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Resumo

Visando o estabelecimento de um sistema de multiplicacdo in vitro para o cravo, as sementes
foram desinfestadas em hipoclorito de sédio e inoculadas em meio MS. Na inducdo de gemas
axilares utilizou-se o BAP e Cinetina (CIN), nas concentracdes de 0; 2,0 e 4,0 mg/L. Adicionou-se,
3% (p/v) de sacarose, 0,6 (p/v) de dgar e o pH = 5,8. Apds 40 dias da inoculacéo das sementes,
avaliou-se a germinacdo. As melhores médias de germinacdo ocorreram nos tratamentos T1 (0
min no hipoclorito) e T3 (10 min no hipoclorito) (9,0 e 8,75), respectivamente, diferindo
estafisticamente do T2 (5 min no hipoclorito) (3,75). Na formacdo de gemas axilares, o
tratamento T1(2,0 mg/L de BAP) apresentou (7,1 gemas/explante). J& o tratamento T3 (4,0 mg/L
de BAP) apresentou (5,5 gemas/explante), sendo que o Tl(zero de BAP) apresentou
estafisticamente a menor formacdao de gemas (3,73 gemas/explantes). Para a CIN, observou-se
que a melhor resposta (5,6 e 5,1 gemas/explantes) foram nos fratamentos T1(0 de CIN) e T3(4,0
mg/L de CIN), sendo que, no T2 (2,0 mg/L de CIN) apresenfou a menor formacdo de gemas (2,7
gemas /explantes). Desta forma, o hipoclorito de sddio foi efetivo na descontaminacdo e os
horm&nios BAP e CIN foram eficientes para a indu¢cdo de gemas.
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Abstract

Aiming to establish a system of in vitro multiplication for the harpsichord, the seeds were sterilized
in sodium hypochlorite and inoculated in MS. The induction of axillary buds used the BAP and
Kinetin (KIN) at concenfrations of 0; 2,0 and 4,0 mg/L. Was added, 3% (w/v) sucrose, 0,6 (w/v)
agar and the pH + 5.8. 40 days affer the inoculation of seeds, germinafion was evaluated. The
best average germination occurred in T1 (0 min in hypochlorite) and T3 (10 min in hypochlorite)
(9.0 and 8,75) treatments, respectively, differing T2 (5 min in hypochlorite) (3,75). In the formation
of axillary buds, treatment Tl (2,0 mg / L BAP) presented (7,1 buds /explant). Have the treatment
T3 (4,0 mg /L BAP) presented (5,5 buds / explant), and T1 (zero BAP) statistically had the lowest
bud formation (3,73 buds / explant). For CIN, it was observed that the best response (5,6 and 5,1
buds/explants ) were in the T1 (0 CIN ) and T3 (4.0 mg /L KIN) treatments whereas in T2 (2,0 mg /L
CIN ) had the lowest bud formation (2,7 buds /explant ) . Thus, sodium hypochlorite was effective
in decontaminating and BAP and KIN hormones were effective forinducing gems.

Keywords: seeds; axillary buds; germination
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Infrodugao

Com o advento da globalizacdo o
mercado mundial de flores e plantas
ornamentais que, inicialmente estava
concentrada em alguns paises europeus
como, Holanda, Itdlia, Dinamarca e Japdo,
passou a ser cultivadas em outros paises
como, Coldbmbia, Equador, Costa Rica,
Israel, Africa do Sul e Espanha. Esta
expansdo ocorreu visando baixar os custos
de producdo, através de plantios em
regides de condicoes climdticas favordveis
e com maior disponibilidade de mdo de
obra (Thomaz & Negrelle, 2007).

O agronegdcio de flores e plantas
ornamentais no Brasil, além de gerar
empregos e poder ser praticado em dreas
de agricultura familiar, acumulou em 2006
um montante de US$ 24,2 mihoes em
exportacdo, um crescimento de 16,1% em
relacdo ao mesmo periodo de 2005 (de
US$ 20,9 milhdes). Segundo o Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA), existem 2.500 produtores de flores
no Brasil, gerando em torno de 300.000
empregos diretos e indirefos. Tal fato
mostra a importéncia da floricultura na
reducdo da evasdo agrdria e na melhoria
da qualidade de vida do trabalhador rural
(Castro, 2007).

O cravo (Dianthus caryophyllus L.) é
uma das espécies omamentais mais
cultivadas pela beleza de suas flores,
sendo estas, vermelhas, brancas, lilds ou
rosa, apresentando cinco pétalas em
forma de cunha. Os diversos tipos, hoje
cultivados, sdo produtos de métodos
avancados de melhoramento e formam
um grupo de plantas de grande
importédncia para os horticultores (Peixoto,
1998).

Atualmente, os sistemas de producdo
de plantas ornamentais evoluiram muito. E
uma atividade extremamente competitiva
que exige tecnologias e conhecimento
avancado para uma eficiente
comercializacdo (Pasqual et al., 2008). A
producdo de plantas ornamentais a partir
de técnicas de cultivo in vitro € uma
alternativa vidvel, pois resulta na obtencdo
de um grande numero de plantas com
qualidade genética em curto espaco de
tempo, fornecendo aos produtores de

flores e plantas ornamentais a aquisicdo de
mudas com qualidade comprovada
(Pasqual et al., 2008).

A micropropagacdo € uma técnica
que permite propagar um elevado niUmero
de plantas de gendtipos selecionados, em
drea fisica bastante  reduzida, se
comparada com 0s métodos
convencionais. Além disso, possibilita a
obtencdo de plantas com maior sanidade,
vigor e tamanho padronizado permitindo
um manejo mais adequado do cultivo
(Souza et al., 2007).

Com o intuito de cultivar espécies de
cravo in vitro, este frabalho objetivou
estabelecer um sistema de multiplicacdo in
vitro do cravo (Dianthus caryophyllus L.),
para posterior estudo em programas de
melhoramento dessa espécie.

Métodos
Desenvolvimento do estudo

O presente estudo foi desenvolvido
no Laboratério de Biotecnologia Vegetal,
pertencente & Area de Ciéncias Exatas e
da Terra da Universidade do Oeste de
Santa Catarina (UNOESC) - Campus |
Xanxereé.

Material vegetal

O material vegetal utilizado foram
sementes de cravo (Dianthus caryophyllus
L.) obtidas da empresa Sementes Vidasul e,
adquiridas no Supermercado Mdaximo,
localizado na cidade de Xanxeré/SC. As
sementes foram compradas em novembro
de 2012 na cidade de Xanxeré - SC, sendo
armazenadas em geladeira sob
temperatura de 2°C a 5°C.

Desinfestacdo e germinacdo das sementes

As sementes foram submetidas a
diferentes  procedimentos visando a
desinfestacdo: a) lavagem com dgua
destilada autoclavada e uma gota de
detergente durante 5 minutos. b) um
enxdgue com dgua destilada
autoclavada para remocdo do
detergente. c) imersdo em dlcool efilico
70% por um minuto. Apos, foram colocadas
em hipoclorito de sédio na concentracdo
de 2,5% durante 0 (zero); 5 e 10 minutos,
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como forma de desinfestacdo mais
especifica. Em seguida, as sementes dos
trés fratamentos foram submetidas a trés
enxdgues com dgua destilada
autoclavada, e secadas em papel filtro
autoclavado.

Apds a contagem e desinfestacdo, as
sementes foram inoculadas em tubos de
ensaio contendo aproximadamente 15 ml
do meio nutritivo MS (Murashige & Skoog,
1962), acrescido de 3% (p/v) de sacarose,
6,0 g/L de agar e o pH gjustado para + 5,8
antes da autoclavagem. A mistura de sais
basais MS usado para o preparo dos meios
de cultivo foi adquirido da Empresa Sigma
Life Science®.

As sementes foram inoculadas em
meio de cultivo MS e, apds um periodo de
40 dias, efetuou-se a avaliacdo da
germinacdo para a obtencdo das
plantulas in vitro.

Inducéo das gemas axilares

Para a inducdo de multibrotacdes in
vitro,  utilizaram-se como  explantes,
segmentos nodais isolados de plantulas de
cravo germinadas in vifro, com 40 dias de
idade. O meio nutritivo utilizado foi o MS,
suplementado com o0s reguladores de
crescimento BAP (é-benzilaminopurina) e
CIN (Cinetina), nas concentracdes de 0;
2,0 e 4,0 mg/L. Foram adicionados tfambém
3% (p/v) de sacarose, 0,6 (p/v) de dgar e o
pH aqjustado para = 58 antes da
autoclavagem. Em seguida, 0s meios
foram distribuidos em fubos de ensaio e
autoclavados durante 15 minutos a uma
temperatura  de 121°C.  Todos  os
procedimentos foram readlizados em
c@mara de fluxo laminar, em condicoes
assépticas.

Apds a  inoculacdo em  meios
nutritivos, as culturas foram mantidas em
salas de crescimento com temperatura de
25 + 2°C, umidade relativa do ar em torno
de 70%.

Delineamento experimental

O delineamento experimental
utilizado para testar o efeito do hipoclorito
de sddio, foi inteiramente casualizado, em
arranjo fatorial 3 x 4, com quatro
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repeticdes, sendo que cada repeticdo
continha dez frascos, totalizando 40 frascos
para cada fratamento.

O delineamento experimental
utilizado para testar o efeito de BAP e CIN,
foi infeiramente casualizado, em arranjo
fatorial 3 x 3, com frés repeticdes, sendo
que cada repeticdo continha dez frascos,
totalizando 30 frascos (1 explante/ frasco)
para cada tratamento. A comparacdo
entre as médias dos fratamentos foi
realizada pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade de erro, através do
programa Assistat 7,6 beta.

Os dados analisados foram:
porcentfagem de sementes germinadas e
numero de brotos formados por explante.

Resultados e discussdo

A germinacdo das sementes de
cravo e a emergéncia das primeiras
plantulas foram observadas apds 10 dias
de cultivo (Figuras 2A e 2B).

Conforme observado na tabela 1, as
melhores médias de germinacdo (9,0 -
8,75) das sementes de cravo ocorreram
nos tratamentos T1 e T3, respectivamente,
diferindo, porém, do fratamento T2, o qual
apresentou uma média de germinacdo de
3,75. De acordo com os resultados, pode-
se dizer que a desinfestacdo com o
hipoclorito de sédio foi efetiva, uma vez
que, praticamente nao ocorreu
contaminacdo por microrganismos (fungos
e bactérias) nas plantulas em cultivo.
Segundo Muniz et al. (2007), o hipoclorito
de sédio apresenta eficiéncia na reducdo
de microorganismos associados
superficialmente as mesmas. O mecanismo
de acdo do cloro ativo, substdncia
encontrada no hipoclorito de sdédio, ndo é
bem conhecido, embora, algumas
hipdteses  surgram que hd  uma
combinacdo com proteinas da membrana
celular dos  microorganismos,  assim
formando compostos tdxicos elevando a
inibicdo das enzimas essenciais (Donini et
al., 2005).
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Figura 1: (A) Sementes de cravo inoculadas
caryophyllus, germinada in vifro

A baixa taxa de germinacdo do
presente frabalho, ocorrida no fratamento
2 (5 min de exposicdo), ndo foi
influenciada pelo NaOCI, uma vez que, os

em meio MS; (B) plantula de cravo Dianthus

melhores  resulfados  ocorreram  Nnos
fratamentos que obfiveram 10 min de
imersdo na solucdo asséptica.

Tabela 1. Médias de germinacdo de sementes de Dianthus caryophyllus L, cultivadas em meio MS,
depois de submetidas a diferentes fratamentos de desinfestacdo

Germinacdo das sementes de Dianthus caryophyllus L.

Tratamentos Média Tukey (a=0,05)
1 9,00 a
2 3.75 b
3 8.75 a

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade de erro

Nascimento et al. (2007), verificaram
a concentracdo e o tempo do hipoclorito
de sodio (0; 2,5 € 5,0) (v/v) durante 5; 10; 15
e 30 minutos em sementes de
Parapiptadenia rigida, e perceberam que
ndo houve diferenca significativa enfre a
concentracdo do NaOCI e os tempos de
imersdo na ocorréncia de
microorganismos, mas verificaram que as
sementes submetidas a 2,5% de hipoclorito
de sodio, durante 5 e 30 minutos ndo
apresentaram  contaminacdo, quando
comparados aos demais tratamentos que
evidenciaram algumas ocorréncias de
fungos e bactérias. Além disso, os autfores
perceberam que, a faxa de germinacdo
ocorrida nos tratamentos com 5% de
hipoclorito de sédio por 15 min e 2,5% de
hipoclorito de sédio por 30 min
apresentaram médias de germinacdo de
85 a 80% respectivamente. Couto et al.

(2004), avaliaram a germinacdo de
sementes de mogno e enconfraram as
maiores porcentagens de germinacdo
(48%) com 2,5% de hipoclorito de soédio
durante 30 min. Estes  resultados
corroboram com o presente trabalho, pois
o mesmo apresentou as melhores
porcentagens de germinacdo em médias
de exposicdo ao agente asséptico de 2,5%
em tempo de exposicdo em 10 min, mas
também apresentou meédias de
germinacdo maiores com 2,5% do NaOCI
em 0 min de exposicdo.

Heberle (2010), ao estudar sementes
de louro pardo, observou diferentes
resultados ao utilizar como tratamento o
hipoclorito de soédio. Ao usar uma
concentracdo de 5% de NaOCI, observou
uma menor porcentagem de germinacdo
das sementes. Além disso, a dosagem do
desinfestante, nos maiores tempos em
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imersdo, provocou a necrose de radiculas.
De acordo com o autor, esses resultados
podem ser explicados pelo efeito fitotdxico
do hipoclorito de sédio, pois a utilizacdo de
elevadas concentracdes deste produto,
podem ser vantajosas na desinfestacdo
das sementes, porém, podem se tornar
prejudicicis & germinagcdo. Este fato
ocorrido, ndo foi observado no presente
trabalho, uma vez que, as melhores médias
de germinacdo ocorreram nos tfratamentos
com 2,5% de NaOCl em 10 min de
exposicdo. Talvez, se fosse utilizado maiores
concentracdes deste agente desinfestante
poderia ocasionar efeitos deletérios para a
germinacado.

Segmentos nodais de pléntulas obtidas
in vitro, foram usados como explantes na
inducdo de gemas axilares (Figura 2).
Conforme, pode ser observado na tabela

2, o regulador de crescimento @ 6-
benzilaminopurina (BAP), na concentracdo
de 2,0 mg/L (T2), mostrou ser mais efetivo
na formacdo média de gemas axilares
com 7,1 gemas/explante, quando
comparado com o tratamento T3 (4,0
mg/L de BAP) que apresentou 5,5 gemas/
explante e o fratamento T1 (zero mg/L de
BAP) que mostrou (3,73 gemas/ explante),
ou seja, a menor formacdo de gemas
axilares.

Aravjo et al. (2004), em ftrabalho
desenvolvido com gloxinia, obtiveram 3,5
brotos por explante ao utilizarem 2,25 mg/L
de BAP em meio MS contendo 50% de sais.
Este nUmero é menor que o obtido no
presente estudo. Supde-se que, este
resultado tenha sido talvez, influenciado
pela concentracdo dos sais minerais e pela
espécie estudada.

=) =

-
-
i

Figura 2. Segmentos nodais de cravo (exlon’res)‘ obtidas in vitro e utilizadas na inducdo de

mulfibrotacoes.

Estudos com a violeta-africana
apresentaram os melhores resultados na
formacdo de brotos, utilizando como
explantes, tufos de brotacdes das
cultivares de violeta-africana Optimara
miki, Optimara maki e Optimara akemi.
Para a cultivar do fipo Optimara akemi, o
nUmero total de brotos obtidos, aumentou
até d concentracdo de 1,78 mM de BAP.
J& para Optimara miki a melhor resposta
obtida foi com uma concentracdo
infermedidria, a qual variou de 1,78 a 3,08
mM de BAP. Para Optimara maki, o
nUmero de brotos formados aumentou até

85

a concentracdo 3,08 mM de BAP (Lucas et
al., 2007).

Goncalves (2007) tfrabalhou com
Lavandula luisieri (Rozeira) Rivas-Martinez, e
verificou que o tratamento com 0,89 uM de
BAP permitiu a obtencdo do maior nUmero
de brotos (2,2), ndo diferindo, porém, dos
obtidos na concenfracdo de 0,44 uM de
BAP que foi 1,7 brotos.

Pasqual et al. (2008), ao estudarem o
abacaxizeiro ornamental (Ananas comosus
L.), observaram que na auséncia de agar,
as concentracdes de BAP promoveram um
aumento linear na formacdo de brotos,
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alcancando o numero mdaximo de 21 promover a multiplicacdo de partes aéreas
brotos por explante ao utilizarem 1,5 mg/L e inducdo de gemas adventicias e é
de BAP. Segundo, Zaerr & Mapes (1985), o também economicamente mais vidvel por
BAP & a citocinina mais potente para apresentar o menor custo.

Tabela 2. Formacdo média de gemas axilares de cravo (Dianthus caryophyllus L), obtidas em meio
de culfivo MS, suplementado com é-benzilaminopurina
Inducdo das gemas axilares de Dianthus caryophyllus L

Tratamentos Concentracdes de BAP em mg/L  Média Tukey (a =0,05)
T 0,0 mg/L 3,73 b
T2 2,0 mg/L 7.1 a
T3 4,0 mg/L 5,5 ab

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade

Em estudos desenvolvidos com quando os explantes caulinares de uvaieira
Crisdntemo da cv. White Polaris, Chagas et (Eugenia  pyriformis  Cambess)  foram
al. (2004), obtiveram maior numero de submetidos a diferentes concentracoes de
brotos (2,45) usando 1,4 mg/L de BAP BAP. Observaram, porém, a formacdo de
associado a 0,014 mg/L de ANA (dcido brotacdes em todos os fratamentos

naftalenoacético). Na mesma testados, mesmo na auséncia do regulador
concenfracdo de BAP e ulilizando-se 0 de crescimento.

(zero) e 0,14 mg/L de ANA, os autores Como observado na tabela 3, para o
obtiveram 2,4 e 2,34 brotos/explante, regulador de crescimento cinetina (CIN), a
respectivamente. maior formacdo média de gemas (5,6 - 5,1)

Estudos com propagacdo in vitro de foram obtidas nos fratamentos T2 com 2,0
porta-enxerto de pereira “old home” x mg/L de CIN e T3 com 4,0 mg/L de CIN,
“farmingdale”, Mello-Farias et al. (1996), diferindo apenas do T1 (0,0 m/L de CIN),
obtiveram os melhores resultados (4,46 com 2,7 gemas/explantes, obtendo-se
brotos/explante) no fratamento 5, o qual uma variacdo média na formacdo de 2,7
confinha no meio de cultivo 2,0 mg/L de a 5,6 gemas/explantes. Supde-se que, a
BAP, diferindo estatisticamente dos demais cinetina influencia na formacdo de gemas
fratamentos. axilares, uma vez que, quando se

Nascimento et al. (2008), ndo aumentou as concenfracdes deste
observaram diferencas significativas na regulador de crescimento, ocorreu uma
formacdo do nUmero médio de gemas, multiplicacdo in vitro do cravo.

Tabela 3. Formacdo média de gemas axilares de cravo (Dianthus caryophyllus L), obtidas em meio
de cullivo MS, suplementado com cinetina

Inducdo das gemas axilares de Dianthus caryophyllus L

Tratamentos Concentragdes de CIN Média Tukey (a=0,05)
T 0.0 mg/L 2,7 b
T2 2,0 mg/L 5.6 a
T3 4,0 mg/L 5.1 a

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade

Segundo Cabral et al. (2003), o uso 1965), indicando que o balanco hormonal
de cinetina em Brachiaria sp, nas ndo foi suficiente para induzir @
concentracdes de 3 mg/L ou 6 mg/L, multibrotacdo. Por oufro lado, o
induziram o desenvolvimento de um ou duplicarem a concenfracdo de cinetina
dois brotos por gema de B. brizantha, em no meio de cultivo, os autores observaram
meio de cultura LS (Linsmaier & Skoog,
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multiplos brotos apds duas semanas em
cultivo.

Pimentel et al. (2005), frabalhando
com o Ipé -roxo (Handroanthus
avellanedae) constataram em todas as
varidveis analisadas, que ndo houve
diferenca significativa entre as doses de
BAP ou CIN testadas, 45 dias apds a
inoculacdo in vifro. Estes resultados
sugerem que explantes de ipé-roxo,
obtidos de plantulas estabelecidas in vitro,
apresentam habilidade natural para a
brotacdo, podendo ser dispensado O uso
de citocininas durante o processo de
multiplicacdo in vitro.

Silva et al. (2008), trabalhando com
multiplicacdo in vifro de gemas laterais de
Dyckia maritima Baker (Bromeliaceae),
obtiveram os melhores resultados (75 - 55
gemas) respectivamente, com 2,0 uM de
CIN e BAP, sendo os resultados obtidos
com CIN significativamente superiores
aqgueles encontrados com BAP. Na
regeneracdo de brotos os dados obtidos
com CIN também foram superiores aos
encontrados com BAP.

Estes trabalhos revelam que o BAP e a
CIN apresentam elevado potencial de
inducdo de gemas axilares, pois quando
foram ufilizadas concentracdes destes
reguladores de crescimento apresentaram
elevado potencial de brotacdo, visto que,
o presente trabalho, também apresentou
esta funcdo.

Conclusao

De acordo com os dados analisados
pode-se concluir que:

- O hipoclorito de sédio foi efetivo na
descontaminagcdo e ndo influenciou na
germinacdo das sementes de cravo;

- O BAP e a cinetina (CIN) influenciaram
a inducdo de gemas axilares de cravo.
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