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RESUMO - Os objetivos deste trabalho foram desenvolver protocolos para a obtencao de plastnaas

deP. taedg avaliar o uso de substratos alternativos e analisar o efeito de tratamentos pré-germinativos na
otimizacao da germinacgdo. Foram testados tratamentos de desinfestagcdo a base de etanol e hipoclorito de
sodio (NaOCl), ainfluéncia do fotoperiodo, de tratamentos pré-germinativos e a possibilidade de uso de substratos
alternativos (amido de milho, papel-filtro, algodé&o hidrofilo, vermicultita, agar-agua e adicédo de carvéo ativado

ao meio nutritivo) na germinagdo. Foram avaliadas a germiimagiim e a contaminagéo flngica e bacteriana.

O melhor tratamento para a desinfestacdo das sementes foi etanol 70% por 30 s, seguido de imersdo em
hipoclorito de sédio a 3% por 5 min, no entanto apresentou efeito toxico. Os substratos alternativos conferem
condic0des fisicas adequadas a cultura de tecidos, mas ndo favorecem a germinac¢ao. Contudo, o uso de algodao
hidréfilo associado & embebicdo das sementes por 72 h, na auséncia de desinfestagao, otimiza a germinagao
e possibilita a obtengédo de plantuiasitro com baixa contaminacao.

Palavras-chave: Desinfestacéo de sementes, Cultura de tecidos e Contaminacao.

ALTERNATIVE SUBSTRATES AND PRE-GERMINATIVE TREATMENTS IN
THE in vitro GERMINATION OF Pinus taedalL. SEEDS

ABSTRACT The aims of this paper veeio develop mitocols to obtainn vitro seedlings of. taedaevaluate

the use of alternative substrates as well as analyze the effect of pre-germinative treatments for optimizing
germination. Disinfestation treatments using sodium hypochlorite, influence of photoperiod and pre-germinative
treatments, and the possibility of using alternative substrates (maizé sfiitter paperhydophile cotton,
vermiculite, agar-water and addition of activated charcoal into the nutritive medium) were tested for germination.
In vitro germination, fungal and bacterial contamination were evaluated. The best seed disinfestation treatment
was ethanol at 70 % for 30 seconds + sodium hypochlorite at 3 % for 5 minutes. Hatweauesed a toxic

effect. Alternative substrates provide adequate physical conditions to tissue culture, but do not favor germination.
Nevertheless, the use of hydrophile cotton associated with seed soaking for 72 hours, without disinfestation,
enhances germination and providasvitro seedlings with low contamination.

Keywods: Seed desinfestatioris3ue cultue andAlternative substrates.

1. INTRODUCAO reflorestamento em relagdo as nativas é de suma
Segundo Tuoto (2003), ha uma crise na demandgnportémc:ia (VKTAI, 1990). Nesse sentido, a producgao
de madeira no Brasil que tende a agravaFaee ao de mudas de espécies lenhosas de rapido crescimento

exposto o desenvolvimento de pesquisas tecnoldgica$ alta qualidade para a obtencao de produtos florestais
visando aumentar a utilizacdo de madeidas € essencial nos dias atuais.
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As maiores unidades produtoras de madeira serradzdmpostosenolicos precursores da sintese de lignina,
do pais se encontram nas Regides Sul e Sudeste, e eriequais podem, até mesmo, ocasionar a morte dos
as espécies madeireiras que se destacam estdo aquelaplantes (GEORGE e SHERRINGTON, 1984;
pertencentes ao génd?mus Essas unidades utilizam PARANHOTY, 1990;TEIXEIRA, 2004).

madeira do género em questdo como matéria-prima, porem, Diversos trabalhos tém sido realizados com o cultivo
0 baixo grau tecnoldgico e a mao de obra pouco qualificaq% vitro de espécies do géne?mus como:P. patula
tornam a atividade com baixa competitividade (ABIMCI, (MCKELLAR et al., 1994)P. elliotti (BUR.N.S et al
2001) Além dissoPinustaedal.. € de muitaimportancia 1991),P. heldeichii (STOJIEIE et al., 1999) B taeda

em programas de florestamento, reflorestamento e dema(IEI e HUANG, 1996; PULLMAN et al., 2003)Tais
atividades ligadas ao setor madeireiro. Essa preferénck?esquisas s:'Zlo er;1 seu maior nUr-r'1ero ligadas a

pela especie se deve, principalmente, ao fato de poss%%briogénese somatica, processo mais dificil e trabalhoso,

crescimento rapido, atingindo grandes incrementos anuafamo pelos explantes necessarios (os quais geralmente

em altura (SELL_E etal, 1994:).._'Eaedacosturpa S€T  nhecessitam de coleta em estagio imaturo) quanto pela
propagado por meio de sementes, ja que estas sao prOduz'g%cugéo laboratorial. Em contrapartida, a germinacao

em grande escala. Sua madeira e usada earq fabr'caqﬂcbitro das sementes oferece maior facilidade nos
de barcos, postes e dormentes, na construgao C'V'lvse”aﬁ!?abalhos possibilidade de multiplicagdo por
Ié\mlr_llagao, produgao clie pzpel, entre_cgutras. _No |SUI d8rganogénese direta, juvenilidade e maior variabilidade
rasil, costuma ser cultivada nas ,regloes mais altas 4, m mesmo lote, possibilitando melhoramento e sele¢&o.
planalto catarinense e na serra gaucha (LORENZI et al.,
2004), e, em algumas regides, os plantioRites Desta formaps objetivos deste trabalho foram
permanecem como um dos poucos recursos financeirgisenvolver protocolos para a obtencao de plantas
viaveis para a populacdo (BACKES e IRGANG04). dgerminadasn vitro deP. taedg avaliar o uso de

. . substratos alternativos e analisar o efeito de tratamentos
Segundo o Instituto de Pesquisas e Estudos FloreStaﬁé—germinativos na otimizac&o da germinacéo
(IPEF, 2002) existe, no setor florestal, a necessidade do '

desenvolvimento de técnicas ligadas a produgéo de clones 2. MATERIAL E METODOS
melhorados para disponibilizacdo no mercatialmente, ] o
as sementes coletadas passam por rigoroso controle de  ©OS €xperimentos relatados na sequéncia foram
qualidade, que se inicia na escolha das arvores que servilg@Senvolvidos no Laboratério de Culturaleeidos
como matrizes na coleta de semeffiestes de geminacdo Vegetais, pertencente ao Nucleo de Biotecnologia e
e de sanidade s&0 necessariosgarantir a qualidade Melhoramento do Departamento de Fitotecnia, Centro
deste tipo de propagu(6ERRARI, 2003). de Ciéncias Rurais, da Universidade Federal de Santa
] ) Maria, Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brésslsementes
O aumento populacional e a excessiva demandgjjizadas pertenciam ao lote de sementes Celucat 8203

por produtos orlundoz dgs'gszemes vggeta(;s requere€ftoram cedidas pela empresa Klabin, juntamente com
incrementos na produtividades quais podem ser 145 dojs Iotes. Esse lote foi selecionado por meio

obtidos por meio da biotecnologf/ATANABE e de suas qualidades sanitarias e fisioldgicas, conforme

RAMAN,f1997).AtcuItgratde.tgzudos € (t) proc'esso descrito em Golle (2007As sementes apresentavam
Zm qug (rjagr;]en OIS tz ?C' (t)'s \d/ege a|.|<:[.vn(/jos “teor de umidade de 11,86% e foram acondicionadas em
enom!na OS. .e exp an S0 retirados € cultivados .4 1,414 fria com temperatura controlada de 10 °C e umidade
em meio nutritivo definido (SERAFINI et al., 2001), - . ~
- ~ . relativa do ar de 45% durante o periodo de execucéao
permitindo a obtencdo de mudas micropropagadas . .
. ~ ot . . dos experimentos (120 dias).
As gimnospermas estdo entre as primeiras espécies
que foram cultivadam vitro, entretanto, o grande Todos os experimentos foram conduzidos em sala
avanco nas pesquisas com angiospermas diminuide cultivo com temperatura controlada de 25X
0 numero de trabalhos com gimnospermasfotoperiodo de 16 h, com intensidade luminosa de 20
(PARANJOTHY, 1990) Além disso, a propagacédo, pmol m?s?obtido a partir de lampadas fluorescentes
germinacgao e enraizameitoitro de espécies lenhosas brancas frias. No experimento em que houve auséncia
sao processos mais complicados, somando-se a issle fotoperiodo em alguns tratamentos, as condi¢cdes

os grandes indices de oxidagadundasintese de foram as mesmas, a excec¢do da luminosidade.
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Os dados foram transformados pelafun@ durante observac¢des no periodo de quatro semanas
e submetidos a analise de variancia com o auxilio de os dadsobtidos a partir do somatério do total
programa ESAT (Unesp-Jaboticabal). Quando o valor de observacdes aos 28 dias.
de “F” foi significativo, dados oriundos de tratamentos
qualitativos tiveram suas médias comparadas por meié-2. SubstratosAlternativos: papel-filtr o, amido de
do teste de Tukey a 5% de probabilidade de erromilho +agua, e amido de milho + agar + agua
enquanto que, dados de tratamentos quantitativos,

- o s . L Este trabalho foi conduzido em delineamento
foram submetidos a analise de regressao polinomialiiairamente casualizado com trés tratamentos e 23

Os dados foram transformados ap6s a sua normalidaq]gpetigﬁes_ Cada repetico foi composta por um frasco
ter sido testada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov,qm capacidade para 150 ml contendo o substrato
e a homogeneidade das variancias pelo teste de Bartletiferente ao tratamento em quest&o e trés sementes.
no entanto, para exposig&o nos graficos e tabelas forafy sementes foram desinfestadas por 30 s em solucéo
utilizados os originais. de alcool 70%, lavadas em agua destilada estéril,

agitadas em solucdo de NaOCI 3% acrescida de duas

gotas de detergente comercial por 5 min e inoculadas
2.1. Desinfestacéo e Germinacgasséptica das assepticamente em camara de fluxo laminar

Sementes Os tratamentos consistiram de: 1) trés folhas

Este trabalho foi conduzido em delineamentode papel-filtro umedecidas com dgua estéril até atingir
inteiramente casualizado, em esquema bifatorial 3 x Zrés vezes o peso do papel; 2) meio de cultura
com 21 repeticdes, sendo cada uma composta por ug®Pntendo agua e amido de milho, como solidificante
frasco com capacidade para 150 ml, contendo 30 ml déltérnativo, na proporgéo de 100 g;le 3) meio

meio, trés sementes e vedado com papel-aluminio. G cultura composto por agua, 1,5§de agar e

niveis do fator “A” consistiram de diferentes combinagses’ © 9 L' de amido de milho. Os frascos com substrato

entre tempos e concentragdes de hipoclorito de sédi@ramf‘;:mdavadof %Or 20 mlgsadl'21 Cel g:cm de

(NaOCl), cujo objetivo foi utilizar concentracdes elevadas'€ss4 -‘3”"”‘ avaflal as,~aos, dias, as varl ave'NS'
X ~ . erminacéo, contaminagéao fangica, contaminacéao

em tempos restritos e concentra¢des reduzidas em temﬁo . . ~ L

. o A acteriana e oxidacéao fendlica

maior, constituindo-se esses niveis em tratamentos

qualitativos. Os niveis foram: 1) solugéo de NaOCI 2%2.3. SubstratosAlternativos: meio MS + vermiculita, e

durante 10 min; 2) solucdo de NaOCI 3% durante 5 minmeio MS + &gar + carvéo ativado

e 3) solucdo de NaOCI 4% durante 3 #igrconcentracdes

foram obtidas a partir de diluicdes de uma solucéo d

NaOCI 10%. O fator “B” consistiu da presenca de

fotoperiodo durante o periodo experimental ou soment

a partir dos sete primeiros dias de instalacéo.

Neste trabalho, os tratamentos utilizados foram:
(i:[) meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOQIR62)
liquido sobre 3 g de vermiculita (rocha expandida)
e granulometria 2; e 2) meio MS solidificado com
0,07% de agar e acrescido de I'gle carvéao ativado.

Precedendo os tratamentos, todas as sementésmeio de cultura (30 mL; pH 5,8) foi distribuido em
permaneceram por 30 s em solucéo de etanol 70% &ascos com capacidade para 150 mL, os quais foram
posteriormente, foram lavadas em agua destilad¥edados com papel-aluminio. Em seguaanaterial
esterilizadaAp6s a aplicacéo dos tratamentos, asfoi autoclavado a uma temperatura de 121°Ce 1 atm
sementes foram submetidas a trés enxagues sucessiiis Pressao durante 20 min.

com agua estérih inoculagdo das sementes ocorreu  As sementes, apds a desinfestacéo superficial (citada
em meio agar-agua composto de 0,07% de agar e agu® experimento anterior), foram inoculadas em nimero
Todos os procedimentos ocorreram em camara de fluxge 3, nos frascos. Esse procedimento ocorreu em camara
laminar O meio de cultivo foi previamente autoclavado de fluxo laminarO experimento foi conduzido em
al21°C e 1 atm de presséao durante 45 min. delineamento inteiramente casualizado, com 20 repeticoes.

As variaveis analisadas foram: contaminacéao As avaliagfes foram realizadas aos 28 dAss.
fingica, contaminacao bacteriana, germinacdo &ariaveis observadas foram: contaminagéo fangica,
oxidacéo fenodlicaAs avaliagdes foram realizadas contaminagéo bacteriana, germinacéo e oxidagéo fendlica.

R. Arvore,Vigosa-MG v.34, n.1, p.39-48, 2010



42 GOLLE, D.P. et al.

2.4.Tratamentos Pré-Germinativos e Substrato de 3. RESULTADOS

Algodao Hidrdfil . ~ . -
goddo Hidrofilo 3.1. Desinfestacdo e Germinacasseéptica das Sementes

Conduziram-se dois testes separadamente, alterando

. ~ . Agerminacédo, as contaminacdes bacteriana e fungica
alguns fatores, sendo o segundo realizado em decorréncia 9 ~ 9, ! & ~ . 9 .
~ S e aoxidacao fendlica das sementes ndo mostraram influéncia
das observacfes do primeiro.

significativa da interacdo dos fatores ou dos seus
No primeiro teste de tratamentos pré-germinativoscomponentes, exceto a contaminacao fiingica que mostrou
e germinagéo em algodao hidrdfilo, testou-se a embebic&feito dos componentes do faforA maior média de
das sementes nos periodos de 24, 48 e 72 h,as qugerminacgao foi de 3,33% no tratamento em que as sementes
foram imersas em frascos com capacidade para 158 rmaneceram sob luz e foram desinfestadas em NaOCI
mL contendo 50 mHe agua destiladapés a embebicdo, 4% durante 3 min. Fatores ligados ao meio fisico ou quimico,
as sementes foram desinfestadas por 30 s em solug@omo toxidez causada pelo agar, etanol, NaOCl ou baixa
de etanol 70%, lavagem em agua destilada e imers&tisponibilidade de agua no meio de cultura, podem ter
por 5 min em solugdo de NaOCI 3%, acrescido de duatilo relagéo com a baixa germinag&o, o que levou a realizagéo
gotas de detergente comercial, visando surfactar a tensdes demais experimentos.

superficial. Em camara de fluxo laminar, as sementes A desinfestacdo em NaOCI na concentracéo de 3%

passaram por trés enxagues e foram inoculadas ef,rante 5 min foi estatisticamente superior ao procedimento
frascos contendo 600 mg de algodao hidréfilo embebid@yn NaOCI 2% durante 10 min. mas nao diferiu

em agua estéril até ficar encharcado. Os frascosoCogktatisticamente do tratamento com NaOCI 4% por 3 min,
meio foram autoclavados durante 20 min a 121 °C & qual, por sua vez, também néo diferiu do tratamento
1 atm de pressao. com NaOCI 2% durante 10 min, podendo, assim, ser

O delineamento experimental foi o inteiramente CONnsiderado como intermediario (Figura 1).
casualizado com 23 repeti¢cfes, sendo cada UE composta
por um frasco com o substrato citado e trés sementes.
As observacdes foram realizadas aos 28 dias, levando-
se em consideracgédo as variaveis: oxidacao fendlice,
contaminacdo fungica, contaminacado bacteriana
germinacao.

]

1

1

O segundo teste, referente aos tratamentos pre
germinativos e germinacdo das sementes em substrg
de algodéao hidréfilo, ocorreu em delineamento
inteiramente casualizado com 20 repeticbes, compost:
por trés sementes cada. Os tratamentos foram embebict
prévias das sementes nos tempos 0, 24,48 e 72 h.
processo para embebicéo foi realizado da mesma fornr
como citado anteriorment&s sementes nao foram 2% por 10' 3% por5' 4% por 3'
desinfestadasjisando-se a melhora observacéao do Concentragio (%) e tempo (min) de
efeito da embebig&mbre as contaminagdes, referentes desinfestagdo das sementes em NaOCI
a possivel inocuidade do algodéao hidroéfilo e toxidez
do NaOCI e/ou etanol.

L

6,35b

L

L

1

1

1,59ab
0,79a

O—_NWAOON®OO
L

Contaminagédo Fungica (%)

Figura 1 —Porcentagem de contaminacéo fungica nos trés

As analises dessa etapa foram realizadas aos niveis do fatoA, correspondentes a diferentes
7,14 e 21 dias, levando-se em consideragcao as tempos de desinfestag&o e concentragdes de NaOCI,
variaveis: germinacéo (considerando todas as sementes em sementes dinus taeda.. Santa Maria, UFSM,
com emissédo da radicula), emisséo de cotilédones 2007.

: : Figure 1 —Percentage of fungal contamination in the three
(considerando apenas sementes germinadas quég levels of the factor A, corresponding to different

haviam exposto os cotilédones e possuiam tamanho times of disinfestation and concentrations of Sodium

igual ou superior a 3 cm), contaminagdes fungica Hypochlorite (NaOCI) in Pinus taeda L. seeds.
e bacteriana. Santa Maria, UFSM, 2007.
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Tabela 1 -Porcentagem de germinagao e contaminacéo fangica O meio liquido contendo vermiculita também foi
e bacteriana de sementesRiBus taedd.. nos g herior ao meio MS com carv&o ativado e agar, o qual
meios alternativos para o cultitrovitro: papel- teve maior percentual de contaminagéo bacteriana (0%
filtro, agua+amido de milho e agua+agar+amido de P . o ¢ ~ °
milho. Santa Maria, UFSM, 2007 e 33,31%, respectivament&)/ermiculita ndo favoreceu
Table 1 —Percentage of germination, fungal and bacterial tanto quanto o agar o surgimento de coldnias
contamination of Pinus taeda L. seeds in alternative bacterianas, o que permite inferir que o agar proporciona

media for in vito culture: Filter Paper\Water+ o hor superficie de contato para o crescimento delas,
Corn stach and Véter + Agar + Corn $arch. Santa . .
0 que é desfavoravel.

Maria, UFSM, 2007.

Variavels Observadas 3.3Tratamentos Pré-germinativos, Germinagao em
Substrato Germinacdo  Fungos  Bacterias  Algoddo Hidrdfilo e Efeitos do NaOCl e Etanol
_Papel-filtro 0 a* 0a 0a Nos testes em que se utilizou o processo de
Agua +Amido 1,43 a 86b 143 a desinfestacéo superficial nas sementes, ndo foram
Agua+Amido+Agar 1,43 a 1,43 ab 0a ¢ P ’

CV (%) 4,87 8,99 3,46 observadas diferencas estatisticas significativas para
todas as variaveis, exceto contaminacédo fangica, nos
* Méedias seguidas pela mesma letra na coluna néo difereffempos de embebic&o de 24, 48 e 7Z2duntaminacio
estatisticamente, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade,‘:ljngiCa apresentou comportamento quadratico, com
maxima eficiéncia (auséncia de contaminacao) nas
sementes que permaneceram embebidas por 48 h, nas
quais nao ocorreu contaminacao (Figura 2). Os dados
No teste em que foram utilizados como substratogerados no grafico séo oriundos de transformacao,
papel-filtro, meio 4gua + amido e meio Agua + amido #00r esse motivo ha um ajuste da linha de tendéncia,
agar, ndo houve diferencas significativas para a germinacé®@,qual passa pelo valor zero. Da mesma forma, o
a qual ocorreu em 1,43% das sementes inoculadas noeeficiente de determinacéé)(igualou-se a 1, sendo
meios solidificados com amido e agar + amido. No meicesse fato possivel qguando o niamero de tratamentos
com papel-filtro ndo houve germinagéo, provavelmente pequeno e a equagao tem poucos graus de liberdade
devido & auséncia de agua, decorrente da autoclavagerara desvios do modelo, em que, nesse caso, o coeficiente
e datemperatura da sala de cultivo, considerando-se qde determinac&o néo faz sentido e sempre sera proximo
a perda de agua desse substrato em relacéo aos den@dsl, como citaram Storck et al. (2006).
é visivelmente maioPara contaminagao bacteriana, também
ndo se observaram diferencgas estatisticas, sendo o me Y= 0,8769350 — 0,007634822 x + 0,00008534862 X2
solidificado com amido o que apresentou maior
contaminacéao (1,43%).

3.2. Utilizacao de Substratoélternativos para a
Germinacaoin vitro dePinus taedd..

—_

2 O-_2NOROION00OO
1

r2=1,0

|

Em relacdo a contaminacéo fangica, o tratament
papel-filtro (0%) apresentou-se superior ao tratamentt
agua-amido (8,6%), porém néo diferiu estatisticamentt
do tratamento adgua + amido + agar (1,43B6jlavia,
ndo é possivel confirmar a superioridade,
considerando-se a auséncia de umidade no meio pap!
filtro quando comparado com os demaial§éla 1).

231

Contaminagéo fungica (%)

1

o

24 48 72 96

Tempo de embebicdo das sementes (h)

O uso de vermiculita associada ao meio MS liquidc
e meio MS solidificado com agar, acrescido de CarVau?—'igura 2 —Efeito dos diferentes tempos de embebicéo das

ativado, ndo mostrou diferenca significativa em relagéo sementes na contaminacao fangica de sementes
a variavel contaminagéo fungica na analise de variancia. dePinus taeda.. desinfestadas antes da inoculagéo
Em contrapartida, a germinagdo em meio liquido contendo. in vitro. Santa Maria, RS, UFSM, 2007.

como suporte a vermiculita foi estatisticamente superiof 19U 2~ Effect of different seed soaking times in water
on fungal contamination of Pinus taeda L. seeds

agerminacao e’m_meio com agar e carvao _ativado, disinfested before in vitro inoculation. Santa Maria,
apresentando médias de 8,33% e 0%, respectivamente. RS, UFSM, 2007.
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Observou-se, em contrapartida, que sementes quata em comparagao com os resultados observados
foram embebidas e inoculadas em substrato algodawos experimentos anteriormente citados. Em
hidrdfilo, sem sofrer desinfestagéo prévia, mostrarangontrapartida, em sementes germinadas, e considerando
melhores porcentagens de germinacgao. Esse fato permigguelas que emitiram cotilédones e possuiam tamanho
inferir que o etanol e o NaOCI, nas concentrag6es, partir de 3 cm de comprimento, observaram-se diferencas
utilizadas e tempos de contato com as sementesignificativas aos sete dias. Essa variavel apresentou
apresentam efeito toxico. comportamento linear (Figura 3), sendo a maior média

Para a variavel germinacao aos sete dias, ndo hougt® germinacdo encontrada nas sementes que
diferencas significativas entre os tratamenfodavia, Permaneceram em embebicao durante 72 h (18,33%).
a maior média de germinagao (41,66%) ocorreu quandds sementes embebidas nos tempos de 0, 24 e 48 h
as sementes permaneceram previamente embebidapresentaram médias de germinagé&o, com base nesse
durante 72 h em agua destilada, que pode ser considerattétério, de 1,67%, 9,99% e 13,33%, respectivamente.
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Figura 3 —Efeitos dos diferentes tempos de embebicdo das sememirsideaedd . em relacdo a emissao de cotilédones
(plantulas com mais de 3 cm) aos 7 (a), 14 (b) e 21 (c) dias; e porcentagem de contaminacao fungica aos 21
dias (d). Santa Maria, RS, UFSM, 2007.

Figure 3 —Effects of different seed soaking times on cotyledon formation of Pinus taeda L. (seedlings with more than 3
cm) at 7 (a), 14 (b) and 21 (c) days; and percentage of fungal contamination at 21 days (d). Santa Matria,
RS, UFSM, 2007.
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N&o houve diferencas significativas nos tratamentosrabalhosn vitro. Li e Huang (1996) utilizaraiorox
quanto a variavel germinacédo aos 14 dias. Porém, ess88% durante 20 min, também para cultivo de embrides.
se mostraram significativos quando, mais uma vez, sEmPinus eldaricaSen et al. (1994) utilizaram NaOCI
considerou a emissédo de cotilédones (FigufarBixima  na concentracao de 0,8%, durante 15 min, sendo esse
eficiéncia para tal tratamento ocorreu no tempo de 7&atamento eficaz na assepsia das sementes para posterior
h, apresentando a maior média de emisséo de cotilédonescisdo dos embrides.concentragcdo de NaOCI| 6%
(46,66%). Da mesma forma, a germinacgéo aos 21 diagurante 20 min foi considerado como procedimento
s6 mostrou diferengas estatisticas significativas paraleal para sementes Bénus banksiandHARRY e
a emissdo de cotilédones, sendo mais eficiente aHORPE, 1994). Em face do exposto, ressalta-se uma
embebicao realizada por 72 h (média de 56,3888)m, estreita relagcdo entre as concentracdes de NaOCI
foi possivel determinar a emisséo de cotilédones comutilizadas e os tempos de contato dessas com as
a variavel mais eficiente para avaliar a velocidade esementes, o que pdde ser observado na variavel
quantidade de germinacé&ovitro de sementes de contaminacgéao fingica. O tempo e a concentracao
Pinus taedam substrato algodao hidréfilo. intermediarios demonstraram melhor resultado quando

. . . . comparados com tempos superiores com concentracdes
Apos 21 dias, comportou-se linearmente (Figura 3) P P P ¢

. - ~ e restritas e o inverso destas. Essa relagcdo entre tempos
a variavel contaminacao fungidss menores taxas

. ~ . e concentragcdes de NaOCI| é muito importante para
de contaminacado foram de 0%, e as maiores encontradas ¢ P P

. 0 sucesso da cultura de tecidos e pode variar muito,
no tempo de embebicéo de 72 h, o qual provavelmentg . . o
L - . . evendo ser adequada para propiciar a qualidade sanitaria
favoreceu, com o acréscimo da umidade, a dlssemma(;%P . S
- esejada sem causar a injdria ou morte dos explantes
de esporos fungicos nas sementes.

que serdo utilizados (GRAAPAGLIA e MACHADO,
4. DISCUSSAO 1998).

No teste de germinacéo e desinfestacdo asséptica, A utilizacdo de amido de milho e deste combinado
amaior média de plantulas (3,33%) pode ser considerad®™ agar mostrou-se viavel na substituicdo total ou
muito baixaA germinag&o pode ter sido afetada porParcial do agar, considerando que esses igredientes
fatores como toxidez causada por agar, NaOClI, etangenferem suporte de_ boa consisténcia para os explantes,
ou baixa disponibilidade de agua no meio. Caldas eP€'manecendo assim durante o decorrer do tempo de
al. (1998) mencionaram que o agar esta entre os agent@§2/ia¢do dos experimentos. Porém, em contrapartida,
que podem apresentar toxicidade em algumas espécigBresentam maior dificuldade de elaboracao, formando
vegetais, especialmente quando possui baixo grau ggumos que |m9llcam maior tempo de preparacao dos
pureza. Ja Nogueira et al. (2004) relataram a interferéncfiatamentos, al?m de d'f'Cl‘_'ltar ? dosagem do meio nos
no processo de embebic&do necessario a germinagé@SCPSA redugdo na germlnac;ao (compa_rada ao testt_e
das sementes @yrsonima intermediaausado pela anterior) qparenta ter relziu;ao\com a capacidade do meio
presenca de sais, carboidratos e geleificantes, alteran§Q" reter aguae fornepe—la as sementfss. Ca"?‘as etal.
0 potencial osmaético dos meios de cultura. Determinadagggs) citaram que meios de cultura muito consistentes

concentracdes de NaOCI| também podem afetar Bodlen: I'm'tI?r add'fué"?‘o ?elaggg‘letnu:nentes ?Igra 93
germinagao, como observado por Zayat e Ranal (199 xplantes cultivados. Erig etal. ( ) testaram a utilizagao

. . . . mi milh mi mandi m diver
em sementes derechtites valerianaefoliaas quais, e amido de 0 e amido de mandioca, em diversas

. . . . combinac¢cdes com agua e agar, como solidificantes
apos a assepsia com NaOCI, tiveram seu potenua‘fl 'g g' . g~ .
I[ternativos na multiplicacam vitro de Malus

germinativo reduzido em 24% e aumento de 2,95 dia%1 . .
. ~ omesticaos autores relataram que, do ponto de vista
em seu tempo de germinagéao. T ~ - Lo
da multiplicacao, a possibilidade de substituicdo do
Quanto a desinfestagéo, observou-se que o melh@gar é possivel, especialmente por amido de milho.
tratamento consistiu na utilizacdo de NaOCI 3% durant&Segundo Caldas et al. (1998), observar o aspecto fisico
5 min. Pérez-Bermudez e Sommer (1987) utilizaram pardos meios no decorrer do cultivo € muito importante,
desinfestacado deinus elliottii(Engelm.) solugcéo de ja que algumas plantas liberam a enzima amilase, capaz
NaOCI concentrado 3%. Porém, esses autores tambéde degradar o amido e gerar perda de consisténcia,
utilizaram etanol 70% durante 15 min e tratamento conmuitas vezes inviabilizando a continuidade dos
acido cloridrico diluido, excisando o embrido para osexperimentos de cultivim vitro.
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O aumento da germinagao em meio liquido tendem agua e etanol resultaram em condi¢cdes adequadas
como agente de sustentagdo a vermiculita sugere qu® tegumento para facilitar a germinacao. Tratamentos
a utilizacdo de meios que fornegcam mais agua apré-germinativos errmosia nitidamelhoraram
sementes permitirdo a embebigéo inicial necessarisignificativamente a absorcdo de agua para germinacéo
e, posteriormente, a ativagdo de metabdlitos quéLOPES et al., 2006). Ja na germinage&ovitrode
auxiliardo a germinacéo. Meios liqguidos podem n&dCaesalpinia pyramidaligratamentos pré-germinativos
favorecer a respiracdo da semente sem a presenda embebicdo ndo foram tdo satisfatérios quando
de um suporte; neste caso, a vermiculita serviu comoomparados com outras técnicas de superacédo de
suporte. Essas afirmativas estéo de acordo com Calddsrméncia (AVES et al., 2007).
et al. (1998), que relataram que meios solidos sao mais .
eficientes no fornecimento de sais as plantas, enquanto 5. CONCLUSOES

meios liquidos reduzem a concentracéo de sais €  Substratos alternativos conferem condices fisicas
aumentam o fornecimento hidrico. Outro fator relatiVOadequadas para uso na cultura de tecidos, entretanto
€ a maior aera(;éo do meio quando se utiliza Vermiculitehéo favorecem a germinagﬁovitro de sementes
igualmente relatado por Caldas et al. (1998), ja qugle Pinus taeda

as sementes também necessitam de oxigénio para A utilizac&o de etanol 70% associado ao uso de

germinar Porém, outros;I faéores_ll_oc’d%m Ejerll\lmtgdc(? @8NaOCl 3% por 5 min promove boa desinfestacéo das
germinacao por exemplo da utilizacao de raltl, 0sementes, mas inibe a germinaigéitro de sementes
que se observaoaiposteriori O substrato vermiculita deP. taeda

favoreceu a germinacao exdenanthera pavonina L o
quando comparado com o substrato papel-fil#dH A germinacao em algodéo hidrdéfilo sem tratamento

e PEREZ, 1999), resultado que corrobora o observadge desinfestacao permite a obtencado de plantulas que
em sementes deinus taeda. podem ser utilizadas para o cultivovitro, e esse

substrato ndo favorece as contaminacdes, além de
Nos testes em que se utilizou germinagao enpossuir baixo custo.

algodao hidréfilo, foi observada boa germinacao 6.AGRADECIMENT OS

quando as sementes ndo passaram por desinfestacdo . . N

em etanol e NaOClI, o que permite inferir sobre atoxidez A €mpresa Klabin, pelas sementes; e a Capes,
apresentada por este ltimo. Essa mesma toxicidad¥!a Polsa concedida.
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