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EFEITO DO HIPOCLORITO DE SODIO, FOTOPERIODO E TEMPERATURA
NO ESTABELECIMENTO /N VITRO DE JABUTICABEIRA

EFFECT OF SODIUM HYPOCHLORITE, PHOTOPERIOD AND TEMPERATURE
ON IN VITRO ESTABLISHMENT OF “JABUTICABA” TREE
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Marcia Wulff SCHUCH?
Joseane Almeida de SOUZA3
Luciane Couto SILVA*
Jugara FERRI®
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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo testar a influéncia de diferentes concentragdes de hipoclorito de sédio, fotoperiodo e
temperatura na desinfestagéo e germinagao in vitro de sementes de jabuticabeira. O meio de cultivo utilizado foi o MS. Sementes de
jabuticaba, que foram mantidas sob duas condigdes durante 8 dias a temperatura de 5 °C e a temperatura ambiente foram desinfestadas
nas concentragdes de 2,5% e 5,0% de hipoclorito de sédio sendo apds inoculadas em tubo de ensaio contendo 10 mL de meio. Apds a
inoculagao, 50% das sementes foram colocadas no escuro sob temperatura de 25 + 2 °C e 50% transferidas para sala de crescimento
com 16 horas de fotoperiodo, radiagdo de 27 umol m2s'e a mesma temperatura. Aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias de cultivo avaliou-se a
porcentagem de contaminagéo flngica e bacteriana, além da porcentagem de oxidacéo. Aos 42 dias de cultivo também avaliou-se a
porcentagem de germinagéao. O percentual de germinagéo mais elevado ocorreu nas sementes submetidas a 5 °C. A utilizagéo de
hipoclorito de sédio a 5% se mostrou eficiente na desinfestagéo diminuindo a contaminagao fungica. A menor contaminagéo bacteriana
ocorreu nas sementes mantidas em temperatura ambiente em presenga de luz. Conclui-se que a germinagao de sementes de jabuticabeira
somente foi influenciada pela temperatura, ndo tendo influéncia do fotoperiodo. A contaminagéo fungica é inversamente proporcional a
concentragao de desinfestante utilizada, sem haver influéncia na contaminacéo bacteriana.

Palavras-chave: Propagacéo; contaminacéo; desinfestagcao; Myrciaria spp.

ABSTRACT

The aim of this work was to test the influence of different concentrations of sodium hypochlorite, photoperiod and temperature
on the disinfestations and in vitro germination of “jabuticaba” seeds. The used culture medium was MS. The “jabuticaba” seeds kept
under two conditions for 8 days at 5 °C and room temperature were disinfested in 2,5% and 5,0% sodium hypochlorite solution and then
inoculated in test tubs containing 10 mL of medium. After inoculation 50% of the seeds were placed in the darkness under 25 + 2 °C and
50% were transferred to the growth room at the same temperature, with 16-hours photoperiod and radiation of 27 umol m2s'. The
assessments of bacteria and fungi contamination percentage and oxidation percentage were done during the 71, 14, 21t 28t gand 35"
day of the cultivation. Also on the 42"" cultivation day it was evaluated the germination percentage. The seeds submitted to 5 °C had the
highest germination percentage. The 5,0% sodium hypochlorite solution showed efficient in the disinfestations decreasing fungi
contamination. The lowest bacteria contamination occurred in the seeds kept at room temperature in the light presence. It was concluded
that the “jabuticaba” seeds germination was influenced by the temperature, and the photoperiod did not appear to have an effect. The
fungi contamination is inversely proportional to the used disinfector concentration showing no influence in the bacterial contamination.
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INTRODUCAO

A jabuticabeira (Myrciaria spp.) € uma fruteira
originada do Centro Sul do Brasil podendo ser
encontrada desde o estado do Para até o Rio Grande
do Sul. A jabuticabeira apresenta porte médio a
grande, com 6 m a 8 m de altura, podendo alcancgar
até 12 m, tendo como tendéncia tipica o habito de
frutificagdo nos ramos com ruptura da casca
(LORENZI et al., 2006).

O método de propagagdo da jabuticabeira é
por via seminifera, sendo este 0 método mais utilizado
pelos produtores (MANICA, 2000), porém esse
método faz com que a entrada em produgéo das
plantas se torne lenta devido ao grande periodo juvenil
que esse tipo de propagacéo acarreta (ANDRADE e
MARTINS, 2003). No entanto métodos alternativos,
como a propagacao in vitro, surgem como uma
possibilidade real para obtencdo de mudas mais
vigorosas e com melhor padréo fitossanitario (PAIVA
et al., 2002).

O cultivo in vitro, constitui uma estratégia
importante para solucionar problemas ndo apenas no
ambito da propagagdo, mas também do
melhoramento genético cldssico e da biotecnologia
de plantas, especialmente das lenhosas perenes
(ERIG e SCHUCH, 2003). Neste contexto, o sistema
de propagacao in vitro tem grande influéncia nas
medidas de controle e prevengéo da contaminagao,
sendo assim importante a determinagao de um
protocolo de estabelecimento. Segundo SILVA et al.
(2005) as substancias mais utilizadas no processo
de desinfestagdo sdo os compostos a base de cloro e
o etanol. Em fitopatologia, compostos a base de cloro
sao utilizados na eliminagcdo de contaminantes
superficiais de material vegetal e de ambientes
(COUTINHO et al., 2000).

Para algumas espécies de frutiferas de clima
temperado com dificuldade de germinagao nédo basta
somente eliminar as contaminagbes microbianas das
sementes, é necessario ainda submeté-las a baixas
temperaturas. As sementes necessitam de um periodo
de estratificacdo sob frio, que varia de espécie para
espécie e também entre cultivares. Dessa forma,
possibilita-se que ocorra o processo da quebra ou
superagdo da dorméncia fisiolégica, o que as torna
metabolicamente ativas e aptas para iniciar a
germinacao (BARBOSA et al., 1987).

O experimento teve como objetivo testar
concentragdes de hipoclorito de soédio, fotoperiodo e
temperatura na desinfestacao e germinagao in vitro
de sementes de jabuticabeira.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de
Micropropagacao de Plantas Frutiferas, Departamento
de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu
Maciel, da Universidade Federal de Pelotas, RS, no
periodo de junho a julho de 2004. O material vegetal
constituiu-se de sementes retiradas de frutos maduros
colhidos na zona rural do municipio de Pelotas.

Os tratamentos constituiram-se de diferentes
concentragdes de hipoclorito de sédio (2,5% e 5%),
auséncia de luz e presencga de luz (16 horas) e
temperatura (5 °C e 25 °C), totalizando oito
tratamentos.

Foi feita a eliminagao da polpa, a lavagem e a
secagem das sementes. A polpa foi retirada
manualmente, a lavagem das sementes foi somente
com agua e a secagem feita em temperatura ambiente
(x25 °C). Apos o preparo das sementes, as mesmas
foram divididas em dois lotes, sendo metade das
mesmas mantidas a temperatura de 5 °C e a outra
metade mantida em temperatura ambiente, por um
periodo de oito dias.

Adesinfestagdo das sementes foi realizada em
condigbes assépticas em camara de fluxo laminar,
onde as sementes foram colocadas em alcool 70%
por 30 segundos, seguido pela imerséo em uma
solucéo de hipoclorito de sédio (2,5 e 5%), adicionada
de 2 gotas de Tween 20, por um periodo de 20 minutos,
e apds, lavadas por trés vezes em agua destilada
autoclavada.

Apéds a assepsia de todo material, 0 mesmo
foi transferido para tubos de ensaio, contendo meio
de cultivo com volume de 10 mL em cada tubo. O
meio de cultivo utilizado foi o MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962). O pH do meio foi ajustado para 5,8
antes da inclusdo do &gar, na concentracdo de 6 g L™
e, em seguida, autoclavado a 121 °C e 1,5 atm, por
20 minutos.

A etapa seguinte foi colocar todas as sementes
em sala de crescimento, sendo parte das mesmas
submetidas a auséncia total de luminosidade e as
demais a um fotoperiodo de 16 horas de luz a 27
mmol m2s?, ambas a temperatura de 25 + 2 °C.

Aos 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias foram avaliadas
as porcentagens de oxidagdo, de contaminagéao
fungica e bacteriana, os frascos com contaminagao
foram anotados e eliminados. Aos 42 dias de cultivo,
avaliou-se a porcentagem de germinacéo, a qual foi
determinada pelo desenvolvimento dos primérdios
foliares e radiculas.

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, com esquema fatorial 2 x 2 x 2,
sendo quatro repeticées por tratamento. Cada
repeticdo constituiu-se de cinco tubos com um
explante (semente). Os dados foram submetidos a
andlise de varidncia e as médias dos tratamentos
comparadas estatisticamente pelo teste de Duncan.
Os dados em porcentagem foram transformados em
arco seno da raiz quadrada de x/100.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para porcentagem de germinagéo, o fator
temperatura foi altamente significativo ( o = 0,01),
com a baixa temperatura apresentando maior
germinacdo que a temperatura ambiente, com
germinagdo média de 4,4% quando as sementes
foram submetidas a 5 °C e 0% na temperatura
de 25 °C. Por outro lado a germinagéo em fungao



do fotoperiodo e temperatura né&o diferiu
estatisticamente (Tabela 1).

Resultados semelhantes foram
encontrados por ANDRADE e MARTINS (2003),
0s quais observaram que ha influéncia da
temperatura sobre a germinagao, sendo que sob
baixas temperaturas verificou-se uma maior
porcentagem de germinagao para trés clones de
jabuticabeira, no entanto a porcentagem de
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germinagdo encontrada por estes autores foi
superior a encontrada no presente trabalho.
Neste sentido verifica-se que possivelmente
existam outros fatores que influenciam a
germinagao das sementes de jabuticabeira,
sendo que novas investigagdes serao
importantes para determinacdo de metodologia
mais adequada para a germinagcao desta
espécie.

TABELA 1 — Porcentagem de germinagao observada em fungéo da variagao de temperatura e fotoperiodo em sementes de jabuticabeira

aos 42 dias de cultivo in vitro.

Temperatura Germinagao (%)

Ausencia de luz Presenca de luz {16 horas)
Ao 2,0 anr INET
2500 2,0 ah 0,0 ah

* Médias seguidas de mesma letra, minUscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem entre si pelo Teste de Duncan, ao nivel de

5% de probabilidade.

Uma possivel causa para a baixa porcentagem
de germinagao nas sementes de jabuticabeira podera
estar relacionada a impermeabilidade do tegumento
da semente. MOORE et al. (1974), ao estudarem a
espécie Rubus fruticosus, observaram que as
sementes ndo germinaram em até 12 meses de
observagdes, ao contrario do embrido nu, que
germinou 90% em 15 dias.

Na contaminagdo bacteriana, foram
observadas diferencas altamente significativas entre
as temperaturas. Altas taxas de contaminagao foram
visualizadas na baixa temperatura, com niveis de
86,73% no material submetido a 5 °C e 52,52%, nas
sementes expostas a 25 °C (Figura 1). Conforme
DANTAS et al. (2002), grande parte da populagao
bacteriana fitopatogénica encontra-se em locais
protegidos, como irregularidades das superficies
vegetais, pelos e mucilagens, podendo escapar a agéo
dos produtos desinfestantes.

Relatos da presenga de microrganismos
endofiticos em tecidos vegetais tém sido verificados
em relagdo a um grande numero de espécies de
plantas (RAPS e VIDAL, 1998 apud PEREIRA et al.,
2003). Embora seus efeitos sejam pouco conhecidos,
sob condigbes in vitro, a presenga destes
microrganismos constitui-se numa das mais
importantes causas de perda de material vegetal.
FORTES et al. (2004), estudando a sobrevivéncia de
acessos de amendoim (Arachis hipogaea) na
germinagao in vitro, verificaram que 27 acessos (cerca
de 93% dos acessos estudados) apresentaram algum

nivel de contaminag&o bacteriana, sendo que na maioria
do material estudado a contaminagao variou de 10% a
90%. De acordo com estes autores, esse tipo de
contaminagao € o que mais ocorre em cultivos in vitro.

Ainda na contaminagao bacteriana, nas
sementes que nao receberam luz verificou-se, aos 7
e 14 dias de cultivo, maior contaminagéo bacteriana
chegando a 53,02% e 68,90% para as respectivas
datas e nas sementes que receberam 16 horas de
luz observou-se um uma menor contaminagao
(28,80% e 43,35%, respectivamente).

Para a variavel oxidagdo no fator
temperatura, as diferengcas foram altamente
significativas ( ot = 0,05). Nos dias avaliados, os
niveis mais baixos de oxidagao, foram nas sementes
submetidas a temperatura ambiente (Tabela 2).
Conforme estudos, as plantas superiores em
condigbes adequadas, produzem varias substancias
denominadas metabdlicos secundarios, os quais, em
sua maioria, sdo de natureza fendlica (PAIVA et al.,
2000), especialmente as pertencentes a familia
Myrtaceae (FACHINELLO et al., 1995).

Com relagao a contaminagéo fungica verificou-
se que a concentragéo de 5% de hipoclorito de sddio
foi mais eficiente que a 2,5% (Figura 2). O mecanismo
de agdo do cloro ndo é bem conhecido, embora
algumas hipéteses sugiram que hd uma combinacédo
com proteinas da membrana celular dos
microrganismos, assim formando compostos téxicos
e levando a inibigdo das enzimas essenciais (DONINI
et al., 2005).
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FIGURA 1 - Porcentagem de contaminagao bacteriana em fungéo da temperatura de 7 a 42 dias de cultivo in vitro.

TABELA 2 — Porcentagem de oxidagao observada em fungéo da variagdo de temperatura em sementes de jabuticabeira aos 7, 14, 21,

28, 35 e 42 dias de cultivo in vitro.

%% de oxidagio nos diaz de cultivo

Temperatura T 14 21 et (¥
[ G5 R0 Q9 EE = 0887 a 0582 a m a7 a
25°C 7165 a 71 66 b 575830 87583k 5753k

Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si, ao nivel de significancia de 0,05.

Resultados semelhantes foram observados por
COUTINHO et al. (2000), estudando os efeitos do
hipoclorito de s6dio na germinacdo de conidios de
alguns fungos transmitidos por semente. Os autores
observaram que os valores de germinacéo de conidios
nos tratamentos que foram utilizadas as concentragbes
de 1,0; 2,0 e 5,0% foram inferiores aos da testemunha
e ao do tratamento em que foi empregada a
concentracao de 0,5% do produto.

Para a variagao de temperatura, verificou-se a
estabilizagao da contaminagéo a partir dos 14 dias de
cultivo, com 7,42% na temperatura de 25 °C e 13,17%
em sementes submetidas a temperatura de 5 °C
estando estes resultados de acordo com FORTES et
al. (2004). Segundo estes autores no cultivo in vitro
este tipo de agente contaminante, apesar de presente

e causar danos, ndo é tdo importante como as
bactérias, ficando nitido que a contaminagéo, tanto
por fungo quanto por bactéria, se expressam nos
primeiros dias de cultivo (FORTES et al., 2004).

CONCLUSOES

A baixa temperatura (5 °C) propicia a redugéao
da formagédo de compostos fenélicos e estimula a
germinagdo com a quebra de dorméncia da
jabuticabeira.

O hipoclorito de s6dio a 5% tem boa eficiéncia
como desinfestante na contaminagéo fungica,
proporcionando redugdo nas taxas de contaminagao.

O fotoperiodo néo influencia a germinagao das
sementes de jabuticabeira.
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