eclipta alba, onde plantas cultivadas in vitro em meio de cultivo suplementado com
BAP (benzilaminopurina), foram mais eficientes na producdo de vedelolactona.

Por outro lado, Souza et al. (2003) desenvolveram protocolos para a
micropropagacgao de Lychnophora pinaster Mart., uma planta medicinal do cerrado
muito utilizada na medicina tradicional e ameagada de extingdo. Os resultados
demonstraram que meios de cultura menos concentrados permitiram melhor
germinagdo de embrides e crescimento de plantas. O meio 4 MS proporcionou
melhores condi¢bes de cultivo e, quando suplementado com sacarose e BAP,
resultou em maior indice de multiplicacdo de plantas. Neste sentido,
complementando o trabalho de micropropagacgéao da L. pinaster Mart., Souza et al.
(2004) desenvolveram protocolo para o enraizamento e aclimatagado da espécie. Os
resultados evidenciaram que o melhor enraizamento ocorreu quando as plantas
permaneceram durante 15 dias em presenca de 2,0 mg.L'1 de ANA (acido
naftalenoacético). Considerando-se que é uma espécie endémica restrita ao bioma
cerrado, a aclimatizacao foi feita utilizando solo do local de ocorréncia da espécie, e
a sobrevivéncia das plantas foi de 100%.

Algumas espécies medicinais que sdo propagadas por sementes apresentam
grande variabilidade quanto a morfologia e o teor de metabdlitos, sendo o género
Maytenus um exemplo classico. Conforme descrito por Pereira (1998) a
micropropagagao € uma das formas de minimizar estes efeitos indesejados. Para
Maytenus aquifolium Mart e Maytenus ilicifolia Mart a concentragdo de 3,0 mg.L™" de
BAP produziu a maior proliferagao de brotos, enquanto que 0,4 mg.L'1 de BAP
associado com 0,2 mg.L™" de AlA induziu maior crescimento em altura. Os explantes
com maior potencial para o desenvolvimento in vitro nestas espécies foram gemas

axilares, retiradas de ramos juvenis.
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O objetivo deste trabalho foi adequar uma metodologia para a conservagao in
vitro do algodao-do-campo (Cochlospermum regium) e fornecer subsidios para

estudos de micropropagacgao da espécie.
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2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos e Conservagao
de Germoplasma Vegetal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia em
Brasilia — DF. As sementes utilizadas como fontes primarias de explantes foram
obtidas de frutos maduros, em plantas adultas de populagdes nativas de algodao-do-
campo coletadas no entorno do Distrito Federal. As coletas foram realizadas

semanalmente entre os meses de julho e setembro de 2006.
2.1 Germinagao in vitro

Para o teste de germinacdo, as sementes foram retiradas dos capulhos,
sendo o linter removido de forma manual, juntamente com outras impurezas, como
restos de folhas, caules e cascas e armazenadas em sacos aluminizados em
temperatura ambiente.

Apos 48 horas de imersdo em agua destilada, a desinfestagcéo foi realizada
deixando-se as sementes mergulhadas em solugdo de hipoclorito de sodio (NaOCI)
2,5% (agua sanitaria comercial) por 20 minutos. Posteriormente, em camara de fluxo
laminar, as sementes foram lavadas por trés vezes em agua destilada e autoclavada
e depositadas em placas de Petri.

Para avaliar a existéncia de uma possivel dorméncia das sementes, o lote
inicial foi subdividido em dois outros menores contendo 30 sementes cada. No
primeiro lote (T1), as sementes foram submetidas a escarificagdo quimica com acido
sulfurico (H2SO4) por 40 minutos, e no segundo lote (T2), as sementes foram
inoculadas sem tratamento quimico.

O meio de germinagao foi formado pelos sais e vitaminas de MS (Murashige
& Skoog, 1962), reduzido da metade das concentragbes de sais de macro e
micronutrientes, suplementado com 20 g.L'1 de sacarose, 5 mg.L'1 de Agar e 2 g.L'1
de carvao ativado. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7+0,1 utilizando-se
NaOH (Hidréxido de sédio) e/ou HCI (Acido cloridrico) em solugdo de 0,5 N, antes
da adi¢ao do geleificante agar e autoclavagem. O meio de cultura foi distribuido em
tubos de ensaio (20 x 150 mm) na quantidade de 10 mL por tubo e esterilizados por

autoclavagem a 120 °C e 1,3 atm de pressao, durante 20 minutos.
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As sementes foram inoculadas nos tubos de ensaio em camara de fluxo
laminar, com auxilio de placas de Petri e pingas. Apos a inoculagdo das sementes,
os tubos de ensaio foram tampados com papel aluminio, lacrados com parafilme e
levados para sala de crescimento com temperatura de 25+2°C, fotoperiodo de 16
horas e radiagao luminosa de 30 pmol.m'2.5'1, fornecidas por lampadas fluorescentes
do tipo luz do dia (Sylvania, 20W).

As observagdes referentes a germinagdo das sementes foram realizadas
diariamente nos primeiros 30 dias de cultivo e mensalmente, durante cinco meses,
totalizando seis meses de avaliagdo. O item avaliado foi apenas germinacéo,
considerando-se como germinada toda semente que apresentou protusdo da

radicula com curvatura geotrépica positiva.
2.2 Sub-cultivos

Apo6s 60 dias do inicio da germinagado das sementes, microestacas com uma
gema axilar e aproximadamente 1 cm de comprimento foram inoculadas em meio de
cultura semelhante ao utilizado para a germinagdo das sementes, desprovido de
reguladores de crescimento, para a multiplicagao.

Para avaliar possiveis diferencas na capacidade de proliferagéo in vitro do
algodéo-do-campo, dez individuos provenientes de sementes foram selecionados ao
acaso e avaliados comparativamente quanto ao crescimento e taxa de multiplicagao.
Para tanto, foram realizados trés sub-cultivos sucessivos de 60 dias cada, sendo os
dados de crescimento e taxa de multiplicagdo dos individuos avaliados
quinzenalmente.

O material foi mantido em sala de crescimento, sob temperatura de 25+2°C,
fotoperiodo de 16 horas e radiacdo luminosa de 30 pmol.m?.s™, fornecidas por
lampadas fluorescentes do tipo luz do dia (Sylvania, 20W).

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com
arranjo fatorial 10 x 2, sendo cinco repeti¢des e cinco microestacas por parcela. Os
dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa estatistico SANEST
(Zonta & Machado, 1984).
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2.3 Conservacgao in vitro

Microestacas provenientes da etapa de multiplicagéo in vitro, com uma gema
axilar e medindo aproximadamente 0,5 cm foram inoculadas em tubos de ensaio (25
x 150 mm) contendo trés diferentes concentracdes de sais do meio de WPM ('%, % e
Plena) (Lloyd & Mccown, 1980) suplementados com 10 g.L" de sacarose, 5 g.L" de
agar e 1 g.L'1 de carvao ativado, sendo o pH ajustado para 5,71+0,1 antes da
autoclavagem.

Uma vez inoculados, os materiais foram mantidos sob trés regimes de
temperatura de conservagao: 10°C, 20°C e 25°C, em camara de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas e radiagdo luminosa de 30 pmol.m?.s™, fornecidas por
ldampadas fluorescentes do tipo luz do dia (Sylvania, 20W).

Dados sobre altura e numero de gemas formadas foram obtidos mensalmente
por um periodo de 90 dias. Ao final deste periodo, também foi avaliada a
percentagem total de crescimento dos propagulos mantidos sob condigbes de
conservagao in vitro, obtendo este resultado pela relacdo: altura final — altura
inicial/altura inicial x 100.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, em
arranjo fatorial 3x3, sendo trés tipos de meios quanto a concentragdo de sais de
WPM e trés temperaturas. Cada tratamento foi formado por 15 repeticdes, sendo
cada repeticdo composta por um tubo de ensaio com uma brotacao.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa estatistico
SANEST (Zonta & Machado,1984).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Germinagao in vitro

O teste de germinagao in vitro de sementes escarificadas e n&o escarificadas
possibilitou uma analise mais detalhada sobre o comportamento destas em duas
situagbes diferentes. De modo geral, observou-se que o uso de escarificagdo
quimica uniformizou e acelerou o processo de germinagao in vitro das sementes de
algodao-do-campo. O lote de sementes submetido a escarificagdo quimica com
acido sulfurico (T1) apresentou percentual de germinagcdo de 93,3% aos 30 dias
apos a inoculagédo, contrastando com apenas 13,3% de germinagdo no lote n&o
escarificado (T2) (Figura 8).

Quando se avaliou o percentual de germinagédo das sementes ao seis meses,
verificou-se que a porcentagem de sementes germinadas em T1 permaneceu
constante, porém o percentual obtido em T2 foi de 76,6%, sugerindo que as
sementes de algodao do campo apresentam um tipo de dorméncia fisica, que pode
ser superada pelo emprego de escarificagdo quimica, como o uso do acido sulfurico
(Figura 9). Neste contexto, é possivel que o menor percentual de germinagdo das
sementes nao escarificadas possa ser explicado pela resisténcia fisica que o
tegumento oferece a absorgao de agua e, conseqientemente, a germinagao, como
pbde ser observado pelos resultados obtidos. A remogao ou injuria do tegumento por
escarificagdo quimica ou mecanica, além de aumentar a permeabilidade a agua,
pode ainda levar a outras mudangas tais como: aumento da sensibilidade a luz e
temperatura, permeabilidade a gases, remog¢ao de promotores ou inibidores do
crescimento, afetando, assim, o metabolismo da semente e, consequentemente, a
sua dorméncia (Khan, 1977).

No tratamento T1 a germinacéo teve inicio a partir do terceiro dia apos a
inoculacdo, com a emissdo da radicula. O epicétilo das plantulas apresentou
crescimento rapido, sendo possivel observar o surgimento de plantulas a partir do
sexto dia apds a inoculagao. Ja no tratamento T2 a germinagéao teve inicio somente
a partir do 13° dia e, apesar de baixo o indice de germinag&o, o desenvolvimento
inicial das plantulas ocorreu de forma semelhante ao tratamento T1, n&o sendo

observado diferengas morfologicas das plantas entre os dois tratamentos.
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- T1 - escarificadas
== T2 - N0 escarificadas

T1 — escarificagdo com imersao das sementes em acido sulfdrico por 40 minutos
T2 — imersdo em agua destilada

Figura 8. Porcentagem de germinacao in vitro das sementes de algod&o-do-campo,

obtida apds 30 dias de avaliacbes diarias.

= T1 - escarificadas
= T2 - N30 escarificadas

T1 — escarificagdo com imersao das sementes em acido sulfdrico por 40 minutos
T2 — imersdo em agua destilada

Figura 9. Porcentagem de germinacao in vitro das sementes de algodao-do-campo,

obtida apds seis meses da inoculagao.

79



A ocorréncia de dorméncia € um fenbmeno bastante comum descrito em
sementes de espécies nativas, havendo alguns trabalhos que descrevem diferentes
formas de superar a dorméncia em sementes para o estabelecimento de cultivos in
vitro (Coelho et al., 2001; Lima et al., 2007b; ). As formas mais usuais de superagao
de dorméncia neste caso inclui o tratamento com agua quente, escarificagdo com
lixa e pungdo ou remogao do tegumento. Noleto & Silveira (2004) escarificaram
mecanicamente sementes de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) através de
puncdo na regido da testa da semente. Aos 22 dias apds a inoculagao in vitro, sobre
ponte de papel filtro em agua destilada obtiveram um percentual de germinagéo de
75%.

Lima et al. (2007) observaram um percentual de germinacao in vitro em torno
de 60% em sementes de urucu (Bixa orellana L.), apds remog¢ao do tegumento, em
meio de MS. Coelho et al. (2001) relataram percentuais de germinacéo de até 96,7%
em sementes de sucupira-branca [Pterodon pubescens (Benth.) Benth] quando
estas foram inoculadas em meio de MS liquido por 35 dias, apds a remogao do
tegumento.

Cordeiro et al. (2002) estudando a germinagao in vitro de sementes de parica
(Schizolobium amazonicum Huber) descreveram que sementes escarificadas
mecanicamente e germinadas in vitro em meio de cultura de MS’2 apresentaram
percentual de germinacéo superior a 90% e plantulas bem desenvolvidas no quinto
dia apds a inoculacdo. Os autores observaram que as diferentes concentracdes de
meio de cultura, bem como a adigdo de acido giberélico (AG3) ao meio, nao
proporcionaram diferenga significativa na taxa de germinagao da espécie.

Os resultados das observacoes relatadas neste trabalho estdo de acordo com
as descricbes feitas por Grattapaglia & Machado (1998), de que a introdugdo de
sementes in vitro apresenta vantagem em relagcdo a muitos explantes, pois as
pléntulas resultantes apresentam bom enraizamento adventicio, ja que esta é uma
caracteristica de tecidos em estado juvenil. Ainda tem a vantagem de produzirem
maior numero de brotagdes devido a presengca de gemas cotiledonares (Noleto &
Silveira, 2004). A Figura 10 mostra uma plantula de C. regium com 30 dias,
evidenciando o enraizamento como descrito na literatura e o espessamento de colo
da raiz, ocorréncia caracteristica da familia Cochlospermacea (Kirizawa, 1981).

Neste trabalho, apds 60 dias da inoculacéo, nao foi observada a formacéao de

plantulas anormais. Além disso, néo foi constatado nenhum tipo de contaminacgéao,
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demonstrando a eficiéncia do protocolo utilizado inicialmente para a desinfestacao

das sementes.

Figura 10. Plantas de algoddo-do-campo entre 10 e 30 dias apds a germinagao,
com sistema radicular bem desenvolvido, e espessamento de colo caracteristico da

espéecie.
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3.2 Sub-cultivos

De modo geral, os resultados da analise de variancia (Anexo 6.1) mostraram
diferengcas significativas para a altura das brotagbes quando estas foram
comparadas aos 30 e 60 dias de cultivo. Na média, explantes mantidos por 60 dias,
apresentaram altura de 3,4 cm, valor significativamente superior aqueles mantidos
por 30 dias que apresentaram altura de 1,6 cm. Quando se comparou os plantas
provenientes de sementes individualmente, também foram observadas diferencgas,
onde o Gp01, Gp03, Gp07, Gp12, Gp17, Gp20 e Gp22 foram os que apresentaram
crescimento superior aos demais nos primeiros 30 dias de cultivo. Ja quando esta
avaliacao foi feita aos 60 dias, verificou-se que, de modo geral, esta superioridade
no crescimento destes individuos foi mantida, com exce¢ao dos Gp12, Gp17 e Gp20
que apresentaram menor altura quando comparada aqueles de maior crescimento
aos 30 dias (Tabela 18). Assim como observado para a altura, a taxa de
multiplicagdo de algodao-do-campo apresentou diferenga significativa entre os
genotipos testados, de acordo com o teste de Tukey a 5%. Aos 60 dias apds a
inoculagao foi obtida uma média de 4,6 gemas formadas, contra apenas 2,7 gemas
aos 30 dias de avaliagao.

O individuo Gp01 apresentou o melhor resultado quanto ao numero de gemas
formadas, com uma média de 5,8 gemas aos 60 dias de avaliagdo. O individuo

Gp15 apresentou o pior resultado, com apenas 2,4 gemas em media.
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Tabela 18. Comparacdo entre o desenvolvimento de individuos quanto a altura de plantulas, numero de gemas formadas e
porcentagem de sobrevivéncia de explantes aos 30 e aos 60 dias de avaliagdo. Erro! Vinculo néo valido.

Individuos Altura (cm) I Gemas formadas (n) Sobrevivéncia (%)
30 dias 60 dias I 30 dias 60 dias 30 dias 60 dias

Gp01 26a 50a 83,7aA 83,7 abA
Gp02 1,1 bc 3,4 bcd 87,4aA 26,8 bcB
Gp03 1,9 abc 4,0 abc 100 aA 83,7 abB
Gp07 2,1 abc 4,7 ab 100 aA 60,8 abcB
Gp12 1,4 abc 2,7 cde 100 aA 92,4 aA
Gp15 1,0 bc 2,0 de 100 aA 51,2 abcB
Gp17 1,4 abc 3,1cd 100 aA 26,0 cB
Gp20 1,8 abc 3,0 cd 99,17aA 87,4aA
Gp21 0,8c¢c 1,5e 96,6 aA 69,2 abcB
Gp22 2,4 ab 4,7 ab 100 aA 94,8 aA

Médias 1,6 B 34A 2,7B 46 A 96,7 A 67,6 B

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade. As letras minusculas (a,b)

comparam as médias no sentido vertical e as letras maiusculas (A,B) no sentido horizontal.
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Ao analisar a relagdo entre o numero de gemas formadas e o tempo de
avaliacdo, foi possivel observar que, em média, aos 60 dias o numero de gemas
formadas foi significativamente maior que aos 30 dias. Contudo, a taxa de
sobrevivéncia dos explantes que aos 30 dias foi em média de 96,7%, decresceu
para 67,6% aos 60 dias. Esta diferenga no percentual de sobrevivéncia sugere que é
mais vantajoso realizar sub-cultivos em intervalos menores (30 dias), pois embora a
quantidade de gemas obtidas seja menor, o percentual de explantes vivos resultara
num maior numero de plantas ao final do processo.

Este dado pode ser comprovado através de um calculo estimado da taxa de
multiplicagdo do material propagativo, elevando-se a média de gemas obtidas aos
30 dias (2,7) pelo numero de sub-cultivos realizados (6). Neste calculo é possivel
obter uma taxa estimada de multiplicacdo de 1.046 novas plantas. Entretanto,
seguindo-se a mesma metodologia, mas com os sub-cultivos sendo realizados a
cada 60 dias, a taxa de multiplicagdo estimada sera de apenas 450 novos
individuos. A Figura 11 ilustra o desenvolvimento das novas brotagdes nos explantes
de algodao-do-campo.

Quando comparou-se os individuos em cada época de avaliacédo, foi
verificado que aos 30 dias n&o houve diferenga significativa na taxa de sobrevivéncia
entre os gendtipos estudados. No entanto, aos 60 dias diferencas significativas de
sobrevivéncia entre os individuos foram observadas, sendo o GP02 e GP17 os
unicos que apresentaram reducgdes significativas nas taxas de sobrevivéncia neste
periodo, com 26,8% e 26%, respectivamente.

Neste experimento, ndo foi adicionado ao meio de cultura nenhum tipo de
regulador de crescimento, pois resultados preliminares mostraram que a taxa de
regeneragao desta espécie na auséncia de reguladores € muito proxima as taxas
obtidas na regeneracao de algodao comercial (Gossypium hirsutum) em condi¢des
semelhantes. Portanto para o objetivo estabelecido, que foi a conservagcdo da
especie in vitro, o numero de clones obtidos em cada sub-cultivo na auséncia de
reguladores foi considerado suficiente.

Carvalho et al. (2003) estudaram a regeneragao de gemas de algodoeiro em
diferentes meios de cultura. O percentual de sobrevivéncia dos explantes aos 21
dias apos a inoculacao foi superior a 90%. A taxa de regeneragdo para os explantes

oriundos de apices caulinares foi em média de um broto por explante. Ja em
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explantes oriundos de entrends cotilédones, a média foi de 2 brotos por explantes,
aos 28 dias de avaliagao.

Figura 11. Explantes oriundos de sementes germinadas de C. regium apés 30 dias

de sub-cultivo.
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3.3 Conservacgao in vitro

A analise de variancia (Anexo 6.2) mostrou que houve interagao significativa
entre as temperaturas testadas (10°C, 20°C e 25°C), entre as diferentes
concentragbes de meio de cultura (2, ¥ e Pleno de WPM) e meio de cultura x
temperatura.

O melhor resultado para conservacao in vitro foi obtido com a manutengao
dos explantes em meio de cultura 2WPM e em cémara de crescimento com
temperatura de 20°C. N&o foram observadas diferengas significativas nos
percentuais de crescimento dos explantes nas demais concentragcdes do meio WPM
(3/4 e Pleno). Assim, verificou-se que nestas condi¢gbes a taxa média de crescimento
dos explantes foi de 53,1% e a sobrevivéncia de 100% ao final de trés meses
(Tabela 19). Por outro lado, explantes mantidos sob temperatura de 25°C,
apresentaram crescimento superior a 450% quando cultivados em concentracao
plena dos sais de WPM (Figura 12).

O meio de cultura utilizado para o experimento de conservacgéo de C. regium
foi o WPM, por possuir apenas 45% da concentragdo i6nica total do meio de MS e
concentragbes menores de nitrato (MS 40 yM; WPM 9,7 uM) e ambnio (MS 20 uyM;
WPM 4,9 uM). Apresenta ainda uma baixa concentracdo de nitrogénio total (14,7
MM) comparado ao MS (60,00 uM) (Nunes et al., 2002), promovendo assim um
crescimento mais lento dos explantes em algumas espécies.

Efeito similar foi observado por Rocha et al. (2007) na micropropagacao de
canjarana [Cabralea canjerana (Vell.) Mart.]. Ao comparar os meios de cultura MS e
WPM, os autores observaram uma maior taxa de multiplicagdo (1,77) nos
segmentos nodais tratados com 2,5 uyM BAP em meio de cultura MS, em
comparacgao a taxa de multiplicacdo obtida em meio WPM (1,2). No cultivo em meio
WPM, as taxas de multiplicagdo foram inferiores a 1,2 em todos os sub-cultivos e
nas duas concentragcdes de BAP (2,5 uM e 5,0 uM) testadas.

O meio WPM por suas caracteristicas de menor concentracdes de sais, foi
utilizado com bons resultados na multiplicacdo e conservagao de espécies nativas,
como Zeyheria montana (Mart.) (Bertoni, 2003) e Lychnophora pinaster (Mart.)
(Souza et al., 2003).

Pereira et al. (2003) estabeleceram um protocolo para manutengdo de um

banco de germoplasma in vitro de catuaba [Anemopaegma arvense (Vell.) Stellfeld
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ex de Souza]. Os resultados mostraram que plantas cultivadas em meio de MS
suplementando com 3% de sacarose e 4% de sorbitol, mantidas a temperatura de
18°C e fotoperiodo de 12 horas, podem permanecer no mesmo frasco por 6 meses,
sem substituicdo do meio de cultura. Sob estas condigdes o desenvolvimento dos
explantes foi lento e a porcentagem média de sobrevivéncia de 95%.

Bertoni (2003) mostrou que plantas de bolsa-de-pastor (Zeyheria
montana Mart.) podem ser conservadas em banco de germoplasma in vitro a
temperatura de 18°C, em meio de cultura WPM suplementado com 2% de sacarose
e 4% de sorbitol. Nestas condigbes o indice de crescimento das plantas foi baixo e

com sobrevivéncia superior a 95%.

Figura 12. Desenvolvimento dos explantes de algodao-do-campo submetidos a
diferentes regimes de temperatura, onde A mostra o desenvolvimento do explante a
25°C,Ba20°Ce Ca10°C.
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Tabela 19. Conservagao in vitro de C. regium quanto ao percentual de crescimento, altura das plantas e sobrevivéncia dos

explantes submetidos a trés regimes de temperatura e trés concentragdes do meio de cultura WPM.

Meios Crescimento (% Sobrevivéncia i%i
10°C 20°C 25°C 10°C 20°C 25°C 10°C 20°C 25°C
1/2 WPM 61,6 aB 54 5 aB 178,9 bA |0,7 aB 0,9 aA 1,5bA |4,3bB 100 aA 90,4 bA

3/4 WPM 55,8aB  53,1aB 174,5 bA |0,7 aB 0,9 aB 1,4 bA |25bB 100 aA 100 aA
Pleno WPM 57,8aB  69,1aB  452,5aA ]0,7 aB 0,9 aB 3,1aA ]44,8aB 100aA 100 aA

Médias 58,3 B 58,9 B 2686 A ]0,7B 0,9B 20A 247B 100A 96,8 A

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade. As letras mindsculas (a,b) comparam as médias no sentido
vertical e as letras maiusculas (A,B) no sentido horizontal.
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4. Conclusoes

A escarificacdo quimica das sementes de algodao-do-campo em acido
sulfurico por 40 minutos, foi eficiente para superacédo de dorméncia e sincronizagao

do processo de germinagao in vitro da espécie;

O numero de brotagdes regeneradas por explantes, mantidos em meio MS na
auséncia de reguladores de crescimento, foi considerado satisfatério para atender a

demanda de explantes destinados a conservacao in vitro de algodao-do-campo.

A temperatura de 20°C associado ao meio de cultura 2 WPM, foram as
condigdes mais eficientes para a manutengao de explantes algodao-do-campo sob
regime de crescimento minimo, sendo as condi¢des mais adequadas para a

conservagao de germoplasma in vitro da espécie.
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6. Anexos

6.1 Tabelas de analise de variancia para comparagao dos desempenhos de cada individuo em relagdo ao tempo de avaliacdo e

quanto a altura das plantas

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA

CAUSAS DA VARIACAO G.L
INDIVI. 9
TEMPO 1
IND*TEM 9
RESIDUO 80
TOTAL 99

MEDIA GERAL = 2.014641
COEFICIENTE DE VARIACAO = 12.073 %

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA

CAUSAS DA VARIACAO G.L
INDIVID. 9
EPOCA 1
IND*EPO 9
RESIDUO 80
TOTAL 99

MEDIA GERAL

2.522000

5.2917304
5.6609186
0.3266192
4.7328802

67.2296058
77.0884077
10.3335982
40.4199886

COEFICIENTE DE VARIACAO

(individuo/tempo)

0.5879700
5.6609186
0.0362910
0.0591610

(altura das plantas/época

7.4699562
77.0884077
1.1481776
0.5052499

9.9385
95.6867
0.6134

avaliacédo)

14.7847
152.5748
2.2725

0.00001
0.00001
0.78325

0.00001
0.00001
0.02508
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6.2 Tabelas de analise de variancia para comparacao dos desempenhos dos meios de cultura e das temperaturas nos

crescimento dos explantes para fins de conservacao in vitro.

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA

CAUSAS DA VARIACAO G.L S.0 Q.M VALOR F PROB.>F
TEMPERAT 2 41.8151053 20.9075527 61.6617 0.00001
MEIOS 2 8.8813304 4.4406652 13.0967 0.00005
TEM*ME I 4 18.4302297 4.6075574 13.5889 0.00001
RESIDUO 126 42.7226656 0.3390688
TOTAL 134 111.8493311

MEDIA GERAL = 1.197778 COEFICIENTE DE VARIACAO = 48.615 %

CAUSAS DA VARIACAO G.L S.0 Q.M VALOR F PROB.>F
TEMPERAT 2 105240.0000000 52620.0000000 73.0833 0.00001
MEIOS 2 6240.0000000 3120.0000000 4.3333 0.01490
TEM*MEI 4 3840.0000000 960.0000000 1.3333 0.26023
RESIDUO 126 90720.0000000 720.0000000
TOTAL 134 206040.0000000

MEDIA GERAL = 67.333336 COEFICIENTE DE VARIACAO = 39.851 %



Consideragoes finais

Para otimizar o processo de conservagao de sementes em temperatura sub-
zero, sera necessario determinar o teor de umidade mais favoravel para o
armazenamento de sementes de C. regium em nitrogénio liquido.

Na cultura de tecidos foi observado que, os explantes mantidos a 10°C
também apresentaram reduzido crescimento, embora ndo tenham diferido
estatisticamente daqueles mantidos a 20°C. Porém, verificou-se na média geral
apenas 24,7% de sobrevivéncia dos explantes, valor significativamente inferior aos
100% e 96,8% observados nos tratamentos a temperatura de 20°C e 25°C. Neste
contexto, Van den Houve et al. (1995) cita que o tempo e as condi¢des sob as quais
um material pode ser conservado depende da sua taxa de sobrevivéncia, e
recomenda que no momento do resgate, o material deve apresentar pelo menos
60% de sobrevivéncia.

De modo geral, a analise dos dados mostraram que tanto a conservagao de
sementes em temperaturas sub-zero quanto a conservagao in vitro, se mostraram
viaveis e eficazes para a conservagao ex situ de C. regium. Porém, por questbes
praticas, a conservacdo de sementes a -20°C foi considerada neste caso, a
alternativa com melhor relagdo custo beneficio. Pois, manter sementes nessas
condigdes é economicamente mais viavel, uma vez que demanda menos mao-de-
obra e requer estrutura fisica mais simples. Poderia ser recomendado com base
nestes dados, que os futuros trabalhos de cultura de tecidos com esta espécie sejam
direcionados para outras finalidades como por exemplo, a microrpropagagao com
vistas a producgao de raizes para obtengcdo de metabdlitos in vitro ou a clonagem de

matrizes para produ¢ao de mudas e domesticagao da espécie.
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