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Subsidio hidrico fornecido por substratos alternativos usados na germinacao in vitro de
Pinus taeda L.

Water supply offered by alternative substrates used in in vitro Pinus taeda L. germination

Diego Pascoal Golle','"™ Lia Rejane Silveira Reiniger" Marlove Fatima Brido Muniz"
Aline Ritter Curti" Felippe Corréa da Rosa"

-NOTA-

RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram avaliar o
suprimento hidrico fornecido por diferentes substratos
alternativos e analisar sua eficiéncia na sanidade e na
germinacao in vitro de sementes de Pinus taeda L. Sementes
foram inoculadas em papel filtro, algoddo hidréfilo e meio
agar-agua. Foi avaliada a absorcéo de agua pelas sementes
por trés, seis, nove, 24, 48 e 72 horas. Posteriormente, aos 21
dias de cultivo, foi determinada a contaminacdo por
microrganismos. A absorcdo de dgua, com base no aumento
percentual que ocorreu na massa das sementes, foi superior
em papel filtro e algoddo hidréfilo. Os melhores percentuais
de germinacdo foram obtidos com papel filtro e agar-agua.
Contudo, este dltimo apresentou as maiores taxas de
contaminacdo. Devido a perda de &gua no substrato papel
filtro no decorrer do tempo, recomenda-se o uso de algodao
hidréfilo em fungdo dos baixos indices de contaminagédo
observados.

Palavras-chave: sementes florestais, cultura de tecidos,
contaminacéo.

ABSTRACT

The aim of this study was to assess the water supply
provided by different alternative substrates as well as to analyze
its efficiency in the sanity and in the in vitro germination of
Pinus taeda L. seeds. The seeds were inoculated in filter paper,
hydrophile cotton and agar-water medium. Water absorption
by seeds was assessed for 3, 6, 9, 24, 48 and 72h and, later, at
21 days of cultivation and contamination by microorganisms

was determined. Water absorption, based on the percentage
increase which occurred in the weight of seeds, was higher in
filter paper and hydrophile cotton. The best germination rates
were obtained with filter paper and agar-water. However, agar-
water presented the highest contamination rates. Due to water
loss in the substrate filter-paper during cultivation, it is suggested
the use of cotton because of the low contamination rates
observed.

Key words: forestry seeds, tissue culture, contamination.

Pinus taeda L. esta entre as espécies mais
utilizadas na formac¢ao de povoamentos silviculturais,
com plantios que chegam a totalizar, no Brasil, dois
milhdes de hectares (SELLE et al., 1994). E necessrio,
no entanto, que a produgdo florestal nacional seja
ampliada, sendo, para isso, importante o
desenvolvimento de tecnologias, tais como a produgéo
de clones melhorados (IPEF, 2002).

De forma geral, em espécies do género Pinus
spp., a clonagem in vitro é realizada por embriogénese
somatica. KIM & MOON (2007) testaram embrides
zigoticos de Pinus rigida x P. taeda quanto ao seu
potencial para iniciar a formagao de massa suspensora
embriogénica, obtendo a maior frequéncia de formagéo
de 1,1%. Esses autores concluiram que mais estudos
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sd0 necessarios para a otimizagdo do método. A
competéncia morfogenética de embrides maduros de
Pinus radiata foi avaliada por SANCHEZ-OLATE et
al. (2008), os quais obtiveram 95% de germinagao dos
embrides e 100% de sobrevivéncia. Em Pinus taeda,
aspectos da embriogénese somatica também foram
estudados (TANG etal.,2001; e PULLMAN etal., 2003).

No entanto, os procedimentos laboratoriais
necessarios para a embriogénese sdo mais trabalhosos
que a obtencdo de plantas por organogénese direta.
Esta pode ser obtida a partir de explantes oriundos de
plantas germinadas in vitro, os quais apresentam
juvenilidade. Para reduzir custos com a germinagao in
vitro, o uso de meios de cultura alternativos pode
auxiliar na viabilizacdo dos trabalhos. Deve-se
considerar, porém, que esses substratos precisam ser
capazes de oferecer as condi¢des necessarias para que
se inicie o processo germinativo. O trabalho objetivou
avaliar o suprimento hidrico fornecido por diferentes
meios alternativos em diferentes periodos de tempo e
analisar a influéncia destes na germinago in vitro e na
contaminagdo microbiana de sementes de Pinus taeda L.

Sementes foram inoculadas em frascos de
vidro com capacidade para 150mL contendo trés
diferentes substratos: trés folhas de papel filtro
umedecidas até atingirem trés vezes o peso do papel;
algoddo hidrofilo (0,600g) umedecido até o
encharcamento; e meio de cultura agua-agar (0,07%),
na quantidade de 30mL. Os substratos foram
previamente autoclavados por 20min, a 121°C, exceto o
papel filtro, que foi montado em camara de fluxo,
visando reduzir o ressecamento durante o processo
de esterilizagdo. As sementes ndo foram submetidas a
desinfestagdo superficial para possibilitar a melhor
observagdo da contaminag@o por microorganismos nos
diferentes substratos.

O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com 10
repeticdes compostas por 10 sementes cada uma. As
unidades experimentais permaneceram em sala de
cultivo com temperatura controlada de 25°C+3 e
fotoperiodo de 16 horas, com intensidade luminosa de
20umol m? s, fornecida por lampadas fluorescentes
brancas frias.

Analisou-se a absor¢do de agua pelas
sementes durante trés, seis, nove, 24, 48 e 72 horas,
com base no aumento percentual que ocorreu na massa
(g) das sementes. As avaliagdes foram realizadas nesses
periodos visando observar a diferenca entre os
tratamentos qualitativos testados em cada um desses
momentos, ja que a informacao mais relevante é a forma
como se da o condicionamento osmoético em cada
substrato e, como € necessario mais tempo de contato

das sementes com o meio para a germinagdo, ¢
irrelevante saber, sem levar em consideragdo os
substratos, em qual dos tempos houve maior
suprimento de agua. Aos 21 dias, realizaram-se as
analises das contaminagdes fungicas, bacterianas e da
germinag¢do in vitro (em %). Os dados foram
transformados para /x + 0,5 e submetidos a analise
de variancia, e as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade de erro.

Em todos os tempos testados, exceto 72
horas, o substrato papel filtro mostrou-se superior ao
agar-agua quanto ao condicionamento osmotico
(Tabela 1). Ja o substrato algodao hidroéfilo, embora,
eventualmente, tenha se comportado como
intermediario, ndo diferindo dos demais, foi superior
ao substrato agar-agua nos tempos de seis, nove e 48
horas. Redugdes das porcentagens de fornecimento
hidrico ocorreram apo6s 48h para o papel filtro,
possivelmente pela dificuldade deste manter seus
niveis de umidade. Decorridas 72h da inoculagio das
sementes, ndo foram observadas diferengas estatisticas
significativas entre os substratos.

E possivel inferir que as sementes
absorveram, inicialmente, 4gua em grande quantidade,
para iniciarem seu processo germinativo. Depois,
quando foram ativados metabdlitos e rotas bioquimicas
essenciais a germinagao, além da respiracdo da semente,
essas taxas de absor¢do tenderam a entrar em
estabilidade. Essa sequéncia de acontecimentos esta
de acordo com o que citam BORGES & RENA (1993)
sobre o processo de germinagdo, em que se pode
salientar que quanto maior a embebigao inicial, mais
rapidamente sera ativado o processo germinativo.

Quanto a germinagao (Figura 1), papel filtro
e agar-agua ndo diferiram significativamente,
apresentando médias de germinagdo de 74 e 76%,
respectivamente. Esses resultados foram superiores
aos obtidos com algoddo hidréfilo (22%). Tais
resultados diferem dos obtidos com Adenanthera
pavonina por FANTI & PEREZ (1999), os quais,
testando a germinagdo de sementes em substratos
alternativos, ndo observaram diferengas entre papel
filtro e algoddo hidrofilo.

Quanto a contaminagao fingica, aos 21 dias
(Figura 1), os tratamentos papel filtro e algoddo hidrofilo
foram significativamente superiores ao agar-agua, com
valores de 8, 0 e 100%, respectivamente.
Aparentemente, o algoddo hidréfilo ndo constitui um
ambiente apropriado ao desenvolvimento de fungos.
Niao se observou contaminag¢do bacteriana nas
sementes. Conforme GOLLE (2007), taxas baixas de
contaminagdo s3o muito importantes na germinagao in
vitro de Pinus taeda, ja que os tratamentos rotineiros
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Tabela 1 - Porcentual do aumento na massa de sementes de Pinus taeda L. pela absor¢do de agua nos substratos: papel filtro, algoddo
hidrofilo e meio agar-agua. Avaliagdes apos trés, seis, nove, 24, 48 ¢ 72 horas. Santa Maria-RS, UFSM, 2007.

Substrato

3 horas 6 horas 9 horas
Papel filtro 22,87 a* 27,98 a 32,12 a
Algodao hidrofilo 18,99 ab 27,67 a 2943 a
Agar-agua 11,27b 17,59 b 20,06 b
CV (%) 20,3 15,57 14,71

-------------------------- Aumento na Massa das Sementes (%) pela Absor¢do de Agua-------—-——-—--eeeeeeeeeeo

Substrato 24 horas 48 horas 72 horas
Papel filtro 31,63 a 29,39ab 30,51 a
Algodao hidrofilo 30,09 ab 3245a 32,57 a
Agar-égua 21,08 b 22,54 b 24,36 a
CV (%) 16,05 15,31 15,63

*M¢édias ndo seguidas pela mesma letra na coluna diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro.

de desinfestagdo superficial das sementes com alcool
e hipoclorito de sodio apresentam efeito toxico.
Pode-se concluir que existem diferengas
importantes quanto ao suprimento hidrico fornecido
por diferentes substratos as sementes de Pinus taeda
L. Algodao hidréfilo e papel filtro podem ser

considerados superiores quanto ao suprimento hidrico
inicial e quanto a manutengdo da sanidade durante a
germinacdo, o que facilita a desinfestagdo dos explantes
para trabalhos de cultura de tecidos a posteriori. O
meio agar-agua, embora forneca bons indices de
germinagdo, ndo ¢ indicado pelo excesso de
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Germinagéo e contaminacg&o fungicas nos diferentes substratos alternativos
Figura 1 - Porcentagem de germinagdo e contaminagdo fungica in vitro de sementes de Pinus taeda L. aos 21 dias, em fungéo
dos substratos: papel filtro, algodao hidréfilo e meio agar-agua (AA). Letras maitisculas diferentes para a variavel
germinagdo e letras minusculas diferentes para contaminag@o fingica diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Agar-Agua
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contaminagdo observado. Como o meio papel filtro
perde umidade durante o decorrer do tempo, indica-se
o uso de algoddo hidrofilo e sugerem-se testes com
tratamentos pré-germinativos, visando otimizar a
germinacao.
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