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RESUMO

O atroveran (Ocimum selloi Benth - Lamiaceae) € uma planta medicinal utilizada na medicina popular.
Objetivou-se avaliar o efeito de diferentes tempos de imersdo e pH’s da solucdo de hipoclorito de
sodio de explantes foliares de O. selloi. Para o experimento foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial, sendo 3 tempos de imersao (5; 10 e 15 min) e 4 pH’s (11,5; 9,7 ¢ 5)
da solu¢do de hipoclorito de sédio a 30%. Para a assepsia dos explantes foliares de atroveran
recomenda-se a exposi¢do na solucgdo a 30% de hipoclorito de sédio com pH ajustado para 5.

Palavras-chaves: Lamiaceae, Ocimum selloi, assepsia.

INTRODUCAO

O Ocimum selloi Benth. (Lamiaceae) é conhecido popularmente como atroveran, alfavaca,
anis-do-campo, erva-doce-silvestre, alfavaca-do-mato, hortela-brava e o seu cultivo é facil e rapido
podendo a propagagdo ser obtida por estaquia (Marquesini, 1996). Estudos etnoboténicos realizados
com o O. selloi revelaram que esta planta € utilizada na medicina popular com vdrias finalidades. Por
via oral, € usada como digestivo, e para tratar gastrite, vomitos, tosse, bronquite, e outras condigdes. O
O. selloi é empregado também topicamente para aliviar dores nas pernas (Paneesa, 1997).

Um dos maiores problemas da producdo em escala comercial € a contaminacdo do meio
nutritivo por fungos e bactérias durante as etapas de propagacdo in vitro. A contaminagdo estabelece-
se no meio de cultura e/ou material vegetal competindo pelos nutrientes, produzindo substancias
téxicas e inibindo o desenvolvimento do explante, ocasionando assim a sua perda. Em principio,
existem quatro fontes de contaminagdo: a fonte de explante, o meio nutritivo, o ambiente e o operador
(Pierik, 1997).

Dentre as vérias substincias germicidas a base de cloro, utilizadas para desinfestacdo de
explantes, as mais comuns sdo o hipoclorito de sédio, encontrado em formula¢des comerciais de dgua
sanitdria ou o hipoclorito de calcio (Grattapalia & Machado, 1998).

O hipoclorito de sédio constitui uma das fontes de cloro com possibilidade de utiliza¢do
como esterilizante quimico. E um produto quimico muito empregado para esterilizagdo de superficies,
frutas e hortalicas, 4gua, entre outros. Sua utiliza¢do em larga escala € devido ao seu vasto espectro de
atividade biocida contra bactérias, fungos e virus, além de ser um produto de fécil aquisicdo e de baixo
custo (Estrela et al., 2002).

Em amoreira-preta (Rubus sp.), a contaminacao dos explantes foi reduzida com a imersdo em
solugdo de hipoclorito de sédio a 0,5% em diferentes tempos de imersdo (0, 10, 20 e 30 min) (Augusto
& Biasi, 2002).

O hipoclorito de sédio é bastante usado para a assepsia de explantes na cultura de tecido,
tendo a sua eficicia comprovada, contudo pouco se tem estudado sobre o efeito do pH dessa solu¢do
na assepsia dos explantes. Com a diminuicdo do pH, o cloro fica mais ativo, aumentando o poder
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desinfestante da solucdo, porém essa elevacdo do cloro pode causar a morte do tecido dependendo do
tempo de exposicdo.

Com base no que foi exposto, objetivou-se verificar o efeito de diferentes tempos de imersio
e pH’s da solugdo de hipoclorito de s6dio em explantes foliares de O. selloi.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais da
Universidade Federal de Lavras-UFLA, em Lavras, MG. Plantas jovens de O. selloi, cultivadas em
casa de vegetacdo serviram como doadoras de folhas.

A exsicata da espécie estd depositada no herbario ESAL, do Departamento de Biologia da
UFLA, sob o registro n® 7474.

Ap6s a coleta das folhas os processos de assepsia foram aplicados. Utilizou-se a solugdo de
hipoclorito de sédio na concentracdo de 30% com pH’s ajustados para 11,5; 9; 7 e 5. Foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial, sendo quatro pH’s e trés tempos de
imersdo nas solugdes de hipoclorito de sédio (5, 10 e 15 min). Utilizou-se quatro repeti¢des, com
cinco tubos por repeticdo.

Apds receber os respectivos tratamentos, os explantes foram lavados cinco vezes em dgua
destilada e autoclavada, sob capela de fluxo laminar. Em seguida, as folhas foram cortadas em
pequenos quadrados de aproximadamente 1,0 cm® e foram inoculados em tubos de ensaio contendo
12,5 mL de meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado com 3% de sacarose, 0,1
mg.L"' de ANA e 1 mg.L" de BAP. O meio de cultura foi solidificado com 0,6% de 4gar, o pH foi
ajustado para 5,74+0,1 e, em seguida, autoclavado a 120°C e 1 atm de pressdo por 20 min. Apds a
inoculagdo, os tubos foram fechados com tampas plasticas e vedados com parafilme. Os tubos foram
mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 h luz/8 h escuro, sob intensidade luminosa de
25 umol m * s, i temperatura de 26+0,1°C. Aos 45 dias, avaliaram-se as porcentagens de
contaminacao, oxidacdo e sobrevivéncia.

A andlise estatistica dos dados foi realizada pelo software Sisvar®, versio 5.0 (Ferreira,
2007). Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA, pelo teste F (p<0,05). Para comparacido do
tempo foi utilizado o teste de Scott-Knott (p<0,05). A comparacdo dos pH’s foi realizada por meio da
andlise de regressao polinomial.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A interacdo ndo foi significativa para nenhum dos pardmetros avaliados. As varidveis
agrondmicas apresentaram diferencas estatisticas apenas quando analisados separadamente.

A varidvel tempo apresentou significincia para as porcentagens de contaminacdo e oxidacdo
(Tabela 1). O menor tempo de exposi¢do (5 min.) foi o que apresentou o maior valor de contaminagao
(80%) e menor valor de oxidagdo (9%). Os tempos de 10 e 15 min. ndo apresentaram diferencas
significativas para porcentagem de contaminacdo, sendo esses os melhores tratamentos. Porém, como
era de se esperar, o aumento do tempo de exposi¢ao ao hipoclorito de sédio apesar de ter aumentado a
acdo desinfestante, também contribuiu para a oxidagao.

Tabela 1 — Valores médios da porcentagem de contaminagdo e oxidagdo em fun¢do do tempo aos 45
dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras, MG, 2010.

Tempo (min.) % Contaminacao % Oxidacao
5 80 b 9a
10 71a 29b
15 62 a 34 b

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05).

No que se refere a acdo desinfestante do hipoclorito de s6dio, os resultados do presente
trabalho corroboram com os de Bianchi et al. (2003), que observaram que a imersdo de meristemas de
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marmeleiro em hipoclorito de sédio a 1,5% por 10 min. apresentou o menor percentual de
contaminacdo. Porém, no marmeleiro esse tempo de exposi¢do também foi o que apresentou a maior

taxa de sobrevivéncia.
Indiferente do pH da soluc¢do de hipoclorito de sédio houve contaminagdo (51,59; 63,93;

76,26 € 93,21%) em todos os tratamentos (Figura 1). Observou-se que a porcentagem de contaminagao
apresentou comportamento linear crescente para a faixa de pH estudada (pH entre 5 e 11,5), com um
aumento da contaminacdo de 6,16%. Esse resultado demonstra que em pH mais baixo, a solucdo de
hipoclorito de sédio apresenta uma maior ativagao do cloro proporcionando uma ag¢do germicida mais
eficiente.
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Figura 1 - Porcentagem de contaminacdo em rela¢do ao diferentes pH’s da soluc@o de hipoclorito de
sodio a 30% aos 45 dias. UFLA, Lavras, MG, 2010.

J4 para a porcentagem de oxidacdo observou-se um comportamento linear decrescente, com
uma oxidacdo méaxima de 48,3% no pH = 5 e nenhuma oxida¢do no pH = 11,5 (Figura 2). Em pH
menor a a¢do germicida do cloro é mais eficiente, contudo pode causar a morte do explante.
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Figura 2 - Porcentagem de oxidag@o em relagdo ao diferentes pH’s da solug¢do do hipoclorito de sédio
aos 45 dias. UFLA, Lavras, MG, 2010.

A oxidagdo fendlica € um dos sérios problemas que podem dificultar o estabelecimento
inicial do cultivo in vitro (Modgil et al.,1999). Esses ultimos autores citados verificaram elevada
oxidagdo (34,25%) no estabelecimento in vitro de macieira cv. Tydeman’s Early Worcester utilizando

dpices caulinares e segmentos nodais como explantes.
Quanto a porcentagem de sobrevivéncia observou-se também um comportamento linear

decrescente na faixa de pH estudada (pH entre 5 e 11,5), cujo decréscimo foi de 2,6% com o aumento
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do pH. A maior taxa de sobrevivéncia foi no pH =5 (18,31%). Ja o pH = 11,5, apresentou um indice
muito baixo de sobrevivéncia ( 0,70 %) inviabilizando totalmente o cultivo in vitro.
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Figura 3 - Porcentagem de sobrevivéncia em relacdo ao diferentes pH’s da solug@o do hipoclorito de
sodio aos 45 dias. UFLA, Lavras, MG, 2010.

CONCLUSAO

Para a assepsia de explantes foliares de atroveran recomenda-se o uso da solucdo de
hipoclorito de s6dio a 30% com o pH ajustado para 5 durante 10 min. de exposi¢do.
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