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RESUMO

ASPECTOS DA QUALIDADE DE SEMENTES E DO ESTABELECIMENTO IN
VITRO DE Eugenia involucrata DE CANDOLLE

AUTORA: CHARLENE MORO STEFANEL
ORIENTADORA: LIA REJANE SILVEIRA REINIGER

Eugenia involucrata DC. é uma espécie florestal nativa do Brasil, além de outros
paises da América do Sul, como Argentina, Uruguai e Paraguai, apresentando
importancia econdémica, silvicultural e ecoldgica. A espécie possui frutos comestiveis
sendo muito utilizados na culinaria e apresenta propriedades medicinais. Suas
sementes sao recalcitrantes, perdendo a viabilidade e o poder germinativo apos a
coleta dos frutos, ndo suportando, assim, longos periodos de armazenamento. Por
conta disso, sdo necessarios estudos que permitam conhecer as caracteristicas da
espécie, visando a producdo de mudas de qualidade. Desta maneira, o0 objetivo
geral do presente trabalho foi avaliar metodologias que possam contribuir para a
propagacdo vegetativa de Eugenia involucrata. Foram avaliados aspectos da
qualidade sanitéria, fisica e fisioldgica de dois lotes de sementes, além de diferentes
agentes desinfestantes para a germinacdo asséptica in vitro de sementes e
diferentes substratos, visando a germinacdo ex vitro da espécie. Para o
estabelecimento in vitro, segmentos nodais de Eugenia involucrata foram expostos a
diferentes agentes desinfestantes, visando o controle da contaminacdo microbiana.
Além disso, foram testados, também, diferentes valores de pH, sacarose e agar. Os
resultados obtidos indicaram que as sementes de Eugenia involucrata apresentam
variacdes quanto aos aspectos biométricos, alto grau de umidade e associacdo com
fungos. O substrato papel filtro ndo se mostrou eficiente para a germinacao das
sementes de ambos os lotes avaliados. Os substratos vermiculita e areia:vermiculita
na propor¢cdo 1:1, proporcionaram as maiores médias de plantulas emergidas. No
entanto, as plantulas ndo se desenvolveram de maneira adequada quando a
vermiculita estava disposta sobre as sementes, sugerindo estudos adicionais a esse
respeito. Para o estabelecimento in vitro de segmentos nodais, 0s agentes
desinfestantes testados diminuiram significativamente a contaminacédo fungica nos
explantes, recomendando-se a utilizagcdo dos agentes desinfestantes Ca(CIlO)2 a
3,0% (v/v) combinado a NaClO a 2,0% (v/v), entretanto, essas concentracdes néo
controlaram de maneira satisfatoria a contaminacéo bacteriana. O pH ajustado para
6,0 mostrou-se mais eficiente ao estabelecimento in vitro dos explantes. Pode-se
utilizar 10g L de sacarose e 4g L' de &gar durante a fase de estabelecimento in
vitro de segmentos nodais de Eugenia involucrata.

Palavras-chave: Cerejeira-do-mato. Myrtaceae. Biotecnologia florestal.



ABSTRACT

ASPECTS OF SEED QUALITY AND THE ESTABLISHMENT IN VITRO OF
Eugenia involucrata de Candolle

AUTHOR: CHARLENE MORO STEFANEL
ADVISOR: LIA REJANE SILVEIRA REINIGER

Eugenia involucrata DC. is a native forest species in Brazil, and other countries in
South America such as Argentina, Uruguay and Paraguay, with important economic,
ecological and silvicultural. The species has edible fruit is widely used in cookery and
has medicinal properties. Its seeds are recalcitrant, losing the viability and
germination after collecting fruit, not supporting, thus avoiding long periods of
storage. Because of this, we need studies to know the characteristics of the species,
aiming at the production of quality seedlings. Thus, the overall objective of this study
was to evaluate methodologies that can contribute to the propagation of Eugenia
involucrata. They were evaluated the health quality, physical and physiological two
lots of seeds, and different agents disinfectants for aseptic in vitro germination of
seeds and different substrates, in order to ex vitro germination of the species. For in
vitro establishment of nodal segments Eugenia involucrata were exposed to different
disinfectants agents for the control of microbial contamination. Moreover, they also
tested different pH values, sucrose and agar. The results indicated that Eugenia
involucrata seeds present variations regarding the biometric features, high humidity
and association with fungi. The filter paper substrate was not efficient for the
germination of seeds of both lots evaluated. The vermiculite and grit:vermiculite in
the ratio 1:1, gave the highest average of emerged seedlings. However, the
seedlings did not develop appropriately if the vermiculite was disposed on the seeds,
suggesting additional studies in this regard. For the in vitro establishment of nodal
segments, tested disinfectants agents significantly decreased the fungal
contamination in the explants, recommending the use of disinfectants agents
Ca(ClO)2 3,0% (v/v) combined with NaClO 2,0% (v/v), however, these concentrations
have not managed satisfactorily bacterial contamination. The pH was adjusted to 6,0
proved most efficient establishment of the explants in vitro. One can use 10g L
sucrose and 4g Lt agar for the in vitro establishment phase nodal segments of
Eugenia involucrata.

Keywords: Cherry. Myrtaceae. Forest Biotechnology.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € considerado o pais com a maior biodiversidade do mundo,
contendo a maior riqueza de espécies da flora e as maiores areas de ecossistemas
tropicais. No entanto, esta riqueza e o potencial dessas espécies tém sido pouco
explorados (LEITE; CORADIN, 2011), como é o caso da familia Myrtaceae. Nesta
familia estdo incluidos cerca de 140 géneros e mais de 3.000 espécies, sendo a
Ameérica tropical e Australia os principais centros de dispersdo (JOLY, 1993;
RIBEIRO,1999; SILVA et al., 2003; SILVA et al., 2005). As espécies dessa familia
possuem inumeros atributos, uma vez que podem ser utilizadas em programas de
recuperacdo de areas degradadas e de preservacdo permanente, por apresentarem
frutos amplamente consumidos pela avifauna, auxiliando na dispersdo das sementes
(LORENZI, 2002), além de apresentarem propriedades antirreumatica, diurética,
antidiarreica e digestiva, contribuindo para a saude humana (ROCHA, 2011).

Eugenia involucrata DC. pertence a familia Myrtaceae. Conhecida
popularmente como Cerejeira-do-mato, é de ocorréncia natural no Estado do Rio
Grande do Sul e em varios Estados brasileiros, além de outros paises da América do
Sul. Dentre as finalidades da espécie, destaca-se a utilizacdo da sua madeira na
construcéo civil e para producdo de ferramentas agricolas, bem como para producéo
de lenha e carvdo (SANCHOTENE, 1989; MARCUZZO, 1998; BACKES; IRGANG,
2002; LORENZI, 2008; CARVALHO, 2008). A espécie necessita de estudos visando
o melhoramento genético e o0 manejo da cultura, uma vez que apresenta elevado
potencial econdmico e ambiental, apesar de sua dificil propagacdo seminal, pois
suas sementes sdo consideradas recalcitrantes (DEGENHARDT; FRANZON;
COSTA, 2007).

O melhoramento genético de plantas, aliado as técnicas de biotecnologia,
como a cultura de tecidos, tem sido muito utilizado no desenvolvimento de pesquisas
com especies florestais nativas (WATANABE; RAMAN, 1997). Desse modo, a
cultura de tecidos constitui-se em uma ferramenta de grande impacto fornecendo
alternativas e até mesmo solu¢des Unicas em determinadas situacbes, como por
exemplo, problemas relacionados a propagacéo por meio de sementes. Fato que ja
foi verificado para Eugenia involucrata, a qual possui sementes que perdem sua
viabilidade em poucas semanas apdés 0 armazenamento, em consequéncia do alto
teor de umidade que possuem (CARVALHO, 2008).
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Assim, devido aos aspectos ja mencionados, surge a necessidade de se
desenvolver protocolos alternativos de multiplicacdo para a espécie. Dessa maneira,
a cultura de tecidos emerge como uma possibilidade real para obtencdo de mudas
de qualidade e com melhor padréo fitossanitario (PAIVA et al., 2002).

Embora alguns estudos com a espécie ja tenham sido realizados pelo nosso
Grupo de Pesquisa (GOLLE, 2010; PAIM, 2011; GOLLE et al., 2012; GOLLE et al.,
2013), ainda sdo escassas as pesquisas relacionadas ao melhoramento genético e a
produgcédo de mudas de qualidade para Eugenia involucrata. Em decorréncia disso,
devem ser realizados estudos complementares visando otimizar os resultados ja
obtidos para, posteriormente, tentar estabelecer um protocolo de micropropagagao.

Diante do exposto, o presente trabalho foi dividido em dois capitulos, a saber:
. no capitulo I, foram avaliadas a qualidade fisiolOgica, fisica e sanitaria de dois
lotes de sementes de Eugenia involucrata e a emergéncia de plantulas em diferentes
substratos;

. no capitulo II, foram testados métodos para a obtencéo de cultivos assépticos,
bem como a influéncia de diferentes valores de pH e diferentes concentracfes de
sacarose e agar no estabelecimento in vitro de segmentos nodais de Eugenia

involucrata.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DESCRICAO DA ESPECIE Eugenia involucrata DC. (MYRTACEAE)

Eugenia involucrata De Candolle € conhecida popularmente como Cerejeira-
do-mato, Cerejeira-do-rio-grande, Cerejeira-da-terra, Pitanga-preta, Aracazeiro ou
Cerejeira. A espécie ocorre naturalmente no Brasil, de Minas Gerais ao Rio Grande
do Sul, nas altitudes de 30m a 1700m acima do nivel do mar (CARVALHO, 2008).
No Rio Grande do Sul, € uma espécie comumente encontrada na Floresta
Estacional Semi-decidual do Planalto e do Alto Uruguai, na Depresséo Central e na
Floresta Ombrdfila Densa do litoral do estado (REITZ; KLEIN; REIS; 1988; BACKES;
IRGANG, 2002; SOBRAL, 2003). Também ha registros da espécie nas encostas
meridional da Serra Geral, Serra do Sudeste, Floresta Pluvial da Mata Atlantica e na
bacia do Rio Ibicui (SOBRAL et al., 2006) (Figura 1).

Figura 1- Representagédo dos locais de ocorréncia de Eugenia involucrata DC. no
Brasil.
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Fonte: Adaptacdo de Carvalho (2008).
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Em regibes altas do norte do Rio Grande do Sul e Planalto de Santa Catarina,
esta espécie suporta temperaturas abaixo de zero, porém, quando cultivada em
lugares frios, demora mais a frutificar (MATTOS, 1985). Sua dispersdo ocorre,
também, em outros paises da América do Sul, como Argentina, Uruguai e Paraguai
(CARVALHO, 2008).

E considerada uma espécie secundaria tardia (AGUIAR et al., 2001) e, em
alguns locais do Brasil, encontra-se associada ao ambiente fluvial ou ripéario
(CARVALHO, 2008). Possui vasta distribuicdo nas submatas mais desenvolvidas,
em solos umidos e ndo muito acidentados (LEGRAND; KLEIN, 1969), adapta-se
bem aos solos graniticos até os eruptivos, sedimentares e os aluvionais. A espécie
tolera solos argilosos, mas prefere os férteis, profundos, de textura média e boa
umidade (MATTOS, 1985).

Eugenia involucrata pode ser encontrada na mata com altura entre 10 a 15m,
podendo alcancar até 20m. Seu crescimento € simpodial, a copa € arredondada,
tronco ereto e relativamente cilindrico, com 30 a 40cm de diametro (REITZ; KLEIN;
REIS, 1988; BACKES; IRGANG, 2002; CARVALHO, 2008). Sua madeira é de cor
branco-pardacenta, de 900 a 940Kg m= de densidade (BACKES; IRGANG, 2002),
moderadamente pesada, compacta, elastica, resistente e de boa durabilidade. Pode
ser empregada na construcao civil, para confeccdo de cabos de machado, ripas,
ferramentas agricolas, e, também, para producdo de lenha e carvdo de excelente
qualidade (SANCHOTENE, 1989; MARCUZZO, 1998; BACKES; IRGANG, 2002;
LORENZI, 2008; CARVALHO, 2008) (Figura 2).
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Figura 2 — Aspectos silviculturais de Eugenia involucrata DC.: a — Arvore matriz; b —
Folhas e flores; ¢ — Frutos e sementes; e d — Casca e madeira.

Fonte: Adaptacdo de Lorenzi (2008).

No que diz respeito a reproducdo, Eugenia involucrata é considerada
predominantemente autdgama e so6 atinge a idade reprodutiva entre 6 e 7 anos de
idade (CARVALHO, 2008). As flores ocorrem isoladas ou em grupos de duas a
quatro, nas axilas foliares (FRANZON, 2004), apresenta quatro pétalas brancas, de
60 a 100 estames (DEGENHARDT et al., 2007). Os frutos sao classificados como
drupa piriforme, glabra e brilhante, de tamanhos varidveis, amadurecendo
rapidamente e assumindo uma cor vermelha-roxeada quando se inicia a maturacao,
chegando de vinacea-escura a negra. O tamanho da drupa varia entre 13x15 a
19x13mm (SANCHOTENE, 1989; LONGHI, 1995; BACKES; IRGANG, 2002;
SOBRAL, 2003; LORENZI et al., 2006; CARVALHO, 2008).
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No que se refere as sementes de Eugenia involucrata, sdo classificadas como
recalcitrantes, o que pode comprometer sua propagacao (CARVALHO, 2008).
Sementes recalcitrantes apresentam elevado teor de agua na maturidade fisiol6gica
e sao, aparentemente, incapazes de desenvolver mecanismos de protecdo a
desidratacdo e aos processos metabdlicos dela decorrentes (PAMMENTER,;
BERJAK, 2000). Sementes dessa classe fisiolégica, quando maduras, nao
sobrevivem se atingirem o equilibrio higroscopico em, aproximadamente, 90% de
umidade relativa do ar (BLACK; PRITCHARD, 2002). Considerando a longevidade
relativamente pequena de sementes classificadas como recalcitrantes, variando de
poucos dias a poucos meses, dependendo da espécie, essas sementes, também,
podem ser consideradas microbidticas ou de vida curta (FONSECA; FREIRE, 2003).
Conforme estudos ja realizados, a estimativa é que, apos duas semanas o potencial
germinativo dessas sementes ja sofrem reducdes significativas (LORENZI, 1992;
CARVALHO, 2008). Adicionalmente, conforme relatos, as sementes que caem das

arvores ndo germinam ao redor da planta mae (REITZ et al., 1988).

2.2 QUALIDADE DE SEMENTES

A qualidade de sementes € constituida por varios aspectos, dentre os quais
agueles relacionados a sanidade, aos atributos fisicos, a fisiologia e a genética
(CHEROBINI, 2006). A qualidade sanitaria das sementes é uma caracteristica que
deve ser avaliada, uma vez que a associacao de patdgenos as sementes pode
implicar na reducdo do rendimento e comprometimento da qualidade das mudas
(MACHADO, 1988). A analise da qualidade fisica e fisiologica tem por objetivo
fornecer informacfes prévias a respeito da semeadura e do armazenamento das
sementes (FIGLIOLIA et al.,, 2007). O estudo das relacbes genéticas para 0s
caracteres relacionados a qualidade fisioldgica, visa dar suporte a estratégias de
selecdo para melhoria da qualidade fisioldgica de sementes (CARDOSO et al, 2009).

A avaliacdo da qualidade de um lote de sementes é, também, de grande
importancia para se obter resultados satisfatérios na producédo de mudas, permitindo
0 estabelecimento de uma populacéo de plantas adaptadas as condicbes de campo
(OLIVEIRA, 2012). A metodologia para essas andlises é baseada nas Regras para
Andlise de Sementes (RAS) (BRASIL, 2009), porém, as recomendacfes s&o

limitadas, quase em sua totalidade, as espécies agricolas. Menos de 0,1% da RAS
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estava voltada para espécies florestais nativas em 1980 (OLIVEIRA; PINA-
RODRIGUES; FIGLIOLIA, 1989), por isso, muitas vezes, a metodologia deve ser
adaptada para essas espécies. Entretanto, atualmente, a RAS tem incluido

Instrucdes para Analise de Sementes de Espécies Florestais (BRASIL, 2013).

2.2.1 Qualidade sanitéria

A avaliacdo da qualidade sanitaria baseia-se na andalise das sementes para
deteccdo de pragas que possam estar associadas. A sanidade destes propagulos
refere-se a presenca ou auséncia de agentes patogénicos, como fungos, bactérias,
virus, nematoides e insetos. Informacdes sobre o estado sanitario de uma amostra
de sementes e, consequentemente, do lote que representa, podem ser usadas para
diferentes finalidades, tais como comparar a qualidade de diferentes lotes de
sementes ou determinar a sua utilizagdo comercial (BRASIL, 2009).

Entretanto, na avaliacdo da sanidade é dada énfase especial a associacao
com fungos. A importancia da identificacdo de fungos em sementes € decorrente da
facil disseminacédo desses micro-organismos, que podem ser introduzidos em novas
areas, podendo infectar a planta em desenvolvimento apés a semeadura, causando
doencas ja na fase inicial da cultura (CHEROBINI, 2006). Adicionalmente, o estudo
da associacdo de fungos em espécies florestais pode fornecer subsidios para a
elaboracdo de modelos epidemioldgicos, que incluem desde o armazenamento das
sementes até a producao de mudas (SANTOS et al., 2001).

Os fungos presentes nas sementes armazenadas sdo, basicamente, divididos
em dois grupos: de campo e de armazenamento. Os fungos de campo invadem as
sementes ainda no campo, e requerem uma umidade relativa em torno de 90 a 95%
para sobreviver. O tempo de sobrevivéncia desses fungos esta diretamente
relacionado as condigcbes ambientais de armazenamento das sementes (LAL;
KAPOOR, 1979; BERJAK, 1987; MERONUCK, 1987).

Jéa os fungos de armazenamento encontram-se, geralmente, em porcentagens
muito baixas em sementes recém-colhidas. S&o capazes de sobreviver em
ambientes com baixa umidade, proliferando-se em sucessao aos fungos de campo e
podendo causar a deterioragdo das sementes (BERJAK, 1987; WETZEL, 1987;
CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). Na literatura, varias espécies de fungos ja foram
encontradas associadas as sementes florestais (MITTAR, 1986), dentre os géneros



20

mais comumente relatados estdo: Aspergillus sp., Curvularia sp., Fusarium sp.,
Mucor sp., Rhizopus sp. e Trichoderma sp. (CARVALHO; MUCHOVEJ, 1991;
BOOTH, 1971).

2.2.2 Qualidade fisica

A qualidade fisica das sementes pode ser avaliada, entre outros, pelo teste do
teor de umidade, pela biometria e peso de mil sementes (BRASIL, 2009), a seguir

descritos.

2.2.2.1 Teste do teor de umidade

O teste do teor de umidade em sementes é de fundamental importancia apés
a maturacdo fisiolégica, seja na colheita, secagem, armazenamento ou
comercializacdo. Na colheita, a importancia se da para evitar o armazenamento
prolongado a campo onde as sementes ficam expostas a condi¢cdes climaticas
geralmente adversas, bem como ao ataque de insetos, roedores e micro-
organismos. Na secagem, para determinar a umidade inicial e final do produto,
podendo-se estimar, com isto, o tempo de secagem das sementes. No
armazenamento, para determinar a umidade de conservacdo da semente, a qual
varia em funcdo da espécie e do periodo de armazenamento. E, por fim, na
comercializagc&o, pois o valor do lote esta em funcdo da umidade, desta forma, erros
na determinacdo da umidade irdo acarretar prejuizos econdmicos (DA LUZ et al.,
1993).

Neste teste, é extraido ao méximo o liquido contido nas sementes, pela
aplicacao do calor em condi¢des controladas, utilizando-se, nesse caso, uma estufa.
Assim, é reduzida a oxidacdo, a decomposicdo e a perda de substancias volateis
(BRASIL, 2009).

2.2.2.2 Biometria
O tamanho das sementes é de grande importancia para o estudo de uma

espécie, sendo um parametro basico para entender a dispersao e o estabelecimento

de plantulas (FENNER, 1993). Também, € utilizado para diferenciar espécies
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pioneiras e ndo pioneiras em florestas tropicais (BASKIN e BASKIN, 1998). Durante
a maturacdo, as sementes crescem em tamanho até atingirem o valor caracteristico
para a espécie (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Aspectos relativos a biometria das sementes, incluindo-se o peso de mil
sementes, contribuem para um melhor conhecimento dos processos produtivos das
espécies. Além disso, caracteristicas relacionadas as sementes sdo informacoes
seguras para a identificacdo de familia, género e, até mesmo, da espécie
(OLIVEIRA, 2012).

2.2.2.3 Peso de mil sementes

O peso de mil sementes é utilizado para calcular a densidade de semeadura e
0 peso da amostra de trabalho para a realizagdo da andlise de pureza. E um dado
que esta diretamente relacionado com o estado de maturidade e sanidade das
sementes, além de ser fortemente influenciado pelo teor de agua presente na
semente (BRASIL, 2009).

E uma medida que apresenta forte controle genético, mas também é afetado
pelas condigbes de temperatura, de luminosidade e de umidade durante a fase de
maturacdo das sementes. Por meio do teste, é possivel o controle de qualidade para
avaliacdo de lotes (BRUNING et al., 2011). O peso de mil sementes € influenciado

de maneira significativa, pelo grau de umidade (BRASIL, 2009).

2.2.3 Qualidade fisiolégica de sementes

A analise da qualidade fisiolégica das sementes constitui-se na observacao
de caracteristicas como germinacdo, vigor e longevidade, os quais indicam a
capacidade da semente em desempenhar fungbes vitais (FIGLIOLIA, 1995;
OLIVEIRA, 2012), onde sdo avaliados pelo teste de germinacao, primeira contagem,
teste frio, envelhecimento acelerado, entre outros. A semente atinge a maxima
qualidade fisioldégica quando consegue atingir o0 ponto maximo de poder germinativo
e vigor, sendo este considerado o ponto de maturidade fisiolégica. Assim, a
germinacdo e a emergéncia das plantulas séo consideradas respostas da qualidade
fisiologica da semente (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).
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E comum as sementes de um lote apresentarem variacdes no que diz
respeito a qualidade fisiolégica. Em fungéo da existéncia de maior variagdo entre as
sementes, lotes com menor vigor, geralmente, apresentam maior desuniformidade e
menor velocidade na emergéncia das plantulas (SILVA et al, 2013). O baixo vigor
das sementes aumenta o tempo médio necessério para a protrusdo das radiculas e
reduz o numero médio de radiculas emitidas por dia. A maior velocidade na
emergéncia e a producdo de plantulas com maior tamanho proporciona as plantas
provenientes das sementes vigorosas, vantagens no aproveitamento de agua, luz e
nutrientes (SCHUCH et al., 1999).

De maneira geral, a andlise de sementes € fundamental para fornecer
parametros que possam indicar a qualidade fisica e fisiologica de lotes de sementes,
para fins de semeadura e armazenamento (FIGLIOLIA et al., 1993). As vantagens
do uso de sementes com elevado potencial fisiologico incluem germinacao rapida e
com maior uniformidade, obtencdo de plantulas mais tolerantes as adversidades
ambientais e maturidade mais uniforme da cultura, o que resulta em aumento na
produtividade (BENNETT, 2001).

As espécies florestais de biomas brasileiros ndo estéo incluidas nas Regras
para Analise de Sementes, por ndo terem sido desenvolvidos testes padronizados.
Dentre os aspectos a serem estudados no que diz respeito a testes padrdao de
germinacao, por exemplo, esta incluido o tipo de substrato mais adequado, tema

abordado a seguir.

2.3 INFLUENCIA DO SUBSTRATO NA GERMINACAO DE SEMENTES

O conhecimento das condigbes 6timas para a germinacdo de sementes,
principalmente a influéncia do substrato, € de fundamental importancia, pois isso é
variavel entre as sementes de diferentes espécies (ALBUQUERQUE et al., 1998). A
qualidade dos substratos utilizados é um fator relevante para o bom
desenvolvimento das mudas, influenciando na germinacdo das sementes e no seu
crescimento, favorecendo, assim, sua producdo em curto periodo de tempo e a
custos mais reduzidos (DUTRA et al., 2012). Além disso, a arquitetura do sistema
radicular e o estado nutricional das plantas também sao influenciados pelo substrato
empregado (VALE et al., 2004). Dentre os substratos mais utilizados, em particular
nas espécies florestais (PINA-RODRIGUES; VIEIRA, 1988; PINA-RODRIGUES;
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FIGLIOLIA; PEIXOTO, 2004), destaca-se a vermiculita, que possui a capacidade de
absorver até cinco vezes o préprio volume em agua, além de conter teores de K
(Potéassio) e Mg (Magnésio) disponiveis (FILGUEIRA, 2000).

Substratos como areia e solo também sdo muito utilizados para a germinacao
de sementes (BRASIL, 1992). A areia deve ser uniforme e isenta de particulas muito
pequenas ou muito grandes. E recomendada a padronizacdo do tamanho, de modo
gue a maioria das particulas passe através de uma peneira de orificios de 0,8mm de
malha e fique retida sobre outra de orificio de 0,05mm. A areia deve estar livre de
sementes, fungos, bactérias ou substancias toxicas, que possam interferir na
germinacdo das sementes em teste, no crescimento e na avaliacdo das plantulas
(BRASIL, 2009).

Um bom substrato deve apresentar nutrientes essenciais, boa textura,
capacidade de retencdo de agua, porosidade e pH adequados, e auséncia de
patégenos e plantas daninhas, além de ser de facil aquisicdo e transporte
(SMIDERLE; MINAMI, 2001). Deve apresentar baixa densidade, composicdes
quimicas e fisicas equilibradas, boa coesdo entre as particulas e aderéncia
adequada as raizes, fato importante para o transplante das mudas (RAMOS et al.,
2002). Assim, o estudo dos substratos para a propagacao de espécies florestais por
meio de sementes € extremamente importante para a identificacdo daquele que
possa proporcionar melhores emergéncia e desenvolvimento inicial de plantulas
(NOGUEIRA et al., 2012).

2.4 BIOTECNOLOGIA VEGETAL: CULTURA DE TECIDOS

A biotecnologia esta dividida em trés principais grupos quanto a sua aplicacao
em espécies florestais: cultura de tecidos, marcadores moleculares e transformacao
genética. A cultura de tecidos esta ancorada na teoria da totipoténcia celular, a qual
define a capacidade que a célula vegetal ja diferenciada possui de voltar ao seu
estado meristemético e, apos, redefinir seu padrdo de diferenciagcdo (TERMIGNONI,
2005).

A cultura de tecidos de plantas € um termo que exprime o0 conceito de que
uma ampla gama de tipos de tecidos da planta podem ser cultivados, sob condigbes
assépticas, visando micropropagacdo, melhoramento, conservacdo ou limpeza

clonal. As técnicas de cultura de tecidos vém sendo utilizadas de diferentes formas
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para o desenvolvimento de cultivares superiores de plantas (GOLLE et al., 2009),
sendo a micropropagacdo considerada sua aplicacdo mais pratica e, igualmente,
aguela de maior impacto (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). No setor florestal,
em particular, a micropropagacéo esta entre as técnicas da biotecnologia vegetal
com maior interesse cientifico e econ6mico, sendo a mais difundida e com
aplicacbes comprovadas (XAVIER et al.,, 2007). A micropropagagdo é um termo
usado exclusivamente para referir-se a propagacao in vitro a partir de alguma parte
especifica da planta, denominada explante, baseada na capacidade morfogenética e
totipotencial das células (VASIL; HILDEBRANDT, 1965).

A propagacéo in vitro de plantas é o método mais indicado para a producéo
massal de genotipos superiores na cultura de tecidos. Possui a vantagem de
produzir em grande escala uma série de clones com caracteristicas conhecidas,
dispondo de um espago menor e otimizando a escala produtiva. Essa forma de
propagagdo surge como uma possibilidade real para obtencdo de mudas mais

vigorosas e com melhor padrao fitossanitario (PAIVA et al., 2002).

2.4.1 Micropropagacgéo

A micropropagacédo envolve o desenvolvimento in vitro de brotos a partir de
diversos tipos de explantes (como fragmentos foliares, segmentos nodais e apicais
de ramos), em condi¢des controladas de cultivo. Nesta técnica, 6rgaos e tecidos de
plantas sdo introduzidos in vitro, estabelecidos e mantidos em culturas assépticas
podendo, assim, regenerar e formar novas plantas (REIS et al., 2008).

Por meio da micropropagacdo, fragmentos de tecidos vegetais vivos, 0S
explantes, sdo retirados de plantas de interesse e cultivados em meio nutritivo de
composicdo, em geral, definida. Estes fragmentos podem ser compostos por células
individuais, tecidos ou o6rgdos (SERAFINI et al.,, 2001). Os explantes utilizados
podem ser provenientes de varias partes da planta, sendo que o explante mais
adequado deve ser determinado para cada espécie. Além disso, dificiimente se
obtém sucesso a partir de tecidos senis, uma vez que o potencial de regeneracao
diminui com a idade do explante (TORRES et al., 1998).

Através da propagacao in vitro, podem ser desenvolvidas, em um ano,
milhares de plantas clonais a partir de uma pequena por¢cdo de tecido vegetal,

possibilitando, também, o intercambio de material vegetal sem problemas
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fitossanitarios. Além disso, permite que esse material seja multiplicado em qualquer
época do ano (WANG; HU, 1984). Normalmente, a técnica é utilizada para espécies
de dificil propagacdo por outras vias ou para fixar gendtipos de interesse
(CANHOTO, 2010). Esta técnica, também, oferece potencial para a rapida
multiplicacdo de linhagens elite em larga escala. Para espécies arboreas, 0 uso
dessa tecnologia € essencial frente aos longos periodos necessarios a multiplicacéo
e a maturacao das plantas (JAIN, 1997).

A propagacao vegetativa in vitro pode ser operacionalizada em uma
sequéncia laboratorial de trés estagios, cada qual apresentando objetivos,
pressuposicdes e necessidades especificas em termos de composicdo dos meios
nutritivos, tipo e balanco dos fitorreguladores e condi¢des fisicas como luz,
temperatura e fotoperiodo. No ambiente laboratorial, cada estagio deve ser
identificado e as condigbes Otimas devem ser estabelecidas (MURASHIGE, 1974;
DEBERGH; READ, 1991).

Nos esquemas-padrao da micropropagacao, os estagios de desenvolvimento
da cultura sdo constituidos de algumas fases, que incluem desde a selecdo do
explante e obteng&do de uma cultura livre de contaminantes, até a multiplicacdo dos
propagulos vegetativos, enraizamento e aclimatizacdo das mudas produzidas in vitro
(XAVIER et al., 2009). Assim, pode-se dividir a micropropagacado nas seguintes
fases, conforme sugerido por Torres et al. (1998):

Fase O: tratos culturais as plantas matrizes fonte de explantes;

Fase I: selecdo de explantes, desinfestacdo e estabelecimento in vitro de
explantes;

Fase II: multiplicacdo de propagulos, mediante sucessivas subculturas. Nesta
fase, pode-se adicionar uma fase de alongamento, visando a obtencdo de
propagulos alongados mais adequados para serem levados a fase de enraizamento;

Fase lll: enraizamento das brotagées desenvolvidas na fase anterior;

Fase IV: aclimatizacdo das plantas obtidas na condi¢cdo in vitro para a
condicao ex vitro.

Dessa maneira, mesmo sendo uma pratica onerosa em termos de mao-de-
obra, de laboratério e de equipamentos, a micropropagacdo oferece uma melhor
relacdo custo-beneficio, pois permite produzir um material uniforme e selecionado,
bem como realizar pesquisas de apoio as diferentes areas como a genética, a

fitopatologia e a fisiologia vegetal, tornando-se uma alternativa para a regeneracéo
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de plantas que apresentam dificuldades de reproducao natural e, também, nas quais
0s meétodos convencionais de propagacdo vegetativa ndo se tornam vidveis
(THORPE et al., 1991).

Uma das etapas fundamentais na microprogacao € a avaliacao e selecdo de
meios nutritivos mais eficientes para cada uma das etapas que compdem essa
técnica. Também € importante analisar outros aspectos relacionados aos fatores
guimicos dos meios nutritivos como as concentracdes de agar e sacarose, e o valor

de pH, assuntos abordados na sequéncia.

2.4.2 Contaminagdes microbianas

Contaminacdes microbianas sdo um dos mais sérios problemas associados a
cultura de tecidos de plantas. A fase de assepsia apresenta a dificuldade de ajustar
um ponto de equilibrio entre o ponto ideal de descontaminagdo do tecido sem
conduzi-lo @ morte quando isolado (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Contaminac¢des podem ocorrer durante o estabelecimento in vitro da cultura,
provavelmente causadas por ineficientes desinfestagbes superficiais do material
vegetal. Apds o estabelecimento, as contaminacfes podem ser causadas por micro-
organismos endodgenos ou que foram introduzidos durante a inoculacdo e/ou
subcultivos, posterior a um longo periodo de armazenamento pés-esterilizacdo. E
possivel, também, a introducdo de contaminantes durante as manipulagbes no
laboratério e/ou por vetores (LEIFERT et al., 1991a).

As plantas, em especial as lenhosas, apresentam dificuldades para o
estabelecimento in vitro, devido a contaminacdo microbiana (ERIG; SCHUCH, 2003).
A assepsia realizada nos explantes ndo expde 0s micro-organismos enddgenos, por
iSso, sugere-se iniciar 0 controle asséptico das culturas com a aplicacdo de
tratamentos fitossanitarios e nutricionais nas plantas matrizes previamente a coleta
de explantes, o qual é caracterizado por um trabalho dispendioso e, muitas vezes,
intenso, quando a planta se encontra em campo (XAVIER et al., 2013).

Os tratamentos fitossanitarios dado as plantas matrizes visam manter o0s
agentes microbianos endofiticos em niveis mais baixos possiveis, enquanto 0s
externos devem ser totalmente eliminados. Solugbes antimicrobianas de acédo

sistémica e de contato sdo pulverizadas nas plantas doadoras de explantes na
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tentativa de controlar agentes microbianos endofiticos e exdgenos (WENDLING et
al., 2006).

A retirada dos explantes deve ser feita, preferencialmente, a partir de
brotacdes jovens, que sédo formadas durante a fase ativa de crescimento de plantas
bem nutridas, mantidas em casa de vegetacdo mediante a aplicacdo de fungicida,
bactericida e protegida de intempéries (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). O
cultivo e a manutencdo das matrizes fornecedoras dos explantes devem ser
realizados nas melhores condicBes de sanidade e fertilidade possiveis (TEIXEIRA,
2001).

Varias substancias podem ser usadas para fazer a desinfestacdo dos
explantes, como o etanol e os compostos a base de cloro (hipoclorito de sodio e de
calcio). No entanto, as combinacdes e concentragcdes dos principios ativos
desinfestantes variam muito, sendo necessaria a adequacdo a espécie e a
sensibilidade do tecido a ser desinfestado (MONTARROYOS, 2000). Alguns autores
relatam que o hipoclorito de calcio € menos toxico aos tecidos vegetais do que o
hipoclorito de sodio (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). A concentracdo do
agente desinfestante, o tempo de exposicdo do explante a este agente e a espécie
estudada sdo aspectos determinantes para o estabelecimento de protocolo de
desinfestacéo eficiente (MORAES et al., 2007).

2.4.3 Meios nutritivos para o cultivo in vitro

Os meios constituem um fator relevante na micropropagacao, pois possuem
substancias essenciais para o0 crescimento dos tecidos, controlam o padrdo de
desenvolvimento e a resposta morfogénica in vitro (CALDAS; BUSO, 1998),
influenciando, assim, as respostas morfofisiol6gicas dos explantes (ALMEIDA et al.,
2012). As exigéncias nutricionais exigidas para o crescimento e desenvolvimento
dos explantes cultivados in vitro variam de espécie para espécie, dentre as cultivares
e até mesmo dentro da propria planta (GREENWAY et al., 2012). Isso demostra a
necessidade de serem testados diferentes meios nutritivos para cada fase especifica
do cultivo in vitro (GUIMARAES et al., 1999; NAGAO et al., 1994). Assim, definir um
meio nutritivo que possa sustentar o crescimento e desenvolvimento dos explantes é
fundamental para o sucesso do cultivo in vitro, e isto requer, muitas vezes, testar

estes meios nutritivos de maneira empirica (HU; FERREIRA, 1990).
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Os meios, de forma geral, constituem-se de agua, macro e micronutrientes,
carboidratos, vitaminas, aditivos diversos, agentes solidificantes, reguladores de
crescimento e reguladores de pH (DODDS; ROBERTS, 1995). Existem varias
formulacbes de meios nutritivos, entre os quais destacam-se: MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), WPM (LLOYD; McCOWN, 1981), B5 (GAMBORG et al., 1968) e SP
(BARRUETO CID, 2005). A escolha de um desses meios, em geral, é baseada na
literatura, na experiéncia com cada espécie vegetal ou por tentativa e erro. Ademais,
guando se tratar de requerimentos nutricionais especificos, vai depender da espécie
ou do tipo de explante que sera utilizado.

O meio nutritivo MS foi uma das primeiras formulagdes usadas em cultura de
tecidos de plantas, apresentando altos niveis de nitrato, potassio e amonio. Na
maioria dos casos 0S meios nutritivos mais usados sao o MS e o WPM - “Wood
Plant Medium”, o qual foi desenvolvido especialmente para espécies lenhosas
(CALDAS et al., 1998, GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Para a espécie Eugenia
involucrata os meios nutritivos mais adequados para o cultivo in vitro de segmentos
nodais sdo o0 MS com a concentracdo dos sais reduzida a metade (*2MS) e o WPM,
no entanto, recomenda-se 0 meio ¥2MS pela economia de reagentes e praticidade
no preparo (GOLLE, 2010; GOLLE et al., 2012).

2.4.3.1 Agar

As culturas podem ser inoculadas em meio semi-so6lido ou em meio liquido.
Em meio semi-solido utiliza-se um agente gelificante (por exemplo, agar) que, além
de solidificar o meio, forma um complexo coloidal liberando os ions (CANHOTO,
2010). No mercado ha varias marcas comerciais de agar que sao utilizadas,
geralmente, em concentracdes que variam de 0,4 a 1,0% (CALDAS et al., 1998).

No entanto, € recomendado minimizar ou otimizar a quantidade utilizada no
preparo do meio nutritivo, pelo fato do agar ser considerado um dos componentes de
maior custo adicionado ao meio (SINGHA, 1984; GEORGE, 1993; PEIXOTO;
PASQUAL, 1995). Também € necessario considerar a utilizagcdo de concentracdes
de agar muito elevadas, pois podem limitar a difusdo de nutrientes até o explante
(ROMBERGER; TABOR, 1971). Uma maior absorcdo de agua pelos tecidos dos
explantes é observada quando sao cultivados em meio mais aquoso (WILLIANS;

LEOPOLD, 1989), porém deve-se salientar a ocorréncia de problemas como a
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hiperhidricidade dos explantes, normalmente ocasionados nesse meio liquido, o qual
pode comprometer o seu desenvolvimento (PIATCZAK et al., 2005).

2.4.3.2 Sacarose

Para os cultivos in vitro, a principal fonte de carboidratos e,
consequentemente, de energia para 0 crescimento e processos biossintéticos € a
sacarose (FERREIRA et al.,, 2011). Uma quantidade elevada de aclUcar no meio
nutritivo pode, em alguns casos, estar relacionada a redugdo no crescimento, baixa
atividade fotossintética, mau funcionamento de estdbmatos e menor desenvolvimento
de cuticula (JO et al., 2009).

Além disso, com o aumento na concentracdo de acuUcares adicionados ao
meio nutritivo h4 uma diminuicdo na absorcao de sais minerais e agua, o que pode
interferir no crescimento da planta (FRAGUAS et al., 2003; BESSON et al., 2010). O
mesmo é verificado na auséncia de sacarose no meio nutritivo, a qual pode
ocasionar o atrofiamento e até a morte dos explantes em determinadas espécies
(RODRIGUES et al., 2006).

2.4.3.3 pH do meio nutritivo

Os elementos minerais sdo absorvidos pelas diferentes culturas de acordo
com as respectivas exigéncias nutricionais. Todavia, a acidez ou a basicidade,
quando bem ajustadas, podem promover maior e melhor aproveitamento dos
nutrientes pelo explante. Um valor baixo de pH conduz a competicdo do H* com os
nutrientes cationicos (NH**, K*, Ca?*, Mg?*, Cu?*, Fe?*, Mn?* e Zn?*) pelas células
dos tecidos radiculares e, em valores mais elevados de pH, diminui a absor¢céo de
nutrientes aniénicos como o NO?%*, H2PO4?%, Cl e MoO4?> (TORRES; CALDAS, 1990).

O controle do pH se torna essencial, pois influencia diretamente a solubilidade
dos sais, a absor¢do de nutrientes e fitorreguladores, além de afetar a eficiéncia do
agente gelificante. Para um crescimento adequado para a maioria das espécies, 0
melhor ajuste de pH se da na faixa de 5,0 a 6,5 (PIERIK, 1987). Para as culturas in
vitro de plantas, o pH em torno de 5,7 tem sido o mais utilizado (XAVIER et al.,
2009). Na micropropagacao de Eugenia involucrata, o pH que tem sido adotado € de
5,7 (GOLLE, 2010).
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De maneira geral, valores de pH abaixo de 4,5 e acima de 7,0 resultam na
paralisacdo do crescimento e desenvolvimento vegetal, além disso, a solidificacdo
do agar também néo é satisfatéria, pois torna-se demasiado fluido ou demasiado
duro (CHAWLA, 2009). Adicionalmente, o processo de autoclavagem e a estocagem
do meio nutritivo também podem promover a sua acidificacado (SKIRVIN et al., 1986).
Apéds a autoclavagem do meio, o pH, geralmente, baixa entre 0,3 a 0,5 unidades de
pH (CHAWLA, 2009). A medicdo do pH deve ser realizada antes da adicdo do
agente gelificante ao meio nutritivo, sendo ajustado, geralmente, com solucdes de
hidréxido de potassio - KOH ou &cido cloridrico - HCI (0,1-1,0 N) para elevar ou
diminuir o pH respectivamente (TRIGIANO; GRAY, 2011).
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3 CAPITULO |

SEMENTES DE Eugenia involucrata De Candolle

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar dois lotes de sementes
de Eugenia involucrata De Candolle em relacdo a qualidade sanitéria, fisiol6gica e
fisica, bem como analisar e selecionar agentes desinfestantes para a germinacao in

vitro e substratos para a germinacéo e emergéncia ex vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar e comparar dois lotes de sementes de Eugenia involucrata em
relacdo a aspectos da qualidade sanitaria, fisica e fisiologica.

e Avaliar e selecionar 0 agente desinfestante mais eficiente para a germinacao
in vitro de dois lotes de sementes de Eugenia involucrata.

e Avaliar e selecionar o substrato mais eficiente para a germinacao ex vitro de
sementes e emergéncia de plantulas provenientes de dois lotes de sementes

de Eugenia involucrata.
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3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Obtencéo de sementes de Eugenia involucrata DC.

As sementes utilizadas para as analises de qualidade foram provenientes de
dois lotes. As sementes do primeiro lote, denominado lote 1, foram coletadas de,
aproximadamente, seis arvores no municipio de Silveira Martins, RS, sendo os frutos
maduros coletados nas arvores ou recolhidos do chéo, logo apds sua queda
espontanea. Na ocasido da coleta, realizada em 26 outubro de 2014, os frutos
possuiam coloracdo vermelha a vindcea-escura. Este lote foi composto por,
aproximadamente, 700 sementes, 0 que justifica o0 niumero reduzido de repeticbes
utilizadas nos experimentos relatados a seguir.

Logo apds a coleta, os frutos foram macerados manualmente e lavados em
agua corrente, com o auxilio de peneiras para separar as sementes. Em seguida, as
sementes foram colocadas sobre folhas de papel toalha para a retirada do excesso
de umidade superficial, onde permaneceram por 12h secando a sombra. Apds, no
Laboratério de Cultura de Tecidos do Nucleo de Biotecnologia e Melhoramento,
Departamento de Fitotecnia na Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), as
sementes ficaram acondicionadas em saco plastico, em geladeira com temperatura
aproximada de 8°C, até o inicio dos experimentos, em outubro de 2014.

As sementes do segundo lote, denominado lote 2, foram adquiridas por
intermédio do Viveiro Florestal da UFSM, tendo sido coletadas no municipio de
Santa Cruz do Sul, RS, em 25 de outubro de 2014. Contudo, as sementes foram
recebidas apenas em 1° de dezembro de 2014, tendo sido armazenadas, neste
periodo, em saco plastico, em camera fria Umida com temperatura de,
aproximadamente, 8°C, no Viveiro Florestal. No Laboratério de Cultura de Tecidos
do Nucleo de Biotecnologia e Melhoramento, Departamento de Fitotecnia na UFSM,
ficaram acondicionadas em saco plastico, em refrigerador a 8°C, até o inicio dos

experimentos, que ocorreram em dezembro de 2014.
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3.3.1.1 Determinacédo do grau de umidade de dois lotes de sementes de Eugenia

involucrata DC.

O teste do grau de umidade, para o lote 1, foi realizado 10 dias apés a coleta
dos frutos e beneficiamento das sementes (novembro de 2014). O grau de umidade
foi determinado conforme as Regras para Andalise de Sementes (RAS) (BRASIL,
2009) com algumas modificacdes devido ao numero reduzido de sementes obtido.
Foi empregado o método da estufa a 105+3°C por 24h. Utilizou-se o delineamento
inteiramente casualizado com trés repeticoes de 1,0g de sementes. Como recipiente
foi utilizado papel aluminio, medindo 7cm x 5cm e com massa de 0,288g.

O teste do grau de umidade, para o lote 2, foi realizado aos 51 dias apés a
coleta das sementes (dezembro de 2014) e, novamente, aos seis meses apos a
coleta dos frutos e beneficiamento das sementes (abrii de 2015). Para a
determinacao do grau de umidade, foi empregado a mesma metodologia usada para
o lote 1. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com trés repeticoes
de 1,0g de sementes. Como recipiente foi utilizado papel aluminio, medindo 5cm x
5cm e com massa de 0,235g.

A porcentagem de umidade, para os dois lotes, foi calculada aplicando-se a

seguinte expressao:

% de Umidade (U) = M
P—t

Em que:
P = massa inicial, constituida pela massa do recipiente mais a massa da semente
amida;
p = massa final, constituida pela massa do recipiente mais a massa da semente
seca;
t = tara, massa do recipiente.

Os resultados foram expressos em porcentagem, com base na massa das

sementes Umidas.
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3.3.1.2 Determinacéo do peso de mil sementes de dois lotes de Eugenia involucrata
DC.

O peso de mil sementes foi determinado conforme as Regras para Analise de
Sementes (RAS) (BRASIL, 2009) com algumas modificacbes. Foram utilizadas trés
repeticdes de 100 sementes, totalizando 300 sementes para cada lote. O peso de

mil sementes, para os dois lotes, foi calculado aplicando-se a seguinte expressao:

peso da amostra x 1000
PMS =

numero total de sementes

Em que:
PMS = Peso de mil sementes.
Foram estimadas a média, o desvio padrdo e o coeficiente de variacdo dos

valores obtidos nas pesagens.

3.3.1.3 Aspecto biométrico de dois lotes de sementes de Eugenia involucrata DC.

Com a finalidade de caracterizar a morfologia externa, 100 sementes de cada
lote foram medidas com paquimetro digital com precisdo de 0,01mm, em relacéo ao
comprimento, espessura (tomada do centro da semente) e largura, todas expressas
em milimetros (mm). Os dados foram analisados em planilha eletrbnica Excel, sendo
que, para cada dimenséo, foram calculados a média, o desvio padrdo e o coeficiente
de variacdo. Os dados foram classificados por meio de distribuicdo de frequéncia e
plotados em histogramas, de acordo com procedimento relatado por Valadares et al.
(2009).

3.3.1.4 Qualidade sanitaria de dois lotes de sementes de Eugenia involucrata DC.
O ensaio visando a caracterizacdo da qualidade sanitaria de sementes de
Eugenia involucrata foi realizado no Laboratério de Fitopatologia do Departamento

de Defesa Fitossanitaria da UFSM.
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Para a avaliacdo da sanidade das sementes foi utilizado o método “blotter
test”, conforme recomendacdes das Regras para Analise de Sementes (RAS)
(BRASIL, 2009). Foram utilizadas quatro repeticbes com 25 sementes cada,
totalizando 100 sementes de cada lote, as quais foram distribuidas e analisadas em
delineamento inteiramente casualizado. Para o experimento, foram usadas caixas
plasticas do tipo “gerbox”, com dimensdes de 11cm x 11cm x 3cm, previamente
desinfestadas usando-se algoddao embebido em solucdo de hipoclorito de soédio
(NaClO) a 1% (v/v) e, apds, em solucéo de etanol a 70% (v/v).

Posteriormente, as sementes foram colocadas sobre duas folhas de papel
filtro previamente esterilizadas e umedecidas com agua destilada, até atingirem trés
vezes a massa seca do papel. A inoculacédo das sementes foi efetuada com o auxilio
de pincas, previamente autoclavadas e desinfestadas em solucdo de NaClO a 1%
(v/v) e, apbs, em solucdo de etanol a 70% (v/v). Em seguida, as caixas foram
fechadas e inseridas em sacos plasticos, para evitar a perda de umidade, e na
sequéncia, foram acondicionadas em sala de cultivo com temperatura de 25+2°C,
fotoperiodo de 16h e intensidade luminosa de 20umol m=2 s

A avaliagdo da sanidade foi realizada aos sete dias, identificando-se os
géneros flngicos por meio da observacdo das sementes individualmente. Esses
dados foram utilizados para determinar a porcentagem de incidéncia dos géneros
fangicos em cada caixa “gerbox”, os quais foram identificados por meio da
visualizacdo em microscopio estereoscopio, com base na observacdo e posterior

comparacao com a literatura especializada (BARNETT; HUNTER, 1999).

3.3.5 Germinacéao de dois lotes de sementes de Eugenia involucrata DC.

Para o experimento, conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
foram utilizadas quatro repeticbes de 25 sementes para cada lote. O ensaio foi
realizado seguindo as recomendac¢des das Regras para Analise de Sementes (RAS)
(BRASIL, 2009).

Inicialmente, foi efetuada a desinfestagdo das caixas plasticas tipo “gerbox”,
com o auxilio de algoddo embebido em solucdo de NaClO a 1% (v/v) e, apds, em
solugéao de etanol a 70% (v/v). Em seguida, foram colocadas duas folhas de papel
filtro esterilizadas e umedecidas com agua destilada. Posteriormente, foi realizada a

desinfestacdo superficial das sementes, por meio da imersdo em etanol a 70% (v/v)
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durante 30s, logo apos as sementes foram imersas em solucdo de NaCIO a 2% (p/v)
por 10min e, na sequéncia, passaram por um triplo enxague em agua destilada e
autoclavada.

As sementes foram inoculadas com o auxilio de pincas desinfestadas com
algodao embebido em solugcédo de NaClO a 1% (v/v) e, apds, em solucdo de etanol a
70% (v/v). Posteriormente a inoculacdo das sementes, as caixas plasticas foram
fechadas e inseridas em sacos plasticos para evitar a perda de umidade. Na
sequéncia, as caixas foram mantidas em sala de cultivo, com temperatura de
25+2°C, fotoperiodo de 16h e intensidade luminosa de 20umol m? s, obtida a partir
de lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia. Aos sete, 14, 28, 35 e 42
dias foi realizada a avaliacdo, observando-se as variaveis: emissao de radicula,
emissdo de parte aérea e contaminacdo fungica (contaminacfes compostas por
micélios fangicos junto as sementes), todas expressas em porcentagem.
Considerou-se como germinadas, aquelas sementes que emitiram radicula.

ApoOs testar a normalidade dos erros por meio do teste de Kolmogorov-

Smirnov, as médias foram transformadas, pela funcao \/m sendo x o valor
observado. Foram realizadas analises de variancia e, quando o valor de F foi
significativo, foi realizado teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro
para os tratamentos qualitativos e andlise de regressao polinomial, para os
quantitativos. Foi utilizado o pacote estatistico Sisvar (Sistema para Andlise de
Variancia) para Windows® versdo 5.1 (FERREIRA, 2011). Para determinar a

precisdo dos ensaios foi estimado o indice de variacao (IV), calculado por =, em

C_V
VN
que o IV é igual ao coeficiente de variacdo (CV) dividido pela raiz quadrada do
namero de repeticdes (N) (PIMENTEL-GOMES, 2009).

3.3.6 Desinfestacdo superficial de dois lotes de sementes de Eugenia
involucrata DC.

Em camara de fluxo laminar, as sementes foram expostas por 1min a solucao
de etanol a 70% (v/v), seguido de um enxague com agua destilada e autoclavada.
Posteriormente, foram imersas em diferentes concentragdes de solugdo de NaClO
ou hipoclorito de célcio [Ca(ClO)z], os quais constituiram os tratamentos:

T1: testemunha;
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T2: 1,5% NaClIO;

T3: 2,5% NaClO;

T4: 3,5% NaClO;

T5: 1,5% [Ca(ClO)2];

T6: 2,5% [Ca(ClO)z];

T7: 3,5% [Ca(ClO)2].

Conduziu-se o0 experimento em delineamento inteiramente casualizado, em
arranjo trifatorial 2x2x4, em que o fator “A” correspondeu aos dois lotes de
sementes, o fator “B”, aos dois agentes desinfestantes (hipoclorito de sédio e
hipoclorito de calcio) e o fator “C”, as quatro concentragdes testadas dos hipocloritos
(0; 1,5; 2,5 ou 3,5% (v/v)), totalizando 16 tratamentos e seis repeticbes cada,
totalizando 96 unidades experimentais e 192 sementes inoculadas. A unidade
experimental foi composta por um frasco com capacidade de 150mL, contendo
30mL de meio agar-agua a 0,7% (p/v) e duas sementes em cada frasco.

Cada tratamento, exceto a testemunha, permaneceu durante 20min em
contato com o agente desinfestante sob agitacdo constante. A seguir, foi realizado
um triplo enxdgue com agua destilada e autoclavada e as sementes foram
inoculadas em camera de fluxo laminar. Apdés a inoculacdo os frascos foram
vedados com papel aluminio e mantidos em sala de crescimento com temperatura
controlada de 25+2°C, fotoperiodo de 16h e intensidade luminosa de 20umol m2 s,
obtida a partir de lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia. Aos 30 dias
de cultivo in vitro foi realizada a avaliacdo, observando-se as variaveis:
contaminacdo fangica (contamina¢cdes compostas por micélios flngicos junto aos
explantes), contaminacdo bacteriana (presenca de coldnias bacterianas junto aos
explantes), emissédo de radicula e emissdo de parte aérea, todas expressas em
porcentagem.

Apoés testar a normalidade dos erros por meio do teste de Kolmogorov-

Smirmov, as médias foram transformadas, pela fungéo /x + 0,5, sendo x o valor
observado. Foram realizadas analises de variancia e, quando o valor de F foi
significativo, foi realizado teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro
para os tratamentos qualitativos e analise de regressdo polinomial, para os
quantitativos. Foi utilizado o pacote estatistico Sisvar (Sistema para Analise de
Variancia) para Windows® versdo 5.1 (FERREIRA, 2011). Para determinar a
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precisdo dos ensaios foi estimado o indice de variacdo (IV), calculado por —, em

ﬂ
VN
que o IV é igual ao coeficiente de variacdo (CV) dividido pela raiz quadrada do
namero de repeticdes (N) (PIMENTEL-GOMES, 2009).

3.3.7 Emergéncia de plantulas de Eugenia involucrata DC. provenientes de dois
lotes de sementes em diferentes substratos

Inicialmente, foi efetuada a desinfestacdo das caixas plasticas com
perfuracdes nas tampas, com o auxilio de algodao embebido em solucédo de NaCIO
a 1% (v/iv) e, apds, em solucdo de etanol a 70% (v/v). Em seguida, as sementes
foram semeadas nos respectivos tratamentos, 0s quais consistiram de diferentes
disposicfes das sementes nos substratos areia e/ou vermiculita:

T1: sementes entre duas camadas de areia,

T2: sementes entre duas camadas de areia e vermiculita, sendo a areia
disposta acima das sementes;

T3: sementes entre duas camadas de vermiculita e areia, sendo a vermiculita
disposta acima das sementes;

T4: sementes entre duas camadas de vermiculita.

Conduziu-se o0 experimento em delineamento inteiramente casualizado, em
arranjo bifatorial 2x4, em que os niveis do fator “A” referiram-se aos dois lotes
utilizados e os niveis do fator “B”, as quatro disposi¢cdes dos substratos totalizando
oito tratamentos. Foram utilizadas 25 sementes de cada lote para cada tratamento.
Utilizaram-se dois tipos de substratos dispostos de maneira intercalada, areia e
vermiculita, na propor¢cdo 1:1, com camadas de 1cm. Os substratos foram
previamente autoclavados a 121°C e latm de pressao durante 40min. Na sequéncia,
as caixas foram mantidas em sala de cultivo, com temperatura de 25+2°C,
fotoperiodo de 16h e intensidade luminosa de 20umol m?2 s, obtida a partir de
lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia.

Aos 100 dias da semeadura foi realizada a avaliacdo, sendo analisadas as
variaveis porcentagem de sementes emergidas e indice de velocidade de
emergéncia (IVE). Para a avaliagdo do IVE foi utilizada a expressdo proposta por
Popingis (1977):
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IVE = E1/N1 + E2/N2 + ... + En/Nn

Em que:

IVE = indice velocidade de emergéncia;

E1, E2, ... En = nimero de plantulas emergidas a cada avaliagao;

N1, N2, ... Nn = nimero de dias decorridos de semeadura a primeira e ultima
contagem.

Apos testar a normalidade dos erros por meio do teste de Kolmogorov-
Smirnov, as médias foram transformadas, pela funcéo m sendo x o valor
observado. As variaveis foram submetidas a anélise de variancia e, quando o valor
de F foi significativo, foi utilizado, para a compara¢do das médias, o teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Foi utilizado o pacote estatistico Sisvar
(Sistema para Andlise de Variancia) para Windows® verséo 5.1 (FERREIRA, 2011).



40

3.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.4.1 Determinacéo do grau de umidade de dois lotes de sementes de Eugenia

involucrata DC.

As sementes de Eugenia involucrata do lote 1, apresentaram grau médio de
umidade de 48,70%, apd6s 10 dias de armazenamento. Esse teor de umidade
apresentado é considerado elevado, confirmando tratar-se de uma espécie com
sementes recalcitrantes, as quais apresentam alto teor de umidade e baixa
tolerdncia a secagem e ao congelamento. Da mesma maneira, Wielewicki et al.
(2006) observaram um valor médio de umidade de 48,80%, e propuseram um
padrao de 45% para o limite de aceitagcdo de lotes de sementes de Eugenia
involucrata. lgualmente, os resultados obtidos por Delgado e Barbedo (2007), que
observaram um teor de umidade de 58,2%, levaram-lhes a indicar um limite de
aceitacado de 45 a 50% de umidade das sementes de um lote dessa mesma espécie.
Sementes recalcitrantes ndo suportam o armazenamento em baixos teores de
umidade sem perder sua viabilidade, de modo que, o periodo de armazenamento é
reduzido e variavel entre as espécies (FONSECA; FREIRE, 2003). Os resultados
verificados para a espécie, no presente estudo, também estdo de acordo com
aqueles obtidos para outra espécie da familia Myrtaceae, Campomanesia
pubescens (Guabiroba), em que foi registrado um elevado teor de umidade (53,50%)
(PERIOTTO, 2008).

Para o lote 2, as sementes apresentaram grau médio de umidade de 41,64%,
51 dias ap0s a coleta, diferenca de 7,06% em relacdo ao lote 1, possivelmente
ocasionada pelo maior periodo de armazenamento das sementes. Apds 6 meses de
armazenamento, o teste foi repetido para o lote 2, e suas sementes apresentaram
grau meédio de umidade de 40,24%, diferenca de apenas 1,4% em relacdo ao
primeiro teste realizado (aos 51 dias de armazenamento). Conforme os resultados
obtidos aos seis meses, notou-se que o grau de umidade das sementes se manteve
praticamente estavel. Este resultado pode ser considerado positivo devido ao fato
das sementes de Eugenia involucrata serem recalcitrantes, necessitando um grau de
umidade elevado para que se mantenham viaveis por maior periodo de

armazenamento.
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Estudos realizados com outras espécies do género Eugenia demonstraram
que o elevado teor de agua é comum entre elas; Eugenia uniflora (Pitangueira):
52,0%, Eugenia brasiliensis (Grumixameira): 49,6%, Eugenia umbelliflora (Baguagu):
42,5%, Eugenia cerasiflora (Mamona): 62,8% (DELGADO; BARBEDO, 2007). O
grau de umidade é um parametro diretamente associado a todos os aspectos
relativos a qualidade fisiolégica das sementes, sendo um dos indicadores para o
periodo ideal de colheita (ANDRADE et al., 2001).

3.4.2 Determinagcdo do peso de mil sementes de dois lotes de Eugenia
involucrata DC.

O peso médio de mil sementes (PMS) de Eugenia involucrata do lote 1 foi de
453,90g, correspondendo a 2.203 sementes kg, valor que corrobora com os dados
obtidos em outro estudo, o qual indica que a espécie possui entre 1.190 a 7.500
sementes kg* (BRASIL, 2013). O valor observado indica que as sementes dessa
espécie sdo consideradas grandes, visto que possuem peso médio de mil sementes
superior a 200g e menos de 5.000 sementes kg (BRASIL, 2009; ISTA, 2004). O
desvio-padrao para o lote foi de 16,87 e o coeficiente de variacdo (CV) de 3,72%,
confirmando a confiabilidade dos dados e a pequena variagdo existente entre as
sementes, 0 que pode ser atribuido ao fato de que estas foram provenientes de um
mesmo lote e, possivelmente, coletadas de matrizes proximas (VALADARES et al.,
2009). O peso de mil sementes, juntamente com o teor de umidade, auxiliam no
entendimento da porcentagem de germinacdo das sementes (BRUNING et al.,
2011). Em outro estudo efetuado com Eugenia involucrata foi observada uma média
de 306,189 para mil sementes, equivalendo a 3.266 sementes kg, valor inferior ao
observado no presente trabalho, porém com CV superior (13,79%) aquele obtido no
presente estudo (PRADO, 2009).

O peso médio de mil sementes do lote 2 foi de 498,609, o qual corresponde a
2.006 sementes kg, o desvio-padrao foi de 31,16 e o CV de 6,45%. Essa diferenca
entre os dois lotes pode ter sido ocasionada pelo teor de agua nas sementes, como
descrito no item 3.4.1, em que o lote 2 apresentou menor grau medio de umidade
em relacdo as sementes advindas do lote 1. O teor de agua presente na semente

estd diretamente relacionado com o PMS, pois dependendo da umidade da
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semente, a quantidade de propagulos de um lote é influenciada, bem como sua
densidade (MARCOS FILHO, 2005).

Ambos os lotes apresentaram valor superior ao encontrado em outro estudo
com a espécie, em que o PMS foi de 352,569 (BRUNING et al., 2011). As sementes
de Eugenia involucrata apresentam elevada quantidade de agua no seu interior, 0
gue as torna mais densas e pesadas podendo explicar o alto peso de mil sementes
apresentado. Vérias espécies brasileiras de Eugenia apresentam elevado teor de
agua (entre 40 e 70%), o que influencia nas avaliacbes de peso das sementes
(BARBEDO et al., 1998).

Para Eugenia pyriformis (Uvaia) foram obtidos valores de PMS de 1.093
sementes kg! (ORO et al.,, 2012). Em estudo com sementes de Psidium rufum
(Aracga-roxo), foi obtida uma média de 12.935 sementes kg com teor de umidade de
16% (SOARES, 2015). Ja para a espécie Campomanesia pubescens (Gabiroba),
outra espécie da familia Myrtaceae, foi relatado o valor de 22.184 sementes kg
(PERIOTTO, 2008). Contudo, deve-se considerar que o tamanho e o peso das
sementes sdo caracteristicas extremamente plasticas, podendo alterar-se de local
para local, de ano para ano e entre e dentro de individuos (PINA-RODRIGUES;
AGUIAR, 1993).

3.4.3 Aspecto biométrico de dois lotes de sementes de Eugenia involucrata DC.

O lote 1 de sementes de Eugenia involucrata avaliado apresentou grande
variagao no que diz respeito ao tamanho, conforme pode ser observado na Tabela 1,
em gue estdo apresentados os valores de comprimento, largura e espessura das
sementes. O comprimento médio foi de 9,99 + 1,39mm, a largura 8,70 + 1,07mm, e a
espessura 5,77 £ 1,11mm. Em outro estudo com Eugenia involucrata foram obtidos
valores proximos aos observados no presente trabalho, sendo que as sementes
apresentaram comprimento de 7,63 £ 1,88mm e espessura de 4,98 + 1,18mm
(PRADO, 2009). Sementes de Eugenia involucrata apresentam formato oval e cores
variando entre ocre e sépia, caracterizando-se por apresentar varios tamanhos e
nao exibir sinal do eixo hipocatilo-radicula (BARROSO et al., 1999).

A biometria de sementes esta relacionada as caracteristicas de disperséo,
estabelecimento de plantulas (FENNER, 1993) e diferenciacdo de espécies em

florestas tropicais (BASKIN; BASKIN, 1998). Durante sua maturacdo, as sementes
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crescem até alcancar o valor médio caracteristico para a espécie (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012), sendo que as sementes de maior tamanho foram aquelas que
obtiveram maior quantidade de nutrientes durante o seu desenvolvimento, possuindo
embrido bem formado e com maior quantidade de substancias de reserva e sendo,
portanto, consideradas as mais vigorosas, as quais poderdo ser empregadas na
propagacao de diferentes espécies vegetais (ALVES et al., 2005).

Tabela 1 - Comprimento, largura e espessura (mm) de sementes de Eugenia
involucrata DC. (Cerejeira-do-mato) provenientes do lote 1. Santa
Maria, RS, UFSM, 2015.

Parametro Comprimento Largura Espessura
(mm) (mm) (mm)
Minimo 7,15 5,79 3,28
Méaximo 13,07 11,71 8,60
Média 9,99 8,70 5,77
Desvio Padréo 1,39 1,07 1,11
\Y, 1,39 1,23 1,92

IV (indice de variagio) = % em que CV= coeficiente de variacdo e N= numero de repeticdes.

Fonte: Autor. Santa Maria, RS, UFSM, 2016.

Na Figura 3, sdo apresentados histogramas de frequéncia para comprimento,
largura e espessura, em cinco classes formadas a partir da amplitude de variagao
individual desses caracteres. E possivel observar uma distribuicdo simétrica para as
classes de frequéncia relativa do comprimento, largura e espessura das sementes
do lote 1, prépria de caracteristicas quantitativas ou métricas.

A separacdo por classe de tamanho, para a determinagdo dos fatores de
qualidade fisiologica e germinacgéo, tem sido utilizada visando encontrar a classe
ideal para multiplicacdo das diferentes espécies vegetais. Porém, os resultados
podem ser bastante divergentes, mesmo em se tratando de sementes da mesma
espécie (FRAZAO et al., 1983), haja vista a influéncia que o ambiente exerce sobre

0 carater em questao.
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Figura 3 - Distribuicdo da frequéncia relativa (Fr) do comprimento, largura e
espessura de sementes de Eugenia involucrata DC. (Cerejeira-do-mato)
provenientes do lote 1.
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Fonte: Autor. Santa Maria, RS, UFSM, 2016.

Adicionalmente, a andlise biométrica de sementes florestais € importante para
a diferenciacdo entre espécies de uma mesma familia. A exemplo disso podem-se

citar as espécies Psidium cattleyanum (Araca-amarelo) e Psidium rufum (Araca-
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roxo), da familia Myrtaceae, cujas dimensfes das sementes sdo Uteis para a
distincdo entre as duas espécies. Psidium cattleyanum possui valores médios de
comprimento de 3,34mm e largura da semente de 3,04mm, diferentemente de
Psidium rufum, que apresenta valores superiores para 0S mesmos parametros
(5,49mm de comprimento e 5,60mm de largura da semente) (SOARES, 2015). Além
disso, aspectos biométricos de sementes constituem-se em uma importante
ferramenta para detectar a variabilidade genética dentro de populacdes de uma
mesma espécie, bem como as relacbes existentes entre esta variabilidade e os
fatores ambientais (GONCALVES et al., 2013).

O lote 2 de sementes de Eugenia involucrata avaliado, também apresentou
grande variacdo no que diz respeito ao tamanho (Tabela 2). O comprimento médio
de sementes para a espécie foi de 11,67 + 1,35mm, a largura 9,15 + 0,91mm e a
espessura 7,20 £ 1,16mm. Os valores observados no presente lote foram superiores
quando comparados aqueles obtidos com o lote 1. Tratando-se de lotes diferentes
de sementes, a expectativa seria de que ocorressem variacbes no tamanho e no
peso de sementes, o que pode estar correlacionado a fatores ambientais, como por
exemplo, a disponibilidade de &gua, que é essencial para o desenvolvimento
adequado dos frutos (TABARELLI et al., 2003).

Tabela 2 - Comprimento, largura e espessura (mm) de sementes de Eugenia
involucrata DC. (Cerejeira-do-mato) provenientes do lote 2.

Parametro Comprimento Largura Espessura
(mm) (mm) (mm)
Minimo 8,44 7,35 4,82
Maximo 15,19 11,59 10,34
Média 11,67 9,15 7,20
Desvio Padrao 1,35 0,91 1,16
v 1,16 0,99 1,61

IV (indice de variago) = % em que CV= coeficiente de variacdo e N= nimero de repeti¢cbes.
Fonte: Autor. Santa Maria, RS, UFSM, 2016.
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Na Figura 4, estdo representados histogramas de frequéncia para
comprimento, largura e espessura das sementes de Eugenia involucrata
provenientes do lote 2. Assim como observado para o lote 1, para o presente lote,
também, foi verificada a formacé&o de cinco classes a partir da amplitude de variacéo
individual dos caracteres. Em relacdo ao histograma de frequéncia para o
comprimento das sementes, notou-se comportamento simétrico, enquanto que para

a largura e espessura, constatou-se uma ligeira assimetria negativa dos dados.

Figura 4 - Distribuicdo da frequéncia relativa (Fr) do comprimento, largura e
espessura de sementes de Eugenia involucrata DC. (Cerejeira-do-mato)
provenientes do lote 2.
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Sementes de Poecilanthe parviflora (Canela-do-brejo), da familia Fabaceae,
apresentaram, em média, 15,8mm de comprimento, 14,13mm de largura e 3,19 mm
de espessura (VALADARES et al., 2009). Ja para sementes da espécie Hymenaea
courbaril (Jatoba), a qual pertence a familia Caesalpiniaceae, a média observada foi
de 32,95mm de comprimento e 16,99mm de diametro (ANDRADE et al., 2010).

Os estudos citados anteriormente, assim como o0s resultados obtidos no
presente estudo, demonstram a grande variacdo que existe para 0s parametros
biométricos de espécies florestais. No entanto, ainda sédo escassas as informacdes
referentes a biometria das sementes de espécies arboreas, as quais poderiam
contribuir para o reconhecimento de diferentes espécies em levantamentos
floristicos (ARAUJO et al., 2004).

3.4.4 Qualidade sanitaria de dois lotes de sementes de Eugenia involucrata DC.

Houve diferenca significativa entre os lotes de sementes de Eugenia
involucrata para a incidéncia dos seguintes géneros fungicos: Rhizoctonia sp.
(p=0,0006), Phoma sp. (p=0,0141) e Curvularia sp. (p=0,0498) (Tabela 3). Ja para
Fusarium sp. (80,50%), Penicillium sp. (28,50%), Alternaria sp. (16,75%), Botrytis sp.
(15,00%), Epicoccum sp. (14,00%), Aspergillus sp. (7,50%) e Cladosporium sp.
(5,25%) nao houve efeito significativo nos lotes testados.

Observou-se a incidéncia do género fungico Rhizoctonia sp. nos dois lotes de
sementes avaliados, sendo observada maior média no lote 2 (82%), j&, no lote 1,
21% das sementes estavam sendo colonizadas por esse fungo. De maneira
semelhante, o género fangico Phoma sp. esteve presente nos dois lotes de
sementes avaliados, com menor incidéncia no lote 1, enquanto que Curvularia sp.

ocorreu apenas nas sementes do lote 2 (Tabela 3).
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Tabela 3 - Incidéncia dos géneros fangicos (%) identificados em dois lotes de
sementes de Eugenia involucrata DC. (Cerejeira-do-mato), avaliados
aos sete dias.

Lote
Fusarium sp. Rhizoctonia sp. Penicillium sp.  Alternaria sp.
L1 100,00 a* 21,00 a 39,00 a 11,00 a
L2 61,00 a 82,00 b 18,00 a 22,50 a
v 6,80 3,39 6,38 4,39
Média 80,50 51,50 28,50 16,75
---------------- Género fingico--------------=-=-=---=-m-momomo--
Lote
Botrytis sp. Epicoccum sp. Aspergillus sp.
L1 6,00 a 20,00 a 12,00 a
L2 24,00 a 8,00 a 3,00 a
v 4,04 3,07 3,46
Média 15,00 14,00 7,50
----------------------------- Género flngico---------------=-=-=--o-mmmeee-
Lote
Phoma sp. Cladosporium sp. Curvularia sp.
L1 2,00 a 2,50a 0,00 a
L2 13,00 b 8,00 a 4,00 b
v 1,91 2,04 1,09
Média 7,50 5,25 2,00

*Na coluna, médias seguidas pela mesma letra mindscula, ndo diferem significativamente pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. IV (indice de variagdo) = % em que CV=

coeficiente de variagdo e N= nimero de repeti¢cdes.
Fonte: Autor. Santa Maria, RS, UFSM, 2016.

Houve maior ocorréncia de géneros fungicos associados as sementes de
Eugenia involucrata no lote 2, sendo observada a presenca de 10 géneros fungicos
diferentes. No lote 1 foi observada a presenca de nove géneros fangicos, sendo

verificada a incidéncia dos mesmos géneros que estavam associados as sementes
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pertencentes ao lote 2, com excecdo de Curvularia sp., que ndo ocorreu nas
sementes do lote 1.

De maneira geral, os dois lotes avaliados foram afetados por diversos
géneros fangicos, o que pode influenciar a qualidade fisiolégica das sementes
(RABAIOLLI, 2014). A presenca de fungos associados as sementes pode ser
explicada pelas caracteristicas dos frutos que abrigam as sementes, e,
principalmente, pela forma como foram coletadas, beneficiadas e armazenadas
(FERREIRA, 1989).

Os dados obtidos no presente estudo foram semelhantes aos resultados
observados em outro trabalho com sementes de Eugenia involucrata, em que houve
incidéncia de varios géneros fangicos como Fusarium sp. (100%), Penicilium sp.
(48%), Alternaria sp. (9%) e Aspergillus sp. (1%) (STEFANEL, 2013). Em estudo
realizado com sementes de Eugenia uniflora (Pitangueira) (Myrtaceae), foi
observada a predominancia de Cladosporium sp. (73%), seguido por Alternaria sp.
(50%) (AVILA et al., 2009). J& em sementes de Schinus terebinthifolius (Aroeira-
vermelha) (Anacardiaceae), foi observada a presenca dos géneros Penicillium sp.,
Alternaria sp. e Fusarium sp., sendo este ultimo o de maior ocorréncia (66%) nas
sementes dessa espécie (STRAPASSON et al., 2002).

A contaminacgdo de sementes florestais se da principalmente no solo, onde os
frutos e sementes podem ser infestados por diversos fungos, incluindo saprdfitas e
parasitas facultativos, os quais podem estar presentes no solo ou na matéria
organica. Alguns géneros flngicos que possuem esse comportamento Sao:
Fusarium sp., Alternaria sp., Phoma sp., Phomopsis sp., Rhizoctonia sp., Pythium
sp. e Cylindrocladium sp., dentre outros (FERREIRA, 1989).

Além disso, deve-se esclarecer que os fungos associados as sementes
podem ser classificados em duas categorias: fungos de campo e fungos de
armazenamento. Os fungos de campo podem invadir as sementes ainda na planta-
mae. No presente estudo, foram observados o0s géneros Fusarium sp.,
Cladosporium sp., Alternaria sp. e Curvularia sp., que sdo considerados fungos de
campo (LAL; KAPOOR, 1979). Ja os fungos de armazenamento s&o xerofiticos, ou
seja, podem crescer em umidade relativa (UR) superior a 70%. Um dos géneros de
grande importancia dentro desta classificacdo é o Aspergillus sp. (DHINGRA, 1985)
e o Penicillium sp., que sao fungos cosmopolitas e generalistas (SOARES et al.,
2010).
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A associacao dos fungos Penicilium sp. e Aspergillus sp. em sementes pode
ser altamente prejudicial durante o armazenamento, podendo ocasionar a redugdo
na qualidade fisiologica das sementes, descoloracdo, apodrecimento e aumento na
deterioracdo das sementes devido ao aumento na sua taxa respiratéria. Esses
fungos podem causar alteracdes na constituicdo das reservas, além de produzir
micotoxinas, inibidoras da sintese de proteinas e &cidos nucléicos (MACHADO,
1988; MARCOS FILHO, 2005).

Entretanto, apesar de o género Penicilium sp. ter ocorrido em 28,50% e
Aspergillus sp. em 7,50% das sementes de Eugenia involucrata, o somatorio da
incidéncia desses fungos de armazenamento, de maneira geral, foi reduzido
(20,25%). Tal fato pode estar relacionado ao curto periodo de armazenamento das
sementes até a realizacdo do experimento.

Em sementes de Acca sellowiana (Goiaba-serrana) (Myrtaceae) foi observada
a ocorréncia de Penicillium sp. em 34% das sementes avaliadas, contudo, quando
foram submetidas a uma assepsia superficial, a incidéncia desse género fungico foi
reduzida a metade (FANTINEL, 2014). Porém, em sementes de Schizolobium
amazonicum (Paricd) (Magnoliaceae), o género Penicillium sp. manifestou-se tanto
em sementes desinfestadas quanto naquelas que ndo receberam tratamento de
desinfestacdo superficial (OLIVEIRA, 2012). Os géneros fangicos Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Fusarium sp., Pestalotiopsis sp. e Curvularia sp. foram detectados
associados a sementes de Leucaena leucocephala (Leucena) (Fabaceae), quando
armazenadas por dois, 28 e 48 meses (MENDES et al., 2011). Entretanto, no
presente estudo, o0s contaminantes flngicos mais abundantes encontrados
associados as sementes de Eugenia involucrata pertencem a categoria de fungos de
campo, o que pode ser explicado devido as sementes de ambos o0s lotes terem
permanecido armazenadas por apenas dois meses, 0 que, possivelmente, reduziu a
incidéncia desses micro-organismos.

A ocorréncia dos diversos géneros flngicos nas sementes de ambos os lotes
de Eugenia involucrata avaliados no presente estudo, pode ter sido beneficiada pelo
alto teor de umidade presente, entre 41,64 a 48,70%, pois quanto maior o teor de
umidade das sementes, maior é a atividade dos fungos patogénicos (KRAMER;
KOZLOWSKI, 1972). A condi¢do sanitaria no controle da qualidade de sementes é
extremamente importante considerando que as sementes sao veiculos de agentes

fitopatogénicos, que nelas podem se alojar e com elas serem levados ao campo,
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provocando reducgdo na germinagao e vigor e originando focos primarios de infecgao
de doencas (GOULART, 1997).

3.4.5 Germinacéao de dois lotes de sementes de Eugenia involucrata DC.

Para a variavel emisséo de radicula foi verificada interacdo significativa entre
ambos os fatores principais (lote e dias de avaliacdo) (p= 0,0000) (Figura 5), em que
a equacdo estimada para ambos os lotes ajustou-se a um modelo linear. Foi
observado, nos dois lotes de sementes avaliados, que a emissao de radicula iniciou-
se quando decorriam mais de 14 dias apds o inicio do teste.

O experimento para o lote 1 foi implantado apds 2 dias da coleta dos frutos e
posterior beneficiamento das sementes, enquanto para o lote 2 o experimento foi
realizado apdés 39 dias. Entretanto, este lote obteve maiores percentuais de
sementes germinadas quando comparado ao lote 1. Haja vista serem sementes
recalcitrantes, esperava-se 0 o0posto, e 0 resultado observado pode estar
relacionado, a diferenca de maturacdo das sementes dos lotes ou, ainda, a melhor

qualidade fisiologica das sementes pertencentes ao lote 2.

Figura 5 - Emisséo de radicula (%) observadas em sementes de Eugenia involucrata
DC. (Cerejeira-do-mato) germinadas em papel filtro, provenientes de dois
lotes diferentes.
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Fonte: Autor. Santa Maria, RS, UFSM, 2016.
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O lote 1 apresentou média de emissdo de radicula de 9% aos 42 dias de
cultivo, enquanto que o lote 2, apresentou média de 25% no mesmo periodo de
avaliacdo. Inobstante, ambos os lotes obtiveram reduzida porcentagem de

germinacao aos 42 dias (Figura 6).

Figura 6 — Sementes de Eugenia involucrata DC. (Cerejeira-do-mato), aos 42 dias
de cultivo, provenientes do lote 2 e germinadas em caixas gerbox
contendo papel filtro.

Fonte: Autor. Santa Maria, RS, UFSM, 2016. Barra = 1cm.

Ha relatos que a utilizacdo do papel filtro para a germinacdo de sementes nao
tem sido considerada satisfatéria para algumas espécies florestais (FIGLIOLIA;
PINA-RODRIGUES, 1995), aspecto que também pode ser observado, no presente
estudo, para Eugenia involucrata. Este fato pode estar relacionado com as possiveis
diferencas que ocorrem dentro dos grupos ecoldgicos, 0s quais requerem
determinadas condicbes de temperatura, luz e umidade para o seu bom
desenvolvimento. Além disso, essas alteracdes podem interferir no crescimento de
plantas oriundas de sementes, podendo se manifestar em caracteristicas como a
dorméncia de sementes (FIGLIOLIA; PINA-RODRIGUES, 1995).

Ao contrario do que ocorre para Eugenia involucrata, um dos melhores
substratos para serem utilizados em testes de germinagdo em sementes de Acacia
mangium (Acécia-australiana) (Mimosaceae) foi o papel filtro (SILVA; AGUIAR,
2004). O papel filtro também proporcionou as maiores médias de porcentagem e
velocidade de germinacdo em sementes de Anadenanthera macrocarpa (Angico-
branco) (Fabaceae) (OLIVEIRA et al., 2012).
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Para a utilizacdo do substrato de papel deve-se verificar se h4 a presenca de
substancias quimicas toxicas, prejudiciais as sementes (WILLAN, 1991). O papel
filtro é de facil manuseio, resistente, pratico, esterilizavel e ocupa pouco espaco, no
entanto, é necessario o seu umedecimento periodico. Este tipo de substrato ndo é
indicado para sementes redondas devido a possibilidade de ocorrer deslocamento
durante o seu manuseio (FIGLIOLIA; PINA-RODRIGUES, 1995). Além disso, é
importante que o substrato ndo apresente barreiras fisicas ao crescimento das
plantulas e seja inerte (PINA-RODRIGUES; VIEIRA, 1988). Entre os substratos mais
utilizados, descritos nas Regras de Analise de Sementes (RAS), esta o papel filtro
(BRASIL, 2009).

Para a variavel emisséo de parte aérea, houve efeito significativo somente do
fator principal dias de avaliacdo (p= 0,0028) (Figura 7), em que a equacao estimada
ajustou-se a um modelo quadratico (MET= 1,73). Nao foi observado efeito
significativo para o fator principal lote (p= 0,2658) e nem para a interagao entre os
fatores lote e dias de avaliacdo (p= 0,2977). Observou-se, de maneira geral, que a
emissdo de parte aérea foi maior ao final do periodo de avaliagdo, 42 dias, mas,
mesmo assim, apresentou uma porcentagem muito reduzida (1%).

A baixa emissao da parte aérea pode estar relacionada ao ataque de fungos
identificados associados as sementes, como dos géneros Alternaria sp. e Fusarium
sp., evidenciado no experimento anterior. Esses géneros quando associados as
sementes, podem causar grandes prejuizos na sua formacdo, influenciando a
qualidade fisiolégica. Além disso, Alternaria sp. tem causado a reducdo na

germinacdo em sementes florestais (ROTEM, 1995).
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Figura 7 - Emissdo da parte aérea (%) observada em sementes de Eugenia
involucrata DC. (Cerejeira-do-mato), provenientes de dois lotes
diferentes, germinadas em papel filtro em funcdo do periodo de
avaliacado em dias.
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Fonte: Autor. Santa Maria, RS, UFSM, 2016.

Para a variavel contaminacdo fungica, foi observada interacdo significativa
entre os fatores principais (lotes e dias de avaliacdo) (p= 0,0000) (Figura 8), em que
a equacéao estimada ajustou-se a um modelo linear para ambos os lotes. Observou-
se que o lote 2 apresentou maior porcentagem de contaminantes flingicos em
relacdo ao lote 1.

Observou-se, também, que conforme progredia os dias de avaliacdo houve
uma maior proliferacdo dos micélios fungicos, em ambos os lotes. Porém, ocorreu
uma estabilizacdo da contaminacdo apo6s 35 dias de avaliacdo para o lote 2,
obtendo-se 11% de sementes infestadas ja, para o lote 1, obteve-se 6% de

sementes com contaminantes fungicos ao final do periodo de avaliagéo.
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Figura 8 - Contaminacdo fangica (%) observada em sementes de Eugenia
involucrata DC. (Cerejeira-do-mato), provenientes de dois lotes
diferentes, germinadas em papel filtro.
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Fonte: Autor. Santa Maria, RS, UFSM, 2016.

O potencial germinativo das sementes pode ser afetado pela presenca de
micro-organismos (FERRAZ; CALVI, 2010), uma vez que o experimento é conduzido
em ambiente e condi¢gbes ideais ao desenvolvimento ndo apenas das sementes,
mas também de fungos ocasionando, muitas vezes, que lotes sejam eliminados por
nao atingirem indices satisfatérios de germinacdo (DE OLIVEIRA et al., 2012). De
maneira geral, foram observadas porcentagens reduzidas de contaminacéo fungica,
0 que pode ser atribuido ao tratamento de desinfestacao superficial das sementes e,
também, de assepsia das caixas gerbox e papel filtro. Igualmente, pode-se supor
gue o ambiente em que foi conduzido o teste pode ndo ter sido propicio a
proliferacdo dos micélios fungicos.

3.4.6 Desinfestacdo superficial de dois lotes de sementes de Eugenia
involucrata DC.

Houve interacdo significativa apenas entre os fatores principais lote e

concentracdo dos agentes desinfestantes para a varidvel contaminacao fangica (p=
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0,0020), em que a equacao estimada ajustou-se em um modelo quadratico para o
lote 1 (MET= 2,25) e em um modelo linear para o lote 2, conforme exposto na Figura
9. De maneira geral, a desinfestacdo foi mais eficiente no lote 1 quando comparado
ao lote 2, o que esta de acordo com a relativamente melhor sanidade observada
neste lote. No lote 2, os melhores controles foram observados com o emprego da
maior concentracao testada (3,5%), ao contrario do observado para o lote 1. Os
resultados obtidos indicam que a sanidade do lote de sementes esta diretamente
relacionada a eficiéncia do tratamento de desinfestacdo superficial aplicado. Em
sementes de Myrciaria spp (Jabuticabeira) (Myrtaceae), a concentracdo 5% de
NaClO na assepsia foi mais eficiente que 2,5%, sendo observadas médias de
contaminacao de 2 e 12% respectivamente (PICOLOTTO et al., 2007).

Figura 9 - Contaminacdo fungica (%) observada em sementes de Eugenia
involucrata DC. (Cerejeira-do-mato) ap0s o0s tratamentos de

desinfestacdo superficial durante 20min de agitacdo, aos 30 dias de
cultivo in vitro.

Lote 1 Lote 2

100
90

=
.S ?g Lote 2
£ 60 y = -26,169x + 99,065
< R?=0,9991
o 50 )
§ :g Lote1
€ 5 y =20,199x2 - 90,792x + 99,827
2 1 R? =0,9998
o
© o0
-100,5 1,5 25 35

Concentragdo dos agentes desinfestantes (v/v)

Fonte: Autor. Santa Maria, RS, UFSM, 2016.

Varios produtos sdo utilizados para a desinfestacdo de sementes, entre eles,
destaca-se o NaClO, que é comumente utilizado para eliminagdo de contaminantes
superficiais de material vegetal, assim como no controle de organismos patogénicos

(COUTINHO et al., 2000). O mecanismo de acdo do cloro ndo € bem conhecido,
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embora algumas hipo6teses sugiram que had uma combinacdo com proteinas da
membrana celular dos micro-organismos, assim formando compostos toxicos e
levando a inibicdo das enzimas essenciais (DONINI et al., 2005). Tanto NaCIlO
quanto Ca(ClO)2, tém se mostrado eficazes na desinfestacdo de sementes,
eliminando fungos e bactérias, e assim, aumentando o numero de plantulas
germinadas a partir de sementes tratadas (NASCIMENTO et al., 2007).

De maneira semelhante aos resultados obtidos no presente estudo, sementes
de Parapiptadenia rigida (Angico-vermelho) (Fabaceae) apresentaram 100% de
contaminacdo fangica quando ndo foram submetidas ao tratamento de
desinfestacdo com NaClO (COUTO et al., 2004). Em outro estudo com essa mesma
espécie, o emprego do agente desinfestante NaCIO a 2,5 e 5,0% durante 30 e
15min, respectivamente, resultou nas maiores porcentagens de germinacdo para
essas sementes (85% e 80% respectivamente) e proporcionou as menores
porcentagens de contaminacédo fungica e bacteriana (40% e 50% respectivamente)
(NASCIMENTO et al., 2007).

A assepsia das sementes realizada com NaClO diminui a incidéncia de
fungos associados as sementes das espécies florestais (MUNIZ et al., 2007). A
concentracdo e o tempo de exposicdo das sementes ao NaClO séo fatores
importantes para promover germinacdo in vitro livre de agentes patdgenos
prejudiciais as sementes (BEVILACQUA et al., 2011).

Para a contaminacdo bacteriana foi observado efeito significativo para a
interacdo entre os fatores principais (lote e concentragdo dos agentes
desinfestantes) (p=0,0491) (Figura 10), em que a equacéao ajustou-se em um modelo
quadratico para o lote 1 (MET= 2,25) e em um modelo linear para o lote 2.
Observou-se que os agentes desinfestantes, ndo foram eficientes no controle da
contaminacdo das sementes; contudo seu emprego reduziu a incidéncia desses

micro-organismos quando comparados a testemunha (Figura 10).
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Figura 10 - Contaminagao bacteriana (%) observada em sementes de Eugenia
involucrata DC. (Cerejeira-do-mato), apdés o0s tratamentos de
desinfestacdo superficial durante 20min de agitacdo, aos 30 dias de
cultivo in vitro.
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Fonte: Autor. Santa Maria, RS, UFSM, 2016.

Sementes de Calendula officinalis (Caléndula) (Asteraceae), que foram
submetidas a solugéo de NaClO a 2,5%, apresentaram uma significativa redugéo na
contaminacdo por fungos (média de contaminacdo de 15%) e bactérias (10%)
(BEVILACQUA et al.,, 2011), de maneira semelhante ao que foi observado no
presente trabalho. Em sementes de Swietenia macrophylla (Mogno) (Meliaceae) os
tratamentos que proporcionaram as menores médias de contaminacdo por bactéria
(9,52%) foram aqueles em que as sementes foram desinfestadas com 2,5% de
NaClO, durante 10 ou 30min (COUTO et al., 2004).

Ainda em relacdo a contaminacdo bacteriana, foi observada uma menor
incidéncia de bactérias no lote 1 (33,33%), diferindo estatisticamente do lote 2
(59,52%) (Tabela 4), corroborando os resultados observados em relacdo a
associacdo com fungos. Mesmo na presenca de fungos e/ou bactérias, as sementes
de Parapiptadenia rigida (Angico-vermelho) (Fabaceae) germinaram, indicando que
esses micro-organismos nao limitaram o processo de germinacdo (NASCIMENTO et

al., 2007), o que pode ser igualmente verificado no presente estudo.
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Tabela 4 - Contaminacédo bacteriana (%), emissdo de radicula (%) e emissédo de
parte aérea (%), observadas em sementes de Eugenia involucrata DC.
(Cerejeira-do-mato) independentemente do tratamento de desinfestacao
superficial com hipoclorito de célcio ou hipoclorito de sodio (a 0%, 1,5%,
2,5% ou 3,5%) durante 20min de agitagéo, aos 30 dias de cultivo in vitro.

Contaminagéo Emisséo de Emisséo de parte
bacteriana (%) radicula (%) aérea (%)
Lote
1 33,33 a* 53,57 a 16,67 a
2 59,52 b 27,38 b 4,67b
Média 46,43 40,48 10,71
v 8,03 7,92 7,56

*Na coluna, médias seguidas pela mesma letra mindscula, nao diferem significativamente pelo teste F

ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra ‘a’ representa o resultado mais favoravel para as
., . . < . . ~ cv . . . ~ ,
variaveis analisadas. IV (Indice de variacdo) = 7y €M que CV= coeficiente de variacdo e N= numero

de repeticdes.
Fonte: Autor. Santa Maria, RS, UFSM, 2016.

Para a emisséo de radicula (p= 0,0009) e emisséo de parte aérea (p= 0,0433)
houve efeito significativo apenas do fator principal lote de sementes (Tabela 4). Para
essas duas variaveis, assim como verificado para a contaminacdo bacteriana, foi
observado que o lote 1 apresentou as médias mais satisfatérias, as quais diferiram
estatisticamente daquelas observadas para o lote 2. Este resultado pode estar
relacionado ao menor tempo de armazenamento das sementes e/ou a melhor
qualidade sanitaria do lote 1. A germinacdo de sementes de Louro-pardo (Cordia
trichotoma) oscilou entre lotes, o que pode ser devido a variagdo de cada arvore
matriz e seu micro-habitat (FELIPPI et al., 2012), o que pode ser observado para a

espécie em estudo.

3.4.7 Emergéncia de plantulas de Eugenia involucrata DC. provenientes de dois

lotes de sementes em diferentes substratos

Houve interacao significativa entre os fatores principais lote e substrato para a
emergéncia de plantulas (p= 0,0000) (Tabela 5) e para o indice de velocidade de
emergéncia (IVE) (p= 0,0000) (Tabela 6). Observou-se, para a emergéncia de

plantulas, que os lotes apresentaram respostas divergentes em relacdo aos
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diferentes substratos e suas combinagdes. A maior porcentagem média de
emergéncia (96%) foi observada, no lote 1, quando o substrato utilizado foi entre
vermicultita (tratamento 4), a qual diferiu significativamente das demais médias
observadas para este lote e, também, da média correspondente a este tratamento
(80%), quando foi avaliado o lote 2 (Tabela 5). Embora as sementes dos lotes
avaliados tenham apresentado altas porcentagens médias de emergéncia de
plantulas quando cultivadas entre vermiculita, de maneira geral, foi na presenca de

areia que as plantulas obtiveram desenvolvimento mais promissor (Figura 11).

Tabela 5 — Médias de emergéncia de plantulas (%) de Eugenia involucrata DC.
(Cerejeira-do-mato) semeadas em substrato areia e/ou vermiculita,
apos 100 dias.

Lote
Tratamentos

Lote 1 Lote 2 Média
1 (areia:areia) 0,00 Bd* 68,00 Ab 34,00
2 (areia:vermiculita) 56,00 Bc 80,00 Aa 68,00
3 (vermiculita:areia) 84,00 Ab 64,00 Bb 74,00
4 (vermiculita:vermiculita) 96,00 Aa 80,00 Ba 88,00
Média 59,00 73,00 66,00

\Y, 1,54

*Médias seguidas de letras diferentes, mailscula na linha e minlscula na coluna, diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra ‘a’

. L . s . . - . . ~ cv
representa o resultado mais favoravel para as variaveis analisadas. 1V (Indice de variacdo) = v €m

Vi
gue CV= coeficiente de varia¢cdo e N= numero de repeti¢bes.
Fonte: Autor. Santa Maria, RS, UFSM, 2016.

Durante a avaliagdo do experimento, foi observado que os tratamentos que
continham areia na camada superior necessitavam de regas em maiores
quantidades, provavelmente, isso se deve a uma maior evaporagdo da agua neste
caso. Diante desta observacao, colocou-se uma folha de papel aluminio sobre a
tampa das caixas do lote 1 aos 36 dias ap0s a semeadura, afim de evitar uma
evaporacao excessiva. Essa alta evaporacgéo pode ter prejudicado a emergéncia das
plantulas do lote 1, visto que sementes recalcitrantes sao incapazes de desenvolver
mecanismos de protecdo a desidratacdo (PAMMENTER; BERJAK, 2000),
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desencadeando, assim, processos deterioraveis, como a desnhaturacdo de proteinas,
alteracbes na atividade das enzimas peroxidases e danos no sistema de
membranas, resultando na completa perda de viabilidade das sementes (NAUTIYAL,;
PUROHIT, 1985). J4, para o lote 2, as folhas de papel aluminio foram colocadas
sobre as tampas logo no inicio do experimento, o que pode justificar a emergéncia
das plantulas nesse tratamento.

O mesmo foi verificado quando foi utilizada areia para a germinacdo de
sementes de Adenanthera pavonina (Olho-de-dragdo), em que foram verificadas
dificuldades para manter a umidade do substrato, havendo desuniformidade na
capacidade de retencéo e distribuicdo da agua (FANTI; PEREZ, 1999). A reposicdo
da umidade deve-se ao fato deste substrato drenar a agua, fazendo que a parte
superior fique ressecada (FIGLIOLIA et al., 1993). E provavel que a capacidade de
retencdo de &gua de cada substrato, aliada as caracteristicas intrinsecas que
regulam o fluxo de &gua para as sementes possam ter influenciado nesses
resultados. Muitas vezes, a variacdo na disponibilidade de agua dos substratos pode
causar prejuizos a germinacdo das sementes, provocando diferencas entre as
médias (PETERSON; COOPER, 1979).

A areia é muito utilizada como substrato para a germinacédo de sementes. Sua
utilizacdo é recomendada em testes de germinacdo, devido a minimizacdo do
ataque de fungos (BRASIL, 1992). A escolha do substrato deve ser realizada de
acordo com sua eficiéncia, considerando caracteristicas como o tamanho da
semente, necessidades de agua e luz, facilidade de contagem e avaliacdo das
plantulas (POPINIGIS, 1977).

As caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do substrato utilizado, devem
proporcionar condicbes favoraveis para a germinacdo e o desenvolvimento de
mudas (MINAMI; PUCHALA, 2000). Além disso, as diferencas nas caracteristicas
dos substratos como estrutura, aeracéo, pH, capacidade de retencéo de agua e grau
de infestacdo de patégenos podem favorecer ou prejudicar a germinagdo das
sementes e o0 desenvolvimento das plantas (BARBOSA; BARBOSA, 1985;
CARVALHO; NAKAGAWA, 2000; SILVA et al., 2001).

Para a espécie Handroanthus chrysotrichus (Ipé-amarelo) (Bignoniaceae), o
substrato areia foi 0 mais favoravel para a germinacao e o crescimento das plantulas
(MARTINS et al., 2008), assim como para sementes de Mimosa regnellii (Juquiri)

(Fabaceae), em que a areia proporcionou boas taxas germinativas (FOWLER,;
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CARPANEZZI, 1997). Para Caesalpinia pyramidalis (Catingueira) (Caesalpinaceae),
0 substrato areia juntamente com a vermiculita, proporcionaram as condi¢cdes
adequadas para a germinacao das sementes (LIMA et al., 2011).

Conforme ja mencionado anteriormente, ao observar a emergéncia das
plantulas entre os dois substratos empregados no experimento, notou-se que as
plantulas ndo se desenvolveram de maneira eficiente quando a vermiculita estava
disposta acima das sementes, ao contrario do observado com o substrato areia
(Figura 11). O substrato vermiculita apresenta potassio (K) e magnésio (Mg)
disponiveis em sua composicdo (FILGUEIRA, 2000), os quais podem ter prejudicado
o desenvolvimento das folhas e o crescimento adequado das mesmas. Desse modo,
sugere-se a realizacdo de estudos visando elucidar esse possivel efeito dos teores
de K e Mg do substrato vermiculita no desenvolvimento de plantulas de Eugenia

involucrata.

Figura 11 - Desenvolvimento de plantulas de Eugenia involucrata DC. (Cerejeira-do-
mato), a partir de sementes provenientes do lote 2, apés 100 dias da
semeadura. a - Plantulas emergidas em substrato areia, b — Plantulas
emergidas em substrato vermiculita.

Fonte: Autor. Santa Maria, RS, UFSM, 2016. Barra = 1cm.

De maneira geral, a utilizacdo de vermiculita tem sido recomendada para
espécies florestais, sendo mais eficiente quando disposta sobre ou entre sementes
(FIGLIOLIA; PINA-RODRIGUES, 1995). J4 a areia é considerada um constituinte
inerte, que ndo contém nutrientes nem apresenta propriedades coloidais (BEZERRA

et al., 2002), o que pode ter beneficiado a emergéncia das plantulas.
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Sementes de Erythrina velutina (Corticeira) (Fabaceae) colocadas para
germinar no substrato vermiculita, apresentaram média de emergéncia de 98%
(ALVES et al, 2008). Sementes de Zeyhera tuberculosa (Ipé-felpudo)
(Bignoniaceae) (RAMOS et al., 2003) e Hymenaea intermedia (Jatoba)
(Leguminosae) (MELO et al., 2004), também exibiram maior eficiéncia na
germinacao e emergéncia de plantulas em presenca de vermiculita. Por outro lado,
esse substrato ndo foi recomendado para testes de vigor de sementes e avaliacao
das plantulas de Phoenix roebelenii (Palmeira-fénix) (Arecaceae) (IOSSI et al.,
2003).

Para o indice de velocidade de emergéncia (IVE), assim como para
emergéncia de plantulas, foi verificado que as sementes semeadas entre vermiculita
(tratamento 4), apresentaram maior média (0,23) no lote 1, as quais diferiram
significativamente das demais (Tabela 6). J& para o lote 2 observou-se que tanto
entre vermiculita (tratamento 4) quanto entre areia e vermiculita (tratamento 2)
resultaram médias superiores e que ndo diferiram significativamente entre si. De
maneira semelhante, em sementes de Mimosa caesalpiniifolia (Sansédo-do-campo)
(Mimosaceae) o0 substrato vermiculita também promoveu resultados mais
satisfatorios na emergéncia e no desenvolvimento inicial de plantulas (NOGUEIRA et
al., 2012). Igualmente para Dipteryx alata (Baruzeiro) (Fabaceae), este substrato
proporcionou maior indice de velocidade de emergéncia e, também, maior

porcentagem de emergéncia das plantulas (OLIVEIRA et al., 2014).
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Tabela 6 — indice de velocidade de emergéncia (IVE) de plantulas de Eugenia
involucrata DC. (Cerejeira-do-xmato) apds a semeadura em substrato
areia e/ou vermiculita, apés 100 dias da semeadura.

IVE
Tratamentos

Lote 1 Lote 2 Média
1 (areia:areia) 0,00 Bd* 0,17 Ab 0,08
2 (areia:vermiculita) 0,14 Bc 0,19 Aa 0,16
3 (vermiculita:areia) 0,20 Ab 0,16 Bc 0,18
4 (vermiculita:vermiculita) 0,23 Aa 0,19 Aa 0,21
Média 0,14 0,18 0,15

\Y, 0,98

*Médias seguidas de letras diferentes, mailscula na linha e mindscula na coluna, diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra ‘a’

. , ., . . - . . ~ cv
representa o resultado mais favoravel para as variaveis analisadas. 1V (Indice de variacdo) = 7y em

gue CV= coeficiente de variacdo e N= nimero de repeti¢cdes.
Fonte: Autor. Santa Maria, RS, UFSM, 2016.

A escolha do substrato adequado € um dos fatores mais complexos em se
tratando de germinacdo de sementes de espécies florestais, sendo que a escolha
errada pode ocasionar a nulidade ou irregularidade no processo germinativo, ma
formacdo de mudas e o surgimento de doencas (BRAUWERS; CAMARGO, 2000).
Por isso, € fundamental a realizacdo de pesquisas acerca dos substratos mais
apropriados para cada espécie vegetal, permitindo que esse forneca condicdes
basicas para o bom desenvolvimento das plantulas, e consequentemente, refletindo

na producdo de mudas de alta qualidade.

3.5 CONCLUSOES

Os principais géneros fungicos associados as sementes de Eugenia
involucrata, nos lotes avaliados, sdo Fusarium sp., Rhizoctonia sp. e Penicillium sp.,
além de outros de menor incidéncia, como Alternaria sp., Botrytis sp., Epicoccum sp.
Aspergillus sp., Phoma sp., Cladosporium sp. e Curvularia sp.

O lote 2 apresenta significativamente menor qualidade sanitaria que o lote 1

em relacdo aos géneros Rhizoctonia sp., Phoma sp. e Curvularia sp.
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Nos dois lotes de sementes avaliados a emisséo de radicula inicia-se dentro
do periodo compreendido entre 14 e 28 dias apés a semeadura.

A germinacdo de sementes de Eugenia involucrata aos 42 dias, em substrato
papel, resulta em baixa média de emissao de radicula e parte aérea.

O lote 2, quando avaliado em substrato papel, apresenta relativamente maior
qualidade fisioldgica mesmo apoés tendo sido armazenado por maior periodo.

A sanidade, sob o ponto de vista quali-quantitativo, do lote de sementes de
Eugenia involucrata esta diretamente relacionada a eficiéncia do tratamento de
desinfestacdo superficial aplicado no que diz respeito a contaminacao fangica.

A contaminacao bacteriana em sementes de Eugenia involucrata é controlada
pela imersdo durante 20 min em hipoclorito de sédio ou hipoclorito de calcio
(solucdes a 1,5, 2,5 ou 3,5%), mas néo é eficiente.

O lote 1 apresenta melhor desempenho na germinacao in vitro em relacdo a
contaminacao microbiana, emissao de radicula e formacgéo de parte aérea.

Os lotes apresentam desempenho diferenciado no que diz respeito a
emergéncia de plantulas aos 100 dias ap0s a semeadura, sendo que, para o lote 1,
as maiores médias sao obtidas entre vermiculita (96%) enquanto para o lote 2, 0s
substratos entre areia e vermiculita (80%) e entre vermiculita (80%) ndo diferem
significativamente entre si. Contudo somente ha desenvolvimento da parte aérea
guando as plantulas de Eugenia involucrata sdo semeadas com uma camada de
areia disposta sobre as sementes.

O grau de umidade de sementes de Eugenia involucrata do lote 1 € de
48,70% decorridos 10 dias da coleta e para o lote 2 é de 41,64% decorridos 51 dias
da coleta. Apb6s seis meses de armazenamento, as sementes do lote 2
apresentaram 40,24% de umidade.

O peso médio de mil sementes de Eugenia involucrata do lote 1, avaliado 10
dias apés a coleta, é de 453,90g, correspondendo a 2.203 sementes kg; enquanto
para o lote 2, avaliado 51 dias apds a coleta, é de 498,609, correspondendo a 2.006
sementes kg2.

O comprimento médio de sementes de Eugenia involucrata do lote 1, avaliado
aos 20 dias apos a coleta, é de 9,99 + 1,39 mm, largura média de 8,70 + 1,07 mm e
espessura média de 5,77 = 1,11 mm; enquanto do lote 2, avaliado 60 dias apds a

coleta, € de 11,67 + 1,35 mm, 9,15 + 0,91 mm e 7,20 = 1,16 mm respectivamente.
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As sementes do lote 2 sdo maiores, em decorréncia disso apresentam maior
peso meédio de mil sementes e, em consequéncia do maior periodo de

armazenamento apresentam menor teor umidade.
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4 CAPITULO I

ESTABELECIMENTO IN VITRO DE EXPLANTES DE Eugenia involucrata De

Candolle

4.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo avaliar aspectos da desinfestacao
superficial e fatores quimicos do meio nutritivo para o cultivo in vitro de Eugenia

involucrata DC.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar e selecionar a concentracdo mais eficiente de agentes desinfestantes
para o0 controle da contaminacdo microbiana de segmentos nodais de
Eugenia involucrata.

e Avaliar a influéncia de diferentes valores de pH no estabelecimento in vitro de
segmentos nodais de Eugenia involucrata.

e Avaliar o efeito de diferentes concentracdes de sacarose no estabelecimento
in vitro de segmentos nodais de Eugenia involucrata.

e Avaliar o efeito de diferentes concentracées de agar no estabelecimento in

vitro de segmentos nodais de Eugenia involucrata.
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4.3 MATERIAL E METODOS

Nos experimentos foram utilizados, como doadores de explantes, espécimes
de Eugenia involucrata cultivados em casa de vegetacdo com aproximadamente 8
anos de idade. Além de irrigacBes diarias, as plantas receberam, semanalmente,
400mL de solucédo de nitrogénio, fésforo e potassio (N P-K: 5-20-20) a 1,59 L? e,
quinzenalmente, 400mL de solucédo a 1g L de nitrogénio (ureia). Semanalmente, e
no dia anterior a coleta dos explantes, pulverizaram-se as plantas até seu
encharcamento total com solucdo a base de Orthocide500PM®  (N-
(trichloromethylthio)cyclohex-4-ene-1,2-dicarboximide) a 1,59 L? e Sulfato de
Estreptomicina a 0,1g L, este processo teve como objetivo um pré-tratamento,
auxiliando na posterior desinfestacao dos explantes.

Foram utilizados, como explantes, segmentos nodais que nao fossem
extremamente lenhosos e o segmento apical caulinar do ramo foi excluido, para
reduzir a variacado entre 0os explantes, Durante a coleta, as brotacdes foram imersas
em agua destilada contendo 1,5g L' do fungicida Orthocide500PM®, 0,1g L* de
Sulfato de Estreptomicina, visando realizar uma pré-desinfestacéo das brotacoes, e,
também, 1g L de acido ascoérbico, para diminuir a ocorréncia de oxidacdo fendlica
nos explantes, conforme metodologia de Golle (2013). No laboratério, as brotacbes
foram lavadas com o auxilio de agua corrente e detergente comercial e, apds, foram

enxaguadas duas vezes com agua destilada.

4.3.1 Efeito de [Ca(ClO)2] e de NaClO na desinfestacdo superficial de

segmentos nodais de Eugenia involucrata DC.

Os tratamentos avaliados neste experimento consistiram na imersao de
segmentos nodais de Eugenia involucrata em solucdo de hipoclorito de calcio
[Ca(ClO)2] (O; 2,0; 2,5 ou 3,0%) seguida pela imersédo em solucao de hipoclorito de
sédio (NaClO) (0; 2,0; 2,5 ou 3,0%), durante 15min. Os tratamentos receberam uma
codificacdo e consistiram da imersdo subsequente em solugbes de Ca(ClO): e
NaClO respectivamente:

T1: testemunha (auséncia de agente desinfestante)
T2: 2,0% e 2,0%
T3:2,0% e 2,5%
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T4:2,0% e 3,0%
T5:2,5% e 2,0%
T6: 2,5% e 2,5%
T7:2,5% e 3,0%
T8: 3,0% e 2,0%
T9: 3,0% e 2,5%
T10: 3,0% e 3,0%

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
arranjo unifatorial, com oito repeticdes contendo dois explantes cada, totalizando 80
frascos e 160 explantes. Em camara de fluxo laminar, os explantes foram expostos,
por 1min, a solucdo de etanol a 70% (v/v). Posteriormente, estes foram submetidos
a imersao nas respectivas concentracdes dos agentes desinfestantes e, apds, foram
enxaguados trés vezes com agua destilada e autoclavada.

O meio nutritivo utilizado foi o MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), cuja
concentracdo de sais foi reduzida a metade (*2MS), acrescido de 30g L' de
sacarose, 0,059 L de mio-inositol, 7g L* de agar e 1g L de polivinilpirrolidona
(PVP). O pH foi ajustado para 5,7, anteriormente a solidificacdo com agar, e apos, o
meio nutritivo foi autoclavado a 121°C e latm, durante 15min. Os frascos foram
vedados com papel aluminio e as culturas foram mantidas em sala de crescimento
com temperatura controlada de 25+2°C, fotoperiodo de 16h e intensidade luminosa
de 20umol m2s, obtida a partir de lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do
dia.

Apoés 30 dias de cultivo in vitro, foram avaliadas as variaveis: sobrevivéncia
(indicada pela coloracdo verde do explante), estabelecimento (determinado pelo
desenvolvimento de primordios foliares no explante), contaminacdo fungica
(presenca de micélios fangicos junto aos explantes e/ou no meio nutritivo) e
contaminacdo bacteriana (presenca de colbnias bacterianas junto aos explantes

e/ou no meio nutritivo), todas expressas em porcentagem.

4.3.2 Efeito de diferentes valores de pH no desenvolvimento in vitro de

segmentos nodais de Eugenia involucrata DC.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em

arranjo bifatorial 6x2, em que o fator “A” correspondeu a valores de pH e o fator “B”,
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aos periodos de cultivo. A unidade experimental foi composta por um frasco de vidro
com capacidade para 150mL, contendo 30mL de meio nutritivo MS, cuja
concentracdo de sais foi reduzida a metade (¥2MS), e trés explantes, sendo
utilizadas 10 repeticdes, totalizando 60 unidades experimentais e 180 explantes.
Foram acrescentados ao meio nutritivo: 30g L* de sacarose, 50mg L?! de mio-
inositol, 1g L'* de PVP e 7g L de 4gar. O pH foi ajustado conforme o tratamento, a
saber:

T1: 4,0;

T2:4,5;

T3:5,0;

T4:5,7,

T5: 6,0;

T6: 6,5.

O pH, conforme o tratamento, foi ajustado anteriormente a solidificacdo com
agar, e na sequéncia, o meio nutritivo foi autoclavado a 121°C e latm de pressao
durante 15min. Anteriormente a inoculacdo em meio nutritivo, em camara de fluxo
laminar, os explantes foram expostos, por 1min, a solucdo de etanol a 70% (V/v),
seguido de um enxague com &gua destilada e autoclavada. Apds, os explantes
foram imersos em solugéo de NaClO a 2,0% por 15min e, em seguida, em solugéo
de [Ca(ClO)z] a 3,0% durante 15min. Posteriormente, os explantes passaram por
trés enxdgues com agua destilada e autoclavada. Na sequéncia, os frascos foram
vedados com papel aluminio e mantidos em sala de crescimento com temperatura
controlada de 25+2°C, fotoperiodo de 16h e intensidade luminosa de 20umol m2 s,
obtida a partir de lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia.

Aos 30 e aos 60 dias de cultivo in vitro foram realizadas avaliacdes,
observando-se as seguintes variaveis: sobrevivéncia (indicada pela coloragéo verde
do explante), estabelecimento (determinado pelo desenvolvimento de primordios
foliares no explante), contaminacao fungica (presenca de micélios fangicos junto aos
explantes e/ou no meio nutritivo), contaminacdo bacteriana (presenca de col6nias
bacterianas junto aos explantes e/ou no meio nutritivo) e oxidacdo fendlica

(escurecimento dos explantes), todas expressas em porcentagem.
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4.3.3 Efeito de diferentes concentracbes de sacarose no desenvolvimento in
vitro de segmentos nodais de Eugenia involucrata DC.

Este experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
em arranjo unifatorial, com seis tratamentos e seis repeticbes cada, com um total de
36 unidades experimentais e 72 explantes. A unidade experimental foi composta por
um frasco de vidro com capacidade para 150mL, contendo 30mL de meio nutritivo
MS, cuja concentracdo de sais foi reduzida a metade (*2MS), e dois explantes.
Foram acrescentados ao meio nutritivo: 50mg L* de mio-inositol, 1g L'* de PVP e 7g
Lt de A&gar. Os tratamentos consistram na suplementacdo de diferentes
concentracfes de sacarose ao meio nutritivo, a saber:

T1:0g L?;

T2:10g L;

T3:20g L,

T4:30g L1;

T5: 409 L1;

T6: 509 L.

O pH foi ajustado para 6,0, conforme resultado obtido no experimento
anterior, anteriormente a solidificacdo com &gar, e na sequéncia, o meio nutritivo foi
autoclavado a 121°C e latm de pressao durante 15min. Previamente a inoculacao,
em camara de fluxo laminar, os explantes foram expostos por 1min a solucédo de
etanol a 70% (v/v), seguido de um enxdgue com agua destilada autoclavada. Apos,
foram imersos em solugédo de NaClO a 2,0% por 15min e, em seguida, em solugéo
de [Ca(ClO)z] a 3,0% durante 15min. Posteriormente, os explantes passaram por
trés enxagues com agua destilada e autoclavada. Em seguida, os frascos foram
vedados com papel aluminio e mantidos em sala de crescimento com temperatura
controlada de 25+2°C, fotoperiodo de 16h e intensidade luminosa de 20umol m=2 s,
obtida a partir de lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia.

Aos 30 dias de cultivo in vitro foi realizada a avaliacdo, observando-se as
variaveis: sobrevivéncia (indicada pela coloracdo verde do explante),
estabelecimento (determinado pelo desenvolvimento de primérdios foliares no
explante), contaminagéo fangica (presenca de micélios fingicos junto aos explantes

e/ou no meio nutritivo), contaminacao bacteriana (presenca de coldnias bacterianas
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junto aos explantes e/ou no meio nutritivo) e oxidacao fendlica (escurecimento dos

explantes), todas expressas em porcentagem.

4.3.4 Efeito de diferentes concentracfes de agar no desenvolvimento in vitro

de segmentos nodais de Eugenia involucrata DC.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
arranjo unifatorial, com sete tratamentos e seis repeticbes cada, totalizando 42
unidades experimentais e 84 explantes. A unidade experimental foi composta por um
frasco de vidro com capacidade para 150mL, contendo 30mL de meio nutritivo MS,
com concentracdo de sais reduzida a metade (¥2MS), e dois explantes. Foram
acrescentados ao meio nutritivo: 30g L de sacarose, 50mg L de mio-inositol e 1g
Lt de PVP. Os tratamentos consistram na suplementacdo de diferentes
concentracdes de agar ao meio nutritivo, a saber:

T1:4g L7

T2: 59 L?;

T3: 69 L7;

T4: 7g L

T5:8g L%;

T6:9g L

T7:10g L.

O pH foi ajustado para 6,0, anteriormente a solidificacdo com &gar, e na
sequéncia, o meio nutritivo foi autoclavado a 121°C e latm de pressdo durante
15min. Previamente a inoculacdo, na camara de fluxo laminar, os explantes foram
expostos durante 1min a solucdo de etanol a 70% (v/v). Apés, foram imersos em
solucdo de NaClO a 2,0% por 15min e, em seguida, em solucdo de [Ca(ClO):] a
3,0% durante 15min. Posteriormente, os explantes passaram por trés enxagues em
agua destilada e autoclavada. Em seguida, os frascos foram vedados com papel
aluminio e mantidos em sala de crescimento com temperatura controlada de
25+2°C, fotoperiodo de 16h e intensidade luminosa de 20umol m?2 s, obtida a partir
de lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia.

Aos 30 dias de cultivo in vitro foi realizada a avaliacdo, observando-se as
variaveis: sobrevivéncia (indicada pela coloracdo verde do explante),

estabelecimento (determinado pelo desenvolvimento de primérdios foliares no
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explante), contaminacgéo fangica (presenca de micélios fungicos junto aos explantes
e/ou no meio nutritivo), contaminacao bacteriana (presenca de colonias bacterianas
junto aos explantes e/ou no meio nutritivo) e oxidacéo fendlica (escurecimento dos

explantes), todas expressas em porcentagem.
4.4 ANALISES ESTATISTICAS

Apoés testar a normalidade dos erros por meio do teste de Kolmogorov-

Smirnov, as médias foram transformadas, pela funcéo m sendo x o valor
observado. As variaveis foram submetidas a anélise de variancia e, quando o valor
de F foi significativo, foi utilizado, para a comparag¢do das meédias, o teste de Tukey
ou Skott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Foi utilizado o pacote
estatistico Sisvar (Sistema para Andlise de Variancia) para Windows® versdo 5.1

(FERREIRA, 2011). Para determinar a precisdo dos ensaios foi estimado o indice de
Variacéo (1V), calculado por 3—; em que o IV é igual ao coeficiente de variagdo (CV)

dividido pela raiz quadrada do numero de repeticdes (N) (PIMENTEL-GOMES,
2009).
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Efeito do [Ca(ClO)2] e NaClO na desinfestagdo superficial de segmentos

nodais de Eugenia involucrata DC.

Houve efeito significativo dos tratamentos para as variaveis sobrevivéncia
(p=0,0454), estabelecimento (p=0,0000), contaminacdo fungica (p=0,0002) e
contaminacgao bacteriana (p=0,0000). De maneira geral, foram observadas elevadas
médias de sobrevivéncia in vitro dos segmentos nodais de Eugenia involucrata
submetidos aos tratamentos de desinfestacdo, exceto na presenca de 2,5% de
[Ca(ClO)2] e 2,0% de NaClO, que, juntamente com a testemunha, proporcionaram as
menores médias (54,12% e 62,25% respectivamente), as quais nado diferiram entre
si (Tabela 7). Esse resultado é de dificil explicacdo, haja vista que concentracdes
dos agentes desinfestantes, tanto inferiores quanto superiores a essas, resultaram
mais eficientes, e implica na necessidade de repeticdo do experimento para dirimir
duvidas em relacéo a sua veracidade.

Para a variavel estabelecimento (Tabela 7), os tratamentos que empregaram
imersdo em solugéo a 3,0% de [Ca(ClO):2] e 2,0 ou 2,5% de NaClO foram os mais
eficientes (78,87% e 79,00% respectivamente), o0s quais nao diferiram
significativamente entre si. J& o emprego de 3,0% de NaClO apds a imersdo em
3,0% de [Ca(ClO):2] reduziu significativamente o estabelecimento in vitro dos
segmentos nodais, possivelmente em fungéo de efeito téxico.

Os valores observados, no presente estudo, para as variaveis sobrevivéncia e
estabelecimento in vitro de segmentos nodais de Eugenia involucrata ratificam a
afirmacdo de que uma alta sobrevivéncia dos explantes nem sempre pode ser usada
como indicativo de que havera similar grau de estabelecimento de plantas a partir
destes fragmentos (ERIG; SCHUCH, 2003).
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Tabela 7 — Sobrevivéncia (%) e estabelecimento (%) in vitro de segmentos nodais de
Eugenia involucrata DC. (Cerejeira-do-mato), aos 30 dias de cultivo in
vitro em meio nutritivo ¥2MS, em fungdo da imersdo sucessiva, por 15
min, em solugbes desinfestantes de diferentes concentragdes de
hipoclorito de célcio [Ca(ClO)z] e hipoclorito de sodio (NaClO).

Tratamento de Sobrevivéncia (%) Estabelecimento (%)

desinfestacao

1 (testemunha) 62,25 b* 33,12 b
2 (2,0%:2,0%)" 78,87 a 24,75 b
3 (2,0%:2,5%) 95,75 a 16,50 b
4 (2,0%:3,0%) 74,75 a 33,00 b
5 (2,5%:2,0%) 54,12 b 8,25 b
6 (2,5%:2,5%) 91,62 a 45,50 b
7 (2,5%:3,0%) 83,00 a 37,25 b
8 (3,0%:2,0%) 95,75 a 78,87 a
9 (3,0%:2,5%) 87,37 a 79,00 a
10 (3,0%:3,0%) 87,25 a 8,25 b

Média 81,07 36,45

v 4,15 6,07

*Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. ** O primeiro percentual corresponde & concentracao
de [Ca(ClO)2] e o segundo, & de NaClO. A letra ‘a’ representa o resultado mais favoravel para as

., . . ° . . ~ cv . . . ~ p
varidveis analisadas. IV (Indice de variacao) = 7y €M que CV= coeficiente de variacdo e N= nimero

de repeticoes.
Fonte: Autor. Santa Maria, RS, UFSM, 2016.

Quanto a variavel contaminacdo fangica, todos os tratamentos foram
eficientes e resultaram em médias que diferiram significativamente da testemunha
(Tabela 8). J4 para a contaminacdo bacteriana (Tabela 8) foi eficiente apenas o
tratamento que utilizou as concentracbes mais elevadas dos dois agentes
desinfestantes, o qual, simultaneamente, promoveu uma reducao significativa do
estabelecimento in vitro. Entretanto, deve-se salientar que, na maioria das vezes, a
presenca de colbnias bacterianas junto aos explantes, embora indesejadas, nao
inviabilizou o estabelecimento in vitro de segmentos nodais de Eugenia involucrata,
ratificando as observagfes de Golle et al. (2013). Contudo, ha que se considerar

que, muitas vezes, a presenca de contaminantes microbianos implica no descarte
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das culturas infectadas, o que reduz a produtividade do trabalho e aumenta custos
de producgéo de mudas (GOLLE et al., 2013).

Tabela 8 — Contaminacdao fungica (%) e contaminacao bacteriana (%) de segmentos
nodais de Eugenia involucrata DC. (Cerejeira-do-mato), aos 30 dias de
cultivo in vitro em meio nutritivo ¥2MS, em funcédo da imersdo sucessiva,
por 15 min, em solucdes desinfestantes de diferentes concentracdes de
hipoclorito de célcio [Ca(CIO)2] e hipoclorito de soédio (NaClO).

Tratamento de Contaminacéo fungica Contaminacgéo
desinfestacao (%) bacteriana (%)
1 (testemunha) 74,75 b 83,25¢c
2 (2,0%:2,0%)** 16,62 a* 91,62 c
3 (2,0%:2,5%) 4,12 a 91,62 c
4 (2,0%:3,0%) 20,62 a 79,00 c
5 (2,5%:2,0%) 25,00 a 95,75 ¢
6 (2,5%:2,5%) 12,50 a 87,25 ¢
7 (2,5%:3,0%) 0,00 a 87,25 ¢
8 (3,0%:2,0%) 20,62 a 37,37b
9 (3,0%:2,5%) 12,50 a 58,12 c
10 (3,0%:3,0%) 0,00 a 4,12 a
Média 18,67 71,54
\Y, 6,84 4,37

*Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. ** O primeiro percentual corresponde & concentracao
de [Ca(ClO)2] e o segundo, & de NaClO. A letra ‘a’ representa o resultado mais favoravel para as

. 2 . . s . . ~ cv . . . ~ -
variaveis analisadas. IV (Indice de variacdo) = 7y €M que CV= coeficiente de variagcdo e N= nimero

de repeticdes.
Fonte: Autor. Santa Maria, RS, UFSM, 2016.

Em testes de estabelecimento in vitro de cultivares de Pyrus spp. (Péra), foi
avaliado o emprego de etanol a 70% e hipoclorito de sédio a 2%, a média de
contaminacgao bacteriana obtida foi de 45,70% em gemas e 18,80% em meristemas
dessa espécie cultivados in vitro (ERIG; FORTES, 2002). Em outro trabalho
realizado com segmentos nodais de Eugenia involucrata, o efeito de [Ca(ClO)z] (a 0O;
0,5; 1,0; 1,5; 2,0 ou 2,5%), aplicado de maneira isolada, ndo foi eficiente em

controlar a contaminagao microbiana (STEFANEL, 2013). Scheurer et al. (2015)
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testaram a combinagdo desses agentes desinfestantes (NaClO e [Ca(ClO)2]) em
menores concentracbes (0, 0,5 ou 1,5%) em segmentos nodais de Eugenia
involucrata, porém nenhum dos tratamentos foi eficiente no controle da
contaminacgao bacteriana, tendo efeito, somente, sobre a contaminacgéao fungica.

Da mesma forma, NaClO, analisando-se seu efeito de maneira isolada, néo
apresentou resultados satisfatérios no controle da contaminacdo em segmentos
nodais de Eugenia involucrata, sendo eficiente sua acdo somente quando associado
ao bicloreto de mercurio (HgCl2) a 0,05% (p/v) por 10min (GOLLE, et al., 2013).

O bicloreto de mercurio tem sido utilizado, na sua forma orgénica, como
inseticida, bactericida e fungicida (BUENO, 1990), porém, € considerado
extremamente toxico, tanto para o ser humano, quanto para a biota, podendo entrar
na corrente sanguinea e causar danos irrepardveis ao sistema nervoso central
(CANELA, 1995). Considerado o exposto, no presente estudo, optou-se por testar o
uso sucessivo dos dois agentes desinfestantes ([Ca(ClO)2] e NaClO), com a
finalidade de, eventualmente, eliminar o emprego de HgCl2 nessa etapa do cultivo in
vitro. No presente estudo, e também em estudos ja realizados anteriormente
(GOLLE, 2010; GOLLE et al., 2013; PAIM, 2011; STEFANEL, 2013), a dificuldade
em controlar a contaminagdo microbiana de segmentos nodais tem sido uma

barreira para o cultivo in vitro de Eugenia involucrata.

4.5.2 Efeito de diferentes valores de pH no desenvolvimento in vitro de

segmentos nodais de Eugenia involucrata DC.

Para a sobrevivéncia foi observado efeito significativo de ambos os fatores
principais, periodo de avaliacdo (p=0,0130) e valores de pH (p=0,0341), ndo sendo
observada interacdo significativa entre eles. J4 para as variaveis contaminacao
bacteriana (média geral de 62,70%) e oxidacao fendlica (média geral de 82,60%),
ndo houve efeito significativo para nenhum fator principal. Em relagédo ao periodo de
avaliacdo, a maior média de sobrevivéncia ocorreu aos 30 dias de cultivo (71,12%),
observando-se um decréscimo significativo aos 60 dias de cultivo in vitro (52,48%), o
que pode ter sido ocasionado pela menor quantidade de nutrientes disponiveis aos
explantes, devido ao maior tempo de permanéncia no mesmo meio nutritivo.

Quanto aos valores de pH, a menor porcentagem média de sobrevivéncia in

vitro foi observada a 5,7 (38,20%), a qual, no entanto, nao diferiu significativamente
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das demais, exceto quando o pH foi ajustado para 6,0 (73,20%) (Tabela 9).
Entretanto, a média de sobrevivéncia observada nas brota¢fes cultivadas em pH 6,0

nao diferiu daquelas obtidas nos demais valores.

Tabela 9 — Sobrevivéncia (%), estabelecimento (%) e contaminacgéo fungica (%) em
segmentos nodais de Eugenia involucrata DC. (Cerejeira-do-mato),
apos a inoculacao em diferentes valores de pH em meio ¥2MS.

Valores de pH  Sobrevivéncia (%) Estabelecimento Contaminacao

(%) fangica (%)

4,5 64,80 ab* 44,75 ab 10,00 a

50 66,20 ab 59,60 a 6,60 a

57 38,20 b 21,55b 44,95 b

6,0 73,20 a 69,90 a 10,00 a

6,5 66,60 ab 49,90 ab 29,95 ab
Média 61,80 49,14 20,30

\Y, 5,69 6,34 7,28

*Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra ‘a’ representa o resultado mais favoravel para as

., . . ° . . ~ cv . . . ~ -
varidveis analisadas. IV (Indice de variacdo) = —, em que CV= coeficiente de variacdo e N= namero

VN
de repeticoes.
Fonte: Autor. Santa Maria, RS, UFSM, 2016.

Os valores de pH normalmente utilizados nos cultivos in vitro s&o em torno de
5,6 a 5,8, pois nesses valores todos os ions estdo em solucdo e sao facilmente
disponibilizados para as células. Além disso, esses valores sdo proximos daquele
que, em condi¢des naturais, envolvem as células vegetais (CANHOTO, 2010). Para
as culturas propagadas in vitro, o pH em torno de 5,7 é o mais utilizado (XAVIER et
al., 2009), porém, no presente estudo, este valor de pH nao foi favoravel a
sobrevivéncia in vitro dos segmentos nodais de Eugenia involucrata. Diante do
resultado obtido, recomenda-se a repeticdo do experimento afim de dirimir davidas
em relacao a sua veracidade.

Para o estabelecimento in vitro, assim como foi observado para a
sobrevivéncia, o valor de pH ajustado para 5,7 proporcionou o pior resultado (média

de 21,55%) (Tabela 9). Contudo, novamente da mesma maneira, essa média
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somente diferiu daquela que resultou do cultivo em pH 6,0 (69,90%), a qual n&o
diferiu das restantes (Tabela 9).

Explantes de Drosera intermedia (Orvalhinha) cultivados in vitro em valores
de pH 3,7 ou 4,7 produziram plantas de pequeno porte, enquanto que aqueles
cultivados em 6,7 ou 7,7 produziram plantas mais espessas e robustas (REJTHAR et
al., 2014). J4 em Pfaffia glomerata (Ginseng-brasileiro), o ajuste do pH para 6,0
proporcionou as melhores condicfes de crescimento da espécie cultivada in vitro
guando comparadas aos valores de 3,5, 5,0 ou 7,5 (NICOLOSO et al., 2008).

Nas folhas de alguns brotos caulinares de Arbutus unedo (Medonheiro),
valores acidos de pH (4,5 e 5,0) ocasionaram uma reducdo na area foliar e clorose,
sugerindo que essa faixa de pH pode interferir na disponibilidade de nutrientes para
a planta ou que limita, de alguma forma, a sua absorcdo do meio nutritivo
(TRIGIANO; GRAY, 2011). De maneira genérica, valores de pH abaixo de 4,5
podem ocasionar reducdo na polimerizacdo do agar apdés a autoclavagem, o que
resulta em menor gelificacdo do meio nutritivo (CALDAS et al., 1990). No presente
experimento foi observada essa reacdo nesse valor de pH (4,5), em que 0 meio
nutritivo n&o apresentou o estado semi-solido usual.

Para a contaminacao flngica, os valores de pH 4,5; 5,0 e 6,0, proporcionaram
os resultados mais favoraveis (médias de 10%; 6,6% e 10% respectivamente)
(Tabela 9), os quais nao diferiram entre si. Novamente o pH 5,7 resultou na maior
contaminacdo observada (média de 44,95%), cuja média, entretanto, ndo diferiu
daquela obtida com o ajuste ao pH 6,5, a qual, por sua vez, nao diferiu das demais.
O valor de pH é importante, pois este é quem pré-determina as condi¢es ideais ou
ndo para o desenvolvimento de micro-organismo. A grande maioria dos fungos
desenvolvem-se substancialmente numa faixa de pH superior a 4,5 (SOARES,
1992).

De acordo com Carlile et al. (2001), fatores como valores de pH, temperatura
e oxigénio podem influenciar no crescimento fungico dos cultivos in vitro. O pH do
meio nutritivo, adequado para os diferentes fungos, varia entre 4,0 a 9,0, enquanto a

temperatura 6tima para a sua proliferacéo varia entre 25 e 30°C.
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4.5.3 Efeito de diferentes concentragcbes de sacarose no desenvolvimento in
vitro de segmentos nodais de Eugenia involucrata DC.

Houve efeito significativo da concentracdo de sacarose para as variaveis
sobrevivéncia (p=0,0033), estabelecimento in vitro (p=0,0107) e contaminacéo
fungica (p=0,0331) (Tabela 10). J& para a contamina¢do bacteriana (média geral de
6,94%) e a oxidacdo fendlica (média geral de 25,00%), ndo foi verificado efeito
significativo.

Obtiveram-se as maiores médias de sobrevivéncia dos segmentos nodais
quando foram submetidos as concentracdes na faixa de 10 a 40g L' de sacarose
(Tabela 10). O resultado mais desfavoravel foi observado quando a sacarose néo foi
adicionada ao meio nutritivo (média de 8,33%), o qual, entretanto, ndo diferiu
daquele registrado na presenca de 50g L* do carboidrato, que, por sua vez, ndo
diferiu de nenhuma das médias obtidas. Esse resultado verificado na presenca da
maxima concentracdo testada de sacarose pode ter sido ocasionado por uma
reducdo no metabolismo das culturas in vitro e/ou pela diminuicdo na absorgéo de
nutrientes e 4gua, haja vista que uma alta concentracao de sacarose pode provocar
um excessivo estresse osmaotico, o qual pode reduzir a atividade metabdlica in vitro
(JO et al.,, 2009) e, também, pode provocar a diminuicdo na absorcdo de sais
minerais e agua, interferindo no crescimento da planta (FRAGUAS et al., 2003;
BESSON et al.,, 2010). De maneira semelhante ao que foi observado no presente
estudo, concentracdes de 20 ou 40g L' de sacarose em meio nutritivo MS,
proporcionaram maior sobrevivéncia e melhor desenvolvimento de plantulas de
Dendrobium nobile (orquidea Olho-de-boneca) (KOSX, 2007).
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Tabela 10 — Sobrevivéncia (%), estabelecimento (%) e contaminacéao fungica (%), de
segmentos nodais de Eugenia involucrata DC. (Cerejeira-do-mato) apos
a inoculacao em diferentes concentracdes de sacarose em meio %2MS,
aos 30 dias de cultivo in vitro.

Concentragdes de  Sobrevivéncia  Estabelecimento Contaminagéo

sacarose (%) (%) fungica (%)

OgL? 8,33 b* 8,33 b 0,00 a
10g L* 50,00 a 41,67 ab 8,33 ab
20g L1 41,67 a 41,67 ab 8,33 ab
30g L? 41,67 a 33,33 ab 8,33 ab
40g L* 50,00 a 50,00 a 0,00 a
50g L? 33,33 ab 16,67 b 33,33b
Média 33,50 31,94 9,72

\Y, 4,61 5,55 5,59

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra ‘a’ representa o resultado mais favoravel para as

., . . < . . ~ cv . . . ~ ,
variaveis analisadas. IV (Indice de variacdo) = —, em que CV= coeficiente de variagdo e N= nimero

VN
de repeticdes.
Fonte: Autor. Santa Maria, RS, UFSM, 2016.

Em explantes de Malus domestica Borkh cv. Gala (Macéd), a auséncia de
sacarose provocou a morte ou o atrofiamento (RODRIGUES et al.,, 2006),
corroborando com os dados obtidos no presente estudo. De maneira geral, para a
propagacao in vitro, a principal fonte de carboidratos que fornece energia para o
crescimento e processos biossintéticos € a sacarose (FERREIRA et al., 2011).
Ressalta-se que, na maioria dos trabalhos de micropropagacdo tem sido utilizados
30g L' de sacarose, conforme proposto originalmente por Murashige e Skoog
(1962).

Para o estabelecimento in vitro, a concentracdo 40g L' de sacarose
proporcionou o melhor resultado (Tabela 10), diferindo das médias obtidas com 50g
L1 e da auséncia do carboidrato, as quais, por sua vez, ndo diferiram das demais.
Na maioria das espécies, a sacarose influencia fortemente o potencial morfogénico
in vitro (AL-KHATEEB, 2008), favorecendo o desenvolvimento das plantas até uma
determinada concentracdo, em que O crescimento e as respostas fisiologicas

alteram-se em fungéo do potencial osmético do meio nutritivo (FLORES et al., 2013).
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Outros estudos relataram que a adigdo de sacarose tem um efeito benéfico no
crescimento e desenvolvimento in vitro de plantas (FARIA et al., 2006). Em Cattleya
violacea (Orquidea), a auséncia de sacarose ou a concentracdo de 40g L foram
prejudiciais ao crescimento da planta, sendo que 27g L foi a que proporcionou o
maior crescimento in vitro (GALDIANO JUNIOR et al., 2013). Ja para o cultivo de
Cattleya loddigesii (Orquidea), a concentragdo de 20g L' de sacarose no meio
nutritivo apresentou maior eficiéncia no desenvolvimento in vitro de segmentos
apicais e nodais (GALDIANO et al., 2013). Em Tectona grandis (Teca) foi verificado
que a concentracdo de 18mg L de sacarose foi aquela que forneceu os melhores
resultados para o cultivo in vitro da espécie (FERNANDES et al., 2013).

Para a contaminacgéo fungica (Tabela 10), a auséncia de sacarose no meio
nutritivo e a concentracdo de 40g L' ndo apresentaram contaminantes flngicos
junto aos explantes. Entretanto, esses resultados néo diferiram significativamente
dos tratamentos mantidos na presenca de 10, 20 ou 30g L. Por outro lado, a maior
concentracdo testada de sacarose (50g L) resultou na maior média de
contaminagcdo fangica (33,33%). A contaminagdo microbiana pode ocasionar
significativas perdas de plantas cultivadas in vitro (KOZAI;, KUBOTA, 2001), a qual
pode ser potencializada pela presenca da sacarose no meio nutritivo (ERIG;
SCHUCH, 2005).

4.5.4 Efeito de diferentes concentracées de agar no desenvolvimento de

segmentos nodais de Eugenia involucrata DC.

N&o houve efeito significativo das diferentes concentracfes de agar para as
variaveis sobrevivéncia (média geral 71,43%), estabelecimento (média geral
55,95%), contaminacdo fangica (média geral 9,52%), contaminag¢do bacteriana
(média geral 15,48%) e oxidacao fenolica (média geral 23,81%).

De maneira geral, o agar é o agente gelificante mais comumente utilizado no
meio nutritivo durante a fase de estabelecimento in vitro de varias espécies, assim
como ocorre para Eugenia involucrata, sendo, cotidianamente utilizada nos cultivos
in vitro dessa espécie, a concentracdo 7g L (STEFANEL, 2013; GOLLE, 2010). A
quantidade de agar utilizada no meio nutritivo deve ser suficiente para a sustentacéo
dos explantes, tendo em vista que, meios nutritivos muito rigidos podem evitar o

contato adequado entre o0 explante e o0s nutrientes necessarios ao seu
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desenvolvimento (BERRIOS et al., 1999). Adicionalmente, elevadas concentragfes
de agar no meio nutritivo podem inibir a formacdo de brotos e reduzir a
disponibilidade de &gua para as culturas in vitro (SELBY; HARVEY, 1989). Além
disso, esse componente pode ser toxico para algumas espécies, principalmente,
guando apresenta baixo grau de pureza (CALDAS et al., 1990).

Na micropropagacdo de Eugenia uniflora (Pitangueira), a concentracdo de
agar utilizada é de 6g L'* (SOUZA et al., 2008), enquanto que segmentos nodais de
Eugenia pyriformis (Uvaia) s&o cultivados in vitro contendo 7g L' de &gar no meio
nutritivo (NASCIMENTO et al., 2008). Ja para Gypsophila paniculata (Mosquitinho) &
empregada a concentracdo de 10g L' de éagar no meio de multiplicacédo,
possibilitando a producédo de brotos de alta qualidade, sem o desenvolvimento de
disturbios fisiolégicos (RADMANN et al., 2001).

Por outro lado, o meio nutritivo sem agar possui consisténcia liquida ou mais
espessa quando adicionado em baixas concentragcbes. Havendo, neste caso, maior
absorcdo de agua pelos tecidos dos explantes quando cultivados em meio nutritivo
mais liquido (WILLIANS; LEOPOLD, 1989). Além disso, meios aquosos Sao mais
homogéneos, ndo estabelecendo um gradiente de nutrientes que, normalmente,
ocorre em meios semi-solidos (PASQUAL et al., 2002). Porém, em meios mais
liguidos ocorre, geralmente, a hiperhidricidade dos explantes, caracteristica que
surge devido ao excesso de agua disponivel no meio nutritivo sendo considerado um

problema grave para diversas espécies cultivadas in vitro (PIATCZAK et al., 2005).

4.6 CONCLUSOES

A contaminacdo fungica € controlada de maneira eficiente em segmentos
nodais de Eugenia involucrata pela imersao subsequente em solugfes de [Ca(ClO)z]
e NaClO, na faixa de 2,0 a 3,0%.

A contaminacdo bacteriana € controlada eficientemente pela imerséo
subsequente em solugdes de [Ca(ClO)z] e NaClO, ambos a 3,0%.

Elevadas médias de sobrevivéncia in vitro de segmentos nodais de Eugenia
involucrata submetidos aos tratamentos de desinfestacdo sao observadas, exceto na
presenca de 2,5% de [Ca(ClO)2] e 2,0% de NaClO e na auséncia de agentes

desinfestantes.
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O estabelecimento in vitro dos segmentos nodais de Eugenia involucrata &
favorecido pelos tratamentos de desinfestacdo superficial que empregam imerséo
em solugdes a 3,0% de [Ca(ClO)2] e 2,0% ou 2,5% de NaClO.

As menores meédias de sobrevivéncia in vitro é observada em pH 5,7
(38,20%), a qual, no entanto, ndo difere significativamente daquelas observadas
com valores de pH 4,5, 5,0 e 6,5, exceto quando o pH é ajustado para 6,0 (73,20%).

A menor média de estabelecimento in vitro é observada em pH 5,7 (21,55%),
a qual, no entanto, ndo difere significativamente daquelas observadas com valores
de pH 4,5 e 6,5, exceto quando o pH é ajustado para 5,0 (59,60%) e 6,0 (69,90%).

A maior média de contaminacédo fungica é observada em pH 5,7 (44,95%), a
qual, no entanto, ndo difere significativamente daquela observada com valor de pH
6,5 (29,95%).

As maiores médias de sobrevivéncia in vitro dos segmentos nodais ocorrem
na faixa de 10 a 40g L de sacarose (41,67 a 50%).

Os resultados mais desfavoraveis para o estabelecimento in vitro séo
observados na auséncia ou a 50 g L de sacarose.

O resultado mais desfavoravel para a contaminagéo fungica é observado na
presenca de 50 g L de sacarose.

A contaminacao bacteriana e a oxidacdo fendlica ndo sédo afetadas pelo valor
de pH nem pela concentracdo de sacarose do meio nutritivo.

As concentracdes de 4gar ndo afetam a sobrevivéncia e o estabelecimento in
vitro, tampouco a contaminacdo microbiana e a oxidacdo fendlica de segmentos
nodais de Eugenia involucrata cultivados em meio nutritivo MS reduzido a metade da

concentracdo de sais.



CONCLUSOES GERAIS E CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho fornece contribuicdes relevantes sobre a qualidade
sanitaria, fisica e fisiolégica de lotes de sementes e para a propagacao in vitro de
Eugenia involucrata De Candolle a partir de explantes de origem seminal.

Inicialmente, em relacéo as sementes de Eugenia involucrata foi verificado um
alto teor de agua apos 10, 51 e 180 dias da coleta, confirmando, assim, tratar-se de
uma espécie recalcitrante. As sementes apresentam variacdes quanto aos aspectos
biométricos, contudo, sugere-se a repeticdo das analises em um nimero maior de
anos. Observou-se, também, elevada incidéncia de micro-organismos associados as
sementes, com implicacbes na sua qualidade fisiolégica. O papel filtro ndo se
mostrou adequado como substrato para a germinacdo das sementes da espécie,
porém, 0s substratos entre vermiculita e entre areia e vermiculita proporcionaram
elevadas porcentagens médias de emergéncia de plantulas. Somente o Ultimo,
porém, propiciou desenvolvimento da parte area. Estudos adicionais sobre o
possivel efeito dos teores de potassio e magnésio presentes na vermiculita sao
necessarios.

Para o estabelecimento in vitro de segmentos nodais, 0s agentes
desinfestantes testados diminuiram significativamente a contaminacéo fangica nos
explantes, recomendando-se a utilizacdo de Ca(ClO)z a 3,0% combinado a NaCIlO a
2,0%. O pH ajustado para 6,0 é recomendado para o estabelecimento in vitro dos
explantes, haja vista que o valor de 4,5 dificulta a gelificagdo do meio nutritivo. Pode-
se utilizar 10g L de sacarose e 4g L de &gar durante a fase de estabelecimento in
vitro de segmentos nodais de Eugenia involucrata. Estes resultados demonstram
que é possivel reduzir consideravelmente o custo de producdo in vitro de mudas,
com a diminuicdo das concentracdes de sacarose e agar no meio nutritivo.

Face ao exposto, sugere-se a realizacdo de estudos adicionais visando obter
resultados ainda mais promissores para a producéo in vitro de mudas de Eugenia

involucrata.
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