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DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE GEMAS AXILARES DE Ocimum selloi Benth.
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RESUMO

Ocimum selloi Benth (Lamiaceae) € um subarbusto perene, nativo das regides sul e sudeste do Brasil,
conhecido popularmente como atroveran. Objetivou-se avaliar o desenvolvimento in vitro de gemas
axilares de atroveran. Plantulas de atroveran estabelecidas in vitro serviram como doadoras das gemas.
O experimento foi em fatorial 3 x 3, sendo 3 concentragdes do meio de cultura MS (MS, MS/2 e
MS/4) e 3 concentragdes de sacarose (0,0%, 1,5% e 3,0%), empregando delineamento inteiramente
casualizado, com 5 repeti¢cdes. Aos 30 dias, avaliaram-se nimero, comprimento e biomassa seca das
brotacdes e raizes. O uso de sacarose foi essencial para o crescimento das gemas axilares. Recomenda-
se a concentraciao de 1,5% de sacarose e o MS/4, para o desenvolvimento de gemas axilares de O.
selloi.

Palavras-chaves: Planta medicinal, cultura de tecidos, sacarose, atroveran.
INTRODUCAO

O género Ocimum contém cerca de 30 espécies nativas dos trdpicos e subtrdpicos, algumas
delas também encontradas em regides temperadas (Vieira & Simon, 2000). Ocimum selloi Benth,
conhecida popularmente como atroveran, ¢ uma planta medicinal, herbdcea nativa do Brasil, pertence
a familia Lamiaceae. Tem largo uso popular, como antidiarreico, antiespasmddico e antinflamatério
(Lorenzi & Matos, 2002).

A micropropagacdo € a aplicacdo de maior impacto para a cultura de tecidos vegetais,
servindo a programas de introduc¢do, armazenamento e intercimbio de germoplasma, contribuindo
para prevenir perda de variabilidade genética. Além de rdpida multiplica¢do, a micropropagacio pode
ser realizada durante o ano todo, em grande quantidade, sem problemas de sazonalidade (George et al.,
2008).

Diversas formulacdes de meios basicos t€m sido utilizadas no cultivo in vitro. Nao ha uma
formulacdo padrdo, mas o meio MS (Murashige & Skoog, 1962), com suas modificagcdes e dilui¢des,
tem sido utilizado com sucesso para diversas espécies. Durante o cultivo in vitro, as solugOes de sais e
actcares que compdem os meios de cultura ndo exercem efeito puramente nutritivo, mas também
influenciam o crescimento celular e a morfogénese, por meio de propriedades osméticas (George et
al., 2008). A concentracdo de sacarose é um fator determinante no crescimento, pois, em
concentracdes elevadas, podem inibir a sintese de clorofila, provocando o ndo desenvolvimento da
capacidade fotoautotréfica e, ainda, provocar crescimento reduzido e morte de mudas durante a fase de
aclimatizagdo (Caldas et al., 1990).

No estudo realizado por Couto et al. (2004), com multiplicacdo in vitro de porta-enxertos de
Prunus sp., observou-se efeito da concentragc@o de sais do meio MS na multiplicacdo dos explantes. O
maior nimero médio de brotacdes por explante foi obtido no meio MS/2, enquanto o maior
comprimento médio de brotagdes foi no meio MS com concentragdo original de sais. Nicoloso et al.
(2003), comparando fontes de carbono, observaram que a sacarose, na concentragdo de 3,0%, foi a
melhor fonte de carboidratos para a altura, nimero de brotacdes, nimero total de segmentos nodais
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por planta, de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen, demonstrando que esse carboidrato é o mais
apropriado ao cultivo in vitro.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de desenvolver gemas axilares de atroveran em
condig¢des in vitro.

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

Plantas de atroveran estabelecidas in vitro serviram como doadoras de gemas axilares. Os
segmentos foram inoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura MS em diferentes
variagdes dos sais, suplementado com diferentes concentragdes de sacarose.

O meio de cultura foi solidificado com 0,6% de dgar, o pH foi ajustado para 5,7+0,1 e, em
seguida, autoclavado a 120°C a 1 atm, por 20 min. Apds a inoculacdo, 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™', a temperatura de
26+0,1°C.

O experimento foi em fatorial 3 x 3, sendo 3 as variacdes do MS (MS, MS/2 e MS/4) e 3
concentracdes de sacarose (0,0%, 1,5% e 3,0%), totalizando 9 tratamentos. Foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado com 5 repeti¢Oes, sendo 10 tubos por repeticdo e uma gema
axilar por tubo.

Aos 30 dias, avaliaram-se a altura das brotagdes (cm), biomassa das brotacdes (mg), nimero
de raiz, comprimento de raiz (cm) e biomassa de raiz (mg). A altura da brotacido e o comprimento de
raiz foram determinados com o auxilio de uma régua. Para a altura, a medi¢do foi feita da base da
brotacdo até a gema apical. Para a determinacdo da biomassa seca, as brotagdes e as raizes foram
colocadas em sacos de papel kraft e acondicionadas em estufa de circulag¢do for¢ada de ar, a 60°C, por
5 dias. Apds esse periodo, o material vegetal foi mensurado em balanga de precisdo.

Os dados obtidos foram submetidos a ANAVA pelo teste F (p<0,05) e as médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05), utilizando-se o software Sisvar®,
versao 5.0 (Ferreira, 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A interacdo foi significativa para comprimento e biomassa das brotacdes e das raizes e para o
nimero de raizes.

Os valores médios da interacdo da altura e biomassa das brota¢des estdo apresentados na
Tabela 1. Para altura da brota¢do a concentracdo de 1,5% de sacarose, o meio MS/4 mostrou ser o
mais indicado. J4 para a concentracdo de 3,0% de sacarose, o melhor tratamento foi o MS. Para todos
os meios utilizados, a sacarose, na concentracdo de 1,5%, proporcionou efeito positivo, ao contrdrio da
auséncia de sacarose.

Para biomassa seca da brotacdo, a auséncia de sacarose ndo apresentou diferenca
significativa para as variagdes do meio MS. Na concentracdo de 1,5% de sacarose, os meios MS/2 e
MS ocasionaram aumento da biomassa, ndo diferenciando entre si. A biomassa da brotac¢do produzida
na concentracio de 3,0% de sacarose no MS completo foi superior as diluigdes do MS. Para os meios
MS/4 e MS/2, a sacarose na concentracio de 1,5% afetou positivamente a biomassa. Com relagdo ao
MS, as concentracdes de 1,5% e 3,0% de sacarose nao diferenciaram entre si. A auséncia de sacarose
no meio de cultura ndo houve incremento na biomassa.

A concentracdo de 1,5% sacarose favoreceu o desenvolvimento da plantula cultivada in
vitro, evidenciando que a presenca desse carboidrato no meio de cultivo foi essencial para o
desenvolvimento da plantula. Maiores concentragdes de sacarose aumentam o efeito osmético no meio
de cultura, podendo prejudicar o desenvolvimento da plantula cultivada in vitro.
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Tabela 1 - Valores médios da altura da brotacdo (cm) e da biomassa seca da brotagdo (mg) de Ocimum
selloi na interagdo do meio de cultura e da concentracio de sacarose, aos 30 dias. UFLA, Lavras-MG,
2010.

Sacarose (%)

Meio de cultura

0,0 1,5 3,0
Altura da brotacio
MS/4 0,10c A 280aA 0,80b B
MS/2 0,10c A 244aB 0,46 b B
MS 0,10c A 1,80aC 1,04b A
Biomassa da brotacao
MS/4 0,14c A 5,12aB 322bB
MS/2 0,10c A 6,62 a A 3,08bB
MS 0,08b A 6,70 a A 7,72a A

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
Letras mintisculas na linha e letras maitsculas na coluna.

Fraguas et al. (2003) obtiveram crescimento de plantulas de orquideas, em meio de cultura
MS contendo 2,0% de sacarose. Sorace et al. (2008) constataram que o tratamento contendo 4,0% de
sacarose e a metade da concentracdo dos macronutrientes do meio MS foi o mais eficiente para o
desenvolvimento vegetativo e o enraizamento da orquidea Oncidium baueri.

A Tabela 2 apresenta os valores médios da interacdo para o nimero, comprimento e
biomassa de raizes. Ndo houve formacdo de raiz na auséncia de sacarose. Dados semelhantes foram
observados por Calvete et al. (2002) no cultivo de morangueiro, onde na auséncia de sacarose, ndo
houve desenvolvimento da raiz in vitro. A andlise de dados indicou que tanto para o MS/4 quanto para
0 MS/2, o uso de 1,5% de sacarose possibilitou maior nimero de raizes. J4 para o MS, a concentragdo
de 3,0% de sacarose causou aumento desse nimero, comparada com as outras concentragdes.

Tabela 2 - Valores médios do nimero de raizes, comprimento de raizes (cm) e de biomassa seca de
raizes (mg) de Ocimum selloi na interacdo do meio de cultura e da concentragdo de sacarose, aos 30
dias. UFLA, Lavras-MG, 2010.

Sacarose (%)

Meio de cultura

0,0 1,5 3,0
Numero de raizes
MS/4 0,00c A 5aA 3bB
MS/2 0,00c A 5aA 3bB
MS 0,00c A 2bB 4aA
Comprimento de raizes
MS/4 0,00c A 2,02aA 1,26 b A
MS/2 0,00c A 1,40aB 0,72b B
MS 0,00b A 0,64 aC 0,68aB
Biomassa de raizes
MS/4 0,00c A 092aA 0,72b A
MS/2 0,00c A 0,74 a A 0,28b B
MS 0,00b A 0,06 b B 0,38aB

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
Letras mintsculas na linha e letras maidsculas na coluna.

Os dados obtidos indicam que esse carboidrato é essencial para o enraizamento in vitro de
gemas axilares de atroveran. Para 1,5% e 3,0% de sacarose, o MS/4 possibilitou maior comprimento
de raizes. A utilizagdo de 1,5% de sacarose proporcionou maior formacdo de tecido radicular nos
meios MS/4 e MS/2. O uso de 1,5% e 3,0% de sacarose ndo evidenciaram efeitos significativos para o
MS completo.
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A biomassa de raiz (Tabela 2) produzida na concentragdo de sacarose de 1,5% foi maior nos
meios MS/4 e MS/2. O MS/4 apresentou efeito positivo no uso de 3,0% de sacarose. Para o meio
MS/4, o uso de 1,5% de sacarose causou um aumento na biomassa, tendo o mesmo sido observado
para o MS/2. Para o MS completo, a concentragdo de 3,0% de sacarose demonstrou melhor efeito.

No cultivo in vitro de copo-de-leite (Zantedeschia aethiopica) com diferentes concentra¢des
de sacarose, os melhores resultados para comprimento e niimero de raizes foram observados somente
na presenca de sacarose, em concentracdes de 5,1% a 5,7% (Ribeiro, et al., 2009).

Calvete et al. (2002) observaram que doses crescentes de sacarose promoveram acréscimos de
0,14 mg na massa seca por grama de sacarose em morangueiro. O aumento da dosagem de 1,5% para
6,0% de sacarose dobrou o peso da matéria seca do sistema da raiz, passando de 4,3 para 8,7 mg.
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CONCLUSAO

O uso de sacarose foi essencial para o desenvolvimento de gemas axilares de O. selloi in vitro.
Recomenda-se a concentragdo de 1,5% de sacarose e o MS/4 para o desenvolvimento de
gemas axilares de O. selloi in vitro.
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