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O processo de eliminagao de micro-
-organismos que promovem a contami-
nacao na fase inicial do cultivo in vitro
€ considerado um dos gargalos para a
definicdo de protocolos de micropropa-
gacgéo visando a produgdo massal de
mudas clonais de espécies lenhosas.
O sucesso no manejo destes conta-
minantes depende principalmente da
eficacia de métodos de desinfestagéo
do material vegetal (explante), os quais
sdo objeto de estudos que visam deter-
minar procedimentos especificos para
cada espécie, com perdas em niveis
aceitaveis e aplicaveis nas biofabricas
(Scherwinski-Pereira, 2010; Oliveira et
al., 2018).

No processo de assepsia superficial
dos explantes, as substancias com agao
biocida mais comumente utilizadas séo
o etanol e compostos clorados, tais
como o hipoclorito de sédio e de calcio.
Além destes, outros agentes podem ser
relacionados como o cloreto de mercu-
rio, cloreto de benzalcbnio, nitrato de
prata, fungicidas e perdxido de hidro-
génio, com concentragbes e tempo de
exposi¢cao que variam de acordo com o
tipo do explante.

Ainda pouco explorado na rotina da
micropropagacao, o peroxido de hidro-
génio é citado por Barampuram et al.
(2014) e Oliveira et al. (2019) como um
desinfetante apresentando resultados
positivos ao controle de contaminantes
in vitro e com menor nivel de danos aos
tecidos. Este produto, rotineiramente
empregado na escarificagdo de semen-
tes de alguns cultivos agricolas (Amjad
et al., 2004; Cavusoglu; Kabar, 2010;
Barampuram et al., 2014), também tem
proporcionado uma melhora significativa
no desempenho germinativo de semen-
tes de espécies de coniferas com eleva-
do grau de dorméncia tegumentar, tais
como Pseudotsuga menziesii e Pinus
spp. (Barnett, 1976; Ghildiyal et al.,
2007; Cram; Fraedrich, 2010).

Assim, em razéo dos resultados pro-
missores e propriedades do peroxido de
hidrogénio com relagéo a desinfestagao
e promogao da germinagcdo de semen-
tes, a Embrapa Florestas realizou estu-
dos que resultaram no desenvolvimento
de um protocolo de germinacéo in vitro
de sementes de Pinus taeda L.. Neste
caso, a metodologia, além de proporcio-
nar a producao de explantes assépticos,
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também influenciou na superacdo da
dorméncia, com o aumento do desem-
penho germinativo das sementes (velo-
cidade e uniformidade), representando
avango significativo para a propagacgéo
in vitro desta espécie.

A metodologia foi elaborada e dis-
ponibilizada com o objetivo de servir
de base de consulta e aplicagdo para
Laboratérios de Cultura de Tecidos com
interesse no cultivo in vitro de P. taeda.
Ademais, o peréxido de hidrogénio pode
substituir as praticas de quebra de dor-
méncia conhecidas até o momento em
viveiro, podendo ser usado em viveiros
comerciais para a produgao de mudas,
principalmente devido a facilidade de
aplicagédo, pequeno volume necessario
e facilidade de lavagem do produto.

A adogao dos procedimentos suge-
ridos neste documento pode resultar
em variagbes nos rendimentos em
funcdo das adaptagdes e condigdes
especificas de cada laboratério. Desta
forma, sugere-se seguir as orientagdes
de acordo com o descrito, para que o
resultado seja proximo ao obtido nos
estudos do Laboratério de Cultura de
Tecidos e Transformacdo da Embrapa
Florestas.

Materiais, equipamentos e
cuidados necessarios

Para a execugao desta metodologia
serdo necessarios algumas vidrarias e

materiais de apoio, tais como: frascos
de vidro com tampa, copo de Becker,
baldao volumétrico, pingas, papel filtro,
caixas plasticas transparentes tipo ger-
box, placas de Petri e 4gua destilada.
Todos estes materiais utilizados para
0 pré-tratamento das sementes, com
excegao das caixas gerbox, devem ser
previamente limpos e autoclavados.
Recomenda-se a autoclavagem dos
materiais e aguas por 30 minutos, sob
pressdo de 1,1 Kgf cm? e temperatura
de 121 °C.

As caixas plasticas do tipo gerbox
utilizadas para a germinagdo nao
podem ser autoclavadas e, portanto,
devem ser lavadas com agua e sabéo
e imersas em agua clorada 5% (50 mL
de hipoclorito de sédio comercial para
1.000 mL de agua) por 2-3 horas no
minimo. Recomenda-se a secagem
das caixas sob luz UV em camara de
fluxo laminar. Este procedimento deve
ser bastante rigoroso, pois a eficiéncia
da desinfestacdo dependera destes
cuidados.

Para o tratamento das sementes é
necessaria a utilizacdo de solugéo de
perdxido de hidrogénio (H,0,) de pelo
menos 40 V (volumes) ou de maior
concentragdo. A agua utilizada para a
manutengdo da umidade das caixas,
ao longo do periodo de germinacgao das
sementes, deve ser destilada e estéril
(autoclavada). Os equipamentos mini-
mos necessarios sdo: agitador orbital,
camara de fluxo laminar (com luz UV) e
autoclave.



Solucao de pré-tratamento

A solugdo de pré-tratamento deve
ser preparada a partir de H,0, com 40V,
no minimo. Por exemplo, para preparar
100 mL de solugdo de H,O, a 40 V,
partindo-se de H,0, a 200 V, aplica-se a
seguinte férmula de dilui¢ao:

ClxV1=C2x 12

onde: C1 = concentragio inicial (rea-
gente estoque), V1 = volume da solugéo
inicial a ser retirada, C2 = concentragao
final, /2 = volume total da solugao a ser
preparada.

Entao,
200 Vx40V x 100 mL
V1 =20 mL de HO,a200 V

Portanto, para se preparar a solugéo
H,0, a 40 V, colocar 20 mL de H,0, a
200 V, em baldo volumétrico de 100 mL
e completar até o menisco com agua
deionizada.

Material vegetal

As sementes maduras de P. taeda
devem estar sadias, limpas e secas. A
manutengao prévia das sementes em
ambiente de camara fria ou geladeira
(83 °C a 5 °C) em embalagem plastica
de polietileno é essencial para manter a
viabilidade do lote.
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Tratamento pré-germinativo

Inicialmente, as sementes devem ser
lavadas e colocadas em Becker com
agua, sendo descartadas sementes que
boiarem (sementes chochas ou vazias).
Em seguida, as sementes necessitam
ser imersas em solucdo de perodxido
de hidrogénio 40 V, em quantidade
suficiente para cobri-las totalmente. O
frasco tem que ser tampado e vedado
com papel filme e colocado em agitador
orbital sob temperatura ambiente, por 60
minutos, com 100 rpm—110 rpm.

Apds o periodo de imersao, as se-
mentes necessitam ser transferidas para
ambiente asséptico de camara de fluxo
laminar, para, entdo, serem lavadas
abundantemente com agua estéril para
a eliminacdo completa de residuos do
peroxido de hidrogénio. Enquanto as se-
mentes apresentarem pequenas bolhas
aderidas ao tegumento sera necessario
repetir o procedimento de lavagem até a
eliminagao total das bolhas.

Semeadura

As sementes devem ser dispostas
alinhadas em caixas plasticas transpa-
rentes do tipo gerbox, previamente forra-
das com duas folhas de papel filtro ume-
decidas com agua destilada estéril, na
proporgao de 2,5 vezes o peso do papel
seco. Semear no maximo 40 sementes
por caixa e veda-la com papel filme.

As caixas contendo as sementes
devem ser colocadas para germinar em
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sala de crescimento, com temperatura
controlada de 23 °C £+ 1 °C e fotoperiodo
de 16 horas de luminosidade com lam-
padas fluorescentes brancas.

A umidade do papel filtro deve ser
mantida ao longo do periodo de germi-
nacdo, sendo recomendada a obser-
vacao diaria da umidade nas caixas, e
colocada quantidade minima suficiente
de agua estéril sempre que necessaria.
As caixas devem ser abertas somente
em ambiente de cAmara de fluxo laminar
e a agua utilizada estéril (autoclavada).
No caso de ocorréncia de sementes com
contaminagdo fungica ou bacteriana
durante o periodo de germinacao, estas
devem ser retiradas imediatamente das
caixas. Quando a contaminagao ocorrer
em uma area maior da caixa, deve-se
eliminar todas as sementes.

Ao final de 30-40 dias, as plantulas
ja estarao formadas, sendo possivel o
corte dos explantes desejados para a
cultura in vitro.

Com base nos resultados obtidos
de ensaios realizados e de lotes de
sementes avaliados no Laboratério de
Cultura de Tecidos e Transformacao
da Embrapa Florestas e também nas
condi¢des especificadas anteriormente,
espera-se, a partir de sementes madu-
ras de P. taeda,o seguinte:

» Periodo de germinacao: inicio a partir
do 5°C-7 °C dia até 19 °C-20 °C dia
apos a semeadura.

» Tempo médio de germinagéao de 10,8
dias.

* Percentagem de germinacédo entre
79,8% e 83,0%.

* O tempo necessario para a obtencao
de explantes pode variar de acordo
com o fragmento de tecido ou 6rgéo
desejado, sendo que 30-40 dias apos
germinagao as plantulas ja apresen-
tam parte aérea e radicula bem desen-
volvidas, sem atrofiamento.
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