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Micropropagacéao e aclimatizagéo de geranio (Pelargonium graveolens L.)
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RESUMO: O geranio (Pelargonium graveolens L.) € uma planta medicinal e aromatica nativa do
sul da Africa, cujo 6leo essencial € amplamente empregado nas industrias de perfumaria e
cosmeético, além de ser usado como terapéutico. Avaliou-se o efeito da luminosidade e dos
reguladores de crescimento BAP e ANA na multiplicacéo in vitro e o uso de diferentes substratos
na aclimatizagdo de mudas micropropagadas. Foram avaliadas as concentra¢des 0; 0,5; 1,0 e
2,0 mg L* de BAP, 0; 0,1 e 0,5 mg L* de ANA e duas condi¢bes de luminosidade (auséncia e
presenca de luz), em esquema fatorial 4x3x2; para a aclimatizacéo foram utilizados quatro
substratos, p6 de coco + Biosafra® (3-12-6) (12 g L) + calcério (1 g L*) (PCBC); p6 de coco +
Biosafra® (3-12-6) (12 g L) + calcario (1 g L*) + vermiculita (1:1) (PCBCV 1:1); p6 de coco +
Biosafra® (3-12-6) (12 g L") + calcério (1 g L*) + vermiculita (PCBCV 2:1) e vermiculita e adi¢cdo
semanal de sais MS (VS). Para a micropropagacao de P. graveolens a utilizagdo de 1,3mgL*de
BAP e 0,5 mg L* de ANA é eficiente na regeneracgéao direta de plantas de geréanio, sendo a
condigdo de escuro a mais indicada por proporcionar o maior nimero de brotos por explante.
Para a aclimatizacao das mudas de geranio, os melhores resultados foram obtidos em mudas
aclimatizadas no substrato vermiculita com adicdo semanal de sais de MS seguido do substrato
PCBCV 1:1.

Palavras-chave: Pelargonium graveolens, planta medicinal e aromatica, multiplicacéo in vitro,
aclimatizacgéo, substrato

ABSTRACT: Micropropagation and acclimatization of geranium (Pelargonium graveolens
L.). Geranium (Pelargonium graveolens L.) is a medicinal and aromatic plant native to the south
of Africa and whose essential oil is widely used by perfume and cosmetic industries, as well asin
therapeutics. The effect of luminosity and growth regulators BAP and NAA on in vitro multiplication
was evaluated, together with the use of different substrates on the acclimatization of micropropagated
seedlings. The evaluated concentrations were 0, 0.5, 1.0 and 2.0 mg Lt BAP; 0, 0.1 and 0.5 mg
L1 NAA; and two luminosity conditions (absence and presence of light), in a 4 x 3 x 2 factorial
arrangement. For acclimatization, four substrates were tested: coconut dust + Biosafra® (3-12-6)
(12 gL?) + limestone (1 g L) (CDBL); coconut dust + Biosafra® (3-12-6) (12 g L) + limestone (1 g
L) + vermiculite (1:1) (CDBLV 1:1); coconut dust + Biosafra® (3-12-6) (12 g L) + limestone (1 g
L) + vermiculite (CDBLV 2:1); and vermiculite with weekly addition of MS salts (VS). For P.
graveolens micropropagation, the use of 1.3 mg L* BAP and 0.5 mg L NAA is efficient for the
direct regeneration of geranium plants, and the dark condition is the most suitable since it provides
a larger number of shoots per explant. For the acclimatization of geranium seedlings, the best
results were obtained with seedlings acclimatized in the substrate vermiculite with weekly addition
of MS salts, followed by the substrate CDBLV 1:1.

Key words: Pelargonium graveolens, medicinal and aromatic plant, in vitro multiplication,
acclimatization, substrate

INTRODUCAO

O Pelargonium graveolens L. (Geraniaceae) etal., 1984). O aroma doce e quente, semelhante ao
conhecido como geranio ou malva-cheirosa € uma de pétalas de rosas € comercialmente conhecido
planta aromatica, originaria da Africa do Sul (Simon como 6leo de geranio e amplamente usado em
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sabonetes e nas industrias de perfumaria e
cosméticos (Saxena et al., 2000), sendo também
utilizado como terapéutico (aromaterapia) para
combater problemas da menopausa, de pele, tenséo
nervosa e ansiedade (Rao, 2002).

A micropropagacédo € uma das técnicas de
cultura de tecidos que vem sendo bastante
empregada para a manutencéo de germoplasma, bem
como, a propagacdo comercial de muitas plantas
medicinais e aromaticas, com o objetivo de se obter
mudas com qualidades agronémicas desejaveis,
indexadas, livres de patégenos e com elevado padréo
genético, para sintese de metabdlitos secundarios
e/ou producao de 6leos essenciais (Franga, 2004).

Grande parte dos trabalhos de regeneracdo
de plantas do género Pelargonium foi realizada a partir
de explantes jovens, tais como hipocétilos (Senaratha
etal., 1999) ou hipocdétilo e cotilédones (Murth et al.,
1996), via embriogénese somatica. Poucas
informacdes estéo disponiveis sobre organogénese
e regeneracédo de plantas usando explantes maduros
(Hassanein & Dorion, 2005). Trabalhando com
Pelargonium x hortorum, Agarwal & Ranu (2000)
obtiveram alta taxa de regeneracao do peciolo foliar,
enquanto que Hassanein & Dorion (2005) obtiveram
100% de regeneracéo direta em P. capitatum e P.
graveolens utilizando segmento foliar e meio MS
(Murashige & Skoog, 1962) suplementado com 0,5
mg L* de ANA em combinagdo com 1 mg L* de BAP
e zeatina na auséncia de luz.

Na aclimatizacdo, a escolha do substrato
pode ser decisiva para o sucesso dessa fase. O
substrato deve ter baixa densidade, rico em nutrientes,
composi¢ao quimica equilibrada e fisica uniforme, boa
aeracdo e drenagem, boa coeséo entre as particulas
e raizes (Hoffmann, 2002). Quando se trabalha em
grande escala, mesmo com percentual relativamente
pequeno de morte das plantas, a escolha errada do
substrato pode significar prejuizo econdmico
consideravel devido ao alto investimento e emprego
de mao-de-obra nessa técnica (Terceiro Neto et al.,
2004).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar
o efeito dos reguladores de crescimento 6-
benzilaminopurina (BAP) e &cido naftalenoacético
(ANA) na micropropagacéo de geranio, assim como
verificar o melhor substrato para a aclimatizacdo de
mudas oriundas do cultivo in vitro.

MATERIAL E METODO

Os ensaios foram realizados no Laboratério
de Cultura de Tecidos e Melhoramento Vegetal do
Departamento de Engenharia Agrondmica (DEA) da
Universidade Federal de Sergipe (UFS), localizado
no municipio de Sao Cristovao-SE, Brasil. O meio de
cultura utilizado foi o MS (Murashige & Skoog, 1962),

acrescidos de 30 g L* de sacarose e 7 g L* de 4gar-
agar. O pH do meio foi ajustado para 6,0 £ 0,1 e
submetido a autoclavagem por 15 minutos (a 121 +
1°C e presséo de 1,05 atm). Com o auxilio de bisturi
e pinga, constantemente flambados, os explantes
foram seccionados com cerca de 10 a 15 mm e
inoculados. As culturas foram mantidas em sala de
crescimento com temperatura controlada de 25 + 2°C,
fotoperiodo de 12 horas e intensidade luminosa de
60 mmol m2s?, proveniente de luz fluorescente branca
fria.

Efeito daluminosidade e interacdo de BAP
e ANA

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado em esquema fatorial de 4 x
3 x 2, sendo quatro concentracdes (0; 0,5; 1,0 e 2,0
mg L*) de 6-benzilaminopurina (BAP) e trés
concentrac8es (0; 0,1 e 0,5 mg L*) de acido
naftalenoacético (ANA) e duas condi¢cbes de
luminosidade (presenca e auséncia), com cinco
repeticdes. Cada unidade experimental foi constituida
de quatro tubos de ensaio contendo 15 mL de meio
de cultura. Como fontes de explantes foram utilizados
segmentos foliares provenientes de plantas
estabelecidas in vitro.

Aos 40 dias apos a implantacéo do ensaio,
foram avaliadas as variaveis regeneragédo (%), nimero
de brotos por explante e massa seca de parte aérea
(mg). Os dados obtidos foram submetidos a analise
de variancia pelo teste F e, quando significativas, as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey
(p<0,05) e regressdes polinomiais.

Aclimatizacdo de mudas micropropagadas
Foram utilizadas mudas micropropagadas do
gendtipo 001 de P. graveolens, realizando-se a
lavagem em agua corrente para eliminagao do meio
de cultura aderido as raizes e transferidas para
bandejas de poliestireno expandido com 72 alvéolos,
contendo diferentes tratamentos e mantidas em
ambiente protegido com tela sombrite 50% e sistema
de nebulizac¢do intermitente garantindo alta umidade
relativa.

O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, utilizando-se quatro
substratos: p6 de coco + Biosafra® (3-12-6) (12 g L?)
+ calcério (1 g L) (PCBC); p6 de coco + Biosafra®
(3-12-6) (12 g L) + calcario (1 g L) + vermiculita
(1:1) (PCBCV 1:1); p6 de coco + Biosafra® (3-12-6)
(12 g L) + calcario (1 g L) + vermiculita (PCBCV
2:1) e vermiculita e adicdo semanal de sais MS (VS),
distribuidas em cinco repeti¢bes. Cada unidade
experimental foi constituida por quatro plantas.

Aos 40 dias foram avaliadas as variaveis
sobrevivéncia (%), altura da planta (cm), nimero de
brotos, comprimento da raiz (cm), nimero de folhas,
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massa seca e fresca da parte aérea (g). Os resultados
foram submetidos a analise de variancia pelo teste F
e as médias, quando significativas, foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

RESULTADO E DISCUSSAO

Efeito daluminosidade e interacdo de BAP
e ANA
Houve interacdo entre BAP e ANA e
luminosidade na regeneragéo de plantas e nimero
de brotos por explante de geranio a partir de
segmentos foliares (Tabelas 1 e 2). Na presenca de
luz, a maior porcentagem de regeneracao é
representada por uma equacao quadratica, sendo a
concentracdo de 1,3 mg L*de BAP e 0,5mg L' de
ANA, o0 que promoveu a maior regeneracao de plantas
(50%). Entretanto, na auséncia de luminosidade,
houve uma maior porcentagem de regeneracéo de
plantas (cerca de 90%), quando utilizado 1,2 mg L*
de BAP associado com 0,1 mg L' de ANA (Tabela 1).
Resultados semelhantes foram obtidos com
Pelargonium x hortorum (95%) e P. capitatum (100%)
(Hassanein & Dorion, 2005).
Em relagcdo ao nimero de brotos por
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explante, a condicdo de escuro favoreceu o maior
ndmero de brotos, sendo todos os tratamentos
representados por equacgfes quadraticas, exceto
guando foi utilizado 0,1 mg L* de ANA e em todas as
concentracdes de BAP, na presenca de luz, onde
apesar de apresentar regeneracéo de plantas (Tabela
1), ndo foi possivel a contagem do nimero de brotos
em virtude do tamanho dos mesmos (menores de 2
mm) (Tabela 2). A utilizacdo de 0,1 mgL?* de ANAe
1,2 mg L* de BAP, na auséncia de luz, proporcionou
20,9 brotos por explante, ao passo que a utilizagdo
de 0,5 mg L* de ANA e 1,0 mg L* de BAP nédo
apresentou diferencas significativas entre as duas
condicdes de luminosidade, proporcionando uma
média de 13 brotos por explante. Resultados
diferentes foram obtidos em trabalhos com
Pelargonium x hortorum, onde o meio contendo 10,0
mg L* de BAP e 1,0 mg L* de ANA proporcionou
uma média de 4,9 £ 2,5 brotos por explante (Gémez,
2002). Ja em trabalhos com o P. graveolens,
Hassanein & Dorion (2005) obtiveram cerca de 7,3
brotos por explante, utilizando 0,5 mg L*de ANA e
1,0 mg L* de BAP e zeatina, na auséncia de luz. Os
resultados obtidos no presente trabalho mostram-se
superiores, quando comparados aos resultados
obtidos pelos autores acima citados, umavez que foi

TABELA 1. Regeneragéo (%) in vitro de plantulas de geranio (P. graveolens) em fun¢ao da interacéo de BAP x ANA

X luminosidade.

BAP (mg LY ANA (mgL?)
0,0 0.1 05
Luz
0,0 0,0 aA 0,0 aB 0,00 aB
0,5 0,0 bB 0,0 bB 41,67 aB
1,0 0,0 aB 0,0 aB 50,00 aB
2,0 25,0 aA 25,0 aB 41,67 aB
Equacdo (Y) = 3,863+ 22,803X—2,272X  0,681-10,6818X + 11,3636X° 2,045 + 84,6212X - 32 5757X"
R?=79,79 R? = 98,79* R?= 94,54%
Escuro
0,0 0,0 bA 41,67 aA 58,33 aA
0,5 25,0 bA 58,33 abA 83,33 aA
1,0 16,7 bA 91,67 aA 83,33aA
2,0 41,7 aA 66,67 aA 75,00 aA
Equacao (Y) = 5,00 + 18,0952 X 37,803 + 77,1970X - 31,0606X° 60,151 +46,515X - 19,6970X°
R® = 79,34** R®= 79,57 R® = 91,74*
CV (%) 32,76

*Médias seguidas das mesmas letras minGsculas nas linhas e maiGsculas entre luminosidades, ndo diferem estatisticamente entre si pelo

teste de Tukey (p<0,05)
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possivel obter maior nimero de brotos por explante
utilizando concentracfes menores de reguladores de
crescimento. Resultados assim séo Uteis no que diz
respeito a reducéo dos custos de producdo comercial
dessas mudas.

Aclimatizacdo de mudas micropropagadas

As variaveis sobrevivéncia, altura de planta,
massa fresca de parte aérea e seca de raiz foram
afetadas significativamente pelas misturas de
substratos utilizados na aclimatizacdo de gerénio.
Ja o comprimento de raiz, nimero de brotos, nimero
de folhas e massa seca de parte aérea ndo houve
diferencgas significativas entre os substratos (Tabelas
3ed).

De acordo com a Tabela 3, as maiores
porcentagens de sobrevivéncia de plantas foram
obtidas com os substratos VS, PCBC, e PCBCV
(1:1). Na aclimatizacéo de plantulas de coqueiro-anéo
as maiores taxas de sobrevivéncia (58,33%) foram
observadas na mistura areia lavada e pé de casca de

coco seco (Lédo et al., 2007). O uso de p6 da casca
de coco é de grande utilidade, uma vez que o
aproveitamento de residuos da agroindustria surge
como uma solucao para problemas econdmicos,
sociais e ambientais (Silveira et al., 2002).

Em relagdo a altura de plantas, o maior valor
foi proporcionado pela utilizacdo de vermiculita, ndo
diferenciando significativamente dos substratos
PCBCV (1:1) e PCBCV (2:1) (Tabela 3). Esta mesma
tendéncia foi observada em relagdo a massa fresca
de parte aérea (Tabela 4). Trabalhando com violeta
africana (Saintpaulia ionantha Wendl), Terceiro Neto
et al. (2004) observaram que os melhores resultados
foram obtidos nas mudas aclimatadas nos substratos
comerciais plantagro e bioplant, seguidos pelo p6 de
coco seco e vermiculita. Resultados diferentes foram
obtidos na aclimatizacdo de mudas micropropagadas
de porta-enxerto de macieira ‘Marubakaido’, que ao
contrario do obtido com geranio, a vermiculita
mostrou-se o substrato menos eficiente (Hoffmann
etal., 2001).

TABELA 3. Médias de sobrevivéncia (%), altura de planta (cm), comprimento de raiz (cm), nimero de folhas e
brotos na aclimatizacdo de plantas de P. graveolens em diferentes misturas de substratos.

Substrato® Sobrevivéncia Altura de Comprimento NUmero NUmero
(%) planta (cm) de Raiz (cm) de Brotos de folhas
PCBC 550 ab 25b 7,4 a 0,90 a 7,1a
PCBCV 1:1 85,0 ab 4,1 ab 10,2 a 1,75 a 13,0 a
PCBCV 2:1 450b 3,6 ab 7,4 a 1,23 a 9,0 a
VS 950a 6,3 a 13,0 a 1,90 a 14,3 a
CV (%) 37,05 39,35 35,50 44,88 37,09

*Médias seguidas das mesmas letras minisculas nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). PCBC
= po de coco + Biosafra (3-12-6) (12 g L) + calcério (1 g L'Y); PCBCV (1:1) = p6 de coco + Biosafra (3-12-6) (12 g L) + calcario (1gL?)
+ vermiculita (1:1); PCVCV (2:1) = p6 de coco + Biosafra (3-12-6) (12 g L) + calcério (1 g L) + vermiculita (2:1) e VS = vermiculita + sais
MS.

TABELA 4. Massa fresca de parte aérea (g) e massa seca de parte aérea e raiz na aclimatizagdo de plantas de P.
graveolens em diferentes misturas de substratos.

Substrato® Massa fresca de Massa seca (g)
parte aérea (g) Parte aérea Raiz
PCBC 55,84 ab 830a 0,06 b
PCBCV 1:1 86,26 ab 11,92 a 0,10 b
PCBCV 2:1 4568b 862a 0,05b
VS 96,47 a 1489 a 0,19 a
CV (%) 35,28 34,88 40,22

*Médias seguidas das mesmas letras minisculas nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). PCBC
= p6 de coco + Biosafra (3-12-6) (12 g L) + calcario (1 g L*); PCBCV (1:1) = p6 de coco + Biosafra (3-12-6) (12 g L?) + calcério (1 g L) +
vermiculita (1:1); PCVCV (2:1) = p6 de coco + Biosafra (3-12-6) (12 g L) + calcario (1 g L) + vermiculita (2:1) e VS = vermiculita + sais
MS.

Rev. Bras. PIl. Med., Botucatu, v.13, n.3, p.271-275, 2011.



Para a micropropagacéao de P. graveolens a
utilizacdo de 1,3 mgL*de BAP e 0,5mgL'de ANA
é eficiente na regeneracéo direta de plantas de
geréanio, sendo a condigdo de escuro a mais indicada.
Essa mesma condigao promoveu o0 maior nimero de
brotos por explante. De um modo geral o melhor
substrato utilizado na aclimatizacdo de plantas
micropropagadas foi a vermiculita com adicéo
semanal de sais de MS seguido do substrato PCBCV
1:1.
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