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Germinacao in vitro de sementes de beterraba tratadas
com acido giberélico em diferentes concentracoes de
sacarose no meio de cultura

In vitro germination of beetroot seeds treated with Ga, and sucrose

Heder Braun'; José Carlos Lopes®”; Leandro Torres de Souza®; Edilson Romais
Schmildt*; Rithiely Paschoa Queiroz Cavatte®; Paulo Cezar Cavatte®

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a germinagdo in vitro de sementes de beterraba, cv. Early Wonder
Tall Top, tratadas com acido giberélico em diferentes concentragdes de sacarose no meio de cultura.
Utilizou-se o delincamento em blocos casualizados, em um esquema fatorial 2 x 5, com cinco repetig¢des.
Os tratamentos foram sementes pré-embebidas em éacido giberélico (GA,) e sementes pré-embebidas em
agua destilada por seis horas, mantidas em cinco concentragdes de sacarose no meio de cultura (0; 15; 30;
45; ¢ 60 g L'"). Sementes tratadas com GA, mantidas no meio de cultura com sacarose na concentragao
de 15 g L', apresentam maior porcentagem de germinagdo, enquanto plantulas mais vigorosas foram
obtidas a partir de sementes mantidas nos meios suplementados com 15 ¢ 30 g L' de sacarose.
Palavras-chave: Beta vulgaris, meio de cultura, substrato, cultivo in vitro, vigor

Abstract

The objective of this study was to evaluate the in vitro germination of beetroot seeds, cv. Early Wonder
Tall Top, treated with gibberellic acid and sucrose at different concentrations. A randomized complete
block design in a 2 x 5 factorial arrangement with five replications was used. The beetroot seeds ware pre-
soaked in gibberellic acid (GA,) and destilated water during six hours, maintained of five concentration
of culture medium (0, 15, 30, 45, 60 g L"). Seeds treated with GA, and maintained in medium with
sucrose in the concentrations of 15 g L' presented the highest germination, while seedlings with the
highest vigor were obtained with seeds maintained in the medium at 15 and 30 g L' of saccharose.
Key words: Beta vulgaris, culture médium, substrate, in vitro culture, vigor.
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Introducao

Na horticultura, a técnica de cultura de tecidos
tem encontrado aplicagdes praticas e comerciais.
O cultivo in vitro, em especial a cultura de
meristemas, pode resultar na multiplicagdo mais
eficiente, com obten¢do de materiais de melhor
qualidade (MINAMI, 1991). A micropropagacao
in vitro pode ser util na producdo de plantas com
alta qualidade sanitéria, isentas de virus, além de
ser uma ferramenta importante para a manutengao
e o intercambio de germoplasma (ASSIS, 1999;
FLETCHER; FLETCHER, 2001).

Na beterraba (Beta vulgaris L.), a estrutura
de
normalmente multigérmica, apresentando de dois

tecnologicamente denominada semente, ¢
a cinco aquénios formados pela jun¢do de varias
unidades florais, constituindo um espesso pericarpo
corticoso. Cada aquénio contém um O6vulo que
originara uma semente botanica e, quando semeado,
cada aquénio origina de trés a cinco plantulas
(GEORGE, 1999; FILGUEIRA, 2000). Entretanto,
apresenta desuniformidade e lentiddo no processo
germinativo (LOPES; ZONTA; CAVATTE, 2004).

No caso das olericolas, o periodo decorrido entre
a semeadura e a emergéncia das plantulas pode
influenciar o tempo requerido para a maturagdo e,
conseqiientemente, a producdo comercializavel
de diversas espécies (CURRAH, 1978 citado por
COSTA; VILLELA, 2006). De acordo com Eira
e Marcos Filho (1990), um dos mais importantes
sintomas do declinio da qualidade fisiologica ¢ a
lentiddo do processo de germinagdo das sementes,
acompanhada pelo aumento do periodo decorrido
entre a germinacao da primeira e da ultima semente
de um lote e conseqiiente desuniformidade entre
plantulas de um mesmo lote. Além disso, quanto
maior o tempo requerido para a emergéncia das
plantulas, maiores os riscos oferecidos por estresses
abidticos e bidticos no campo (KHAN et al. 1983).

De acordo com Gomes (1999), as condigdes
apropriadas para o processo de
germinagdo podem ser fornecidas em laboratorios

ambientais

pela multiplicagdo in vitro. Durante o cultivo in
vitro, as solugdes de sais e aclicares que compodem
os meios de cultura ndo exercem efeito puramente
nutritivo, mas também influenciam o crescimento
celular ¢ a morfogénese por meio de propriedades
osmoéticas (GEORGE, 1996). Segundo Souza
(2003), dependendo da espécie, nao ha necessidade
de suplementagdo do meio com sacarose. Porém,
especula-se que a adi¢do de sacarose ao meio de
cultura favoreca a manutengao das plantulas in vitro
por maior periodo de tempo. Nesse sentido, Pereira
et al. (2006) verificaram que embrides de murmuru,
em estadio maduro, necessitam de sacarose na
concentragdo de até 15 g L! no meio de cultura
para aumentar a taxa de germinagdo, enquanto
Salles et al. (2006), conseguiram obter maiores
porcentagens de germinacdo de graos de polen das
cultivares citricas Natal, Valéncia e Péra no meio de
germinagdo contendo 100 g L' de sacarose.

(1991),
de
concentragdes de sacarose (0 a 60 g L') na etapa
de pré-acondicionamento in vitro de plantulas de
morangueiro, batata, menta e videira. Os resultados
demonstraram que doses de 30 a 45 g L' foram as

Riquelme, Guifiazu e Tizio na

Argentina, estudaram o efeito varias

mais adequadas durante o pré-condicionamento in
vitro e posterior sobrevivéncia durante a fase de
aclimatizagao.

O uso de acido giberélico na fase de germinagao
melhora o desempenho das plantulas, acelerando a
velocidade de emergéncia e realgando o potencial das
sementes de varias espécies. Segundo Khan (1978),
0 uso de compostos quimicos biologicamente ativos,
como reguladores de crescimento, pode cessar ou
diminuir o impacto de fatores adversos na qualidade
e desempenho das sementes.

As giberelinas tém papel chave na germinacdo
de sementes, estando envolvidas tanto na superagao
da dorméncia como no controle de hidrdlise das
reservas, pela inducdo da sintese de novo da
a-amilase, enzima responsavel pela hidrolise do
amido. O acido giberélico, considerado ativador
enzimatico endoégeno, promove a germinagdo e
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sua aplicacdo exodgena influencia o metabolismo
protéico, podendo dobrar a taxa de sintese de
proteinas das sementes. Sendo assim, sementes que
possuem baixa concentragdo relativa de giberelina,
quando tratadas com acido giberélico (GA,) na
concentracdo adequada apresentariam maior taxa e
uniformidade de germinagdo, principalmente pela
sua atuacdo no alongamento celular, fazendo com
que a raiz primaria rompa os tecidos que restringem
o seu crescimento (McDONALD; KHAN, 1983;
TAIZ; ZEIGER, 2004). Em sementes de alface,
colocadas para germinar em condi¢des de escuro a
20 °C, o acido giberélico, quando comparado com
a testemunha (0,0) estimulou a germinagdo ao ser
aplicado nas concentragdes de 25; 50; 100 e 200
mg L', sem contudo diferirem entre si (CUNHA;
CASALLI 1989).

Outro importante efeito das giberelinas ¢ a
acdo que exerce sobre o metabolismo dos glicidios
envolvidos no fornecimento de energia as células, o
que pode contribuir para tornar o potencial osmotico
celular mais negativo. Como resultado da redugao
do potencial osmotico, ocorre maior fluxo de dgua,
aumentando a sua velocidade para o interior da
célula, favorecendo assim sua expansdo. Além
desses efeitos, parece evidente que as giberelinas
aumentam a plasticidade da parede celular,
controlando a acdo de determinadas enzimas, que
podem regular o fluxo de 4gua nas células durante a
expansdao (HUTTLY; PHILLIPS, 1995; DAYKIN et
al.,1997; TAIZ; ZEIGER, 2004).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a
germinagdo in vitro de sementes de beterraba
tratadas com GA, em diferentes concentragdes de
sacarose no meio de cultura.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de
Biotecnologia Vegetal do Centrode Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre-

ES. Utilizaram-se sementes de beterraba cv. Early
Wonder Tall Top. As sementes foram desinfectadas
por imersao em Thiophanate Methyl (0,5 g L' de
Methyil Thiofan) durante 10 minutos, sob agitagao.
A desinfeccdo das sementes foi complementada por
imersao, durante um minuto, em solugao de alcool
70%, seguida de imersao em solugdo de hipoclorito
de soédio a 1%, por 15 minutos, enxaguando-as
por trés vezes consecutivas em agua destilada e
autoclavada.

Os tratamentos utilizados foram sementes
pré-embebidas em agua destilada e sementes
pré-embebidas em 4cido giberélico (GA;) na
concentra¢do de 1,0 mg L'}, por seis horas, mantidas
em cinco concentragdes de sacarose no meio de
cultura (0; 15; 30; 45; ¢ 60 g L), em um esquema

fatorial 2 x 5.

A semeadura foi realizada sob condigdes
assépticas, em camara de fluxo laminar horizontal,
sendo os tratamentos mantidos a 27+2 °C, com
fotoperiodo de 16 horas.

Para a germinacgdo in vitro, foi utilizado meio de
cultura esterilizado através de autoclavagem, a 121
°C a presséo de 1,05 kg cm?, durante 20 minutos. O
meio de cultura utilizado continha sais e vitaminas de
Murashige e Skoog (1962) e complementos organicos
em mg L' sacarose 30.000; myo-inositol 100. O pH
foi ajustado para 5,7+0,1, antes da adi¢ao do agar,
utilizando-se KOH ou HC1 0,1 N. Os meios de cultura
foram solidificados com 7,0 g L' de Agar Lafam,
distribuindo-se 30 mL em tubos de ensaio contendo
os tratamentos.

O experimento foi conduzido em delineamento
em blocos casualizados, com cinco repeti¢cdes de 25
sementes. A avaliagdo foi feita pela porcentagem de
germinacdo, massa fresca e seca de plantulas, aos 65
dias apds a semeadura. Os dados foram submetidos
a analise de variancia e os modelos de regressao
ajustados e testados através do teste “t” a 5% de
probabilidade, utilizando-se o programa estatistico
SAEG 5.0 (EUCLYDES, 1983).
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Resultados e Discussao

A maior percentagem de germinag@o foi obtida
com sementes tratadas com o GA, na concentragao
de 15 g L' de sacarose no meio de cultura. Por outro
lado, as sementes sem pré-embebicao em solucao de
GA, apresentaram um decréscimo na germinagao a

medida que aumentou o nivel de sacarose no meio de
cultura (Figura 1A). Pereira et al. (2006) verificaram
que embrides de murmuru em estadio maduro
necessitam de concentra¢des nao superiores a 15 g
L de sacarose no meio de cultura para as melhores
taxas de germinagdo, apesar de necessitarem de
concentragdes superiores para sustentar o posterior
crescimento das plantulas.
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Figura 1. Germinagdo (A), massa fresca (B) e massa seca de plantulas (C) de sementes de beterraba, cv. Early Wonder
Tall Top, semeadas em meio de cultura com diferentes concentragdes de sacarose. CCA-UFES, Alegre (ES), 2007.
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Estudando sementes de Hancornia speciosa
Gomez, Pinheiro, Medeiros ¢ Macedo (2001),
demonstraram que na auséncia (controle) e na
presenca de 10 g L' de sacarose, foram observadas
as maiores taxas de germinagdo. Nas concentragdes
acima desta faixa,
porcentagem de sementes germinadas tanto em
meio so6lido quanto em meio liquido. Lima et
al.

ocorreu uma redu¢do na

(2007) obtiveram melhor desenvolvimento
de eixos embriondrios de urucu em meio MS
com concentragdo de 10 g L. Tais constatagdes,
provavelmente, devem-se ao fato de que a semente ja
possua em sua re serva nutritiva um teor de sacarose
que lhe permita a emergéncia da plumula e da raiz
primaria; adicionalmente, o excesso de sacarose
colocado no meio extracelular pode ter provocado
uma maior perda de dgua devido a pressdao osmotica
exercida sobre a semente (TOLEDO; MARCOS
FILHO, 1977).

Segundo Khan (1978), o uso de compostos
quimicos biologicamente ativos, como reguladores
de crescimento, pode cessar ou diminuir o impacto
de fatores adversos na qualidade e desempenho das
sementes.

As giberelinas estdo diretamente envolvidas no
processo germinativo das sementes € melhoram o
desempenho das plantulas, acelerando a velocidade
de emergéncia e realgando o potencial das sementes
de varias espécies, embora em sementes de ingazeiro
Steinetal. (2007) verificaram que ndo hanecessidade
de adicionar GA, na germinagdo in vitro. Aragdo et
al. (2003) verificaram que as sementes de milho
armazenadas, que foram pré-embebidas em solugdo
de 50 mg L' de acido giberélico, apresentaram maior
atividade metabdlica e, assim, maior germinagao e
vigor, quando comparadas com a testemunha sem
embebigdo em acido giberélico. Leonel e Rodrigues
(1996) trabalhando com sementes de limoeiro-cravo
obtiveram maior germinagdo com o emprego de 50
mg L'de GA| e, Bevilaqua et al. (1998) verificaram
que sementes de cenoura tratadas com 100 mg L' de
GA, apresentaram maior vigor em rela¢do aquelas

que ndo haviam sido tratadas. Nagdo e Furutani
(1986) também relataram um aumento de 50% na
germinacdo de sementes de mamao papaya tratadas
com GA,.

Filner e Varner (1967) citado por Aragdo et al.
(2003) mostraram que a a-amilase é sintetizada
em resposta ao acido giberélico produzido pelo
embrido e transferido para a camada de aleurona
da célula, onde essa enzima ¢ produzida via sintese
novamente, promovendo a conversdo do amido para
agucar, que ¢ usado no crescimento da plantula. A
alta degradacao de proteinas de reserva associada a
alta atividade de a-amilase proporciona aumento da
germinagdo e vigor das plantulas.

Em relagdo ao vigor das plantulas, verificou-
se que as massas fresca e seca ndo apresentaram
diferencas estatisticas entre os tratamentos com
imersdo em GA, e sem imersdo com GA, (Figuras
IB e 1C). Os meios de culturas suplementados
com 15 e 30 mg L' de sacarose proporcionaram
a obtengdo de plantulas mais vigorosas, com
maior acimulo de massa seca. Estes resultados
corroboram as afirmagdes de que durante o
cultivo in vitro, as solugdes de sais e agucares que
compdem os meios de cultura podem ndo exercer
efeito puramente nutritivo, mas exercem influéncia
direta no crescimento celular ¢ na morfogénese
por meio de propriedades osmoticas (GEORGE,
1996); enquanto o efeito do GA | esta relacionado
a sua agdo positiva na sintese da enzima a-amilase,
responsavel pelo desdobramento dos carboidratos
na germinacao (WILLIAMS; PETERSON, 1973),
e os agucares soluveis formados sdo responsaveis
pela manutencdo do crescimento das plantulas
na fase de emergéncia. De acordo com George
(1996), o crescimento e a organogénese in Vitro
estdo diretamente relacionados com a interacdo
entre as substancias de crescimento que ocorrem
naturalmente na planta (horménios) e os analogos
sintéticos (reguladores de crescimento), que sdo
adicionados ao meio de cultura.
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Conclusao

A imersdo das sementes de beterraba em GA,
proporciona maior porcentagem de germinagdo,
nas concentragdes de 15 ¢ 30 mg L' de sacarose no
meio de cultura.

Os meios de culturas suplementados com 15 e 30
mg L' de sacarose sdo os mais recomendados para
externar o vigor das sementes, tanto para as imersas
em GA, quanto as ndo imersas, ndo havendo relagdo
significativa entre o aumento do metabolismo,
proporcionado pelo tratamento com GA, e o vigor
das plantulas.
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