A 4

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL DO SEMIARIDO

UNIDADE ACADEMICA DE ENGENHARIA DE BIOTECNOLOGIA E
BIOPROCESSOS

BACHARELADO EM ENGENHARIA DE BIOTECNOLOGIA E BIOPROCESSOS

TAMILES OLIVEIRA DA SILVA

DESINFESTACAO E INFLUENCIA DO SUBSTRATO NA
GERMINACAO IN VITRO DE Mimosa ophthalmocentra Mart. ex Benth.

SUME - PB
JUNHO - 2016



TAMILES OLIVEIRA DA SILVA

DESINFESTACAO E INFLUENCIA DO SUBSTRATO NA
GERMINACAO IN VITRO DE Mimosa ophthalmocentra Mart. ex Benth.

Monografia apresentada ao Curso de Graduagdo
em Engenharia de Biotecnologia e Bioprocessos do
Centro de Desenvolvimento Sustentivel do
Semidrido, da Universidade Federal de Campina
Grande, como requisito para obtencao do titulo de
Bacharel em Engenharia de Biotecnologia e

Bioprocessos.

Orientadora:
Profa. Dra. Carina Seixas Maia Dornelas
Coorientadora:

Profa. Dra. Ana Veronica Silva do Nascimento

SUME - PB
JUNHO - 2016



S586d

Silva, Tamiles Oliveira da.

Desifestacao e influéncia do substrato na germinagao in vitro
de Mimosa ophthalmocentra Mart. Ex. Benth.. / Tamiles Oliveira
da Silva. - Sumé - PB: [s.n], 2016.

40 f.

Orientador®: Prof®. Dr®. Carina Seixas Maia Dornelas; Co-
orientador®: Prof°. Dr’. Ana Verdnica Silva do Nascimento.

Monografia - Universidade Federal de Campina Grande;
Centro de Desenvolvimento Sustentavel do Semiarido; Curso de

Bacharelado em Engenharia de Biotecnologia e Bioprocessos.

1. Botanica - Rosidae. 2. Mimosoideae — Mimosa
opthalmocentra. 3. Cultivo in vitro. |. Titulo.

CDU: 582.736.1 (043.1)




TAMILES OLIVEIRA DA SILVA

DESINFESTACAO E INFLUENCIA DO SUBSTRATO NA GERMINACAO IN
VITRO DE Mimosa ophthalmocentra Mart. ex Benth.

BANCA EXAMINADORA:

f-;'ﬂ.-'u A 1 c-:- P iy = I e "r.ll_.i.-..'_r_; 'ru_La:.,_
Professora Dra. Caring Seincas Mam Domnelas,
Orientadora = UATECNCDSATUFCG

L) 3
i - 3 j ".'f . e .
Frofessora Dra. Ans Yerdnica Silbva do Nascimento
Coprientadora — UAERBCDSATTFCG

- E_ - 1

; v,ﬁ‘_“‘ui.,‘h.n.. o '-*-"-‘*jh*lﬁ N vt-\:‘-"_‘- ~ LI
Professor Dir. Rancct José de Sousd LGongalves
Examinador | - UATEC/CDSAFCG

- 7 A
At (/ B
- ‘-"f__;,. P R, R VP Ao £ { }ke-.'.\. ] (._ .

e il

Profcssora Dra. Alecksandra Vieira de Lacerda
Exsminador Il — UATEC/CDSAUECG

‘I'rabalho aprevado em: _ﬂi_ de¢ Junho de Z016.

SUME - PB
JUNHO - 2016



DEDICATORIA

Dedico este trabalho ao meu amado e querido
filho, Carlos Pyetro, pessoinha que me inspira
a viver, e prova irrefutdvel do amor

incondicional.

Dedico a minha mae, Josefa Verissimo, meu
alicerce que sonha os meus sonhos e neles se

realizam.



AGRADECIMENTOS

Quero agradecer, em primeiro lugar a Deus, por me dar for¢a, saude e coragem

durante toda esta longa caminhada. Por nunca permitir que desistisse, obrigada!

Agradeco em especial a minha orientadora Profa. Dra. Carina Seixas Maia Dornelas,
pela paciéncia e suporte no pouco tempo que lhe coube, e pela oportunidade e apoio

na elaboracdo deste trabalho.

A minha coorientadora Ana Verdnica, por toda ajuda esclarecimento prestado e

contribuicao na elaboragdo desse trabalho. Muito obrigada!

Ao meu filho Carlos Pyetro, que embora ndo tivesse conhecimento disto, mas

iluminou de maneira especial os meus pensamentos me levando a buscar mais conhecimentos.

A minha amada mae Josefa Verissimo, que nunca deixou de acreditar em mim, e meus
irmdos Lucas Matheus e Thomas Brener por estar sempre presente em todos os momentos,
bons ou ruins, pelo apoio, incentivo e forca durante esses anos todos. Por isso essa conquista é

nossa. Amo muito vocés!

Agradeco também a Adenilson Alves, que de forma especial e carinhosa me deu forca

e coragem, me apoiando nos momentos de dificuldades.

Aos queridos, Antonio Carlos e Luciene Lucena, pelo incentivo e apoio, por serem
como pais para mim, por jamais permitirem que eu desanimasse € por estar sempre presente

em minha vida.

As minhas queridas amigas de infancia, Juliane Vasconcelos e Flavia Arajo que
mesmo distantes tornam minha vida melhor e sio muito importantes pra mim. Obrigada

meninas!

Ao professor Ranoel Gongalves, pelo fornecimento das placas de petri. A professora
Alecksandra Vieira de Lacerda, por disponibilizar equipamento e permitir a realizacdo do

experimento na B.O.D. do LAEB.

Um agradecimento especial a Aran Jonatas, pela forca e compreensdo que teve durante
estes cinco anos, me ajudando a cuidar da educacdo do nosso filho. Aran vocé € um exemplo

de pai. Muito obrigada!



Ao meu amado pai José de Arimateia (in memoriam), que mesmo nao estando mais

presente me ensinou os verdadeiros valores da vida. Te amo pai!

A Ariana, pelo fornecimento das sementes de jurema de imbira, que foi de suma
importancia para realizacdo deste trabalho. Agradeco também a Renato Guimardes pela

amizade, pelo carinho, risadas, pelas dicas e contribui¢ao no meu trabalho.

As minhas queridas avds materna e paterna, Rita e Ester por suas oragdes e incentivo,

€ por torcerem sempre por mim.

Agradeco ainda as minhas amigas Analu Freitas, jully Samara e Carla Aradjo por
dividir comigo tantos momentos de angustia, incertezas e alegrias, meninas voc€s com nossas
conversas didrias fizeram com quer esse trabalho se tornasse mais leve. A Carla Aradjo muito
obrigada por sua amizade, pelos seus ensinamentos, pela ajuda no experimento, pela paciéncia

e disposicao para ajudar, e principalmente, por todos os momentos bons que passamos juntas.
A minha querida tia Daya, que todos os dias me conferi carinho e agrado.

A minha familia que nunca deixou de acreditar em mim, por estar sempre presente em
todos os momentos, pelo incentivo, pelo carinho e amor, pela compreensao, e principalmente,

por ser uma familia tdo unida. Amo muito vocés!

Agradeco ao meu supervisor de estdgio Thiago Fideles, por sua amizade, e por me

conduzir no estdgio amplamente com sua graga e paciéncia.

Agradeco também a Universidade Federal de Campina Grande e ao Centro de
Desenvolvimento Sustentdvel do Semidrido, pelo curso de bacharelado e pela vaga que me

ofertaram.

Agradeco aos meus professores que contribuiram para o meu conhecimento, e por fim
ao Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais (LACTV) pelo suporte no desenvolvimento da

minha pesquisa.

Enfim, a todos aqueles que, de alguma forma, contribuiram para que eu pudesse

vencer mais esta etapa da minha vida.



RESUMO

A Mimosa ophthalmocentra Mart. ex Benth € uma planta comum na Caatinga, encontrada
freqlientemente em muitos ambientes, contudo pouco estudada. As presencas de
microrganismos sdo importantes fatores que podem reduzir o vigor germinativo in vitro das
sementes, assim protocolos de desinfestacdo sdao desenvolvidos para proporcionar assepsia,
qualidade das plantas e aumento na cadeia produtiva, por isso, a propagacdo in vitro a partir
de sementes apresenta-se como uma alternativa para o fornecimento de plantas sadias livres
de patégenos. Diante da necessidade de estudos mais detalhados sobre a germinagdo é que
esta pesquisa propde-se avaliar o potencial de germinacdo de sementes de M.
ophthalmocentra Mart. ex Benth, visando determinar a melhor qualidade de substrato para a
sua germinacdo e desenvolvimento vegetativo, além de verificar a acdo do melhor agente
desinfestante e seu tempo de exposi¢do. O experimento foi conduzido no Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais da UFCG. As sementes foram provenientes de matrizes situadas
no sitio Lagoa da Cruz no municipio de Sumé, regido semidrida da Paraiba, onde foram
separadas e selecionadas. Foram utilizados cinco tratamentos de desinfestacdo: sementes
inoculadas diretamente no meio, sem tratamento para desinfestacdo (T1), imersdo em élcool
70% por 10 minutos, associado com a imersdo em NaOCI nas concentracdes de 2,0% e 1,5%
por 10 e 30 minutos respectivamente (T2 e T3); alcool 99,3% por 20 minutos, associado com
a imersao em NaOClI nas concentragdes de 1,0% e 0,5% por 20 e 40 minutos (T4 e T5). As
sementes foram, entdo, submetidas a desponte e posteriormente inoculadas em potes de vidro
e placas de petri contendo os substratos Agar-dgua e papel tipo Germitest respectivamente.
Todos os processos de desinfestacdo, desponte e inoculagdo, foi realizado em camara de fluxo
laminar com todos os materiais autoclavados e com as devidas precaucoes de assepsia. O
delineamento foi inteiramente casualizado, em quatro repeticdes por tratamento, sendo cada
repeti¢do composta por 10 unidades amostrais (sementes), em esquema fatorial 5x2 (agente
desinfestante x substratos). Os resultados mostraram que o dgar-dgua foi o melhor substrato
aplicado, pois ele atingiu os melhores percentuais de germinag¢do, primeira contagem e
velocidade de germinagdo, e o melhor tratamento de desinfestacdo foi o T2. Dessa forma, a
imersdao por 10 minutos em dlcool 70%, e 10 minutos em hipoclorito de sédio na
concentracdo de 2,0% nio influenciaram a germinagao das semente, proporcionando a melhor
desinfestac@o, quando estas foram utilizadas no substrato dgar-agua.

Palavras-chaves: Caatinga, Cultivo in vitro, Germinac¢do in vitro, Desinfestacdo, Semente.



ABSTRACT

Mimosa ophthalmocentra Mart. ex Benth is a common plant in the Caatinga, often found in
many environments, yet little studied. The presence of microorganisms are important factors
that can reduce the effect of in vitro germinating seeds and disinfestation protocols are
designed to provide aseptically plant quality and increased production chain, therefore, in
vitro propagation from seed presented as an alternative for supply of healthy plants free of
pathogens. Given the need for more detailed studies on the germination is that this research
aims to evaluate the potential of M. ophthalmocentra ex BenthMart seed germination, to
determine the best substrate quality for germination and seedling development, and to identify
the action of the best disinfest agent and his exposure time. The experiment was conducted at
Tissue Culture Laboratory of Plant UFCG. The seeds came from plants located in “Lago da
Cruz” site in the municipality of Sumé, semiarid region of Paraiba, which were separated and
selected. five disinfestation treatments were inoculated: seeds directly in the middle, without
treatment for disinfestation (T1), immersion in 70% alcohol for 10 minutes, associated with
immersion in NaOCl in of 2.0% and 1.5% for 10 and 30 minutes respectively (T2 and T3);
99.3% alcohol for 20 minutes, associated with the immersion in NaOCI] at concentrations of
1.0% and 0.5% for 20 and 40 minutes (T4 and T5). The seeds were then subject to emerges
later and seeded into glass pots and Petri dishes containing agar-water and paper-type
substrates Germitest respectively. All disinfection processes, and lopping inoculation was
performed in a laminar flow hood with all the autoclaved materials with appropriate aseptic
precautions. The design was completely randomized, with four replicates per treatment, each
repetition being composed of 10 sampling units (seeds) in a factorial 5x2 (disinfest agent x
substrates). The results showed that the water-agar was the best substrate applied as it reached
the best percentage of germination, first count and germination speed, and the best
disinfestation was T2. Thus, immersion for 10 minutes in 70% ethanol and 10 minutes in
sodium hypochlorite at 2.0% did not affect the germination of seed disinfection providing the
best when they were used in a water-agar substrate.

Keywords: Caatinga. in vitro cultivation. in vitro Germination. Disinfestation. Seed.
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1INTRODUCAO

O Semidrido brasileiro ocupa uma drea em torno de 980.133,079 km’ e possui uma
populacdo equivalente a 22 milhdes de habitantes, representando 11,8% da populagdo
brasileira (IBGE, 2010). E caracterizada por uma vegetacio caducifélia e espinhosa
(ARAUIJO et al., 2005). Entre os biomas do Brasil, a Caatinga é o Unico exclusivamente
brasileiro e um dos menos conhecidos cientificamente, ocupando uma d4drea de
aproximadamente 735.000 km? (SIQUEIRA FILHO et al., 2009). A flora da caatinga
apresenta indicios de elevado potencial de riqueza, e de acordo com Brasileiro (2009), ha a
expansdo de muitas atividades econdmicas desenvolvidas na regido, muitas vezes estando
relacionada a algum tipo de degradacdo de um recurso natural, colocando em risco essa
biodiversidade.

Assim, hd espécies com grandes resisténcias as condi¢Oes climdticas existentes na
regido, espécies estas pouco estudadas e conhecidas. Uma delas € a Mimosa ophthalmocentra
Mart. ex Benth, conhecida popularmente como jurema de imbira e pertencente a familia
Fabaceae e que de acordo com Giulietti et al., (2002) é considerada endémica deste Bioma,
apresentando semelhanca morfoldgica com a Mimosa tenuiflora Will. por manter algumas
caracteristicas similares.

Nesse sentido, sdo poucos os trabalhos relacionados ao seu cultivo necessitando de
estudos que compreendam seu comportamento germinativo, permitindo a conservacao dos
recursos naturais. Dessa forma, tecnologias de cultura in vitro bem desenvolvidas e/ou
adaptadas para a jurema de imbira sdo de grande importancia para programas de conservacao
de recursos genéticos, para estudo sobre sua fisiologia, para dar suporte técnico a bioquimica
permitindo o estudo e dilucidacdo de rotas metabdlicas, para fornecer grandes quantidades de
plantulas que podem servir de base para o reflorestamento, e na fitopatologia para estudos de
toxinas.

A cultura in vitro de plantas ou cultura de tecidos vegetais, refere-se ao cultivo de
sementes, embrides ou fragmentos de tecido vegetal sob condi¢des assépticas, em meios
nutritivos adequados, dispondo de luz, temperatura e umidade controlada, com o objetivo de
obter uma rapida multiplicacdo de plantas, isentas de pragas e doencas (S. R. A., 2009). Em se
tratando da germinacgdo in vitro, esta pode ser usada para fins de micropropagacao, permitindo
estudar detalhadamente as necessidades nutricionais e fisicas para o pleno desenvolvimento
dos embrides cultivados in vitro, superar dorméncia e testar a viabilidade de sementes

(CARVALHO et al., 1998). Além disso, clones produzidos a partir de plantulas oriundas de
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sementes apresentam duas caracteristicas desejaveis: a variabilidade existente em um lote de
sementes (0 que permite melhoramento e selecdo) e a juvenilidade dos tecidos que dardo
origem ao cultivo in vitro.

De maneira geral, sementes sdo boas fontes, ndo apenas pelos atributos ja citados, mas
pelas facilidades que oferecem nos procedimentos de rotina laboratorial. No entanto,
freqlientemente, o excesso de contaminagdes ocorrentes prejudica ou, até mesmo, inviabiliza
os procedimentos de cultura de tecidos. De acordo com Ferreira (1989), um dos problemas
mais sérios nos estudos de germinacdo € a grande contaminacdo fungica das sementes,
principalmente em testes realizados em incubadoras ou germinadores, que ddo condi¢des
ideais para o desenvolvimento e a disseminacdo de alguns dos fungos, causando
apodrecimento das sementes e dificultando o diagndstico correto da qualidade fisioldgica do
lote. Tal fato demonstra a necessidade de utilizagdo de produtos que visam a diminui¢@o ou a
eliminacao destes patégenos.

Para minimizar os problemas de contaminacdo e viabilizar o processo de germinagdo in
vitro, diversas substincias tém sido testadas, dentre os quais os mais utilizados estdo o etanol,
o hipoclorito de sddio e o hipoclorito de célcio, e sua concentracdo e o tempo de exposi¢ao
pode variar, de acordo com o objetivo do trabalho (WILLADINO; CAMARA, 2007). Outra
questdo que se deve levar em conta € a escolha do substrato ideal, pois seu efeito e do
ambiente (em condic¢des artificiais controladas) favorece ou impede o processo de germinagdo
entre as sementes (AGUIAR, 1990). O substrato deve ter rigidez suficiente para sustentar a
planta, mas sem prejudicar a difusdo de nutrientes, o que prejudicaria a absor¢do pela planta, e
permitir a observacao da raiz e a identificacdo de contaminacdes (CABRAL et al., 2013).

Diante da necessidade de estudos mais detalhados sobre o processo germinativo das
sementes, objetivou-se avaliar o potencial de germinagdo de Mimosa ophthalmocentra, sobre
substrato dgar-dgua e papel germitest, além de verificar a acdo do agente desinfestante dlcool

e hipoclorito de sédio e seu tempo de exposi¢ao sobre a germinacao.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 CARACTERISTICA E IMPORTANCIA DA ESPECIE

A M. ophthalmocentra Mart. ex Benth. conhecida popularmente como jurema de
imbira, pertence a familia Fabaceae (Leguminosae) e subfamilia Mimosoideae, é considerada
uma espécie comum na Caatinga (CAVALCANTI et al., 2009) e bastante presente em matas
ciliares (LACERDA et al., 2007) com grande resisténcia as condi¢des climdticas existentes na
regido. Além disso, esta familia apresenta uma distribui¢do em todos os Biomas brasileiros, e
€ uma das maiores das angiospermas, possuindo hdbito bastante varidvel, sendo desde
herbéceas até arbéreas (JUCHUM, 2007 apud SILVA, 2015).

A subfamilia Mimosoideae € a segunda maior das subfamilias, apresenta cerca de 82
géneros com aproximadamente 3.271 espécies, distribuidas nas regides tropicais, subtropicais
e temperadas-quentes do globo (SCHRIRE et al., 2005). Entre esses géneros estd a Mimosa,
onde Lewis (2006) referiu 104 tdxons de Mimosa para o Nordeste e Queiroz (2009) no
trabalho “Leguminosas da Caatinga” cita 23 géneros e 99 espécies de Mimosoideae para a
caatinga.

O género Mimosa constitui um tema relevante para estudo por apresentar muitos
problemas taxondmicos a serem resolvidos. Isto ocorre devido a sua complexidade, resultante
da grande diversidade morfoldgica, relacionada a ampla distribuicdo geografica e aos
diferentes tipos de habitat em que ocorre, além do seu elevado nimero de tdxons (SALES;
SILVA, 2008). Em se tratando de espécies muito parecidas ndo € suficiente o reconhecimento
da espécie por caracteres visiveis apenas sob o auxilio de lupa (10x), sendo necessdria a
utilizacdo de caracteres anatdmicos como da madeira (SILVA et al., 2011). Mede de 3 a 6 m,
apresenta casca fina, praticamente lisa e de coloracdo cinza amarronzada com lenticelas
amareladas, de caule rugoso com espinhos retos, folhas bipinadas com dois a quatro pares de
pinas e 15 a 22 pares de foliolos por pina e sdo quebradigas.

Possui inflorescéncia espiciforme, solitdria, axilar em forma de espiga, flores brancas a
creme e antera oblonga. Os frutos secos do tipo craspédio, possuindo de cinco a oito
sementes, ovoides, plano-compressas, marrons € de acordo com Brito et al. (2014) apresenta
dorméncia tegumentar. Floresce em janeiro e abril, e frutifica em fevereiro e em maio. Pode
ser usada como forrageira e algumas partes sao consumidas por cabras, ovelhas e bovinos, a
madeira é utilizada como lenha e estacas, a resina é comestivel, saborosa, e utilizada no

combate a gripe (SILVA et al., 2011; COSTA et al., 2002 ).
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M. ophthalmocentra é freqlientemente confundida com Mimosa. arenosa (Willd.) Poir.
e principalmente com a Mimosa. tenuiflora (Willd.) Poir (SALES; SILVA, 2008), diferindo
da ultima através do tipo de casca, coloragdao do cerne e do alburno, além das caracteristicas
peculiares da madeira. M. ophthalmocentra apresenta camadas de crescimento distintas,
constituidas por linhas de parénquima axial contendo cristais, parénquima axial escasso e
menor quantidade de raios por mm?®. Ji a Mimosa tenuiflora apresenta camadas de
crescimento distintas, porém sem cristais, parénquima axial vasicentrico, em faixas ou
aliforme confluente, e maior percentagem de raios (SILVA et al., 2011).

Além dessas caracteristicas da madeira, a M. tenuiflora se diferencia por apresentar
cadlice com 4-costelas proeminentes e encurvadas, cerca de 10-12 pinas (4-6 em M.
ophthalmocentra) e, especialmente, glandulas translicidas nos foliolos, sendo assim distinta
da M. ophthalmocentra. Entretanto compartilha o héabito arbustivo, presenca de aculeos e
inflorescéncias espiciformes com a mesma (SILVA; SALES, 2007).

E uma espécie de elevado potencial madeireiro para o nordeste (FIGUEIROA et al.,
2005). Apresenta perspectivas seguras para a producdo de dlcool combustivel e carvao vegetal
desde a fase de lenho juvenil, seu potencial energético, € devido a maior percentagem de
fibras e por possuir parénquima escasso e menor percentagem de raios (SILVA et al., 2011), o
que ocasiona sua retirada excessiva e desorganizada proporcionando grandes impactos
ambientais.

Assim € de grande relevancia, proporcionar outras fontes de recursos visando a
implantacdo de outros sistemas que evitem a retirada de espécies nativas como Unica opgao
para a producdo agricola, principalmente quando se trata da M. ophthalmocentra, por ser
considerada pioneira, sendo de suma importancia para o processo de regeneracao natural dos
ambientes, proporcionando equilibrio biolégico para a recuperacdo deste Bioma (SILVA,

2015).

Desta forma, alguns estudos demonstram que a M. ophthalmocentra é uma das espécies
de maior grau de densidade no Bioma Caatinga, sendo de grande importancia em estudos que
procurem compreender seu comportamento na vegetacdo, como também adquirir informacdes
que venha dar suporte a possiveis decisdes sobre a espécie (MARANGON et al., 2013). No
entanto, a falta de conhecimento dos principais processos basicos da germinagdo que ocorrem
nas sementes de espécies nativas tem dificultado a realizacdo das metas dos programas de
reflorestamento, devido as dificuldades encontradas durante o processo de produ¢dao de mudas

em viveiro ou laboratério (COUTO et al., 2004).
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2.2 CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS

O cultivo de plantas in vitro ou cultura de tecidos vegetais pode ser definido como uma
técnica com grande aplicacdo na agricultura, onde pequenos fragmentos de tecido vivo,
chamados explantes (partes isoladas de uma planta, tais como células, tecidos, 6rgaos ou
protoplastos), sdao isolados de um organismo vegetal, desinfestados e cultivados
assepticamente, por periodos indefinidos em um meio de cultura apropriado. Trata-se de uma
drea da biotecnologia que compreende varios métodos de propagacdo vegetal em laboratdrio,
amplamente utilizada como ferramenta para o estudo do metabolismo, fisiologia,
desenvolvimento e reproducio de plantas com propriedades desejdveis, tais como resisténcia
a pragas e acumulo de substancias ativas de interesse comercial (LAKSHMANAN et al.,
2005).

A cultura de tecidos vegetais estd baseada no mesmo principio da propagacdo
vegetativa, que tem sua base fisioldgica apoiada na teoria da totipoténcia vegetal, fendmeno
representado pela capacidade potencial de células ou tecidos vegetais manifestarem, em
momentos diferentes e sob estimulos apropriados, a potencialidade de formarem todos os
tipos de células e/ou regenerar plantas inteiras (TORRES et al., 2000). A teoria da
totipotencialidade foi proposta por Schleiden, em 1838, e Schwann, em 1839, conforme
descreve Gautheret (1983), citado por Torres, Caldas, Ferreira (1998).

Dessa forma, a propagacio vegetativa in vitro ou micropropagacao vem sendo aplicada
de maneira mais pratica e com maior impacto, tendo como principal objetivo a aceleragcdo dos
métodos convencionais de propagacao vegetativa, e obter nova planta idéntica a original, ou
seja, realizar uma clonagem vegetal que é definida como uma propagacdo assexuada de
células ou organismos de modo a obter novo individuo, mantendo-se o genétipo idéntico
aquele do ancestral comum (DONATO et al., 2005; LIMA; MORAES, 2006; XIAO et al.,
2011; TORRES et al., 2000).

As principais aplica¢des da cultura de tecidos vegetais estdo relacionadas a conservacao
de germoplasma asséptico, multiplicacio de gendtipos superiores, cultura de embrides,
intercambio de germoplasma, germinacdo de sementes, aceleracdo de programas de
melhoramento e estabilidade genética ou aumento da variabilidade (FERREIRA; CALDAS;
PEREIRA, 1998).

A obtencdo de plantas, a partir das técnicas de cultura de tecidos, vem se tornando uma
realidade para a maioria das espécies conhecidas e de importancia ecoldgicas, econdomica e

medicinal, pois nesse tipo de propagacdo, podem ser controladas as condigdes fisicas,
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quimicas e bioldgicas envolvidas no processo de cultivo (ALENCAR, 1999). Plantas
micropropagadas, quando comparadas as plantas oriundas de propagacdo convencional,
geralmente sobrevivem mais no campo, crescem mais rapidamente nos primeiros estddios de
desenvolvimento, possuem maior precocidade, florescendo até quatro meses antes, além de
apresentarem uniformidade de producdo, proporcionando colheitas superiores (ALVARES;
CALDAS, 2002).

As principais vantagens das plantas propagadas in vitro (microplantas) sdo: a rapidez
com que se obtém um grande nimero de mudas em instalacdes reduzidas e a obtencdo de
plantas livres de doencas e pragas, o que reduz a dispersdo de organismos fitoparasitas
(ALVARES; CALDAS, 2002; BARROW; OSUNA-AVILA; REYES-VERA, 2004; LIMA;
MORAES, 2006). Entretanto, este tipo de propagagdo possui dois problemas principais: €
uma técnica cara, € a diversidade genética € reduzida, quando se faz o uso desta técnica na
propagacio vegetativa (ROJAS-ARECHIGA; VASQUEZ-YANES, 2000).

Embora existam protocolos variados de cultura de tecidos, faz-se necessdrio avaliar a
qualidade do sistema comercial de micropropagacdo, uma vez que esta € influenciada por
diversos fatores como taxa de multiplicacdo, altura das plantas, presenca e intensidade de
estiolamento, forma, coloragao e tamanho das folhas, formacao de calos, desenvolvimento de
raizes, perdas por contaminacdo microbiana, oxidacdo e eficiéncia da aclimatizacido (LIMA;
MORAES, 2006; XIAO et al., 2011). Por essa razdo, ha um grande requerimento de cuidados
que vao desde o estabelecimento destas plantas in vifro até a manuteng@o destas, durante os
meses de desenvolvimento (NISHIMURA et al., 2002). Dessa forma, o aprimoramento
constante dos processos de multiplicacdo e o controle de qualidade das mudas, aliado a
reducdo de custos, tém sido essenciais para aceitacdo dessa técnica no mercado (NIETSCHE
et al., 2006; DIAZ et al., 2009).

Assim, a micropropagacdo se tornou a saida para o cultivo de muitas plantas que
possuem limitagdes na propagacdo sexuada, além da alta taxa de multiplicacdo e qualidade
em comparacdo aos métodos tradicionais (LIMA; MORAES, 2006; NIETSCHE et al., 2006).
Um exemplo de sucesso da aplicacdo da técnica pode-se observar no trabalho de Normah et
al. (1997), no qual a espécie ameacgada de extin¢do na Malésia, Citrushalimii, foi multiplicada

em grande escala in vitro e estocada em banco de germoplasma.

2.2.1 Germinacao in vitro

z

A germinacdo de sementes estimada em testes de laboratério € a emergéncia e

desenvolvimento das estruturas essenciais do embrido (raiz, hipocdtilo e epicétilo),
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demonstrando sua aptiddo para produzir uma planta normal sob condi¢des favordveis de
campo (BRASIL, 1992).

Para Popinigis (1977), a qualidade fisiolégica da semente é a sua capacidade de
desempenhar fungdes vitais, que sdo caracterizadas pela sua germinagdo, seu vigor e sua
longevidade. De acordo com o mesmo autor, os resultados do teste de germinacdo sdo de
grande importancia para a comparagdo entre lotes de sementes para fins de comercializagao, e
para o calculo da densidade de semeadura.

Segundo Silva (1989) as sementes podem ser materiais convenientes para o trabalho de
cultura de tecido. Apds lavagem e esterilizacdo de sua superficie, elas podem se desenvolver
em meio nutritivo e dar origem diretamente a cultura de calo, ou germinarem em meio
simples, sem reguladores de crescimento, produzindo plantulas livres de contaminantes, que
poderdo entdo ser seccionadas sob condi¢des assépticas e usadas como explantes.

No trabalho de Oliveira et al. (2007), Mimosa caesalpiniaefolia Benth., conhecida como
sabid, foi germinada in vitro em meio de cultura contendo mio-inositol, dcido ascérbico, 15%
de agua de coco e solidificado com Agar, e apds a germinacdo utilizada como explante. O
mesmo foi feito no trabalho de Costa et al., (2010) onde sementes de Erythrina velutina
Willd., foram inoculadas em meio de cultura bisico sem a presenca de reguladores e
posteriormente a germinacao foram utilizadas como explante.

Do ponto de vista pratico, esta técnica permite estudar detalhadamente as necessidades
nutricionais e fisicas para o pleno desenvolvimento dos embrides cultivados in vitro, superar
dorméncia e testar a viabilidade de sementes (CARVALHO et al., 1998), além de poder ser
usada para fins de micropropagacao. Por sua natureza juvenil com alto potencial regenerativo,
embrides sdo excelentes explantes para propagacao clonal in vitro (HU; FERREIRA, 1998).

A partir da germinacdo in vitro € possivel alcangar altas taxas de multiplicacdo,
independente de condi¢des climdticas, variacOes estacionais e de fatores bidticos, tais como
agentes polinizadores, dispersores ou patogénicos (ANDRADE et al., 2000). A germinagao in
vitro comparada a germinacdo em condicdes naturais apresenta como vantagens: evitar
problemas de aborto embriondrio, reduzir o tempo necessdrio a ocorréncia do processo,
aumentar a taxa de germinagdo, além de sincronizd-la (ENCINA; PADILLA, 1996).

Se sementes de uma mesma espécie apresentam germinabilidade semelhante, nao quer
dizer que ambas apresentem o mesmo comportamento, pois o inicio da germinacdo e a
distribuicio da mesma podem ser diferentes, apresentando maior ou menor rapidez
(BORGHETTI; FERREIRA, 2004). Os testes mais simples para determina¢do de vigor sao os

de velocidade de desenvolvimento, os mais utilizados sdo o tempo médio de germinacdo e o
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indice de velocidade de germinacdo e se baseiam no pressuposto de que sementes mais
vigorosas germinardo mais rapidamente do que outras em condigdes inferiores distinguindo as
sementes de um mesmo lote (VIEIRA; CARVALHO, 1994; PINA-RODRIGUES et. al.,
2004).

Os testes de germinacdo in vitro tem auxiliado os programas de melhoramento genético
oferecendo solugdes originais que podem resultar na otimiza¢do do tempo e na qualidade dos
cultivares a serem lancados por esses programas (ANDRADE, 2002). Porém os pesquisadores
tém encontrado dificuldades em estabelecer procedimentos para a propagacao in vitro da M.
ophthalmocentra, considerando-se, em parte, a escassez de trabalhos publicados nessa linha

de pesquisa sobre a espécie.

2.3 DESINFESTACAO DE SEMENTES

Segundo Popinigis (1985), a semente promove o sucesso ou fracasso da producdo, visto
que ela carrega todo potencial genético produtivo da planta. E de modo geral, as sementes sdao
um dos agentes mais eficazes na disseminacdo de doencas em plantas, sendo causadas por
virus, bactérias, nematdides e fungos que, por sua vez, apresentam maior representatividade
quando comparado aos demais patogenos associados as sementes (BRASIL, 2009). Assim, a
contaminacdo, em cultura de tecidos, é provocada pela entrada destes contaminantes
bioldgicos no meio de cultura, os quais sdo provenientes do explante ou do ambiente, no
processo de manuseio de materiais, tanto vegetal quanto de instrumentos usados na
manipulagdo.

Para evitar ou ao menos reduzir a perda de materiais em funcdo da contaminagio,
diversos métodos de esterilizacdo sdo empregados, assim como cuidados na assepsia dos
ambientes de manuseio e de incubagdo dos cultivos (BERTONCELLI; HASSE; OLIVEIRA,
2009).

As espécies lenhosas apresentam dificuldades para o estabelecimento in vitro,
principalmente se for utilizado material vegetal proveniente de plantas adultas oriundas do
campo, pois podem apresentar infestacdo interna ou externa por microrganismos. No entanto,
mesmo as plantas submetidas a rigoroso controle fitossanitirio e mantidas em viveiro
protegido ou casa de vegetacdo sdao fontes potenciais de microorganismos, que podem tornar-
se limitantes aos procedimentos de cultivo in vitro. Por isso, a utilizacdo de plantulas
germinadas in vitro, em condicdes assépticas, torna-se mais vantajosa (SKIRVIN, 1981;

MEDEIROS, 1999).
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A infestagdo superficial da semente por microrganismos estd mais sujeita a acdo de
alguns fatores externos, os quais podem reduzir as chances de sua transmissdo a progénie,
utilizando o tratamento com agentes desinfestantes (TEIXEIRA; MACHADO; VIEIRA,
1997). Este procedimento consiste na eliminacdo de organismos presentes na superficie do
explante e € feito pela imersdo deste em solucdes desinfestantes (HARTMANN et al., 2002).
Porém, a obtencdo de plantulas assépticas pela desinfestacdo de sementes é uma etapa
problemdtica, pois o agente desinfestante utilizado na assepsia do material vegetal deve
eliminar os microorganismos de superficie, sem, contudo, danificar os tecidos (BONGA;
DURZAN, 1985).

Diversas substancias com acdo germicida sdo utilizadas para a assepsia de explantes
como o cloreto de mercurio, o 4cido cloridrico, o cloreto de benzalconico, e o peréxido de
hidrogénio (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998), sendo o etanol e os compostos a base de
cloro as substancias com acdo germicidas mais utilizadas neste processo. O hipoclorito de
sddio ou de calcio vem mostrando grande eficiéncia na desinfestacdo de sementes, eliminando
fungos e bactérias, assim como a utilizagdo de fungicidas e bactericidas, promovendo
aumento no total de plantulas germinadas a partir de sementes tratadas (COUTO et al., 2004;
SOUSA et al., 1999).

Durante o processo de descontaminagdo, a 4gua sanitdria comercial, considerada fonte
de hipoclorito de sédio (NaOCl) € utilizada por muitos laboratérios em vdrias concentragdes
(WILLADINO; CAMARA, 2007). O cloro ativo também ¢ bastante utilizado, nas
concentragdes de 0,5% a 2% e tempo de exposi¢cdo de 10 a 20 minutos (FAIAD et al., 1997).
Ja segundo as Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 1992) € recomendado a assepsia
superficial com hipoclorito de s6dio (NaOCl), na concentracdo de 1%, por trés minutos.
Entretanto, a ISTA (1976), recomenda esse tratamento por 10 minutos, na mesma
concentracdo. O etanol geralmente € utilizado pela sua agdo germicida, surfactante e de
dissolucdo das gorduras, podendo auxiliar a agdo dos outros produtos. Geralmente € utilizado
nas concentracdes de 70% e 80%, com tempo de exposicdo dos tecidos variando de alguns
segundos a minutos, uma vez que acima desta concentracio e menos eficiente e pode
desidratar rapidamente os tecidos (PASQUAL, 2001). Além destas, podem ser utilizados os
tensoativos, que podem ser aplicados na solucao desinfestante, com a finalidade de facilitar o
contato dos agentes esterilizantes com o tecido, reduzindo a tensao superficial. O tensoativo
deve ser adicionado em teor muito baixo, enquanto a concentracdo dos agentes desinfestantes

e o tempo de exposicdo pode variar, de acordo com a espécie e o objetivo do trabalho, sedo
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necessdrio, entdo a sua adequacdo de acordo com a sensibilidade do tecido a ser desinfestado.
(WILLADINO; CAMARA, 2007).

Foi observado, na literatura, que a assepsia superficial vem sendo utilizada em muitos
estudos, porém, existe grande variabilidade quanto ao agente quimico, a concentracdo da
solucdo e o tempo de exposicdo. Diante dessa situacdo e da inexisténcia de consenso sobre
esse assunto, o presente estudo teve como um dos objetivos avaliar o efeito de diferentes
agentes quimicos em diferentes concentracdes e tempo de imersdo para assepsia eficiente nos
microrganismos infestantes em sementes de M. ophthalmocentra.

Lopes et al. (1991) e Castellani et al. (1996), observaram que os danos originados pela
infestacdo nas sementes podem afetar, de forma severa, sua qualidade fisioldgica e a
qualidade sanitdria, e alguns casos, inibindo por completo ou reduzindo a capacidade
germinativa do lote de sementes. De acordo com Custédio et al. (1995), muitas vezes, a
contamina¢do impede o real conhecimento da qualidade da semente.

No trabalho de Couto et al. (2004), foi observado que durante o periodo da germinagao,
as sementes contaminadas por fungos e bactérias ndo foram capazes de germinar. Esse
resultado concorda com os de Corder e Borges Junior (1999), que, a0 germinarem sementes
de Acdcia mearnsii em condi¢des in vitro, observaram que a presenga de fungos e bactérias
nas sementes foi o fator principal da auséncia de germinacdo. Isso se dar pelo fato de que
agentes contaminantes (fungos e bactérias) agem de forma indireta, comprometendo o
desenvolvimento normal dos cultivos pela competicao por nutrientes e vitaminas do meio de
cultura e pela producdo de metabdlitos fitotdxicos, como os 4cidos lactico e acético e o

cianeto (LIMA; MORAES, 2006).

2.4 INFLUENCIA DE DIFERENTES MEIOS DE CULTURA NA GERMINACAO

Para o sucesso no cultivo in vitro é importante conhecer os requerimentos nutricionais
das células e tecidos em cultura, portanto, um dos fatores que exercem influéncia no sucesso
desta técnica € o meio de cultura onde os explantes sdo cultivados. Os meios nutritivos se
baseiam nas exigéncias das plantas, quanto aos nutrientes, para seu crescimento, com algumas
modificagdes para atender as necessidades especificas das condigdes in vitro (SOUZA;
JUNGHANS, 2006).

A composi¢ao dos meios de cultura varia de acordo com as espécies e as diferentes
etapas do processo, entretanto, a fim de atender necessidades especificas, algumas

modificagdes podem ser realizadas. Os meios de cultura sdo constituidos basicamente por
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dgua, que é o componente utilizado em maior quantidade na preparagdo, deve ser destilada e
deionizada, por se tratar de uma fonte de impurezas que pode influenciar no desenvolvimento
do explante. Também sdo constituidos por sais inorginicos que proveem 0s micronutrientes
(célcio, magnésio, potdssio, nitrogénio, nitrato, fésforo, enxofre, s6dio) e os micronutrientes
(zinco, ferro, cobre, manganés, cloro, molibdénio e boro), por uma fonte de energia
(geralmente sacarose), algum suplemento vitaminico, um suporte semi-sélido (4gar ou outro
produto) e componentes opcionais como complexas substancias naturais. (HARTMANN et
al., 2002; ROJAS; GARCIA; ALARCON, 2004).

Existem vdrias formulacdes de meios nutritivos com formulagdes especificas como o
B5 (GAMBORD; MILLER; OJIMA, 1968), o MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), as quais
apresentam altas concentragdes de sais, sobretudo os fons nitrato e amonia, quando
comparados a outras formulacdes salinas e meios com menores concentragdes de sais, em
especial nitrogénio e potdssio, como o meio de cultura WPM, Wood Plant Medium (LLOYD;
MCCOWN, 1981) este ¢é utilizado geralmente em espécies lenhosas quando o meio MS ndo
se mostrar eficiente (ROCHA, 2005).

A diminuicao de sais nos meios de cultura é uma tendéncia mundial, e muitas pesquisas
estdo sendo realizadas com esta finalidade. Ndo hd uma formulacio padrio, mas o meio MS,
suas modificacdes e diluicdes tém apresentado bons resultados para as diversas espécies
(CHAVES; SCHUCH; ERIG, 2005).

A méxima germinagdo in vitro de sementes de Mimosa scabrella Benth (bracatinga) foi
observada na concentracdo de sais 4 MS, que, em conjunto com ‘& MS, forneceu mais agua
para promover esse processo (ROSA, 2009). Ainda segundo o autor a partir de %2 MS,
iniciou-se um decréscimo na germinagdo, atingindo o valor minimo no meio MS, com
concentracdo bdsica de sais. O emprego da concentracdo bdsica dos sais, do meio MS,
juntamente com a sacarose, pode ter afetado o balango osmético, prejudicando o processo
germinativo. Em contrapartida segundo Nogueira et al. (2004), O meio MS utilizado com a
metade das concentracdes de sais e na presenca de sacarose acarretou um aumento na taxa de
germinagdo de sementes de Byrsonima intermedia. A redugdo da concentracdo dos sais parece
ter compensado a adi¢do de sacarose, ndo afetando, assim, o balanco osmotico e sendo
favordvel a germinacdo.

Os meios nutritivos podem ser utilizados na forma liquida ou semi-sélida (QUISEN;
ANGELO, 2008). A escolha do substrato (suporte) é de suma importancia para a eficiéncia do
processo germinativo, pois ele ird dar consisténcia e/ou suporte ao explante evitando que

fiquem submersos no meio de cultura e, para isto, deve-se levar em consideracdo o tamanho
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da semente, a exigéncia desta em quantidade de dgua, sua sensibilidade ou ndo a luz, além da
facilidade que o substrato oferece para a realizacdo das contagens e avaliacdo das plantulas
(BRASIL, 2009). Além disso, as caracteristicas fisicas e quimicas de cada substrato como
aeracdo, estrutura, capacidade de retencdo de &gua, entre outros podem favorecer ou
prejudicar a germinacdo das sementes e sdo de grande importincia (POPINIGIS, 1985).

Grattapaglia e Machado (1998), afirmam que determinadas espécies vegetais podem
alcancar indices elevados de germinacdo na auséncia de nutrientes, o que € interessante do
ponto de vista de diminui¢cdo do custo de producdo de mudas obtidas via cultura de tecidos.
Sendo assim, necessdrio apenas a utilizacdo de um substrato para dar suporte a semente.
Assim, o termo substrato aplica-se a todo material sélido, natural, sintético, residual, mineral
ou organico, distinto do solo, que colocado em um recipiente, em forma pura ou em mistura,
permite o desenvolvimento do sistema radicular, desempenhando, portanto, um papel de
suporte para a planta (CAVALCANTE, 2011).

Existem varios tipos de substratos alternativos utilizados na cultura de tecidos vegetais a
fim de minimizar os custos com a germinag¢do in vitro, como a vermiculita, areia, suportes de
espuma de pléstico, fibras de plantas diversas, amido, folhas de papel filtro, algoddo hidréfilo
e o 4gua-dgar. Deve-se considerar, porém, que esses substratos precisam ser capazes de
oferecer as condi¢cdes necessdrias para que se inicie 0 processo germinativo.

Os agentes gelificantes sdo os mais utilizados, ele forma com a 4gua um gel que funde
a 100°C e que solidifica por volta dos 45°C, ndo € hidrolisada por enzimas e, aparentemente,
ndo reage com o resto de ingredientes do meio. O 4gar-agar € um tipo de agente gelificante, é
de natureza polissacaridica produzido por algas marinhas (Gelidium amansii), de alto peso
molecular usado na cultura de tecidos para dar suporte a explantes e a plantas mantidas in
vitro. Oferece a vantagem de ser soluvel em dgua, e de permanecer semissolido a temperatura
ambiente (SCHOLTEN; PIERIK, 1998).

No trabalho de Golle et al., (2009) foi avaliado a germinacao in vitro de sementes de
Pinus taeda L. (pinheiro-amarelo) inoculadas em papel filtro, algodao hidréfilo e meio dgar-
agua. Os melhores percentuais de germinacdo foram obtidos com papel filtro e dgar-agua.
Contudo, este ultimo apresentou as maiores taxas de contaminacdo, e devido a perda de dgua
no substrato papel filtro no decorrer do tempo, recomenda-se o uso de algodao hidréfilo em
funcdo dos baixos indices de contaminag@o observados. Araujo et al., (2014) obteve sementes
germinadas utilizando papel toalha tipo germitest como substrato na germinacdo de
Macroptiliummartii Benth. (orelha-de-on¢a). O mesmo foi feito no trabalho de Gutiérrez et

al., (2011) com sementes de Bauhinia cheilantha (pata-de-vaca).
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Os meios nutritivos € a sua composi¢do operam o “milagre” da vida, ou seja, a
conversdo dos explantes em plantulas e das plantulas em Mudas, as quais tem o carater clonal
embutido em sua natureza e, por isso, possuem cardter de genétipo superior. Sa0 muitos os
fatores que estdo envolvidos em um protocolo eficiente de regeneracdo: tipo de meio basico
de cultura, seguindo do suplemento de reguladores de crescimento, concentracio de sacarose,
iluminacdo, explante, etc. (ZHANG et al., 2003). Se o meio nutritivo falhar, ou ndo for
adequada em virtude de alguns de seus ingredientes, a obtencdo de clones falha. Portanto, o

conhecimento a respeito do meio nutritivo e da méxima importancia.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de Estudo

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
(LCTV), no Centro de Desenvolvimento Sustentdvel do Semidrido, da Universidade Federal
de Campina Grande (CDSA-UFCG), campus Sumé. Para a realizacdo deste trabalho foram
utilizadas sementes de jurema de imbira (M. ophthalmocentra) coletadas, no més de abril, do
ano de 2016, no sitio Lagoa da Cruz do municipio de Sumé, PB, na microrregido do cariri

ocidental (Figura 1).

Figura 1: Localizacdo do municipio de Sumé na
microrregido do Cariri Ocidental, Semidrido paraibano.
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Foram selecionados e marcados, 10 individuos arboreos, esses possuiam boas condicdes
fitossanitdrias (auséncia aparente de doencgas e infestacdes de parasitas). Quando os frutos
estavam no ponto de maturidade fisioldgica, estes foram colhidos e levados para o
Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais, onde as sementes foram retiradas e selecionadas,

deixando aquelas que apresentavam boas caracteristicas fisicas no tegumento.
3.2 Desinfestacao das Sementes

Para avaliar o efeito dos agentes desinfestantes no processo germinativo das sementes
de M. ophthalmocentra, foram utilizados os seguintes tratamentos: (T1) Sementes inoculadas
diretamente no meio, sem tratamento para desinfestacio; (T2) Imersdo por 10 minutos em
alcool 70%, e 10 minutos em hipoclorito de sédio na concentra¢do de 2,0% acrescida de trés
gotas de tensoativo (detergente comercial); (T3) Imersdo por 10 minutos em dlcool 70%, e 30
minutos em hipoclorito de so6dio na concentracdo de 1,5% acrescida de trés gotas de
tensoativo (detergente comercial); (T4) Imersdao por 20 minutos em d&lcool 99,3%, e 20
minutos em hipoclorito de s6édio na concentracdo de 1,0% acrescida de trés gotas de
tensoativo (detergente comercial); e (T5) Imersdao por 20 minutos em dlcool 99,3%, e 40
minutos em hipoclorito de sédio na concentragdo de 0,5% acrescida de trés gotas de
tensoativo (detergente comercial). Em cada tratamento as sementes foram submetidas a dois
substratos: agente gelificante dgar-dgua e papel tipo germitest.

Antes do processo de desinfestacdo, as sementes foram lavadas com 4gua destilada e
autoclavada. Foram utilizados frascos estéreis de 400 mL contendo 150 mL do agente
desinfestante, assim as sementes permaneceram nos frascos conforme o tempo estipulado em
cada tratamento. Primeiramente as sementes foram imersas a solu¢do de dlcool e logo apds
nas solugdes de hipoclorito de sédio, acrescida de trés gotas de tensoativo (detergente
comercial).

As concentracOes de hipoclorito de s6dio foram obtidas a partir da diluigdo de NaOCl a
2,0% de cloro ativo. Apds a desinfestacdo, as sementes foram submetidas a trés enxagues
sucessivos com agua destilada estéril. Posteriormente estas foram sujeitadas ao desponte

(Figura 2) para superacdo da dorméncia e em seguida inoculadas.
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Figura 2: (A) e (B) Processo de desponte da semente de M. ophthalmocentra.

Fonte: Acervo da pesquisa

Foram utilizadas 200 sementes, em cada substrato (dgar-dgua e papel germitest),
totalizando 400 sementes que foram distribuidas em 100 frascos de vidro e 40 placas de petri.
A unidade experimental foi composta por um frasco com capacidades para 400 mL contendo
25 mL de substrato dgar-dgua com duas sementes (unidades amostrais), e por uma placa de
petri contendo papel germitest umedecido com 2,5 mL de 4gua, e cinco sementes (unidades
amostrais) (Figura 3).

Figura 3: (A) Sementes de M. ophthalmocentra inoculadas no substrato dgar-dgua e (B)
Sementes de M. ophthalmocentra inoculadas no substrato papel germitest.

Fonte: Acervo da pesquisa
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Os frascos e placas contendo os substratos utilizados foram previamente autoclavados
durante 20 minutos, sob temperatura de 121°C = 3 e 1,5 Atm de pressdo. Antes da
autoclavagem ajustou-se o pH do 4gar-dgua para + 5,8 e os frascos e placas contendo os
substratos foram fechados com papel aluminio e vedados com pléstico filme (Figura 4.A).
Todos os processos de desinfestacdo, corte da semente e inoculagdo, foi realizado em camara
de fluxo laminar (Figura 4.B) com todos os materiais autoclavados e com as devidas

precaucdes de assepsia.

Figura 4: (A) Frascos e placas contendo os substratos dgar-dgua e papel germitest
respectivamente. (B) Camara de fluxo laminar contendo os materiais estéreis para
realizacdes de todos os procedimentos de assepsia.

Fonte: Acervo da pesquisa

As unidades amostrais foram mantidos em B.O.D (Biochemical Oxygen Demand) com
temperatura controlada de 25°C + 2°C e fotoperiodo de 16 horas dia, com intensidade
luminosa de 20 pmol m™.s, obtida por meio de lampadas fluorescentes brancas frias durante
quinze dias. Foram avaliados os seguintes parametros:

Porcentagem de Germinacdo: As contagens de plantulas normais foram realizadas
diariamente, considerando normais aquelas plantulas que apresentarem caracteristicas
condizentes com as prescritas pelas R.A.S. (BRASIL, 2009). A contagem comegou com dois
dias apos a inoculag@o das sementes.

indice de velocidade de germinacao (IVG): Determinado em conjunto com o teste de
germinagdo, computando-se diariamente o nimero de sementes germinadas até que esse

permanega constante.
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Primeira contagem de germinacao: O teste de primeira contagem foi realizado em conjunto
com o de germinacdo, onde foi computada a porcentagem de plantulas que apresentarem a
raiz primaria com comprimento > 2 cm e, as primeiras folhas cotiledonares emersas,
respectivamente.

Porcentagem de contaminacido fingica: foi realizada diariamente, contabilizando as

amostras contaminadas.

3.3 Delineamento Experimental e Analise Estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em quatro
repeticoes por tratamento, sendo cada repeticdo composta por 10 unidades amostrais
(sementes), em esquema fatorial 5x2 (agente desinfestante x substratos). Os dados obtidos
foram submetidos a andlise de variancia, utilizando-se o teste F para comparacdo dos
quadrados médios e as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade (efeitos qualitativos). Nas andlises estatisticas foi empregado o programa

software SISVAR, desenvolvido pela Universidade Federal de Lavras (MG).
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se na Figura 5 a germinacdo de sementes de M. ophthalmocentra em dois
tipos de substratos e em diferentes concentracdes de desinfestantes. Assim, constata-se que
houve diferenca na utilizacdo dos diferentes substratos na maioria dos tratamentos utilizados,
pois os maiores percentuais de germinagdo ocorreram quando as sementes foram submetidas
ao substrato agar-agua, exceto para o tratamento T4 (imersdo por 20 minutos em dalcool
99,3%, e 20 minutos em hipoclorito de s6dio na concentracdo de 1,0% acrescida de trés gotas
de tensoativo), onde os maiores valores ocorreu quando as sementes foram submetidas ao
substrato papel germitest.

Esses resultados indicam que o substrato dgar-dgua proporcionou um melhor
suprimento hidrico, permitindo que as sementes estivessem em melhores condi¢des para
iniciar o processo germinativo. Assim a utilizacdo do 4dgar pode ser considerado um bom
substrato, mantendo a umidade por mais tempo em comparagdo ao papel germitest, que perde
rapidamente o teor de dgua. Isso deve ao fato das diferencas quanto ao suprimento hidrico
fornecido pelos diferentes substratos.

Verifica-se ainda, que as diferentes concentragdes e tempo de exposi¢do dos agentes

desinfestantes ndo inibiu a germinagdo das sementes de M. ophthalmolcentra, pois 0s maiores
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valores (60%) foram encontrados no tratamento TS5 (imersdo por 20 minutos em édlcool 99,3%,
e 40 minutos em hipoclorito de sédio na concentragdao de 0,5% acrescida de trés gotas de
tensoativo) e T3 (imersdo por 10 minutos em &lcool 70%, e 30 minutos em hipoclorito de
s6dio na concentragdo de 1,5% acrescida de trés gotas de tensoativo). Rocha (2005) afirma
que tratamentos com maior tempo de exposicdo da semente ao hipoclorito de sédio, pode
resultar em modificacdes nas propriedades das membranas celulares do tegumento, por ser
considerado um potente oxidante ou no fornecimento de oxigénio adicional para a semente,

aumentando, dessa forma, a porcentagem de germinagao.

Figura S: Percentual de germinacio in vitro de sementes de M.
ophthalmocentra nos substratos dgar-dgua e papel germitest,
em funcdo dos tratamentos de desinfestacao.
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Fonte: Dados da pesquisa

Os dados referentes a primeira contagem de germinagdo encontram-se na figura 6,
onde verifica-se que os diferentes substratos utilizados diferiram quando as sementes foram
submetidas ao tratamento T2 (imersdo por 10 minutos em &dlcool 70%, e 10 minutos em
hipoclorito de sddio na concentragdo de 2,0% acrescida de trés gotas de tensoativo), obtendo
o percentual de primeira contagem maior no substrato dgar-dgua com 7%, enquanto no
substrato papel germitest foi obtido 3%. Assim provavelmente o substrato papel germitest nao
apresente condi¢des favordveis para que a semente iniciasse rapidamente a sua germinagao

quando elas sdo submetidas a esse tratamento.
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Observa-se também que os diferentes tratamentos de desinfestacdo e tempo de
exposicdo nao impediram que a semente iniciasse O Se€u Processo germinativo, uma vez que
no segundo dia apds a instalacdo do experimento as sementes ji estavam germinando. Desta
maneira, verifica que o tratamento T3 (imersao por 10 minutos em dlcool 70%, e 30 minutos
em hipoclorito de s6dio na concentracdo de 1,5% acrescida de trés gotas de tensoativo),
proporcionou o maior percentual de primeira contagem (9%) em substrato dgar-dgua. Por isto,
provavelmente para esta espécie, o substrato dgar-dgua proporcionou as melhores condigdes
para que a semente iniciasse rapidamente a sua germinagao.

Diante disso, constata-se que a utilizacdo do dlcool e o hipoclorito de sédio, acelerou o
processo de superagdo da dorméncia das sementes, permitindo que estas germinassem
rapidamente. O que ndo aconteceu quando as sementes foram submetidas ao tratamento T1
(sementes inoculadas diretamente no meio, sem tratamento para desinfestacdo),

proporcionando os menores resultados.

Figura 6: Porcentagem de primeira contagem de germinagao in vitro de
sementes de M. ophthalmocentra nos substratos dgar-dgua e papel germitest, em
funcdo de diferentes tratamentos de desinfestacdo.
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Fonte: Dados da pesquisa.

A barreira mecanica encontrada em M. ophthalmocentra permite o prolongamento do
tempo de vida das sementes aumentando as chances destas sementes encontrarem condigdes
para o estabelecimento de plantulas em condicdes naturais, mas ndo € vantajoso quando se
deseja maior homogeneidade da emergéncia, em processos de utilizacdo das sementes em

grande escala (ROLSTON, 1978).
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Na figura 7 encontram-se os resultados do indice de velocidade de germinacdo, onde
comprovou que o substrato dgar-igua apresentou os melhores resultados em todos os
tratamentos de desinfestacdo, obtendo os maiores valores de velocidade de germinacdo no
tratamento TS5 (imersdo por 20 minutos em dlcool 99,3%, e 40 minutos em hipoclorito de
s6dio na concentragdo de 0,5% acrescida de trés gotas de tensoativo) com 2,8%, seguido de
T1 (sementes inoculadas diretamente no meio, sem tratamento para desinfestacdo) com 2,7%.
Assim, constata-se que quando as sementes sdo submetidas ao 4gar aumenta a 4rea de contato
da semente com o substrato, permitindo uma maior velocidade de absorcio de dgua,
promovendo um maior aumento na velocidade de germinagao.

Pereira et al., (2011) ao analisar a varidvel indice de velocidade de germinacdo em
sementes de Pitcairnia flammea, obteve resultados demonstrando que o meio M2 (dgar- 4gua
+ 1 g L-1 de carvdo ativado) apresentou o melhor resultado, apesar de ndo diferir
estatisticamente do meio M1 (4gar-dgua). Resultado oposto foi identificado no trabalho de
Pedroso et al., (2007), onde ndo houve nenhuma diferenca significativa nos indices de
velocidade de germinacdo das sementes de Sida rhombifolia L entre os substratos papel de

filtro e meio 4gar-dgua.

Figura 7: Indice de velocidade de germinagio de sementes de M. ophthalmocentra em
substrato dgar-dgua e papel tipo germitest, em funcdo dos diferentes tratamentos de
desinfestagao.
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Fonte: Dados da pesquisa

Outro fator importante mostrado na figura é a proximidade dos melhores valores de

velocidade de germinacdo, tendo em vista que um deles € o tratamento controle onde as
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sementes ndo recebem nenhum tratamento de desinfestacdo, essa ocorréncia faz chegar a
conclusdo que os agentes desinfestantes ndo exerceram nenhuma influéncia na velocidade de
germinagdo.

Quanto a contaminagdo fingica (Figura 8), verifica-se que o substrato papel germitest
foi significativamente superior ao 4gar, observando que em todos os tratamentos de
desinfestacdo a contaminacdo flingica alcangou os menores valores, exceto para o tratamento
T3 (imersdo por 10 minutos em dlcool 70%, e 30 minutos em hipoclorito de sédio na
concentracdo de 1,5% acrescida de trés gotas de tensoativo), onde apresentou uma
porcentagem de contaminacdo de 5%, provavelmente, este resultado ocorreu, devido ao fato
da semente apresentar contamina¢do enddgena, pois apenas uma semente apresentou
contaminagdo e toda a manipulacdo e procedimentos foram feitos seguindo os padrdes de
assepsia em todos os tratamentos.

Dessa forma, constata-se que o papel ndo constitui um ambiente apropriado ao
desenvolvimento de fungos comparado ao substrato dgar-dgua onde o teor de 4gua é
considerado maior, favorecendo um ambiente ideal para o surgimento de contaminantes
fungicos (Figura 9).

Figura 8: Porcentagem de contaminacgdo flingica em sementes de M. ophthalmocentra
germinadas in vitro nos substratos dgar-agua e papel germitest, em funcio dos
tratamentos de desinfestacdo empregados.
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Fonte: Dados da Pesquisa

Porém, quando as sementes foram submetidas ao substrato agar, verifica-se que apenas

o tratamento T2 (imersdo por 10 minutos em élcool 70%, e 10 minutos em hipoclorito de
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s6dio na concentracdo de 2,0% acrescida de trés gotas de tensoativo), foi eficiente para
promover a assepsia superficial das sementes, enquanto que o tratamento T4 (imersdao por 20
minutos em dlcool 99,3%, e 20 minutos em hipoclorito de sédio na concentracdo de
1,0%acrescida de trés gotas de tensoativo), apresentou a maior taxa de contaminacdo com
valor de 25%. Ja os tratamento T3 (imersao por 10 minutos em dlcool 70%, e 30 minutos em
hipoclorito de sédio na concentracdo de 1,5% acrescida de trés gotas de tensoativo) e TS5
(imersdo por 20 minutos em dlcool 99,3%, e 40 minutos em hipoclorito de sédio na
concentragdo de 0,5% acrescida de trés gotas de tensoativo), mostraram quase as mesmas

porcentagens de contaminacdo, com valores de 15% e 14% respectivamente.

Figura 9: (A) Plantula e (B) sementes de M. ophthalmocentra inoculadas em substrato
agar-adgua apresentando contaminacao fungica.

Fonte: Acervo da pesquisa

Para cultivo ex vitro esse resultado € bastante favordvel, pois para a propagacdo no
campo, essa taxa de contaminacdo nio oferece valores significativos, ou seja, as sementes de
M. ophthalmocentra nao apresentam para o produtor altas taxas de contaminacdo fingica,
permitindo que estes produzam plantas vigorosas. Porém, para trabalhos in vitro, a produgdo
de plantas precisa ser realizada sem contaminagdo, assim, constata-se que a concentracao de
alcool 70% e hipoclorito do sédio 2,0%, por 10 minutos respectivamente (T2), foi
significativamente superior para promover a desinfestacdo de Mimosa ophitalmocentra,

apresentando 0% de contaminacdo nos dois tipos de substrato utilizado.
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5 CONCLUSAO

v

v

O substrato dgar-dgua proporcionou os melhores resultados de germinacio para sementes
de M. ophthalmocentra,

Os tratamentos imersao por 10 minutos em dlcool 70%, e 30 minutos em hipoclorito de
s6dio na concentragdo de 1,5% acrescida de trés gotas de tensoativo (T3) e imersdo por
20 minutos em &lcool 99,3%, e 40 minutos em hipoclorito de s6dio na concentragao de
0,5% acrescida de trés gotas de tensoativo (T4), proporcionou os melhores resultados de
germinacdo, primeira contagem de germinacdo e indice de velocidade de germinacao;
Quanto a contaminagdo, o melhor tratamento empregado foi o T2 (Imersdo por 10
minutos em alcool 70%, e 10 minutos em hipoclorito de s6dio na concentracdo de 2,0%
acrescida de trés gotas de tensoativo (detergente comercial) com 0% de contamina¢ao nos
dois tipos de substrato;

Em relac@o aos substratos o papel germitest foi significativamente superior ao dgar-agua,
alcancando 0% de contaminacdo em quase todos os tratamentos, exceto em T3 com 5%
de contaminacao;

Sementes de M. ophthalmocentra possui boa germinagdo aplicando o tratamento T2 de

desinfestacdo e usando dgar-dgua como substrato.
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