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Germinagao in vitro de Hyptis leucocephala Mart. ex Benth. e Hyptis platanifolia
Mart. ex Benth.
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RESUMO: Hyptis leucocephala e Hyptis platanifolia (Lamiaceae) sao espécies aromaticas
endémicas do semiarido nordestino e possuem grande importancia econémica devido ao
seu potencial medicinal. O presente trabalho teve por objetivo obter o protocolo para o
estabelecimento inicial in vitro das espécies H. leucocephala e H. platanifolia. O meio de cultura
WPM promoveu a maior porcentagem de germinagao (96,81%) para H. leucocephala, porém
nao diferiu estatisticamente dos resultados obtidos no MS'z na ultima semana de cultivo. Para
a germinacao de sementes de H. platanifolia, o MS. foi o meio que proporcionou a maior
porcentagem (40,83%). O tipo de esterilizagdo nao interferiu na germinagéao in vitro para as
duas espécies. Para a espécie H. platanifolia, quando se utilizou o fechamento dos tubos de
ensaio com tampao de algodao, a hiperidricidade foi eliminada; porém, a porcentagem de
germinagao das sementes foi menor. Avaliando-se o tipo de meio de cultura no crescimento in
vitro de H. leucocephala observou-se que este fator ndo influenciou no nimero de brotagdes,
nem o comprimento de parte aérea e da matéria seca de raiz. O meio MS proporcionou
incremento para o numero de folhas, matéria seca da parte aérea, e comprimento da maior raiz,
enquanto o meio MS% foi o que promoveu maior numero de raizes. O meio de cultura ideal
para a germinagao de H. leucocephala e H. platanifolia foi o MSY, podendo ser esterilizado
com hipoclorito de sédio, enquanto que o MS foi o melhor meio de cultura para o crescimento
in vitro de H. leucocephala.

Palavras-chave: Meios de cultura, Estabelecimento in vitro, Esterilizagado quimica, Crescimento
in vitro.

ABSTRACT: In vitro germination of Hyptis leucocephala Mart. ex Benth. and Hyptis
platanifolia Mart. ex Benth. The Hyptis leucocephala and Hyptis platanifolia (Lamiaceae) are
aromatic species, endemic to the Brazilian Semiarid northeast, and they have great economic
importance becaude of their pharmacological potential. This study aimed to obtain the protocol
for the in vitro establishment of H. leucocephala and H. platanifolia plants. The WPM promoted
higher germination percentage (96.81%) for H. leucocephala, but there was no difference
between the results obtained in 72MS, in the last week of cultivation. For the germination of
H. platanifolia, /2aMS was the one that provided the highest percentage (40.83%). The type
of sterilization did not affect the in vitro germination of both species. For the H. platanifolia
species, when we closed the tubes with a cotton plug, hyperhydricity was eliminated, but the
percentage of seed germination was the lowest one. Evaluating the type of culture medium
on the in vitro growth of H. leucocephala, it did not influence the number of shoots, length of
shoot or root dry matter. The MS medium promoted an increase of the number of leaves, dry
shoot and longest root length, and the 2MS medium was more suitable for root induction. The
optimal culture medium for the germination of H. leucocephala and H. platanifolia is -MS, as
it can be sterilized with sodium hypochlorite, while the MS was the best culture medium for the
in vitro growth of H. leucocephala.

Keywords: Culture medium, in vitro establishment, Chemical sterilization, in vitro growth.

INTRODUGAO
Os componentes da biodiversidade importancia econémica. Dentre eles, destacam-se
podem fornecer uma ampla gama de produtos de os fitoterapicos e os fitofarmacos, originados dos
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recursos genéticos vegetais, mais especificamente
de plantas medicinais (Guerra & Nodari, 2007), cuja
demanda por espécies medicinais tem crescido
consideravelmente nos ultimos anos. De acordo
com Giulietti & Queiroz (2006), a regido do semiarido
possui alta diversidade da flora com potencial
para o uso sustentavel, incluindo alta proporgéo
de espécies com compostos ativos. Na regido ja
se obteve a descoberta de substancias puras e
a producdo de semissintéticos com potencial de
utilizagdo em doengas que afetam a populagéo da
regiao.

Entre essas espécies vegetais produtoras
de biocompostos, tém-se espécies aromaticas
que possuem alto potencial antimicrobiano, como
Hyptis leucocephala e H. platanifolia. O 6leo
essencial obtido das folhas de H. leucocephala
possui atividade contra Bacillus cereus; Candida
albicans e Staphylococcus aureus (Rodrigues,
2007), enquanto que o da espécie H. platanifolia,
tem atividade frente a Salmonella choleraesuis;
C. albicans e S. aureus (Moreira, 2006). O extrato
metandlico das suas folhas e caules que também
apresentaram atividade frente a Escherichia coli
C. albicans; S. aureus (Nobre, 2008). Resultados
como esses podem ser promissores no sentido da
descoberta de substancias bioativas, uma vez que
se tem observado o desenvolvimento da resisténcia
microbiana as substancias sintéticas ja existentes.

Diante do elevado potencial fitoquimico e
econdmico dessas espécies para a populagao do
semiarido, torna-se importante o desenvolvimento de
pesquisas voltadas para a propagacao e avaliagao
do potencial produtivo sob diferentes condigbes de
cultivo. A propagacgao natural do género Hyptis se
da por sementes. Entretanto, a produgéo comercial
de mudas por via sexual é limitada em virtude da
dorméncia das sementes (Maia et al., 2008), além
da sazonalidade na produgao, com redugao rapida
da viabilidade (Oliveira et al., 2011). Para as duas
espécies em estudo nao existem relatos na literatura
cientifica sobre a germinagdo das sementes e
crescimento de mudas. Em trabalho realizado
recentemente por Oliveira et al. (2011), verificou-se
a viabilidade da propagagéao vegetativa via estaquia,
demonstrando que a propagagao assexual € um
caminho viavel a ser seguido para a propagacgao
das mesmas.

Neste contexto, o uso de técnicas
biotecnolégicas, como a cultura de tecido vegetal,
tém sido largamente utilizadas na propagacgao
de plantas medicinais por possibilitar a produgéo
massal eficiente de mudas micropropagadas.
Esta técnica também contribui para preservar as
populagdes naturais, pois para a obteng¢ao do 6leo
essencial retira-se grande quantidade de plantas do
ambiente natural, podendo ocasionar a extingao de
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espécies (Nepomuceno, 2012).

Para iniciar o processo de micropropagagao
€ necessario estabelecer a espécie in vitro, ou seja,
definir as melhores condigdes para a obtencéao
de material vegetal livre de contaminantes e com
qualidade fisiologica adequada, de forma a viabilizar
as demais etapas do cultivo in vitro. Para a maioria
das espécies essa etapa tem sido o0 maior obstaculo,
sobretudo, para aquelas com elevado numero de
tricomas nos caules e folhas, como € o caso das
Lamiaceas, o que dificulta a assepsia inicial.

A origem do explante e o meio nutritivo
onde este sera cultivado sao fatores que mais
frequentemente determinam o sucesso da
propagacao in vitro. Diversas formulagdes de meio
de cultura tém sido empregadas, as quais diferem
entre si basicamente em relagao a concentragédo dos
sais. Entretanto, para cada tipo de explante, espécie
e cultivar, o meio de cultura mais adequado e eficiente
deve ser determinado experimentalmente, pois
algumas espécies sdo acometidas por desordens
morfofisioldgicas provocadas, principalmente, pelas
condicdes fisicas e quimicas do cultivo in vitro,
ou devido as condigdes fisiolégicas da espécie
(Rezende et al., 2008).

Outra preocupagédo em relagao ao cultivo
in vitro é a redugdo de custos em laboratérios
comerciais, pois a produgao de mudas tem custo
elevado devido, principalmente, as instalagdes
necessarias e ao elevado gasto de energia para
autoclavagem do meio de cultura, vidrarias, e
manutengdo das salas de crescimento. Estudos
vém sendo realizados com o intuito de substituir
0 processo de esterilizagado via autoclavagem por
esterilizagdo de menor custo (Teixeira et al., 2005).
Varias espécies como Ananas comosus (Teixeira
et al., 2006), Eucalyptus pellita (Teixeira et al.,
2008), Pfaffia glomerata (Ribeiro et al., 2009),
Anthurium anadraeanum (Cardoso, 2009), Gerbera
jamesonii (Cardoso & Teixeira da Silva, 2012) e
Sequoia sempervirens (Ribeiro et al., 2011), ja
foram estabelecidas in vitro a partir da esterilizagao
quimica, com resultados satisfatorios.

Assim, o presente trabalho teve por objetivo
obter o protocolo para o estabelecimento inicial de
plantas in vitro das espécies H. leucocephala e H.
platanifolia.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo do material vegetal e local de
realizagao dos experimentos
As sementes de H. leucocephala e H.
platanifolia foram obtidas da colegdo de plantas
aromaticas da Unidade Experimental Horto Florestal
da Universidade Estadual de Feira de Santana
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(UEFS) e a identificagéo botanica foi realizada no
herbario da UEFS, onde as exsicatas encontram-se
depositadas (Vouchers numero 131323 e 115466,
respectivamente). Os experimentos foram realizados
no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
(LCTV), pertencente a Unidade Experimental Horto
Florestal/UEFS, localizado no municipio de Feira de
Santana, regido do semiarido da Bahia.

Efeito do meio de cultura na germinagao in
vitro de H. leucocephala e H. platanifolia

As sementes ficaram armazenadas em
sacos de papel, os quais foram mantidos em frascos
de vidro durante 90 dias. Apds esse periodo, as
sementes foram desinfestadas em alcool 70% por
1 minuto, seguido de solugdo de hipoclorito de
sédio (Qboa®) a 2,5% de cloro ativo, acrescida de
uma gota de detergente neutro por 15 minutos e,
entdo, lavadas por quatro vezes em agua destilada
autoclavada. As mesmas foram inoculadas em
meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962); em
meio de cultura MS com a metade da concentragao
dos sais (MS'%); em meio de cultura WPM (Lloyd
& McCown, 1980); em meio contendo apenas
agar, e em placa de Petri contendo papel germtest
umedecido com agua destilada autoclavada
(Controle). Os meios de cultura foram solidificados
com 0,7% de agar e suplementados com 87,64mM
de sacarose (exceto para o meio de cultura que foi
composto apenas por agar).

O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, composto por cinco
tratamentos (Meios de cultura: MS, MS'2, WPM,
agar) e controle. Cada tratamento foi constituido por
seis repeticdes e cada uma constou de quatro frascos
onde foram inoculadas vinte sementes. Avaliou-se a
porcentagem de germinagao semanalmente durante
um periodo de 15 dias para H. leucocephala e 40
dias para H. platanifolia.

Avaliacao da eficiéncia da esterilizagido
quimica do meio de cultura na germinagao
in vitro de H. leucocephala e H. platanifolia e
crescimento in vitro de H. platanifolia

As sementes recém-coletadas de H.
leucocephala e H. platanifolia foram desinfestadas,
como no item anterior, e inoculadas no meio de
cultura MS%, suplementado com 87,64mM de
sacarose e solidificado com 0,7% de agar. O meio
de cultura foi esterilizado através de dois métodos:
por autoclave (a 121°C por 15min) e por esterilizagéo
quimica utilizando-se o hipoclorito de sédio (Qboa®)
conforme metodologia descrita por Teixeira et al.
(2006) com modificagdes.

A esterilizagdo quimica iniciou-se com a
lavagem da vidraria e tampas plasticas utilizadas
no preparo do meio de cultura, sendo enxaguadas

em agua destilada, seguida de enxague em solugao
contendo 10 gotas de cloro ativo a 2% para 1L de
agua destilada. Apos a esterilizagdo, as vidrarias
foram armazenadas na bancada. Antes do uso, a
vidraria e as tampas plasticas foram novamente
enxaguadas em solugéo contendo 0,0003% de cloro
ativo, sendo que os recipientes que acondicionaram
o0 meio de cultura s6 foram enxaguados 15min
antes da distribuicdo do meio de cultura. A solugéo
utilizada para preparar o meio de cultura conteve
trés gotas de cloro ativo a 2% para 1L de agua
destilada. Apds colocar todas as substancias do
meio de cultura, adicionou-se 0,0005% de cloro ativo
e, depois de 15min, ajustou-se o pH para 5,7+ 0,1
(utilizando-se NaOH ou HCI 0,1N). A distribuicao
do meio de cultura nos recipientes foi realizada em
capela de fluxo laminar.

Para H. platanifolia foram utilizados
diferentes tipos de fechamento dos tubos de ensaio
[PVC; Tampéao de algodao (TA) e Tampa plastica
(TP)], totalizando quatro tratamentos: 1 — PVC/
esterilizagado via autoclave; 2 — PVC/ esterilizagéo
quimica; 3 — TA/ esterilizagdo quimica e 4 — TP/
esterilizagdo quimica.

O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado. Para a espécie H.
leucocephala, os tratamentos foram constituidos
por doze repeticdes, sendo que cada uma constou
de quatro frascos e com vinte sementes por frasco.
Para H. platanifolia cada tratamento foi composto
por dez repeticbes e a parcela experimental foi
constituida por cinco tubos contendo uma semente
por tubo de ensaio. Avaliou-se apds 15 dias da
inoculagdo a porcentagem de germinagao para
H. leucocephala e, apés 30 dias, a porcentagem
de germinagédo, o comprimento da parte aérea,
o numero de folhas, e a porcentagem de plantas
hiperidricas para H. platanifolia.

Avaliagao do meio de culturano crescimento
in vitro de H. leucocephala

Utilizou-se como fonte de explante, o
segmento nodal de plantas estabelecidas em meio
de cultura MS'%, os quais foram inoculados em tubos
de ensaio contendo diferentes meios de cultura: MS,
MS%2 e WPM. Os meios foram suplementados com
87,64mM de sacarose e solidificados com 0,7% de
agar.

O delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado, constituido de trés
tratamentos (Meios de cultura: MS, MSY2 e WPM).
Os tratamentos foram compostos por dez repetigoes,
sendo que cada repetigdo constou de oito unidades
experimentais. Aos sessenta dias da inoculagéao
foram avaliadas as seguintes variaveis: nimero de
brotagbes por explante, nimero total de folhas e
numero de raizes, comprimento da maior brotagao
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(cm) e das raizes (cm), matéria seca das brota¢des
e das raizes (mg).

Condicdes experimentais e analises
estatisticas

O pH do meio de cultura em todos os
tratamentos testados foi ajustado para 5,7 *
0,1 (utilizando-se NaOH ou HCI 0,1N) antes da
autoclavagem a temperatura de 121°C por 15
minutos, exceto para o meio de cultura esterilizado
quimicamente, que seguiu a metodologia de Teixeira
et al. (2006).

As culturas foram mantidas em sala
de crescimento com temperatura de 25 + 3°C,
fotoperiodo de 16 horas, umidade relativa de 60%
e radiagao fotossintética ativa de 60umol m=2 s-.

Os dados foram avaliados estatisticamente,
mediante a analise de variancia, testando-se as
meédias pelo Teste de Tukey. Os dados foram
analisados usando o programa Sisvar (Ferreira,
2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito do meio de cultura na germinagao in
vitro de H. leucocephala e H. platanifolia

Observou-se efeito altamente significativo
(p=<0,01) entre os meios de cultura para a porcentagem
de germinacao in vitro de H. leucocephala e de H.
platanifolia durante o periodo de avaliagéo.

A germinacdo das sementes de H.
leucocephala ocorreu em todos os meios de cultura
testados, apresentando alta taxa de germinacéo,
evidenciando que o tipo de meio de cultura ndo € um
fator limitante para a germinagao das sementes da
referida espécie. Ja na segunda semana, quando foi
alcangada a estabilizagcao da germinacéo, verificou-
se, a maior porcentagem de germinacado quando
as sementes foram inoculadas no meio WPM
(96,81%). No entanto, este resultado nao diferiu
estatisticamente dos resultados promovidos pela
utilizagédo do agar, MS e MS'%, superando o meio de
cultivo contendo apenas agua destilada (Controle),
sendo que este apresentou resultado inferior em
cerca de 22,70% (Figura 1A).

Avaliando o comportamento germinativo
para espécie H. platanifolia, também se observou
que as sementes germinaram em todos os meios
de cultura, porém a germinacdo foi mais lenta e
apresentou porcentagem de germinacao inferior
a H. leucocephala. Ao final da quinta semana
da inoculagdo das sementes, obteve-se a maior
porcentagem de germinacao (40,83%) no meio de
cultura MS'%, sendo detectada diferencga estatistica
em relacdo aos demais meios de cultura utilizados.
O meio MS% induziu aumento em torno de 2,5
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vezes quando comparado ao meio de cultivo que
continha apenas agua destilada (Controle) (Figura
1B). Diante desses resultados, pode-se inferir que
a diferenga na concentragdo ou composigao dos
sais entre os meios de cultura testados parece
ter afetado o processo germinativo das sementes
de H. platanifolia. Resultados semelhantes foram
observados para as espécies Vanda coerulea
(Hossain et al., 2010) e Cymbidium giganteum (Roy
etal., 2011).

Diante dos resultados apresentados para H.
leucocephala e H. platanifolia verificou-se aumento
significativo na porcentagem de germinacéao
quando as sementes foram inoculadas em um dos
tipos de meio de cultura quando comparadas ao
tratamento onde foi utilizada apenas agua destilada
(Controle), indicando que a maior disponibilidade
de nutrientes favorece e/ou sdo necessarios ao
processo de germinagao, além da sacarose, a qual
esta prontamente disponivel para o crescimento,
atuando como fonte de energia.

Embora em todos os meios de cultura
tenha ocorrido alta taxa de germinagéao in vitro
para H. leucocephala, em observagdes visuais
verificou-se que as plantas no meio de cultura
WPM e MS apresentaram a formagao de “roseta”
na base, seguido do alongamento de apenas um
broto por roseta, enquanto as plantas provenientes
da germinagéo no meio contendo apenas agar néo
cresceram satisfatoriamente. As sementes que
germinaram em meio MS’2 nao formaram roseta na
base da planta, alongando-se de forma normal. Ja
aquelas que germinaram em placa de Petri (agua
destilada), foram transferidas para meio de cultura,
mas nao sobreviveram.

Observando o crescimento das plantas
de H. platanifolia verificou-se elevado indice de
hiperidricidade nas plantas germinadas in vitro,
independente do meio de cultivo. A hiperidricidade
€ uma desordem morfofisioldgica que acomete
algumas espécies propagadas in vitro, a qual &
causada por diversos fatores que estdo associados
ao ambiente fisico e quimico do cultivo in vitro.
Caracteriza-se por apresentar caules e folhas com
aspecto vitreo, espesso e facilmente quebradigo. As
alteragdes morfoldgicas e fisiolégicas influenciam
severamente os processos metabdlicos e fisioldgicos
associados, principalmente, com a fotossintese e a
transpiracao (Ziv, 1990; Hazarika, 2006).

Avaliagao da eficiéncia da esterilizagao
quimica do meio de cultura na germinagéao
in vitro de H. leucocephala e H. platanifolia e
crescimento in vitro de H. platanifolia

No cultivo in vitro de H. leucocephala
nao foi observado efeito significativo dos tipos de
esterilizacdo do meio de cultura para a variavel
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porcentagem de germinagao in vitro das sementes.
Observou-se efeito altamente significativo (p<0,01)
entre os diferentes tipos de fechamento dos tubos
e da esterilizagdo do meio de cultura para todas
as variaveis analisadas no cultivo in vitro de H.
platanifolia.

O tipo de esterilizagcdo do meio de
cultura também néo interferiu na germinacdo das
sementes de H. platanifolia. A maior porcentagem
de germinagao ocorreu quando os tubos de ensaio
foram fechados com PVC e o meio de cultura foi
esterilizado com hipoclorito de sddio (92,50%).
Este resultado ndo diferiu estatisticamente dos
resultados obtidos quando os tubos foram fechados
com PVC e o meio foi esterilizado via autoclave
ou, quando foi utilizado tampa plastica e o meio
foi esterilizado quimicamente. Nestes dois casos
a porcentagem de germinagéao foi de 74,17% e
71,33%, respectivamente (Tabela 1), indicando que
a concentragao de hipoclorito de sédio utilizada nao
apresentou toxicidade as sementes desta espécie.
Estes resultados estdo de acordo com aqueles
encontrados para Melocactus glaucescens em que
o tipo de esterilizagdo nao interferiu na germinagao
das sementes (Resende, 2010).

A menor porcentagem de germinagao
foi observada quando se utilizou o fechamento
dos tubos de ensaio com tampéao de algodao/
esterilizagdo quimica para a espécie H. platanifolia
(Tabela 1). E possivel que este valor inferior para a
porcentagem de germinagao tenha ocorrido devido
a rapida evaporagao de agua do meio de cultura e,
como o0 processo germinativo dessa espécie é mais
lento, esse provavel ressecamento tenha interferido
na taxa de germinagao, além de proporcionar
redugao do potencial osmaético do meio de cultura.
Mesmo que no primeiro momento essas sementes
tenham absorvido agua, a possivel restrigao hidrica
subsequente impediu que o processo germinativo
continuasse em fungao da interrupgéo de processos
metabdlicos importantes, que depois da segunda
fase da germinagao (ativagdo do metabolismo),
necessita de reabsorcao de agua.

Em relacao a hiperidricidade, os resultados
obtidos com a utilizagdo de tubos com tampao
de algoddo combinado com a esterilizacdo com
hipoclorito de sddio, diferiram estatisticamente
dos resultados obtidos nos demais tratamentos.
Entretanto, n&o foi verificada a ocorréncia dessa
desordem morfofisiolégica quando os tubos foram
fechados com tampéao de algodao associado a
esterilizagcao quimica. A maior taxa de hiperidricidade
(44,49%) ocorreu quando os tubos foram fechados
com PVC e o meio esterilizado através da autoclave
(Tabela 1).

No cultivo in vitro convencional se
utiliza o PVC para o fechamento dos recipientes
proporcionando alta umidade dentro dos frascos.
Esta umidade aumenta a disponibilidade de agua
dentro dos recipientes, o que favorece a absorgéo
excessiva de agua pelos tecidos das plantas e, como
consequéncia, pode conduzir a planta ao processo de
hiperidricidade. Ja a utilizagdo do tamp&ao de algodao
reduz a umidade dentro dos tubos, contribuindo
para o aumento do fluxo transpiratério da planta
devido a promogao das trocas gasosas, além de
reduzir e/ou reverter o processo de hiperidricidade.
A esterilizagdo quimica, também atuou como fator
para a redugéo da hiperidricidade, provavelmente
devido a maior consisténcia do meio de cultura em
relacdo ao meio autoclavado, diminuindo assim a
disponibilidade de agua para as plantas.

Embora o uso do tampéo de algodao tenha
proporcionado a eliminagao da hiperidricidade, é
mais vantajoso utilizar o fechamento com PVC e
esterilizagdo quimica, ja que a taxa de germinagao
foi superior 42,87% e a taxa de hiperidricidade
foi baixa (Tabela 1), o que possibilita maior
numero de plantas para as etapas posteriores da
micropropagacao.

Analisando o comprimento da parte aérea
verificou-se que a maior média foi obtida quando
se utilizou tampa plastica/ esterilizagdo quimica
(1,23cm). Porém, este resultado nao diferiu
estatisticamente dos resultados obtidos quando
os tubos foram fechados com PVC associado a

TABELA 1. Porcentagem de germinacao e de hiperidricidade de plantas de H. platanifolia submetidas a diferentes
tipos de fechamento dos tubos de ensaio e esterilizagdo do meio de cultura. Feira de Santana, 2012.

Fechamento/ Esterilizagao

Germinacgéo (%)

Hiperidricidade (%)

PVC/ Autoclave
PVC/ Quimica
Tampao de algodédo/ Quimica

Tampa plastica/ Quimica

74,17 a
92,50 a
39,66 b
71,33 a

44,49 a
6,00 bc

0,00 ¢
28,83 ab

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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esterilizagdo quimica (Tabela 2). Para o numero de
folhas, a maior média foi observada para o tratamento
PVC/ esterilizagao por autoclave (3,86), o qual ndo
diferiu estatisticamente dos tratamentos PVC/
esterilizagado quimica e tampa plastica/ esterilizagéo
quimica (Tabela 2). Resultados semelhantes foram
encontrados para Eucalyptus pellita (Teixeira et al.,
2008) e Sequoia sempervirens (Ribeiro et al., 2011),
em que foi observado aumento no crescimento da
parte aérea quando o meio nutritivo foi esterilizado
com hipoclorito de sodio.

Esses resultados corroboram aqueles
reportados por Teixeira et al. (2006; 2008) sobre a
viabilidade do uso do hipoclorito de sédio, em baixas
concentragdes como agente esterilizante do meio
de cultura de tecidos vegetais, pois ndo apresentou
efeito fitotdxico para as duas espécies em estudo
e, além disso, nao foi verificado a ocorréncia de
contaminagao da cultura.

Avaliagao do meio de culturano crescimento
in vitro de H. leucocephala

Observou-se efeito significativo (p<0,05)
para numero total de folhas e matéria seca de parte
aérea e altamente significativo (p<0,01) para nimero
e comprimento de raiz.

A maior média para numero total de folhas
por explante (83,30) foi obtida em meio de cultura
MS, a qual diferiu significativamente dos resultados
obtidos com a utilizagédo do MS%2 e do meio WPM,
que apresentaram, por sua vez, as menores meédias
(60,93; 58,78) (Figura 2A). Resultados semelhantes
foram observados por Rezende et al. (2008) no
cultivo in vitro de Coffea arabica, em que o meio de
cultura MS promoveu incrementos no numero de
folhas ao comparar com os meios testados (WPM,
Knudson e White), assim como ocorreu para a
espécie Passiflora laurifolia (Faria et al., 2007). Por
outro lado, resultados diferentes foram relatados
para Olea europaea, uma vez que, os meios WPM
e o MO (Rugini, 1984) foram mais eficientes para
a producao de folhas desta espécie (Donini et al.,
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2008). Em Calendula officinalis o tipo de meio de
cultura utilizado nao influenciou no numero de folhas
(Bertoni et al., 2006).

Comportamento semelhante ao observado
para numero de folhas foi obtido para a matéria
seca da parte aérea, sendo possivel observar
que os resultados obtidos a partir do meio
de cultura MS diferiram estatisticamente dos
demais, proporcionando incrementos em torno de
38,75% em relagdo aos meios de cultura WPM
e MS', que apresentaram médias de 47,07 e
45,79mg, respectivamente (Figura 2B). Resultados
semelhantes foram obtidos para Baccharis tridentata
(Kajiki & Shepherd, 2006) e Mentha sp (Tonietto et
al., 2008).

As médias superiores para as variaveis
analisadas proporcionadas pelo meio de cultivo MS
para H. leucocephala, podem estar associadas ao
enriqguecimento nutricional que este meio possui,
o que |Ihe confere maior forga ibnica, suprindo os
requerimentos nutricionais que a espécie em estudo
necessita. De acordo com Rocha et al. (2007), o
meio nutritivo MS possui maior concentragcédo de
nitrogénio total (60uM) do que 0o WPM (14,7uM), nas
formas de nitrato (MS 40uM; WPM 9,7uM) e aménio
(MS 20uM; WPM 4,9uM). Esse elemento mineral é
considerado como um dos mais importantes para
o crescimento e desenvolvimento do vegetal, ja
que esta envolvido na sintese de aminoacidos e
proteinas (Sodek, 2004; George & Klerk, 2008).
Segundo Caldas et al. (1998) o nitrogénio tem efeito
marcante sobre o crescimento e desenvolvimento
de culturas de tecidos vegetais. As formas nas quais
0 nitrogénio (nitrato e amonio) esta disponivel no
meio de cultura sdo rapidamente assimilaveis e
apresentam fungbes que sdo primordiais para o
metabolismo celular, tal como a manutengao do
balango iénico intra e extracelular (George & Klerk,
2008).

Analisando o sistema radicular, verificou-se
maior numero de raizes (11,01) quando os explantes
foram cultivados em meio de cultura MS'%, diferindo
estatisticamente dos resultados obtidos para os

TABELA 2. Médias do comprimento da parte aérea (CPA) e nimero de folhas (NF) de plantas de H. platanifolia
submetidas a diferentes tipos de fechamento dos tubos de ensaio e esterilizagdo do meio de cultura. Feira de

Santana, 2012.

Fechamento/ Esterilizagao CPA (cm) NF

PVC/ Autoclave 0,94 b 3,86 a
PVC/ Quimica 1,08 ab 2,68 a
Tampao de algodao/ Quimica 0,47 ¢ 0,79b
Tampa plastica/ Quimica 1,23 a 3,49 a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre si estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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outros dois tipos de meio de cultura utilizados (Figura
2C). Resultados semelhantes foram reportados
por Bertoni et al. (2006) para Calendula officinalis,
que verificaram maior niumero de raizes quando
utilizaram o meio de cultura MS’ e também em
Passiflora edulis f. edulis (Faria et al., 2007).
Contudo, resultados diferentes foram encontrados
para Lippia sidoides (Costa et al., 2007) e Luehea
divaricata (Flores et al., 2011) que apresentaram
enraizamento in vitro mais eficiente em o meio de
cultura WPM. Ja para Passiflora laurifolia o meio de
cultura MS proporcionou maior nimero de raizes,
enquanto que, para Passiflora giberti, o tipo de meio
néo influenciou no nimero de raizes (Faria et al.,
2007), assim como verificado para Prunus cerasifera
(Chaves et al., 2006).

Os resultados encontrados para niumero de
raizes de H. leucocephala, bem como para outras
espécies, em meio MS¥2 ou WPM provavelmente se
deu devido a concentragao reduzida dos sais, que,

de acordo com Assis & Teixeira (1998), estimula a
emissao e alongamento de raizes.

Para o comprimento das raizes, quando os
explantes foram cultivados em meio de cultura MS,
verificou-se aumento de duas vezes no comprimento
quando comparados aos cultivados em meio WPM.
Contudo, os resultados promovidos pelo meio
de cultura MS nao diferiram estatisticamente dos
obtidos a partir do meio de cultura MS'2 (Figura
2D). Efeito semelhante ocorreu para Mentha sp.,
que indicaram maior comprimento da raiz no meio
de cultura mais concentrado, o MS (Tonietto et
al., 2008). Entretanto, resultados diferentes foram
observados por Chaves et al. (2006) nas culturas de
Prunus cerasifera, em que o tipo de meio de cultura
ndo influenciou no crescimento das raizes.

Segundo Faria et al. (2007) e Flores et
al. (2011), as espécies possuem caracteristicas
Unicas, determinadas por fatores genéticos,
levando a diferentes respostas in vitro e, portanto,
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as condigbes necessarias para o cultivo in vitro séo
diferenciadas e dependentes da espécie.

CONCLUSOES

O meio de cultura que deve ser utilizado
para a germinacao in vitro de sementes de
H. leucocephala e H. platanifolia € o MS"2. A
esterilizagao quimica do meio de cultura pode
ser utilizada para o estabelecimento in vitro de H.
leucocephala e H. platanifolia. O meio MS pode
ser utilizado para o crescimento in vitro de H.
leucocephala.
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