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RESUMO

A baixa taxa de multiplicacdo e alta de contaminagao dos explan-
tes sdo algumas das dificuldades na micropropagacdo da alcachofra. A
germinacdo de sementes in vitro pode ser uma alternativa de obtencéo
de explantes sadios para estabelecimento de futuros cultivos in vitro.
O trabalho desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia Vegetal
da UPF-FAMV teve por objetivo avaliar a germinacdo in vitro de
sementes de alcachofra cv. Nobre, em trés experimentos, testando
concentracdes de cloro ativo na assepsia das sementes; tratamentos
do tegumento (mantido intacto, com cortes laterais ou eliminagao);
condi¢des de luminosidade (claro ou escuro); e dois meios de cul-
tura [meio MS, com concentragdo de sais reduzida a metade (M1) e
meio MS completo(M2)]. Em ambos foram adicionados 30 g L' de
sacarose e 7 g L' de agar, sendo o pH ajustado para 5,6 £ 0,1 com
NaOH. Os cultivos foram realizados em camara de crescimento.
A obtencdo de plantulas sadias de alcachofra em curto espago de
tempo (sete dias), para utilizacdo como fonte de explantes ¢ viavel
a partir da germinacdo in vitro de sementes sem o tegumento (77,5%
de germinacdo), utilizando os meios de cultura M1 ou M2 e camara
de crescimento desprovida de luz. Nestas condigdes, a assepsia das
sementes pode ser realizada com alcool 70% por 30 min e posterior
imersdo em solucao contendo 2% de cloro ativo por dez minutos,
antes da remocdo do tegumento.

Palavras-chave: [Cynara cardunculus L. subsp. scolymus (L.) Fiori],
meio de cultura, explante, cultivo in vitro.

ABSTRACT
In vitro artichoke seed germination

Low multiplication rates and high contamination in the explants
are some of the difficulties in artichoke micropropagation. In vitro
seed germination may be an alternative to obtain healthy explants
for use in future in vitro cultivation. This project developed at
the laboratory of Universidade de Passo Fundo was established
to evaluate cv. ‘Nobre’ artichoke seeds in vitro germination. In
three experiments, active chloride concentrations on seed aseptic
technique; tegument treatment (kept intact, with side cuts and
elimination); lighting conditions (light or dark); and two cultivation
media [MS medium, with salts concentration reduced by half (M1)
and MS medium, full strenger (M2)] have been tested. In both cases,
30 g L' sucrose and 7 g L' agar were added, with pH adjusted to 5.6
with NaOH. Cultivation took place in a growth chamber. It is viable
to obtain healthy artichoke plantlets in short time (seven days), to be
used as a source of explants from in vitro seed germination without
the tegument (77,5% of germination), using the M1 or M2 culture
medium and growth chamber without light. In these conditions, the
asepsis of seeds can be done with alcohol 70% during 30 minutes
and the subsequent immersion in solution of 2% of active chlorine
during 10 minutes, before the removal of the tegument.

Keywords: [Cynara cardunculus L. subsp. scolymus (L.) Fiori],
culture medium, explant, in vitro culture.
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alcachofra (Cynara cardunculus
. subsp. scolymus (L.) Fiori), per-
tencente a familia Asteraceae (Robles,
2001), ¢ uma planta herbacea tipica da
bacia do Mediterraneo (Barba et al.,
2004). As inflorescéncias (capitulos) sdo
muito apreciadas para o consumo in na-
tura ou industrializado (Narvaez, 2002).
A demanda como planta medicinal tem
aumentado durante as ultimas décadas
devido a grande aceitacdo de suas folhas
e inflorescéncias para o tratamento de
varias doengas e enfermidades (Eich et
al., 2005). A alcachofra também ¢ utili-
zada como planta ornamental, em hortas
ejardins, devido as belas inflorescéncias
e as folhas grandes e brilhantes.
Em 1994, na regido norte do Rio
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Grande do Sul, a Cooperativa Triticola
de Erechim (Cotrel, 2005), em um con-
vénio com a Italia, introduziu a cultura
da alcachofra, criando um programa de
produgao entre seus associados, com a
finalidade de industrializar o produto
e oferecer fonte de renda alternativa
para os pequenos produtores (Donida,
2004). A partir do material introduzido
da Italia foram selecionados exemplares
que apresentavam caracteristicas ade-
quadas para a industria. Desta selegdo
surgiu a cultivar Nobre, que ¢ hoje
cultivada exclusivamente na Regido do
Alto Uruguai do RS, para fabricagao de
conservas. Esta cultivar possui como
caracteristicas o capitulo alongado,
com bracteas compactas e de coloragdo

interna branca, caracteristicas exigidas
pela industria de conservas.

Alguns problemas entretanto tém
impedido a maior expansao da cultura
no RS, como por exemplo a producdo
de mudas para a distribuig¢@o aos produ-
tores. A partir de sementes, os materiais
oriundos da Italia apresentaram boa
adaptagdo local, com elevada produtivi-
dade. No entanto, o grau de segregagao
se mostrou elevado, com a produgao
de capitulos que ndo serviam para a
industria de conservas, devido ao padrao
desuniforme de coloracdo e tamanho,
ndo atendendo as exigéncias do mercado
consumidor. Outro entrave tem sido o
baixo indice de pega das mudas, devido
aos solos da regido muito argilosos e a
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suscetibilidade da cultura a bactéria do
género Erwinia, muito comum nos solos
da regido de cultivo.

A propagacao da alcachofra por
sementes apresenta algumas vantagens,
tais como possibilidade da semeadura
mecanica, reduzindo custos de mao-
de-obra, e rotacdo com outras espécies,
para o controle de moléstias e nematoi-
des (Basnizki & Zohary, 1987). Outro
aspecto importante é a preven¢do de
viroses, que ndo sdo transmitidas através
da semente (Basnizki & Zohary, 1987;
Camargo, 1992). No entanto, as cultiva-
res de alcachofra sdo altamente heterozi-
gotas, uma vez que a cultura é aldgama
(polinizagdo cruzada), segregando quan-
do propagadas por semente, originando
progénies com elevada variabilidade
morfologica (Robles, 2001), inclusive
plantas com espinhos, produtoras de
capitulos ndo comestiveis, semelhantes
ao cardo (Cynara cardunculus L.) (Ca-
margo, 1992). Apesar disso, vem sendo
observada uma tendéncia do melhora-
mento genético para o desenvolvimento
de cultivares anuais, que se reproduzem
por sementes, com certo grau de unifor-
midade e geracdo de poucos rebentos
(Robles, 2001).

O processo de propagagao vegetati-
va por rebentos ¢ utilizado por acelerar o
inicio da colheita e reproduzir com segu-
ranga as caracteristicas da planta matriz
(Robles, 2001). Entretanto, é necessario
ter alguns cuidados ao adquirir as mu-
das, pois podem ocorrer problemas com
a disseminacdo de pragas, bacterioses ¢
fungos (Isechi et al., 1998).

A micropropagagdo ¢ uma técnica
alternativa de propagacdo assexuada,
que apresenta a vantagem de reduzir a
disseminacao de doencas e a segregacao
genética. Estudando a micropropagacao
da alcachofra a partir de apices vegeta-
tivos, Cadinu et al. (2003) obtiveram
50% de plantas isentas de virus no
meio MS.

O sucesso da micropropagagio pode
estar na dependéncia de fatores genéti-
cos, fisiologicos ou ambientais, podendo
ser encontrada grande variabilidade nas
respostas in vitro, levando a necessidade
de se definirem protocolos diferencia-
dos (Grattapaglia & Machado, 1998).
Especificamente na micropropagacao
da alcachofra tém sido encontradas
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dificuldades como a baixa taxa de mul-
tiplicacdo in vitro e alta de contaminacgao
dos explantes. Augustin et al. (2006)
avaliaram a taxa de multiplica¢do de
apices caulinares da alcachofra cv. No-
bre em trés meios de cultura e o desen-
volvimento das plantulas durante cinco
subcultivos. Concluiram que a taxa de
multiplicacdo ¢ baixa, independente
do meio de cultura, sendo a maior taxa
obtida de 2,68 brotos por plantula.

Durante a micropropagac@o ¢ comum
ocorrerem perdas significativas devido
a contaminacdo por microrganismos
presentes na superficie dos explantes
ou, endofiticos, principalmente fungos
e bactérias. A ocorréncia de contamina-
¢Oes ¢ mais freqiiente quando se realiza
a micropropagagdo de espécies lenho-
sas, ou quando a assepsia ¢ dificil de
ser executada, devido as caracteristicas
do explante, ou por este estar localizado
em regides da planta matriz proximas
do solo (Suzin, 2004), como no caso da
alcachofra (Mauromicale, 1984).

A germinagdo de sementes de alca-
chofra in vitro pode ser uma alternativa
para a obtenc@o de explantes livres de
infestagdes para serem utilizados no
processo de micropropagagao.

O processo de germinagao de semen-
tes in vitro visando a producao de mudas
tem sido utilizado em outras espécies,
como, em aroeira (Myracrodruon urun-
deuva Fr. All.) (Andrade et al., 2000),
em mangabeira (Hancornia speciosa
Gomez) (Pinheiro et al., 2001), em or-
quideas (Bach & Castro, 2004; Castro
& Bach, 2007), em fisalis (Physalis
peruviana L.) (Chaves et al., 2005), em
jacaranda (Jacaranda ulei Bureau e K.
Schum) (Noleto ez al., 2003), em pesse-
gueiro (Prunus persica) (Barbosa et al.,
1985) e em bromélia (Vriesea simplex)
(Bromeliaceae) (Castro et al., 2007).

O trabalho objetivou avaliar a ger-
minagdo de sementes de alcachofra cv.
Nobre em dois meios de cultura, subme-
tidas a diferentes processos de assepsia,
tratamentos do tegumento e influéncia
da presenga e auséncia de luz.

MATERIAL E METODOS

No periodo de outubro de 2006 a
fevereiro de 2007 foram realizados trés

experimentos no Laboratério de Biotec-
nologia Vegetal da Faculdade de Agro-
nomia e Medicina Veterinaria (FAMYV),
da Universidade de Passo Fundo (UPF),
em Passo Fundo-RS.

Selecionou-se sementes de alca-
chofra, cv. Nobre, uniformes e sem
deformidades (com maior tamanho e
melhor aparéncia). As mesmas foram
tratadas com o fungicida Thiram 480
TS® (ingrediente ativo Tiram 280 mL
i.a. por 100 kg de semente) e lavadas
trés vezes com agua destilada e auto-
clavada para retirada do excesso de
fungicida e impurezas mais grosseiras.
Em camara de fluxo laminar, utilizando
pingas, placas de Petri e frascos de vidro
previamente esterilizados, foi realizada
a assepsia das sementes com alcool 70%
por 30 minutos e hipoclorito de sodio
com concentragdes variando conforme
o experimento, sendo em seguida la-
vadas trés vezes com agua destilada e
autoclavada. Antes dos tratamentos no
tegumento e da semeadura, as sementes
foram mantidas imersas por 24 ou 48 h,
conforme o experimento, em agua tam-
bém destilada e autoclavada, num volu-
me de 1 L para cada 100 sementes, em
beakers fechados com papel aluminio e
mantidos em camara de fluxo laminar no
escuro. Passado o periodo de imersao,
as sementes foram lavadas por mais trés
vezes antes de serem submetidas aos
respectivos tratamentos.

Para a semeadura foram utilizados
frascos de vidro de 250 mL, onde foi
vertido cerca de 30 mL de meio de cul-
tura (2 cm). Em cada frasco foram co-
locadas 6 sementes. Os meios de cultura
utilizados para a semeadura foram: meio
MS (Murashige & Skoog, 1962) com
concentragdo de sais reduzida a metade
(M1); e meio MS completo (M2). Em
ambos adicionou-se 30 g L' de sacarose
e 7 g L' de agar, sendo o pH ajustado
para 5,6+0,1 com NaOH.

O cultivo in vitro das sementes foi
realizado, em todos o0s experimentos, em
camara de crescimento com temperatura
de 25+2°C. Quando na presenca de luz,
o fotoperiodo mantido foi de 16 horas de
luz e radia¢do de 36 pmol m2s..

Experimento 1 - foi testada a germi-
nacdo das sementes de alcachofra com
Iuz e no escuro, em dois meios de cultura
(M1 e M2), comparando ainda, o efeito
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da realiza¢do ou ndo de um corte lon-
gitudinal em cada lateral do tegumento
das sementes. A assepsia das sementes
foi realizada com alcool 70% por 30 min
+ hipoclorito de sodio (8,3% de cloro
ativo com pH ajustado para 6,0) por dez
minutos. Apds a imersdo em agua por 24
horas, conforme descrito anteriormente,
foram realizados os cortes laterais do
tegumento.

Os frascos com as sementes foram
mantidos em camara de crescimento,
sendo parte deles mantidos sob luz (no
claro) e outra no escuro. O delineamento
experimental foi inteiramente casua-
lizado, com os tratamentos arranjados
em parcelas subdivididas, com a pre-
senga/auséncia de luz constituindo as
parcelas principais e, nas subparcelas,
sendo alocados os fatores meios de
cultura x tratamento do tegumento,
com cinco repeticdes ¢ seis sementes
por subparcela.

Apds 30 dias da semeadura foram
avaliadas as sementes com rompimen-
to do tegumento (%), com emissdo de
cotilédones, com emissdo da radicula
e de sementes contaminadas. Por
nao apresentar variabilidade entre os
tratamentos, os dados de emissdo de
cotilédones e de radicula nao foram sub-
metidos a analise estatistica. As demais
variaveis foram submetidas a analise de
variancia, ¢ as diferencas entre médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de significancia. Para efeito de analise
estatistica os dados foram transformados
em arco seno [raiz (x/100)]. O programa
estatistico Estat (Unesp-Jaboticabal) foi
utilizado na analise deste e dos demais
experimentos.

Experimento 2 - as sementes tam-
bém foram semeadas em dois meios de
cultura (M1 e M2), com e sem corte
lateral do tegumento e imersdo em
agua por 24 horas antes do corte lateral
¢ da semeadura. Porém, a assepsia das
mesmas foi realizada com menor con-
centragdo de cloro ativo (&lcool 70% por
30 min + hipoclorito de s6dio 5,7% de
cloro ativo por dez minutos), uma vez
que foi cogitada a hipdtese de que altas
concentragdes de hipoclorito poderiam
ter efeito toxico sobre a germinagao das
sementes in vitro. Outro diferencial nes-
te experimento foi que os frascos com
as sementes em meio de cultura foram
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mantidos em camara de crescimento
apenas no escuro, em razao de que, no
experimento 1, foi observada menor
oxidag¢do dos cotilédones emitidos
quando as sementes foram mantidas
nessa condigao.

O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com os trata-
mentos arranjados no esquema fatorial
2 x 2 (sem e com corte do tegumento X
meios de cultura M1 e M2), com cinco
repeticdes e seis sementes por parcela.

Foram realizadas cinco avaliagdes
(5, 10, 15, 20 ¢ 25 dias apos a
semeadura) da porcentagem de se-
mentes com rompimento do tegumento
e de sementes contaminadas. Os dados
foram submetidos, em cada época ava-
liada, a analise de variancia. Para a com-
paracdo entre as datas de avaliagdo, em
cada tratamento, foi aplicada a analise
de variancia da regressao.

Experimento 3 - foi estudado o
efeito da remocdo total do tegumento,
comparado com sementes mantidas
intactas, em dois meios de cultura (M1
e M2). Com a remogdo do tegumento
foi possivel visualizar e selecionar ape-
nas as sementes sadias. A assepsia das
sementes foi realizada antes da remogao
do tegumento, em camara de fluxo
laminar, e constituiu-se da imersdo das
mesmas em alcool 70% por 30 min e,
posteriormente, em hipoclorito de sodio
(2% de cloro ativo) por dez minutos.
O tempo de imersdo das sementes em
agua antes da semeadura foi ampliado
de 24 para 48 h para facilitar a retirada
do tegumento. As sementes em meio de
cultura foram mantidas em camara de
crescimento no escuro.

O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com os trata-
mentos arranjados no esquema fatorial
2 x 2 (sem e com a retirada do tegu-
mento X meios de cultura M1 e M2),
com cinco repeticdes e 24 sementes
por parcela (quatro frascos com seis
sementes). Os dados de germinagdo (%)
(emissdo de cotilédones + radicula) e
de contaminagado, aos sete dias apos a
semeadura, foram submetidos a analise
de variancia.

RESULTADOS E DICUSSAO

Experimento 1 - o meio de culturae

a luz ndo influenciaram os resultados. As
sementes com rompimento do tegumen-
to foram beneficiada, ainda que de forma
reduzida (12,5%), apenas pela realizacao
de cortes na lateral do tegumento. J4 as
sementes intactas (sem cortes) apresen-
taram apenas 2,5% de rompimento do
tegumento. Esses resultados reforcam a
teoria de que a presenca do tegumento
realmente constitui uma barreira fisica
a germinacao das sementes. Resultados
semelhantes foram observados por Cus-
tédio et al. (2002) com urucum (Bixa
ollerana L.), em que a estratificacdo
das sementes cortadas na porcao distal
do tegumento se mostrou eficaz para
superar a dorméncia.

Franco & Ferreira (2002) também
observaram, na germinagao de sementes
de caixeta [Didymopanax morototoni
(Aubl.) Dcne. et Planch], que a esca-
rificacdo mecanica do tegumento com
lixa ou a realizagdo de cortes no mesmo
favoreceu a germinagao, provavelmente
por tornar o tegumento mais fino, redu-
zindo o impedimento fisico e permitindo
a passagem de agua até o embrido.

Também foi observado que, do total
de 240 sementes analisadas, apenas
2,1% apresentaram emissao dos cotilé-
dones e nenhuma apresentou emissao
de radicula.

Embora varios autores relatem a
influéncia da luz na germinagdo de se-
mentes, no presente trabalho este efeito
nao foi verificado. Conforme Bewley &
Black (1994), as sementes de muitas es-
pécies sao afetadas pela exposi¢do a luz
branca por alguns minutos ou segundos,
enquanto que outras requerem ilumina-
¢do intermitente. Também existem os
efeitos fotoperiodicos, em que algumas
espécies requerem exposicdes a dias
longos e outras a dias curtos. Convém
destacar, que o requerimento de luz
freqiientemente depende da tempera-
tura. A alface por exemplo, geralmente
apresenta dorméncia no escuro somente
acima de 23°C.

Miccolis et al., apud Donida (2004),
mencionam que a redu¢do da germina-
cdo e morte de plantulas de alcachofra
podem ocorrer devido ao baixo vigor das
sementes, o que estaria associado a altas
temperaturas, além dos danos mecanicos
e imaturidade das sementes. A preci-
pitacdo pluviométrica pode interferir
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Tabela 1. Rompimento do tegumento de sementes de alcachofra cv. Nobre em dois meios
de cultura, com e sem o corte lateral (disruption of artichoke cv. Nobre seed tegument in two
culture media with and without lateral cut). Passo Fundo, UPF, 2006.

Rompimento do tegumento (%)

Tratamentos Dias apés a semeadura

5 10 15 20 25
M1 - %> MS 16,7 23,3m 25,0 31,7 31,7
M2 — MS completo 11,7 10,0 11,7 16,7 18,3
Tegumento com cortes 15,0 20,0 23,4 33,3 334~
Tegumento intacto 13,4 13,4 13,4 15,0 16,7
Média 14,2 16,7 18,4 24,2 25,0
CV (%) 101,8 103,6 96,4 88,6 84,4

Ns= ndo significativo pelo teste F a 5% de significancia (not significant for the test F 5%

of significance).

diretamente na qualidade da semente e
na porcentagem de germinacao. Assim,
nao se pode descartar certo comprome-
timento do vigor das sementes utilizadas
no experimento, uma vez provenientes
de lavouras de producdo, expostas a
fatores adversos, como alta temperatura
e excesso de chuvas.

Quanto as sementes contaminadas,
apenas o fator luminosidade afetou esta
variavel, com maior contamina¢do no
escuro (média de 35%) e menor com
luz (7,5%).

Aluz, quando em grande intensidade,
pode ser nociva para 0s microrganismos,
devido a ocorréncia da fotoxidagdo do
oxigénio. Nesta reagdo, pigmentos como
clorofila, citocromos e flavinas podem
absorver energia luminosa e atuar como
fotosensibilizadores excitados, os quais
transferem energia para o O,, originando
moléculas de 'O,, que sdo agentes oxi-
dantes que causam a destrui¢@o da célula
(fotoxidacdo) e, em conseqiiéncia, a

morte dos microrganismos presentes na
mesma (Moniz, 2006).

Compostos como o peroxido de
hidrogénio (H,0,), o superoxido de oxi-
génio (O,’) e radicais de hidroxila livres
(OH") podem ser produzidos em fungao
de processos oxidativos (mediante a
ativagdo de elétrons), injurias no tecido
vegetal e presenga de fatores abidticos
(UV, altas temperaturas, poluentes,
estresse osmotico e mecanico). Estes
podem ter diversas fungdes na defesa
dos tecidos ou plantas a patogenos.
Podem agir como agente antifungico e
antimicrobiano (efeito toxico direto);
servir como sinalizadores para a ati-
vacao de genes de defesa; e promover
a morte celular no tecido infectado
(Cursino-Santos et al., 2003; Resende
et al., 2003).

Embora a permanéncia das sementes
no escuro tenha favorecido o apareci-
mento de contaminagdes, o aspecto vi-
sual das que apresentaram rompimento

Tabela 2. Contaminagdo de sementes de alcachofra cv. Nobre em dois meios de cultura,
com e sem o corte lateral do tegumento (contamination of artichoke cv. Nobre seeds in two
culture media, with and without lateral cut of tegument). Passo Fundo, UPF, 2006.

Sementes contaminadas (%)

Tratamentos Dias apés a semeadura

5 10 15 20 25
M1 - %2 MS 5,00 28,3 55,0m 65,5™ 70,0
M2 — MS completo 10,0 35,0 60,0 80,0 90,0
Tegumento com cortes 5,00 31,7 63,3 80,0 80,0
Tegumento intacto 10,0 31,7 51,7 65,0 80,0
Média 7,5 31,7 57,5 72,5 80,0
CV (%) 153,0 80,3 63,5 53,0 52,3

ns= ndo significativo pelo teste F a 5% de significancia (not significant for the test F 5% of

significance).
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de tegumento e emissdo de cotilédones
foi satisfatorio, ou seja, ndo apresenta-
vam oxidacdo. Assim, adotou-se para os
demais experimentos a manutencao das
sementes no escuro.

Experimento 2 - com a concentra-
¢do de cloro ativo reduzido para 5,7% ¢
semeadura no escuro, ndo houve efeito,
em nenhuma das épocas avaliadas (no
decorrer de 25 dias da semeadura), dos
dois meios de cultura e dos tratamentos
de corte no tegumento (com ¢ sem corte)
sobre o rompimento do tegumento ¢ a
contaminagdo das sementes (Tabela 1).

A porcentagem de sementes com
rompimento do tegumento ndo foi sa-
tisfatoria, variando de 14,2%, aos cinco
dias apos a semeadura, a 25,0%, aos 25
dias. Embora diferencas estatisticas ndo
tenham sido verificadas, foi possivel
observar uma tendéncia de melhores
resultados no meio M1 e com cortes
laterais das sementes. No entanto, a ger-
minag¢do (com emissdo de cotilédones +
radicula) ndo foi observada em nenhum
dos tratamentos.

A analise de regressdo demonstrou
que, ao longo do periodo de 25 dias da
semeadura, houve aumento linear signi-
ficativo da porcentagem de tegumentos
rompidos quando as sementes tiveram
os mesmos submetidos aos cortes e
semeadas no meio M2 (Figura 1). Tam-
bém no meio M1 houve uma tendéncia
de acréscimo de tegumentos rompidos,
contudo a andlise de regressdo nao se
mostrou significativa.

Como foi salientado anteriormente,
o baixo indice de germinacdo das se-
mentes de alcachofra pode estar asso-
ciado ao tegumento muito duro, dificil
de ser removido. A execugdo de cortes
laterais no tegumento provavelmente
permite que a agua penetre e chegue
ao embrido, possibilitando o inicio do
processo germinativo. Contudo, uma
vez que ndo houve a emissao da radicula
e dos cotilédones, o processo nao foi
completo.

O indice de contaminagdo, aos 25
dias, foi bastante elevado (média de
80%), ndo diferindo, em cada época
avaliada, em fun¢@o do meio de cultura
e dos tratamentos de corte no tegumento
(Tabela 2). Neste experimento, a conta-
minagdo das sementes foi maior do que
no experimento 1, possivelmente pela
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Figura 1. Rompimento do tegumento de sementes de alcachofra cv. Nobre no meio de
cultura M2 (MS completo), com corte lateral do tegumento (disruption of artichoke cv.
Nobre seed tegument in M2 culture media (complete MS), with lateral cut of tegument).

Passo Fundo, UPF, 2006.

diminui¢do na concentracdo de cloro
ativo na solu¢@o utilizada na assepsia
das sementes.

De acordo com Hirata & Mancini
Filho (2002), apud Domini et al. (2005),
o mecanismo de a¢do do cloro ativo ndo
¢ bem conhecido, mas hipdteses consi-
deram que pode haver uma combinagao
do cloro com proteinas da membrana
celular dos microrganismos, causando
alteragdes estruturais da membrana, ou
interferindo no transporte de nutrientes
através da mesma, formando compostos
toxicos e levando a inibigdo de enzimas
essenciais. No entanto, fatores como pH
(Bizzetto & Homechin, 1999), concen-
tragdo do agente esterilizante e tempo
de exposi¢do do explante ao mesmo
sdo fatores que podem contribuir para
o sucesso da desinfestagdo (Domini et
al., 2005).

A analise de regressdo demonstrou
que houve, ao longo do periodo de 25
dias apds a semeadura, para todas as
combinagdes de tratamentos (meios
de cultura x tratamento do tegumento),
aumento linear significativo da porcen-
tagem de contaminacao (Figura 2).

A contamina¢do das sementes nos
meios de cultura foi ocasionada pelo
aparecimento de bactérias e fungos,
provavelmente endégenos a semente.
Segundo Donida (2004), o poder germi-
nativo das sementes de alcachofra pode
ser afetado pelos patdgenos associados
a mesma. Miccolis et al., apud Donida
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(2004), obervaram a presenga dos gé-
neros de fungos Rhizopus, Alternaria
e Aspergillus associados a semente, no
entanto, a melhoria da germinacdo foi
verificada com o tratamento utilizando
sulfato de 8-hydroxy quinona, tiram e
captan.

Experimento 3 - Diante das dificul-
dades em obter germinagdo nos experi-
mentos anteriores, neste experimento foi
testada a remoc@o total do tegumento
para verificar se este realmente se cons-
tituia numa barreira fisica a germinagao.
As sementes foram mantidas no escuro,

em fungdo da menor ocorréncia de oxi-
dacdo dos cotilédones.

Para minimizar o possivel efeito
residual toxico do cloro ativo, foi redu-
zida a concentragdo do mesmo de 5,7
para 2% na assepsia das sementes. Ja
o tempo de imersdo das sementes antes
da semeadura em agua foi ampliado de
24 h para 48 h, para facilitar a remogao
do tegumento.

Houve efeito significativo apenas
do tratamento dado ao tegumento da
semente sobre a porcentagem de ger-
minagdo. A remogao total do tegumento
possibilitou uma rapida ¢ satisfatoria
germinagdo (77,5%), apresentando
as plantulas aos sete dias porte para a
retirada de explantes (repicagem). As
sementes com o tegumento mantido in-
tacto ndo germinaram. O meio de cultura
ndo revelou efeito significativo sobre a
germinacdo das sementes. Verificou-se,
portanto, que o tegumento da semente
de alcachofra se constitui numa barreira
fisica a germinagdo. Outro aspecto a
considerar ¢ que a remogao total do te-
gumento permitiu visualizar e selecionar
as sementes mais sadias, o que pode
ter favorecido a maior porcentagem de
germinagdo nesse tratamento.

Os resultados sdo concordantes com
Pinheiro ef al. (2001) que, na germina-
¢do in vitro da mangabeira (Hancomia
speciosa G.), em diferentes meios de
cultura, observaram que as sementes
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Figura 2. Contaminagdo de sementes de alcachofra cv. Nobre em dois meios de cultura
(M1=1/2 MS e M2=MS completo), com (TC - tegumento cortado) e sem (TI — tegumento
intacto) o corte lateral do tegumento. (Contamination of artichoke cv. Nobre seeds in two
culture media (M1=1/2 MS and M2= complete MS), with (TC= cut tegument) and without
(TI= intact tegument) lateral cut of tegument. Passo Fundo, FAMV/UPF, 2006.
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sem tegumento obtiveram maior por-
centagem de germinagdo. Itaya et al.
(2005), estudando a germinacdo in
vitro de aquénios de Viguiera discolor
(Asteraceae), obtiveram 80% de germi-
na¢do quando os envoltorios externos
foram retirados das sementes. Lima ef
al. (2007) verificaram, na germinacao
in vitro de sementes de urucum (Bixa
orellana L.), que a retirada do tegumen-
to incrementou a porcentagem de germi-
nag¢ao, apresentando-se como o melhor
método para superar a dorméncia.

Nao foi observado efeito do meio de
cultura e do tratamento do tegumento
sobre a contaminagdo, que foi baixa, de
16,7% apos sete dias da semeadura.

Assim, pode-se concluir que a ob-
tengdo de plantulas sadias de alcachofra
cv. Nobre, para utilizagdo como fonte de
explantes no cultivo in vitro, € viavel a
partir da germinagao in vitro de semen-
tes. Com base nos experimentos realiza-
dos, pode-se indicar, para a obtengdo de
satisfatoria taxa de germinagao (77,5%),
baixa porcentagem de contaminacao
(16,7%) e, em curto espaco de tempo
(sete dias), plantulas em condigdes de
fornecer explantes para repicagem, a
técnica de assepsia das sementes com
alcool 70% por 30 min, posterior imer-
sdo, por dez minutos, em solu¢do de
hipoclorito de sodio contendo 2% de
cloro ativo, e retirada do tegumento.
A semeadura pode ser realizada em
meio de cultura MS completo ou com
concentracdo de sais reduzida a metade,
mantidas as sementes em camara de
crescimento no escuro.
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