R 150 Congresso Nacional de

8 /) MEIO AMBIENTE

{7; 2 Pogos de Caldas

1 INSTITUTO FEDERAL DE
{1 EDUCAGAO, CIENCIA E TECNOLOGIA

PROPAGACAO IN VITRO DE DENTE DE LEAO E DETERMINACAO
DE PROTOCOLO DE ASSEPSIA PARA SEMENTES

Kamila Cristina de Credo Assis'

Cintia Moda Salatino Guardabaxo’

Guilherme Serra Geraldo®
Gladys Romero Guerrero”

Agroecologia e Producao Agricola Sustentavel

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a propagacdo in vitro de sementes de T. officinale e determinar
qual o melhor método de assepsia. O presente foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos no
Departamento de Ciéncias Agrarias da UDCA na Coldmbia de agosto a novembro de 2017.0 delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), com 4 repeti¢des e cinco sementes por parcela. Os
tratamentos foram divididos em esquema fatorial (4x2) com 4 concentragdes de hipoclorito de sédio (2%, 3%,
4% e 5%) e dois tempos de imersdo (5 e 10 minuto). A assepsia de sementes de 7. officinale para cultivo in vitro
eficiente foi obtida com concentracdes de 4% e 5% de hipoclorito de Sédio no tempo de cinco minutos. O dente
de ledo € téxico a altas concentragdes e tempo de exposi¢do ao hipoclorito e existe elevada queda na

porcentagem de germinacdo ao submeté-las a tal.
Palavras-chave:Micropropagacdo; Plantas Medicinais; Taraxacum officinale.

INTRODUCAO

Dados da FAO (2010) estimam que atualmente 75% dos alimentos do mundo vém de
apenas 150 espécies de plantas, com apenas quatro (arroz, milho, trigo e batatas) contribuindo
com aproximadamente 60% das necessidades alimentares mundiais.

A prioridade dada as chamadas culturas economicamente importantes levou a reducio
da diversidade de alimentos disponiveis para a humanidade por muitas geracdes. O chamado
"paradoxo nutricional" tem suas raizes na "simplificacdo" da agricultura, um processo que
favoreceu algumas culturas em detrimento de outros, com base em suas vantagens

comparativas: o desenvolvimento de uma ampla gama de habitats, as necessidades das
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culturas simples, facil armazenamento e processamento, propriedades nutricionais, sabor, etc
(GEORGE, E. F.; SHERRINGTON P. D, 1995).

Os paises devem assumir uma posi¢ao clara de defesa de seu patrimdnio biolégico
perante a comunidade internacional para impedir sua destruicdo. Existem varios casos de
paises que exploram espécies vegetais de grupos indigenas da Amazonia para a producdo de
medicamentos (SAUDE VITAL, 1991).

O T. officinale é uma planta nativa da Europa (Silva et al., 1995), tem uma ampla
distribuicao geogréfica, sendo encontrada nativa ou climatizada, a partir dos limites da drea
glacial quase em linha Equador (PIO CORREIA, 1984). Apesar do conhecimento e aplicagao
popular e de suas propriedades medicinais, o dente-de-ledo foi mencionado apenas nos
compéndios terapéuticos do século XV, por suas propriedades diuréticas. (KISSMANN &
GROTH, 1992).

A cultura in vitro € agora uma parte integrante de muitas plantas sistemas de producao
de pecas e horticolas, como a ciéncia, ¢ de grande importincia para a compreensao de
aspectos fisioldgicos, genéticos e fitossanitarios de plantas e cultivada. No entanto, para que a
técnica atinja o objetivo, € essencial desenvolver protocolos eficazes. Muitas vezes, 0s
maiores desafios para a aplicacdo das técnicas de cultura in vitro, particularmente em espécies
pouco estudados, sdo contamina¢des de microrganismos endégenos e exdgenos (SKIRVIN et
al., 1999).

O dente-de-ledo possui vérias propriedades medicinais e seu desuso é maléfico para o
desenvolvimento de pesquisas médicas, agrondmicas e nutricionais. E necessdrio para o
desenvolvimento de cultivos de espécies sub-exploradas que o incentivo seja ampliado e o
nimero de investigacdes sobre a caracterizagdo, propagacao, floracdo das mesmas. A cultura
in vitro € muito bem valorizada para a obten¢cao de mudas livres de doencas para obtengao de
culturas vigorosas e produtivas. Neste contexto que o presente estudo se insere com o objetivo
avaliar a propagacdo in vitro das sementes de T. officinale e determinar o melhor método de

assepsia das sementes e sua influéncia na germinacao.

METODOLOGIA
O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
da Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales, no periodo de agosto a novembro de

2017. Como fonte de explantes, foram utilizadas sementes provenientes de plantas adultas de

T. officinale encontradas nas coordenadas 4°48'1.70"N e 74° 2'57.76"O.
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O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado - DIC, em
esquema fatorial 5x2, sendo os tratamentos compostos por diferentes concentracdes de
hipoclorito de sédio (0%, 1%, 2%, 3%, 4% e 5%) e dois tempos de imersao (5 e 10 minutos).
Foram utilizadas quatro repeticdes e cinco sementes por parcela que foram inoculadas em
frascos 250cm’ com 50mL de meio de cultura.As sementes apds os tratamentos antissépticos
passaram por tri-lavagem com 4gua destilada em camera de fluxo laminar e foram inoculadas
em meio ¥2 MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) acrescido de 30 g L' de sacarose € 6 g L!de
agar. O pH foi ajustado para 5,7 = 0,1 e adicionado 3 gotas de Tween 20, antes da adi¢ao do
agar e, em seguida, o meio foi esterilizado a 120 °C e 1,5 atmosferas de pressao, durante 20
minutos.

Ap6s a inoculagdo, os frascos contendo os explantes foram mantidos em camara tipo
B.O.D. com irradifncia em torno de 35 mmol m? s™', temperatura de 25 + 2°C e fotoperiodo
de 12 horas. Decorridos 45 dias da instalacdo, foram analisados: porcentagem de
contaminacdo fungica (%), porcentagem de contaminacio bacteriana e taxa de germina¢do.Os
dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia com o emprego do Software estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2011), sendo a diferenca significativa entre tratamentos determinada

pelo teste F. As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott Knott.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes a contaminacdo por fungos e bactérias presentes no cultivo invitro
de sementes de T. officinale in vitroencontram-se na Tabela 1.

A partir da andlise de varidncia, constatou-se que existe interacdo entre os fatores

estudados e a contaminagdo do meio por fungos e bactérias.

Tabela 1. Contaminacdo de sementes de 7. officinale, submetidas a combinagdes de diferentes

concentracdes de hipoclorito de sddio e tempo de imersdao (UDCA- Colombia —2017)

Tempo de imersao (min)

Hipoclorito
de Ec’)dio (%) > 10 > 10
Contaminagao por fungos (% ) Contaminagao por bactérias (%)

0 100 cA* 100 cA 100 cA 100 cA
2 100 cB 40 bA 58 bA 42 bA
3 76 bB 12 aA 41 bB 17 aA
4 20 aA 8 aA 28 aB 8 aA
5 9 aA 3 aA 12 aA 8 aA
CV(%) 15,27

(*) Médias seguida pela mesma letra maitscula na linha e mintiscula na coluna ndo diferiram entre si pelo Teste

Scott Knott ao nivel de 0,05 de significancia.

3
1.
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A partir dos dados de contaminacdo das sementes de dente de ledoin vitro (Tabela 1)
pode-se observar que o tempo de 10 minutos foi mais eficiente para a assepsia nas
concentracoes de 2 e 3 % para a contaminagdo fingica e de 3 e 4 % para a bacteriana. Nos
demais tratamentos o tempo ndo influenciou estatisticamente o controle da contaminagdo.
Resultados diferentes foram encontrados por Chaves et al. (2004), que trabalhando
comPrunus sp., verificaram baixo indice de contaminagdo em explantes tratados com
hipoclorito de sédio nas concentragdes de 0,5%, 1% 1,5% e 2% em 10 minutos.

No tempo de cinco minutos observou-se controle eficiente para a ambas
contaminagdes somente nas concentracdes superiores a 4% de hipoclorito de sddio. Ja para o
tempo de dez minutos observou-se que em concentracdes iguais ou superiores a 3% de
hipoclorito foi suficiente para controle da contaminac¢do por bactérias e fungos no meio de
cultura. Resultados diferentes foram encontrados por Batista et al. (2017) que desenvolvendo
protocolo de assepsia em explantes de Euterpe precatoria Mart. encontrou controle
significativo dos contaminantes com 20 minutos em concentracdes de 2% de Hipoclorito de
sédio.

Quanto a germinacao (Figura 1) observa-se que a medida que as concentracdes de
hipoclorito de s6dio aumentam no tempo de 5 minutos houve decréscimo polinomial no teor
germinativo das plantas.Durante o tempo de 10 minutos observou-se que a diminui¢do do
conteddo germinativo em funcdo da concentracdo de hipoclorito de sédio também ocorreu,

mas em forma linear de forma muito mais acentuada.

100
ﬁ'.'.’. ------ .

90 T y =-1,986x2 + 0,0258x + 92,177
g | e T

] R?=0,9853
70

S
so | T A

ce..
.....
..
[N

y=-15919x+97,973 e e
40 RE=09713 e [

30
20 B 5 min
10 A 10 min

% de germinacgao

ceus
.

0

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5
Concentragdo de Hipoclorito de Sédio (%)

Figura 1. Porcentagem de germinacdo de sementes de T. officinale com diferentes

concentracdes de hipoclorito de sédio e diferentes tempos de assepsia. (UDCA-Coldmbia-

2017).
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As sementes de dente ledo apresentaram queda acentuada no teor germinativo com o
aumento das concentracdes de hipoclorito de sddio evidenciando a necessidade de avaliar
outros solutos para sua desinfec¢do. Nietsche et al. (2006) afirmaram que o hipoclorito de
sodio € toxico para as sementes e dependendo do tempo de imersdo, a desidratacdo dos

explantes e sementes pode ocorrer.

CONCLUSOES

A assepsia de sementes de 7. officinale para cultivo in vitro eficiente foi obtida com
concentracdes de 4% e 5% de Hipoclorito de S6dio no tempo de cinco minutos.

O dente de ledo € téxico a altas concentracdes e tempo de exposi¢do ao hipoclorito e

existe elevada queda na porcentagem de germinacdo ao submeté-las a tal.
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