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INTRODUCAO

O cerrado, segunda maior formacdo vegetal brasileira, ocupando cerca de 22% do
territério nacional é considerada a savana com maior riqueza biolégica, com mais de 10 mil
espécies de plantas e segundo SANTOS (2004), muitas destas espécies apresentam futuro
promissor conforme.

O pequi é considerado uma planta ornamental pela beleza de suas copas e flores,
pertence a familia Caryocaraceae e ao género Caryocar. E segundo ALMEIDA et al. (1998)
a espécie possui um porte arboreo, produz cerca de 500 a 2000 frutos por planta. Quando
oriundo de semente a frutificacdo do pequizeiro ocorre com cerca de 4 a 5 anos apés o
plantio. Através de enxertia pelo método de garfagem lateral, antecipa o inicio da
frutificacdo, em um ou dois anos e ainda reduz o porta das plantas facilitando manejo e
colheita (SILVA et al. 2001). O pequizeiro é considerado uma planta econémica, pois seus
frutos sdo muito utilizados na culinéria regional como fonte de vitaminas e extracao de 6leos
para a fabricacdo de cosméticos, € considerada uma planta ornamental, melifera e
medicinal. A améndoa também produz 6leo e pode ser consumida torrada. Alvo de sua
prépria qualidade, a madeira resistente produz um Otimo carvdo vegetal, o qual é
largamente explorado (SANTOS, 2004).

Para SANTOS (2004) a obtencéo de explantes para a experimentacédo in vitro pode
ser realizada por meio da germinacdo das sementes, ou por material oriundo de casa-de-
vegetacdo ou campo, quando a espécie apresenta problema de contaminacao severa.

O estabelecimento in vitro das espécies nativas apresenta grandes problemas com
contaminacéo e oxidagao (TEIXEIRA, 2004).

Segundo SATO et al. (2004), a contaminac¢do depende da procedéncia do material
vegetal utilizado para isolamento in vitro, que pode ser de casa de vegetacdo ou do campo.
No caso de espécies florestais nativas, o material vegetal € retirado do campo, contendo
elevada concentracdo de microrganismos.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o estabelecimento in vitro de sementes de
pequizeiro. Para isto as sementes foram submetidas a diferentes concentracdes de agentes
desinfestantes. Avaliou-se também o efeito de diferentes antibioticos no meio de cultura e no
tratamento das sementes.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do CEFETRYV,
com sementes coletadas em outubro de 2006 na fazenda Gameleira, municipio de Montes
Claros de Goias — GO.

Para despolpa dos frutos, foi utilizado uma despolpadeira, objetivando a remocéo do
epicarpo e mesocarpo e parte do endocarpo. Em seguida as sementes contendo a parte
final do endocarpo permaneceram em uma bandeja coberta com papel toalhas para
secagem.

Experimento 1. Objetivando o estabelecimento in vitro de sementes de pequizeiro,
foi realizado ap6s a secagem das sementes um processo de desinfestacdo, onde foram
lavadas em &gua corrente com 10 gotas de detergente comercial, por 10 min, e em seguida
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ficaram submersas por 1 minuto em alcool 70%. Posteriormente, estas foram submetidas a
diferentes processos de desinfestacdo conforme o tratamento: 1- 30 min em NaCIlO 10-12%;
2- NaClO 5-6%; 3- H,O, concentrado; 4- H,O, 50%. Na camara de fluxo laminar, foram
realizados 3 enxagues, utilizando agua destilada e autoclavada. Em seguida as mesmas
foram depositadas em frascos com capacidade para 268 mL, contendo 50 mL do meio de
cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) 50% dos sais, suplementado com 30 g.L* de
sacarose, 0,00025 mg.L™" de Benomyl e 0,1 g.L™ de inositol, em ponte de papel germitest.

A incubacdo dos frascos ocorreu em temperatura de 25 °C + 2 °C, e fotoperiodo de
16 hs. As avaliacfes foram realizadas semanalmente até o terceiro més apés a inoculagéo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com quatro
tratamentos 25 repeticdes cada, perfazendo 100 frascos com uma semente cada.

Experimento 2. Com o objetivo de controlar a contaminacéo bacteriana observada
no experimento 1, foi avaliado o efeito de antibi6ticos no meio de cultura e no tratamento de
sementes, conforme tabela 1.

Tabela 1. Combinacao entre as diferentes formas de utilizacdo de antibidticos visando o
estabelecimento in vitro de sementes de pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.).
Tratamento Meio de Cultura Tratamento de sementes

1 Sem antibiético Sem antibiético

Penicilina (32mg.L™),
2 Sem antibiotico Gentamicina (32mg.L™),
Tetraciclina (64 mg.L™)

Penicilina (24mg.L™),

3 Gentamicina (24 mg.L™?), Sem antibi6tico
Tetraciclina (48 mg.L™")
Penicilina (24mg.L™), Penicilina (32mg.L™),
4 Gentamicina (24mg.L™), Gentamicina (32mg.L™),
Tetraciclina (48 mg.L™) Tetraciclina (64 mg.L™)

Para desinfestacdo das sementes, foi realizada uma lavagem em agua corrente
utilizando 10 gotas de detergente comercial, durante dez minutos, sendo em seguida
submersas por 1 min em alcool 70%, e durante 30 min em &agua sanitaria comercial pura
com teor de cloro ativo de 2,0 a 2,5. Em camara de fluxo laminar foram realizados 3
enxagues utilizando &gua destilada e autoclavada. Posteriormente as sementes foram
embebidas por 48 hs em solugéo de GA;z na concentragéo de 500 mg.L™.

Ao final de 48 hs, as sementes foram transferidas para frascos de vidro com
capacidade para 268 mL, contendo 50 mL de meio de cultura, constituido de agua destilada
e autoclavada, suplementada com Benomyl na concentracdo de 2,5 g.L™; e ainda auséncia
e presenca dos antibiéticos, conforme os tratamentos.

Os frascos foram mantidos em temperatura de 25°C + 2°C, e fotoperiodo de 16 hs.

O experimento foi implantado em esquema fatorial 2x2, sendo 2 tratamentos de
sementes e 2 meios de cultura. O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao
acaso (DBC), com 4 blocos com 15 repeticbes cada, perfazendo 240 frascos com uma
semente cada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1. Ocorreu contaminacdo de 100% do experimento por bactérias, em
prazo de 3 meses e ndo foi constatada nenhuma semente germinada (Figura 1).

CHAVES et al. (2005) também obtiveram em seu trabalho quantidade significativa de
contaminacéo por bactérias em sementes mantidas em presenca de luz, quando utilizado o
hipoclorito de célcio, e baixas taxas de germinacdo, as quais podem estar relacionadas ao
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tempo de imersdo ou até mesmo ao efeito dos agentes desinfestantes utilizados para o
tratamento das sementes.
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Figura 1. Porcentagem de contaminacdo por bactérias em sementes de Pequizeiro
(Caryocar brasiliense Camb.), em diferentes tempos de incubacéo.

Experimento 2. Nos tratamentos em que foi utilizado antibiético, independente da
sua localizagéo, seja ho meio de cultura ou na semente, a porcentagem de germinacéo e o
indice de velocidade de germinacao (IVG) foram maiores, quando comparado, com o
tratamento em que inexistia 0 uso de antibidticos. As melhores taxas de germinacao e IVG
foram encontradas no tratamento em que foi utilizado antibiotico apenas no meio de cultura,
nao diferindo dos demais (Tabela 2).

Para controle da contaminag¢do por bactérias o tratamento onde se observou os
melhores resultados foi aquele que os antibidticos estavam presentes apenas no meio de
cultura. Supostamente, o resultado encontrado deve-se a localizacdo das bactérias, que se
encontram internamente nas sementes de Pequizeiro. A semente ao absorver os nutrientes
pode absorver também os antibidticos, logo o crescimento bacteriano interno é inibido,
favorecendo a germinacdo das sementes. De acordo com a tabela 1 as bactérias podem ser
inibidoras da germinacdo de pequi, pois todas as sementes passaram por submersdo em
solucdo de GA; na concentracédo de 500 mg.L™, para superacdo de dorméncia fisioldgica,
conforme SANTOS (2004), e mesmo assim ndo houve germinacdo significativa no
tratamento em que nao foram utilizados os antibioticos.

SANTOS (2004) em seu trabalho obteve 100% de germinacédo, utilizando GA;z por
apenas 24 hs, na mesma concentracdo deste trabalho, porém as sementes eram
desprovidas do endocarpo.

Por outro lado a contaminac&o por fungos foi maior nos tratamentos em que houve
maior controle de contaminacdo por bactérias, o que supostamente, deve-se a
disponibilidade de alimento no ambiente, favorecendo entéo, apenas um tipo microrganismo.

CONCLUSAO

O experimento 1 apresentou contaminacao total por bactérias, podendo essas serem
endofidicas.

No experimento 2, observou-se que o uso de antibidticos nao interfere
negativamente na germinacdo e no indice de velocidade de germinacdo, porém a nhao
utilizacdo de antibidticos resultou a diminuicdo de aproximadamente 9 vezes quando
comparado aos demais tratamentos.

Observou-se ainda que as bactérias, supostamente, de acordo com 0s resultados,
podem ser inibidoras da germinacado, pois quando ndo se utilizou antibiéticos, houve baixa
germinacgédo e baixo indice de velocidade de germinacao.
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Tabela 2. Germinacdo de sementes de pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) em
diferentes condicbes de inoculacdo em A&gua destilada e autoclavada, acrescida de

fungicidas.
Tratamento de Semente
Meio de cultura Com Antibiotico Sem Antibiético
Germinacao%
Com Antibidtico 26,7Aa* 33,32Aa
Sem Antobiotico 21,65Aa 3,33Bb
indice de Velocidade de Germinac&o
Com Antibidtico 0,11Aa 0,15 Aa
Sem Antobidtico 0,08Aa 0,01Ab
Contaminacdo por Bactérias%
Com Antibiético 13,32Aa 1,67Ba
Sem Antobidtico 8,32Aa 5,0Aa
Contaminacéo por Fungos%
Com Antibiotico 6,67Ba 39,95Aa
Sem Antobiotico 5,02Ba 51,67Ba

*‘Médias seguidas pela mesma letra mailscula na horizontal e mindscula na vertical ndo
diferem entre si pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade.
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