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INTRODUCAO

A utilizagdo de plantulas germinadas in vitro como fonte de explantes tem como vantagem a
juvenilidade dos tecidos e exploracéo da variabilidade genética proporcionada por espécies alégamas,
tal como o Pinus (GOLLE et al., 2014). No entanto, a perda de explantes resultante da contaminagao
microbiana que ocorrem na introdugdo in vitro é considerada um problema na micropropagacéo,
chegando a prejudicar a condugdo de experimentos em funcdo do nimero reduzido de explantes
obtidos e inviabilizar a producdo massal de determinadas espécies em laboratorios comerciais.

Tradicionalmente, os agentes de esterilizacdo de superficie de sementes mais utilizados
incluem o etanol, hipoclorito de sddio, hipoclorito de calcio e cloreto de mercurio (COSTA;
SCHERWINSKI-PEREIRA; OTONI, 2010; BARAMPURAM; ALLEN; KRASNYANSKI, 2014),
sendo a aplicagdo de antibidticos, fungicidas, extratos e 6leos essenciais, voltada para o controle de
contaminagdes endofiticas (RIBEIRO e BASTOS, 2008). Ademais destes, o peroxido de hidrogénio,
gue além de utilizado com sucesso na assepsia de sementes de varios cultivos agricolas (AMJAD et al.
2004; CAVUSOGLU; KABAR 2010), também tem proporcionado uma melhora significativa na
germinacdo de sementes de coniferas florestais, tais como em Pseudotsuga menziesii e alguns Pinus
spp. (BARNETT, 1976; GHILDIYAL; SHARMA; KHANDURI, 2007).

No caso do Pinus taeda, espécie com forte dorméncia nas sementes, na qual é necessaria
estratificacdo a frio para superacdo da contencéo tegumentar (CARPITA et al. 1983; BRASIL, 1992),
0 desenvolvimento de metodologias com agentes desinfestantes que além de reduzir a perda de
explantes a niveis aceitaveis, também influencie no aumento do desempenho germinativos das
sementes, pode representar avancos significativos para a propagacdo in vitro desta espécie. Neste
sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de tratamentos com peroxido de
hidrogénio na desinfestacdo e germinacdo de sementes de Pinus taeda L., visando a producdo de

explantes assépticos para introducdo in vitro.

MATERIAL E METODOS
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O presente ensaio foi conduzido no Laboratério de Culturas de tecidos e Transformacdo da
Embrapa Florestas, em Colombo, Parana. Foram utilizadas sementes de Pinus taeda L. obtidas em
plantio PCS de 1,5 geracdo, obtidas comercialmente.

As sementes foram submetidas aos seguintes tratamentos: (T1) Tratamento controle —
sementes sem tratamento pré-germinativo; (T2) Embebicdo das sementes em H,O, a 40 volumes por
60 minutos; (T3) Embebicdo das sementes em H.O, a 10 volumes por 48 horas. A germinacdo das
sementes foi conduzida em caixas gerbox contendo duas folhas de papel filtro esterilizadas e
umedecidas com &gua destilada estéril na proporc¢éo de 2,5 vezes o peso do papel seco, e mantidas em
sala de crescimento com 23+2°C e fotoperiodo de 16 horas de luminosidade, obtida através de
lampadas fluorescentes brancas.

Diariamente foi realizada a contagem do nimero de sementes germinadas, sendo
contabilizadas aquelas com protusdo radicular de 2-3 mm. Ao final de 30 dias foi realizada a andlise
da germinacdo e desempenho das plantulas formadas, considerando-se as variaveis: formagdo de
plantulas normais (parte aérea e radicula bem desenvolvidas, sem atrofiamento) ou anormais (com
retorcimento da parte aérea, emissao dos primérdios foliares sem a protuséo da radicula e aderéncia do
tegumento, e parte aérea nao formada ou retida pelo perisperma), germinacao incompleta (protusdo da
radicula com pouco desenvolvimento), sementes duras (sementes sem germinagao, mas com aparéncia
normal) e sementes contaminadas. Com base nos dados foram calculados: a porcentagem final de
formacdo de plantulas normais (%GPN) e de plantulas anormais (%GPA), a porcentagem final de
sementes com germinacgdo incompleta (RAD%) ou sementes duras (%DUR), a porcentagem de perdas
por contaminacao (%PER), o indice de velocidade de germinacédo (IVG), tempo médio de germinacao
(TM) e frequéncia relativa da germinagdo (Fr). O IVG, TM e Fr foram calculados através do indice
determinado pela formula de Maguire (1962), pela equacdo proposta por Labouriau (1983) e de
Labouriau e Valadares (1976), respectivamente. O vigor foi avaliado levando-se em consideracéo a
avaliagdo visual da parte aérea e sistema radicular das plantulas formadas.

O ensaio foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado com quatro

repeticbes por tratamento com 28 a 30 sementes cada. As porcentagens de germinacdo foram

transformadas para arcoseno,/x/100 e os valores do indice de velocidade de germinacéo,

transformados em ./x + 0,5 para fins de andlise estatistica. Os dados para interpretacdo foram
apresentados com as médias dos dados originais. As médias de germinacdo e indice de velocidade de

germinagdo foram comparados através do teste de Tukey (o= 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Conforme apresentado na Tabela 1, os tratamentos com H,O. afetaram significativamente o
processo germinativo das sementes de Pinus taeda com base na anélise do vigor, onde a porcentagem

de plantulas normais formadas para as sementes controle (0,9%) foi significativamente menor que as
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porcentagens para as sementes tratadas, seja com curto ou longo periodo de embebi¢do em H202, com
79,8% e 69,8% respectivamente. Para a variavel sementes inertes (%DUR) houve diferenca
significativa com maior porcentagem apresentada no tratamento controle, com 89,4%, enquanto os
demais tratamentos apresentaram porcentagens inferiores. N&o houve diferenga significativa entre os

tratamentos para as demais variaveis (%PLA, %RAD e %PER).

TABELA 1 - Efeito de tratamentos pré-germinativos em sementes de Pinus taeda L. sobre a
formacdo de plantulas normais (%PLN), plantulas anormais (%PLA), emissdo de radicula (%RAD),

sementes inertes (%DUR), perdas por contaminacao (%PER) e IVG apdés 30 dias. Colombo, PR, 2018.

Tratamento %PLN %PLA %RAD %DUR %PER IVG
Controle 08B 00m™ 4,4m 89,4 A 53™ 0,08B

H20260 min 79,8 A 09m™ 9,7m 7,8B 0,9m™ 2,63 A
H>0; 48h 69,8 A 34" 84" 84B 10,1™ 2,99 A

*Meédias seguidas pela mesma letra na coluna néao diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados obtidos demonstraram que os tratamentos de embebicdo em solugdo de H.0-
proporcionaram a melhoria da taxa de germinacdo (Tabela 1), corroborando com os resultados de
diversos autores com Pinus sp. e outras espécies florestais (HOEFNAGELS; LINDERMAN, 1999;
ROBLEDO PAZ; VILLALOBOS ARAMBULA; SANTACRUZ, 2009; CRAM; FRAEDRICH,
2010). Esta melhoria no processo germinativo, de acordo Ogawa e Masaki (2001) pode ser atribuida a
atividade oxidante do peréxido de hidrogénio, que suprime a atividade dos inibidores da germinacgéo
no tegumento da semente. O tegumento duro e espesso das sementes de P. taeda, que representa a
principal restricdo a germinacdo de sementes da espécie, consiste em uma barreira fisica ao
alongamento da radicula, e segundo Barnett (1976), restringe as trocas gasosas e a absor¢do de agua
nas sementes. Embora se configure como uma restrigdo mecanica, Barnett (1976), corroborado por
Cooke, Cooke e Gifford (2002), descrevem a possibilidade da existéncia de outros fatores de efeito
inibitério derivados do tegumento das sementes em P. taeda, que necessitam de mais estudos
definitivos.

Takacs (1964) por sua vez, também avaliando tratamentos similares em sementes de P. taeda,
observou que, restringir a aplicagdo do peroxido em menor tempo pode evitar danos irreversiveis a
germinacdo ou formacdo da plantula. Neste caso, no presente trabalho pode-se verificar que o uso de
embebicdo por periodo mais curtos, mesmo que em maior concentracdo de perdxido, promoveu
satisfatoriamente a germinagdo com baixa porcentagem de plantulas anormais formadas.

De forma semelhante a germinacdo, o indice de velocidade de germinacdo (IVG) (Tabela 1)
foi afetado pelos tratamentos aplicados, sendo possivel observar que, para as sementes com
tratamentos pré-germinativos houve maior vigor, pois diferiram estatisticamente das sementes ndo
tratadas (controle). A avaliacdo visual do vigor das plantulas normais permitiu observar que as
plantulas no T2 apresentaram maior desenvolvimento comparadas as formadas no T3, com raizes mais

longas e maior altura. Para a variavel PLA, mesmo sem diferenca significativa entre os tratamentos
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com H,0,, no T2 a média obtida de plantulas anormais formadas foi de 0,9%, enquanto no T3 foi de
3,4%.
Ademais da vantagem de produzir grande porcentagem de explantes livres de contaminantes

para introducgdo in vitro, a aplicacdo do perdxido de hidrogénio € um procedimento simples e de baixo

custo, mais rapido do que os processos tradicionais para quebra de dorméncia para o Pinus taeda de

estratificacdo a frio, que demandam de pelo menos 30 dias em ambientes refrigerados a 3-5°C
(BRASIL, 1992). Os tratamentos com embebicdo em solucdo de H,O, proporcionaram a reducdo na
média de dias para a ocorréncia da germinagdo em relacdo a testemunha, de 24,5 dias para 10,6 dias e
8,9 dias (T2 e T3, respectivamente). Na distribuicdo das frequéncias relativas diarias de germinacéo
(Figura 1) observou-se que 0s picos de germinacao para 0s tratamentos com H,O, ocorreram entre 5°-
13° dias, enquanto para o tratamento controle foi entre 0 20°- 25° dias. Neste Gltimo, verificou-se um
aumento no tempo médio de germinagdo (TM), devido & velocidade ter sido mais lenta, possivelmente

em fungéo da auséncia do H-O. que nos tratamentos T1 e T2 auxiliaram na superac¢do da dorméncia

tegumentar, permitindo a absorgéo de agua.
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FIGURA 1 - Frequéncia relativa (Fr) da germinacdo de sementes de Pinus taeda em funcdo dos
tratamentos pré-germinativos, onde T1 - Tratamento controle; T2 - Embebi¢do em H,O, (40 volumes)

por 60 minutos; T3 - Embebicdo em H,O, (10 volumes) por 48 h.

CONCLUSAO
O presente estudo demonstrou que o uso de solugdo de peroxido de hidrogénio para a quebra

de dorméncia tegumentar de sementes de Pinus taeda diminuiu o tempo médio e elevou o percentual
de germinacdo, produzindo plantulas completas que podem ser utilizadas como fonte de explante

assépticos, indicando o método como uma alternativa eficiente e pratica para a preparacdo de

explantes para o estabelecimento de cultivos in vitro.
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