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RESUMO GERAL

MONFORT, Lucila Elizabeth Fragoso. Micropropagac¢do e aclimatizacdo de
Ocimum selloi Benth, uma planta medicinal. 2010. 85 p. Dissertacdo
(Mestrado em Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.!

Este trabalho foi realizado com o objetivo de estabelecer o protocolo de
micropropagacdo de Ocimum selloi, tendo sido realizados quatro experimentos:
1) germinacdo e crescimento in vitro; 2) estabelecimento e desenvolvimento de
gemas axilares in vitro; 3) cultivo in vitro de segmento apical e nodal e 4)
aclimatizacdo de plantulas micropropagadas. No experimento de germinacéo,
observou-se que 0 maior nimero de sementes germinadas e o maior valor do
indice de velocidade de germinagdo ocorreram na auséncia da sacarose, porém, a
sacarose mostrou ser essencial para o crescimento da planta. No estabelecimento
e no desenvolvimento de gemas axilares, verificou-se que o meio MS/2,
acrescido de 1,5% de sacarose, proporcionou melhor estabelecimento e o meio
MS/4, suplementado com 1,5% de sacarose, promoveu melhor desenvolvimento
de plantulas de Ocimum selloi. A auséncia da sacarose inviabiliza o
estabelecimento e o desenvolvimento da gema. Os primeiros e 0s segundos
segmentos tiveram desenvolvimento semelhante com relagdo ao segmento
apical, no qual se observou menor crescimento. O aumento da concentragéo do
BAP inibiu o crescimento da brotacdo e o desenvolvimento de raizes. As
diferentes concentracdes de BAP foram eficientes na producdo de brotaces. A
aclimatizacdo de plantulas de Ocimum selloi recomenda-se 0 uso do substrato
comercial Plantmax®.

Orientador: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA



GENERAL ABSTRACT

MONFORT, Lucila Elizabeth Fragoso. Micropropagation and acclimatization
of Ocimum selloi Benth, a medicinal plant. 2010. 85 p. Dissertation (Master in
Agronomy in Crop Science) — Federal University of Lavras, Lavras, MG.*

The realization of this work aimed to establish the micropropagation
protocol of Ocimum selloi, four experiments were carried out: 1) germination
and growth in vitro, 2) establishment and development of axillary bud in vitro,
3) in vitro culture of nodal segments and shoot tip and 4) acclimatization of
plantlets. The germination experiment found that the largest number of
germinated seeds and the highest value of the germination velocity index
occurred in the absence of sucrose, but sucrose was shown to be essential for
plant growth. The establishment and development of axillary bud has revealed
that the MS/2 medium supplemented with 1.5% sucrose gave better
establishment, and MS/4 medium supplemented with 1.5% sucrose gave better
growth of Ocimum selloi plantlets. The absence of sucrose the establishment and
development of the plantlets it is not possible. The first and second segments
have similar development with respect to the apical, where there was less
developed. The increase in concentration of BAP inhibited shoots and root
growth. Different concentrations of BAP were effective in shoot proliferation.
The acclimatization of Ocimum selloi plantlets recommends the use of
commercial substrate Plantmax®.

! Guidance: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA



CAPITULO 1



1 INTRODUGAO GERAL

O emprego de plantas medicinais na recuperacéo da saude tem evoluido
ao longo dos tempos, desde as formas mais simples de tratamento local,
provavelmente utilizada pelo homem das cavernas, até as formas
tecnologicamente sofisticadas da fabricacdo industrial utilizada pelo homem
moderno.

O uso de plantas como fonte de produtos naturais biologicamente ativos
tem se tornado crescente, tanto nos paises em desenvolvimento, onde tem papel
importante como recurso terapéutico e social, como nos paises desenvolvidos,
nos quais a industria utiliza grandes quantidades destas no preparo de um largo
espectro de derivados, desde extratos até substancias isoladas (Mattos & Inecco,
2002). No Brasil, estima-se um aumento de 10% a 15% ao ano no uso da
fitoterapia (Ramos et al., 2005).

Ocimum selloi Benth é um subarbusto perene, nativo das regides sul e
sudeste do Brasil, conhecido popularmente como alfavaquinha, elixir-paregérico
ou atroveran. A espécie tem largo uso popular como antidiarreico,
antiespasmddico, anti-inflamatério e tem agdo comprovada como repelente de
insetos (Lorenzi & Matos, 2002).

O estragol, também denominado chavicol, € um dos componentes
principais do 6leo essencial do O. selloi. Muitos estudos ja foram realizados com
essa espécie, contudo, ndo ha relatos de trabalhos nos quais tenha sido estudada
a possibilidade de aumentar a concentracdo do estragol no 6leo extraido da
planta usando a cultura de tecidos de plantas.

A cultura de tecidos é uma ferramenta que possibilita esse estudo,
podendo-se fazer variagdes na formulacdo do meio de cultura e verificar qual

elemento quimico pode influenciar na composicdo do 6leo essencial. Além



disso, tem como vantagem a producdo em larga escala, mantendo as
caracteristicas do 6leo essencial.

Assim, sdo necessarios estudos para aperfeicoar a producdo de Oleo
essencial de boa qualidade. Mas, para isso, torna-se necessaria a elaboracédo de

um protocolo de micropropagacao de atroveran.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas medicinais

Das 250.000 espécies de vegetais superiores, estima-se que de 35 a
70.000 espécies tenham sido utilizadas como medicinais por uma ou por outra
civilizacdo, em determinada época (Farnsworth & Soejarto, 1991).

As plantas produzem substéncias destinadas ao seu crescimento, a
exemplo dos polissacarideos, agUcares e proteinas, 0s quais sdo considerados
compostos do metabolismo primario. Compostos especiais, também
denominados de metabolitos secundarios, sdo sintetizados por diferentes rotas
metabdlicas, produzindo uma imensa diversidade de estruturas quimicas dentro
da classe dos alcaloides, flavonoides, cumarinas, terpenoides e outras. Os
metabdlitos secundarios exercem importantes papéis de protecdo contra
microrganismos, herbivoros, intempéries ambientais, além de interferirem em
processos simbidticos e atracdo de polinizadores (Briskin, 2000).

Para a obtencdo de drogas vegetais de qualidade desejavel, a producao
de plantas medicinais deve ser controlada, desde o plantio até a colheita (Martins
et al., 1995). Na obtencdo da matéria-prima, as técnicas de cultivo da espécie
selecionada devem atender ao objetivo de aumentar a produgdo de biomassa por

area, sem comprometer o valor terapéutico da planta (Castro et al., 2004).



Diversos estudos tém sido realizados, na tentativa de se obter farmacos
em plantas com potencial fitoterapico, acompanhado de um significativo

aumento nos investimentos em pesquisa (Mdégor, 2007).

2.1.1 Oleos essenciais

Os 0leos essenciais das plantas sdo misturas complexas de constituintes
volateis que conferem aromas e sabores caracteristicos. A temperatura ambiente,
o0s 6leos essenciais apresentam-se como liquidos oleosos de alta volatilidade, o
que os diferencia dos dleos fixos. De maneira geral os 6leos essenciais sdo
instaveis, especialmente na presenca de luz, calor, umidade, ar e metais (Simdes
etal., 1999).

A composicdo quimica dos o6leos essenciais € bastante complexa,
incluindo especialmente terpenos e fenilpropanoides, caracterizados por diversas
funcBes, dentre alcodis, cetonas, aldeidos, éteres, Oxidos, ésteres e lactonas. E
comum encontrar dleos essenciais contendo mais de 200 constituintes, sendo um
predominante e o0s demais aparecendo como elementos trago. Esses
componentes, mesmo representando apenas tragos, tém importancia fundamental
no aroma. E importante destacar que plantas de uma mesma espécie, quando
cultivadas em diferentes partes do mundo, apresentam 6leos essenciais, via de
regra, com a mesma composi¢do qualitativa, porém, diferindo nas propor¢des
dos seus constituintes, o que certamente tera efeito sobre seu aroma (Robbers, et
al., 1996).

A quantidade e a qualidade do 6leo essencial encontrado na planta
dependem da época do ano em que foi realizada a coleta, bem como da espécie

em questdo.



2.2 Descricéo da espécie

O género Ocimum, pertence a familia Lamiaceae, compreende 160
espécies que se distribuem amplamente no mundo, nas regibes tropicais e
subtropicais. Uma grande diversidade de espécies desse género é encontrada no
Brasil. Os 6&leos essenciais de varias espécies do género Ocimum séao
empregados nas indudstrias farmacéutica, alimenticia e de perfumaria (Martins et
al., 1997).

O Ocimum selloi Benth (Figura 1) é uma espécie herbacea, perene, de
até 1,20 cm de altura, que floresce durante o ano todo. Apresenta caule
quadrangular caracteristico, folhas pecioladas, opostas, ovada, com margem
serrilhada, apice acuminado e base atenuada, medindo até 5 cm de comprimento
por até 2,5 cm de largura. A inflorescéncia € uma espiga terminal com flores
roxas (Lorenzi & Matos, 2002).

O. selloi é conhecido, popularmente, como atroveran, alfavaca (Mohry,
1973), anis-do-campo, erva-doce-silvestre, alfavaca-do-mato, hortela-brava
(Marquesini, 1996) e o seu cultivo é facil e rapido, podendo a propagagdo ser
obtida por estaquia. Tem acdo comprovada como repelente de insetos (Paula et
al., 2003). Estudos etnobotanicos realizados com o O. selloi revelaram que esta
planta € utilizada na medicina popular com vérias finalidades. Por via oral, é
usada como digestivo e para tratar gastrites, vOmitos, tosses, bronquites e outras
condicdes. E empregado também topicamente, para aliviar dores nas pernas
(Paneesa, 1997). Além do uso medicinal, algumas espécies do género Ocimum
s&o utilizadas também como tempero no Brasil (Teske & Trentini, 1995). E uma
planta cultivada nos jardins e hortas domésticas, pela sua utilidade condimentar

e medicinal.



FIGURA 1 A) Planta de Ocimum selloi Benth. B) Destaque da inflorescéncia da
planta.

2.2.1 Caracterizagdo quimica
Algumas espécies de Ocimum apresentam, como componentes
principais, linalol, estragol e eugenol e, como componentes secundarios, o-

cimeno, cineol e cinamato de metila, entre outros (Alonso, 1998).

2.3 Cultura de tecidos vegetais

A possibilidade de crescerem células, tecidos e 6rgdos em um simples
meio de cultura com nutrientes, semelhante a cultura de microrganismos em
tubos ou placas de Petri, vem despertando o interesse de pesquisadores (Taiz &
Zeiger, 2004).

De acordo com Torres et al. (1998), os primeiros trabalhos com cultura
de tecido vegetal datam do inicio do século passado, quando Haberlandt, em



1902, tentou o cultivo, sem éxito, de células de tecidos somaticos de vérias
espécies de plantas em solucéo nutritiva.

A cultura de tecidos vegetais pode ser definida como um conjunto de
técnicas utilizadas para favorecer o crescimento de um grande nimero de células
em um ambiente estéril e controlado. Baseia-se na teoria da totipoténcia,
segundo a qual as células tém a capacidade de regenerar organismos inteiros,
idénticos & matriz doadora.

Gonzalez et al. (2002) ressaltam a importancia do tipo de explante
utilizado e sua subsequente manipulacdo. Dessa forma, a micropropagacdo pode
ser conduzida por multiplicacdo por meio de proliferacdo de gemas axilares,
multiplicacdo mediante inducdo de gemas adventicias por organogénese direta
ou indireta e multiplicacdo via embriogénese somatica.

Quanto a fonte do explante, havera maior sucesso se forem utilizados
tecidos jovens, os quais tém maior competéncia organogénica. Na composicdo
mineral do meio de cultura, os componentes decisivos sdo 0s hormdnios.
Finalmente, as condi¢des ambientais influenciam notavelmente a organogénese

in vitro, sendo a luz o fator ambiental mais relevante (Peres, 2002).

2.3.1 Micropropagacao

O maior impacto da cultura de tecidos estd na area de multiplicacdo de
plantas, conhecida como micropropagacdo ou propagacdo clonal, porque o0s
individuos produzidos sdo geneticamente idénticos. Além de proporcionar um
meio de produzir copias idénticas de uma planta, a micropropagacédo também
proporciona meios para a obtencdo de plantas isentas de doencas. Isso se deve,
em parte, a descontaminagdo dos explantes, as condicdes estéreis empregadas e,
principalmente, ao uso da técnica de meristemas e apices vegetativos (Raven et
al., 2001).



A micropropagagdo permite que uma planta de interesses desejaveis
possa ser multiplicada por varios subcultivos, havendo a possibilidade de que
uma nova cultivar esteja disponivel mais rapidamente para uso comercial
(Pasqual, 2000).

A micropropagacdo de uma espécie pode ser dividida em cinco etapas
que sdo a selecdo e a preparacdo da planta matriz, o estabelecimento, a
multiplicacdo, o enraizamento e a aclimatiza¢do. A primeira, que compreende a
selecdo e a preparacdo da planta matriz, é aquela na qual se faz a escolha da
planta que vai ser utilizada como doadora de explante. Para isso, a planta tem
que ter as caracteristicas desejadas e estar bem nutrida e sadia. A segunda é o
estabelecimento in vitro de plantas, o que se inicia com a selecdo dos explantes
mais adequados.

Diversos explantes podem ser utilizados para iniciar a propagacéo in
vitro de uma planta. Na selecdo desses devem ser considerados aspectos, como o
nivel de diferenciacdo do tecido utilizado (Grattapaglia & Machado, 1998). A
terceira etapa é a multiplicacdo da planta. Para isso se faz uso de reguladores de
crescimento. A quarta etapa é o alongamento e o enraizamento da planta e, por
fim, tem-se a aclimatizacéo, que € a transferéncia da planta do ambiente in vitro
para a casa de vegetacdo.

Franca et al. (1995) desenvolveram a micropropagagdo a partir de
segmentos nodais de Eclipta Alba e estabeleceram um protocolo eficiente para
producdo em escala. Esse tipo de propagacdo promove o desenvolvimento de
estruturas morfologicamente pré-existentes e a exposicdo de segmentos nodais a
concentracfes adequadas de reguladores de crescimento e nutrientes estimula a
quebra de dorméncia das gemas axilares, promovendo rapida multiplicacdo de
novas plantas.

Amaral (2007), estudando alguns fatores que influenciam a

organogénese, bem como a regeneracdo in vitro de alfavaca (Ocimum selloi),



visando fornecer subsidios a transformagdo genética, analisou o efeito de
concentracfes de sacarose e sais no cultivo in vitro de segmentos caulinares
nodais desta espécie. Este autor constatou que a concentracdo de 100% de sais
do meio MS, combinada com a concentracdo 2% de sacarose, foi a melhor em
sua propagacdo in vitro, em razdo de se ter obtido brotos mais longos e com
raizes grandes, resultando em maior peso do material vegetal. Estudando o efeito
de concentracdes de ANA e BAP e da posicdo dos explantes na inducdo de
organogénese in vitro em segmentos caulinares internodais, 0 mesmo autor
verificou que o primeiro, o segundo e o terceiro segmentos caulinares
internodais apresentaram, em meio de cultivo complementado com 1,00 mg L™
de ANA e 0,25 mg L de BAP, frequéncias de calogénese de 60%, 50% e 60%,
respectivamente. O primeiro, 0 segundo e o terceiro segmentos caulinares
internodais apresentaram, respectivamente, frequéncia de organogénese de
93,33%, 73,33% e 73,33%, média de 6rgaos produzidos de 2,80, 1,80 e 1,80 e
eficiéncia de organogénese de 2,60, 1,32 e 1,32, em meio de cultivo
suplementado com 0,1 mg L™ de ANA e 1,0 mg L™ de BAP.

Como vantagens da micropropagagdo citam-se a producdo de plantas
livres de doencas, de plantas enraizadas prontas para a plantacéo e crescimento e
de milhares de plantas, enquanto que, por meio das técnicas convencionais, se
obtém apenas entre dezenas a centenas de plantas no mesmo periodo de tempo.
E um bom método de multiplicar plantas que ndo produzam sementes ou que
apenas produzam em quantidades pouco lucrativas.

Como desvantagens, ressalta-se que a micropropagacdo é um processo
muito dispendioso e que pode ter um custo laboral superior a 70%, requerendo
mé&o-de-obra especializada; a contaminagdo do explante ocasiona perda do
material e ha dificuldade em encontrar meio adequado para a espécie desejada.



2.3.2 Meios de cultura

Os minerais incluidos na maioria dos meios utilizados hoje foram
definidos por White em 1951 e utilizados, durante anos, como meio basico para
a cultura de uma grande variedade de tecidos de diferentes espécies. O meio MS
de Murashige & Skoog (1962) foi desenvolvido a partir de testes de
suplementacao do meio de White com extratos de folha de fumo, sendo utilizado
na cultura de diversas espécies (Caldas et al., 1998). O meio MS foi uma das
primeiras formulagdes melhoradas utilizadas em cultura de tecidos de plantas,
apresentando altos niveis de nitrato, potassio e aménio.

Meios de cultura sdo combinagdes de sais minerais (macro e
micronutrientes), carboidratos, vitaminas e reguladores de crescimento. Podem
ser solidos (adicionando-se agar ou outro agente para solidificacdo) ou liquidos,
de acordo com o protocolo para o sistema de cultivo. Os meios nutritivos
utilizados para as culturas fornecem as substdncias essenciais para 0
desenvolvimento dos tecidos e controlam, em grande parte, o padrdo do
desenvolvimento in vitro (Torres, 1998). A constituicdo do meio é baseada nas
exigéncias das plantas quanto aos nutrientes minerais, com algumas
modificacBes para atender em necessidades especificas.

Segundo Caldas et al. (1998), a sacarose é o carboidrato mais utilizado
nos meios nutritivos, sendo fundamental para um 6timo crescimento do
explante. Ferreira et al. (1998) ressaltam que os resultados com diferentes
vitaminas parecem ser muito particulares para cada espécie e, talvez, para
diferentes cultivares da mesma espécie, dependendo do tipo de explante. A
tiamina destaca-se pelo efeito benéfico para a maioria das culturas. Dentre 0s
componentes do meio de cultura, a 4gua é utilizada em maior quantidade, razéo
pela qual deve apresentar dtima qualidade. Impurezas presentes na agua podem
vir a afetar o desenvolvimento do explante in vitro, portanto, deve-se destilar e

deionizar a gua a ser empregada no preparo do meio de cultura. Por fim, um
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componente crucial para o meio nutritivo sdo os reguladores de crescimento
(Santos, 2003).
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CAPITULO 2
GERMINACAO DE SEMENTES E CRESCIMENTO IN VITRO DE

PLANTULAS DE ATROVERAN SUBMETIDAS A DIFERENTES
MEIOS DE CULTIVO
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1 RESUMO

Ocimum selloi Benth - Lamiaceae, conhecida popularmente como
atroveran e elixir-paregérico é uma espécie medicinal nativa do Brasil.
Objetivou-se a germinacdo e o crescimento in vitro de plantulas de atroveran em
diferentes concentracGes de sacarose e do meio MS. O experimento foi em
fatorial 4 x 3, sendo 4 concentracdes do meio de cultura MS (0, MS, MS/2 e
MS/4) e 3 concentracBes de sacarose (0,0%, 1,5% e 3,0%), totalizando 12
tratamentos. Diariamente, avaliaram-se o indice de velocidade de germinagdo e a
percentagem de germinacdo. Aos 30 dias, avaliaram-se a altura, a biomassa
fresca e seca da parte aérea, 0 nimero e a biomassa fresca e seca de raizes. A
maior porcentagem de sementes germinadas e o maior valor do indice de
velocidade de germinacdo foram observados na auséncia da sacarose. O meio
MS/2, acrescido de 1,5% de sacarose, € 0 mais indicado para a germinacao de
sementes e crescimento de plantulas.

Palavras-chave: Ocimum selloi, Lamiaceae, MS, sacarose.
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2 ABSTRACT

Ocimum selloi Benth - Lamiaceae, popularly known as atroveran and
elixir-paregorico is a Brazilian medicinal plant. The goal of this work was to
evaluate the germination and growth in vitro of atroveran plantlets in different
sucrose and MS concentrations. The experiment was in factorial 4 x 3, being 4
culture medium MS concentration (0, MS, MS/2 and MS/4) and 3
concentrations of sucrose (0.0; 1.5 and 3.0%) totalizing 12 treatments. Daily was
evaluated germination velocity index and seed germination percentage. After 30
days were evaluated height, fresh and dry biomass of the aerial part, number,
fresh and dry biomass of roots. The higher number of germinated seeds and
germination velocity index had been observed in the absence of sucrose. The
MS/2 medium supplemented with 1.5% sucrose is more indicated for seeds
germination and plantlet growth.

Key words: Ocimum selloi, Lamiaceae, MS, sucrose.
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3 INTRODUCAO

A germinacdo de sementes de algumas espécies medicinais pode
aumentar muito quando sdo utilizados métodos de cultura de tecidos,
principalmente quando as sementes apresentam dorméncia, endosperma
reduzido ou grande infestacdo de microrganismos (Fay, 1992).

O atroveran (Ocimum selloi Benth), pertencente a familia Lamiaceae, é
uma planta anual herbacea, nativa das regides sudeste e sul do Brasil, também
conhecida como elixir paregorico, anis e alfavaquinha (Martins, 1998). Em
estudos etnobotanicos realizados com O. selloi constatou-se que a planta é
utilizada, por via oral, na medicina popular, em distirbios digestivos e para o
tratamento de inflamacdes, como gastrite e bronquite (Vieira & Simon, 2000).

Durante o cultivo in vitro, as solucdes de sais e aglcares que compdem
0s meios de cultura ndo exercem efeito puramente nutritivo, mas também
influenciam o crescimento celular e a morfogénese, por meio de propriedades
osmoticas (George, 1996). Diversas formulagfes de meios basicos tém sido
utilizadas no cultivo in vitro. Ndo ha uma formulagdo padrdo, mas 0 meio MS
(Murashige & Skoog, 1962), com suas modificaces e diluices, tem sido
utilizado com sucesso para diversas espécies.

Mercier & Nievola (2003) consideram que a germinacdo de sementes in
vitro é 6tima opcgdo para se conseguir plantas assépticas e, a partir delas, iniciar-
se a cultura de explantes, como folhas e segmentos nodais, entre outras.

Segundo Souza (2007), dependendo da espécie, ndo ha necessidade de
suplementacdo do meio com sacarose. Porém, pode ser que, ao se adicionar
sacarose ao meio de cultura, consiga-se manter a plantula in vitro por um

periodo de tempo maior.
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Plantas micropropagadas apresentaram a mesma produtividade em
fitomassa e o mesmo perfil quimico das matrizes doadoras de explantes (Pereira
et al., 1994). Em trabalho realizado por Nogueira et al. (2004) com murici-
pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.), espécie medicinal do Cerrado, foi
demonstrado que os meios de cultura mais eficientes para a germinacéo in vitro
de sementes e embriGes s&o 0 MS e WPM 50%, sem sacarose, apresentando
60% e 100% de germinacdo, respectivamente. Pereira et al. (2006), ao
estudarem a germinagdo in vitro de embriGes zig6ticos de murmuru
(Astrocaryum ulei), constataram que concentragdes de sacarose acima e 1,5%
inibiram a germinacgao de embribes dessa espécie.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de promover a germinacao e o
crescimento in vitro de plantulas de atroveran, em diferentes concentracdes de

sacarose e variacGes do meio MS.

4 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.
As sementes foram coletadas de plantas adultas de atroveran, cultivadas no
Horto de Plantas Medicinais da mesma instituigéo.

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

Para a assepsia, as sementes foram lavadas com agua corrente e sabdo
neutro. Depois, foram imersas em solugdo de hipoclorito de s6dio comercial, na

concentracdo de 70%, por 15 minutos sob agitagdo. Apds este processo, elas
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foram colocadas na camara de fluxo laminar e lavadas cinco vezes em agua
destilada e autoclavada.

Depois da assepsia, as sementes foram inoculadas em tubos de ensaio
com 10 mL de meio de cultura em diferentes concentracdes de sais e sacarose,
sendo uma semente por tubo. O meio de cultura foi solidificado com 0,6% de
agar, tendo o pH do meio sido ajustado para 5,7+0,1 e, em seguida, autoclavado
a 120°C e 1 atm, por 20 minutos. Os tubos foram mantidos em sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas escuro, sob intensidade
luminosa de 25 pmol m 2 s, & temperatura de 26+0,1°C.

O experimento foi em fatorial 4 x 3, sendo 4 as variagdes do meio de
cultura MS (0, MS, MS/2 e MS/4) e 3 concentracdes de sacarose (0,0%, 1,5% e
3,0%), totalizando 12 tratamentos. Foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado, com cinco repeticdes, sendo cinco tubos por repeticéo.

Diariamente, avaliou-se o indice de velocidade de germinacdo (IVG)
segundo a férmula de Maguire (1962) e a percentagem de germinacao foi
calculada com base no nimero de plantulas normais (Brasil, 1992).

Aos 30 dias, avaliaram-se a altura da parte aérea (cm), a biomassa fresca
da parte aérea (mg), a biomassa seca da parte aérea (mg), 0 nimero de raizes, a
biomassa fresca de raiz (mg) e a biomassa seca de raiz (mg).

A altura da parte aérea foi determinada com o auxilio de uma régua; a
medicdo foi feita da base da planta até a gema apical. Para a determinacdo da
biomassa fresca, as brotacGes e as raizes foram mensuradas em balanca de
precisdo, logo ap6s a sua remocdo de dentro do tubo de ensaio. Para a
determinacdo da biomassa seca, as brotacdes e raizes foram colocadas em sacos
de papel kraft e acondicionados em estufa de circulacdo forcada de ar, a 60°C,
por cinco dias. Ap6s esse periodo, o material vegetal foi mensurado em balanca

de precisdo.
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Os dados obtidos foram submetidos & ANOVA, 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®, versio 5.0 (Ferreira, 2007).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Germinacéo in vitro

A interacdo ndo foi significativa para a germinacdo de sementes. As
sementes comecgaram a germinar a partir do terceiro dia apés a inoculacdo, tendo
seu término no décimo nono dia. Os efeitos da sacarose foram significativos
para a germinacao das sementes. A maior germinacdo foi observada na auséncia
da sacarose (75%), seguida das concentracdes de 3,0% e 1,5%, que ndo se

diferenciaram entre si (Figura 1).
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FIGURA 1 Valores médios para a porcentagem de germinagdo in vitro de
sementes de Ocimum selloi suplementadas com diferentes
concentracbes de sacarose. UFLA, Lavras, MG, 2010. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si,
pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Segundo Premecz et al. (1978), elevadas pressdes osmdticas reduzem o
crescimento e afetam o metabolismo celular. Portanto, a diminuicdo do potencial
osmético promovido pela reducdo das concentracBes sacarose proporciona as
maiores taxas de germinacdo. Em trabalho realizado por Reis et al. (2008), foi
demonstrado que a concentracdo dos sais do meio MS e a percentagem de
sacarose influenciaram significativamente a germinacgdo de sementes de Melissa
officinalis.

A interacdo ndo foi significativa para o indice de velocidade de
germinacdo. O maior IVG foi observado na auséncia da sacarose (94%), seguido
das concentrac@es de 3,0% e 1,5%, que ndo se diferenciaram entre si (Figura 2).

Com a diminuicdo do potencial osmético, devido a auséncia de sacarose, as
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sementes tiveram maior absor¢do de agua, 0 que favoreceu a velocidade de

germinacao.
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FIGURA 2 Valores médios do indice de velocidade de germinacdo (IVG) in
vitro de sementes de Ocimum selloi, suplementada com diferentes
concentracbes de sacarose. UFLA, Lavras, MG, 2010. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si,
pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Azevedo (2003) obteve maiores porcentagens de germinacao in vitro em
sementes de copaiba (Copaiba langsdorffii) em meio de cultura MS, na auséncia
de sacarose. Resultados semelhantes também foram obtidos em sementes de
Annona glabra (Deccetti, 2000).

Para a concentracdo de sais do MS, o indice de velocidade de
germinacdo foi maior na auséncia dos sais (89%); os demais tratamentos ndo

apresentaram diferenca estatistica (Figura 3). E sabido que o meio nutritivo MS
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contém 14 sais na sua composicdo e € o mais concentrado, o que pode ter
afetado a velocidade de germinacdo das sementes de Ocimum selloi, devido a
pressdo osmdtica do meio, fato este observado nos resultados do presente
trabalho.

Tanto para a germinacdo quanto para o IVG, os melhores resultados
foram observados na auséncia de sacarose e sais do meio MS, porém, para a
manutencdo da plantula in vitro, o uso do carboidrato e dos sais mostrou ser

necessario no meio de cultura.
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FIGURA 3 Valores médios do indice de velocidade de germinacéo (IVG) in
vitro de sementes de Ocimum selloi em diferentes variagdes de sais
do meio MS. UFLA, Lavras, MG, 2010. Médias seguidas da mesma
letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05).
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Reis et al. (2008) observaram que o IVG foi maior para o tratamento
constituido do meio MS/4, seguido do MS/2, tendo o meio MS sido o que

apresentou menor IVG.

5.2 Crescimento in vitro

No crescimento da plantula in vitro, a altura da parte aérea apresentou
interacdo significativa. Na auséncia de sacarose, 0 meio MS e suas diluicdes de
MS/2 e MS/4 apresentaram os melhores resultados, ndo havendo diferenca entre
esses tratamentos. Ja para 1,5% de sacarose, a maior altura foi observada em
MS/2 e MS/A. A concentragdo de 3,0% de sacarose ndo teve influéncia
significativa para as variagdes do meio MS. Para 0 de MS, as concentracdes de
sacarose nao apresentaram diferenca significativa. No MS/4 e MS, a auséncia de
sacarose proporcionou melhor resposta. Ja 0 MS/2 apresentou maior altura da
plantula, tanto na auséncia quanto no uso de 1,5% de sacarose (Tabela 1).

Os dados mostraram que a auséncia de sacarose apresentou resultados
positivos para o desenvolvimento da altura da plantula no periodo de trinta dias.
Porém, para um maior espaco de tempo, a presencga do carboidrato mostrou ser
necessaria para a manutencdo da pléantula in vitro. A utilizacdo de 3,0% de
sacarose apresentou efeito negativo no crescimento da plantula. Dessa forma,

recomenda-se a concentragdo de 1,5% de sacarose.
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TABELA 1 Valores médios da altura da parte aérea (cm) na interacdo da
variacdo de sais do meio MS e da concentracdo de sacarose, aos
30 dias. UFLA, Lavras, MG, 2010.

Sacarose (%0)

MS
0,0 15 3,0
0 043aB 0,38aB 0,39aA
MS/4 1,34a A 1,04b A 0,69cA
MS/2 1,14a A 101a A 0,57b A
MS 1,12a A 0,64bB 0,49b A

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

Reis et al. (2008) observaram que, no meio MS, as plantulas de Melissa
officinalis apresentaram maior comprimento da parte aérea, seguido do meio
MS/2, tendo no meio MS/4 o menor comprimento.

O numero de raizes apresentou interagdo significativa. Na auséncia de
sacarose, 0 meio MS e suas diluicbes de MS/2 e MS/4 apresentaram os piores
resultados, ndo havendo diferenca entre esses tratamentos. O melhor
desenvolvimento das raizes foi observado na auséncia dos sais. O uso de 1,5%
de sacarose ndo apresentou influéncia significativa com relacdo aos meios
testados. Na utilizacdo de 3,0% sacarose, 0 melhor resultado foi observado no
meio MS/4, seguido dos demais meios utilizados. Os meios MS e MS/4 néo
sofreram influéncia significativa para as concentracdes de sacarose testadas. A
auséncia de MS e de sacarose apresentou maior incremento na produgdo de
raizes. 1sso pode ter ocorrido devido ao estimulo que a plantula teve em suprir as
suas necessidades nutricionais, pois quanto maior o numero de raizes, mais

chances de encontrar 0s nutrientes. Ja para 0 MS/2, tanto a auséncia quanto a
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concentracdo de 1,5% de sacarose tiveram melhor efeito, seguidas da

concentracdo de 3,0% de sacarose (Tabela 2).

TABELA 2 Valores médios do numero de raizes na interacdo da variacao de sais
do meio MS e da concentragdo de sacarose, aos 30 dias. UFLA,
Lavras, MG, 2010.

Sacarose (%)

MS
0 15 3
0 7aA 4b A 3bB
MS/4 5aB 5aA 6aA
MS/2 5aB 6aA 3bB
MS 4aB 4aA 2aB

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

Na Figura 4, observa-se que, na auséncia dos sais do MS, a plantula
apresentou menor biomassa fresca e seca da parte aérea. Na auséncia de
nutrientes, a plantula tem seu desenvolvimento comprometido, pois a reserva da

semente foi apenas suficiente para o seu desenvolvimento inicial.
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FIGURA 4 Plantulas de Ocimum selloi originadas de sementes germinadas in
vitro em diferentes meios de cultivo, aos 30 dias. A) MS + 0% de
sacarose. B) MS/2 + 0% de sacarose. C) MS/4 + 0% de sacarose. D)
0 MS + 0% de sacarose. E) MS + 1,5% de sacarose. F) MS/2 +
1,5% de sacarose. G) MS/4 + 1,5% de sacarose. H) 0 MS + 1,5% de
sacarose. 1) MS + 3% de sacarose. J) MS/2 + 3% de sacarose. K)
MS/4 + 3% de sacarose. L) 0 MS + 3% de sacarose. UFLA, Lavras,
MG, 2010.

Para as variaveis de biomassa fresca e seca de parte aérea e de raiz, 0s
fatores testados foram significativos apenas quando analisados separadamente.

Para a biomassa fresca e seca da parte aérea, a auséncia de MS foi o pior
tratamento. Os demais tratamentos ndo diferenciaram entre si, tendo sido esses
0S (ue apresentaram maior incremento de biomassa. Mesmo ndo havendo
diferenca entre esses tratamentos, recomenda-se o uso do MS/2, tanto pela
economia de material quanto pelo tempo de manutencdo da plantula in vitro,
pois, com menores concentracfes de sais, a transferéncia da plantula para outro
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tubo com o meio de cultura sera realizada em um espago de tempo menor. Ja
para biomassa fresca e seca de raizes, a auséncia de sais do meio MS
possibilitou maior formacdo de raizes, sendo este o tratamento que apresentou

maior valor (Tabela 3).

TABELA 3 Valores médios, biomassa fresca da parte aérea (BFPA), biomassa
seca da parte aérea (BSPA), biomassa fresca de raiz (BFR) e
biomassa seca de raiz (BSR), em diferentes variacdes de sais do
meio MS, aos 30 dias. UFLA, Lavras, MG, 2010.

MS BFPA (mg) BSPA (mg) BFR (mg) BSR (mg)
0 8,0b 1,7b 6,0a 09a
MS/4 25,0a 32a 30b 0,6b
MS/2 26,0 a 31la 30b 0,6b
MS 230a 29a 20c 0,4c

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

Para o desenvolvimento da biomassa fresca de parte aérea e de raizes, a
concentracdo de 3,0% de sacarose foi a que apresentou pior resposta. As
concentracbes de 0,0% e 1,5% ndo diferenciaram entre si, sendo esses 0s
tratamentos com maior incremento de biomassa fresca. Com relacdo a biomassa
seca da parte aérea e de raizes, a melhor resposta foi observada no tratamento
que utilizou 1,5% de sacarose, seguido das concentracdes de 0,0% e 3,0%, que

ndo tiveram diferenca significativa (Tabela 4).
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TABELA 4 Valores médios da biomassa fresca da parte aérea (BFPA), biomassa
seca da parte aérea (BSPA), biomassa fresca de raiz (BFR) e
biomassa seca de raiz (BSR) em diferentes concentracdes de
sacarose, aos 30 dias. UFLA, Lavras, MG, 2010.

Sacarose (%) BFPA(mg) BSPA (mg) BFR (mg) BSR (mg)

0,0 25,0a 25b 3,5a 05b
1,5 220a 3,2a 3,8a 0,8a
3,0 150b 25b 28b 0,6b

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

6 CONCLUSAO

A diminuicdo do potencial osmético, ou seja, a auséncia de sacarose
induziu uma maior porcentagem de sementes germinadas e maior valor do
indice de velocidade de germinacéo.

O meio MS/2 acrescido de 1,5% de sacarose é 0 mais indicado para a

germinagao e o crescimento de sementes de atroveran.
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CAPITULO 3

ESTABELECIMENTO E DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE GEMAS
AXILARES DE Ocimum selloi Benth.
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1 RESUMO

Ocimum selloi Benth — Lamiaceae, é um subarbusto perene, nativo das
regides sul e sudeste do Brasil, conhecido popularmente como atroveran. Este
trabalho foi realizado com o objetivo de estabelecer e desenvolver gemas
axilares de atroveran em condic@es in vitro. Para a realizagdo do experimento 1
foram utilizadas gemas axilares de plantas adultas de atroveran. Para o
experimento 2, plantulas de atroveran estabelecidas in vitro serviram como
doadoras de gemas axilares. Para ambos o0s experimentos, foram utilizados
fatorial 3 x 3, sendo 3 concentragdes do meio de cultura MS (MS, MS/2 e MS/4)
e 3 concentragcbes de sacarose (0,0%, 1,5% e 3,0%). Foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado, com 5 repeticGes. Aos 30 dias,
avaliaram-se numero, altura, biomassa fresca e seca das brotagdes e nimero,
comprimento, biomassa fresca e seca de raizes. O uso de sacarose foi essencial
para o0 estabelecimento e o crescimento das gemas axilares. Para o
estabelecimento e o crescimento, recomenda-se a concentracdo de 1,5% de
sacarose. O MS/2 mostrou ser 0 mais indicado para o estabelecimento e 0 MS/4,
para o crescimento de gemas axilares de O. selloi.

Palavras-chave: Planta medicinal, cultura de tecidos, sacarose, atroveran.
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2 ABSTRACT

Ocimum selloi Benth - Lamiaceae, is shrub perennial plant, native of the
regions south and southeastern of Brazil, known popularly as atroveran. The aim
of this work was establish and develop axillary bud of atroveran in vitro. To
carried out the first experiment shoot tips of full grown plants were used as
explants. The second experiment atroveran plantlets were used as donors
explants. For both experiments were used factorial 3 x 3, being the 3
concentration of culture medium MS (MS, MS/2 and MS/4) and 3
concentrations of sucrose (0.0; 1.5 and 3.0%). Was used the completely
randomized design with 5 repetitions. After 30 days were evaluated the number
and height shoots, fresh and dry biomass of shoots, number and length of roots,
fresh and dry biomass of roots. The sucrose is essential for the establishment and
growth of axillary buds of O. selloi in vitro. For the establishment and growth
recommend the concentration of 1.5% of sucrose. The MS/2 medium show be
the most indicated for establishment and MS/4 for growth of O. selloi shoots.

Key words: medicinal plant, tissue culture, sucrose, atroveran.
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3 INTRODUCAO

O género Ocimum contém cerca de 30 espécies nativas dos tropicos e
subtrépicos, algumas delas também encontradas em regides temperadas (Vieira
& Simon, 2000). Ocimum selloi Benth, conhecida popularmente como
atroveran, é uma planta medicinal, herbacea nativa do Brasil, pertence a familia
Lamiaceae. Tem largo uso popular, como antidiarreico, antiespasmaodico e anti-
inflamatorio (Lorenzi & Matos, 2002).

A micropropagacdo é a aplicacdo de maior impacto para a cultura de
tecidos vegetais, servindo a programas de introducdo, armazenamento e
intercdAmbio de germoplasma, contribuindo para prevenir perda de variabilidade
genética. Além de rapida multiplicacdo, a micropropagacédo pode ser realizada
durante o ano todo, em grande quantidade, sem problemas de sazonalidade
(George et al., 2008).

Estudos da propagacdo in vitro de plantas medicinais vém sendo
realizados com o objetivo de estabelecer pardmetros aperfeicoados para a
obtencdo de plantas com excelente qualidade fitossanitaria, identidade genética,
caracterizagdo bioguimica e alta produgdo de metabdlitos secundarios (Murch et
al., 2004).

Diversas formulaces de meios basicos tém sido utilizadas no cultivo in
vitro. Nao ha uma formulacdo padrdo, mas o meio MS (Murashige e Skoog,
1962), com suas modificacGes e diluicdes, tem sido utilizado com sucesso para
diversas espécies. Durante o cultivo in vitro, as solugdes de sais e aglcares que
compdem os meios de cultura ndo exercem efeito puramente nutritivo, mas
também influenciam o crescimento celular e a morfogénese, por meio de
propriedades osmoticas (George et al., 2008). Segundo Preece (1995), a

diminuicdo de sais e reguladores de crescimento nos meios de cultura é uma
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tendéncia mundial e muitas pesquisas estdo sendo realizadas com esta
finalidade.

O meio de cultura deve suprir tecidos e érgdos com nutrientes
necessarios ao crescimento e, basicamente, fornecendo macro e micronutrientes
e um carboidrato para substituir o carbono que a planta fixa da atmosfera, pela
fotossintese. Para promover maior crescimento, normalmente, incluem-se certos
componentes organicos, como vitaminas, aminoacidos e reguladores de
crescimento (Pasqual, 2001).

A concentracdo de sacarose ¢ um fator determinante no crescimento,
pois, em concentracOes elevadas, podem inibir a sintese de clorofila, provocando
0 ndo desenvolvimento da capacidade fotoautotréfica e, ainda, provocar
crescimento reduzido e morte de mudas durante a fase de aclimatizacdo (Caldas
etal., 1990).

Em trabalho realizado por Couto et al. (2004), com multiplicacéo in vitro
de porta-enxertos de Prunus sp., observou-se efeito da concentracdo de sais do
meio MS na multiplicacdo dos explantes. O maior nimero médio de brotac@es
por explante foi obtido no meio MS/2, enquanto o maior comprimento médio de
brotacdes foi no meio MS com concentragéo original de sais.

Nicoloso et al. (2003), comparando fontes de carbono, observaram que a
sacarose, na concentracdo de 3,0%, foi a melhor fonte de carboidratos para a
altura, nimero de brotacdes, nimero total de segmentos nodais por planta, de
Pfaffia glomerata, demonstrando que esse carboidrato é o mais apropriado ao
cultivo in vitro.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de estabelecer e desenvolver

gemas axilares de atroveran em condigdes in vitro.
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4 MATERIAL E METODOS

Experimento 1: Estabelecimento de gemas axilares de O. selloi in vitro

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos e
Plantas Medicinais da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG.
Plantas adultas de O. selloi, do Horto de Plantas Medicinais da UFLA, serviram
como doadoras de gemas axilares.

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

Os segmentos foram cortados com o auxilio de uma lamina e lavados
abundantemente com agua corrente e sabdo neutro. Em seguida, foram imersos
em solucdo de hipoclorito de sddio comercial a 50% e mantidos sob agitacédo
constante, por 15 minutos. Em seguida, os segmentos foram lavados cinco vezes
em agua destilada e autoclavada, sob capela de fluxo laminar.

Apds a assepsia, 0s 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 agar, o pH foi ajustado
para 5,7+0,1 e, em seguida, autoclavado a 120°C e 1 atm, por 20 minutos. 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

gt 3

16 horas luz/8 horas escuro, sob intensidade luminosa de 25 pumol m -
temperatura de 26+0,1°C.

O experimento foi em fatorial 3 x 3, sendo 3 as varia¢des do MS (MS,
MS/2 e MS/4) e 3 concentragdes de sacarose (0,0%, 1,5% e 3,0%), totalizando 9
tratamentos. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, com cinco

repeti¢Bes, sendo dez tubos por repeticdo e uma gema axilar por tubo.
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Aos 30 dias, avaliaram-se nimero de brotagdes, altura das brotacoes
(cm), biomassa fresca das brotacbes (mg), biomassa seca das brotagdes (mg),
nimero de raiz, comprimento de raiz (cm), biomassa fresca de raiz (mg) e
biomassa seca de raiz (mg).

A altura da brotagéo e o comprimento de raiz foram determinados com o
auxilio de uma régua. Para a altura, a medicéo foi feita da base da brotacdo até a
gema apical. Para a determinacdo da biomassa fresca, as brotacfes e as raizes
foram mensuradas em balanga de precisdo, logo ap6s a sua remocgdo de dentro
do tubo de ensaio. Para a determinacdo da biomassa seca, as brotagdes e as
raizes foram colocadas em sacos de papel kraft e acondicionadas em estufa de
circulacdo forcada de ar, a 60°C, por 5 dias. Apds esse periodo, o material
vegetal foi mensurado em balanca de preciséo.

Os dados obtidos foram submetidos 8 ANOVA 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).

Experimento 2: Desenvolvimento de gemas axilares de O. selloi in vitro

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 varia¢@es dos sais, suplementado com
diferentes concentracdes de sacarose.

O meio de cultura foi solidificado com 0,6% de &gar, o pH foi ajustado
para 5,7+0,1 e, em seguida, autoclavado a 120°C e 1 atm, por 20 minutos. Ap4s
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 horas luz/8 horas escuro sob intensidade luminosa de 25 pmol m 2 s, a
temperatura de 26+0,1°C.
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O experimento foi em fatorial 3 x 3, sendo 3 as varia¢des do MS (MS,
MS/2 e MS/4) e 3 concentragdes de sacarose (0,0%, 1,5% e 3,0%), totalizando 9
tratamentos. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com 5
repeticdes, sendo 10 tubos por repeticdo e uma gema axilar por tubo.

Aos 30 dias, avaliaram-se nimero de brotacdes, altura das brotac6es
(cm), biomassa fresca das brota¢fes (mg), biomassa seca das brotagdes (mg),
nimero de raiz, comprimento de raiz (cm), biomassa fresca de raiz (mg) e
biomassa seca de raiz (mg).

A altura da brotacéo e o comprimento de raiz foram determinados com o
auxilio de uma régua. Para a altura, a medicdo foi feita da base da brotagdo até a
gema apical. Para a determinacdo da biomassa fresca, as brotacdes e as raizes
foram mensuradas em balanca de preciséo, logo apés a sua remoc¢do de dentro
do tubo de ensaio. Para a determinacdo da biomassa seca, as brotacdes e as
raizes foram colocadas em sacos de papel kraft e acondicionadas em estufa de
circulacdo forcada de ar, a 60°C, por 5 dias. Apds esse periodo, o material
vegetal foi mensurado em balanca de preciséo.

Os dados obtidos foram submetidos 8 ANOVA 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®, versdo 5.0 (Ferreira, 2007).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1: Estabelecimento de gemas axilares de O. selloi in vitro
No estabelecimento in vitro das gemas axilares, apenas 9,87% dos tubos
apresentaram contaminacdo por fungos. Esse resultado indica a eficiéncia do

processo de assepsia.

39



A interacdo foi significativa para o comprimento de raizes. Para esta
variavel, os meios MS/4 e MS/2 ndo apresentaram diferenca estatistica na
auséncia de sacarose, sendo esses 0s melhores tratamentos. Na concentracédo de
1,5% de sacarose, observou-se que 0 meio MS/2 apresentou maior comprimento,
seguido do MS/4 e MS, respectivamente. Para a concentracdo de 3,0% de
sacarose, 0 MS/4 obteve melhor resultado. A maior concentragdo de sais do
meio MS na sua composicdo original ndo estimulou o desenvolvimento das
raizes em busca de nutrientes ou, até mesmo, pode ter exercido um efeito
fitotoxico para o crescimento da raiz. O meio MS é considerado um meio de
cultura com altas concentragdes de sais. No presente estudo, constatou-se que a
diminuicdo da concentracdo desses sais favoreceu o desenvolvimento das raizes.
Isso também contribui para o custo de producdo das mudas, pois a reducéo do
uso de nutrientes na composi¢cdo do meio gera economia de recursos para a
micropropagacdo. Para MS e MS/4, o uso de 1,5% e 3,0% de sacarose
apresentou as melhores respostas; ja para o MS/2, observou-se que 1,5% de
sacarose foi maior para o comprimento das raizes (Tabela 1).

A utilizagdo de sacarose na composi¢do do meio de cultura mostrou ser
fundamental para o enraizamento in vitro de gemas axilares de O. selloi. Isso
pode estar ocorrendo devido ao fato de o gasto energético da plantula na

producdo de raizes ser elevado.
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TABELA 1 Valores médios do comprimento de raizes (cm) de Ocimum selloi na
interacdo do meio de cultura e da concentracdo de sacarose, aos 30
dias. UFLA, Lavras, MG, 2010.

] Sacarose (%0)
Meio de cultura

0,0 15 3,0
MS/4 0,10b A 1,02aB 1,25a A
MS/2 0,04cA 1,66aA 0,85b B
MS 0,00bB 0,24aC 0,48aB

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

Em trabalho realizado por Dantas et al. (2000), foi demonstrado que
concentragOes de sais no meio MS, reduzidas a 1/2, 1/3 ou 1/4, possibilitaram
melhor enraizamento in vitro de amoreira-preta, cultivar Caiguangue.

No estabelecimento in vitro de gemas axilares de atroveran, a interacdo
foi significativa para a biomassa fresca de raiz. Na auséncia de sacarose, 0S
meios MS/4 e MS/2 proporcionaram melhor resposta. Para 1,5% de sacarose, 0
meio mais eficiente foi 0 MS/4. A utilizacdo de 3,0% de sacarose nao apresentou
influéncia significativa nas variacbes do meio MS. Observou-se que, para 0S
meios MS/4 e MS/2, a concentracdo de 1,5% proporcionou maior biomassa
fresca de raiz. Com relagdo ao MS, as concentracfes de 1,5% e 3,0% tiveram

melhor efeito, ndo diferenciando entre si (Tabela 2).
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TABELA 2 Valores médios da biomassa fresca de raiz (mg) de Ocimum selloi
na interacdo do meio de cultura e da concentracdo de sacarose, aos
30 dias. UFLA, Lavras, MG, 2010.

] Sacarose (%0)
Meio de cultura

0,0 1,5 3,0
MS/4 0,60b A 2420a A 4,64b A
MS/2 0,05cA 11,60a B 2,18b A
MS 0,00bB 0,29aC 1,00a A

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

De acordo com Nicoloso et al. (2001), plantas de Pfaffia glomerata
cultivadas in vitro em meio de cultura MS suplementado com 3,0% de sacarose,
dentro de um periodo de 355 dias apds a inoculagdo, apresentaram excelente
desenvolvimento do sistema radicular, bem como da parte aérea.

A interagdo foi significativa para a biomassa seca de raiz. Tanto a
auséncia quanto a concentracdo de 1,5% de sacarose induziram maior producao
de biomassa seca nos meios MS/4 e MS/2. A utilizacdo de 3,0% de sacarose ndo
apresentou diferenca significativa nas variacdes do meio MS. Observou-se que,
para 0s meios MS/4 e MS, as concentracdes de 1,5% e 3,0% tiveram melhor
efeito, ndo se diferenciando entre si. Com relagdo ao MS/2, a concentracdo de

1,5% proporcionou melhor resposta (Tabela 3).
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TABELA 3 Valores médios da biomassa seca de raiz (mg) de Ocimum selloi na
interacdo do meio de cultura e da concentracdo de sacarose, aos 30
dias. UFLA, Lavras, MG, 2010.

] Sacarose (%0)
Meio de cultura

0,0 15 3,0
MS/4 0,020 b A 0,720a A 0,420a A
MS/2 0,004 b A 1,100a A 0,320 b A
MS 0,000b B 0,038aB 0,192a A

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

O aumento da producdo de biomassa da raiz para a cultura do
morangueiro (Fragaria x ananassa Duch) foi crescente até 4,5% de sacarose
(Calvete, 1998). Ja para a samambaia-espada (Nephrolepis exaltata L. Schott)
propagada in vitro, 0 aumento de sacarose tendeu a apresentar o0s piores
rendimentos (Guimaraes et al., 1999).

Quanto as respostas em relacdo a variacdo isolada das dilui¢cbes do meio
MS, ndo houve diferenca estatisticamente significativa para nimero, altura e
biomassa fresca e seca das brotacdes. Para 0 nimero de raizes, 0 meio MS
completo apresentou efeito negativo no desenvolvimento do tecido radicular
(Tabela 4).
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TABELA 4 Valores médios de nimero de brotacdes, altura da brotacéo,
biomassa fresca de brotacdo (BFB), biomassa seca de brotagdo
(BSB) e numero de raizes de Ocimum selloi, nas diferentes
variacfes de sais do meio de cultura MS, aos 30 dias. UFLA,
Lavras, MG, 2010.

Meio de N° de Altura da N° de
BFB (mg) BSB (mg) .

cultura brotacbes brotacdo (cm) raizes

MS/4 2,00 a 0,66 a 44,00 a 5,60 a 2,00 a

MS/2 2,00 a 0,67 a 52,00 a 7,50 a 2,00 a

MS 2,00 a 0,51a 41,00 a 6,10 a 1,00 b

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

Pessoa et al. (2004) verificaram que, em cultivares de samambaia
(Nephrolepis exaltata), ndo houve diferenca quanto ao nimero de brotos sob
diferentes concentragdes de sais do meio MS (25%, 50% e 100%).

Em amoreira-preta (Rubus sp.) cultivar Ebano, o nimero de brotos foi
estimulado pelo aumento da concentracdo de sais do MS e maior nimero de
brotos foi observado em meio MS com 150% dos sais (Villa et al., 2005).

Os efeitos negativos causados por concentragdes maiores do meio MS,
provavelmente, devem-se a uma elevagdo ainda maior do que a normalmente
presente na composicdo original, tornando-se inadequada ao processo
morfogénico (Pasqual et al., 2002).

A auséncia de sacarose proporcionou efeito negativo para numero,
altura, biomassa fresca e seca da brotacdo e nimero de raizes. Para nimero de
brotacGes e raizes, as concentracfes de 1,5% e 3,0% de sacarose obtiveram
maior incremento, ndo se diferenciando entre si. Para altura, biomassa fresca e
seca de brotagdo, o melhor tratamento foi o que utilizou 1,5% de sacarose
(Tabela 5).
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TABELA 5 Valores médios de nimero de brotacdes, altura da brotacéo,
biomassa fresca da brotacdo (BFB), biomassa seca da brotagdo
(BSB) e numero de raizes de Ocimum selloi, nas diferentes
concentracOes de sacarose, aos 30 dias. UFLA, Lavras, MG, 2010.

Sacarose N° de Altura da N° de
BFB (mg) BSB (mg) i

(%) brotacbes brotagdo (cm) raizes

0,0 1,00b 0,13 ¢ 12,10 ¢ 1,42 c 0,00 b

1,5 2,00 a 1,28a 88,20 a 10,92 a 2,00 a

3,0 2,00 a 0,43b 36,80 b 6,37 b 2,00 a

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

Ribeiro et al. (2008), em trabalho realizado com Zantedeschia aethiopica
L. Spreng, obtiveram maior comprimento de brotos (3,42 cm) na presenca de
3,0% de sacarose. Maior quantidade de massa fresca da parte aérea (0,9 g) foi
observada na presenca de 6,0% de sacarose e 100% dos sais do meio MS.

De acordo com Grattapaglia e Machado (1998), a sacarose é a principal
fonte de carbono no meio de cultura, sendo responsavel pelo fornecimento de
energia para 0 crescimento in vitro, a regulacdo do potencial hidrico e o
componente utilizado em maior concentracdo do meio de cultura.

Nicoloso et al. (2003), compararam quatro concentracfes de cinco fontes
de carbono. A sacarose, nas concentracdes de 3,0%, 4,5% e 6,0%, foi a melhor
fonte de carboidratos quanto ao numero de brotacGes, altura de brotac6es, média
da altura de brota¢des e nimero total de segmentos nodais por planta de Pfaffia
glomerata.

Na Figura 1 observam-se as gemas axilares de atroveran em diferentes
meios de cultivo, na auséncia e no uso de 1,5% de sacarose, demonstrando a
necessidade de suplementagdo de sacarose para o crescimento e a diferenciacdo

do tecido.
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FIGURA 1 A) Gemas axilares de atroveran em diferentes meios de cultivo, na
auséncia de sacarose aos 30 dias. B) Gemas axilares de atroveran
em diferentes meios de cultivo, suplementados com 1,5% de
sacarose aos 30 dias. UFLA, Lavras, MG, 2010.

Experimento 2: Desenvolvimento de gemas axilares de O. selloi in vitro

A interacdo foi significativa para altura, biomassa fresca e seca das
brotacGes, numero, comprimento, biomassa fresca e seca de raizes.

Para altura da brotacdo, a auséncia de sacarose ndo sofreu diferenca
estatistica significativa para as variagdes do meio MS. Para a concentracdo de
1,5% de sacarose, 0 meio MS/4 mostrou ser o mais indicado, seguido do MS/2.
Ja para a concentracdo de 3,0% de sacarose, o tratamento mais eficiente foi o
MS. Para todos os meios utilizados, a sacarose, na concentracdo de 1,5%,
proporcionou efeito positivo, ao contrario da auséncia de sacarose (Tabela 6).

A concentracdo de 1,5% sacarose favoreceu o desenvolvimento da
plantula cultivada in vitro, mostrando que presenca desse carboidrato no meio de
cultivo foi essencial para o desenvolvimento da plantula micropropagada.
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 6 Valores médios da altura da brotacdo (cm) de Ocimum selloi na
interacdo do meio de cultura e da concentracdo de sacarose, aos 30
dias. UFLA, Lavras, MG, 2010.

) Sacarose (%0)
Meio de cultura

0,0 15 3,0
MS/4 0,10cA 2,80aA 0,80b B
MS/2 0,10cA 244aB 0,46 b B
MS 0,10cA 1,80aC 1,04b A

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

Fraguas et al. (2003) obtiveram crescimento satisfatdrio de plantulas
resultantes do cruzamento entre Cattleya labiata e Laelia itambana, em meio de
cultura MS contendo 2,0% de sacarose.

Na Tabela 7 observam-se os valores médios da interacdo para a biomassa
fresca das brotacGes. A auséncia e a concentracdo de 1,5% de sacarose nao
evidenciaram efeito significativo para as diferentes variacbes do meio MS. Na
utilizacdo de 3,0% de sacarose, 0 meio MS, na sua composicdo original,
proporcionou melhor resposta. Para os meios MS/4 e MS/2, a sacarose, na
concentracdo de 1,5%, mostrou ter efeito positivo para o peso. Com relacdo ao
MS, as concentracdes de 1,5% e 3,0% de sacarose ndo se diferenciaram entre si.
A auséncia de sacarose apresentou efeito negativo para o desenvolvimento da

parte aérea.
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TABELA 7 Valores médios da biomassa fresca da brotacdo (mg) de Ocimum
selloi, na interacdo do meio de cultura e da concentracdo de
sacarose, aos 30 dias. UFLA, Lavras, MG, 2010.

] Sacarose (%0)
Meio de cultura

0,0 1,5 3,0
MS/4 2,38CA 82,86aA 24,22h B
MS/2 2,46 cA 79,16 a A 20,08 b B
MS 1,62b A 65,86 a A 79,08 a A

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

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

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, 0s meios MS/2 e MS ocasionaram aumento do peso, ndo se
diferenciando entre si. A biomassa seca produzida na concentracdo de 3,0% de
sacarose no MS completo foi superior as diluicdes do MS. Para os meios MS/4 e
MS/2, a sacarose na concentracdo de 1,5% afetou positivamente o peso. Com
relagdo ao MS, as concentracbes de 1,5% e 3,0% de sacarose ndo se
diferenciaram entre si. A auséncia de sacarose ocasionou efeito negativo para a

biomassa (Tabela 8).
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TABELA 8 Valores médios da biomassa seca da brotacdo (mg) de Ocimum
selloi, na interacdo do meio de cultura e da concentracdo de
sacarose, aos 30 dias. UFLA, Lavras, MG, 2010.

) Sacarose (%)
Meio de cultura

0,0 15 3,0
MS/4 0,14cA 512aB 3,22bB
MS/2 0,10cA 6,62aA 3,08b B
MS 0,08b A 6,70a A 7,72aA

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

Dados semelhantes foram observados por Calvete et al. (2002) no cultivo
de morangueiro. Na auséncia de sacarose, ndo houve desenvolvimento da raiz in
vitro e a concentragdo de 4,5% de sacarose apresentou maior enraizamento.

A andlise de dados mostrou interagdo entre os meios utilizados e a
concentragdo de sacarose para 0 nimero de raizes. Tanto para 0 MS/4 quanto
para 0 MS/2, o uso de 1,5% de sacarose possibilitou maior nimero de raizes. Ja
para 0 MS, a concentracdo de 3,0% causou aumento desse numero, comparada

com as outras concentracdes (Tabela 9).
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TABELA 9 Valores médios do nimero de raizes de Ocimum selloi na interacdo
do meio de cultura e da concentracdo de sacarose, aos 30 dias.
UFLA, Lavras, MG, 2010.

] Sacarose (%0)
Meio de cultura

0,0 1,5 3,0
MS/4 0,00c A 5aA 3bB
MS/2 0,00c A 5aA 3bB
MS 0,00c A 2bB 4aA

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

Para 1,5% e 3,0% de sacarose, 0 MS/4 possibilitou maior comprimento
de raizes. A utilizagdo de 1,5% de sacarose proporcionou maior formacao de
tecido radicular nos meios MS/4 e MS/2. O uso de 1,5% e 3,0% de sacarose ndo
evidenciou efeito significativo para o0 MS completo (Tabela 10). Os dados
obtidos mostram que esse carboidrato é essencial para o enraizamento in vitro de

gemas axilares de atroveran.

TABELA 10 Valores médios do comprimento de raizes (cm) de Ocimum selloi
na interacdo do meio de cultura e da concentracdo de sacarose, aos
30 dias. UFLA, Lavras, MG, 2010.

] Sacarose (%0)
Meio de cultura

0,0 1,5 3,0
MS/4 0,00cA 2,02aA 1,26 b A
MS/2 0,00cA 1,40aB 0,72bB
MS 0,00b A 064aC 0,68aB

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05). Letras minusculas na linha e letras mailsculas na coluna.
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No cultivo in vitro de copo-de-leite (Zantedeschia aethiopica) com
diferentes concentraces de sacarose, 0s melhores resultados para comprimento
e nimero de raizes foram observados somente na presenca de sacarose, em
concentractes de 5,1% a 5,7% (Ribeiro, et al., 2009).

A biomassa fresca de raizes apresentou interacdo significativa. A
concentracdo de 1,5% de sacarose ndo apresentou diferenga estatistica para 0s
meios MS/4 e MS/2, sendo esses 0s tratamentos que apresentaram melhores
resultados. Ja para a concentracdo de 3,0% de sacarose 0 MS/2 induziu maior
formacdo de biomassa. A utilizagcdo de MS/4 ndo sofreu influéncia significativa
com relacéo as concentracBes de 1,5% e 3,0% de sacarose, tendo 0 mesmo sido
observado para 0 MS/2. Para 0 MS completo, a suplementacdo de 3,0% de

sacarose demonstrou melhor efeito (Tabela 11).

TABELA 11 Valores médios da biomassa fresca de raizes (mg) de Ocimum
selloi na interacdo do meio de cultura e da concentracdo de
sacarose, aos 30 dias. UFLA, Lavras, MG, 2010.

Sacarose (%0)

Meio de cultura

0,0 1,5 3,0
MS/4 0,00b A 10,02a A 590aB
MS/2 0,00b A 10,22a A 23,06 a A
MS 0,00 b A 0,98bB 3,58aB

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

No cultivo in vitro de morangueiro, Riquelme et al. (1991) observaram
gue 0 aumento da producdo da biomassa da raiz foi crescente entre as dosagens

utilizadas, até 4,5%.
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Na Tabela 12 constam os valores médios da interagdo para biomassa
seca de raizes, sendo possivel observar que a biomassa seca produzida na
concentracdo 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 0 meio MS/4, o uso
de 1,5% de sacarose causou um aumento na biomassa seca, tendo 0 mesmo sido
observado para 0 MS/2. Para o0 MS completo, a concentracdo de 3,0% de

sacarose demonstrou melhor efeito.

TABELA 12 Valores médios da biomassa seca de raizes (mg) de Ocimum selloi,
na interacdo do meio de cultura e da concentracdo de sacarose, aos
30 dias. UFLA, Lavras, MG, 2010.

] Sacarose (%0)
Meio de cultura

0,0 15 3,0
MS/4 0,00c A 0,92aA 0,72b A
MS/2 0,00c A 0,74aA 0,28b B
MS 0,00b A 0,06bB 0,38aB

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

Para morangueiro, Calvete et al. (2002) observaram que doses crescentes
de sacarose promoveram acréscimos de 0,14 mg na massa seca por grama de
sacarose. 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.

Pela imagem da Figura 3 é possivel verificar que ndo houve formacao de
raizes na auséncia de sacarose, que a presenca de sacarose no meio de cultura foi

importante para o desenvolvimento das gemas axilares e que o uso do MS/4
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suplementado com 1,5% de sacarose proporcionou maior altura para as

plantulas.

FIGURA 3 Desenvolvimento de gemas axilares de atroveran em diferentes
meios de cultivo, aos 30 dias. A) MS + 3% de sacarose. B) MS/2
+ 3% de sacarose. C) MS/4 + 3% de sacarose. D) MS + 1,5% de
sacarose. E) MS/2 + 1,5% de sacarose. F) MS/4 + 1,5% de
sacarose. G) MS + 0% de sacarose. H) MS/2 + 0% de sacarose. |)
MS/4 + 0% de sacarose. UFLA, Lavras, MG, 2010.

6 CONCLUSAO

O uso de sacarose foi essencial para o estabelecimento e o
desenvolvimento de gemas axilares de O. selloi in vitro.

Tanto para o estabelecimento quanto para o desenvolvimento,
recomenda-se a concentragdo de 1,5% de sacarose. O MS/2 mostrou ser o mais
indicado para o estabelecimento e 0 MS/4, para o desenvolvimento de gemas

axilares de O. selloi in vitro.
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CAPITULO 4

CULTIVO IN VITRO DE SEGMENTO APICAL E NODAL DE Ocimum
selloi Benth.
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1 RESUMO

Objetivou-se, com a realizacdo deste trabalho, promover a proliferacéo
de brotacbes em segmentos apicais e nodais de atroveran em diferentes
concentracfes de BAP. Plantas jovens serviram de doadoras de segmentos
apicais e nodais. Os segmentos foram inoculados em meio MS/2 acrescido de
1,5% de sacarose e diferentes concentracdes de BAP. O experimento foi em
fatorial 3 x 4, sendo 3 as posi¢des dos segmentos de atroveran (segmento apical,
primeiro e segundo segmentos nodais) e 4 concentracdes de BAP (0; 2; 4 e 6 mg
L. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com 4 repeticdes.
Aos 30 dias, avaliaram-se numero, altura e biomassa seca das brotacGes e
nimero, comprimento e biomassa seca de raizes. O segmento apical de
atroveran apresentou menor desenvolvimento para todos o0s pardmetros
avaliados. Os primeiros e 0s segundos segmentos tiveram desenvolvimento
similar. O aumento da concentracdo do BAP inibiu o crescimento da brotacéo e
o0 desenvolvimento de raizes, sendo observada a formacéo de raizes apenas nos
tratamentos em que este regulador de crescimento estava ausente. As diferentes
concentracfes de BAP foram eficientes na producdo de brotagdes.

Palavras-chave: atroveran, planta medicinal, gema, micropropagacéo.
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2 ABSTRACT

The aim with this work was proliferation of shoots from apical and nodal
segments of atroveran with different concentrations of BAP. Young plants were
used as donors of apical and nodal segments. The segments were inoculated in
half strength of MS supplemented with 1.5% of sucrose and different BAP
concentrations. The experiment was in factorial 3 x 4, being 3 positions of the
segments of atroveran (apical segment; first and second nodal segment) and 4
concentrations of BAP (0; 2; 4 and 6 mg L™). The completely randomized
design was used with 4 repetitions. After 30 days was evaluated the number and
height of shoots and dry biomass, number and length root and dry biomass of
roots. The apical segment of atroveran showed lower development for all
parameters. The first and second segments had similar development. The
increase in concentration of BAP inhibited the growth of shoots and roots. It was
observed the formation of roots only in the treatments that this growth regulator
was absent. Different concentrations of BAP were effective in the proliferation
of shoots.

Key words: atroveran, medicinal plant, egg, micropropagation.
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3 INTRODUCAO

O Ocimum selloi Benth pertence a familia Lamiaceae e é conhecido
popularmente como atroveran, alfavaca, elixir-paregoérico, anis-do-campo, erva-
doce-silvestre, alfavaca-do-mato e horteld-brava, tendo demonstrado efeito
analgésico e antidiarreico (Franca et al., 2008). Estudos etnobotanicos realizados
com o O. selloi revelaram que esta planta é utilizada na medicina popular com
varias finalidades. Por via oral, é usada como digestivo e para tratar gastrite,
vOmitos, tosse, bronquite e outras condi¢des. O O. selloi é empregado também
topicamente para aliviar dores nas pernas. Além do uso medicinal, algumas
espécies do género Ocimum sdo utilizadas também como tempero no Brasil
(Lorenzi & Matos, 2002).

Muitas plantas medicinais ja sdo multiplicadas in vitro. Entre elas:
Pfaffia glomerata (Maldaner et al., 2006), Lychnophora pinaster (Souza et al.,
2007), Melissa officinalis (Reis et al., 2009). Por meio da biotecnologia, é
possivel aumentar a producdo e diminuir o prego dos principios ativos
fitoquimicos (Bajaj et al., 1988). A proliferagdo in vitro de plantas medicinais
pode ser usada ndo s6 para a producdo de mudas sadias e de boa qualidade, mas
também para suprir a escassez de material para o plantio e determinar o teor e a
composicdo quimica do 6leo essencial de Melissa officinalis (Reis et al., 2009).

As citocininas estimulam a maior producdo de partes aéreas das
brotacGes até uma determinada concentracdo, a partir da qual ocorre diminuicao
da altura em virtude de um possivel efeito fitotéxico da citocinina (Reis et al.,
2008). A inducdo de brotagBes in vitro ocorre pelo desequilibrio hormonal
induzido por uma concentracdo adequada e balanceada de reguladores vegetais
adicionada ao meio, como a citocinina, que € muito favoravel na fase de

multiplicacdo in vitro. A 6-benzilaminopurina (BAP) tem sido muito eficaz para
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promover multiplicacdo de partes aéreas e inducdo de gemas axilares e brotos
em diversas espécies (Reis et al., 2009).

Reis et al. (2008), no cultivo in vitro de segmentos nodais de plantulas
de Melissa officinalis, observaram que, em meio MS contendo 4,44 yu mol/L de
BAP, houve um maior nimero de brotos, mas com pequenos nimeros de nés e
comprimento do broto, ndo havendo formacgdo de raizes. A maior taxa de
multiplicacdo de segmentos nodais foi obtida em meio MS sem adi¢cdo de
regulador de crescimento. E frequente a opgao pelo uso de segmentos nodais, em
funcéo de ocorrerem em maior quantidade na planta matriz do que o segmento
apical.

Objetivou-se, com a realizacéo deste trabalho, a inducéo de brotacdes em

segmentos apicais e nodais de atroveran em diferentes concentracfes de BAP.

4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos e
Plantas Medicinais da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG.
Plantas jovens de atroveran cultivadas em casa de vegetacdo serviram de
doadoras de segmentos apicais e nodais, sendo 0s nodais obtidos do primeiro e
do segundo segmentos abaixo do apical.

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

Os segmentos foram cortados com o auxilio de uma lamina e lavados
abundantemente com agua corrente e sabdo neutro. Em seguida, foram imersos

em solugdo de hipoclorito de sodio comercial a 50% e mantidos sob agitacdo
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constante, por 15 minutos. Em seguida, os segmentos foram lavados cinco vezes
em agua destilada e autoclavada, sob capela de fluxo laminar.

Apdbs a assepsia, 0s segmentos foram inoculados em tubos de ensaio
contendo 10 mL de meio de cultura MS (Murasgihe & Skoog, 1962), na
concentracdo de 50% dos sais, suplementado com 1,5% de sacarose e 4
concentracdes de BAP (0; 2; 4 e 6 mg L™). O meio de cultura foi solidificado
com 0,6% de &gar, o pH foi ajustado para 5,7+0,1 e, em seguida, autoclavado, a
120°C e 1 atm, por 20 minutos. Apds a inoculagao, os tubos foram fechados com
tampas plasticas e vedados com parafilme. Os tubos foram mantidos em sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas escuro, sob intensidade
luminosa de 25 pmol m 2 s, & temperatura de 26+0,1°C.

O experimento foi em fatorial 3 x 4, sendo 3 as posi¢cdes dos segmentos
de atroveran (apical; 1° e 2° segmentos) e 4 concentracGes de BAP (0; 2; 4 e 6
mg L), totalizando 12 tratamentos. Foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado com 4 repeticGes, sendo 5 tubos por repeticdo e 1 explante por tubo.

Aos 30 dias, avaliaram-se nimero de brotagdes, altura das brotacoes
(cm), biomassa seca das brotagdes (mg), nimero de raizes, comprimento de
raizes (cm) e biomassa seca de raizes (mg).

A altura da brotacdo e o comprimento de raizes foram determinados com
0 auxilio de uma régua. Para a altura, a medicéo foi feita da base da brotacdo até
a gema apical. Para a determinacdo da biomassa seca, as brotacGes e as raizes
foram colocadas em sacos de papel kraft e acondicionados em estufa de
circulacdo forcada de ar, a 60°C, por 5 dias. Apds esse periodo, o material
vegetal foi mensurado em balanca de preciséo.

A andlise estatistica dos dados foi realizada pelo software Sisvar®,
versdo 5.0 (Ferreira, 2007). Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA ,pelo

teste F (p<0,05). Para comparacdo dos segmentos foi utilizado o teste de Scott-
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Knott (p<0,05). A comparacdo das concentragdes de BAP foi realizada por meio

da analise de regressédo polinomial.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A interacdo foi significativa para as variaveis nimero e altura das
brotacGes, nimero e comprimento de raizes. Para as demais variaveis analisadas,
os fatores posi¢do do segmento e da concentracdo de BAP foram significativos
apenas quando analisados separadamente.

Os resultados da interacdo da posicdo do segmento e da concentragdo de

BAP para numero de brotacdes sdo apresentados na Figura 1.
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FIGURA 1 Numero de brotacfes de segmento apical e nodal de Ocimum selloi
submetidas a diferentes concentracGes de BAP, aos 30 dias. UFLA,
Lavras, MG, 2010. *, ** significativo a 5% e a 1%, pelo teste t,
respectivamente.

O segmento apical apresentou uma constante, ndo havendo diferenca
estatistica entre as concentracdes de BAP na inducdo de brotacdo para esse
segmento (Figura 2). No entanto, 0s primeiros e 0s segundos segmentos
apresentaram comportamento quadratico. O primeiro segmento teve o nimero
méximo estimado em 7 brotacdes, na concentracéo de 4,57 mg L™ de BAP. Em
relacdo ao segundo segmento, 0 numero méximo estimado foi de 8 brotagdes, na
concentracdo de 4,62 mg L™ de BAP. Para ambos 0s segmentos, a auséncia do
regulador de crescimento afetou negativamente a producdo de brotacbes. Esse

resultado indica que ha diferencas no desenvolvimento dos segmentos de

64



atroveran, de acordo com a sua posi¢do na planta, pois ndo forneceram explantes
uniformes quanto ao desenvolvimento in vitro.

Vicente et al. (2009), trabalhando com Vernonia condensata,
constataram que a concentracdo de 1,0 mg L™ de BAP foi a que proporcionou a
melhor resposta com relacdo ao nimero de brotacBes por explantes.

O efeito benéfico do BAP na multiplicacdo das brotagdes pode ser
relacionado com a influéncia desse regulador na divisao celular e na quebra de
dorméncia das gemas axilares, até entéo inibidas pela dominéncia apical (Brum
et al., 2002).

FIGURA 2 Segmentos apicais de Ocimum selloi, cultivadas in vitro em
diferentes concentracfes de BAP aos 30 dias. UFLA, Lavras, MG,
2010.

Os dados da interagdo para altura do broto sdo apresentados na Figura 3.
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FIGURA 3 Altura da brotacdo de segmento apical e nodal de Ocimum selloi
submetidas a diferentes concentraces de BAP, aos 30 dias. UFLA,
Lavras, MG, 2010. *, ** significativo, a 5% e a 1% pelo teste t,

respectivamente.

O crescimento da brotagdo foi maior na auséncia de BAP, para todos 0s
segmentos testados. Os resultados demonstraram gue as menores concentragdes
de BAP produziram menos brotacfes, 0 que possibilitou maior crescimento das
brotacGes, por ndo competirem por nutrientes. O segmento apical apresentou
comportamento linear, tendo o ponto de minimo de 0,31 ¢cm na concentracdo de
6 mg L™ de BAP. Os primeiros e 0s segundos segmentos nodais apresentaram
comportamento quadratico, tendo como ponto de minimo 0,66 e 0,64 c¢cm, nas

concentracdes de 4,89 e 5,49 mg L™ de BAP, respectivamente.
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Os segmentos podem acumular niveis diferentes de reguladores vegetais
enddgenos em diferentes posicdes da haste e, portanto, podem promover
respostas diversas (Pereira et al., 2005). Leontiev-Orlov et al. (2000) e Pérez-
Tornero et al. (2000) observaram que doses crescentes de citocininas inibiram o
alongamento das brotacdes em Prunaceas. Conforme Leshem et al. (1988), o uso
de citocinina em niveis elevados pode ser tdxico, pois leva a formacao de rosetas
e inibe 0 alongamento da brotag&o.

A variavel biomassa seca de brotacdo ndo apresentou interacdo. Com
relacdo a posicdo do segmento, o segundo segmento nodal forneceu melhor

resposta, seqguido do primeiro e, depois, do apical (Tabela 1).

TABELA 1 Valores médios da biomassa seca das brotacdes (BSB) nos
diferentes segmentos de Ocimum selloi. UFLA, Lavras, MG,

2010.
Segmentos BSB (9)
Apical 0,0042 ¢
1° 0,0064 b
20 0,0087 a

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

As concentracdes de BAP apresentaram comportamento cdbico para a
biomassa seca de brotacdo (Figura 4). A derivada da equa¢do mostrou peso seco
méximo de 8,62 mg em 4,67 mg L™ de BAP e peso seco minimo de 4,45 mg em
1,23 mg L™ de BAP. A auséncia de BAP proporcionou maior altura de brotacéo,
possibilitando maior producdo de biomassa. O acréscimo da citocinina ao meio

de cultura fez com que essa atura tendesse a diminuir, porém, aumentou o
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nimero de brotagBes na concentragdo de 4,67 mg L™ de BAP, o que também

possibilitou aumento da biomassa seca.
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FIGURA 4 Biomassa seca de brotacbes de Ocimum selloi submetidas a
diferentes concentracdes de BAP, aos 30 dias. UFLA, Lavras, MG,
2010.

As concentracOes de BAP mostraram ter efeito negativo para a formacéo
de raizes, independente da posi¢do do explante. Apenas houve formacdo de
raizes na auséncia do BAP (Figura 5), sendo este o melhor tratamento para o
nlmero, 0 comprimento e a biomassa seca de raizes. A diminuicdo da producao

de raizes com a adicdo de BAP normalmente ocorre porque esse regulador é
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inibidor do sistema radicular, e a inducdo ou a inibicdo dependerdo do balanco e
da interagdo entre as substancias de crescimento enddgenas e exdgenas.

Santana et al. (2006), trabalhando com Ocimum basilicum,
demonstraram que, para a variavel porcentagem de raizes, os meios de cultivo
sem BAP e nas concentracdes de 2 a 4 mg L™ apresentaram os maiores valores.
Segundo a mesma autora, na medida em que as concentragdes do regulador de

crescimento aumentaram, a porcentagem de raizes tendeu a diminuir

FIGURA 5 Segmentos de Ocimum selloi cultivadas in vitro aos 30 dias. A)
Segmento apical + 2 mg L™ de BAP. B) Primeiro segmento + 4 mg
L™ de BAP. C) Segundo segmento + 6 mg L™ de BAP. UFLA,
Lavras, MG, 2010.
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6 CONCLUSAO

O segmento apical de atroveran apresentou menor desenvolvimento para
todos os parametros avaliados. Os primeiros e segundos segmentos tiveram
desenvolvimento similar.

O aumento da concentragdo do BAP inibiu o crescimento da brotacéo e o
desenvolvimento de raizes, sendo observada a formagdo de raizes apenas nos
tratamentos em que este regulador de crescimento estava ausente.

As diferentes concentragdes de BAP foram eficientes na producéo de

brotacdes.
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CAPITULO5

ACLIMATIZACAO DE PLANTULAS MICROPROPAGADAS DE
Ocimum selloi Benth.
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1 RESUMO

Atroveran (Ocimum selloi Benth - Lamiaceae) é uma planta medicinal
nativa do Brasil. O objetivo desse trabalho foi promover a aclimatizacdo de
plantulas micropropagadas de atroveran em diferentes substratos. Os substratos
avaliados foram: areia, Plantmax®, solo e solo+esterco bovino (2:1). Aos 45
dias, avaliaram-se a altura da planta, biomassa seca da parte aérea, nimero de
nos, comprimento da raiz e biomassa seca do sistema radicular. Para a
aclimatizacéo de plantulas de Ocimum selloi, recomenda-se 0 uso do substrato
comercial Plantmax®.

Palavras-chave: atroveran, planta medicinal, substratos.
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2 ABSTRACT

Atroveran (Ocimum selloi Benth - Lamiaceae) is a native medicinal
plant from Brazil. The goal of this work was acclimatization of plantlets of
atroveran in different substratum. The treatments had consisted of following
substratum: sand, Plantmax®, soil and soil + cattle manure (2: 1). After 45 days
was evaluated the plant height, dry biomass of the aerial part, number of node,
root length and dry biomass of roots. The acclimatization of Ocimum selloi
plantlets suggests the use of the commercial substratum Plantmax®.

Key words: atroveran, medicinal plant, substratum.

75



3 INTRODUCAO

Ocimum selloi Benth é um subarbusto perene, nativo das regifes sul e
sudeste do Brasil, conhecido popularmente como alfavaquinha, elixir-paregorico
ou atroveran. A espécie tem largo uso popular como antidiarreico,
antiespasmadico e anti-inflamatério, e tem agdo comprovada como repelente de
insetos (Lorenzi & Matos, 2002).

Uma etapa critica da micropropagacdo é a aclimatizacdo, devido a
dificuldade de transferir com sucesso plantas da condicéo in vitro para a casa de
vegetacdo e, posteriormente, para o campo (Fraguas, 2003). Durante a
micropropagacdo, as plantas sdo mantidas em um ambiente totalmente
controlado. Ao serem transferidas para condicdes naturais e, por ser uma
mudanca brusca, isso deve ocorrer paulatinamente, pois as plantas ndo estdo
adaptadas ao novo ambiente.

Para que as mudas tenham alta taxa de sobrevivéncia na aclimatizacéo, é
necessario que elas produzam novas raizes em substratos e que estes tenham
condi¢Bes fisicas e nutricionais adequadas. Além do mais, a planta devera
desenvolver mecanismos de controle de transpiracdo e condutancia estomatica,
ativar controle de perda de agua pelas células e aumentar a taxa fotossintética
em condi¢des de atmosfera mais rica em CO, (Diaz-Perez et al., 1995).

Outro fator importante na aclimatizacdo de mudas é o substrato (Calvete,
2000), devendo apresentar boa coesdo entre as particulas e adequada aderéncia
junto as raizes (Toledo et al., 1997). Dessa forma, a selecdo do substrato é
fundamental no crescimento e no desenvolvimento das plantas micropropagadas,
influenciando diretamente o sucesso da aclimatizag&o.

O substrato € o meio de sustentacdo ou suporte durante o cultivo in vitro

e aclimatizacdo das plantas. Também é um fator externo de marcada influéncia
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no processo de enraizamento adventicio e sobre a qualidade das raizes formadas,
desempenhando papel importante na sobrevivéncia e no desenvolvimento inicial
da nova planta. Além disso, pode afetar o escurecimento do ambiente de
enraizamento, pH, umidade e resisténcia fisica ao crescimento das raizes, entre
outros (George, 1993).

Silva et al. (2007) observaram que plantas de Aloe vera aclimatizadas em
substrato comercial Plantmax®, durante 60 dias, em casa de vegetacdo (25+2°C,
80% de UR do ar e 40% de reducdo da radiacdo solar), apresentaram 95% das
plantas de A. vera prontas para serem transplantadas em definitivo para o campo
de producéo.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de promover a aclimatizagdo

de plantulas micropropagadas de atroveran em diferentes substratos.

4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na casa de vegetacdo do Laboratério de
Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), em Lavras, MG.

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

Plantas de Ocimum selloi, estabelecidas in vitro em meio MS/2
suplementado de 1,5% de sacarose, foram utilizadas para a realizacdo do
trabalho. Plantulas com o sistema radicular desenvolvido foram retiradas dos tubos
de ensaio e cuidadosamente lavadas com agua corrente, para eliminar os residuos do

meio de cultura. Em seguida, foram transplantadas para bandejas plasticas de 36 cm x
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27 cm, constituidas de 24 células cada. Cada bandeja correspondeu a um
tratamento.

A aclimatizacdo foi realizada em casa de vegetacdo com nebulizacdo
intermitente, temperatura mantida em torno de 26°C e sombreamento parcial
obtido com sombrite de 70% de sombreamento.

Os substratos avaliados foram: areia, substrato comercial Plantmax®,
solo (Latossolo Vermelho Escuro) e solo (Latossolo Vermelho Escuro) + esterco
bovino (2:1), totalizando 4 tratamentos. Para cada tratamento, foram utilizadas
cinco repeticdes, sendo quatro plantulas por repeticéo.

Aos 45 dias, avaliaram-se a percentagem de sobrevivéncia, a altura da
planta (cm), o ndmero de entrends, a biomassa seca da parte aérea (mg), o
comprimento da maior raiz (cm) e a biomassa seca do sistema radicular (mg).

A altura da planta e 0 comprimento da maior raiz foram determinados
com o auxilio de uma régua; para a altura, a medicao foi feita da base da planta
até a gema apical. Para a determinacdo da biomassa seca, a parte aérea da planta
(folhas e caule) e raizes foi colocada em sacos de papel kraft e acondicionada em
estufa de circulacdo forcada de ar, a 60°C, por 5 dias. Apbs esse periodo, o
material vegetal foi mensurado em balanca de preciséo.

Os dados obtidos foram submetidos & ANOVA pelo teste F (p<0,05) e
as medias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05),

utilizando-se o software Sisvar®, versio 5.0 (Ferreira, 2007).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A sobrevivéncia das plantas, durante o processo de aclimatizacdo em
diferentes substratos, ndo sofreu influéncia dos tratamentos. As demais variaveis
estudadas apresentaram resultados significativos.

Para o desenvolvimento da altura, nimero de entrends e biomassa seca
da parte aérea, o melhor substrato foi o Plantmax®, seguido dos outros
substratos, os quais ndo se diferenciaram entre si. O mesmo pode ser observado
para comprimento da maior raiz e biomassa seca do sistema radicular (Tabela 1).
Pelas suas caracteristicas fisicas e quimicas, o substrato comercial possibilitou
um melhor desenvolvimento da parte aérea (Figura 1) e do sistema radicular da
planta. A areia, por ser um substrato com baixo teor de nutrientes, nao
apresentou crescimento das raizes, mesmo tendo uma boa relacdo ar-agua. Para
Hartmann et al. (2002), o substrato adequado deve ser inerte, poroso, com boa
drenagem e capaz de manter a aeracdo e a umidade, permitindo o

desenvolvimento do sistema radicular.
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TABELA 1 Valores médios da altura, nimero de entrenés (N° E), biomassa seca
da parte aérea (BSPA), porcentagem de sobrevivéncia (% S),
comprimento da maior raiz (CMR) e biomassa seca do sistema
radicular (BSSR) de plantulas aclimatizadas de Ocimum selloi, aos
45 dias, em diferentes substratos. UFLA, Lavras, MG, 2010.

Substrato Altura N° E BSPA % S CMR BSSR

(cm) (mg) (cm) (mg)
Areia 595b  4,00b 3590b 100a 9,60b 11,58b
Plantmax® 8,90 a 7,00a 226,28a 95a 19,25a 95/18a
Solo 6,45b  500b 62,32b 100a 1352b 19,76 b

Solo + Esterco 5,43 b 5,00b 61,06 b 95a 11,47b 28,62Db

bovino

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

Segundo Silva et al. (2001), o substrato comercial tem sido considerado
adequado para o procedimento de aclimatizacdo, devido aos seus constituintes
quimicos, principalmente pela presenca de fosforo que, de acordo com
Mendonca et al. (2003), estimula o crescimento da parte aérea da planta ou,
ainda, as caracteristicas fisicas que apresentam maior porosidade total, o que d&
a esse substrato maior capacidade de retencédo de agua e aeragéo.

O Plantmax® é um substrato comercial composto de casca de pinus, turfa
e vermiculita (Wendling et al., 2002) com boa relacdo ar-agua, o que
possibilitou o bom desenvolvimento da planta. Em trabalho realizado por
Maloso et al. (2008) foi demonstrado que o substrato comercial é o mais
indicado para a aclimatizacdo de jambu [Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen],

apresentando 78,81% de plantas vivas.
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Para Bosa et al. (2003), o bom desempenho dos substratos comerciais e
das misturas de solo e ou compostos organicos com o condicionador fisico
(areia) pode ser atribuido & boa capacidade de estruturacdo do substrato.

O desenvolvimento da parte area das plantas aclimatizadas de atroveran

em diferentes substratos pode ser observado na Figura 1.

FIGURA 1 Parte aérea de plantas de Ocimum selloi aclimatizadas em diferentes
substratos, aos 45 dias. A) Areia. B) Substrato comercial C) Solo.
D) Solo + Esterco bovino (2:1). UFLA, Lavras, MG, 2010.

Pelas suas caracteristicas fisicas e quimicas, o substrato comercial
possibilitou um melhor desenvolvimento do sistema radicular da planta (Figura

2). Segundo Hoffmann et al. (2001), o Plantmax® apresenta vantagem pela sua
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uniformidade de composicdo quimica e fisica, diferentemente do que pode
ocorrer com o solo e distintos materiais organicos, 0s quais podem variar muito
nas suas caracteristicas, sendo o substrato mais recomendado, tanto para o
crescimento da parte aérea quanto das raizes.

O desenvolvimento do sistema radicular das plantas aclimatizadas de

atroveran em diferentes substratos pode ser observado na Figura 2.

FIGURA 2 Sistema radicular de plantas de Ocimum selloi aclimatizadas em
diferentes substratos, aos 45 dias. A) Areia. B) Substrato comercial.
C) Solo. D) Solo + Esterco bovino (2:1). UFLA, Lavras, MG, 2010.

6 CONCLUSAO

Para aclimatizagdo de plantas de Ocimum selloi provenientes de cultivo

in vitro, recomenda-se o uso do substrato comercial.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

A cada dia, novos estudos comprovam o poder curativo das plantas. Com
isso, 0 mercado de plantas medicinais vem crescendo e se fortificando. Para que
esse mercado continue a crescer, novas pesquisas sdo necessarias.

A cultura de tecidos tem se mostrado uma ferramenta de importante
aplicacdo nos estudos de plantas medicinais, principalmente no que diz respeito
a producdo de metabdlitos especiais e de mudas de plantas.

No presente trabalho, observou-se que as altas concentragdes de sais no
meio de cultura MS prejudicaram a germinacdo de sementes e o0
desenvolvimento de plantulas de Ocimum selloi cultivadas in vitro, assim como
as altas concentracfes de sacarose. O uso do regulador de crescimento BAP
possibilitou a producdo de brotos, tornando vidvel a multiplicacdo dessa planta
in vitro. Constatou-se, ainda, que o substrato comercial apresenta caracteristicas
adequadas para o bom desenvolvimento da plantula, no processo de

aclimatizacéo.
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