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Agentes osmoticos e temperatura na conservacao in vitro de sempre-viva

Osmotic agents and temperature on in vitro conservation of sempre-viva

Alone Lima-Brito' Mara Marcia Sampaio Albuguerque" Bruno Freitas Matos Alvim'
Sheila Vitéria Resende" Moema Cortizo Bellintani"' José Raniere Ferreira de Santana'

RESUMO

A conservacdo in vitro é uma estratégia de
conservagdo ex situ que garante a manutengdo da integridade
genética e biolégica das espécies. O objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito de agentes osmdticos e temperatura na
conservagao in vitro de Syngonanthus mucugensis Giul. subsp.
mucugensis. Os brotos foram inoculados em meio de cultura
MS % contendo 7g L* de agar e suplementado com 60g L* de
sacarose, e com as concentragdes de sacarose 15, 30 e 45g L
combinados com 0 e 15g L*de sorbitol ou manitol. As culturas
foram mantidas em duas temperaturas (18 e 25°C). A
porcentagem de sobrevivéncia das plantas foi avaliada
mensalmente e ao final de 180 dias foram analisados o
comprimento da parte aérea e da raiz, a porcentagem de
folhas verdes, a porcentagem de explantes com brotos, o
numero de brotos por explante e o comprimento dos brotos.
Os agentes osmdticos promoveram um decréscimo no
crescimento das plantas, no entanto reduziram a sua
viabilidade. Os resultados observados nos experimentos
mantidos a 18°C foram significativamente superiores aos
encontrados a 25° para todas as variaveis analisadas. A
conservagao de S. mucugensis subsp. mucugensis pode ser
feita a 18°C em meio de cultura MS % contendo 15g L de
sacarose, por até 180 dias, sem subcultivo.

Palavras-chave: Syngonanthus mucugensis subsp. mucugensis,
crescimento minimo, cultura in vitro,
conservacao ex situ.

ABSTRACT

The in vitro conservation is an ex situ conservation
strategy that ensures the maintenance of genetic and biological

integrity of species. The present study evaluated the effects
of, osmotic agents and different temperature regimes on the
in vitro conservation of Syngonanthus mucugensis Giul.
subsp. mucugensis. The shoots were inoculated into half salt
strength Murashige and Skoog culture medium (MS %)
containing 7g L of agar. The culture medium was
supplemented with 60gL* sucrose and with the sucrose
concentrations 15, 30 and 45g L* combined with 0 and 15g L* of
sorbytol or mannitol. Two different temperatures were used in
these experiments (18 and 25°C). The percentage of plant
survival was evaluated monthly and at 180 days were analyzed
length of shoot and root, the percentage of green leaves, the
percentage of explants with shoots and number of shoots per
explants and shoot length. The addition of osmotic agents
resulted in decreased growth of the plants and therefore reduced
their viability. The averages observed in the experiments
undertaken at 18°C were significantly superior to those observed
at 25°C for all of the variables analyzed. S. mucugensis subsp.
mucugensis can be cultured at 18°C in MS% culture medium
containing 15g L of sucrose, for up to 180 days, without
subculturing.

Key words: Syngonanthus mucugensis subsp. mucugensis,
minimal growth, in vitro culture, ex situ
conservation.

INTRODUGCAO

Syngonanthus mucugensis Giul. subsp.
mucugensis, conhecida como sempre-viva de mucugé,
€ uma herbacea ornamental endémica do municipio de
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Mucugé, na Chapada Diamantina, BA, Brasil. Essa
espécie encontra-se ameacada de extingdo devido a
exploracgdo extrativista de suas flores para o mercado
floristico (GIULIET Tl etal., 1996; CERQUEIRA etal.,
2008).

A conservacao de sempre-viva de mucugé
tem se restringido a preservagdo em seu ambiente
natural no Parque Nacional da Chapada Diamantina.
Isso torna necessaria a utilizacdo de técnicas
complementares de conservacao ex situ para manter a
diversidade genética dessa espécie.

A conservagdo in vitro baseia-se no cultivo
das cole¢Bes em laboratdrio, a partir das técnicas de
cultura de tecidos vegetais; as quais garantem a
manutencdo da integridade genética e biolégica de um
elevado nimero de acessos em espaco reduzido, além
de promover altas taxas de multiplicacdo em condicdes
assépticas e permitir o intercdmbio de germoplasma
(ENGELMANN, 1991; VILLALOBOS et al., 1991,
GEORGE, 1993; FAY, 1994; RAO, 2004; FARIAet al.,
2006; SARASAN et al., 2006).

A restricdo do crescimento in vitro é uma
técnica vantajosa, porque aumenta o periodo entre os
subcultivos, reduz os custos com a manutencdo do
banco ativo de germoplasma e, principalmente, minimiza
os riscos de alteragdo genética e contaminagéo
(ENGELMANN, 1991; VILLALOBOS et al., 1991,
LEMOS et al., 2002). Esse método tem sido aplicado
com sucesso para a conservacdo de espécies
ornamentais ameacadas de extincdo, a exemplo da
orquidea Ipsea malabarica (Reichb.f.) J. D. Hook e
das bromélias Dyckia distachya Hassler e Vriesea
inflata (Wawra) Wawra (MARTIN & PRADEEP, 2003;
POMPELI & GUERRA, 2004; PEDROSO et al., 2010).

O crescimento minimo consiste em reduzir o
metabolismo vegetal por alteraces no ambiente de
cultivo, como, decréscimo na intensidade da luz,
fotoperiodo, trocas gasosas e temperatura de
incubacdo da cultura, e por modificagcBes no meio de
cultura por meio da adi¢éo de reguladores vegetais e
agentes osmaticos e reducdo dos componentes salinos
eorganicos (ENGELMANN, 1991; VILLALOBOS et al.,
1991; WITHERS & WILLIANS, 1998; LEMOS et al.,
2002).

O decréscimo da temperatura € uma das
estratégias mais utilizadas para manter as plantas em
crescimento minimo por reduzir o metabolismo da planta,
incluindo alteracdes no conteldo e agdo das enzimas e
na composicdo e funcionamento das membranas
celulares (LEMOS et al., 2002; LEDO et al., 2007). Essa
técnica tem sido utilizada para a conservagdo de
diversas espécies vegetais, com respostas que variam
em funcdo da sensibilidade a baixa temperatura

(NEGASHZ et al., 2001; LEMOS et al., 2002; FARIA et
al., 2006). A combinacéo de baixas temperaturas com a
adicdo de reguladores vegetais ou agentes osmoticos
no meio de cultura tem sido apontada como uma
alternativa eficiente para a conservagdo de
germoplasma in vitro.

Os agentes osmGticos como a sacarose, 0
manitol e o sorbitol, agem sobre o crescimento
reduzindo o potencial hidrico do meio de cultura e
consequentemente inibindo a absorcdo de agua e
nutrientes pelo explante (CALDAS et al., 1998;
ENGELMANN, 1991; LEDO etal., 2007).

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
de agentes osmaticos e temperatura na conservacgao
in vitro de brotos micropropagados de S. mucugensis
subsp. mucugensis.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e meio de cultura

Foram utilizados como explante brotos com
aproximadamente 10mm de comprimento, obtidos por
organogénese direta conforme metodologia descrita
por LIMA-BRITO et al. (2011).

Os explantes foram inoculados em tubos de
ensaio (25x150mm) contendo 15mL de meio de cultura
MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) com metade da
concentracdo salina (MS %2), gelificado com 7g L de
agar. O pH do meio foi ajustado para 5,7 antes da
autoclavagem, realizada a 121°C por 15 minutos.

Agentes osmaticos e temperatura

O meio de cultura foi suplementado com 60g
L de sacarose com potencial osmoético (¥ o) -
0,4340MPa e com as concentracdes de sacarose 15, 30
e 45g L* (correspondendo aos ¥0-0,1085, -0,2170 ¢ -
0,3255MPa, respectivamente), combinados com 0 e
15gLt (Yo = -0,1085MPa) de sorbitol ou manitol,
constituindo os seguintes tratamentos: T1- 15g L* de
sacarose; T2- 30g L de sacarose; T3- 45g L* de
sacarose; T4- 60g L* de sacarose; T5- 15g L* de
sacarose + 15g L de sorbitol; T6- 30g L* de sacarose
+ 15¢g Lt de sorbitol; T7-45g L de sacarose + 15g L?
de sorbitol; T8- 15g L de sacarose + 15g L de manitol;
T9-30g L desacarose +15g L* de manitol; e T10- 45¢g
L de sacarose + 15g L* de manitol.

As culturas foram mantidas em cadmara do
tipo B.O.D. a18°C e em sala de crescimentoa 25+3°C. O
delineamento experimental foi 0 DIC em arranjo fatorial
10x2 (agente osmdtico x temperatura), com dez
repeticdes e quatro tubos por repeticdo (um explante
por tubo).

A porcentagem de sobrevivéncia (%S) foi
avaliada mensalmente e aos 180 dias de armazenamento
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foram analisados: comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento da raiz (CR), porcentagem de folhas verdes
(%FV), porcentagem de explantes com brotos (%B),
namero de brotos por explante (NB) e comprimento
dos brotos (CB).

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a anélise de
variancia e, quando significativo, as médias foram
submetidas ao teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Utilizou-se o software Sisvar 4.3
(FERREIRA, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ainteracdo “agente osmotico x temperatura”
foi significativa para as varidveis comprimento da parte
aérea e da raiz e porcentagem de sobrevivéncia e de
folhas verdes (Tabela 1). Isso demonstra que diferentes
fatores quimico e fisicos podem interagir entre si na
conservagdo das plantas in vitro, o que justifica a
importancia de serem testados conjuntamente (GEORGE,
1993; SARKAR & NAIK, 1998). Observou-se efeito
isolado do agente osmético e da temperatura para
porcentagem de explantes com brotos, nimero de brotos
por explante e comprimento dos brotos (Tabela 2).

Nas plantas mantidas a 18°C, ndo houve
diferencas significativas entre 15 e 30g L de sacarose
para comprimento da parte aérea (27,30 e 23,40mm,
respectivamente) e comprimento da raiz (28,70 e
23,40mm, respectivamente), sendo observada uma
reducdo dessas varidveis com o0 aumento da
concentracdo de sacarose para 45 e 60g L (Tabela 1).
Esses resultados indicam que a sacarose, quando
utilizada em altas concentragdes, diminui o potencial
hidrico do meio de cultura, o que inibe a absor¢éo de
agua e nutrientes pelo explante, reduzindo o crescimento
invitro (ENGELMANN, 1991; CALDAS et al., 1998).

O decréscimo no comprimento da parte aérea
e no comprimento da raiz em resposta ao aumento na
concentracdo de sacarose também foi observado a 25°C
de temperatura. As maiores médias para essas variaveis
foram encontradas no tratamento com 15g L*de
sacarose (Tabela 1), corroborando os resultados
relatados por SILVA et al. (2005), que obtiveram
melhores taxas de crescimento de plantas de S.
mucugensis in vitro a 25°C em meio contendo 15g L?
de sacarose, quando comparado com as concentracoes
20e30g L™

Nos tratamentos suplementados com a
combinacdo de sacarose com sorbitol ou manitol,
também foi observada uma reducdo das variaveis
comprimento da parte aérea e da raiz, a medida que

houve aumento na concentracéo total de carboidratos
no meio, tanto a 18°C como a 25°C de temperatura
(Tabelal).

Comparando os tipos de agentes osmoticos,
nas duas temperaturas testadas, ndo foram observadas
diferencas significativas para comprimento da parte
aérea entre os meios suplementados com sacarose e
sacarose + sorbitol tanto na concentracao total de 30g
L* como de 45g L. Os resultados obtidos nesses
tratamentos foram significativamente superiores aos
que utilizaram o carboidrato manitol. Nas duas
temperaturas testadas, as menores médias para
comprimento da parte aérea foram obtidas na
concentragdo total de 60g L* sem diferencas
significativas entre os tipos de carboidratos utilizados,
ndo diferindo de 45g L* a 25°C (Tabela 1).

O sorbitol e 0 manitol sdo aglcares alcodis
que geralmente ndo séo metabolizados pelas plantas e
por isso sdo empregados para a reducdo do potencial
hidrico do meio de cultura na conservagdo in vitro
(GEORGE, 1993). Para S. mucugensis subsp.
mucugensis, 0 manitol mostrou-se mais eficiente que o
sorbitol na reducdo do crescimento das plantas,
corroborando os resultados obtidos para Solanum
tuberosum L., Vanilla sp. e Cocos nucifera L. (FORTES
&PEREIRA, 2001; DIVAKARAN etal., 2006; LEDO et
al., 2007).

Para comprimento da raiz, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os
tratamentos com sacarose, sacarose + sorbitol e
sacarose + manitol, nas duas temperaturas,
comparando-se as concentracdes totais de
carboidratos. As plantas mantidas a 25°C apresentaram
maiores valores para esta variavel em 15g L* de
sacarose, que diferiu significativamente dos demais
tratamentos (Tabela 1).

O decréscimo do comprimento da parte aérea
e da raiz de S. mucugensis subsp. mucugensis, em
resposta a reducdo do potencial hidrico do meio de
cultura, corrobora os resultados obtidos para
Drosophyllum lusitanicum (L.) Link. e C. nucifera
conservadas in vitro (GONCALVES & ROMANO,
2007; LEDO et al., 2007). No entanto, 0 aumento da
concentracdo de carboidratos no meio néo é indicado
para a conservagdo in vitro de S. mucugensis subsp.
mucugensis, visto que reduziu a viabilidade das plantas.

Aos 30 dias de conservacdo, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os
tratamentos para a porcentagem de sobrevivéncia nas
duas temperaturas testadas. A partir de 60 dias de
observagdo, houve uma reducdo dessa variavel,
especialmente nos meios com maior concentragdo de

CiénciaRural, v.41, n.8, ago, 2011.
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Tabela 1 - Efeito de diferentes concentracdes dos agentes osméticos sacarose, sorbitol e manitol no comprimento da parte aérea (CPA) e do
sistema radicular (CR) e na porcentagem de sobrevivéncia (%S) e de folhas verdes (%FV) das plantas de Syngonanthus
mucugensis subsp. mucugensis conservadas in vitro durante 180 dias, em duas temperaturas: 18 e 25°C.

-------------------- Temperatura--------------------
-------------------------- Agente 0sSmotico (g L) -
----- 18° C----- -----25° C-----
Sacarose Sorbitol Manitol Total e CPA(MM) ------mmmmmmmmmmmeean

15 - - 15 27,30 Aa 25,80 Aa
30 - - 30 23,40 Aa 15,20 Bb
45 - - 45 12,50 Ba 370 Ch
60 - - 60 6,90 Da 0,00 Db
15 15 - 30 21,70 Aa 15,70 Bb
30 15 - 45 17,50 Ba 550Ch
45 15 - 60 6,20 Da 0,00 Db
15 - 15 30 15,90 Ba 340 Ch
30 - 15 45 12,60 Ca 0,30 Db
45 - 15 60 450 Da 0,40 Db

--------------------- CR (MM) -=-=--mmmmmmmmmeean
15 - - 15 28,70 Aa 22,50 Aa
30 - - 30 23,40 Aa 7,90 Bb
45 - - 45 12,50 Ba 270 Ch
60 - - 60 7,00 Ca 0,00 Db
15 15 - 30 24,70 Aa 10,80 Bb
30 15 - 45 18,80 Ba 330 Ch
45 15 - 60 430 Ca 0,00 Db
15 - 15 30 26,00 Aa 6.00 Bb
30 - 15 45 18,20 Ba 250 Ch
45 - 15 60 5,00 Ca 0,00 Db

S (%)
15 - - 15 975 Aa 89,0 Ab
30 - - 30 975 Aa 65,0 Bb
45 - - 45 68,0 Ba 200 Ch
60 - - 60 425 Ca 00 Db
15 15 - 30 925 Aa 65,0 Bb
30 15 - 45 65,0 Ba 250 Ch
45 15 - 60 250 Ca 25 Db
15 - 15 30 90,0 Aa 175 Ch
30 - 15 45 60,0 Ba 25 Db
45 - 15 60 225 Ca 25 Db
FV (%)

15 - - 15 89,1Aa 69,7 Ab
30 - - 30 71,7Aa 319Bb
45 - - 45 342Ba 6,2Ch
60 - - 60 150Ca 00Db
15 15 - 30 739Aa 250Bb
30 15 - 45 38,1Ba 81Ch
45 15 - 60 93Ca 00Db
15 - 15 30 51,4Ba 44Ch
30 - 15 45 272Ba 06Db
45 - 15 60 87Ca 06Db

Meédias seguidas pela mesma letra, maitsculas nas colunas e mindsculas nas linhas, ndo diferem significativamente entre si pelo teste Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

CiénciaRural, v.41, n.8, ago, 2011.
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Tabela 2 - Efeito de diferentes concentracfes dos agentes osmaéticos sacarose, sorbitol e manitol na porcentagem de plantas com brotos
(%B), nimero de brotos por planta (NB) e comprimento dos brotos (CB) de S. mucugensis subsp. mucugensis conservadas in

vitro durante 180 dias, em duas temperaturas: 18 e 25°C.

--------------------- Temperatura---------------------
-------------------------- Agente 0SmMOtico (g L) -----mmmmmmmmmmeeeeeeeee-
----18°C---- e 250 C--------
Sacarose Sorbitol Manitol Total B (%)
15 - - 15 75 Ca 25Ch
30 - - 30 100 Ca 25Ch
45 - - 45 125 Ca 75 Bb
60 - - 60 25 Ca 00 Db
15 15 - 30 225 Ba 12,5 Ab
30 15 - 45 375 Aa 150 Ab
45 15 - 60 75 Ca 00 Db
15 - 15 30 20,0 Ba 00 Db
30 - 15 45 350 Aa 00 Db
45 - 15 60 150 Ba 00 Db
NB
15 - - 15 0,40 Ba 0,05Bb
30 - - 30 0,70 Ba 0,08Bb
45 - - 45 0,88 Ba 0,50Bb
60 - - 60 0,03 Ba 0,00Ch
15 15 - 30 0,75 Bb 2,60Aa
30 15 - 45 1,38 Ab 318Aa
45 15 - 60 0,33 Ba 0,00Ch
15 - 15 30 1,78 Aa 0,00Ch
30 - 15 45 1,65 Aa 0,00Ch
45 - 15 60 045 Ba 0,00Ch
----------------------- CB (MM) -----=mnmmmmmmmmmeeae

15 - - 15 1,40 Ba 0,20 Bb
30 - - 30 1,00 Ba 0,40 Bb
45 - - 45 0,90 Bb 1,60 Aa
60 - - 60 0,30 Ba 0,00 Bb
15 15 - 30 250 Aa 1,10 Aab
30 15 - 45 3,50 Aa 2,20 Aa
45 15 - 60 0,90 Ba 0.00 Bb
15 - 15 30 1,30 Ba 0,00 Bb
30 - 15 45 2,90 Aa 0,00 Bb
45 - 15 60 1,30 Ba 0,00 Bb

Meédias seguidas pela mesma letra, maitsculas nas colunas e mindsculas nas linhas, ndo diferem significativamente entre si pelo teste Scott-

Knott a 5% de probabilidade.

carboidratos, com um decréscimo mais pronunciado
da porcentagem de sobrevivéncia nas plantas mantidas
a25°C (Figura 1).

Ao final de 180 dias de cultivo a 18°C, as
médias para porcentagem de sobrevivéncia obtidas em
meio suplementado com 15 e 30g L* de sacarose (97,5%)
e 15g L de sacarose combinada com 15g L* de sorbitol
(92,5%) ou manitol (90,0%) n&o diferiram entre si, sendo
significativamente superiores aos demais tratamentos.
Para porcentagem de folhas verdes, o melhor resultado
foi encontrado no tratamento que continha 15g L de
sacarose (89,1%), sequido dos meios suplementados

com 30g L de sacarose (71,7%) e 15g L* de sacarose
combinado com sorbitol (73,9%) (Tabela 1).

Na temperatura de 25°C, as médias obtidas
para porcentagem de sobrevivéncia (89,0%) e de folhas
verdes (69,7%) em meio contendo 15¢g L* de sacarose
foram significativamente superiores aos demais
tratamentos, 0 que demonstra que ha maior temperatura
testada o efeito do aumento da concentracdo de
carboidratos foi mais efetivo na reducédo da viabilidade
das plantas de S. mucugensis subsp. mucugensis in
vitro (Tabela 1).

As menores médias para porcentagem de
sobrevivéncia e de folhas verdes foram obtidas em meio

CiénciaRural, v.41, n.8, ago, 2011.
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Figura 1 - Efeito de diferentes concentracdes dos agentes osmoticos sacarose, sorbitol e manitol sobre a porcentagem de

temperaturas: 18°C (A) e 25°C (B).

sobrevivéncia das plantas de S. mucugensis subsp. mucugensis conservadas in vitro durante 180 dias, em duas

contendo manitol, quando comparados com 0s meios
suplementados com sacarose ou sacarose e sorbitol,
principalmente nas plantas mantidas a 25°C (Tabela 1),
0 que demonstra que a adi¢do de manitol ao meio nas
concentracOes testadas € um fator de estresse para o
cultivo in vitro da espécie estudada. O decréscimo da

sobrevivéncia das plantas em resposta a adicdo de
manitol ao meio de cultura, também foi relatado para S.
tuberosum (FORTES & PEREIRA, 2001).
Comparando as duas temperaturas testadas,
as maiores médias para comprimento da parte aérea e
da raiz e porcentagem de sobrevivéncia e de folhas

CiénciaRural, v.41, n.8, ago, 2011.
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verdes, foram obtidas a 18°C, independente do tipo e
concentracdo de carboidrato utilizado. Apenas nos
tratamentos que utilizaram 15g L* de sacarose ndo ouve
diferenca entre as temperaturas para comprimento da
parte aérea e da raiz (Tabela 1). Em geral, temperaturas
mais baixas séo indicadas para a conservacao in vitro
por reduzir o metabolismo da planta, o que favorece o
crescimento minimo (LEMOS et al., 2002; LEDO et al.,
2007). Essa estratégia tem sido aplicada com sucesso
para a conservacao de diversas espécies vegetais, como
Saccharum sp., Passiflora giberti N.E. Brown e C.
nucifera (LEMOS et al., 2002; FARIAet al., 2006; LEDO
etal., 2007).

Neste estudo, a menor temperatura testada
ndo reduziu o crescimento das plantas, mas manteve a
viabilidade do material conservado por um periodo de
180 dias, o que pode estar relacionado a temperatura
comumente utilizada para a conservagéo in vitro de
espécies tropicais, que varia entre 15 a 18°C (RAO,
2004), ou a temperatura media anual do ambiente de
ocorréncia natural da espécie estudada, que é de
aproximadamente 19,6°C (SILVA & AZEVVEDO, 2000)

Assim, a utilizacdo de 18°C, combinada com
a menor concentracdo de sacarose utilizada (15g L),
proporcionou a melhor condigéo para conservagdo de
plantas de S. mucugensis subsp. mucugensis,
corroborando os resultados obtidos para Saccharum
sp. (LEMOS et al., 2002).

Os resultados obtidos para porcentagem de
plantas com brotos, nimero de brotos por planta e
comprimento dos brotos nas plantas mantidas a 18°C
foram significativamente superiores as médias obtidas
a 25°C para a maioria das combinac@es de carboidratos
testadas (Tabela 2).

As maiores médias para porcentagem de
plantas com brotos e nimero de brotos por planta, na
temperatura de 18°C, foram observadas em meio
contendo 30g Lt de sacarose combinados com sorbitol
(37,5% e 1,38 respectivamente), ou manitol (35,0% e
1,65, respectivamente). Para nimero de brotos por
planta, estes tratamentos ndo diferiram do meio
suplementado com 15g L*de sacarose combinado com
15g L de sorbitol (1,78). A 25°C, médias
significativamente superiores para porcentagem de
brotos por planta e nimero de brotos por planta foram
obtidas em meios suplementados com 15 e 30g L*de
sacarose combinados com sorbitol (Tabela 2).

Nas plantas submetidas a 18°C, os maiores
valores para comprimento do broto foram observados
nos tratamentos que continham 15 e 30g L-*de sacarose
combinado com sorbitol e no meio com 30g L*de
sacarose combinado com manitol. A 25°C, as maiores
médias para esta varidvel foram obtidas nos meios

contendo 45g L*de sacarose e 15 e 30g L de sacarose
combinado com sorbitol (Tabela 2).

E provavel que a produco de brotos in vitro
em S. mucugensis subsp. mucugensis a partir de planta
intacta esteja relacionada ao estresse osmético causado
pela adicio de carboidratos ao meio de cultura. Entretanto,
ndo foram encontradas altas taxas de porcentagem de
plantas com brotos, nimero de brotos por explante e
comprimento dos brotos nos meios com 0s menores
potenciais hidricos testados, o que deve estar relacionado
a redugdo da porcentagem de sobrevivéncia das plantas
nestes tratamentos (Tabela 2).

AlteracOes nas fases de crescimento e
reproducdo, como a producdo de brotos, sédo
estratégias utilizadas pelos vegetais como mecanismo
para o escape a seca (LARCHER, 2000). Em S.
mucugensis subsp. mucugensis, a emissdo de
brotagdes e morte da planta na estacio seca foi relatada
em estudos fenoldgicos por CERQUEIRA et al. (2008).
Assim, a obtenc¢éo de brotos em decorréncia do déficit
hidrico observada neste trabalho reproduz um
comportamento natural da espécie na condigao ex vitro.

Os resultados obtidos demonstraram o
potencial da técnica in vitro para a conservacao de S.
mucugensis subsp. mucugensis. A utilizacdo de meio
de cultura MS % contendo 15g L de sacarose a 18°C
possibilita a conservacdo dessa espécie por até 180
dias, sem subcultivo.
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