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Micropropagacao e germinacédo de sement@s vitro de atroveran
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Zélia Terezinha Eixeira Rosgj Andrisa Fabri Lim8 Samia drres Silvd, Giselly Mota da Silva
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RESUMO

Atroveran Qcimum selloiBenth. - Lamiaceae) € uma espécie medicinal, usada para distdrbios digestivos e
tratamento de inflamagdes. O objetivo deste trabalho foi avaliar o estabelecimento de segmentos nodais, germina-
¢do e crescimentan vitro, de plantulas de atroveran, em diferentes concentracfes de sacarose do meio MS e a
aclimatizacdo de plantulas em diferentes substratos. Para o estabelecimento e crescimento, utilizaram-se trés con-
centragdes do meio de cultura (MS, ¥2MS e ¥MS) e duas concentrages de sacarose (15 g/L, 30 g/L e o controle).
Para a germinacao, as variagdes do meio de cultura foram: MS, ¥2MS, ¥4aMS e OMS (controle) e duas concentracdes
de sacarose (15 g/L, 30 g/L e o controle). Para a aclimatizacdo, avaliaram-se os substratos: areia fina lavada, substrato
comercial, solo e solo+esterco bovino (2:1). O uso de sacarose foi essencial para o estabelecimento e crescimen-
to dos segmentos nodais de atroveran. Recomendam-se, assimdémglicarO ¥2MS é o mais indicado para o
estabelecimento dos explantes e, o ¥%MS, para o crescimento de segmentos nodais desta espécie. Maior percenta
gem de germinacao e maior indice de velocidade de germinacgdo foram observados na auséncia da sacarose. Para
crescimento até 30 dias, recomenda-se 0 uso do meio *4MS sem sacarose e, para manutencdo dasa plantulas,
vitro, 0 meio ¥“4MS suplementado com 15 gl sacarose. Para a aclimatizacdo de atroveran, o substrato comercial
proporcionou maior crescimento das plantulas.

Palavras-chave Ocimum sellgi Lamiaceae, MS, sacarose, aclimatizacao.

ABSTRACT

Micropropagation and in vitro seed germination of atroveran

Atroveran Ocimum selloBenth. - Lamiaceae) is medicinal plant used for digestive disturbs and inflammation.
The objectives of this study were to establish nodal segments, seed germinatinrvidmdplantlet growth on
sucrose and different basal salt concentrations, as well as plantlet acclimatization in different substrates.
establishment and growth, three different basal salt formulations (MS, 2MS and ¥4MS) and two concentration of
sucrose (15 g/L, 30 g/L and control) were used. For seed germination, MS, ¥2MS, ¥“sMS and OMS (control) and two
sucrose (15 g/L, 30 g/L and control) were udeat. acclimatization, the substrates sand, Plantmsoil and soil
+cattle manure (2:1) were used. The results indicated 15 g/L of sucrose to establish the explant and nodal segment
growth. The ¥2MS basal salt formulation was better to establish the explant and ¥MS to nodal segment @rowth of
selloi. The results indicated higher seed germination percentage and germination speed index on medium without

Submetido em 26/04/2012 e apado em 1/10/2013.

! Universidade Federal de Lavras, Departamentagtécultura, Laboratério de Cultura decidos e Plantas Medicinais, Lavras, Minas Gerais, Brasil. lucilaagro@yahoo.com.br
2 Universidade Federal de Lavras, DepartamentAgtécultura, Laboratdrio de Cultura decidos e Plantas Medicinais, Lavras, Minas Gerais, Brasil. jeduardo@dag.ufla.br

3 Universidade Federal de Lavras, Departamentadgtécultura, Laboratério de Cultura deecidos e Plantas Medicinais, Lavras, Minas Gerais, Brasil. suzan@dag.ufla.br

4 Universidade Federal de Lavras, DepartamentAgtécultura, Laboratério de Cultura decidos e Plantas Medicinais, Lavras, Minas Gerais, Brasil. zeliattrossi@hotmail.com
5Universidade Federal de Lavras, Departamentdglizultura, Laboratério de Cultura decidos e Plantas Medicinais, Lavras, Minas Gerais, Basilreisafabrilima@yahoo.com.br

S Universidade Federal de Lavras, Departamentdgiieultura, Laboratério de Cultura decidos e Plantas Medicinais, Lavras, Minas Gerais, Brasil. samiatorres.agronomia@gmail.com;
gisellymota@yahoo.com.br
“Autor para correspondéncia: jeduardo@dag.ufla.br

Rev CeresVicgosa, v62, n.2, p. 215-223, mabr, 2015




216 Lucila Elizabeth Fragoso Monfoet al.

sucrose. For growth up to 30 days better results were observed on ¥2MS without sucrose and for plantlet to maintain
growth of O. selloi in vito the better results indicated YaMS supplemented with 150§/sucrose. Plantlet
acclimatization ofO. selloiin the substratum Plantniagave better growth.

Key words: Ocimum sellgi Lamiaceae, MS, sucrose, acclimatization.

INTRODUCAO espécies. Bevilacquet al. (2011) germinaram sementes
. . _ de caléndula, em um quarto da forgca do meio MS,
O atroveran Qcimum selloiBenth.), pertencente a L
. . . . , suglementado com 15 g/L de sacarose. Germinagao
familia Lamiaceae, &€ uma espécie anual herbacea, natiy L .
vitfro de sementes de alcachofra foram viaveis, no meio

Hg completo e com o teor de sais reduzido a metade

como eI1X|r paregorico, anis e alfavaqumha,. Er.n. estud oraeset al, 2010). O uso da germinacovitro de
etnobotanicos, constatou-se que a planta € utilizada, par

. R . : aementes d®andacoemulea tem auxiliado na propaga-
via oral, em disturbios digestivos e para o tratamento de . o
. ~ ] . . ¢do da espécie, ameacada de extingdo éRai, 2011).
inflamacdes, como gastrite e bronquitéefka & Simon, e . ~ 2 o
Uma etapa critica da micropropagacao é a aclimati-
2000). ~ o .
zagdo, por causa da dificuldade de transfeom su-

Gracas ao crescimento do uso de plantas medicin%iesSSO plantas da condiciovitro para a de casa de ve-

para estudo fitoquimicos da utilizagdo de matéria primga‘:)tagg10 e, posteriormente, para a de campo. Durante a
para producédo de fitoterapicos, tornou-se 'mportamen%cropropagaqao as plantas s30 mantidas em ambiente

desenvolvimento de um protocolo para producao qStaImente controladdA transferéncia para condicdes

mudas de qualidade @ selloi A qualidade e a unifer .
idade d q i ] . q ito i tant dnatura|s, por ser uma mudanga brusca, deve ocorrer pau-
midade da matéria-prima sdo muito importantes e dg-. . ~ ~
P P %tmamente, pois as plantas ndo estdo adaptadas ao novo

vem ser exigidas na producdo de um medicamento. Ea?hbiente. Outro fator importante na aclimatizagéo de

tudos da propagagao vitro de plantas medicinais vém mudas é o substrato (Calveteal, 2000), devendo apre-

sendo realizados com o objetivo de obter plantas homg- ~ . .
I P sentar boa coeséo entre as particulas e adequada aderén-

géneas, com qualidade fitossanitaria, identidade genétly junto as raizes.

ca, caracterizacdo bioquimica e alta producdo de Silva et al. (2007) observaram que plantas Alee
metabolitos secu.nd.arlo.s (Muret al.,~2004)- . _vera, aclimatizadas em substrato comercial, durante 60

Durante o cultivdn vitro, as solugfes de sais e aclyias, em casa de vegetacio (283280% de UR do ar e
cargs que compoem _95 meios de quturq nao egercga% de reducdo da radiacdo solar), apresentaram 95%
efe|to_ puramente nutritivo, mas,Atambem, mflugnmam 8as plantas prontas para serem transplantadas em defini-
crescimento celular e a morfogénese, por meio de prg; para o campo de producio

prledadef osmotlcqs (Ge,zo'rge aI: 200,8)' D.l\./ersas Este trabalho objetivou avaliar o estabelecimento de
formula¢des de meios béasicos tém sido utilizadas ré?(plantes a germinago e o crescimefttoitro, de
cultivo in vitro. Nao ha uma formulagao padrao, mas Bléntulas de atroveran, em diferentes concentracdes de

r_ne|o~MS (I\/!ur_as~h|ge & Skoog, _1_962)’ com suas mOdls.'acarose e do meio MS e o efeito de diferentes substratos
ficagGes e diluicdes, tem sido utilizado com sucesso pg[a aclimatizacdo de suas plantulas

diversas espécies.
Condi¢des ambientais apropriadas para o procesgPa TERIAL E METODOS
de germinacdo podem ser fornecidas em laboratérios,
como o controle de luz, temperatura e umidade. FerreiraCondi¢des gerais do cultivo dos experimentos
e Rosa (2009) testando a influéncia de temperatura e A exsicata da espécie foi depositada no herbério da
luz, em condicdes laboratoriais, em semente©de ESAL, localizado no Departamento de Biologia da Uni-
selloi, verificaram que as sementes apresentam compgoersidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, 8B
tamento fotoblastico positivo, sendo que os regimes cagmregistro n°® 7474. O meio de cultura foi solidificado
temperaturas de 20 ou 25 °C, na presenca de luz, forasin 6 g/Lde agaro pH ajustado para 53,1, antes da
os mais favoraveis, embora, tanto na auséncia de ligtoclavagem a 120 °C e 1 atm, por 20 minutos. Os tu-
como na alternancia de temperaturas, tenham mostraslss de ensaio foram mantidos em sala de crescimento,
eficiéncia para a germinacédo desta espécie. com fotoperiodo de 16 horas de luz por 8 horas de es-
O processo de germinagdo de semeintastro, vi-  curo, sob intensidade luminosa de 25 pmbsia tem-
sando a produg&o de mudas, tem sido utilizado em outpasatura de 260,1 °C.
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Os dados obtidos foram submetidoSNOVA, pelo controle - agua) e trés concentracdes de sacarose (15 g/
teste F (p<0,05), sendo as médias dos tratamentos adru30 g/L e o controle - 0 g/L). O experimento foi mon-
padas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05), utilizando-sado em fatorial 4 x 3 totalizando 12 tratamentos, com
o software Sisv&r versao 5.0 (Ferreira, 2007). cinco repeticdes, sendo cinco tubos por repeticdo e uma

. . L. semente por tubo.
Experimento 1: Estabelecimento e crescimeirio

vitro de segmentos nodais @ selloi ¢) Avaliacéo
a) Estabelecimento do explania vitro de O. selloi As avaliagbes iniciaram-se apos trés dias da inocula-
Plantas adultas d®. selloj cultivadas em canteiros, ¢80 das sementes, quando ocorreu a protuséo da radicula.
utilizando-se esterco de curral (6 Kgne com 90 dias Para calculo do Indice déelocidade de Germinagéo
de cultivo, provenientes do Horto Medicinal da UFLA(IVG) (Maguire, 1962), foi realizada a contagem, du-
serviram como doadoras de segmentos nodais primarigte sete dias seguidos, do nimero de sementes em que
Apos coleta, as plantas foram levadas ao laboratério efiVe @ protusdo da radicula em cada tratamento, sendo,
segmentos foram lavados em agua corrente (30 minutf§SSe mesmo periodo, avaliada a percentagem de ger-
e imersos em solugéo de hipoclorito de s6dio comercf&inacao, com base no nimero de plantas normais (Bra-
a 50% (15 minutos). Em seguida, foram lavados cinddl: 1992)-Apds 30 dias, avaliou-se o comprimento da
vezes em agua destilada autoclavada. Os segmentos PR€ aerea das plantulas germinadas, as producoes de
cm) foram inoculados em tubos de ensaio com 10 mL fAtéria fresca e seca da parte aérea (mg), o nimero de
meio MS, num fatorial (3 x 3), sendo trés as variacoes §aiZes, as producoes de matéria fresca e seca de raizes
MS (MS, ¥%MS e ¥iMS) e trés concentragdes de sacard§ed):
(15 g/IT’ 30 g/!_ €0 COWOIG -0 L),' , Experimento 3: Efeito do tipo de substrato na
Apbs 30 dias, avaliaram-se o nimero, o comprimen-

. . aclimatizacdo da plantula
to (cm) e as massas da matéria seca, (mg), das brotagoeé ducio d ,
e das raizes. Foi utilizado o delineamento inteiramen?g onducao do ensaio

casualizado, com cinco repeticdes, sendo dez tubos porPlantulas micropropagadas @e selloi oriundas de
repeticio e um segmento por tubo. subcultivo em meio ¥2MS suplementado de 15 g/L de

sacarose, foram utilizadass raizes foram lavadas com
b) Crescimento do segmento nodalvitro de O. selloi  3gua corrente e transplantadas para bandejas plasticas de
Plantulas estabelecid@s vitro serviram como doa- 36 cm x 27 cm, com 24 células cadaaclimatizacéo
doras de segmentos nodais inoculados em tubos de fn+ealizada em casa de vegetagdo, com nebulizacéo in-
saio com 10 mL de meio de cultura MS. O experimentermitente, temperatura 26 °C e sombreamento de
foi montado em fatorial 3 x 3, sendo trés as variaco&9%. Os substratos avaliados foram: areia lavada,
do MS (MS, »2MS e “MS) e trés concentragdes dribstrato comercial, solo (Latossdfermelho-Escu-
sacarose (15 g/L, 30 g/L e o controle - 0 g/L). ro) e solo + esterco bovino, na propor¢cao de 2:1,
Apos 30 dias, avaliaram-se o nimero, o comprimemstalizando quatro tratamentos. Foi utilizado o delinea-
to (cm), as massas da matéria seca (mg) das brotacdeseato inteiramente casualizado, com cinco repeticdes
das raizes. Foi utilizado o delineamento inteiramentequatro plantulas por repetigdo.
casualizado, com cinco repeticdes, sendo dez tubos por

repeticdo e um segmento por tubo. b) Avaliacao
Aos 45 dias, avaliaram-se a percentagem de sobrevi-

Experimento 2: Efeito da concentracdo do meio véncia, o comprimento da planta (cm), o nimero de
de cultura na germinacgéo de sementes e entrends, a as producbes de matéria seca da parte aérea

crescimentdn vitro da plantula (mg), o comprimento da maior raiz (cm) e a as produ-

a) Assepsia das sementes ¢Oes de matéria seca do sistema radicular (mg).

As sementes foram coletadas de plantas adultas IQESULTADOS E DISCUSSAO
O. selloi, lavadas com agua corrente e sabao neutro.

Depois, imersas em solu¢cdo de hipoclorito de sédig
comercial (70%), por 15 minutos, sob agitacdo, e lava-
das cinco vezes em agua destilada e autoclavada.

xperimento 1: Estabelecimento e crescimeirto
vitro de segmentos nodais @ selloi
a) Estabelecimento do explanta vitro de O. selloi
A percentagem de contaminagéovitro € influen-
As sementes foram inoculadas em diferentes cogiada pelo sistema de cultivo da espécie em estudo e
centracoes do meio de cultura (MS, ¥2MS, “iMS e gela época do ané. contaminagéo do explanite vitro

b) Conducéo do ensaio
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218 Lucila Elizabeth Fragoso Monfoet al.

€ um problema sério, no estabelecimento de uma cultu- A utilizacdo de sacarose na composicédo do meio de
ra primaria, e torna-se um entrave para a multiplicacéeultura foi fundamental para o enraizameint@itro de
No estabelecimentm vitro dos segmentos nodais desegmento nodal d®. selloi Isso pode ter ocorrido pelo
O. selloj apenas 9,87% dos tubos apresentaram confato de o gasto energético da plantula na producédo de
minacao por fungo§ratando-se de material provenien+aizes serem elevadl.concentracéo de sais e sacarose
te do campo, esse resultado indica boa eficiéncia do ptambém influenciou conjuntamente a produc¢éo de ma-
cesso de assepsia. téria seca das raizes. Os meios basicos do MS, com meia
No segmento nodal, foi observada a indugdo de raizzaum quarto da forca dos sais, resultaram em maior
no explante primario. Esta formacao de raizes foi inflacimulo de matéria seckrabalhos realizados por Sun
enciada conjuntamente pelas concentragfes do meio Etal. (2010) comllex glabramostraram que a concen-
e de sacarose, tanto para 0 comprimento como para a pracdo do meio basico é fundamental para o enraizamento,
ducdo de matéria secaaflela 1)A diferenca da concen- mas as diferentes respostas sdo, principalmente, devi-
tracdo de sais no meio basico é um fator importante das ao genétipo.
inducéo de raizes. Normalmente, alta concentracao inibe Ndo houve diferenca estatisticamente significativa
e, baixa concentracdo induz o enraizamento. No segmeas diluicdes do meio MS sobre o nimero, comprimen-
to nodal deO. selloiem meio %:MS, a suplementacdo deo e matéria seca das brotacdes. Para o nimero de raizes,
15 g/L de sacarose, induziu maior comprimento da rag.meio MS completo apresentou efeito negativo no de-
Quando houve um suplemento de 30 g/L de sacarosesehvolvimento do tecido radicularafiela 2). Pesscet
meio com um quarto da forga do MS (¥4MS) induziu mail. (2004), trabalhando com samambadi&egholepis
or comprimento. Com o uso do meio completo do MS, gxaltatg, corroboram estes resultados e, em amoreira-
comprimento da raiz mostrou-se merisso sugere que preta Rubussp.), o ndmero de brotos foi estimulado
altas concentragbes do meio basico do MS podem $rflo aumento da concentracdo de sais do Mifa (st
toxicas para o crescimento da raiz ou um efeito osmoticgl., 2005).
O maior comprimento de raiz, observado no meio de cul- A auséncia de sacarose proporcionou efeito negati-
tura com baixo nivel de sais (2aMS) e 30 g/L de sacarosgy sobre o ntimero, comprimento, matéria seca da
pode ser devido, principalmente, a diminuic&o do nivel dfotacso e nimero de raizes. Para nimero de brotagdes
nitrogénio. O meio MS contém 60 mM de nitrogénio, @ de raizes, as concentragdes de 15 g/L e 30 g/L de
meio ¥2MS 30 mM e ¥zMS 15 mM. O meio basico enrisacarose resultaram maior ganho, néo apresentando di-
quecido com nitrogénio € fundamental para a diferencigsrenca entre si. Para comprimento e matéria seca de

¢ao da parte aérea. O meio MS € considerado um meiofigtacso, o melhor tratamento foi o que utilizou 15 g/L
cultura com altas concentracdes de sais. Neste estugle.sacarose @bela 2).

constatou-se que a diminuicdo da concentracdo desses sais

favoreceu o crescimento das raizes. Frequentementd)dorescimento segmento nodal vitro de O. selloi
crescimento de raiz € inibido por INH promovido por Apbs o estabelecimento do segmento nodal prima-
NO,. Uma maior relacao de nitrato/amonio, em meio comio, as plantulas desenvolvidas foram repicadas para que
menor concentragdo de nitrogénio, pode ter ocorrido pdmsse estudado o seu crescimeimtwitro. As concen-
auxiliar no enraizamento. tracGes de sais e de sacarose influenciaram conjunta-

Tabela 1.Valores médios do comprimento de raizes (cm) e do acumulo de matéria seca de rai@@nglmesellocultivado sob
diferentes concentracdes de meio de cultura MS e de sacarose, aos 30 dias

Sacarose (g/L)

Meio de cultura

0 15 30
Comprimento de raizes (cm)
¥MS 0,10 bA 1,02aB 1,25aA
MS 0,04 cA 1,66 aA 0,85b B
MS 0,00bB 0,24acC 0,48aB
Matéria seca de raiz (mg)
¥aMS 0,020 A 0,720 A 0,420 &A
-MS 0,004 A 1,100 &A 0,320 A
MS 0,000bB 0,038aB 0,192 &A

Médias seguidas da mesma letra, minsculas na linha e mailisculas na coluna, pertencem ao mesmo grupo de acordo com o teste Scott-Knott, a 5% de
probabilidade.
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mente o comprimento e acimulo de matéria secas das essencial para o desenvolvimento da plantula
brotacfes e das raizes e o nimero de raizes. micropropagada. Maiores concentracdes de sacarose
Em relagcdo ao comprimento da brotacao, na concesrimentam o efeito osmatico do meio de cultura, poden-
tracdo de 15 g/L de sacarose, 0 meio ¥aMS mostrou skr prejudicar o desenvolvimento da plantula cultiviada
0 mais indicado. Ja na concentracdo de 30 g/L déro. Fraguaset al. (2003), trabalhando cor@attleya
sacarose, o melhor tratamento foi o0 MS. Para todos labiata e Laelia itambanaobtiveram resultados seme-
meios utilizados, a sacarose, na concentracdo de 15 dHantes.
proporcionou efeito positivo em todos os parametros NaTabela 3, sdo apresentados os valores médios de
avaliados (@bela 3). ndmero, comprimento e matéria seca de raizes. Nao hou-
Na auséncia de sacarose ndo houve efeito do mem formacao de raiz na auséncia de sacafosmalise
MS sobre o comprimento e massa das brotacdes. Egsdica que, tanto para o ¥4MS quanto para o ¥2MS, 0 uso
resultado demonstrou a importancia da sacarose de 15 g/L de sacarose possibilitou maior nimero de
meio basico, para fornecer energia ao crescimento @dzes. J4, com 0 meio MS, a concentracéo de 30 g/L de
brotagdo. Na concentracdo de 15 g/L de sacarose,sagarose causou aumento desse numero, comparado com
meios ¥2MS e MS resultaram em aumento do peso enmdas outras concentragdes. Dados semelhantes foram
relagdo a *4MS, néo se diferenciando entrd sna- observados por Calvet al. (2002) no cultivo de mo-
téria seca, produzida na concentragdo de 30 g/L dengueiro.
sacarose, no MS completo, foi superior as produzi- Com 15 g/L e com 30 g/L de sacarose, 0 meio ¥aMS
das nas diluicdes do MS. Com os meios ¥“4MS e ¥2MBossibilitou maior comprimento de raizésutilizacéo
a sacarose na concentracdo de 15 g/L influenciou ae 15 g/L de sacarose proporcionou maior formacgéo de
mentou o peso das brotagdes. Com o meio MS, as caeeido radicular nos meios ¥4aMS e ¥2MS. O uso de 15 g/
centracdes de 15 g/L e 30 g/L de sacarose resultarbnou de 30 g/L de sacarose, com o MS completo, ndo
em massas de brotacfes similarAsauséncia de resultou em alteracdo no comprimento das raizes. Os
sacarose deve ter proporcionado menor fonte de cadados obtidos mostram que esse carboidrato é essenci-
bono e, consequentemente, menor acumulo de maéé-para o enraizamenia vitro de gemas axilares de
ria secaA média da matéria seca, nas diferentes coatroveran.
centracBes de sais do MS, suplementado com 15 g/L E possivel observar que a matéria seca de rabe(T
de sacarose, foi 61 vezes superior a do meio séan3), produzida na concentracao de sacarose de 15 g/L,
sacarose, e 50 vezes maiguando o meio foi foi maior com os meios “4MS e ¥2MS. O ¥“4sMS apresen-
suplementado com 30 gfle sacarosé sacarose foi tou efeito positivo com o uso de 30 g/L de sacarose.
essencial ao crescimento das gemas axilares no s€gim o meio ¥4MS, o uso de 15 g/L de sacarose causou
mento nodal de atroveran. Sem a sacarose, ndo héano aumento da matéria seca, tendo o mesmo efeito sido
fornecimento adequado de esqueleto de carbono paitzservado com o ¥2MS. Com o MS completo, a concen-
a biossintese de proteina e, consequentemente, pmagao de 30 g/L de sacarose mostrou melhor efeito.
0 crescimento do explante. Ribeiro et al. (2009), trabalhando com copo de leite
A concentracdo de 15 g/L de sacarose favoreceu(@antedeschia aethiopifaobtiveram resultados posi-
desenvolvimento da plantula cultivaigiavitro, indican- tivos com concentracdes elevadas de sacarose 51 g/L a
do que a presenca desse carboidrato no meio de cult®o g/L.

Tabela 2.Valores médios de nimero de brotagfes, comprimento da brotagdo, matéria seca de brotacdo (MSB) e niumero de raizes de
Ocimum sellginas diferentes varia¢des de sais do meio de cultura MS e nas diferentes concentracdes de sacarose, aos 30 dias

Comprimento

. o ~ o .
Meio de cultura N° de brotag6es da brotaco (cm) MSB (mg) N° de raizes
¥MS 2,00 a 0,66 a 5,60 a 2,00 a
%MS 2,00 a 0,67 a 7,50 a 2,00 a
MS 2,00 a 051a 6,10 a 1,00b

o . Comprimento o .
Sacarose (g/L) N° de brotagfes da brotaco (cm) MSB (mg) N° de raizes
0 1,00b 0,13¢c 142c 0,00b
15 2,00 a 1,28a 10,92 a 2,00a
30 2,00 a 0,43b 6,37 b 2,00a

Médias seguidas da mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo de acordo com o teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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Experimento 2: Efeito da concentracdo do meio com sacarose, tanto para a percentagem de germinagéo
de cultura na germinagdo de sementes e  como para o IVGmas, o desenvolvimento da plantima
crescimentan vitro da plantula vitro. Apenas a sacarose nédo é suficiente para a manu-

Em relag&o a ocorréncia da contaminaco das sem&f1¢80 da plantula vitro, o uso do carboidrato e dos
tes, foi observado um indice de infestacdo de 38% §ais mostra ser necessario para a suplementagao do meio
fungos, indicando que a eficiéncia do processo @ cultura.
assepsia precisa ser melhorafla.sementes apresen- Em trabalho realizado por Regs al. (2008), foi de-
tam ranhuras e, umedecidas, apresentam a formacgadngstrado que a concentra¢do dos sais do meio MS e a
uma camada mucilaginosa, o que pode ter induzido ef@fcentagem de sacarose influenciaram significativa-
maior contaminacdo (Coséd al, 2010). mente a germinagdo de semented/edssa officinalis

O meio MS contém 14 sais na sua composicao e é o O vigor das sementes, avaliado pelo J\t@nbém
mais concentrado, o que pode ter afetado a percentaggpnesentou comportamentos distintos, em fungéo das
de germinacdo e o IVG das semente€deselloj por concentragBes de sacarose e do meio de cultura. O mai-
causa da pressdo osmotica, fato este observado nosorelVG foi observado na auséncia da sacarose (0,98-
sultados deste trabalhd. diminuicdo do potencial 1,04). Com a diminui¢céo do potencial osmotico, devido
osmatico, promovida pela reducdo das concentracd@sauséncia de sacarose, as sementes tiveram maior ab-
de sacarose, proporcionou as maiores taxas de germis@rcdo de agua, o que favoreceu a velocidade de germi-
cdo (84 a 74%) sem levar em conta a concentragdo ragdo. No entanto, com o aumento das concentragoes
meio de cultura @bela 4). No entanto, quando se obede sacarose (15 e 30 g/L) e do meio de cultura, o indice
serva a suplementacdo com sacarose dentro de cada denvelocidade de germinacéo diminui a medida que au-
centracdo de sais, a percentagem de germinacéo diminta a concentragdo do meio de cultura. Neste caso, o
nuiu. Verifica-se que a concentracéo de sacarose é mpigencial osmotico aumentou e, consequetemente, o
critica do que a concentracdo do meio de cultura. Niedice de velocidade da semente diminuiab@a 4). O
entanto, ndo se deve considerar apenas a suplementagé&smo comportamento foi relatado por Reisal.

Tabela 3.Valores médios do comprimento da brotagéo (cm), da matéria seca da brotagdo (mg), do nimero de raizes, do comprimento
de raizes (cm) e de matéria seca de raizes (n@gideum selloha interagdo do meio de cultura e da concentracdo de sacarose, aos
30 dias

Sacarose (g/L)

Meio de cultura

0 15 30
Comprimento da brotac¢éo
¥aMS 0,10 cA 2,80 8A 0,80b B
¥-MS 0,10 cA 2,44aB 0,46 b B
MS 0,10 cA 180acC 1,04 bA
Matéria seca da brotacao
YaMS 0,14 cA 512aB 3,22bB
¥.MS 0,10 cA 6,62 aA 3,08bB
MS 0,08 bA 6,70 aA 7,72 8A
NUmero de raizes
YuMS 0,00 cA 5aA 3bB
MS 0,00 cA 5aA 3bB
MS 0,00 cA 2bB 4 aA
Comprimento de raizes
¥MS 0,00 cA 2,02 8A 1,26 bA
%MS 0,00 cA 1,40aB 0,72bB
MS 0,00 bA 0,64aC 0,68aB
Matéria seca de raizes

YuMS 0,00 cA 0,92 aA 0,72 bA
.MS 0,00 cA 0,74 aA 0,28b B
MS 0,00 bA 0,06bB 0,38aB

Médias seguidas da mesma letra, minsculas na linha e mailisculas na coluna, pertencem ao mesmo grupo de acordo com o teste Scott-Knott, a 5% de
probabilidade.
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(2008), que observaram maior IVG no tratamento cons- Houve efeito isolado do meio e da concentracao de
tituido do meio ¥%MS, seguido do ¥2MS. sacarose sobre a variavel matéria fresca e seca de parte
No meio de cultura sem suplementacao de sacaroaérea e de raiz. Para a matéria fresca e seca da parte aé-
a plantula apresentou tendéncia de maior crescimeméa, na auséncia de MS, obteve-se menor ganho de mas-
nas menores concentracdes do meio de cultura, ¥aM3, Os demais tratamentos ndo se diferenciaram entre
%.MS e, depois, MS completo. No meio apenasi. Mesmo nédo havendo diferenca entre esses tratamen-
suplementado com sacarose, houve menor desenvotas, recomenda-se 0 uso do ¥4MS, tanto pela economia
mento da plantula @bela 4). Nos outros meios, de material quanto pelo tempo de manutencgéo da plantula
suplementados com 15 e 30 g/L de sacarose, a tendiénvitro. Ja, para a matéria fresca e seca de raizes, a au-
cia foi a mesma. Observa-se que a presenca déncia de sais do meio MS possibilitou maior formacéo
carboidrato mostrou ser necessaria para a manuteng&oraizes, sendo este o tratamento que apresentou maior
da plantulan vitro por um periodo mais longo. valor (Tabela 5). E provavel que a falta de nutrientes te-
A baixa concentracao de sais e de sacarose no mef@ estimulado uma maior producao de tecido radicular
favorece a germinacdo da semente, pois proporciona Para o crescimento das matérias frescas de parte aé-
menor pressao osmotica que a de um meio rico em maa e de raizes, a concentracao de 30 g/L de sacarose foi
trientes, favorecendo assim a absorgdo de agua pelaseue resultou em menor ganho de pAsoconcentra-
mente e, consequentemente, sua germinacao. ¢Bes de 0 e 15 g/L resultaram em valores similares e
Os dados mostram que a auséncia de sacarose pnaiores de incremento de massa nas plantulas. Com re-
porcionou resultados positivos sobre a altura da plantulagdo as matérias secas da parte aérea e de raizes, a mai-
no periodo de 30 dias. Heaal.(2010) observaram que or massa foi observado no tratamento que utilizou 15 g/
0 meio constituido de ¥MS, com 15 g/L de sacarosk,de sacarose ébela 5).
foi melhor para germinacéo de esporo de samambaia; no . . i
entanto, o meio MS com 30 g/L foi mais eficiente para Experlmentq 3 I_Efe't‘f do tlpoAde substrato na
o crescimento adicional. aclimatizacdo da plantula
Houve efeito da interacdo entre meio de cultura e N&o houve influéncia dos tratamentos sobre a taxa
concentragéo de sacarose sobre o nimero de raézes (fe sobrevivéncia das plantulas; no entanto, o crescimen-
bela 4). Na auséncia de sacarose no meio MS e suast@ie desenvolvimento foram altamente afetados pelo
luicBes houve menor nimero de raiz em relacéo ao cabstrato utilizado @bela 6).
trole. Com a utilizagéo de 30 g/L de sacarose, o maior Para comprimento da planta, matéria seca da parte
nimero de raizes foi observado no meio ¥%MS. aérea, comprimento da raiz e matéria seca da raiz, o

Tabela4. Valores médios da percentagem de germinacgéo (%G) e indice de velocidade de germinacao (IVG) na interagéo da variagcao
de sais do meio MS e da concentracdo de sacarose, aos 30 dias

Sacarose (g/L)

MS 0 15 30
% G VG % G VG % G VG
0MS 76 aA 1,04 A 78 aA 1,02 A 63 aA 0,80 bA
YaMS 75 aA 1,03 8A 52bB 0,60bB 54 bA 0,60bB
1LMS 74 aA 0,80 @A 54bB 0,71aB 53 bA 0,50bB
MS 84 aA 0,98 @A 34bB 0,41bC 53 bA 0,40bB
Comprimento da parte aérea
0MS 0,43aB 0,38aB 0,39 aA
YaMS 1,34 A 1,04 bA 0,69 cA
LMS 1,14 &A 1,01 A 0,57 A
MS 1,12 A 0,64bB 0,49 A
Numero de raizes
0MS 7 aA 4 bA 3bB
Y.MS 5aB 5aA 6 aA
%MS 5aB 6 aA 3bB
MS 4aB 4 aA 2aB

Médias seguidas da mesma letra, mailscula na coluna e mindscula na linha, pertencem ao mesmo grupo de acordo com o teste Scott-Knott, a 5% de
probabilidade.
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Tabela5. Valores médios, matéria fresca da parte aéreadBRRatéria seca da parte aérea (Bffatéria fresca de raiz (BFR),
matéria seca de raiz (BSR), em diferentes varia¢des de sais do meio MS e diferentes concentrag8es de sacarose, aos 30 dias

MS BFPA (mg) BSPA (mg) BFR (mg) BSR (mg)
0 8,0b 1,7b 6,0a 09a
YaMS 25,0a 32a 30b 06b
MS 26,0a 31la 30b 06b
MS 23,0a 29a 20c 04c
Sacarose (g/L) BFPA (mg) BSPA (mg) BFR (mg) BSR (mg)
0 25,0a 25b 35a 055b
15 22,0a 32a 38a 0,8a
30 15,0b 25b 2,8b 0,6b

Médias seguidas da mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo de acordo com o teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Tabela 6.Valores médios da altura, nimero de entrends (N° E), matéria seca da parte a&kggp@vi®tagem de sobrevivéncia
(% S), comprimento da maior raiz (CMR) e matéria seca do sistema radicular (MSSR) de plantulas aclima@zadasdeellqi

aos 45 dias, em diferentes substratos

Substrato Comprimento (cm) N°E MSPA(mQ) % S CMR(cm) MSSR (mg)
Areia 4,42c 4,00b 27,00c¢c 100 a 10,37b 6,02¢c
PlantmaR 8,90a 7,00 a 226,28 a 95a 19,25a 95,18 a
Solo 6,45b 5,00b 44.92b 100 a 13,52b 19,76 b
Solo + Esterco bovino 5,43b 5,00b 4472b 95a 11,47b 19,70b

Médias seguidas da mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo de acordo com o teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Figura 1. Parte aérea e sistema radicular de plant@cdaum
selloiaclimatizadas em diferentes substratos, aos 43Jiaseia.

melhor substrato foi o comercialgbela 6). Por suas
caracteristicas fisicas e quimicas, o substrato comerci-
al possibilitou melhor desenvolvimento da parte aérea e
do sistema radicular da planta. Como a plantula é peque-
na e fragil, € essencial, para o seu desenvolvimento e
crescimento, um incremento nutricional nos estadios
iniciais.A areia, por ser um substrato com poucos nutri-
entes, ndo propiciou crescimento das raizes, mesmo ten-
do uma boa relagdo ar-agua. Para Hartmann & Kester
(2002), o substrato adequado deve ser inerte, poroso,
com boa drenagem e capaz de manter a aeracéo e a umi-
dade, permitindo o desenvolvimento do sistema radicular

A escolha do substrato poderia ser influenciada ape-
nas pelo menor preco e disponibilidade, como é o caso
da areia, facilmente encontrada e de menor custo para o
produtor porém, quando se analisa 0 desenvolvimento
dessas plantulas, de acordo com os substratos utiliza-
dos, observa-se que um substrato mais rico nutricional-
mente proporciona plantulas maiores, com condi¢des
de atingirem o estadio de mudas (Figura 1).

CONCLUSOES

O uso de acarose foi essencial para o estabeleci-
mento e o crescimento de segmentos nodai3. delloi
in vitro.

A reducgdo da concentragdo dos sais do meio basico
MS favorece o estabelecimento e o crescimento dos

B) Substrato comerciaC) Solo.D) Solo + Esterco bovino (2:1). segmentos nads deO. selloi in vito.
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