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A germinagio das sementes das orquideas é muito
dificil pois, como ¢é sabido, seus embrides ndo levam
reserva e necessitam de um fungo especifico que lhes
fomega alimento. O papel dos fungos na germinagio
destassementes foi bem estudado nos trabalhos de Burgeff’
na Alemanha e Bernard na Franga, nos idos de 1909. Dai
surgiram os primeiros trabalhos praticos de cultura em
meios previamente contaminados por fungos, da firma
Charles Worth & Co. na Inglaterra, em colaboragio com
o Dr.J. Ramsbotton. Eram os chamados meios simbidticos
de germinagio de orquideas.

Mais tarde, em 1922, o Dr. L.Knudson, nos
laboratérios de Fisiologia Vegetal da Universidade de
Comell, demonstrava a nio necessidade do fungo, desde
que fosse fornecido ao embrido o agucar de que
necessitava para a germinagdo. O advento desta técnica

32

de cultura de sementes de orquideas, conhecida como
cultura assimbidtica, em tio boa hora imaginada por
esse cientista, criou a necessidade de um método de
esterilizagdo, cuja substancia esterilizante deveria
preencher dois requisitos basicos e quase antagénicos:
eliminar os microorganismos (fungos, bactérias e proto-
zoarios) e os acaros além de suas formas de resisténcia
sem causar danos aos embrides ou prejudicando-os o
minimo possivel. Os agentes esterilizantes agindo por
coagulagio das proteinas, por oxidagio das substancias
orgdnicas ou por formagio de complexos quimicos,
alteram as condigdes basicas da vida. Esses maleficios

~atingem a todos os seres vivos, quer sejam micro-

organismos, animais ou vegetais. O cloro, por exemplo,
é tio toxico para as bactérias como para um mamifero
ou para uma planta.

Para atender a essanecessidade de esterilizagio, tem
sido utilizada uma solugdo de cloro em dgua, segundo
técnica proposta por Wilson. Por esse processo, adicionam-
se 10 gramas de hipoclorito de calcio a 140 ml de agua
e agita-se bem por alguns minutos. Na presenga da dgua,
o sal se hidrolisa liberando cloro gasoso que se dissolve
e o cilcio é precipitado em forma de hidroxido. Por
filtragdo, em papel de filtro, obtem-se uma solugdo
limpida, mais ou menos amarelada, com um percentual
aproximado de 0,4% de cloro livre, que é o agente
esterilizante.'Essa solugdotem pH alcalino (+/-10,0)em
razio da dissolugdo de pequena quantidade de hidréxido
de calcio. Esta alcalinidade favorece a molhagem das
sementes, dispensando o uso de agentes molhantes. As
sementes sio mantidas nesta solugio por aproxi-
madamente 15 minutos, sendo transferidas para o meio

de cultura, sem necessidade de lavagem posterior em



agua, Outros trabalhos falam do emprego de peridrol a
6% (agua oxigenada a 20 vls); desolugdo de lugol (iodo-
iodetado); de acido fénico; de cloreto mercirico; de
MErcuro cromo etc...

Mais recentemente generalizou-se, espe-
cialmente entre nés, o uso da solugdo de hipoclorito de
sodio (clorox dos ameticanos, candida em Sdo Paulo ou
nossa dgua sanitaria ). Provavelmente a facilidade do
emprego - as solugdes ja véem prontas - foi o fato
determinante desta preferéncia. Normalmente os que a
usam, empregam as de uso doméstico e, confiantes na
dosagem indicada no rétulo diluem-na a 10% para obter
a concentragio de cloro desejada, mantendo as sementes
em contato por tempo variavel segundo o estado das
cépsulas (abertas ou fechadas). Os resultados devem ser
razoaveis pois a pratica continua em vigor.

Ha algum tempo, planejamos um trabalho
comparativo sobre a eficacia de alguns meios de cultura,
sob a luz dos modernos conhecimentos da agdo de
quinetinas e auxinas na germinagio ¢ namanutengio das
culturas. Comegamos a observar no curso do trabalho
variagdes muito grandese, de certo modo injustificaveis,
no tocante a contaminagio dos meios.

Em outra experiéncia semeamos, em um mesmo
dia, dois lotes de sementes de Laelia purpurata, de uma
mesma capsula. Nos dois casos, as sementes foram
mantidas por 15 minutos em 4gua sanitiria diluida a
10%. Obtivemos, no primeiro, um baixo indice de
contaminagdo enquanto no segundo, de 10 frascos, 6
contaminaram. Como utilizamos agua sanitaria de
garrafas diferentes para cada lote, concluimos que o
elemento causador das variagdes deveria estarnoprocesso
de esterilizagdo.

Dosamos as duas amostras de agua sanitaria.
Encontramos na primeira 0,6 % de cloro livre e na
segunda ndo chegava a 0,2%. Comparamos diversas
amostras de dgua sanitdria obtidas no coméreio, de
marcas diferentes mas que estampavam no rotulo a
concentragio de 5% de cloro livre. Encontramos a
surpreendente variagio de 0,2% a 1,5%, a maior
concentragdo encontrada na época. Isto explicava, sem
maiores dificuldades, o problema das contaminagdes,
tornando impossivel comparar oresultado docrescimento
nos diversos meios, tendo uma variante tdo grande.
Assimsendo, como elemento basico para onossotrabalho,
resolvemos estabelecer uma técnica que nos desse o
maximo de uniformidade na esterilizagdo das sementes.
O agente quimico esterilizante, além de sua capacidade

germmicida, que se expressa por coagulagio das proteinas
bacterianas (p.ex., fenol), ou por oxidagio e inativagio
das enzimas microbianas (peridrol, hipoclorito, etc...) ou
por inativagio dos grupamentos HS, interferindo no
metabolismo das bactérias (sais de mercurio), deve
também, ter poder molhante razoavel que permita contato
mais intimo entre a solugdo e as sementes. No caso do
hipoclorito de sédio, aleve alcalinidade domeio favorece
essa agdo. Ji com a agua oxigenada, residualmente
menos toxica, é necessdrio juntar um agente molhante
que favorega essa agio.

Sabendo-se que o poder esterilizante aumenta na razdo
direta da temperatura, - ha exemplos que relatam que
mais 10°C podem dobrar essa agdo - para maior
uniformidade, devemos trabalhar em temperaturas
ambientes seme-lhantes.

E bom notar que esses cuidados apa-
rentemente irrelevantes e até exagerados se tormam
importantes na medida em que sabemos que a agdo do
agente quimico ¢ também muito perniciosa para os
embrides, chegando, por vezes, ao ponto de inativa-los,
dai evitar solugdes muito concentradas ou tempo
excessivo.

Esses cuidados sdo muito importantes nas
culturas com finalidades comerciais, onde a perda de
semeadura por contaminagdo ou ndo germinagdo pode
representar prejuizos vultosos ou nostrabalhos cientificos,
pois os resultados podem ser mascarados.

Nabibliografia, temosreferéncia de que, pela
técnica de Wilson, sementes de espécies dos géneros
Laelia e Cattleya podem ser mantidas por trés horas na
solugdo de hipoclorito sem perda da capacidade de
germinagdo. Evi-dentemente, tanto maior a agdo do
cloro, pior para a germinagao.

Antes de iniciarmos a esterilizagdo pro-
priamente dita, colocamos uma quantidade de sementes
num tubo de ensaio 10 x 1, juntamos agua desmi-
neralizada até 2/3 do tubo e fechamos com rolha de
borracha. Agitamos fortemente o tubo para molhagem
interna das sementes, o que leva aproximadamente 15
minutos. Essa lavagem tem a finalidade de separar as
sementes fecundadas, mais densas, das estéreis, mais
leves e que flutuam.

Se as sementes forem colocadas diretamente
no meio esterilizante, cuja densidade é maior que a da
agua, pode haver a tendéncia de todas as sementes
flutuarem, dificultando a separagio. Sementes de alguns
géneros como Corianthes e Catasetum, por possuirem
um envoltério embrionario muito grande e que retém

33



muitas bolhas de ar, dificilmente afundam, sendo
necessiria uma analise num microscopio para avaliar o

. grau de fecundidade dassementes e, separagio dasférteis
e estéreis.

Desprezamos as sementes que flutuam e
decantamos a agua que cobre as sementes férteis, no
fundo do tubo.

As vezes hi a necessidade de se centrifugar
levemente o tubo para maior sedimentagdo das sementes
e melhor retirada da dgua. Juntamos ao tubo solugio de
hipoclorito de sddio, recentemente dosada, segundo a
técnica descrita adiante, diluida em agua para se obter
uma solugio de 0,4%de clorolivre. Agitamos fortemente,
a intervalos regulares para perfeita molhagem das
sementes, que ficam inicialmente amareladas por agio
do cloro sobre a matéria organica. Conforme o grau
provavel de contaminagdo das sementes, deixamos em
contato pelos seguintes tempos:

a-Sementes provenientesde cipsulasintactas,
previamente lavadas com sabdo e dlcool a 70% antes de
serem abertas, no laboratorio : 10 minutos no maximo.

b- Sementes procedentes de capsulas abertas
naturalmente, ha pouco tempo : 15 minutos,
aproximadamente.

c- Sementes procedentes de capsulas abertas
ha muitos dias : pelo menos 20 minutos.

Terminado o tempo desejado, coloca-se o
tubona centrifugamanual por uns dois minutos e decanta-
se a0 maximo possivel a solugao de hipoclorito. Deve-se
ter o cuidado para ndo contaminar a rolha de borracha,
nessa altura com a parte interna esterilizada pelo cloro.
Faz-se a semeadura, sem prévia lavagem em agua, por
ser absolutamente dispensavel.

E preferivel manter as sementes mais tempo
em solugdes mais diluidas de hipoclorito do que um
tempo menor em solugdes mais concen-tradas. Uma
solugio mais diluida leva menos cloro e élcali para o
meio de cultura. Além disso, o hipoclorito exerce uma
agdo emoliente sobre as sementes e, essa agio é mais
acentuada nas solugbes mais concentradas, danificando
mais o embrido.

Outras solugdes esterilizantes que podem serusadas, sio:

1 s
Bicloreto de mercirio(sublimadocorrosivo-Hg Cl )a 1.
1.000

2 - Lugol ( seg.Hana Gluber ):

1040 sivvmnitnsimnn 30 g
lodeto de potdssio ...
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Agua .......ccoeeee.... 900 ml

(Para usar, diluir 6 ml em 1 litro de agua.
Deixar de 10 a 30 minutos).

3-Peridrol a 20 % (agua oxigenada a 6 volumes) - 10 a
30 minutos.

4-Solugido de hipoclorito de soédio com 10 %
de cloro livre, usada no tratamento de piscinas. E a que
usamos. Tomamos 5 ml dessa solugéo e diluimos a 100
ml de agua.

Qualquer dgua sanitiria pode ser usada, no
entanto é aconselhavel que seja controlada.

Realmente, para o amador quendo dispde de
um laboratério, por simples que seja, e que ndo tenha
conhecimentos basicos de quimica, o controle dasolugio
de hipoclorito de sodio complica sensivelmente seu
trabalho. Infe-lizmente, dada a inconstancia da concentra-
¢dode cloro livre nas solugdes que achamos nomercado,
fica dificil outra orientagdo. Muitas vezes o insucesso
leva o amador ao desanimo, julgando-se incapaz de uma
boa semeadura, com poucas contaminagdes, quando o
erro estd na solugdo de hipoclorito excessivamente baixa
em cloro. Vamos tentar mostrar ao amador uma técnica
simples e que ndo necessita de uma grande precisdo.

CONTROLE DA SOLUCAO DE
HIPOCLORITO :

Quem dispuser de um laboratério e de nogdes
praticasde quimicadeve dosaro clorolivrenasolugao de
hipoclorito de sédio pelo tiossulfato de sodio.

Quem n3o contar com esses recursos, pode
langar mao do pequeno estojo ““GENKIT"’ da Genco
Quimica industrial Ltda. usado no controle de pH e de
nivel de cloro de piscinas. E um teste calorimétrico,
simplese pouco custoso. Para avaliar oteordecloro livre,
toma-se uma gota da solugio de hipoclorito a ser usada,
dilui-se a 100 ml com agua de tomeira. Mexe-se bem e
toma-se uma gota desta solugio e dilui-se novamente em
100 ml de agua. Apos essas duas diluigdes faz-se a
avaliagdo enchendo-se a célula do teste, na faixarelativa
ao cloro e adicionam-se 4 gotas de solugdo de Orto-
toluidina. Agita-se bem. Se o hipoclorito estiver bom, a
coloragao da amostra deve ficar entre 1,5 e 2,0.

O boletim da Sociedade Americana de
Orquideas, no seu nimero de fevereiro de 1985,
publicou um interessante método de esterilizagio de
sementes de autoria de Richard Snow. Neste trabalho
o autorrecomenda a manutengdo das sementes por 24
horas, com agitagio intermitente, numa solugio de
agucar comum, com a finalidade de molhar bem as




sementes, tornando mais efetivo o tratamento com o
esterilizante. Em seguida, a solugdo de agucar é
decantada, e as sementes sio mer-gulhadas por 30
minutos, com agitagio intermitente, numa solugio de
peridrol a3 %(aaguaoxigenada 10 vol. do comércio).
Segundo o autor, que também preconiza um método
quimico de esterilizagdo dos meios de cultura e
-vidraria, essa concentragdo de Peridrol é muito bem
tolerada pelas sementes e protocormios. Além do
poder esterilizante para os microrganismos, o peridrol
nio tem a desvantagem da alcalinidade, ao se
decompor produz dgua e, suas solugdes, quando de
boa qualidade, sdo muito estaveis ndo neces-sitando
feiturarecente ou controle de con-centragdes, além de
ser de prego muito acessivel.

Esse processo nos pareceu muito interessante,
sendo pratico e 16gico. Assim sendo, fizemos diversas
semeaduras, com bons resultados, por essa técnica de
esterilizagdo, com uma unica alteragdo - passamos a
deixar as sementes 1 hora no Peridrol a 3%, pois 30
minutos se mostraram insuficientes para eliminar certos
fungos.

Jadispomos de diversas culturas germinadas por
esse processo. Falta-nos somentemais tempo paramelhor
ajuizar os resultados.

Para completar o presente artigo, estamos
realizando umtrabalho visando determinar o tempo ideal
para esterilizagdio das sementes, com conservagio do
poder germinativo das mesmas, nassolugdes de hipoclorito
de sédio.
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