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Resumo

O aumento da pressao osmatica reduz o estado de energia livre da
agua pelo aumento da concentracdo de solutos. O objetivo deste trabalho foi
verificar o efeito da reducdo da pressédo osmatica sobre a germimaéo
de mogango Gucurbita pepd. As sementes receberam o tratamento de
desinfestac&o que consistiu de imersédo em &lcool 70% durante trés min, trés lavagens
com agua destilada e autoclavada, imersao em solucdo de 2,5% de NaOCI por 10,
20, 30 ou 40 min e trés lavagens com agua destilada e autoclavada. O meio de
cultura foi constituido de agua destilada e agar na proporcéo d& gemtlo o
pH ajustado para 5,7. Foram testadas as concentracd9)d200pu 30 g t.de
sacarose. O delineamento experimental foi o inteiramente casual@adinco
repetices de 10 sementewam avaliadas a pertagem de germinacao, a estima-
tiva do dia médio de germinag&o, a energia germinativa de Baldwin e o indice de
velocidade de germinacao de sementes viaveis foram avaliados durante o periodo
de germinacdo das sementes. Nas concentracdes de 20 € 8@ gdcarose
houve melhores indices de germinacéo. A reducdo da pressdo osmética nédo
aumenta a percentagem de geaaan vitro de sementes de mogango.
Palavras-chave: Desinfestacdo de sementes, pressdo osmética
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Abstract

An increase in osmotic pressure reduces the free energy of water
through an increase in solute concentration. The objective of this study was
to verify the effect of reduced osmotic pressurénivitro germination of
squashCucurbita peph Seed disinfestation was done with by an immersion
in alcohol 70% for three min, washing three times with sterile distilled water,
immersion in a solution of NaOCI (2.5%) for 10, 20, 30 or 40 min, and washing
three times with sterile distilled water. The culture medium was distilled water
and agar (7 g'b), pH adjusted to 5.7. The concentrations of 0, 10, 20 or 3@fj L
sucrose were used to increase osmotic pressure in the medium. A complete
random design was used with five replications of 10 seeds. The germination
index, average time for germination day, germination energy of Baldwin, and
germination rate of viable seeds were evaluated. The osmotic pressure of 20
and 30 g £ of sucrose in the culture medium showed the highest index of
germination. The reduction of osmotic pressure do not increage viteo
germination percentage of squash seeds.
Key words: seed disinfestation, osmotic pressure.

Introducéo

Diversos explantes podem ser usados para a propagacdo de uma
plantain vitro, mas deve ser considerado o nivel de diferencia¢ao do tecido
utilizado (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Plantulas originadas de
sementes possuem tecidos pouco diferenciados, o que possibilita uma étima
fonte de explantes competentes. No entanto, um alto percentual de germinacgéo
de sementds vitro é necessario para possibilitar um suprimento suficiente de
explantes para a realizag&o de experimentos em cultura de tecidos.

As sementes de cucurbitaceas diferem quanto a forma de germina-
¢aoin vitro. Nesta familia de plantas existem espécies que germinam com a pre-
senca de tegumento, coi@acumis sativuf.OU et al., 1996) €ucumis melo
(JAAGRATI & MORE, 1992) e aquelas que necessitam da remoc¢&o do tegumento
como séo os casos deagenaria siceraria(SILVA et al., 2004) Momordica

20 Ciéncia e Natura, UFSM, 27 (1): 19 - 28, 2005



charantia(WANG et al., 2001) €itrullus lanatug COMPTON, D00). Semen-
tes inteiras (com tegumento) dagenaria sicerarianecessitam de 43,4% de
umidade para iniciar o processo de germinagéo (BISOGNIN et al., 1991) e sem o
tegumento necessitam de apenas 30% de umidade (BISOGNIN & SILVA, 2004).

Em virtude da maior necessidade de 4gua para a germinagdo, as
sementes inteiras desta espécie poderiam germinar em meio de cultura, desde
gue a pressao osmotica fosse suficientemente reduzida para permitir um maior
estado de energia livre da 4gua, pois o aumento da concentragdo de solutos
aumenta proporcionalmente a pressdo osmotica e reduz o estado de energia
livre da agua. Desta forma, quanto maior a pressao osmotica menor sera a
disponibilidade de agua para a embebicéo das sementes (TAIZ & ZEIGER,
2004). Numa menor pressdo osmotica as sementes poderiam absorver maiores
guantidades de dgua necessarias para a germinacao, sem que fosse necessario
retirar o tequmento, o qual funcionaria como uma barreira para a absorcéo de
agua pela semente sem tegumento (SILVA et al., 2004).

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito da reduc&o da presséo
osmotica na germinacdio vitro de sementes de mogango.

Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia
Aplicada a Producéo Vegetal do Departamento de Fitotecnia da Universidade
Federal de Santa Maria. As sementes utilizadas neste trabalho foram da cultivar
"enrugado verde".

Desinfestacdo e germinagéo in vitro de sementes

As sementes foram imersas em alcool 70% durante 3 min e apés
lavadas trés vezes com agua destilada autoclavada, imersas novamente numa
solucdo de NaOCI 2,5% durante 10, 20, 30 ou 40 min e lavadas trés vezes em
agua destilada autoclavada. O meio de cultura utilizado para a germinacéo das
sementes continha dgua destilada e 3¢ gé_sacarose, sendo solidificado
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com 7 g L* de agar. Foram utilizados frascos com 1,8 cm de largura e 4,2 cm de
comprimento, o volume do meio de cultura foi 3,5 ml. O pH foi ajustado para 5,7.
Foram avaliadas as percentagens de desinfestacdo e germinacdo das sementes
apos 10 dias da semeadura.

Efeito da reducgdo da pressdo osmotica sobre a germinacao in vitro

O meio de cultura utilizado para avaliar os efeitos da pressao osmética
sobre a germinacao das sementes, foi constituido de dgua destilada, solidifica-
do com 7 g I! de agar com pH ajustado para 5,7 e suplementado com os
tratamentos: 0, 10, 20 ou 30 g tle sacarose. Foram avaliadas duas solu¢des
comerciais de NaOCI (Cruzdde Lavex') contendo de 2 a 2,5% de cloro ativo.
Foram avaliadas a percentagem de germinacéo, a estimativa do dia médio de
germinacao (EDMG), a energia germinativa de Baldwin (EGB) e o indice de
velocidade de germinacdo de sementes viaveis (IVGSV) (BONOW, 1984). Fo-
ram realizadas andlises volumétricas de oxi-reduc¢édo para quantificar o teor de
NaOCI nas solu¢des comerciais (Cruzaedd_avex') conforme o procedimen-
to descrito por ADAD (1982).

A EDMG foi calculada pela seguinte formula:

EDMG = ¥ Ni.(1/ $ Ni/Di)

Onde: N é o total de plantulas normais.

Para a energia germinativa de Baldwin (EGB), considera-se o valor
méaximo (VM), o qual é a germinacao cumulativa dividida pelo nUmero de dias
desde o inicio do teste, ou seja a razda Né/ Di, onde o periodo de energia
de Baldwin é a mais alta percentagem de germinagdo em relagdo ao tempo
decorrido desde o inicio do experimento.

O indice de velocidade de germinacéo de sementes viaveis (IVGSV)
€ calculado pela seguinte formula:

IVGSV = 100 ( ZDiNi .le )

Onde: 2Ni é o somatério do nimero de plantulas normais no dia i; Di
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€ o dia de avaliagdo das plantulas, i varia de 1 até n.

Foram consideradas germinadas as sementes com o hipocétilo visi-
vel e de coloracdo verde e plantulas normais aquelas que expandiram os
cotilédones. Cada experimento foi considerado concluido quando n&o ocorreu
mais germinagdo em nenhum dos tratamentos.

Os dados foram submetidos a andlise de normalidade pelo método
de Bartlett e, posteriormente, a analise de variancia. As médias foram compara-
das pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade de erro.

Resultados e discussao

Desinfestacéo e germinacéo in vitro de sementes

No desenvolvimento de um protocolo de desinfestacéo para as se-
mentes de mogango, a variavel percentual de desinfestacéo, ndo demonstrou
diferencas significativas, no entanto a variavel percentual de germinagéo no
tempo de 40 min. provocou uma reducéo no percentual de germinacao, ja os
tempos de 10, 20 ou 30 min. ndo apresentaram diferencas significativas, porém
determinamos o tempo de 20 min de imers&o em solucéo de 2,5% de NaOCI
(Tabela 1). Este tempo de imerséo resultou na maior percentagem de germina-
¢ao das sementes alcancando o indice de 36%, embora n&o significativo com
os valores apresentados nos tratamentos com 10 ou 30 min. A reducéo do
percentual de germinag&o das sementes com o aumento do tempo de imerséo
(40 min) pode estar associado ao efeito fitotdxico do cloro presente na solucao.
A reducéo do percentual de germinacdo das sementes em funcéo do tempo de
imers&o em solucdo de 2,5% de NaOCI também foi observatlagemaria
sicerarig, outra espécie da familia das cucurbitdceaes (SILVA et al., 2004).

Efeito da reducdo da presséo osmotica sobre a germinacao in vitro
As solucdes comerciais Lavér Cruzado produziram resultados
diferentes sobre a germinagéwitro (Tabela 2). Ambas as solu¢cfes possuem
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uma faixa de cloro ativo entre 2,0 a 2,5%, entretanto, as andalises volumétricas
das solugdes utilizadas mostraram que o Crizagaesentou maior percenta-

gem de cloro ativo (3,1%) do que o Lav€R,5%) o que justifica os efeitos mais
drasticos sobre a germinacdo das sementes tratadas com a solu¢ad’Cruzado
pois o cloro produz efeito fitotoxico (ANDRIOLO, 1999). Esta consideragéo é
importante, pois na maioria dos protocolos de desinfestacdo de sementes, s&o
citadas apenas a extensao da percentagem de cloro ativo e ndo fazem nenhuma
referéncia quanto ao produto comercial, o que implica numa dificuldade para
conseguir repetir os resultados. As concentragdes de cloro ativo encontradas
em agua sanitaria comercial variam de uma marca para outra e até na mesma
marca (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Os procedimentos mais ade-
quados nestes casos sdo quantificar o teor de cloro ativo da solu¢do comercial
de NaOCI ou usar produtos com grau reagente.

A reducao da presséo osmotica pela diminui¢cdo da concentracao de
sacarose ndo foi eficaz para proporcionar altos indices de germinacdo das
sementes como preconizado. A reducd@o da pressao osmotica para as concen-
traces de 0 e 10 gilde sacarose diminuiu a percentagem de germinacao
(Tabela 2). A fonte de cloro Cruzado nas concentracfes de 0 e*lfeg L
sacarose, inibiu a germinacao das sementes em funcéo da redugéo da pressao
osmdtica. Isto pode ter ocorrido devido ao maior suprimento de agua e,
concomitantemente, de cloro (3,1%). Porém na fonte de cloro Lavex , com 2,5%
de cloro ativo nao houve inibigcdo da germinagao, porém ocorreu uma reducao
significativa da germinag&o comparado com as concentragdes mais elevadas
de sacarose (20 e 30 g)L

O cloro apesar de ser requerido pela planta para as reacdes
fotossintéticas, as quais envolvem a evolugdo ddAIZ & ZEIGER, 2004)
além de ser muito sollvel, possui uma agéo que inativa enzimas e age como
oxidante (TRABULSI, 1991). Possivelmente, o tegumento de mogango possuli
substancias inibidoras da germinacdo, que freqiientemente sdo compostos
fendlicos, que ao se oxidarem geralmente limitam a disponibilidade de oxigénio
para o embrido (BEWLEY & BLACK, 1994), inibindo a germinagéo.

As concentracdes de sacarose de 20 e 30 igdb apresentaram
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diferencas significativas quanto os percentuais de germimagécoo de se-
mentes, independente da fonte de cloro ativo. Quanto ao vigor das sementes,
areducao da pressédo osmotica ndo afetou a estimativa do dia médio de germi-
nacéo e o indice de velocidade de germinacédo de sementes viaveis quando foi
usado como fonte de cloro ativo o LavéXabela 2). Entretanto, a energia
germinativa de Baldwin mostrou uma reducao significativa do vigor nas con-
centracdes de sacarose de 0 e 16.¢gQuando foi usado o Cruzadeomo

fonte de cloro ativo, as avaliagdes de vigor foram significativamente menores

e iguais a zero, como consequéncia da ndo germinacdo das sementes nas
concentracdes de 0 e 10 gde sacarose.

Sementes inteiras deagenaria sicerariacolocadas em meio de
cultura com reduzida presséo osmotica (constituido de agua destilada e solidi-
ficado com 1 g it de agar) ndo germinaram apds 30 dias de cultivo (Dados nédo
publicados). Este resultado esta de acordo com os obtidos com mogango. Por
outro lado, sementes d¥ckia distachyacultivadas em trés concentracdes
de sais do meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), apresentaram 40,8% de
germinacdo em meio contendo 100% dos sais, 49,1% em meio contendo a
metade dos sais e 55,8% de germinacdo em meio contendo um terco dos sais,
ou seja, a reducdo da pressdo osmética promoveu um aumento da percenta-
gem de germinagéo das sementes (POMPELLI, 2002). Essas diferencas de com-
portamento entre cucurbitaceas e bromeliaceas podem ser explicadas pelo ta-
manho das sementes, pois sementes grandes necessitam de maiores quantida-
des de 4gua comparado com sementes pequenas. Neste caso, a presséo
osma@tica do meio de cultura possui uma limitada capacidade de aumentar a
disponibilidade de agua, podendo aumentar a taxa da germinacao de sementes
pequenas e ser desprezivel para sementes grandes. As sementes de porongo
apresentam 16 mm e as de mogango 17 mm de comprimento, comparadas com
as deD. distachyague apresentam apenas 3 mm de comprimento.

Concluséao

A reducdo da pressao osmética ndo aumenta o percentual de germi-
nacaoin vitro de sementes de mogango.
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Tabela 1. Desinfestacdo e germinagdwitro de sementes de mogango cultivar
"Enrugado Verde" Qucurbita pepd apés 10 dias da semeadura. Santa Maria, RS, 2004

Imersdo em NaOCI 2,5% (min) Desinfestacéo (%) Germinagéo (%)
10 84a 24a
20 78a 36a
30 80a 22a
40 94a 8b

Tratamentos com médias ndo seguidas pela mesma letra nas colunas diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Tabela 2. Germinagéo e vigor, medidos pela estimativa do dia médio de germinacao
(EDMG), energia germinativa de Baldwin (EGB) e indice de velocidade de germinacéo de
sementes viaveis (IVGSV), em sementes de mogango, cultivar "Enrugado Verde" em

diferentes potenciais osméticas vitro. Santa Maria, RS, 2004

Sacarose (gL1) Germinagdo (%) EDMG EGB IVGSV

Soluc&o comercial de NaOCI ( 2,5 % de cloro ativo) - Lavex”

0 22b* 16,2a 0,53b 6,0a
10 18b 15,8a 0,49b 6,6a
20 32b 16,0a 0,75a 59a
30 34b 16,6a 0,73a 6,0a

Solugdo comercial de NaOCl (3,1 % de cloro ativo) - Cruzado”

0 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b
10 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b
20 32,0a 17,2a 0,15a 5,8a
30 32,0a 15,5a 0,18a 6,3a

*Tratamentos com médias ndo seguidas pela mesma letra nas colunas diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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