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RESUMO

SANTOS, VERONICA ARAUJO. Estabelecimento in vitro, aclimatizacdo e

conservacgaoin vitro de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae) 2010. 37 p.

Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Fitotecnia) -—ivehsidade Federal de
Uberlandia, Uberlandfa

O presente trabalho teve por objetivo promover tabetecimentoin vitro, a
aclimatizacao e a conservagéovitro deLippia alba(Mill.) N. E. Brown. Para isso, foi
testada a influencia de diferentes concentracbd#eeentes tempos de imerséo de
hipoclorito de sodio na assepsia dos explantesn&eigps nodais foram imersos em
hipoclorito de sédio em diferentes concentracéet (M6; 0,8 e 1,0 %) e por diferentes
tempos (8, 12 e 16 min.), apos 30 dias avaliou-swrdaminacdo bacteriana (%),
namero de brotos, nimero de folhas e sobrevivé@é)a A concentracdo de 1% de
hipoclorito de sodio foi mais eficiente no contrdee contaminagcdo. Também foi testada
a influéncia do antibidtico cefotaxima sodica impmmada ao meio MS para evitar a
contaminagcdo. Segmentos nodais foram inoculadosnelm MS contendo diferentes
doses de cefotaxima sédica (0, 50, 100, 150 e 290 ) aos 30 dias avaliou-se a
contamlnagao bacteriana (%), a oxidacao (%) e eegni@ncia (%). A dose de 200 mg
L™ de cefotaxima evitou totalmente a contaminacadcespcaulinares deippia alba
foram estabeleciddsa vitro em meio MS complementado com diferentes dosesAde B
(0; 0,5; 1,0; 1,5 mg L™"). Apdés 140 dias, avaliou-se a contaminacdo (%), a
sobrevivéncia (%), a oxidacéo (%) e o numero déobrds melhores resultados foram
obtidos quando foi utilizada a dose 1,5 m@ .LPara a aclimatizac&o, foram testados
quatro tipos de substratos: P6 de coco + calcigol(®), Plantmax® + calcario (1g.L

1), Vermiculita + calcario (1g.£) e P6 de coco + Plantmax® + Vermiculita (1:1:1) +
calcario (1g.[). Avaliou-se a sobrevivéncia (%), o comprimentopaate aérea (cm),
comprimento da raiz (cm), a massa fresca da péareaa& da raiz (g) e a massa seca da
parte aérea e da raiz (g). Os melhores resultamtamfobtidos quando se utilizou o
substrato comercial Plantmax®. Para estabelecanodbde germoplasma da espécie,
segmentos nodais foram isolados de plantulas delsgaasin vitro e inoculados em
diferentes meios de cultura: T1 (MS + 2% sacarogéttde sorbitol); T2 (MS + 2%
sacarose + 4% de sorbitol + 2 migpantotenato de célcio); T3 (MS + 2% sacarose +
3% de manitol + 2 mgt pantotenato de célcio); T4 (MS/2 + 2% sacarosé&b+dé
sorbitol); T5 (MS/2 + 2% sacarose + 4% de sorbit@ mgL* pantotenato de calcio) e
T6 (MS/2 + 2% sacarose + 3% de manitol + 2 thglantotenato de célcio); e 4
repeticdes, sendo cada repeti¢do constituida poo tubos de ensaio com um explante
cada. Avaliou-se a sobrevivéncia (%), explantes bootacdo (%), numero de brotos,
namero de raiz e a altura dos brotos, as avalidpias realizadas aos 45, 60, 75 e 90
dias apds inoculacdo. O meio T6 (MS/2 + 2% sacato8&6 de manitol + 2 mgt
pantotenato de célcio) € o mais indicado para ceag@o dd_ippia alba in vitro.

Palavras-chave:Lippia alba. Hipoclorito de soOdio. Cefotaxima sddica. Apices
caulinares.

! Orientador: Prof. Dr. José Magno Queiroz Luz - UFU



ABSTRACT

SANTOS, VERONICA ARAUJO.In vitro establishment, acclimatization and
conservation of Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae) 2010. 37 f.
Dissertation (Masters Program Agronomy/Crop ScigneeFederal University of
Uberlandia, Uberlandia.

This study analyzeth vitro establishmentacclimatization and conservation lappia
alba (Mill.) N. E. Brown. For this purpose, the effeat different concentrations and
dipping times of sodium hypochloride in sterile Exps was tested. Nodal segments
were immersed in sodium hypochloride at differeobaentrations (0.4, 0.6, 0.8 and
1.0%) and different times (8, 12 and 16 min). Af8& days of incubation bacterial
contamination (%), number of shoots, number of ésaand survival (%) were
evaluated. The concentration of 1% sodium hypodafdorwas more effective in
controlling contamination. Also the effect of thentidiotic cefotaxime sodium
incorporated into the MS medium, to avoid contamam was tested. Nodal segments
were inoculated on MS medium containing differeoseb of cefotaxime sodium (0, 50,
100, 150 and 200 mg) and 30 days later were evaluated for bacteriatarnination
(%), oxidation (%) and survival (%). The dose oD2@g L* cefotaxime completely
avoided contamination. Shoot tips bippia alba were establishedh vitro on MS
medium supplemented with different concentratioh8AP (0, 0.5, 1.0, 1.5 mg).
Contamination (%), survival (%), oxidation (%) artde number of shoots were
evaluated after 140 days growth. The best resutateained with 1.5 mgtof BAP.
For acclimatization, four types of substrates wested: Powder coconut + lime (1g L
Y, Plantmax ® + lime (1g 1), vermiculite + lime (1g ) and coconut powder +
Plantmax ® +vermiculite (1:1:1) + lime (1g*). Survival (%),shoot length (cm), root
length (cm), fresh weight of shoot and root (g) aing weight of shoot and root (Q)
were evaluated The best result was obtained whiaig tise substrate Plantmax ®. In
order to establish a germplasm bank of the specttal segments were isolated from
in vitro grown seedlings and inoculated in different cultumedia: T1 (MS + 2%
sucrose + 4% sorbitol), T2 (MS + 2% sucrose + 4%issl + 2 mg L' calcium
pantothenate), T3 (MS + 2% sucrose + 3% manni®lmg L* calcium pantothenate),
T4 (MS / 2 + 2% sucrose + 4% sorbitol); TS5 (MS + 2% sucrose + 4% sorbitol + 2
mg L™ calcium pantothenate) and T6 (MS / 2 + 2% sucto886 mannitol + 2 mg T
calcium pantothenate) with 4 replicates, each amsisting of five test tubes with one
plant each. Survival (%), explants with shoots (Bdnber of shoots, root number and
height of shoots, were evaluated at 45, 60, 75 @hdlays after inoculation. The
medium T6 (MS / 2 + 2% sucrose + 3% mannitol + 2 thgalcium pantothenate) was
the most suitable fan vitro conservation oLippia alba

Keywords:Lippia alba Sodium hypochloride. Cefotaxime sodium. Shodat.tip

! Supervisor: Dr. José Magno Queiroz Luz - UFU



1 INTRODUCAO

Lippia alba(Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae) € uma planta oea@l nativa da
América do Sul, amplamente distribuida em todorotéeio brasileiro, popularmente
conhecida como erva cidreira. Preparados a bake @lba sdo utilizados na medicina
popular para o tratamento de diversos males, caiicas, indigestdo,dores, nauseas e
espasmos.

A exploracdo de plantas de uso medicinal da flatwva através da extragdo
direta nos ecossistemas tropicais (extrativisma) peovocado reducdes drésticas das
populacdes naturais dessas espécies, seja pelespoopredatorio de exploracdo, seja
pelo desconhecimento dos mecanismos de perpetdasduesmas. A preocupante taxa
de extincdo destas espécies vegetais leva a readsside se considerar urgente o
estabelecimento de politicas e a¢cbes de conservacao

A técnica de cultura de tecidos tem sido utilizpdea evitar que varias espécies
se extinguam definitivamente. A micropropagacaon& was técnicas da cultura de
tecidos que visa propagar rapidamente plantasaseatd virus, independente da época
do ano, além de requerer pequeno espaco fisico RE3Ret al., 1998).

Dentre as etapas da micropropagacdo, a aclimabizéc&duma das mais
importantes e pode chegar a ser um fator limitafteim processo de adaptacées
induzidas as plantulas cultivades vitro quando levadas ao ambiente ex vitro. Esse
processo consiste de modificacdes morfoanatdomiisiotogicas necessarias as plantas
para que possam sobreviver em um novo ambiente YAARO et al., 1999).

E fundamental a determinac&o dos substratos adesjpada a aclimatizac&o, os
quais devem garantir a manutencdo mecanica donsistadicular, a estabilidade da
planta, o suprimento de agua e nutrientes e assrgasosas entre as raizes e o ar
atmosférico (SILVEIRA et al., 2002).

Em certos casos, a melhor op¢éo para evitar agéxtide uma espécie vegetal é
a conservacao do germoplasimaitro.

A conservacdo de germoplasma, além de preservgpégie, permite 0 acesso
ao material genético para caracterizacdo, domeéticadesenvolvimento de novas
variedades e prospeccdo de genes, revertendo esfidien para toda sociedade. A
estratégia de conservar plantas medicinais sobigie®lin vitro é uma alternativa
viavel, no sentido de proteger a biodiversidadesilwiza, e também uma forma de
disponibilizar germoplasma dessas espécies quenaféria prima importante para o



desenvolvimento da industria brasileira de fitgp@ads. O banco de germoplasima
vitro de plantas medicinais representa uma ac¢édo coneccetsentido de cumprir o
capitulo 15 da Agenda 21, definido na Convencaages@bversidade Bioldgica (Rio
92), que determina a necessidade de estabelecatégits para a conservacdo da
biodiversidade.

A conservacdo desses materiais genéticos seégagaimbém devido ao nivel de
degradacdo dos biomas em que estdo inseridos. da plyssa diversidade genética
representara, para o Brasil, um prejuizo inestitnaveamaioria das moléculas ativas
presentes nas plantas medicinais sdo sintetizadadirainutas concentracées e em
geral de dificil sintese em laboratério.

O presente trabalho teve por finalidade estabelecalba (Mill.) N. E. Brown
(Verbenaceae)in vitro, enfocando a conservacao do germoplasma, colalmdastse

modo para a conservagao da espécie.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Origem Botéanica e usos de. alba

L. alba (Mill.) N.E. Brown é uma planta de origem bras#eipertencente a
familia Verbenaceae, mas também é encontrada emnatgdmérica do Sul. A planta
vegeta em solos arenosos e nas margens dos wuoesa¢agos e lagoas, em regides de
clima tropical, sub-tropical e temperado. E conth@gelos nomes populares: alecrim,
alecrim do mato, alecrim do campo, camara, cagltAmato, cidrdo, cidreira, cidreira
brava, capim cidreira, cidreira crespa, cidreitadacidreira melissa, erva cidreira, erva
cidreira do campo, erva-cidreira-brasileira, falsaissa, salva do Brasil, salva limao, e
outras denominacgdes (MING, 1992).

Arbusto perene, muito ramificado dicotomicamentaleatingir até dois metros
de altura; apresenta folhas oblongo-agudas, oposkastes. Suas flores sdo rdseo-
violaceas, sdo pentameras diclamideas, em ge@haifas, andréginas; reunidas em
capitulo axial (MARTINS et al., 2000). O androcetoénado por cinco estames, em
alguns casos quatro, didinamos, sempre alternososotobos da corola, o ovario €
supero, bicarpelar, bilocular (as vezes falsamtmitalocular com estilete ginobasico),
com um ou dois 6vulos por loja. Os ramos novospsd®scentes e os velhos, glabros.
Seu fruto é drupaceo ou seco ou esquizocarpo,hola geco e alado pelo calice; € uma
planta indicada como antiespasmadico, estomaqoaminativo, calmante, digestivo,
combate ainda insonia e a asma (MARTINS et al.0pO@mplamente utilizada para
dores abdominais como digestivas, € consumida ipdaimente nas formas de chas
produzidos a partir das folhas.

Também podem ser usadas na forma de compressasoparater hemorroidas;
macerada para o0 uso local, contra dor de denmneafde banhos, como febrifuga. A
infusdo alcodlica friccionada é recomendada panmabeber resfriados e a raiz é
utilizada no nordeste como aperiente e no combatafaccdes hepaticas. Testes
farmacoldgicos realizados com as folhas comprovaratividade analgésica,
espasmolitica, antibacteriana e peitoral, sem cgrehum efeito tdéxico tenha sido
verificado em animais com extratos da planta (CORRI®92; CARRICONDE, 1996).



2.2 Cultura de tecidos de plantas

A cultura de tecidos de planta compreende um ocbmjde técnicas nas quais um
explante (célula, tecido ou um 6rgdo) é isoladaulivado sob condicdes de plena
assepsia, em um meio nutritivo artificial (PASQUAIQ97). A técnica esta baseada na
totipotencialidade da célula vegetal, ou seja, us apacidade de, por si s, originar
uma nova planta, devido as mesmas encerrarem emUs#eo, toda a informacgéo
genética para isto (PINTO, 2001). Vale salientag,quara cada tipo de célula, ha a
necessidade de se empregar um meio de cultura iBsmecque contenha,
adequadamente, os nutrientes e agentes indutoressaeios ao desenvolvimento das
células. Estas, por sua vez, sdo influenciadas lpela(intensidade e qualidade),
temperatura, estadio fisiologico e época para dalhdo material a ser propagado
(BERTOLOTI; GONCALVES, 1979).

Entre as principais fun¢gdes da técnica de cultieraecidos de planta cabe dar
énfase a producdo de clones, ou seja, material ¢g@meo e uniforme, livre de
patogenos; hibridos, por hibridagdo somatica, é@sgada fusdo de protoplastos;
hapldéides; mutantes portadores de caracteres desgjapor meio de agentes
mutagénicos ou por variacdo somaclonal; plantagdaitoras; plantas geradoras de
vacinas; bem como conservacdo de germoplasma popreservagcdo ou por
manutencdo do material vegetal, durante periodadomgyados, sob condi¢cdes
limitantes de crescimento e desenvolvimento e,Irfirate, biotransformacdo de
compostos pouco interessantes em compostos muidoessantes sob 0 aspecto
econdmicdAMARAL; SILVA, 2003).

Esta técnica também pode ser empregada para plioaitio de espécies de

dificil propagacédo, como por exemplo, algumas d@spédtativas do Cerrado.

2.3 Contaminagaan vitro

Na micropropagacédo, todas as etapas sédo impaigmeeem a desinfestacéo
requer muita atencdo, uma vez que esta deve permitieliminacdo dos
microorganismos com o menor dano possivel paramarges. Na desinfestacéo, deve-
se levar em conta o tipo de explante e a espégetalepara o uso das solugdes
desinfestantes (ROCA; MROGINSKY, 1991).

Para minimizar os problemas relacionados a coni@géb, tanto enddgena,
guanto exogena, € recomendavel cultivar a planta cemdicdes parcialmente

controladas como telados com cobertura plasticaeasa de vegetagdo. O cultivo da
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planta nestes ambientes permite um melhor conti@lerigacéo, adubacao, controle de
pragas e doencas. O controle da quantidade e fdenaglicacdo da agua de irrigacdo
permitem que se evite 0 molhamento de folhas, ramit@res. A auséncia de agua na
forma liquida, nestes orgaos, € fundamental parvisa a proliferacdo de bactérias e
fungos superficiais, com isto, facilitando o pramesde desinfestagdo superficial
(TEIXEIRA, 2001).

Os microorganismos contaminantes competem compdarges pelos nutrientes
do meio de cultura, além de provocar danos diretosliretos pela colonizacdo de seus
tecidos, podendo eliminar, no meio, metabdlitosctix as plantas (MONTARROYOS,
2000). Na desinfestacédo do explante, a maior diifezie € obté-lo descontaminado sem
provocar a sua morte. Para isso, varias substawoias acdo germicida tém sido
utilizadas, sendo as mais comuns o etanol (70%) eompostos a base de cloro, tais
como o hipoclorito de sodio (NaOCI) e o de caldta@C}) (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998). As concentracdes das solucdes festemtes, assim como as
combinacgfes dos principios ativos desinfestantes éempos de exposi¢cdo, podem
variar muito (MONTARROYQOS, 2000), sendo necessaramlequacao de acordo com a
espécie e a sensibilidade do tecido a ser desaf@$ROCA; MROGINSKY, 1991).

Orgéos e tecidos com contaminacdo enddgena sadifidé desinfestacao.
Quando se detecta a presenca de bactérias ou feandgégenos, deve-se dar preferéncia
para outras fontes de explantes, como por exenogl@pices caulinares. Caso esta
alternativa n&o seja possivel, deve-se procunairedr esta contaminacdo, com cultivos
em meios enriguecidos com antibidticos e fungicida®s o material ter passado pelo
tratamento de desinfestacdo superficial com aléppbclorito ou cloreto de mercario.

Durante a exciséo e esterilizacdo, devem-se tomdewdos cuidados para que
os danos fisicos e quimicos ao explante sejam nzadus. Em alguns casos, o0 uso de
cloreto de mercurio resulta num menor dano e ofidadp tecido (ZIV; HALEVY,
1983). Porém, o cloreto de mercurio € um produtanante toxico e de dificil
aquisicdo. Para o estabelecimambovitro de L. alba, cultivar Kavach, Gupta e
colaboradores (2001) fizeram uso deste agente amventracdo 0,1% durante cinco
minutos na desinfestacdo dos explantes.

No estabelecimentm vitro de explante€issus sicyoideénsulina vegetal)os
segmentos nodais ndo apresentaram problemas decagid contaminacéo, quando foi

realizada a assepsia de 30 minutos em agua cqr8tnhse=gundos em alcool 70% e 20



minutos em 0,75% de hipoclorito de sodio e seievaean agua estéril (Abreu et al.,
2003).

O hipoclorito de sodio foi mais eficiente na désstacdo de explantes de
macieira Malus domesticaBorkh), possibilitando uma maior porcentagem de
sobrevivéncia, em relacdo ao de calcio (ERIG; SCHUZD03). Para espécies como
integrifolia (PASSERA; AMBROSETTI, 1999),. micromeraschau in Dc. var. helleri
(Britt) (CAPOTE et al., 1999)Eucalyptus globuletabill (BENNETT et al., 1994),
aroeira Myracrodruon urundeuvaFr. All) (ANDRADE et al.,, 2000), caixeta
(Didymopanax morototon{Aubl.) Dene. et Planch) (MANTOVANI et al.,, 1999) e
abacate “ouro verde” (BIASI et al.,, 1994), a desstdicdo dos explantes foi efetiva
utilizando NaOCI e alcool etilico (70%).

A contaminacdo por microorganismos é conhecidaocom dos problemas
mais sérios na micropropagacdo. Na maioria das syeessa contaminacdo é
proveniente de bactérias, sendo consideradas tentimantes mais comuns em cultura
de tecidos e 0s que ocasionam 0s maiores danosisdigs virus, porque podem ser
sistémicas, sendo que sua deteccdo, muitas vezeajsédifici (MONTARROYOS,
2000). Para o controle das contaminacdes bacteriam@malmente sdo utilizadas
substancias antibiéticas que séo incorporadas @ dreecultura ou usadas diretamente
sobre os explantes contaminados (GRATTAPAGLIA; MAARO, 1998;
MONTARROYOS, 2000).

Trabalhos nos quais foi avaliado o nivel de taxidke varios antibidticos
demonstraram que os do grupo dos betalactamosciéingi cefotaxima, carbenicilina
e, particularmente, as cefolosporinas possuem aeggectro de acdo e sua toxidez é
minima nas concentracdes que controlam bactéri@dNMRROYOS, 2000). Mesmo
que se utilizem antibioticos de amplo espectro,ontrole bacteriano na cultura de
tecidos € problemético. Na maioria dos trabalhins vitro, a frequéncia de
descontaminacao néo é total, pois, os tecidos asgeddem interferir no controle, por
meio da destoxificacdo destas substancias ou servicomo habitat para os
contaminantes que se translocam por seus tecidosmiim que as concentra¢fes de
antibioticos sejam elevadas, quando estes samaddds ao meio nutritivo juntamente
com o explante, no entanto, a fitotoxicidade desséstancias € fator limitante dessas
concentracdes (PEREIRA; FORTES, 2003).

Uma das alternativas para se evitar o efeito toxios antibidticos sobre os

explantes é reduzir ao maximo o tempo do tratam@untato) dos explantes com o
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agente antimicrobiano. No entanto, esta técnicdtaswwezes, causa efeitos apenas
bacteriostaticos, constituindo uma agédo paliatresmté ao principal objetivo que é a
eliminacdo por completo do organismo contaminaREREIRA et al., 2003). Num
estudo com bactérias endofiticas contaminantesuiiara da batatan vitro, doze
antibioticos foram testados, e seis apresentargomatipo de controle. Destes, 0s que
proporcionaram os melhores resultados para a &ldp crescimento bacteriano foram
a ampicilina, o cloranfenicol, a estreptomicina &taaciclina, em concentracdes que
variaram de 32 a 256 mg'(PEREIRA et al. 2003).

2.4 Aclimatizacdo de mudas propagadas vitro

A aclimatizacdo é o processo pelo qual as plantadugidas em condicdes
controladas séo transferidas para um ambiente cowcordicdes climaticas naturais
progressivamente, de forma a diminuir a possililiédde estresse, levando a injurias
profundas ou até mesmo a morte (BRAINERD; FUCHIMGANR81). Por isso, essa
etapa pode ser fator limitante no processo de micpagacdo (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1990).

Ao sofrer mudancga abrupta de ambiente, ou sejaapds de condi¢oes vitro
para ex vitrg normalmente as plantas apresentam uma paradaeducdo do
crescimento até que se adaptem as novas condpugeado levar de dias a semanas
até que retornem ao crescimento (PEREIRA; FORTH®);2PEREIRA et. al., 2001).

Fatores como o substrato, gendétipo, estresse djdijpo e a qualidade do
sistema radicular obtidos sdo importantes parabser sucesso na sobrevivéncia das
plantas. Raizes curtas sdo mais desejaveis, poidafa 0 manuseio no momento do
plantio e estdo numa fase de crescimento ativaieot@mbém facilita o pegamento da
planta (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

O substrato de transplantio deve ter boa capacidadetencdo de umidade e
nao compactar excessivamente, comprometendo agém@na a aeracao radicular.
Quimicamente, ele deve ser de preferéncia inedea permitir a manipulacdo dos
contetdos de nutrientes de acordo com a necessidadspécie (SOUZA JUNIOR et
al., 2001).Existem varios tipos de materiais que podem skzadbs para formulacao de
substratos para o cultivo de plantas. Dentre plede-se destacar a cascaad®z, a casca
de arroz carbonizada, o pé de coco, a vermicuditareia lavada de rio e substrato
comercial (ANJOS et al., 2008).



2.5 Conservacdo de Germoplasma vitro

O desenvolvimento de melhores métodos de conservagétro, para apoiar
trabalhos com germoplasma que apresenta probleraasnanutencdo, tem sido
prioritario na area de recursos genéticos. Embéamhaja procedimento padrdo para
todos os gendtipos de todas as espécies, os ssiqaHstdos tem sido animadores, e
deve ser possivel desenvolver uma metodologia adeqde crescimento lento, para
uma nova espécie, com pouco esforco.

A manutencdo de bancos de germoplasma em condigdbeampo tem como
desvantagem a sua vulnerabilidade. As plantas g@ustas ao ataque de patdgenos, a
intempéries climaticas e ao vandalismo, podendpesetidas por falha de identificacéo
ou erros humanos. Assim, ha uma necessidade deceater maneiras de minimizar
esse risco e manter a identidade genética dosigesdariginais.

Colec¢besin vitro, em geral, sdo conservadas em bancos de germeaplasim
condicOes especiais, protegidas de eventuais peydiasitindo a sua utilizacdo a curto,
meédio e longo prazo. Materiais introduzidos neds&scos tém sido coletados nos
centros de origem das culturas ou nas regides seddesenvolvem racas locais
(TOWILL, 2000). O crescimentm vitro, durante o periodo de conservacao, pode ser
limitado por vérios fatores fisicos e quimicoss tedmo a redugédo da temperatura e/ou
intensidade luminosa, a diluicdo dos elementostivais no meio de cultura e pelo uso
de agentes quimicos e osmaticos, capazes deandpgscimento do material em cultivo
(VILLALOBOS; ENGELMAN, 1995).

Na conservagaon vitro a curto e médio prazo, o material armazenado é
subcultivado em intervalos regulares de no minimig sneses. Frequentemente, 0s
periodos entre as subculturas devem ser os mag®dopossiveis, para diminuir a
manipulacdo das plantulas e reduzir o risco de anomiacdo. O objetivo do
armazenamento do germoplasma, a curto e meédio razodefinir condi¢cdes
experimentais favoraveis a um crescimento mininemn sflteracdo da estabilidade
genética. (ENGELMANN, 1991; ROCA,1995; VILLALOBOENGELMAN, 1995).

Plantas mantidas em banco de germoplasma tém taaixale divisao celular, o
que tende a diminuir a frequéncia de mutacdes goeem durante a duplicagdo do
DNA na fase mit6tica do ciclo celular (HENSHAW, 298

As técnicasin vitro podem contribuir em todas as etapas do processo de

conservacdo de germoplasma, incluindo coleta, sgiEx para doencas, quarentena,



multiplicagdo, caracterizacdo e avaliagdo, armamento e distribuicdo de
germoplasma (IBPGR, 1991).

A conservacdo de espécies medicinais e aromaticasum banco de
germoplasmain vitro permitira enfrentar os desafios futuros, fornecemdaterial
genético para caracterizacdo, desenvolvimento diedaaes e contribuindo para o

conhecimento do metabolismo secundario dessasiespéc



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Tratamento das matrizes e pré-assepsia do maitr
As matrizes cultivadas em casa de vegetacdo forawenzadas com 2 g't.de

fungicida Cerconil®, durante 15 dias. Os experimgenforam conduzidos no
Laboratério de Biotecnologia do Instituto de Ci@scAgrarias da Universidade Federal
de Uberlandia, ramos jovens foram coletados e @agin agua corrente por 30
minutos, retirando-se 0 excesso de laminas folid&es seguida, foram colocados em
um recipiente com 10 gotas de detergente neutrdlpate agua, durante 10 minutos,
com agitacdo e, posteriormente, lavados trés veaesagua destilada e autoclavada

para remocao do detergente.

3.2 Concentrag@es de hipoclorito de sodio no estdbementoin vitro de L. alba

Em camara de fluxo laminar, segmentos nodais dexmpadamente 1,5 cm
foram individualizados e imersos em hipocloritostelio, em diferentes concentracées
(0,4; 0,6; 0,8 e 1,0%) e por diferentes temposvrsao (8, 12 e 16 min.), e logo apos
foram inoculados em tubos de ensaio com 20mL de M& (MURASHIGE; SCOOG,
1962), contendo 7g 't de agar e pH ajustado a 5,7+0,1 antes da autgeava
(121+1°C e 1,05 atm por 20 minutos). Apos a inagédaos tubos foram vedados com
parafiime. As culturas foram mantidas em sala @samento com temperatura de
25+2°C, fotoperiodo de 16 horas de luz e intensidamhinosa de 35umol fs?,
fornecida por lampadas fluorescentes branca-fApés 30 dias, os propagulos foram
avaliados em contaminacéo (%), numero de brotawerul de folhas e sobrevivéncia
(%).

O experimento foi instalado em esquema fatorial, 4x&tro concentracdes de
hipoclorito e trés tempos de imersao, totalizandatrhatamentos e quatro repetigcoes,

cada uma composta por cinco tubos de ensaio, copxplante cada.

3.3 Cefotaxima sodica no estabelecimentio vitro de L. alba

Na camara de fluxo laminar, os segmentos nodasrf@aubmersos em alcool
etilico 70% durante 30 segundos, e em seguidajdavimés vezes com agua destilada e
autoclavada para assim serem submetidos aos tratzsne

Antes de serem inoculados, os segmentos nodais fogduzidos a 2 cm de

comprimento. O delineamento experimental utilizddioo inteiramente casualizado
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(DIC), com cinco doses de Cefotaxima sédica (0,190, 150 e 200 mg1) e cinco
repetices, sendo cada repeticdo constituida mao dubos de ensaio contendo um
explante cada. O meio de cultura utilizado foi o,M8ntendo 7 g t de agar e pH
ajustado em 5,7 + 0,1. O antibiotico foi estertiaaa frio por filtracdo (millipore, 0,22
um) e adicionado ao meio de cultura quando este grexola em processo de
resfriamento (40 a 50°C).

As culturas foram mantidas em sala de crescimeantotemperatura de 25+2°C,
fotoperiodo de 16 horas de luz e intensidade lusairde 35pmol ifs?, fornecida por
lampadas fluorescentes branca-frias.

Apés 30 dias, foram avaliadas a contaminacdo (%pxidacdo (%) e a

sobrevivéncia (%) dos explantes.

3.4 Cultura de apices caulinares

Em camara de fluxo laminar, os ramos foram imeesosicool 70% durante 30
segundos. Em seguida, os apices caulinares foraeptasamente extraidos, sob lupa
estereoscopica binocular, com aumento de 300 xeaauxilio de pequenas pincas,
bisturis e estiletes, sendo inoculados em tubosedsaio contendo meio MS
(MURASHIGE; SCOOG, 1962) suplementado de diferentexcentracbes de BAP (0;
0,5; 1,0; 1,5 mg LY). Apés a inoculacéo, os tubos foram vedados comafirae e as
culturas foram mantidas em sala de crescimento, temperatura de 25+2°C,
fotoperiodo de 16 horas de luz e intensidade lusairde 35umol ifs?, fornecida por
lampadas fluorescentes branca-frias.

Apos 140 dias, foram avaliadas a contaminacao &/@gobrevivéncia (%), a
oxidacdo (%) e o numero de brotos. O experimentantalado em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro doses de BAih@ repeticdes, sendo cada

repeticdo constituida de cinco apices caulinares.

3.5 Aclimatizacdo de mudas de. alba

Foram utilizadas mudas cultivadasvitro e com 40 DAI (dias apos inoculagéo),
ja enraizadas e com aproximadamente 6 cm de altura.

O processo de aclimatizagdo constou de trés etapassivas. Na 12 etapa, os
tubos de ensaio foram abertos e as plantulas ficasgpostas ao ambiente de camara

climatizada durante 15 dias.
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Para a 22 etapa, as plantulas foram retiradatudos de ensaio e lavadas para
remover os residuos de meio de cultura aderidesiZss, sendo, posteriormente feito o
transplantio para bandejas de poliestireno expandidm 72 alvéolos contendo o0s
diferentes substratos. As mudas permaneceram eneramlde camara climatizada
durante 20 dias. Nesse periodo, elas foram regadasolucdo de sais MS.

Na 3?2 etapa, foi feita a transferéncia da bandmja pasa de vegetacéo, onde as
mudas permaneceram durante 40 dias.

O delineamento foi o inteiramente casualizado, temu® de quatro tipos de
substratos, sendo eles: P6 de coco + calcéariol(3)g.Plantmax® + calcario (1g3),
Vermiculita + calcario (1g.t) e P6 de coco, Plantmax® e Vermiculita (1:1:1) +
calcario (1g.[Y), e cinco repeticdes, sendo cada repeticdo cofutitle cinco plantulas.

ApOs o término das trés etapas (75 dias), foranlia@es as variaveis
sobrevivéncia (%), comprimento da parte aérea (@uprimento da raiz (cm),
nimero de folhas e peso de massa fresca e seested@@rea e da raiz (g

3.6 Estabelecimento do banco de germoplasnravitro deL. Alba

Mudas cultivadasn vitro, com 30 dias e com média de 6 cm de comprimento,
foram utilizadas como fonte de explantes para ®ex@nto; segmentos nodais foram
isolados em camara de fluxo laminar e inoculadodidus de ensaio com meio MS
contendo 7g L de 4gar e pH ajustado a 5,7+0,1 antes da autggavél21+1°C e 1,05
atm por 20 minutos) e suplementado com agentes tm&moOe inibidores de
crescimento.

O experimento foi instalado em delineamento inte@ate casualizado, com seis
tratamentos, sendo eles: T1 (MS + 2% sacarose +dd%orbitol); T2 (MS + 2%
sacarose + 4% de sorbitol + 2 mg pantotenato de célcio); T3 (MS + 2% sacarose +
3% de manitol + 2 mg 'L pantotenato de célcio); T4 (MS/2 + 2% sacarosébs+dé
sorbitol); T5 (MS/2 + 2% sacarose + 4% de sorbit@l mg L* pantotenato de calcio) e
T6 (MS/2 + 2% sacarose + 3% de manitol + 2 rigpantotenato de célcio); e quatro
repeticdes, sendo cada repeticdo constituida poo ¢ubos de ensaio com um explante
cada.

O material foi mantido em camara de germinacgéo %C18 fotoperiodo de 16 h
de luz. Avaliou-se a sobrevivéncia (%), explanta® tdrotacédo (%), nimero de brotos,
namero de raiz e a altura dos brotos. As avaliaf@ias realizadas aos 45, 60, 75 e 90

dias apo6s inoculagéo.
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3.7 Analise Estatistica

Os dados de porcentagem foram transformados emsarmda raiz quadrada
de (x/100) e submetidos a analise de variancia, teste F e, quando significativos, as
meédias foram comparadas pelo teste de Tukey (pxOu@izando-se o programa
estatistico Sisvar (FERREIRA, 2000). E, para osodadb Banco de Germoplasma,
utilizou-se o programa Assistat (SILVA, 2008).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Concentracoes de hipoclorito de sédio no estddementoin vitro de L. alba.

A interacdo entre as concentracdes de hipoclogtos@dio e os tempos de
imersdo nao foi significativa. Observou-se queapadas as variaveis analisadas, a
concentracdo de 1% de hipoclorito de sédio foi & mficiente.

Quanto maior a concentracdo de hipoclorito de sadiizada, menor foi a
ocorréncia de contaminacdo. Quando se utilizou acerdracdo de 0,4%, a
contaminacgéao foi de 66,67%. Para as concentragd@s6de 0,8%, a contaminacéo foi
de 48,33% e, com a concentracdo 1%, a contamirieicde 23,33% (FIGURA 1).
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Figura 1. A-namero de brotosB-contaminagcdo (%),C-nimero de folhasD-
sobrevivéncia (%) de segmentos nodais lde alba, em funcdo de diferentes
concentracdes de hipoclorito de sédio. UFU, UbeiriviG. 2010.

Resultados semelhantes foram obtidos por Passémbeosetti (1999), que
utilizando solucédo de hipoclorito de sédio a 1,2p0e30 minutos na desinfestacao dos
explantes dé. integrifolia, obtiveram 24% de contaminacao.
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Na desinfestacdo de segmentos nodaisEdealyptus dunnicom diferentes
concentragcbes de hipoclorito de sodio, Almeida Bbmradores (2008) obtiveram
menor contaminacéo bacteriana utilizando 1% declopito de sodio.

No geral, o numero de brotos pode ser represemiadauma equacao linear
positiva, sendo o aumento de acordo com o aumerga@ancentracdes de hipoclorito
de sédio, com valores de 0,41; 1; 0,83 e 1,91 byqtara as concentracfes de 0,4; 0,6;
0,8 e 1% de hipoclorito de sodio.

Para a variavel numero de folhas, foram observaidfasencas significativas
entre as concentracdes testadas, seguindo o mesmgortamento do numero de
brotos, com valores de 1,66; 6; 4,58 e 10,83 folpag as concentracdes de 0,4; 0,6;
0,8 e 1% de hipoclorito de sodio.

A sobrevivéncia dos explantes foi de 33,33%, quaiwdautilizado 0,4% de
hipoclorito de sodio. Estes valores foram maioresnedida que se aumentou a
concentracdo de NaOCI, podendo essa variavel peesentada por uma equacao
linear. O valor maximo de sobrevivéncia (76,66%)dotido quando utilizado 1% de
NaOCI.

Em relacdo aos tempos de imersédo, os de 8 e 1Zawmipuromoveram menor
porcentagem de contaminacdo e maior porcentagensotesvivéncia. A menor
porcentagem de sobrevivéncia ocorreu com o temfdd aeinutos (TABELA 1), o que
demonstra que o limite de tempo para desinfestdedexplantes de. albaé de 12

minutos .

TABELA 1. Contaminacédo (%), numero de brotos, numero dw$oé sobrevivéncia (%) de
L. alba, em funcdo de diferentes tempos de imersdo em lbitoc de soédio. UFU,
Uberlandia, MG. 2010.*

Tempo de imersao contaminacao (%) ntdios n° folhas  sobrevivéncia (%)
(minuto)
8 43,75 ab 1,25a 7,62 a 56 ab
12 40,00 a 1,18 a 6,56 a 60 a
16 56,25 b 0,68 a 3,12a 43 b
DMS: ,28 0,89 6,12 20,33
CV: 39,88 79,02 97,15 34,90

* Valores com letras iguais, nas colunas, néo elifeentre si, pelo teste de Tukey(f,05).
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José e colaboradores (2006), trabalhando domlacunosa, utilizaram
hipoclorito de sodio 0,4% para a assepsia dos etgdadurante 8 min. Costa e
colaboradores (2007) utilizaram hipoclorito de e6di 0,8% durante 16 min. para
desinfestacdo dappia sidoides.

Segundo Augusto e Biasi (2002), a contaminacaoedptantes de amoreira-
preta Rubussp.) foi reduzida com a imerséao hipoclorito deie@l0,5% em diferentes

tempos de imersao.

4.2 Cefotaxima sodica no estabelecimento vitro de L. alba.

O uso do antibidtico cefotaxima proporcionou umitef@ositivo no controle
bacteriano dos explantes de alba (TABELA 2), sendo que a contaminacdo no
tratamento controle foi de 60%. J4 com a dose @en®)L* de cefotaxima ndo houve

contaminagao.

TABELA 2. Contaminagédo bacteriana, oxidagdo e sobrevivateiaxplantes dé.
alba in vitrg em funcéo de concentracdes de cefotaxima sodicaein de cultura MS.
UFU, Uberlandia, MG. 2010.

Cefotaxima
1 Contaminacao 0 A
(mg L) bacteriana (%) Oxidacao (%) Sobrevivéncia (%)
0 60 5 35
50 5 55 40
100 10 45 45
150 5 75 20
200 0 90 10
CV (%) 79,75 26,97 38,82
Equacéo (Y=) -1,08 + 1,90x — 0,81x  2,41-2,57x + 1,14x  -0,11 + 1,31x -0,58x+
+0,10 ¥ 0,14% 0,07%
R®=98.31% R’= 99.63% R® = 99.47%

Resultados semelhantes com relacdo ao controlerizad foram obtidos no
cultivo in vitro deHeliconia pssittcorunsessé & Moc (SANTOS, 2000)Heliconiasp.
(NANNETTI, 1994).

Ja emL. sidoides Cham., foram obtidos apenas 9,99% de contaminacao
bacteriana e 37,32% de sobrevivéncia dos explantidizando-se 200 mg t de
cefotaxima sddica (COSTA et al., 2007).
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Conforme demonstrado na tabela 2, as doses de 50'negde 150 mg ©
também proporcionaram um efeito positivo no coetrdh contaminagdo, sendo que
apenas 5% dos explantes contaminaram.

Ferreira e colaboradores (2009) avaliaram a comi@gib em diferentes tipos de
explantes d&heobroma grandiflorunfcupuaguzeiro) inoculados em meio MS com e
sem cefotaxima (100 mg™), e verificaram que, na auséncia de antibiético, a
contaminacgéao variou de 20 a 73%.

A oxidacédo dos explantes ocorreu em todas as dddesdas de cefotaxima,
sendo que, para a dose de 200 myg houve uma taxa de oxidacdo de 90 %. De
maneira geral, a utilizacdo de 100 mgde cefotaxima proporcionou menor taxa de
oxidacdo. Modgil e colaboradores (1999) relataram g oxidacédo fenolica € um dos
sérios problemas que podem dificultar o estabelatiminicial do cultivoin vitro, e
segundo Grattapaglia e Machado (1998), esse prabkemarticularmente sério no
isolamento de explantes de espécies lenhosas, tefidos sdo mais ricos em
compostos fendlicos, precursores da sintese dedgn

O que se observou com relacdo a sobrevivéncia eéaqgmaior porcentagem
ocorreu com a dose de 100 mg (45%), e com a dose de 50 mg thegou a 50%
(Tabela 2). Este resultado estd diretamente reladm a oxidagdo e contaminacdo
bacteriana que, de maneira geral foram maioragarido-se as doses de 150 e 200 mg
LY de cefotaxima. Consequentemente, nestes tratasnemwenos explantes
sobreviveram (20 e 10%). Em gemas axilares de imeath vitro, a dose de 100 mg
L de cefotaxima sédica também controlou a contardimabacteriana (CID;
DURZAN, 2003).

4.3 Cultura de apices caulinares

Verificou-se que o regulador de crescimento faiafina regeneragéo dos apices
caulinares. Para a varidvel contaminacdo, ndo hdifeeenca significativa entre os
tratamentos.

Para o numero de brotos, o melhor resultado fadoljuando se utilizou 1,5
mg L ' de BAP (FIGURA 2), verificando-se que quanto maatose de BAP, maior o

numero de brotos.

17



y=14x+15
R? = 10,9459

3,8

0 T T 1
0,0 0,5 1,0 15

BAP (mg L1)

NUmero de brotos

FIGURA 2. Numero de brotos em apices caulinaret.ddbainoculados em meio MS
suplementado com diferentes doses de BAP. UFU |&Hmka, MG. 2010.

Lépez e Rodriguez (2001) avaliaram o efeito derelifees concentracdes de
BAP no desenvolvimentin vitro de Ginkgo bilobal. e observaram que o maior
nimero de brotos ocorreu quando utilizaram 20 ritgle BAP.

Em relag@o a sobrevivéncia, esta varidvel segmesma tendéncia do numero
de brotos, sendo maior utilizando 1,5 mg tle BAP (FIGURA 3). No estabelecimento
in vitro de apices caulinares drRassiflora alataa maior sobrevivéncia dos explantes
(100 %) foi obtida em meio MS adicionado 2 mg'Lde BAP (JUNGHANS et al.,
2008).
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FIGURA 3. Sobrevivéncia (%) e oxidacdo (%) de apices caudmadel. alba

inoculados em meio MS suplementado com difererdesside BAP. UFU, Uberlandia,
MG. 2010.

Santa Catarina e colaboradores (2001) obtiveram @®%pices meristematicos

de macieira desenvolvidos em meio de cultura M$esugntado com 4,4uM de BAP.
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Albuquerque e colaboradores (2000), testando difese meios de cultura para a
regeneracao de 4pices caulinares de abacaxiceeaifn que o meio MS com BAP, foi
um dos mais indicados, resultando em 32% dos apaémares regenerados.

Um protocolo de regeneracdo de meristemas apiedidetla azedarach.. foi
desenvolvido utilizando-se meio MS suplementado €pfnmg L™ de BAP o qual
promoveu maior proliferacéo de gemas (VILA et2002).

Na propagacadn vitro de cana-de-acucar, os meios de cultura suplentntad
com BAP (0,1 e 0,2 mg L) proporcionaram melhor desenvolvimento de brotgfe
gue o meio sem adi¢cdo de BAP (VIEIRA et al., 2009).

Quanto a oxidacdo, esta foi inversamente propoatiansobrevivéncia. No
tratamento com 1,5 mg [* de BAP ocorreu 7 %, sendo essa a menor dentre 0s
tratamentos; a maior oxidacdo ocorreu no tratameatn adicdo de BAP, 15,94%
(FIGURA 3).

4.4 Aclimatizacdo de mudas de. alba

Para a variavel comprimento de raiz, ndo houveatifg@ significativa entre os
substratos. A maior porcentagem de sobrevivéndiaolitida quando se utilizou o
substrato comercial Plantmax®, 80%, e a menor ptagem foi obtida quando se
utilizou o substrato po de coco, 40% (TABELA 3).

TABELA 3. Sobrevivéncia, comprimento da parte aérea, congoion da raiz e
nimero de folhas de mudas dealba aclimatizadas com diferentes substratos. UFU,
Uberlandia, MG. 2010~*.

Substrato  Sobrevivéncia Comprimento parte Comprimento Numero de

(%) aérea (cm) raiz (cm) folhas (cm)
P6 de coco 40 b 532b 2,68 a 18b
Plantmax® 80 a 15,43 a 5,40 a 7,56 a
Vermiculita 60 ab 11,48 ab 3,87a 6,68 a
Pc; PI; 64 ab 12,32 a 4,00 a 6,32 a
CV (%) 26,94 32,71 40,68 32,75

* Médias seguidas das mesmas letras minUsculas cofgnas, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey,0&0'Pc; Pl; V: P6 de coco;
Plantmax® e Vermiculita (1:1:1)
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Almeida (2009), trabalhando com GeranRekargonium graveolenk.) obteve
as maiores porcentagens de sobrevivéncia, utilzarsl substratos pdé de coco +
Biosafra® + calcario e pé de coco + Biosafra® “€&ab + vermiculita (1:1).

Silva e colaboradores (2007) relataram maior taxaatrevivéncia daloe vera
L., ao final do periodo de aclimatizacdo (60 digska os substratos areia, substrato
comercial Plantmax® e casca de arroz carbonizaBabstrato comercial Plantmax®
(1:1), os quais apresentaram respectivamente 580,/%% de sobrevivéncia.

Em relacdo ao comprimento da parte aérea, os rsavwaleres foram obtidos
guando se utilizou o substrato comercial Plantmax®istura de todos 0s substratos
(Pc; PI; V) e a vermiculita.

Para o numero de folhas, o menor valor foi obtidanglo se utilizou o p6 de
coco como substrato (9 folhas), diferindo dos demesultados (TABELA 3).

Quanto a massa fresca da parte aérea (TABELA 4melkores resultados
foram obtidos utilizando o substrato comercial Bfeax®, a vermiculita e a mistura de

todos os substratos (Pc; PI; V).

TABELA 4. Massa fresca da parte aérea e da raiz, massda@eate aérea e da raiz
de mudas dé. alba aclimatizadas com diferentes substratos. UFU, l@bdia, MG.
2010*.

Substrato  Massa fresca parteMassa fresca Massa seca parte Massa seca

aérea (@) raiz (g% aérea (@) raiz (g%

P6 de coco 0,72b 0,30 a 041l a 0,24 a

Plantmax® 3,54 a 0,65 a 0,94 a 0,47 a

Vermiculita 2,75 a 0,69 a 0,71 a 0,36 a

Pc; PI; 3,46 a 0,38 a 0,67 a 0,20 a
CV (%) 40,50 4541 53,32 47,81

* Médias seguidas das mesmas letras minUsculas cofgnas, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey Q&0Pc; Pl; V: P6 de coco;
Plantmax® e Vermiculita (1:1:1)

Segundo Hoffmann (1999), o Plantmax® apresenta ctfaticas que
favorecem o crescimento das mudas apos emisséaidas adventicias: porosidade,
textura, drenagem, baixa compactacdo, presencautteermies e pH adequado ao
crescimento e desenvolvimento da muda.

Para a massa fresca da raiz, massa seca da padecadassa seca da raiz, nao

houve diferencas significativas entre os diferestdsstratos (TABELA 4).
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4.5 Estabelecimento do banco de germoplasnravitro deL. Alba

N&o houve efeito significativo da interagdo meiocdiura x dias de avaliagéo.
A sobrevivéncia foi de 100%, para os tratamentos BtS + 4% de sorbitol, com MS/2
+ 4% de sorbitol + 2 mgt pantotenato de célcio e com MS/2 + 3% de mani®Img
L pantotenato de célcio.

Lemos e colaboradores (2002) relataram que expgladéee cana-de-agucar
sobreviveram melhor em baixas temperaturas em naiosultura contendo sorbitol,
guando comparados com aqueles que continham agaEre@E®se.

Utilizando meio MS suplementado com 15 g He sacarose e 20 g'lde
sorbitol, Faria e colaboradores (2006) verificarque € possivel conservRassiflora
giberti sob crescimento reduzido com um bom desenvolvioneaicular.

Segundo Pereira e colaboradores (2003), plantdasatlbabaAnemopaegma
arvensg(Vell.) Stellfeld ex de Souza], cultivadas em mki8 suplementando com 3%
de sacarose e 4% de sorbitol, mantidas a tempemdut8°C e fotoperiodo de 12 horas,
podem permanecer no mesmo frasco por seis mesassigastituicio do meio de
cultura.

Com excecao dos tratamentos T3 (MS + 2% sacar@8 de manitol + 2 mg
L™ pantotenato de célcio) e T6 (MS/2 + 2% sacaro®%+de manitol + 2 mg L
pantotenato de calcio), em todos os outros trateedrouve aumento da porcentagem
do numero de explantes com brotacdo no decorreavddiacoes.

Silva e colaboradores (2009) avaliaram a interal@® reguladores osmaoticos
manitol e sacarose no meio de cultura na consesviac&itro de germoplasma de
Pfaffia glomeratae verificaram que os tratamentos com 29,2 mM darsae e manitol,
7,3 mM de manitol e 29,2 mM de manitol apresentawsammelhores resultados.

Malosso (2007) verificou que, para conservacaé.deleracea in vitrop meio
de cultura mais indicado é o meio MS acrescido %ed2 sacarose e 4% de sorbitol,
uma vez que este apresentou 100% de explantes iiatdo, vivos e enraizados, e
maior numero de brotos por gema (2,0 = 0,3).

Em relacdo ao numero de brotos, o tratamento TEBZM2% sacarose + 3% de
manitol + 2 mg [* pantotenato de célcio) e o tratamento T3 (MS +sa#arose + 3%
de manitol +2 mg I pantotenato de calcio) proporcionaram os melhmessltados,
chegando a 8,25 e 8,75 brotos, respectivamente.

O ndmero de raiz foi maior no tratamento T3 (MS % 8acarose + 3% de

manitol +2 mg [* pantotenato de célcio), variando de 0,5 a 0,75.
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Para a variavel altura dos brotos, ndo houve diaresignificativa entre os
tratamentos, porém podemos verificar que com artranto T6 (MS/2 + 2% sacarose +
3% de manitol + 2 mg L pantotenato de célcio) o crescimento foi mais etawo

decorrer das avaliacdes (FIGURA 4).
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Figura 4. A- sobrevivéncia (%)B- explantes com brotacdG; numero de brotod)-
namero de raiz &- comprimento das brotagdes (cm) na conservagéitro delL. alba
em diferentes reguladores osmoéticbs: MS + 2% sacarose + 4% de sorbifb2- MS

+ 2% sacarose + 4% de sorbitol + 2 m§ pantotenato de calcid3- MS + 2%
sacarose + 3% de manitol + 2 mg pantotenato de calcid4- MS/2 + 2% sacarose +
4% de sorbitolT5- MS/2 + 2% sacarose + 4% de sorbitol + 2 mgpantotenato de
célcio; T6- MS/2 + 2% sacarose + 3% de manitol + 2 migpantotenato de célcio.
UFU, Uberlandia, MG. 2010.
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5 CONCLUSOES
Com base nos dados obtidos neste trabalho, poctskiir que:

- A concentracdo de 1% de hipoclorito de sédio pneeruma melhor desinfestacdo dos
explantes de explantes dealba

- Os tempos de imersdo de 8 e 12 minutos mostraseamelhores resultados para a

assepsia de. alba.

- A dose de 100 mgt.do antibiético cefotaxima proporcionou uma maiorgentagem

de sobrevivéncia e menor taxa de oxidacao dos rebesla

- Para o estabelecimento de apices caulinarés dia in vitroé necessario utilizar o

meio MS suplementado com 1,5 mg-He BAP.

- O uso do substrato comercial Plantmax® promoveomsobrevivéncia, maior
comprimento da parte aérea, maior numero de fathasior massa fresca da parte

aérea na aclimatizacao dealba
- O tratamento com MS/2 + 2% sacarose + 3% de plani®2 mg L pantotenato de

calcio (T6) € indicado para a conservacdo e magatedel. alba in vitro por um

periodo de 90 dias.

24



REFERENCIAS

ABREU, I. N.de; PINTO, J. E. B. P.; BERTOLUCCI, IKV.; MORAIS, A. R.de;
GEROMEL, C.; LADEIRA, A; LAMEIRA, O.A. Propagacéaa vivoein vitro de
Cissus sicyoidesma planta medicinaRcta Amazonica Manaus, v. 33, n.1, p. 1-7,
2003.

ALBUQUERQUE, C. C. et al. Cultivin vitro de apices caulinares de abacaxizeiro para
limpeza clonal em relacéo a fusarioSeientia Agricola,Piracicaba [online]. v.57, n.2,
p. 363-366, 2000.

ALMEIDA, J. R. DE, MARTINS C. R. E DUTRA L. F. Desfestacdo de segmentos
nodais deeucalyptusdunniivisando estabelecimenio vitro Revista da FZVA
Uruguaiana, v.15, n.1, p. 54-60, 2008.

ALMEIDA, S. A. de.Micropropagacéo, teor e constituicdo quimica do ote
essencial de GeranioRelargonium graveolens.). 2009. 66 f. Dissertacéao
(Mestrado)-Universidade Federal de Sergipe, Sastddo, 2009.

AMARAL, C. L. F., SILVA, A. B. da. Melhoramento biecnolégico de plantas
medicinais Biotecnologia Ciéncia e Desenvolvimeni®rasilia, n. 30, p. 55-59, 2003.

ANDRADE, M.W. de; LUZ, J. M. Q.; LACERDA, A S.; MEQ, P. R. A.de.
Micropropagacéao da aroeifllyracrodruon urundeuvér. All). Ciéncia e
Agrotecnologia Lavras, v. 24, n.1, p.174-180, 2000.

ANJOS, D. C. DOS, HERNANDEZ, F. F. F., NETO, A. M., DINIZ, J.D. N.
Aclimatizagdo de mudas micropropagadas de minirosa, Chinensianinima’ em
diferentes substratos. In: Encontro nacional sebbstratos para plantas, 6, 2008,
FortalezaReumaos...Fortaleza: Embrapa Agroindustria Tropical, 2008.

AUGUSTO, C. S. S.,; BIASI L. A. Micropropagacgéao daaeira-preta cv. Brazos.
Scientia Agréria,Curitiba, n.3, p.114-114, 2002.

BENNETT, I. J.; McCOMB, J.A., TONKIN, C.M.; McDAVIDD.A.J. Alternating
cytokinins in multiplication media stimulat@svitro shoot growth and rooting of
Labill. Annals of Botany, London, v. 74, p. 53-58, 1994.

BERTOLOTI, G.; GONCALVES, A.NProducédo de mudas de esséncias florestais
em tubo de ensaioPiracicaba, ESALQ-USP, 1979. 8p. (Circular téanic 69)

BIASI, L. A.; COSTA, G. Propagacéao vegetativaldalba Ciéncia Rural. Santa
Maria, v.33, n.3, maio/Jun., 2003.

BIASI, L.A.; KOLLER, O.C.; KAMPF, A.N. Micropropaggfo do abacateiro “ouro

verde” a partir de segmentos nod&sesquisa Agropecuaria BrasileiraBrasilia, v.
29, n. 7, p. 1051-1058, 1994.

25



BRAINERD, K.E.; FUCHIMGAMI, L.H. Acclimatization ofisptically cultured plants
to low relatively humidityJournal of American Society of Horticultural Science
Alexandria, v.106, n.4, p.515- 518, july. 1981.

CAPOTE, A.; FUENTES, V.; BLANCO, N.; PEREZ, O. Mapropagacion y
regeneration de plantasvitro de oreganilld_ippia micromeraSchauRevista del
Jardin Botanico Nacional La Habana, n.20, p.139-142,1999.

CARRICONDE, C. et alPlantas medicinais;plantas alimenticias. Recife:
Universidade Federal Rural de Pernambuco, 1996.153

CARVALHO, G. et al. Aclimatizag&o de plantas deesafo Coffea arabicd..)
propagadasifi vitro”. Ciéncia eAgrotecnologia Lavras, v.23, n.3, p.483-490, 1999.

CID, L. P.; DURZAN D. JEfeito da cefotaxima na germinacao, crescimento e
brotacdo de gemas axilares, sob condi¢Oesvitro. Brasilia: Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, 2003. 17 p. (Boletinpdsquisa e desenvolvimento, 49).

CORREA, R.M. Contaminacdo em cultura de tecid®CTP Noticias, n. 50, p. 6-18,
2004.

COSTA, S.; ARRIGONI-BLANK M. F.; BLANK A. F.; MENDQNCA A. B.;
AMANCIO V. F.; LEDO A. S. Estabelecimento de alecrpimentan vitro.
Horticultura Brasileira, Brasilia, n. 25, p. 68-72, 2007.

ENGELMANN, F.In vitro conservation of tropical plant germplasm: review.
Euphytica, Wageningen, n. 57, p. 227-243, 1991.

ENGELMANN, F. M.; Ex situ conservation of plant gesplasm using botecnology.
Word Jornal of Microbiology ; Biotecnology. v. 11, p. 375 - 382, 1995.

ERIG, A.C.; SCHUCH, M.W. Tipo de explante e corgrdh contaminacédo e oxidacao
no estabelecimenia vitro de plantas de macieir®lélus domestic&8orkh) cvs.

Galaxy, Maxigala e Mastergal@evista Brasileira de AgrociénciaPelotas, v. 9, n. 3,
p. 221-227, 2003.

FARIA, G. A.; COSTAMA P DE C; JUNGHANS T G; LEDO A DA S; SOUZA A
DA S. Efeito da sacarose e sorbitol na conservagéitro de Passiflora gibertiN. E.
Brown. Revista Brasileira Fruticultura, Jaboticabal, v. 28, n. 2, p. 267-270, ago.
2006.

FERREIRA, M. DAS G. R.; SANTOS M. R. A. DOS; BRAGADA. C. R.
Desinfestacéo de explantes florais de cupuacuZgaimer cientificq Porto Velho, v. 2,
n. 2, p. 37-44, 2009.

FERREIRA, D.FSisvar 5.0:sistema de andlise estatistica. Lavras: UFLA/DEX2
Software.

26



GRATTAPAGLIA, D.; MACHADO, M.A. Micropropagagéo. INCURSO SISTEMAS
DE MICROPROPAGACAO DE PLANTAS, Brasilia, 1997Anais Brasilia:
EMBRAPA, CNPH, 1997, p.71-115.

GRATTAPAGLIA, D.; MACHADO, M.A. Micropropagacao. InTORRES, AC.;
CALDAS, L.S.; BUSO, J.A. (Ed)Cultura de tecidos e transformacgéo genética de
plantas. Brasilia: EMBRAPA-CNPH, 1998, p.183-260.

GUPTA, S.K.; KHANUJA, S.P.S.; KUMAR, Sn vitro micropropagation of Lippia
alba.Current Science BangaloreBangalore, v.81, n.2, p.206-10, 2001.

HENSHAW, G. G. Tissue culture methods and germaplst®rage. In: Proceedings of
the 8" international congress on plant tissue culture.FEgiwara. Tokyo Japan: Abe
Photo Printing Co. LTd. P. 789-792, 1982. In: VILRROBOS, V. M.;ENGELMANN,
F. Ex situ conservation of plant germoplasm usilogelsnology Word Jornal of
Microbiology; Biotecnology. v. 11, p. 375 - 382, 1995.

HOFFMANN, A. Enraizamento e aclimatizagcdo de mudas micropropagas dos
porta-enxertos de macieira ‘Marubakaido’ e ‘M-26". 1999. 240 f. Tese (Doutorado)-
Universidade Federal de Lavras, Lavras, 1999.

IBPGR. Elsevier’s dictionary of plant genetic resms. Roma, 1991. 187p.

JOLY, A. B. Botanica — Introducéo a taxonomia vegetdl.ed. Sdo Paulo: Nacional,
1985.

JOSE, D. P.; TAVARES, L. S.; MAZZOCCOLI, L.; VICCINL. F.; SANTOS, M. DE
O. Multibrotacaan vitro deLippia lacunosanduzida por BAPIn: SEMANA DE
BIOLOGIA, 24., 2006, Juiz de Fora; MOSTRA DE PROD@[QZCIENTI'FICA, 12.,
2006, Juiz de ForaResumos..Juiz de Fora: UFJF, 2006. p. 166-168.

JUNGHANS, T. G.; CALDAS C. DOS S.; SIMOES, K. DA, SOUZA, A. DA S.;
ANDRADE, S. R. M. de. Estabelecimenitovitro de apices caulinares provenientes de
plantas adultas deassiflora alatecurtis visando limpeza clondh: Congresso

Brasileiro de Fruticultura, 20., 2008, Vitéria; Arad Meeting of the Interamerican
Society for Tropical Horticulture, 54., 2008, VitdrResumos..Vitéria, 2008.

LEMOS, E. E. P.; FERREIRA, M. S.; ALENCAR, L. M. CALBUQUERQUE, M.
M.; MALHO, R. A.; NETO, C. E. Conservacan vitro de germoplasma de cana-de-
acucarPesquisa Agropecuaria BrasileiraBrasilia. v. 37, n. 10, p. 1359 — 1364, 2002.

MALOSSO, M. G. Micropropagacédo de acmella oleracea(l.) R. K. Jansen e
estabelecimento de meio de cultura para a consenég desta espécie em de banco
de germoplasma in vitro. 2007. 103 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia)-
Universidade Federal do Amazonas, Coari, 2007.

MANTOVANI, N.C., FRANCO, E.T.H., GUERRA, M.P., HOER J. M.

Micropropagacéo de caixefaidymopanax morototorfAubl.) Dcne. et Planch.
Ciéncia Florestal Santa Maria, v.9, n.1, p. 47-61, 1999.

27



MARTINS, E. R., CASTRO, D.M., CASTELLANI, D.C.; DI&, J.EPlantas
medicinais Vigosa: UFV, 2000.

MING, L.C. Influéncia de diferentes niveis de adubacdo orgarama producao de
biomassa e teor de 6leos essenciais de Lippia a(Mill.) N.E. Br. Verbenaceae.
1992. 206 f. Dissertacdo (Mestrado)-UniversidaddeFa do Parana, Curitiba, 1992.

MODGIL, M; SHARMA, D. R; BHARDW, A. J. S. V. Microppagation of apple cv.
Tydeman's Early Worceste®cientia Horticulturae, Amsterdam, v. 81, p.179-188.
1999.

MONTARROYOS, A.V.V. Contaminacéim vitro. ABCTP Noticias, Brasilia, n.36 e
37, p.5-10, 2000.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium for ragicbwth and bioassys with
tobacco tissue cultureBhysiologia Plantarum Copenhagen, v.15, p.473-479, 1962.

NANNETTI, D. C. Utilizacdo da cultura de tecidos vegetais na micrappagacao e
manutencdo de Heliconia sp.1994. 106 f. Dissertacdo (Mestrado)-Universidade
Federal de Lavras, Lavras, 1994.

PASQUAL, M.; HOFFMANN, A.; RAMOS, J.DCultura de tecidos vegetais:
tecnologia e aplicagcfes — introduciandamentos basicos. Lavras: UFLA/FAEPE,
1997. 159p.

PASSERA, C. B.; AMBROSETTI, J. An vitro propagation of "Incayuyol,ippia
intergrifolia (Gris.) Hier. (Verbenaceae), a medicinal and aranpant of Monte
Phytogeographical Province, Argentideta Horticulturae , The Hague, n.502, p.319-
324, 1999.

PEREIRA, A. M. S. et al. Micropropagation Ahemopaegma arvenssonservation of
an endangered medicinal plaRtanta Medica, Stuttgart, v.69, p.571-3, 2003.

PEREIRA, J. E. S.; FORTES, G. R. L. Toxicidade d#béoticos no cultivan vitro de
batata em meios semi-sélido e liquiBesquisa Agropecuaria BrasileiraBrasilia, v.
38,n.11, p. 1273-1279, 2003.

PEREIRA, J. E. S.; FORTES, G. R. L. Desfolhamenbaiga temperatura em plantas
micropropagadas de macieira como forma de supgraragla de crescimento durante a
aclimatizacdoRevista Brasileira de Fisiologia VegetalBrasilia, v.12, n.2, p.135-145,
2000.

PEREIRA, J. E. S.; FORTES, G. R. L.; SILVA, J. B. &feito da aplicacdo de baixa
temperatura em plantas de macieira sobre o crestorderante a aclimatizagéo.
Pesquisa Agropecuaria BrasileiraBrasilia, v.36, n.1, p.89-95, 2001.

PEREIRA, J. E. S.; MATTOS, M. L. T.; FORTES, G.IRIdentificacdo e controle
com antibiéticos de bactérias endofiticas contamt@sem explantes de batata
micropropagadof?esquisa Agropecuaria BrasileiraBrasilia, v. 38, n. 7, p. 827-834,
2003.

28



PINTO, J. E. B. P.; LAMEIRA. O. AMicropropagacao e metabdlitos secundarios
vitro de plantas medicinaisLavras: UFLA/FAEPE, 2001.

ROCA, W. M. El Cultivo de Tejidos Vegetales paradanservacion y el Intercambio
Internacional sobre Métodos de cultivo de Tejidagétales Y sus aplicaciones em
Agricultura. Tucuman, Argentina. Universidade de cdman, 1983. In:
VILLASLOBOS, V. M.; ENGELMANN, F. Ex situ conserviain of plant germoplasm
using botecnologyWord Journal of Microbiology & Biotechnology. v. 11, p. 375 -
382, 1995.

ROCA, W. M.; ARIAS, D.I.; CHAVEZ, R. Métodos de mservacionin vitro del
germoplasma. In: ROCA, W. M.; MROGINSKI, L. A. (BdCultivo de tejidos en la
agricultura: fundamentos y aplicaciones. Cali: Centro Inteiorzed de Agricultura
Tropical, 1991. p. 697-712.

SANTA-CATARINA, C.; MACIEL, S. da C.; DENARDI, F.PEDROTTI, E. L.
Micropropagacéao do porta-enxerto de macieira 'Gelé@’ tolerante a podridao do colo
(Phytophthora cactoruCienc. Rural[online]. v.31, n.5, p. 757-762, 2001.

SANTOS, M. H. L. CAvaliacéo do efeito de bactéerias promotoras de cresnento
in vitro e em casa-de-vegetacao de Heliconia psitiarum Sessé & Moc116 f,2000.
Dissertacao (Mestrado)-Universidade Federal dedpdonco, Recife, 2000.

SILVA, R. DE C., LUIS, Z. G., PEREIRA, J. E. S..dReacao do crescimenio vitro
de germoplasma de Ginseng brasileRtaffia glomerata pela interagcéo de
carboidratos In: CONGRESSO BRASILEIRO DE FISIOLOGYEGETAL, 12. 2009,
FortalezaAnais... Fortaleza, 2009.

SILVA, C.G.; DEBIASI, C.; PESCADOR, R. Enraizamenmtovitro e aclimatizacao de
mudas micropropagadas de Aloe v er&evista Brasileira de Plantas Medicinais
Botucatu, v.9, n.1, p.29-35, 2007.

SILVEIRA E. B.; RODRIGUES V. J. L. B.; GOMES A. MA.; MARIANO R. L. R;
MESQUITA J. C. P. P6 de coco como substrato pasdygéo de mudas de tomateiro.
Horticultura Brasileira , Brasilia, v. 20, p. 211-216, 2002.

SOUZA JUNIOR, E. E.; BARBOZA, S. B. S. C.; SOUZA, A. C. Efeitos de
substratos e recipientes na aclimatizacéo de péé&ntie abacaxizeirédanascomosus
L. Merr) cv. PérolaPesquisa Agropecuaria TropicalGoiania, v. 31, n. 2, p. 147-151,
jul./dez. 2001.

TEIXEIRA, J. B.,LimitagBes ao processo de cultivin vitro de espécies lenhosas
2001. Disponivel em: <http://www.redbio.org/porgsi¢uentros/enc_2001/simposios/S-
06/J0ao0%20Batista%20Teixeira/Palestra%20%20J0%EGB&iBta%20Teixeira.pdf>
Acesso em: 04 abr. 20009.

29



TORRES, A. C.; TEIXEIRA, S. L.; POZZER, L. Cultuda apices caulinares e
recuperacado de plantas livres de virus. In: TORRESE,; CALDAS, L. S.; BUSO J. A.
(Ed.).Cultura de tecidos e transformacéo genética de plantaBrasilia, DF:
Embrapa-SPI, 1998. v. 1, p. 133-145.

TOWILL, L. E. Germoplasm preservation. In: TRIGIANR. N.; GRAY, D. J.Plant tissue
culture concepts and laboratory exercise ed. Boca Raton. CRC Press, 2000. p. 337-353.

VIEIRA, R. A.; SILVA, C. M. DA; SOUTO, E. R. DE; HAA, F. T., MACHADO, M.

DE F. P. DA S.; MARCUZ, F. S. Diferentes concenfies;de 6-benzilaminopurina e
cinetina na micropropagacé#ovitro das variedades rb867515 e rb855156 de cana-de-
acucarCampo Digital, Campo Mouréo, v.4, n.1, p. 122-126, jan/dez. 2009.

VILA, S., SCOCCHI, A. MROGINSKI L. Plant regengian from shoot apical
meristems oMelia azedarach L(Meliaceae)Acta Physiologiae Plantarumy. 24. n.
2.p.195-199. 2002

VILLALOBOS, V. M.; ENGELMANN, F.: Ex situ conservatn of plant germoplasm
using biotecnologywWord Jornal of Microbiology; Biotecnology. v. 11, p. 375 - 382,
1995.

ZIV, M. ; HALEVY, A.H. Control of oxidative brownig andin vitro propagation of
Strelitzia reginaeHortScience Alexandria, v. 18, p.434-436, 1983.

30



