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RESUMO (TRATAMENTOS TERMICOS NA GERMINACAO IN VITRO DE LEUCENA) — A leucena
(Leucaena leucocephala (Lam.) R. de Wit) é utilizada para fins comerciais e conservacionistas do solo e da
agua, porém suas sementes apresentam dorméncia tegumentar. Diante a premissa que laboratdrios de culturas de
tecidos permitem melhor controle das condi¢Ges experimentais, objetivou-se avaliar o efeito de tratamentos
térmicos na germinagdo in vitro dessa espécie. O experimento foi estabelecido em delineamento inteiramente
casualizado com quatro repeti¢des. Os tratamentos foram constituidos por 5 temperaturas da 4gua para a imersao
das sementes por 5 minutos (T1: -3,2°C; T2: -2,5°C; T3: 0,0°C; T4: 27,0°C e T5: 90,0°C). Cada unidade
experimental foi composta por 12 tubos de ensaio contendo uma semente inoculada em meio MS meia forca.
Avaliaram-se a embebigdo, germinagcdo e o desenvolvimento das pléantulas durante 30 dias. Verificou-se
germinacdo em todos os pré-tratamentos. O T5 apresentou mais sementes embebidas (100,0 %), germinadas
(68,8 %), maior indice de velocidade de geminacdo (1,6) e emissdes de parte aérea (68,8 %) e de raizes
secundarias (68,8 %). Conclui-se que o pré-tratamento de imersdo das sementes em &gua aquecida a 90,0°C por
5 minutos promove a germinacéo in vitro de leucena.

Termos para indexacdo: Leucaena leucocephala, propagacdo, pré-tratamentos, sementes, temperatura.

ABSTRACT (HEAT TREATMENTS IN VITRO GERMINATION OF LEUCAENA) — Leucaena (Leucaena
leucocephala (Lam) R. de Wit) is used for commercial purposes and conservation of soil and water, but its seeds
have tegumental dormancy. On the premise that tissue culture laboratories allows better control of experimental
conditions, aimed to evaluate the effect of thermal treatments on the germination of this species. The
experimental was establishedin a completely randomized design with four repetitions. The treatments consisted
of five water temperatures for the immersion of seeds for 5 minutes (T1: -3.2°C, T2: -2.5°C, T3: 0.0°C, T4:
27.0°C and T5: 90.0°C). Each experimental unit was composed of 12 test tubes containing inoculated seed
inhalf-strength MS medium. Were evaluated imbibition, germination and seedling development for 30 days.
There was germination in all pretreatments. The T5 presented more imbibitedseeds (100.0%), germinated
(68.8%), most Twinning speed index (1.6) and shoot emissions (68.8%) and secondary roots (68.8%). It was
conclude that pretreatment immersion of seeds in heated water at 90.0°C for 5 minutes promotes germination in
vitro of leucena.
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INTRODUCAO

Leucaena leucocephala (Lam.) R. de Wit (Fabaceae-Mimosoideae), conhecida
popularmente por leucena, € uma espécie arborea exotica, originaria do México e amplamente
distribuida em toda a regido tropical (OLIVEIRA, 2008). Apresenta rapido crescimento e
simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio, comportando-se como ruderal e melhorando a
fertilidade dos solos (COSTA e DURIGAN, 2010). E empregada em programas de
reflorestamento de areas degradadas, arborizacao urbana, adubacéo verde, energia e, de forma
incipiente nos tropicos brasileiros, alimentacdo animal (GAMA et al., 2009). A producéo de
mudas de L. leucocephala é realizada geralmente via seminal e a germinacdo ocorre apenas
quando se utiliza sementes viaveis, ndo dormentes e sob condi¢des ambientais favoraveis.
Suas sementes sdo fotoblasticas neutras e apresentam impermeabilidade tegumentar,
conferindo resisténcia fisica ao desenvolvimento embrionédrio (OLIVEIRA, 2008). Este
fendmeno retarda e torna desuniforme a germinacédo, prejudica sua propagacao em Viveiros
florestais e, em campo, contribui para a longevidade de plantas invasoras.

Lotes de sementes duras podem ter sua viabilidade subestimada quando baixas
porcentagens de germinacdo sdo verificadas (OLIVEIRA e MEDEIROS FILHO, 2007).
Metodologias sdo recomendadas para superar esse bloqueio fisico e promover a germinagédo
(RAMPIM et al., 2014), um exemplo é a escarificagdo fisica do tegumento por meio da
imersdo das sementes em agua aquecida ou fria. Contudo, a amplitude e eficiéncia desses
tratamentos dependem do tipo e grau de dorméncia (FERREIRA et al., 2012). A imerséo de
sementes de L. leucocephala em agua aquecida por 20 minutos nas temperaturas de 60, 80 e
100 °C pode aumentar a germinacdo em 56, 185 e até 178 % em relacdo a auséncia de pré-
tratamentos (OLIVEIRA e MEDEIROS FILHO, 2007).

O cultivo in vitro é uma estratégia biotecnoldgica que permite acelerar programas de
melhoramento genético, formar bancos de germoplasma e propagar vegetais de forma
continua, independente das condi¢cdes ambientais inerentes as diferentes épocas do ano (FICK
et al., 2007). Diante a dificuldade de se estabelecer individuos adultos em laboratorio,
pesquisas podem ser viabilizadas com plantulas obtidas por meio da semeadura in vitro
(FICK et al., 2007). Além disso, a recalcitrancia de espécies arbdreas pertencentes a familia
Fabaceae € comum na cultura de tecidos (JHA et al., 2004), justificando o emprego da técnica
de germinacdo in vitro. Nesse contexto, pesquisas que aplicam esta técnica para a propagacado
de L. leucocephala sdo, praticamente, inexistentes.

A germinacdo in vitro é um método de propagacdo sexuado, cujas plantulas formadas
podem ser utilizadas como fonte de propagulos para a multiplicacdo e producdo de mudas
com caracteristicas genéticas desejaveis em larga escala e com alto padrdo fitossanitario
(FERMINO JUNIOR e SCHERWINSKI-PEREIRA, 2012). Condigbes ambientais
apropriadas para a germinacdo podem ser fornecidas em laboratorios destinados a
multiplicacdo in vitro (BRAUN et al., 2010).

Os meios de cultura se baseiam nas exigéncias de crescimento e desenvolvimento
vegetal e, em alguns casos, modificacdes sdo realizadas para atender as necessidades
especificas de determinada espécie (ROSA et al., 2012). As formulagdes mais utilizadas no
cultivo in vitro de espécies florestais ssio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), JADS
(CORREIA, 1993) e WPM (Wood Plant Medium) (LLOYD e MCCOWN, 1980). A primeira
¢ a mais divulgada para diferentes processos da cultura de tecidos, sendo recomendada a



reducdo dos seus componentes a metade (2MS), ou meia forca, quando se trabalha com o
estabelecimento in vitro de espécies lenhosas (ROSA et al., 2012).

A baixa porcentagem de germinacdo em condi¢des naturais, caracteristica comum na
familia Fabaceae, pode prejudicar a propagacdo in vitro. Logo, a associacdo de tratamentos
térmicos com a germinacg&o in vitro € uma alternativa na busca de informagdes para aumentar
0 numero, velocidade e uniformidade de sementes germinadas, possibilitando a obtencéo de
plantulas sadias e livres de patdgenos.

Mediante o exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de tratamentos
térmicos na germinacéo in vitro de Leucaena leucocephala.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas arvores (médias de didmetro de 20, 1 cm a partir de 1, 30 m de
altura do solo, e altura total de 6,8 m) de L. leucocephala para a coleta de frutos em area de
zona rural no municipio de Montes Claros - MG em novembro de 2014. Este local insere-se
na regido norte mineira, que expressa peculiaridades ligadas a deficiéncia hidrica e
precipitagdo anual baixa (em torno de 650 mm), caracterizando seu tipo climatico como
tropical semi-arido (Bsh), conforme classificacdo internacional de Képpen (GUSMAO et al.,
2006).

A coleta manual dos frutos foi realizada diretamente no terco inferior da copa das
arvores, posteriormente, acondicionados em sacos de papel Kraft e conduzidos ao Laboratério
de Cultura de Tecidos Vegetais do IFMG - Campus Sdo Jodo Evangelista para
beneficiamento. Este foi realizado manualmente, isolando as sementes dos frutos e
eliminando aquelas que possuiam alguma atrofia ou injdria oriunda do ataque de insetos e
doengas, a fim de se obter um lote uniforme e de melhor pureza fisica (CAVALCANTE e
PEREZ, 1995).

O teor de umidade em base Umida das sementes foi determinado pelo método da estufa
a 105 + 3 °C por 24 horas, com quatro repeticdes de 25 unidades, de acordo com as Regras
para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009).

As sementes ap0os o beneficiamento passaram por uma sanitizacdo com hipoclorito de
sodio (NaClO), com 2,0 % de cloro ativo, a 5,0 % (v/v) durante trés minutos, depois lavadas
com &gua destilada e colocadas para secar durante dez minutos sobre papel toalha. Optou-se
pelo NaClO pois se trata de um composto quimico contra proliferacdo flngica e bacteriana,
que propicia aumento no total de sementes germinadas (NASCIMENTO, FRANCO e
FRASSETTO, 2007).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com quatro repeticdes,
sendo os tratamentos assim constituidos: T1) Sementes resfriadas por imersdo em agua a -
3,2 °C; T2) Sementes resfriadas por imersdo em agua a -2,5 °C; T3) Sementes resfriadas por
imersdo em agua a 0,0 °C; T4) Imersdo das sementes em &gua aquecida a 27,0 °C e T5)
Imerséo das sementes em &gua aquecida a 90,0 °C. O tempo de exposi¢do das sementes foi de
5 minutos. Foram utilizados para o resfriamento e aquecimento da dgua o banho refrigerado e
0 Banho Maria, respectivamente. Adicionou-se 10 mL de alcool etilico (96 %, v/v) na agua
utilizada em cada tratamento, para evitar o congelamento da &gua naqueles tratamentos
submetidos a baixas temperaturas.

O meio de cultura utilizado foi composto pelos sais basicos de MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962) meia forca, vitaminas de White (1943), acrescidos de mio-inositol (100 mg.L"



1, polivinilpirrolidona (1000 mg.L™), sacarose (30 g.L™?), &4gar bacteriol6gico ISOFAR (6 g.L-
1, 0,5 mg.L de BAP (6-benzilaminopurina) e 0,3 mg.L! de ANA (4cido naftalenoacético),
com pH ajustado para 5,75 + 0,05. O meio de cultura foi esterilizado em autoclave por 20
minutos a temperatura de 120 °C e pressdo de 1 atm. Cada unidade experimental foi
constituida por 12 tubos de ensaio (20 x 150 mm) contendo, aproximadamente, 10 mL do
meio previamente preparado.

Foi inoculada uma semente por tubo de ensaio, depois vedado com papel aluminio e
filme plastico. Apos a inoculacdo, o material experimental foi mantido em sala de cultura sob
fotoperiodo de 16 horas luz e a uma temperatura de 25 + 2 °C.

As avaliacbes foram realizadas diariamente até a contagem final (trigésimo dia),
registrando o nimero de sementes Embebidas (E), Germinacgédo (G), emissdes de Parte Aérea
(PA) e de Raiz Secundaria (RS) e Oxida¢do do Meio de Cultivo (OMC, amarelecimento do
meio). As sementes ndo embebidas foram consideradas mortas ou dormentes. Calculou-se o
indice de velocidade de germinacdo (IVG) conforme Maguirre (1962), utilizando a formula
abaixo.

IVG—N1+ +Nn
D, D

n

Em que:

IVG = indice de velocidade de germinacdo;

N1 = nUmero de sementes germinadas na 1° contagem;

D1 = ndmero de dias para a 1° contagem;

Nn = nimero de sementes germinadas na Gltima contagem;
Dn = nimero de dias para a Gltima contagem.

Todos os dados expressos em porcentagem foram transformados em valor angular
(arcsen /x /100) e o IVG em raiz quadrada V%) a fim de atenderem aos critérios de
normalidade segundo teste de Lilliefors e homogeneidade por Cochran (BANZATTO e
KRONKA, 2006; RIBEIRO JUNIOR, 2012). Realizaram-se teste F, regressdo linear
quadrética, teste de falta de ajustes, teste t para dados pareados e correlacdo linear de Pearson.
Na regressdo, foi utilizado o método dos minimos quadrados ordinarios (MQO). Quando
algum parametro ndo foi significativo, o modelo foi novamente ajustado sem a variavel ligada
ao coeficiente. Para diagndstico de efeito significativo, adotou-se 5 % de probabilidade em
todas as analises estatisticas. Estas foram realizadas com auxilio dos softwares Excel® e
SISVAR (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O percentual de umidade en base Umida das sementes de L. leucocephala foi de
14,6 %. O efeito estatistico pelo teste F (p < 0,05) foi observado em nivel de tratamento para
todos os atributos avaliados (Tabela 1). A temperatura de imersdo das sementes proporcionou
uma germinacdo e desenvolvimento vegetal em condicdo in vitro diferenciada pelo material
experimental utilizado. A influéncia da temperatura na germinacéo dessa especie, também, foi
constatada por Teles et al. (2000), porém trabalhando com diferentes tempos de imersdo a
80°C.



Tabela 1. Resumo da analise de variancia com os dados transformados dos atributos avaliados durante a
germinacdo in vitro da L. leucocephala.

F.V. G.L. QM.
E G PA RS IVG omMC
Tratamentos 4 3165,46" 836,22" 919,56" 895,15" 0,26 560,07
Residuo 15 56,24 67,84 51,12 48,45 0,05 148,10
CVexp (%) 18,73 26,71 24,10 23,17 28,63 93,71

CVexp = Coeficiente de variagio experimental. Embebicéo (E), Germinagdo (G), Parte Aérea (PA), Raiz Secundaria (RS), indice de
velocidade de germinagéo (IVG) e Oxidagéo do Meio de Cultivo (OMC).

“Significativo (p <0,05).

"N&o significativo (p> 0,05).

Todos os parametros das equacGes apresentaram significancia estatistica,
demonstrando a dependéncia da embebicdo, germinacdo, emissdes de raiz secundaria e de
parte aérea, IVG e oxidacdo do meio de cultivo quanto as variacbes de temperatura de
imersdo como pré-tratamento (Tabela 2). O comportamento quadratico foi observado em
todos os atributos, exceto na oxidacdo do meio de cultivo, cuja tendéncia foi linear. O teste de
falta de ajuste apresentou valor de F calculado ndo significativo, comprovando que as
equacOes encontradas foram capazes de descrever satisfatoriamente o comportamento dos
dados experimentais. Em geral, os coeficientes de determinacdo ajustados foram elevados
(superior a 0,70). Os valores estimados pelas equacbes foram semelhantes aos observados
conforme teste t (p > 0,05). Isto possui grande importancia pratica, pois podem ser utilizadas
como ferramenta de apoio no planejamento logistico de programas que visem o
melhoramento genético e a producdo de mudas da L. leucocephala.

Tabela 2. Estatisticas dos ajustes realizados para estimar os atributos avaliados durante a germinacéo in vitro da
L. leucocephala em funcéo da temperatura de imerséo.

Atributos E G PA RS IVG oMC
B 22,8001" 16,6214 14,4934" 14,9860" 04477

£ -0,6660 - - - - 0,3199"
8. 0,0169" 0,0064" 0,0066" 0,0066" 0,0001"

Teste FA (F) 1,120 027" 0,50™ 0,31™ 0,33" 1,47ns
R* 0,89 0,76 0,82 0,83 057 0,48
Erro padrio 10,99 11,45 10,04 9,70 0,38 12,81
Teste t (p) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 025

¥, =8, + 8T +E5.T“. Emque T = Temperatura (°C) e x = E (%); G (%); PA (%); IVG e OMC (%). Embebigao (E), Germinag&o (G),
Parte Aérea (PA), Raiz Secundaria (RS), indice de velocidade de germinagéo (IVG), Oxidagio do Meio de Cultivo (OMC). FA = Falta de
ajuste. F* = Coeficiente de determinacdo ajustado.

“Significativo (p < 0,05).

"N&o significativo (p> 0,05).

De acordo com o comportamento das curvas geradas pela analise de regressdo e o
intervalo estudado de -3,2 a 90°C, o pré-tratamento de imersdo das sementes em agua
aquecida a 90 °C por 5 minutos (T5) apresentou mais sementes embebidas (100,0 %),
germinadas (68,8 %), maior IVG (1,6) e emissGes de parte aérea (68,8 %) e de raizes
secundarias (68,8 %) na contagem final (Figura 1). Este pré-tratamento foi o mais eficiente
para aumentar a permeabilidade das sementes a agua; evento relevante para desencadear o
processo germinativo, hidratando o tegumento que amolece e se rompe, por consequéncia, 0



embrido cresce e ocorre a protrusdo radicular que se fixa no substrato (CARVALHO e
NAKAGAWA, 2000). Além disso, é um pré-tratamento de baixo custo e de facil aplicacao,
com potencial para ser usado em larga escala desde que sejam tomadas medidas preventivas
para protecdo individual.

Figura 1. Representacdo grafica das equacgBes obtidas para estimar os atributos avaliados, com barra de desvio-
padrdo, durante a germinacéo in vitro da L. leucocephala em funcdo da temperatura de imersdo. Embebicéo (E),
Raiz Secundaria (RS), Germinacdo (G), indice de velocidade de germinago (IVG), Parte Aérea (PA), Oxidagio
do Meio de Cultivo (OMC).
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As temperaturas estudadas se correlacionaram positivamente com a embebicédo
(r=0,87; p<0,05), germinagdo (r=0,83; p <0,05), emissdes de parte aérea (r= 0,87,
p < 0,05) e de raiz secundaria (r = 0,88; p < 0,05), IVG (r = 0,72; p < 0,05) e oxidacdo do
meio de cultivo (r = 0,62; p < 0,05). A medida que aumentou a temperatura da agua para a
imersdo das sementes, mais plantulas foram obtidas em menor tempo. O T5 apresentou maior
homogeneidade e frequéncia relativa de partes aéreas emitidas, importante para a
multiplicacdo dos propagulos em sucessivos subcultivos e enraizamento in vitro e ex vitro.
Entretanto, salienta-se que a viabilidade da micropropagacdo de L. leucocephala deve ser
avaliada considerando todos os custos de producdo e ndo somente em funcdo de pré-
tratamentos para sementes dormentes.



As sementes de L. leucocephala germinaram em todas as temperaturas de imersao em
estudo, demonstrando potencial para se adaptar a diversos ambientes com diferentes
temperaturas. A germinacdo ocorreu em uma ampla faixa de temperatura (-3,2 a 90,0 °C) e
pode ter sido resultado de um alto vigor fisioldgico do lote de sementes avaliado. Esta
afirmacdo se baseou na relacdo direta da qualidade fisioldgica de sementes com a amplitude
de faixas 6timas de temperatura (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).

Os resultados obtidos fornecem indicios de que a germinacdo dessa espécie possa
ocorrer, ainda, além da faixa de temperatura da agua estudada (Figuras 1). A temperatura
cardeal minima da &gua para que as sementes sejam imersas e que haja germinacdo,
provavelmente, estd abaixo de -3,2 °C e a temperatura 6tima e a maxima, acima de 90 °C. Em
resumo, 0s resultados indicaram que a L. leucocephala € uma espécie tropical,
correlacionando-se bem com sua distribuicdo geografica. Mesma consideracao foi realizada
por Cavalcante e Perez (1995), todavia trabalhando com a germinacdo dessa espécie sob
diferentes temperaturas em camara climatica. Mais pesquisas para a definicdo das
temperaturas cardeais da agua utilizada no processo de imersdo de sementes sdo
recomendadas para melhor compreensdo da distribuicdo geografica da espécie e fisiologia
envolvida nos processos de dorméncia e germinagdo, além da reducdo no tempo para a
producao de mudas.

A dorméncia tegumentar das sementes de L. leucocephala foi evidenciada pelo
aumento expressivo de unidades embebidas (346,5 %) e germinadas (288,2 %,) quando
sujeitas a imersdo em agua aquecida a 90 °C, no que se refere a média aritmética dos demais
pré-tratamentos (T1 ao T4). Ressalta-se que a germinacdo ex vitro e sem pré-tratamentos
dessa espécie é normalmente inferior a 50,0 % (KLUTHCOUSKI, 1982); foram encontrados
valores de 32,7 % de germinacdo por Teles et al. (2000) e de 27,0 %, por Oliveira e Medeiros
Filho (2007) e Oliveira (2008).

Considerando apenas o T5, a distribuicdo da oxidacdo do meio de cultivo no tempo se
correlacionou com a germinagdo (r =0,78; p <0,05) e emissdes de parte aérea (r = 0,82;
p < 0,05) e de raiz secundaria (r = 0,86; p < 0,05). Uma hipdtese que deve ser considerada € a
de que ocorreu liberacdo de compostos fendlicos precursores da sintese de lignina pelos
propagulos em desenvolvimento, haja vista que, tecidos em fase de multiplicacéo,
crescimento e diferenciacdo celular podem acumular polifendis que participam da
constituicdo quimica da parede celular. A origem desses compostos pode ser consequéncia da
presenca de reguladores de crescimento no proprio tecido vegetal; a auxina por sua vez, pode
induzir a sintese de compostos de natureza fenolica (BASSAN et al., 2006). O elevado
coeficiente de variacdo verificado para oxidacdo do meio de cultivo ndo impediu o efeito
significativo das fontes de variagcdo e, ndo necessariamente, foi gerado pela falta de um
controle das condicOes experimentais (Tabela 1). A oxidacdo do meio nas unidades
experimentais dos tratamentos T1 a T4 variou de 2,1 a 10,4 %. Estes valores foram baixos em
relacdo ao T5 (31,3 %), principalmente, por ter sido realizado um cultivo direto apos
desinfestacdo e ndo ambientacdo no escuro; praticas que normalmente promovem a oxidagao
e reduz a sobrevivéncia de explantes (FREITAS et al., 2011). Assim, confirmando a provavel
influéncia da germinacéo e desenvolvimento vegetal na oxidacdo do meio.

As formulagdes adotadas para 0 meio de cultura propiciaram uma germinacdo e
obtencéo de plantulas saudaveis de L. leucocephala. A formulacdo de agar foi adequada para
o0 crescimento vegetal, mantendo as plantulas firmes ao substrato e permitindo o
desenvolvimento radicular. Menores concentragcbes de auxina e maiores de antioxidantes,



como o polivinilpirrolidona, carvéo ativado ou acido ascorbico, sdo indicados para minimizar
problemas com a oxidacdo fendlica. Esta oxidacdo deve ser controlada, visto que, o
crescimento de explantes pode ser inibido devido a producdo de substancias como quinona
durante a acdo de polifenases (SATO et al., 2001). Recomenda-se ainda a substituicdo do
meio de cultivo apds germinacgdo in vitro por outro com maior relagdo citocinina/auxina para
estimular a multiplicacdo da parte aérea e propagacao massal dessa espécie.

A germinagdo in vitro associada a pré-tratamentos podem ser indicados para a
propagacdo de L. leucocephala, sobretudo, quando se objetiva a obtencdo de propagulos
vegetativos sadios e livre de patégenos. E importante enfatizar a necessidade de mais
pesquisas sobre a embebicdo e fisiologia da germinacdo de L. leucocephala visando
complementar informacGes sobre sua propagacdo, que ainda ndo se encontram descritas nas
Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

CONCLUSOES

A germinacéo in vitro de Leucaena leucocephala se verifica quando as sementes séo
sujeitas a pré-tratamentos de imersdo em agua a uma ampla faixa de temperatura, com
temperatura extrema minima de germinacao abaixo de -3,2 °C e maxima, assim como a 6tima,
acima de 90,0 °C.

A oxidacdo do meio de cultivo pode ser influenciada pela germinacdo e
desenvolvimento da plantula de Leucaena leucocephala.
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