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INTRODUÇÃO AO CULTIVO IN VITRO DE AÇOITA-CAVALO (Luehea 

divaricata Martius et Zuccarini) 
 

AUTORA: ANDRESSA VASCONCELOS FLÔRES 
ORIENTADORA: LIA REJANE SILVEIRA REINIGER 

Santa Maria, 28 de fevereiro de 2007 
 

Açoita-cavalo, Luehea divaricata Martius et Zuccarini, pertencente à família 
Tiliaceae, é uma espécie florestal que sofreu grande ação antrópica nas últimas 
décadas, fato este que contribuiu muito para a redução das populações naturais, 
tornando necessária a conservação de germoplasma in vitro. Apresenta germinação 
lenta e irregular, variável entre 20% e 75%, e viabilidade das sementes muito 
desuniforme. Estas características contribuem para uma reduzida freqüência da 
espécie em florestas naturais. Como forma de propagação vegetativa, a 
micropropagação torna-se uma alternativa para a regeneração de plantas que 
apresentam dificuldade de reprodução natural, além de se apresentar como uma 
maneira de conservação das espécies. O trabalho teve como objetivos estabelecer 
um protocolo de desinfestação para germinação asséptica de sementes de açoita-
cavalo, determinar o tipo de explante e o meio de cultivo mais eficientes para o 
estabelecimento in vitro, verificar a influência da orientação do explante no frasco 
sobre o desenvolvimento in vitro e observar a influência de diferentes concentrações 
da citocinina BAP na multiplicação de segmentos nodais de açoita-cavalo. Os 
trabalhos foram realizados no Laboratório de Cultura de Tecidos do Núcleo de 
Biotecnologia e Melhoramento do Departamento de Fitotecnia, Centro de Ciências 
Rurais da UFSM, em Santa Maria, RS. As sementes foram coletadas e armazenadas 
pela Fundação Estadual de Pesquisa Agropecuária – Fepagro/Florestas em Santa 
Maria, RS, em 2004 e 2005, e as plântulas obtidas foram utilizadas como fonte de 
explantes para os estudos in vitro. Durante os experimentos de desinfestação 
observou-se que a imersão das sementes em água quente é fundamental para o 
controle (parcial) de microrganismos associados às sementes, bem como promover 
uma maior taxa de germinação. O cloreto de mercúrio controlou parcialmente a 
contaminação fúngica e totalmente a contaminação bacteriana, porém demonstrou 
toxidade ao desenvolvimento das plântulas com o aparecimento de folhas 
amareladas. Para o estabelecimento in vitro de açoita-cavalo pode-se empregar tanto 
ápices caulinares como segmentos nodais, independente do meio de cultivo WPM ou 
MS. Para o enraizamento, o meio WPM foi mais eficiente, nos dois tipos de 
explantes, ápices caulinares e segmentos nodais. Visando maximizar o cultivo de 
açoita-cavalo, deve-se utilizar para o estabelecimento o meio WPM, por ter custo 
reduzido e explantes do tipo segmento nodal, que são produzidos em maior número 
por plântula. Não há influência da orientação do explante em relação ao frasco no 
desenvolvimento de culturas in vitro de açoita-cavalo. Nas concentrações testadas, a 
citocinina BAP inibiu a formação de brotações e folhas. As concentrações de BAP 
testadas foram altas e podem ter sido tóxicas ao desenvolvimento dos segmentos 
nodais de açoita-cavalo. Novos estudos devem ser realizados para uma averiguação 
mais aprofundada do cultivo in vitro de açoita-cavalo. 

 
 
Palavras-chave: cultivo in vitro; micropropagação; Luehea divaricata 
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“Açoita-cavalo”, Luehea divaricata Martius et Zuccarini, pertaining to the 

Tiliaceae family, is a forest species that suffered great entropic action in the last 
decades, fact that contributed a lot to the reduction of the natural populations, 
becoming necessary the conservation of germ plasma in vitro. It presents slow and 
irregular, changeable germination between 20% and 75%, and viability of the seeds 
very unevenness. These characteristics contribute for one reduced frequency of the 
species in natural forests. As form of vegetative propagation, the micropropagation 
becomes an alternative for the regeneration of plants that present difficulty of natural 
reproduction, beyond presenting itself as a conservation way for the species. The 
work had as objective to establish a protocol of disinfestations for aseptic germination 
of “açoita-cavalo” seeds, to determine the more efficient type of explants and way of 
culture for the establishment in vitro, to verify the influence of the orientation of the 
explants in the bottle on the development in vitro and to observe the influence of 
different concentrations of cytokine BAP in the multiplication of nodes segments of 
“açoita-cavalo”. The works had been carried through in the Laboratory of Tissue 
Culture of the Núcleo de Biotecnologia e Melhoramento, Departamento de Fitotecnia, 
Centro de Ciências Rurais, Universidade Federal de Santa Maria, in Santa Maria, RS.  
The seeds had been collected and conserved by Fundação Estadual de Pesquisa 
Agropecuária - Fepagro/Florestas in Santa Maria, RS, in 2004 and 2005, and 
seedlings gotten in had been used as source of explants for the studies vitro. During 
the disinfestations experiments it was observed that the immersion of the seeds in hot 
water is basic for the control (partial) of microorganisms associated to the seeds, as 
well as promoting a bigger tax of germination. The mercury chloride controlled the 
fungal contamination partially and total the bacterial contamination, however it 
demonstrated toxicity to the development of seedling with the yellowish leaf 
appearance. For the establishment in vitro of “açoita-cavalo” can be used as many 
apexes shoot as nodes segments, independent of the way of culture WPM or MS. For 
the rooting, the half WPM was more efficient, in the two types of node explants, 
apexes shoot and segments. Aiming at to maximize the “açoita-cavalo” culture, the 
half WPM must be used for the establishment, for having reduced cost and explants 
of the type nodal segment, that are produced in bigger number for seedling. In does 
not have influence of the orientation of the explants in relation to the bottle in the 
development of cultures vitro of “açoita-cavalo”. In the tested concentrations, cytokine 
BAP inhibited the formation of shoot and leaves. The tested concentrations of BAP 
had been high and can have been toxic to the development of the node segments of 
“açoita-cavalo”. New studies must more be carried through for an ascertainment 
deepened of the culture in vitro of “açoita-cavalo”. 
 
 
Key words: culture in vitro; micropropagation; Luehea divaricata. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

Luehea divaricata Martius et Zuccarini, popularmente conhecida, na 

região sul do Brasil, como açoita-cavalo, é uma espécie florestal com ampla 

distribuição geográfica, indicada para reflorestamentos. Apresenta madeira 

muito macia, empregada nas estruturas de móveis e na confecção de móveis 

vergados (curvados), peças torneadas, entre outros. Constitui planta pioneira 

de rápido crescimento, decídua, heliófita, característica das florestas aluviais 

(LORENZI, 2002), propriedades que tornam a espécie de alto valor 

silvicultural. 

Esta espécie assim como tantas outras, tiveram suas populações 

naturais devastadas pela ação antrópica e, apesar de não estar na lista oficial 

de espécies em vias de extinção, a conservação genética do açoita-cavalo é 

de suma importância, garantindo assim a preservação dos genes, que serão a 

base para o melhoramento genético, através do uso da biotecnologia que vem 

evoluindo constantemente. A extinção de uma espécie significa a perda para 

sempre de combinações gênicas únicas e insubstituíveis, o que justifica a 

conservação genética. 

Uma maneira de se preservar genes é através da conservação in vitro, 

que é realizada com o auxílio de uma ferramenta denominada cultura de 

tecidos. As plantas obtidas com esta técnica são denominadas clone e são 

geneticamente idênticas às plantas doadoras de material vegetal ou plantas-

mãe. A cultura de tecidos em espécies lenhosas vem ganhando grande 

impulso nas ultimas décadas, sua utilização já é rotineira em muitas empresas 

do ramo florestal, demonstrando ser uma tecnologia viável para a produção de 

mudas de alto padrão genético, fisiológico e sanitário. 
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As espécies conservadas in vitro normalmente são estabelecidas a partir 

da germinação de sementes, desenvolvimento de tecidos e cultura de gemas e 

embriões, sendo mantidas em condições assépticas, por tempo indeterminado 

sob condições de crescimento lento. Este tipo de conservação “ex situ” é uma 

técnica muito promissora para a conservação da diversidade genética e, ainda, 

possui diversas vantagens em relação à conservação no campo (in situ), tais 

como: menor risco de perda do germoplasma, maior qualidade fitossanitária, 

redução no custo de manutenção, rápida multiplicação e armazenamento, 

menor necessidade de espaço, disponibilidade imediata para propagação e 

facilidade de intercâmbio. 

Desta forma, a conservação genética é uma garantia para o futuro, pois os 

genes preservados hoje por cultura de tecidos ou por outra técnica, representam 

uma oportunidade real para que, no futuro, as próximas gerações possam usufruir 

da gigantesca biodiversidade ainda existente em nosso planeta. 
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benefícios indiretos (social benefits), sendo estes: manutenção da fertilidade 

do solo; do regime de água; da limpeza do ar; e da recreação para os 

habitantes dos centros urbanos, etc. O conjunto de todos esses benefícios, ou 

seja, a produção de bens materiais e imateriais chama-se de "uso-múltiplo" da 

floresta (SELING e SPATHELF, 1999). 

Apesar de atualmente as espécies florestais exóticas suprirem a 

demanda por produtos madeireiros, diversas árvores nativas, apresentam 

infinitas qualidades, podendo ser utilizadas em plantios homogêneos, bastando 

para isso, que ocorra aprimoramento do conhecimento silvicultural, 

principalmente relacionado ao melhoramento genético.  

Um importante método para a multiplicação de plantas lenhosas é a 

propagação vegetativa. Este método oferece certas vantagens quando 

comparado à reprodução sexuada; assim, para árvores selecionadas, é muitas 

vezes indicado. Na reprodução sexuada consegue-se capturar apenas o 

componente genético aditivo da superioridade do genótipo selecionado, 

enquanto que, na propagação vegetativa, existe a possibilidade de capturar o 

componente genético total, resultando em maiores ganhos dentro de uma 

mesma geração. A segregação e a recombinação gênica, verificadas na 

reprodução sexuada, resultam em um alto grau de variabilidade, já por via 

vegetativa, redunda em uniformidades de crescimento, características 

tecnológicas e morfológicas (ASSIS e TEIXEIRA, 1998). 

Durante os últimos anos, houve um expressivo acréscimo no uso da 

propagação vegetativa in vitro como ferramenta para a implantação de 

florestas clonais, substituindo-se as práticas convencionais por técnicas que 

passaram a garantir a superioridade genética dos indivíduos (BASSAN, 2006).  

Entre os vários processos de cultura de tecidos, pode-se destacar a 

micropropagação, que possibilita a produção de mudas a partir de qualquer 

tecido da planta doadora, mantendo estáveis as características genotípicas de 

interesse, aumentando em grande escala a produtividade, ocupando menor 

espaço, produzindo durante todo ano, mantendo a produção isenta de riscos 

ambientais, climáticos e dentro dos padrões desejáveis de fitossanidade.  
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2.1 Descrição da espécie – Luehea dicaricata Martius et Zuccarini 

 

 

O sul da África e o Brasil constituem os dois principais centros de dispersão 

da família Tiliaceae, a qual conta com 50 gêneros e cerca de 450 espécies 

(CRONQUIST, 1988) das quais aproximadamente 55 a 60, distribuídas em 13 

gêneros, ocorrem no Brasil (BARROSO et al., 1978). Essa família possui indivíduos 

herbáceas ou lenhosos, arbustivos ou arbóreos, com folhas alternas, inteiras e 

palminérvias, as flores apresentam numerosos estames, com o ovário súpero, e os 

frutos são geralmente capsulares (AZEVEDO e VALENTE, 2005). 

Luehea divaricata Martius et Zuccarini é uma espécie florestal com 

diversas utilidades, fato este que contribui muito para a redução das 

populações naturais, tornando necessária a conservação de germoplasma. 

Conhecida popularmente como açoita-cavalo, caiboti, açoita-cavalo miúdo, 

ibatingui, pau-de-canga, a espécie ocorre naturalmente desde o Sul da Bahia 

até o Rio Grande do Sul na mata semidecídua (LORENZI, 2002). 

A espécie pode atingir 15-30 m de altura e 50-100 cm de diâmetro à 

altura do peito (DAP), suas folhas são simples, alternas, dísticas, com 

estípulas, irregularmente serreadas, com três nervuras típicas, quase glabras 

na face superior e densamente pubescentes e de cor esbranquiçada na face 

inferior, com 4,5 e 15 cm de comprimento. A ramificação é irregular e a copa é 

larga. Apresenta tronco tortuoso, nodoso, com reentrâncias, sendo a base 

alargada com sapopemas (LORENZI, 2002; CARVALHO, 1994).  

As flores hermafroditas são róseas dispostas em inflorescências 

terminais e axilares, em cimeiras dicotômicas, em torno de 2,5 cm de 

comprimento e os frutos são cápsulas cônicas, secas, oblongas, 

pentaloculares, de coloração castanha com densa pilosidade, deiscentes, 

medindo de 2 a 3 cm de comprimento. O florescimento ocorre de dezembro a 

julho e a maturação dos frutos, durante os meses de maio a agosto. Cada fruto 

possui de 5 a 15 sementes. Apresenta germinação lenta e irregular, variável 

entre 20% e 75%. A viabilidade das sementes é muito irregular. Testadas após 

60 dias da colheita germinaram 50% menos do que quando semeadas 

imediatamente após a coleta (LORENZI, 2002; CARVALHO, 1994). Porém 
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Cândido (1992, apud CARVALHO, 1994), obteve 45,5% de germinação com 

sementes armazenadas por 22 meses e apenas 17% com aquelas 

conservadas por 30 dias. 

 A madeira é moderadamente pesada, apresentando peso específico 

básico de 0,6-0,7 g cm-3, anéis de crescimento bem distintos, cerne de 

coloração marrom e avermelhado (RICHTER e DALLWITZ, 2006), resistente e 

extremamente flexível, sendo muito empregada para estruturas de móveis, 

confecção de móveis vergados (curvados), peças torneadas, entre outros 

(LORENZI, 2002). Outra utilidade relevante da espécie é o uso das folhas 

como fitoterápico, no combate à disenteria, leucorréia, reumatismo, blenorragia 

e tumores; a infusão das flores, contra bronquite; e a raiz, depurativa (TANAKA 

et al., 2005). É planta pioneira de rápido crescimento, decídua, heliófita, 

característica das florestas aluviais (LORENZI, 2002).  

 

 

2.2 Cultura de tecidos 

 

 

A cultura de tecidos vegetais é um processo, através do qual, 

fragmentos de tecido vivo (explante) são isolados de um organismo e 

cultivados assepticamente, por períodos indefinidos em um meio nutritivo 

semidefinido ou definido (MANTEL et al., 1994). 

A cultura de tecidos é uma parte importante da biotecnologia, 

conjuntamente com outras duas áreas: Transformação Genética e Biologia 

Molecular, e se apóia na teoria da totipotência, que afirma que a célula é 

autônoma, portanto, contém o potencial necessário para originar um organismo 

completo, quando submetido a estímulos especiais (CID, 2006). 

A propagação de espécies florestais normalmente é via sementes, 

(RIBAS et al., 2005). Desta maneira, genótipos elite podem perder suas 

características superiores (não transmitindo à descendência), inclusive a 

heterose, quando permitida a polinização livre, a menos que sejam 

multiplicados sob condições controladas (autofecundação ou propagação 

vegetativa).  
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Genótipos, se propagados vegetativamente, originam uma descendência 

geneticamente idêntica e uniforme, coletivamente designados como um clone. 

Os métodos de propagação artificial de espécies florestais são amplamente 

usados, destacando-se as técnicas de enxertia e estaquia. Essa propagação 

clonal com fidelidade ao tipo original também pode ser efetuada in vitro, com a 

possibilidade de ser mais rápida que a estaquia e a enxertia. 

As principais vantagens do cultivo in vitro, em relação a outros métodos 

de propagação vegetativa, são o curto período de tempo e o pequeno espaço 

físico necessários para produzir um grande número de indivíduos a partir de 

um explante inicial (KIRST e SEPEL, 1996). 

Termignoni (2005) cita como as principais aplicações da cultura de 

tecidos atualmente a preservação de espécies em extinção, a produção massal 

de indivíduos geneticamente superiores, a obtenção de plantas geneticamente 

transformadas, e a obtenção de sistemas in vitro para a produção de 

metabólitos secundários. 

Apesar de existirem diversas técnicas, a cultura de tecidos é uma só, e o 

denominador comum de todas elas é a assepsia, o explante, a composição do 

meio de cultura, reguladores de crescimento e as condições ambientais (CID, 

2006; MANTOVANI, 1998). 

 As primeiras técnicas de cultivo in vitro surgiram no início do século XX. 

Diversas experiências foram realizadas em diferentes países do mundo. Muitas 

fontes de explantes, diversos meios de cultura e condições ambientais foram 

testadas sem que houvesse uma definição de um protocolo único para todas 

as espécies, fato este devido às diferentes necessidades de cada planta, com 

relação a nutrientes, fotoperíodo, fisiologia, etc. (TORRES et al., 1998). 

 

 

2.2.1 Micropropagação 

 

 

A propagação vegetativa in vitro ou clonagem in vitro, também 

denominada micropropagação devido ao tamanho dos propágulos utilizados, é 
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a técnica de cultivo in vitro de maior impacto dentre as diversas técnicas de 

cultura de tecidos e tem mostrado enorme importância prática e potencial nas 

áreas agrícola, florestal e hortícola (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998; 

BORGATTO e HAYASHI, 2002). A técnica viabiliza a clonagem de várias 

espécies, permitindo a formação de indivíduos geneticamente idênticos a partir 

de células, órgãos ou pequenos fragmentos de uma planta (SOUZA e 

JUNGHANS, 2006), que são cultivados em frascos contendo meio nutritivo, 

sob condições ambientais controladas, por períodos indefinidos, até a 

formação da nova muda para posterior aclimatização. 

A aplicação da micropropagação tem sido menos intensa em espécies 

lenhosas e o emprego na área florestal iniciou realmente na década de 80, 

concentrando-se nos principais gêneros de interesse comercial, como Pinus, 

Eucalyptus, Picea e Populus (HARTNEY, 1979; PARANJOTHY et al., 1990), 

apesar de ter sido implementada tardiamente é uma ferramenta muito útil na 

multiplicação de espécies florestais de importância econômica ou que se 

encontram em extinção como Pinus pinaster (RIBAS et al., 2005; GOMES et 

al., 1999 apud RIBAS, 2005), no entanto, não existem relatos na literatura 

sobre a micropropagação de açoita-cavalo.  

Durante os últimos anos, houve um expressivo acréscimo no uso da 

propagação vegetativa in vitro como ferramenta para a implantação de 

florestas clonais, substituindo-se as práticas convencionais por alternativas 

que passaram a garantir a superioridade genética dos indivíduos (BASSAN, 

2006). Como forma de propagação vegetativa, a micropropagação torna-se 

uma alternativa para a regeneração de plantas que apresentam dificuldade de 

reprodução natural, baixo poder germinativo e, também, para aqueles casos 

em que os métodos convencionais de propagação vegetativa não são viáveis 

(THORPE et al., 1991; SERAFINI et al., 2001).  

A micropropagação ganhou grande impulso na década de 1970 e, neste 

período, surgiu o conceito de estágios de desenvolvimento no processo de 

propagação in vitro, elaborado por Murashige (1974, apud GRATTAPAGLIA e 

MACHADO, 1998): 

- Estágio I – seleção de explantes, desinfestação e cultura em meio 

nutritivo sob condições assépticas; 
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- Estágio II – multiplicação dos propágulos mediante sucessivas 

subculturas em meio próprio para a multiplicação; 

- Estágio III – transferência das partes aéreas produzidas para meio de 

enraizamento e subseqüente transplantio das plantas obtidas para 

substrato ou solo. 

Para Grattapaglia e Machado (1998), conforme o explante e a 

subseqüente manipulação, a micropropagação pode ser conduzida por três 

maneiras distintas: a) multiplicação por meio de proliferação de gemas 

axilares; b) multiplicação mediante a indução de gemas adventícias por 

organogênese direta ou indireta (passando pela fase de calo); e c) 

multiplicação via embriogênese somática. 

 O estabelecimento das culturas é a fase inicial da micropropagação, em 

que o explante mais adequado é selecionado; essa etapa é concluída com a 

obtenção de uma cultura livre de contaminantes visíveis e suficientemente 

adaptada às condições in vitro, de modo que apresente reação à aplicação de 

fitorreguladores na fase seguinte de multiplicação (GRATTAPAGLIA e 

MACHADO, 1998).  

 Infinitas dificuldades estão sendo encontradas para a micropropagação 

de espécies lenhosas, dentre estas se pode citar a oxidação fenólica que pode 

dificultar o estabelecimento in vitro, é causada pela liberação de compostos 

fenólicos, ocorrendo devido ao dano causado nas células durante a excisão 

dos explantes (FLORES et al., 1998). Outro entrave encontrado para o uso 
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in vitro 
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utilizados de maneira associada ou não, para uma maior eficiência do 

protocolo de desinfestação. Outro agente que possui duas vias de ação é a 

água quente, que age tanto na desinfestação superficial como na quebra de 

dormência (MARTINS-CORDER e BORGES JR, 1999). 

 Os fungicidas podem ser classificados como de contato, protetores e 

sistêmicos. Os fungicidas de contato são aqueles que agem diretamente sobre 

o patógeno, na fonte de inóculo, ao contrário dos sistêmicos que atenuam os 

sintomas ou reparam os danos provocados pelo patógeno (KIMATI, 1995). 

Thiabendazole e Metalaxil são classificados como fungicidas sistêmicos e 

Captan é um fungicida de contato.  

A concentração da solução, a combinação dos princípios ativos e o 

tempo de exposição podem variar muito (MONTARROYOS, 2000 apud 

CHAVES, 2005), fazendo-se necessária, portanto, a definição de um protocolo 

eficiente de desinfestação de acordo com a espécie e com a sensibilidade do 

tecido a ser desinfestado. 

 

 

2.2.3 Explante e meio de cultura 

 

 

Segundo Puga et al. (1991), explante é o órgão ou parte de tecido da 

planta, o qual será utilizado para iniciar um cultivo in vitro em experimentos de 

micropropagação. Para Grattapaglia e Machado (1998), diversos explantes 

podem ser utilizados para iniciar a propagação in vitro de uma planta, a 

escolha do explante apropriado constitui o primeiro passo para o 

estabelecimento in vitro dos cultivos. De acordo com Termignoni (2005), o uso 

de ápices e de segmentos caulinares é bastante comum entre os 

micropropagadores pela facilidade de obtenção, pelo número inicial de 

explantes isolados da planta-mãe, pela viabilidade in vitro e pelo crescimento 

rápido. As gemas apicais têm demonstrado uma maior capacidade de 

crescimento em relação às gemas axilares, que estão sob efeito da 

dominância apical. Isto é comum em plantas herbáceas ornamentais e 

olerícolas, sendo que o contrário, em geral, vale para plantas arbóreas. 
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Quanto à idade dos explantes para espécies lenhosas são indicados os 

provenientes de organismos jovens, pois uma série de alterações na 

capacidade morfogenética dos tecidos podem ocorrer com a passagem do 

estado juvenil para o adulto (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). 

Os meios de cultivo possuem grande quantidade de macro e 

micronutrientes em diferentes proporções, responsáveis pelo crescimento da 

planta como um todo, carboidratos como fonte de carbono (sacarose, glucose, 

maltose), vitaminas (tiamina, piridoxina e ácido ascórbico), além de outros 

nutrientes como inositol e sorbitol (DAMIÃO FILHO, 1995; HU e FERREIRA, 

1998). 

Os meios de cultura, segundo Torres et al. (1998), além de fornecer as 

substâncias essenciais para o crescimento, também controlam o padrão de 

desenvolvimento 
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das gemas laterais: excisão do ápice, cultivo na orientação horizontal e 

tratamento com citocininas. Lane (1979) quebrou a dominância apical em 

explantes de Pyrus, retirando o ápice ou inoculando as partes aéreas deitadas 

sobre o meio de cultura e, para Yae et al. (1987), a orientação horizontal 

mostrou ser superior à vertical para vários clones de “Delicious”, apesar de ter 

pouco efeito em outras cultivares testadas. 

Dentre os pontos mais importantes na multiplicação in vitro destacam-se 

aqueles referentes às concentrações de citocinina e o tipo de meio de cultivo a 

ser utilizado (CHAVES et al., 2005). As citocininas são reguladores de 

crescimento que desempenham um papel fundamental no crescimento e 

morfogênese em cultura de tecidos, estimulando a divisão celular, bem como, 

a indução e a proliferação de brotações adventícias (GEORGE e 

SHERRINGTON, 1984 apud FLORES et al., 1998). 

A adição de reguladores de crescimento na cultura de tecidos tem o 

objetivo principal de suprir as deficiências dos teores endógenos de hormônios 

nos explantes que se encontram isolados das regiões produtoras na planta-

matriz. Das citocininas comercialmente disponíveis a 6-benzilaminopurina 

(BAP) é a que, em geral, apresenta os melhores resultados (BORGATTO e 

HAYASHI, 2002). As concentrações podem variar de acordo com a espécie, 

Torres et al. (2001) recomendam a utilização de concentrações entre 0,03 a 30 

mg L-1. 

O uso exagerado deste regulador de crescimento (BAP) é tóxico e 

caracteriza-se, principalmente, pela falta de alongamento das culturas, 

redução da área foliar, encurtamento dos entrenós, engrossamento exagerado 

do caule, vitrificação generalizada (LESHEN et al., 1988 apud CHAVES et al., 

2005). 

A maneira complexa com que os reguladores de crescimento e as 

células interagem indica que, se o tecido não está em um estádio responsivo, 

ele não irá responder adequadamente aos reguladores de crescimento 

exógenos, não importando em quais concentrações e combinações esses 

reguladores são utilizados. A ausência na resposta a um regulador de 

crescimento é frequentemente um problema em cultivos in vitro (BONGA e 

VONADERKAS, 1992 apud ALVES et al., 2004). 
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Apesar das adversidades encontradas na micropropagação de espécies 

lenhosas, as vantagens do emprego de clones de plantas elite estimulam o 

desenvolvimento de protocolos mais eficientes de micropropagação (DURZAN, 

1988). 
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3 CAPÍTULO I – DESINFESTAÇÃO SUPERFICIAL E 

GERMINAÇÃO ASSÉPTICA DE SEMENTES DE AÇOITA-

CAVALO 

 

 

3.1 Objetivo 
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3.2.1 Experimento I 

 

 

O meio de cultivo utilizado para a germinação das sementes foi o meio 

base MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) (ANEXO A), acrescido de 30 g L-1 de 

sacarose, 100 mg L-1 de mio-inositol e 7 g L-1 de ágar, sendo o pH ajustado 

para 5,7. Posteriormente, os frascos foram autoclavados por 15 minutos à 

temperatura de 121°C e 1 atm. 

Para a desinfestação superficial das sementes foram utilizados cinco 

tratamentos:  

T1 (testemunha) - imersão em solução de etanol 70% (v/v) por 30 

segundos + imersão em solução de hipoclorito de sódio a 2,5% por 10 

minutos;  

T2 - imersão em solução de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersão 

em solução de hipoclorito de sódio a 2,5% por 10 minutos + imersão em 

solução de fungicida Thiabendazole a 8 g L-1 por 10 minutos;  

T3 - imersão em solução de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersão 

em solução de hipoclorito de sódio a 2,5% por 10 minutos + imersão em 

solução de fungicida Metalaxil a 8 g L-1 por 10 minutos;  

T4 - imersão em solução de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersão 

em solução de hipoclorito de sódio a 2,5% por 10 minutos + imersão em 

solução de fungicida Thiabendazole mais fungicida Metalaxil nas 

concentrações de 4 g L-1 e 4 g L-1, respectivamente, por 10 minutos;  

T5 - imersão em solução de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersão 

em solução de hipoclorito de sódio a 2,5% por 10 minutos + imersão em 

solução de fungicida Thiabendazole mais fungicida Metalaxil nas 

concentrações de 8 g L-1 e 8 g L-1, respectivamente, por 10 minutos; 

 Em todos os tratamentos, após a imersão em cada solução 

desinfestante, as sementes foram submetidas a um triplo enxágüe com água 

destilada estéril para remoção do resíduo das soluções desinfestantes.  
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As sementes foram inoculadas sob condições assépticas em mesa de 

fluxo laminar e a unidade experimental (UE) foi composta de quatro frascos de 

vidro, com capacidade para 150 mL, contendo 30 mL de meio nutritivo e quatro 

sementes cada. Posteriormente, os frascos foram vedados com papel alumínio 

e dispostos em sala de cultivo sob fotoperíodo de 16 horas de luz, 20 µmol m-2 

s-1 e temperatura de 25±2°C, em delineamento inteiramente casualizado, com 

cinco repetições por tratamento. 

A avaliação foi realizada aos 56 dias de cultivo. As variáveis observadas 

foram germinação (%), contaminação fúngica (%) e contaminação bacteriana 

(%). 

As variáveis foram transformadas para raiz quadrada de X + 0,5, dividida 

por 100, sendo X o valor observado. Foram realizadas análises de variância e 

as médias, quando necessário, comparadas pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade de erro. Utilizou-se o programa estatístico Statistica (STASOFT, 

1998). 

 

 

3.2.2 Experimento II 

 

 

O meio de cultivo utilizado para a germinação das sementes foi o meio 

base MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) (ANEXO A), acrescido de 30 g L-1 de 

sacarose, 100 mg L-1 de mio-inositol e 7 g L-1 de ágar, sendo o pH ajustado 

para 5,7. Posteriormente, os frascos foram autoclavados por 15 minutos à 

temperatura de 121°C e 1 atm. 

Para a desinfestação superficial das sementes foram utilizados quatro 

tratamentos:  

T1 (testemunha) – imersão em água quente (± 60ºC) por 10 minutos + 

imersão em solução de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersão em 

solução de hipoclorito de sódio a 2% por 10 minutos + imersão em solução de 

fungicida Captan na concentração de 2 g L-1 por 10 minutos;  
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T2 – imersão em água quente (± 60ºC) por 10 minutos + imersão em 

solução de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersão em solução de 

hipoclorito de sódio a 2% por 10 minutos + imersão em solução de fungicida 

Captan na concentração de 10 g L-1 por 10 minutos; 

T3 – imersão em solução de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersão 

em solução de hipoclorito de sódio a 2% por 10 minutos + imersão em solução 
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3.2.3 Experimento III 

 

 

O meio de cultivo utilizado para a germinação das sementes foi o meio 

base MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) (ANEXO A), acrescido de 30 g L-1 de 

sacarose, 100 mg L-1 de mio-inositol e 7 g L-1 de ágar, sendo o pH ajustado 

para 5,7. Posteriormente, os frascos foram autoclavados por 15 minutos à 

temperatura de 121°C e 1 atm. 

Para a desinfestação superficial das sementes foram utilizados cinco 

tratamentos:  

T1 (testemunha) - imersão em solução de etanol 70% (v/v) por 30 

segundos + imersão em solução de hipoclorito de sódio a 3% por 10 minutos;  

T2 - imersão em água quente (± 60°C) por 10 minutos + imersão em 

solução de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersão em solução de 

hipoclorito de sódio a 3% por 10 minutos;  

T3 - imersão em água quente (± 60°C) por 10 minutos + imersão em 

solução de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersão em hipoclorito de sódio 

a 3% por 10 minutos + imersão em solução de fungicida Captan (10 g L-1) por 

10 minutos;  

T4 - imersão em água quente (± 60°C) por 10 minutos + imersão em 

solução de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersão em hipoclorito de sódio 

a 3% por 10 minutos + imersão em solução de fungicida Captan (10 g L-1) por 

10 minutos + imersão em solução de fungicida Thiabendazole (8 g L-1) por 10 

minutos;  

T5 - imersão em água quente (± 60°C) por 10 minutos + imersão em 

solução de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersão em hipoclorito de 

sódio a 3% por 10 minutos + imersão em solução de fungicida Thiabendazole 

(8 g L-1) por 10 minutos.  

Em todos os tratamentos, após os procedimentos de desinfestação, as 

sementes foram submetidas a um triplo enxágüe com água destilada para 

remoção do resíduo das soluções desinfestantes.  
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As sementes foram inoculadas sob condições assépticas em mesa de 

fluxo laminar e a unidade experimental (UE) foi composta de quatro frascos de 

vidro, com capacidade para 150 mL, contendo 30 mL de meio nutritivo e três 
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T2 - imersão em água quente (± 60°C) por 10 minutos + imersão em 

solução de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersão em solução de 

hipoclorito de sódio a 3% por 10 minutos + imersão em solução de cloreto de 

mercúrio a 0,1% por 10 minutos;  

T3 - imersão em água quente (± 60°C) por 10 minutos + imersão em 

solução de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersão em hipoclorito de 

sódio a 3% por 10 minutos + imersão em solução de cloreto de mercúrio a 

0,2% por 5 minutos;  

T4 - imersão em água quente (± 60°C) por 10 minutos + imersão em 

solução de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersão em hipoclorito de 

sódio a 3% por 10 minutos + imersão em solução de cloreto de mercúrio a 

0,3% por 5 minutos;  

T5 - imersão em água quente (± 60°C) por 10 minutos + imersão em 

solução de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersão em hipoclorito de 

sódio a 3% por 10 minutos + imersão em solução de cloreto de mercúrio a 

0,4% por 5 minutos; 

T6 - imersão em água quente (± 60°C) por 10 minutos + imersão em 

solução de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersão em hipoclorito de 

sódio a 3% por 10 minutos + imersão em solução de cloreto de mercúrio a 

0,5% por 3 minutos; 

T7 - imersão em água quente (± 60°C) por 10 minutos + imersão em 

solução de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersão em hipoclorito de 

sódio a 3% por 10 minutos + imersão em solução de cloreto de mercúrio a 

0,6% por 5 minutos; 

Em todos os tratamentos, após os procedimentos de desinfestação, as 

sementes foram submetidas a um triplo enxágüe com água destilada seguido 

de enxágüe em solução de carvão ativado (CA) na concentração de 0,5% para 

remoção do resíduo das soluções desinfestantes.  

As sementes foram inoculadas sob condições assépticas em mesa de 

fluxo laminar e a unidade experimental (UE) foi composta de um frasco de 

vidro, com capacidade para 150 mL, contendo 30 mL de meio nutritivo e quatro 

sementes cada. Posteriormente, os frascos foram vedados com papel alumínio 
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e dispostos em sala de cultivo sob fotoperíodo de 16 horas de luz, 20 µmol m-2 

s-1 e temperatura de 25±2°C, em delineamento inteiramente casualizado, com 

vinte repetições por tratamento. 

A avaliação foi realizada aos 60 dias de cultivo. As variáveis observadas 

foram germinação (%), contaminação fúngica (%) e contaminação bacteriana 

(%). 

As variáveis foram transformadas para raiz quadrada de X + 0,5, dividida 

por 100, sendo X o valor observado. Foram realizadas análises de variância e 

as médias, quando necessário, comparadas pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade de erro. Utilizou-se o programa estatístico Statistica (STASOFT, 

1998). 

 

 

3.3 Resultados e discussão 

 

 

3.3.1 Resultados e discussão do experimento I 

 

 

Os tratamentos não foram estatisticamente significativos para nenhuma 

das variáveis analisadas (Figura 1), altas médias de contaminação fúngica 

foram observadas em todos os tratamentos, fato que pode ter influenciado os 

baixos valores observados tanto para contaminação bacteriana como para 

germinação das sementes, tendo em vista que a contaminação fúngica (em 

maior escala) ocorreu logo na primeira semana de cultivo. 

As médias de germinação, apesar de serem baixas, são consideradas 

normais, quando comparadas com a taxa de germinação da espécie e do lote 

de sementes de 2004, que fica em torno de 20-75% e 26,5% (APÊNDICE A), 

respectivamente. O tratamento T4 apresentou a média de germinação de 

28,75% e o tratamento T2 a média 10%. 

Os fungicidas Thiabendazole e Metalaxil não foram eficientes no 

controle dos fungos existentes nas sementes de açoita-cavalo, por serem 
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estes, fungicidas sistêmicos o tempo de exposição das sementes ao fungicida 

pode ter sido inferior ao necessário para que este agisse sobre os fungos. 

A utilização de hipoclorito de sódio e etanol, nas concentrações e 

tempos de imersão, utilizados neste experimento, não foram satisfatórios para 

o controle dos contaminantes existentes nas sementes de açoita-cavalo 

(APÊNDICE B), o que contrastam com os resultados encontrados por Andrade 

et al. (2000), em estudos realizados com Myracrodruon urundeuva Fr. All, onde 

esses autores utilizaram para uma desinfestação eficiente a imersão dos 

frutos-sementes em solução em etanol a 70% por 30 segundos, seguida de 

imersão em solução hipoclorito de sódio a 1% por 10 minutos e lavagem por 

três vezes em água destilada. 
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Figura 1 – Percentual de contaminação fúngica, contaminação bacteriana e 
germinação de sementes de Luehea divaricata Martius et Zuccarini 
cultivadas in vitro. Santa Maria, RS, 2007. 

*Médias não seguidas de mesma letra, diferem entre si pelo teste de Tukey a 
5% de probabilidade de erro. 

 

 

Resultados positivos com relação à desinfestação de sementes foram 

obtidos por Sabá et al. (2002) com a espécie Pilocarpus microphyllus Stapf, 

sendo que as sementes foram imersas em solução de etanol (puro) por três 
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minutos, seguida de imersão em solução de hipoclorito de sódio a 3% por 20 

minutos e lavadas por três vezes em água destilada autoclavada. 

Chaves et al. (2005) observaram que apenas a imersão em etanol, 

seguida de imersão em hipoclorito de sódio, ou apenas a utilização de um ou 

outro desinfestante, era suficiente para controlar a contaminação em sementes 

de Physalis peruviana L., sem que estes agentes prejudicassem a germinação 

da espécie. 

 

 

3.3.2 Resultados e discussão do experimento II 

 

 

Para contaminação fúngica e germinação houve diferença significativa 

entre os tratamentos utilizados, porém para contaminação bacteriana não 

houve significância.  

Os tratamentos T1 e T2 não diferem entre si e foram superiores aos 

tratamentos T3 e T4, onde a contaminação fúngica foi bastante severa (Figura 

2). Estes resultados inferem que a imersão em água quente é essencial para o 

controle dos fungos, pois aqueles tratamentos que não possuem água quente 

(T3 e T4), mesmo possuindo outro agente fungicida, o Captan, não 

demonstraram eficiência no controle destes microrganismos. 

A utilização de água quente aumentou a germinação das sementes de 

açoita-cavalo, já que foi eficiente no controle de fungos, os quais competiam 

com o vegetal. Em sementes de Didymopanax morototoni (Aubl.) Dcne. et 

Planch., Franco e Ferreira (2002) observaram que a imersão das sementes em 

água quente (80ºC) por 10 minutos inibiu a germinação da espécie. 
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Figura 2 – Médias de contaminação fúngica, contaminação bacteriana e 
germinação de sementes de açoita-cavalo (Luehea divaricata 
Martius et Zuccarini) submetidas a diferentes tratamentos de 
desinfestação, Santa Maria, RS, 2007. 

* Médias não seguidas de mesma letra, diferem entre si pelo teste de Tukey a 
5% de probabilidade de erro. 

 

 

A água quente, além de agente desinfestante, também pode ter agido na 

quebra de dormência das sementes, mesmo Carvalho (1994) afirmando que o 

açoita-cavalo não possui dormência, a espécie é classificada como 

intermediária, pois possui características tanto de sementes recalcitrantes, 

como de ortodoxas e, dessa maneira, a água quente pode ter rompido algum 

mecanismo de dormência da espécie, favorecendo a germinação. 

No que se refere ao fungicida Captan, este não apresentou toxidade ao 

vegetal nas concentrações testadas (2 e 10 g L-1), pois não afetou a 

germinação que foi de 32,5% e 36,2% em T1 e T2, respectivamente, resultado 

superior ao verificado no teste de germinação do lote de 2004 (APÊNDICE A). 

O fungicida ainda auxiliou no controle aos fungos, sua utilização é importante 

desde que associado aos outros agentes desinfestantes. Sugere-se utilizar a 

menor dose (2 g L-1) para reduzir custos e minimizar os danos ao meio 

ambiente. 

Para contaminação bacteriana, mesmo que os tratamentos não tenham 

diferenças estatísticas, nos tratamentos T1 e T2 foram encontradas as médias 

de 45 e 40%, respectivamente. 
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3.3.3 Resultados e discussão do experimento III 

 

 
Não houve diferença significativa entre os tratamentos de desinfestação 

para as variáveis germinação e contaminação fúngica. Em relação à 

contaminação bacteriana, o tratamento T5 não apresentou crescimento destes 

microrganismos. O tratamento T1, por sua vez, apresentou 55% de 

contaminação por bactérias e 62,5% de contaminação fúngica (Figura 3), o 

que pode ser atribuído à ausência de imersão das sementes em água quente. 

Esse procedimento parece ser fundamental para o controle da contaminação 

bacteriana e fúngica in vitro de sementes de açoita-cavalo. Os tratamentos T2, 

T3 e T4 apresentaram níveis de contaminação entre T5 e T1.  

Observou-se que o tratamento T5, com média de contaminação 

bacteriana de 0%, manifestou resultado similar aos tratamentos T2 e T3, 

ratificando a idéia de que a imersão das sementes em água quente é um 

procedimento necessário para o controle destes microrganismos.  

 

 

Figura 3 – Percentual de contaminação fúngica, contaminação bacteriana 
e germinação de sementes de Luehea divaricata Martius et 
Zuccarini cultivadas in vitro. Santa Maria, RS, 2007. 

* Médias seguidas de mesma letra, não diferem entre si pelo teste de 
Tukey, a 5% de probabilidade de erro. 
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Os tratamentos de desinfestação não diferiram estatisticamente para a 

variável germinação, sendo observada uma porcentagem de 23 a 51% de 

sementes germinadas nos diferentes tratamentos, taxa que está próxima da 

verificada no teste de germinação do lote 2004 (APÊNDICE A).  

  

 

3.3.4 Resultados e discussão do experimento IV 

 

 

Não houve diferenças significativas para nenhuma das variáveis testadas, 

porém, apesar de não haver significância, as médias de contaminação, tanto 

fúngica como bacteriana, foram menores que nos experimentos anteriores e a 

germinação ficou dentro dos padrões de germinação para a espécie.  

As taxas mais altas de contaminação fúngica foram encontradas nos 

tratamentos T1 e T2, com 28,7% e 30%, respectivamente. Nesses tratamentos 

foram utilizadas concentrações menores de cloreto de mercúrio por tempos de 

imersão mais prolongados. Concentração de 0,05% de cloreto de mercúrio por 10 

minutos foi utilizada para desinfestação de explantes de Aspidosperma 

polineuron, com eficácia comprovada por Ribas et al. (2005). Isso indica que 

baixas concentrações não afetam os tecidos mais sensíveis, porém, para a 

desinfestação de sementes que possuem tecidos mais resistentes são 

necessárias concentrações mais elevadas. 

O tratamento T6 apresentou a média de contaminação fúngica de 7,5%, e 

a contaminação bacteriana foi ausente nesse tratamento, associada a isso uma 

boa taxa de germinação foi observada, 52,5%, indicando que este tratamento foi 

eficiente no controle dos microrganismos associados às sementes do lote de 

2005 (APÊNDICES A e B) (Figuras 4 e 5). 
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Figura 4 – Médias de contaminação fúngica e bacteriana em sementes 

germinadas in vitro de açoita-cavalo (Luehea divaricata 
Martius et Zuccarini). Santa Maria, RS, 2007. 

* Médias seguidas de mesma letra, não diferem entre si pelo teste de 
Tukey, a 5% de probabilidade de erro. 

 

 

Tavares et al. (2004) desinfestaram sementes de arroz (cultivar BRS 7 

“Taim”) expondo-as às soluções de álcool 70% por 3 minutos, solução de 

hipoclorito de sódio 40% (produto comercial) por 40 minutos, seguido de três 

lavagens em água destilada estéril e, por fim, solução de cloreto de mercúrio 

0,6% por 10 minutos, seguido de quatro lavagens em água destilada estéril, 

procedimento semelhante ao tratamento T6. 

Pereira et al. (1999) utilizaram plântulas oriundas de sementes 

germinadas in vitro como fonte de explantes para experimentos com cultura de 

tecidos, e para a desinfestação superficial das sementes utilizaram o seguinte 

protocolo: imersão por 10 minutos em cloreto de mercúrio (0,6%) e por 20 

minutos em hipoclorito de sódio (1%), seguida de três lavagens em água 

destilada esterilizada. A utilização de cloreto de mercúrio vem sendo 

empregada por micropropagadores como uma alternativa para desinfestação 

de explantes e sementes, na fase de estabelecimento in vitro, fase esta em 

que a contaminação por microrganismos é um fator limitante. 
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Figura 5 – Médias de germinação in vitro de sementes de açoita-cavalo 
(Luehea divaricata Martius et Zuccarini). Santa Maria, RS, 
2007. 

* Médias seguidas de mesma letra, não diferem entre si pelo teste de 
Tukey, a 5% de probabilidade de erro. 

 

 

O cloreto de mercúrio não atuou negativamente sobre a germinação das 

sementes, mas apresentou efeito tóxico. A maioria das plântulas apresentaram 

folhas amareladas em todos os tratamentos (Figura 6), contudo explantes 

retirados destas plântulas foram utilizados em experimentos subseqüentes in 

vitro e responderam bem aos tratamentos aplicados. 

 

 

 
Figura 6 – Aspecto de plântulas de açoita- cavalo (Luehea divaricata Martius et 

Zuccarini) germinadas in vitro (a- plântulas não tratadas com cloreto de 
mercúrio; b e c- plântulas amareladas, tratadas com cloreto de mercúrio). 
Santa Maria, RS, 2007. 
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3.4 Conclusão 

 

  

A imersão das sementes em água quente é fundamental para o controle 

(parcial) de microrganismos associados às sementes, bem como promover 

uma maior taxa de germinação. 

O cloreto de mercúrio controlou parcialmente a contaminação fúngica e 

totalmente a contaminação bacteriana, porém demonstrou toxidade ao 

desenvolvimento das plântulas, com o aparecimento de folhas amareladas. 

Os tratamentos testados não foram eficazes em promover a 

desinfestação superficial relacionada à presença de fungos, uma vez que 

estes microrganismos estiveram presentes em todos os tratamentos testados.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
4 CAPÍTULO II - SELEÇÃO DE MEIO DE CULTIVO E 

EXPLANTE DE Luehea divaricata Martius et Zuccarini PARA 

O ESTABELECIMENTO IN VITRO 

 

 

4.1 Objetivo 

 

 

O objetivo deste trabalho foi determinar o tipo de explante e o meio de 

cultivo mais eficientes para o estabelecimento in vitro, visando à 

micropropagação de açoita-cavalo. 

 

 

4.2 Materiais e métodos 

 

 

O trabalho foi realizado no Laboratório de Cultura de Tecidos do Núcleo 

de Biotecnologia e Melhoramento do Departamento de Fitotecnia, Centro de 

Ciências Rurais da UFSM, em Santa Maria, RS.  

Os explantes testados foram excisados de plântulas oriundas de 

sementes germinadas in vitro com 40-50 dias de idade, as sementes foram 

coletadas e armazenadas pela Fundação Estadual de Pesquisa Agropecuária – 

Fepagro/Florestas em Santa Maria, RS, em 2005. 

Os tratamentos consistiram em dois tipos de explantes: ápices 

caulinares e segmentos nodais com aproximadamente 1 cm de comprimento, 

associados a dois diferentes meios de cultura, o meio base MS e o WPM 
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(ANEXO A), sendo estes acrescidos de 30 g L-1 de sacarose, 100 mg L-1 de 

mio-inositol, 7 g L-1 de ágar  e pH ajustado para 5,7. Posteriormente, os meios 

foram autoclavados por 15 minutos à temperatura de 121°C e 1 atm. 

Os explantes foram inoculados sob condições assépticas em mesa de 

fluxo laminar e a unidade experimental (UE) foi composta por quatro frascos de 

vidro, com capacidade para 150 mL, contendo 30 mL de meio e um explante 

cada. Posteriormente, os frascos foram vedados com papel alumínio e dispostos 

em sala de cultivo sob fotoperíodo de 16 horas de luz, 20 µmol m-2 s-1 e 

temperatura de 25 ± 2°C, em delineamento inteiramente casualizado, em 

esquema bifatorial (2 meios nutritivos x 2 tipos de explantes) com cinco 

repetições por tratamento. 
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Os resultados obtidos demonstraram que o estabelecimento in vitro 

desta espécie pode ser efetuado, com sucesso, em ambos os meios testados, 

empregando-se tanto ápices caulinares quanto segmentos nodais.  

 

 

Tabela 1 – Análise de variância para a variável formação de raiz em explantes de açoita-
cavalo (Luehea divaricata Martius et Zuccarini). Santa Maria, RS, 2007. 

Causa de Variação GL Quadrado Médio F 

Meio nutritivo 1 27,2282 6,87* 

Tipo de explante 1 4,1369 1,04 

Meio * tipo de explante 1 0,0004 0,00 

Resíduo 16 3,9646  

Total 19   

* F significativo a 5% de probabilidade de erro. 
 

 

Contudo, para que ocorra a formação de raízes há diferenças entre os 

meios (Figura 1). O enraizamento em açoita-cavalo, independente do tipo de 

explante, foi superior no meio WPM (70,83%) em comparação ao observado no 

meio MS (42,50%). Deccetti (2000) observou um alto percentual de 

enraizamento e maior número de raízes em Annona glabra na ausência de 

reguladores de crescimento e Brum (2001), trabalhando com enraizamento de 

brotações de Ficus carica L., também afirma que não é necessário utilizar 

reguladores de crescimento para o enraizamento, o que também é verificado 

na espécie açoita-cavalo que apresentou enraizamento elevado na ausência 

de reguladores de crescimento. 

Mantovani et al. (2001) verificaram um enraizamento para Cordia 

trichotoma (Vellozo) Arrabida ex teudel (louro-pardo) de 73%, quando utilizado 

o meio WPM com a adição de ácido 3-Indolbutírico (AIB) na concentração de 

1,5 mg L-1 + carvão ativado (CA) na concentração de 1,5 g L-1. 
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Figura 1 – Enraizamento de açoita-cavalo em dois meios de cultivo, 

WPM e MS. Santa Maria, RS, 2007. 
* Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente pelo 
teste F a 5% de probabilidade de erro. 

 

 

Mantovani et al. (1999) verificaram a superioridade do meio WPM, na 

multiplicação de Didymopanax morototoni (Aubl.) Dene. et Planch., quando 

comparado com o meio MS; Erig e Schuch (2005) também observaram que o 

meio WPM favoreceu o estabelecimento in vitro de mirtilo (Vaccinium ashei 

Reade) cv. Flórida, com a adição de 24,6 µM de Isopenteniladenina (2-iP) ao 

meio. Em estudos sobre a regeneração in vitro de Cordia trichotoma (louro-

pardo), Mantovani et al. (2001) verificaram que a multiplicação da espécie foi 

favorecida quando a cultura se desenvolveu em meio WPM sem adição de 

reguladores de crescimento com este meio, proporcionando maior estímulo no 

desenvolvimento de gemas axilares, quando comparado ao meio MS. 

Provavelmente, o enraizamento de açoita-cavalo foi superior no meio WPM em 

relação ao meio MS, devido à baixa concentração iônica deste meio, o que 

contribuiu para o enraizamento (Figura 2). Entretanto, o meio MS também 

proporciona bons resultados como, por exemplo, na multiplicação de Euterpe 

edulis (GUERRA e HANDRO, 1991) e de macieira (Malus domestica) cv. 

Galaxy (ERIG et al., 2004). 

Ápices caulinares e segmentos nodais são explantes muito utilizados no 

cultivo in vitro e para açoita-cavalo ambos demonstraram competência para o 
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estabelecimento da cultura. Segmentos nodais aprese
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Figura 3 – Desenvolvimento de diferentes explantes 

em diferentes meios de cultivo, aos 60 dias 
de cultivo (a – ápice caulinar em meio 
WPM; b – segmento nodal em meio WPM; 
c – ápice caulinar em meio MS; d – 
segmento nodal em meio MS). Santa 
Maria, RS, 2007. 

 

 

4.4 Conclusão 

 

 

Para o estabelecimento in vitro de açoita-cavalo, pode-se empregar 

tanto ápices caulinares como segmentos nodais, independente do meio de 

cultivo WPM ou MS. 

Para o enraizamento, o meio WPM foi mais eficiente, nos dois tipos de 

explantes, ápices caulinares e segmentos nodais. 

 

 
 
 
 

a b 
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5 CAPÍTULO III - EFEITO DA ORIENTAÇÃO DO EXPLANTE EM 

RELAÇÃO AO MEIO DE CULTURA 

 

 

5.1 Objetivo 

 

 

O objetivo deste trabalho foi verificar a influência da orientação do 

explante no frasco no desenvolvimento in vitro de açoita-cavalo. 

 

 

5.2 Materiais e métodos 

 

 

O trabalho foi realizado no Laboratório de Cultura de Tecidos do Núcleo 

de Biotecnologia e Melhoramento do Departamento de Fitotecnia, Centro de 

Ciências Rurais da UFSM, em Santa Maria, RS. 

Os explantes, segmentos nodais, foram excisados de culturas obtidas a 

partir de sementes, os quais já estavam em seu segundo subcultivo. As 

sementes foram coletadas e armazenadas pela Fundação Estadual de 

Pesquisa Agropecuária – FEPAGRO /Florestas em Santa Maria, RS, em 2004. 

Foi utilizado o meio base Wood Plant Medium – WPM (LLOYD e 

MCCOWN, 1981) (ANEXO A), sendo este acrescido de 30 g L-1 de sacarose, 

100 mg L-1 de mio-inositol e 7g L-1 de ágar, com pH ajustado para 5,7. 

Posteriormente, os frascos foram autoclavados por 15 minutos à temperatura 

de 121°C e 1 atm. 
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Os tratamentos consistiram em duas orientações dos explantes nos 

frascos: 90º e 45º. Os explantes foram inoculados sob condições assépticas 

em mesa de fluxo laminar e a unidade experimental (UE) foi composta por 

cinco frascos de vidro, com capacidade para 150 mL, contendo 30 mL de meio 

e um explante cada. Posteriormente, os frascos foram vedados com papel 

alumínio e dispostos em sala de cultivo sob fotoperíodo de 16 horas de luz, 20 

µmol m-2 s-1 e temperatura de 25±2°C, em delineamento inteiramente 

casualizado, com cinco repetições por tratamento. 

As avaliações foram realizadas aos 35 e 70 dias de cultivo, sendo 

observadas as variáveis número de folhas, número de nós e enraizamento (%). 

As variáveis número de folhas e número de nós foram transformadas 

para raiz quadrada de X + 0,5, e enraizamento para raiz quadrada de X + 0,5, 

dividido por 100, sendo X o valor observado. Foram realizadas análises de 

variância, utilizando-se o programa estatístico Statistica (STASOFT, 1998). 

 

 

5.3 Resultados e discussão 

 

 

Não houve diferença significativa entre as orientações dos explantes em 

relação aos frascos para as variáveis analisadas. Em explantes posicionados a 

45º observou-se 2,76 folhas e 2,20 nós; naqueles posicionados a 90º, 1,78 

folhas e 1,43 nós. Ao longo dos 70 dias de cultivo ocorreu um acréscimo no 

número de folhas e número de nós (Figura 1). Erig e Schuch (2002) também 

verificaram não haver influência da orientação do explante, vertical ou 

horizontal, sobre o desenvolvimento de brotações, gemas e taxa de 

multiplicação em porta-enxerto de macieira (Malus domestica). 
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Figura 1 – Efeito da orientação dos explantes na formação de folhas e 
nós de Luehea divaricata Martius et Zuccarini cultivados in 
vitro. Santa Maria, RS, 2007. 

 

 

Para o enraizamento foi obtida a média de 38,33% com o explante a 45º, 

aos 70 dias de cultivo e a média de 6,66% com o explante a 90º, aos 70 dias, 

não havendo, contudo, diferença significativa entre os tratamentos. O reduzido 

percentual de enraizamento obtido pode ser atribuído à perda da capacidade 

rizogênica em explantes de açoita-cavalo após um subcultivo. Essa diminuição 

na capacidade de formar raízes, após o primeiro subcultivo, também foi 

observada em outro experimento com explantes dos tipos segmento nodal e 

ápice caulinar de açoita-cavalo. 

Luis et al. (2006) observaram que a orientação dos explantes em relação 

ao frasco de cultivo não influencia na organogênese tanto direta quanto 

indireta de epicótilos de Citrus sinensis x Poncirus trifoliata, ratificando os 

resultados encontrados neste trabalho. 
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5.4 Conclusão 

 

 

Não há influência da orientação do explante em relação meio de cultivo 

no desenvolvimento de culturas in vitro de açoita-cavalo.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
6 CAPÍTULO IV - INFLUÊNCIA DA CITOCININA 6-

BENZILAMINOPURINA (BAP) NA MULTIPLICAÇÃO DE 

SEGMENTOS NODAIS DE AÇOITA-CAVALO IN VITRO 

 

 

6.1 Objetivo 

 

 

O objetivo deste trabalho foi verificar a influência de diferentes 

concentrações da citocinina BAP na multiplicação de segmentos nodais de 

açoita-cavalo in vitro. 

 

 

6.2 Material e métodos 

 

 

O trabalho foi realizado no Laboratório de Cultura de Tecidos do Núcleo 

de Biotecnologia e Melhoramento do Departamento de Fitotecnia, Centro de 

Ciências Rurais da UFSM, em Santa Maria, RS.  

Os explantes testados foram excisados de plântulas oriundas de 

sementes germinadas in vitro com 40-50 dias de idade, as sementes foram 

coletadas e armazenadas pela Fundação Estadual de Pesquisa Agropecuária – 

Fepagro/Florestas em Santa Maria, RS, em 2005. 

Foram testados três concentrações de 6-benzilaminopurina (BAP), 

sendo estas 5, 10 e 15 mg L-1 e um tratamento testemunha (ausente de 

citocinina), associadas ao meio WPM (ANEXO A), sendo estes acrescidos de 
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30 g L-1 de sacarose, 100 mg L-1 de mio-inositol, 7 g L-1 de ágar e pH ajustado 

para 5,7. Posteriormente, os meios foram autoclavados por 15 minutos à 

temperatura de 121°C e 1 atm.  

Os explantes utilizados foram segmentos nodais com aproximadamente 

1 cm de comprimento, estes foram inoculados sob condições assépticas em 

mesa de fluxo laminar e a unidade experimental (UE) foi composta por quatro 

frascos de vidro, com capacidade para 150 mL, contendo 30 mL de meio e um 

explante cada. Posteriormente, os frascos foram vedados com papel alumínio 

e dispostos em sala de cultivo sob fotoperíodo de 16 horas de luz, 20 µmol m-2 

s-1 e temperatura de 25 ±2°C, em delineamento inteiramente casualizado, com 

cinco repetições por tratamento. 

A avaliação foi realizada aos 35 dias de cultivo e as variáveis 

observadas foram sobrevivência, estabelecimento, número de brotações, 

número de nós, número de folhas, presença de calo e presença de raiz. A 

sobrevivência foi indicada pela coloração verde do explante e o 

estabelecimento, pela formação de novas gemas ou folhas. 

As variáveis número de brotações, número de nós e número de folhas 

foram transformadas para raiz quadrada de X, sobrevivência, estabelecimento, 

presença de calo e presença de raiz foram transformadas para raiz quadrada 

de X + 0,5, sendo X o valor observado.  Foram realizadas análises de 

variância e análises de regressão a 5% de probabilidade de erro. Utilizou-se o 

programa estatístico ESTAT (1994). 

 

 

6.3 Resultados e discussão 

 

 

As diferentes concentrações de BAP não influenciaram na 

sobrevivência, estabelecimento e presença de calos, estas variáveis não foram 

significativas (Tabela 1). 
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Tabela 1 – Efeito de diferentes concentrações de BAP na porcentagem de sobrevivência, no 
estabelecimento e na presença de calos em segmentos nodais de açoita-cavalo 
(Luehea divaricata Martius et Zuccarini). Santa Maria, RS, 2007. 

Concentrações de BAP  

(mg L¯¹) 

Sobrevivência  

(%) 

Estabelecimento 

(%) 

Calos  

(%) 

0 75a* 75a* 50a* 

5 75a 75a 30a 

10 85a 85a 60a 

15 80a 80a 45a 

* Médias não diferem significativamente entre si pelo teste F em nível de 5% de probabilidade 
de erro. 
 

 

Também não houve efeito das diferentes concentrações de BAP sobre o 

número de folhas e brotações, as médias destas variáveis podem ser 

observadas na Tabela 2. Na ausência da citocinina BAP obteve-se a maior 

média de folhas bem como de brotações por explante, sendo estas de 3,65 e 

1,25, respectivamente. 

Villa et al. (2005) observaram um estímulo na produção de folhas de 

amoreira-preta (Rubus sp.) cv. Ébano, com o aumento na concentração da 

citocinina BAP, sendo que a maior média (7,89) foi observada com a dose de 1 

mg L-1. Mantovani et al. (2001), em estudos de micropropagação in vitro com 

Cordia trichotoma (louro-pardo), verificaram que BAP na concentração de 0,1 

mg L-1 associado a GA3 promoveu uma maior multiplicação com 6,85 brotações 

por explante.  

Mantovani et al. (1999) verificaram que o aumento da concentração de 

BAP proporcionou aumento nas respostas de indução de brotações, até a 

concentração de 1,0 mg L-1, onde se obteve a maior taxa, 87,5%, de 

segmentos nodais com gemas axilares induzidas, formando brotações. Na 

concentração de 10 mg L-1 este resultado diminuiu para 52,5%, nessa 

concentração as brotações formadas foram atípicas, com entrenós curtos e 

com folhas curvadas, espessas, quebradiças e de tamanho reduzido. Segundo 

Ziv (1991 apud MANTOVANI et al., 1999), estes sintomas são provocados por 

desordens fisiológicas, denominadas de vitrificação, que ocorrem em diversas 
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espécies quando cultivadas in vitro e são atribuídas, principalmente, ao 

excesso de citocininas no meio de cultura. 

Não foram verificadas desordens fisiológicas no cultivo in vitro de açoita-

cavalo, porém, as concentrações mais elevadas de BAP inibiram a indução de 

brotações e de folhas, provavelmente devido ao excesso desta citocinina 

adicionada ao meio de cultura WPM. 

BAP na concentração de 2,0 mg L-1 resultou em melhor indução de 

brotações originadas de segmentos nodais com média de 59,7%, na 

regeneração in vitro de espinheira-santa (FLORES et al., 1998). 

 

 

Tabela 2 – Efeito de diferentes concentrações de BAP no número de folhas e brotações 
desenvolvidas em segmentos nodais de açoita-cavalo (Luehea divaricata Martius 
et Zuccarini). Santa Maria, RS, 2007. 

Concentrações de BAP  

(mg L¯¹) 

Número de folhas/ 

Explante 

Número de brotações/ 

Explante 

0 3,65a* 1,25a* 

5 1,90a 0,80a 

10 2,65a 1,20a 

15 2,15a 1,00a 

* Médias não diferem significativamente entre si pelo teste F em nível de 5% de probabilidade 
de erro. 
 

 

Com o aumento da concentração de BAP o número de nós apresentou 

um crescimento que pode ser representado através de uma equação de 

terceiro grau (Figura 1). 

O maior número de nós foi observado quando o cultivo de amoreira-

preta (Rubus sp.) cv. Ébano foi realizado na ausência desta citocinina, isso 

pode ser atribuído ao fato de o regulador de crescimento BAP estimular a 

formação de maior número de brotos, porém, de tamanho reduzido, 

apresentando menor número de segmentos nodais e folhas (VILLA et al., 

2005). 

A maximização da proliferação de brotações pode ser atingida com o 

emprego de dois ou mais reguladores de crescimento (SKOOG e MILLER, 
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1957 apud SABÁ et al., 2002) e, provavelmente, a indução de brotações em 

açoita-cavalo necessite da combinação de citocininas e auxinas ou de 

concentrações baixas de citocinina.  

 

 

 
Figura 1 – Número de nós em segmentos nodais (Luehea divaricata Martius et 

Zuccarini), cultivadas in vitro com diferentes concentrações de BAP. 
Santa Maria, RS, 2007. 

 

 

Concentrações altas de citocininas promovem um maior crescimento da 

parte aérea (TORRES et al., 2001), portanto, as altas concentrações da 

citocinina BAP adicionadas ao meio podem ter inibido o enraizamento, fato que 

pode ser verificado na Figura 2. 
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Figura 2 – Efeito da concentração de BAP no enraizamento de 

segmentos nodais de açoita-cavalo (Luehea divaricata Martius 
et Zuccarini). Santa Maria, RS, 2007. 

 

 

Na fase da multiplicação o enraizamento não é desejável, pois a planta 

utiliza suas reservas energéticas para desenvolver raízes ao invés de produzir 

novas brotações.  

 

 

6.4 Conclusão 

 

 
Nas concentrações testadas, a citocinina BAP inibiu a formação de 

brotações e folhas. 
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CONCLUSÕES GERAIS 
 

 

 A desinfestação superficial das sementes não foi alcançada com os 

tratamentos testados neste trabalho, porém a água quente demonstrou 

controlar parcialmente os microrganismos associados às sementes, e ainda 

auxiliou a germinação destas. 

 Para o estabelecimento in vitro os explantes ápices caulinares e 

segmentos nodais, independente dos meio MS e WPM apresentaram 

resultados satisfatórios. 

 A orientação do explante em relação ao meio de cultivo não influencia o 

desenvolvimento in vitro. 

 A citocinina BAP nas concentrações testadas demonstrou toxidade, 

inibindo o desenvolvimento das plantas. 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 

Açoita-cavalo é uma espécie potencial para o cultivo in vitro. Os 

trabalhos realizados nesta dissertação contribuíram para elucidar algumas 

questões primárias da micropropagação da espécie. 

Apesar de a desinfestação das sementes não ter sido totalmente 

eficiente nos experimentos realizados, plântulas oriundas de sementes se 

apresentaram como uma alternativa viável de fonte de explantes. Ápices 

caulinares e segmentos nodais apresentaram bom desenvolvimento, e a 

orientação dos explantes em relação ao meio de cultivo não demonstrou afetar 

o seu desenvolvimento e ainda, as altas concentrações de BAP inibiram a 

formação de novas brotações e folhas. 

Novos estudos devem ser realizados com o intuito de desenvolver um 

protocolo eficiente de micropropagação, visando à clonagem e à conservação 

de germoplasma in vitro, tendo em vista que a espécie apresenta diversas 

qualidades e suas populações naturais foram reduzidas na natureza. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



ANEXOS 
 

ANEXO A – Tabela dos sais presentes nos meios de cultura Wood Plant 

Médium – WPM (Lloyd e McCown,1981) e MS (Murashige e Skoog, 1962). 

Concentração de sais 

Nutriente WPM (g L-1) MS (g L-1) 

NH4NO3 40 165 

KNO3 0 190 

CaCl2 . 2H2O 9,6 44 

MgSO4 . 7H2O 37 37 

KH2PO4 17 17 

MnSO4 . 4H2O 1,69 1,69 

H3BO3 0,62 0,62 

ZnSO4 . 7H2O 0,86 0,86 
KI 0,083 0,083 

NaMoO4 . 2H2O 0,025 0,025 

CuSO4 . 5H2O 0,0025 0,0025 

CoCl2 . 6H2O 0,0025 0,0025 

Na2 . EDTA . 2H2O 3,73 3,73 

FeSO4 . 7H2O 2,78 2,78 
Tiamina . HCl 0,02 0,02 
Ácido Nicotínico 0,1 0,1 
Piridoxina 0,1 0,1 

Ca(NO3) . 4H2O 55,6   
 

 

 

 

 



APÊNDICES 

 

 

APÊNDICE A – Teste de germinação de sementes de açoita-cavalo. 

 

 

 O teste foi realizado no Laboratório de Sementes, pertencente ao 

Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria. 

Para a realização do teste de germinação a metodologia utilizada foi a 

do “blotter test”. Foram utilizadas quatro repetições de 50 sementes cada, 

totalizando 200 sementes. As sementes foram acondicionadas em caixas tipo 

gerbox, contendo duas folhas de papel filtro, umedecidas com água destilada 

autoclavada. Após, foram submetidas a condições controladas em câmara com 

fotoperíodo de 12 horas de luz e temperatura de 25°C±2, por um período de 28 

dias. A primeira avaliação ocorreu aos sete dias e a segunda avaliação, aos 28 

dias. As variáveis analisadas foram sementes germinadas e sementes podres 

para os dois lotes de sementes intitulados 2004 e 2005. Os dados de 

contagem foram transformados para porcentagem.  

 O lote de 2004 apresentou 26,5% de germinação e o lote de 2005 

apresentou uma taxa de 27% de germinação. Quanto às sementes podres, no 

lote de 2004 observaram-se 45,5% e no de 2005, 16%.  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



APÊNDICE B – Teste de sanidade em sementes de açoita-cavalo. 

 

 O teste foi realizado no Laboratório de Fitopatologia, pertencente ao 

Departamento de Defesa Fitossanitária da Universidade Federal de Santa 

Maria. 

Para verificação da sanidade das sementes foram utilizadas 200 

sementes, subdivididas em quatro repetições de 50 sementes cada. As 

sementes foram colocadas em caixas tipo gerbox contendo duas folhas de 

papel filtro umedecidas com água destilada autoclavada e após, 

acondicionadas em câmara com fotoperíodo de 12 horas de luz e temperatura 

de 25°C±2, por um período de sete dias. A análise da sanidade foi realizada 

com o auxílio de microscópico estereoscópico, sendo que, quando necessário, 

foram feitas lâminas as quais eram observadas no microscópio óptico, para a 

identificação do gênero fúngico e, na seqüência, determinação da 

porcentagem de incidência de cada um. As bactérias foram observadas 

visualmente e apenas contadas, não sendo identificadas em nível de gênero. 

Para o lote de 2004, os gêneros de fungos identificados foram Curvularia 

sp. (5%), Rhyzopus sp. (11%), Fusarium sp. (24,5%), Penicillium sp. (7,5%) e 

Aspergillus sp. (6,5%). As bactérias apareceram em 25% das sementes. 

Para o lote de 2005, os gêneros de fungos identificados foram Fusarium 

sp. (41%), Alternaria sp. (27,5%) e Aspergillus sp. (1%). As bactérias 

apareceram em 7,5% das sementes. 
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Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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