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RESUMO

AMARAL, Claudio Ludo Feanandes, D.S, Univerddede Federd de Vigosy
maco de 2001. Morfogénese in vitro e Trandormacdo Gendlica da
Alfavaca (Ocimum sdlloi Benth). Orientador: Vicente Wagner Dias Casdi.
Consdheiras Wagner Campos Otoni e Fernando Luiz Finger.

Foran edudedos dguns faores que influendam a organogéness,  bem
cOMO a regengracéo in vitro deda egpéoe visando fornecer subdidios a
trandormacio gendica Andissndose 0 dfdto de concentragbes de BAP na
induggo de multibrotagbes em segmentos  caulinares nodas de O.  <Hloi
cultivados in vitro, evidenciorse que quanto maor a concantracéo de BAP, tanto
menor foi 0 comprimento dos brotos, porém maor o nimero de brotos Menores
concentracbes de BAP reladonamse a maores pesos de matéria seca dos
brotos Estudando-se 0 efdto de concentragbes de sacaoe e sas no cultivo
in vitro de sgmenttos cadlinares nodas de O. o condatonrse que a
concentragédo de 100 % de sas do meo MS combinada com a concentragdo
2 % de sacarose foi a mdhor na propagecdo in vitro de O. sdloi, em razéo de
ter obtido brotos mas longos e com raizes grandes, resultando em maor peso do
materid vegetd. Obsarvando-se 0 efdto de concentragbes de ANA e BAP e da
podcio dos explates na induggdo de organogénee in Vvitro em  sgmentos

calinaes intenodas de O. «Hlo veifioorse que o primero, o ssgundo e o
Xi



tercdro segmentos  cadlinaes  intenodals  goresentaram, em meio de  cultivo
complementado com 1,00 mg L™ de ANA e 025 mg L* de BAP, fregiiéncia de
cdogénee de 60,00%, 5000% e 60,00%, respectivanente O primero, o0
ssgundo e o0 tecdro  sgmento cadina  internodd  goresentaram,
repectivamente, freqiéncia de organogénese de 93,33%, 73,33% e 73,33%,
média de Orgéos produzidos de 2,80, 1,80 e 1,80 e dficiéncia de organogénese de
2,60, 1,32 e 1,32 em meio de cultivo suplementado com 0,10 mg L™ de ANA e
100 mg L' de BAP. Veificadose o efdto de concentragdes de ANA na
inducdo do erazameto em brotos de O. sdloi, obtidos a patir de segmentos
callinaes internodais cultivados in vitro, evidendou-se que tanto 0 ndmero de
razes quanto o comprimento de raizes foram crescentes a medida que devou-se
a concentracio de ANA de 00 a 1,0 mg L. Avdiandose o eféito de agentes
gdificantes na indugdo de organogénee em sgmentos caulinares internodas de
O. 4o adtivados in vitro, averigorse que 0 primero ssgmento  cadlinar
internodd comportorse mehor na indugdo de brotos comparado a0 segundo
ssgmento  cadlinar internodd e combinedo a0 Phytagd - “Sgmd’ foi superior @0
asudado com Agar - “Meck”. O un de higomidna com timentin fo mas
eficdente que o0 de canamicina com timentin paa a sHecdo de regengrantes, pois
para inbir a organogénese usonrse 10 mg L'de higromidna com 300 mg L'de
timenin e 100 mg L'de camamicna com 300 mg Lltimentn. A fregiénda de
regengecid de brotos em meo sHeivo contendo higromicna e timentin foi  de
05%, enquanto que a de canamidna e timentin foi de 1,0%. Condui- que néo
fo possvd obter plantas tranggénicas, pois a trandormacdo gendtica ndo  foi
modirada pelo teste Gus, nem confirmadapor PCR.
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ABSTRACT

AMARAL, Cladio Lucdo Femnandes, D.S, Univesdade Feded de Vigosa
mach 2001 In vitro Morphogeness and Genedtic Trandormation of
Alfavaca (Ocimum selloi Benth). Advisor: Vicente Wagner Dias Casdli.
Committee members. Wagner Campaos Otoni and Fernando L uiz Finger.

Some fattors that influence the organogeness have been dudied, as wel
as the regengaion in vitro of this gedes with the am of providing a bass for
gendic  trandormation. By andysng the dfect of BAP concetraions in  the
induction of multishoating in nodd gem ssgments of O. sdloi cultivated in vitro,
it has become dear tha the higher the BAP concentration, the dhorter the shoots
were though they were in a lager numbe. A lower concentration of BAP is
rdaed to a higner amount of dry matter in the shoots By dudying the effect of
sucroe and st concentraions in the cutivaion in vitro of nodd dem segments
o O. «dloi, it has been obsaved that the concentration of 100% of <t in a MS
medium combined to a concentration of 2% of sucrose was the best one for the
in vitro propegaion of O. <dloi , snce the dhoots obtaned were longer and
deeper-rooted, resulting in a larger amout of veged mdter. By obsarving the
efect of NAA ad BAP ooncetraions and the pogdtion of explats in the
induction of the organogeness in vitro of the intenodd dem ssgments of
O. &loi, it has been veified that the fird, second and third intenodd <em
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ssgments presented a calogeness frequency of 60,00 %, 50,00% and 60,00%
repectivdy in a medum of cultivation supplemented with 1,00 mg L™ of NAA
and 025 mg L of BAP. The fird, the sscond and the third intemodd stem
segments  presented  organogenesis  frequency of  93,33%, 7333% and 73,33%,
repectivdly, an aveage of organs produced of 280, 180 and 1,80 ad
organogeness  dficacy of 260, 1,32 and 132 in a medium of cutivaion
supplemented with 010 mg L™ of NAA and 1,00 mg L' of BAP. By andysng
the effect of NAA concantraions in the induction of rooting in O. sdloi shoots,
obtained from intenodd dem segments cultivaed in vitro, it has become dear
thet both the number of roots and ther length grew as the concentraion of NAA
was incressed from 00 to 1,0 mg L™ By evduaing the efect of gdling agents
in the inducion of organogeness in intenodd dem ssgments of O, <Hloi
adtivated in vitro, it has been veified tha the fird intenodd Sem segment
reected best in the induction of shoots as compared to the second internodd stem
ssgment, and, combined to Phytagd - “Sgmd’, it was better than that associated
to Agar - “Meck’. The uxe of hygromyan combined with timein was more
effetive than the ue of kanamydn combined with timetin for the sdection of
the regenerants, snce it wes used 10 mg L' of hygomydn combined to
300 mg L™ of timetin and 100 mg L™ of kanemydn combined with 300 mg L™ of
imein. The frequency of  the regengrdion of the shoots in a sHecdtive medium
containing hygromyan and timetin was of 05%, wheress that of kenamydn and
timetin was of 10%. The oconduson wes tha it is not possble to obtan
tranggenetic plants, dnce the gendic trandormation has not been shown by the
GUS teg, neither confirmed by PCR.
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INTRODUCAO GERAL

O uso da biotecnologia na producdo de fitofamacos tem despeartado grande
ineresse  por pate das indidriss famec@uticas Exidem subdéncdas, como a
digoxina e a digitoxing, clja dntexe de Uas edruturas é tdo complexa que H €
vidvd obtélas a patir das platas como Digitalis lanata e Digitalis purpurea
(BAJAJ, 1998).

A eddgéncia de dgemes didentes de regengracdo de novo € pré-requisto
essndd  a  ulilizagdo  de  ténicas  biotecnoldgicas  modenas  no auxilio a0
mehoramento  gendtico. A biotecnologia  pode conduzir @ producido de  Orgdos
trandormados €ou plantas trangyénicas. Nedte sentido, a tecnologia transgénica,  por
meo de engenhaia gendlica, oferece enormes  oportunidades a0 fitomehoramento
(SCOTT, 1994). No intuito de aumentar a producio de fitofarmacos com trabahos
de caultivo in vitro exigem trés linhes principas de acdo: producdo de metabdlitos
secundaios in vitro por cadtura de cdulas, micropropagecdo e trandformacéo
gendtica (LOWE & d., 1996).
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O edudo das rotas meabdlicas dos fitof&rmecos fornece evidéncies da
producdo de metabdlitos secundaios in vitro, pemitindo meximizar a producdo pda
Hecdo de linhagens dou trandormecdn. A micropropagecéo  fornece  oportunidade
de = reproduzir gendtipos superiores sdecionados em menor tempo e em grande
guattidede. Edas linhas o Uteis, prindpdmente, quando se trata de plantas com
ddo de vida muito longo ou que gesentam dificuldade de reproducéo ou que
encontram em perigo de extingéo (DISCOMO e MISAWA, 1995).

Os prérequistos a0 é&ito da menipulacdo gendlica o idattificar, isolar e
caacterizaa4 oS genes enwolvidos na biossntee de principios aivos bem  como
compreender 0s mecanigmos de regulacd egpago-tempord  destes genes em fases
didintass do ceximeto e  desvolvimento  veged. Concomitantemente,
fazzse necessxio  desevolver  protocolos de  regeneracdo  in vitro e de
trandormacdo. Embora igo nem sempre sga possivd, dgum  progresso  tem  Sdo
dcancado. Ege avango envolve duas caegorias quas sgdam. cultura de orgdos
trandormados e platas tranggénices (SAITO e d. 1992, CALDENTEY e
HILTUNEN, 1996).

Em cultura de cdulas sugpensdes cdulaes podem passar por crescimento em
larga escda, em biorrestores, usando-se linhas cdulares superiores, edtaveis e com
dta producdo em detrimento de linhas cdulares inferiores indaves e com baxa
producio (ZAFAR & d., 1992). Ede tipo de cultura pode s suplementado com
didtores dentre tantos a preparagbes fungices, td como no exemplo de
Tagetes patula, caya cadtura de  cduas  produziu, tendo  comD
didtor extrao de Phytophthora ., nivas dgonificaives de  polienos
(BUITELAAR e TRAMPER, 1992). Indabilidede e baixa produtividede é regra em
cultura de cdulas enquanto que eddbilidade e dta produtividede € excecdo. Foram
detectados em Gardenia jasminoides compodos, usudmente néo  encontrados em
plantas, tais como os tarenosideos (UDEA et d., 1981).

H& substéndas tergpluticas obtidas via Orgdos ou cultura destes, assm como
en plates intdras a eemplo dos dcddides vimblagina e vincridina de
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Catharanthus roseus (PARR et d., 1988). Dentre os compostos biodtivos obtidos a
patir de cultura de cdulas e comeaddmente vidves dedacamse as bebeinas em
Coptis japonica, as chiconines em Lithospermum erythorhizon e os ginsenosideos
em Panax ginseng (DISCOMO e MISAWA, 1995).

Na cultura de 6rgéos néo trandformados, a producio € edaved e baixa pois o
ceximento é lento, ha menor ramificacio laterd e 0 meo deve s acrextido de
reguladores de crescimento. Na cultura de Orgdos trandformedos, a producdo €
etdvd e dta pois 0o ceximeto € rdpido, hA maor ramificacdo laed e como
vatagem 0 meo nd necesSta de reguladores de creimeto (BAJAJ, 1999).
Brotos tumorados, como os de Mentha citrata, S50 menos usados que as raizes em
cabdera, como as de Scopolia japonica, pos em meo liquido € mas fadl cultivar
raizes do que brotos Em ged, a vitrificacdo ocorre em cultura de brotos, sendo rara
ou inexigente em culturade raizes (SAITOet d., 1992).

A caltura de orgdos ndo é fadlmente menipulada como a cultura de cdulas,
Quando o dteradas as condigdes do meio (STABA, 1985). Entretanto, a adicdo de
Quitossno  aumentou a producdo  de  hiosdamina  em  Hyosciamus — multicus
(SEVON et d. 1992). A viddlidede comercid da produco de principios divos
depende ndo gpenas da produtividede, mes também da liberagdo dos principios
divos no mao de cultivo. Em cultura de raizes de Duboisa leichhardti, 75% de
escopolamina é liberada no meio em quatro semanas (MURANAKA e d., 1993).
Todavia, ha produtos, como os fitocomplexos que ndo sfo obtidos via drgéos
goenas em plantasintactas.

Edudos envolvendo plantes trangyénicas regengades a patir de  0Orgéos
trandormados <0 Tem ddo, preferencidmente, usado  Agrobacterium
rhizogenes como mediador na trandormecdo de plantas cujos principios  divos
encontrantse nas pates Ubtardneass a exemplo de gettiopicina nas raizes de
Gentiana acaulis (HOSOKAWA et d., 1997). Agrobacterium tumefaciens mediou a
trandormecdo  das  platas  cujos  principios  divos  encontramse  has

pates afess, como a atemisnina des fohas de Artemisa annua
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(VERGAUWE & d., 1996). Edes ddemas entrelanto, podem s usados
independentemente do dtio de sintese dos compodtos farmacodivos nos vegetals, o
gue tem ddo veificado em Catharanthus roseus (CALDENTEY e HILTUNEN,
1996).

A trandormecio gendlica pode ecentuar ou aenuar a producdo de principios
divos ou sus deaivados Em platas medidnas ha exemplos de ganhos da
tecnologia transgénica em plantas produtoras de dcddides, como Atropa belladonna
e a cowvesio de hiodamina em exopdamina pda ewzima 6b-hidroxilass, cujo
gene € oiundo de Hyoscyamus niger (HASHIMOTO et d., 1993). Nas plantas
produtoras de isoprendides, temse na Mentha spicata a converso de limoneno em
matd pda evima limoneno 3-hidroxilass, cujo gene € oariundo de Mentha piperita
(LEWINSOHN, 1996).

H& também exemplos de pedss restantes da tecnologia transgénica nes
plantas produtoras de isoprendides, como a reducdo do teor de dlidirrizina tanto em
Glycyrrhiza glabra (CALDENTEY e HILTUNEN, 1996) quanto em Glycyrrhiza
uralensis (SAITO et d., 1990).

As plantas medicnas dudmente tem ddo trandormedas paa a resgénda
a herbiddas Tranderiv-se a Atropa beladonna e Scoparia dulcis, o gene bar que
codifica a ewma fodinatridna acdiltranderass, que confae resgénda @
hebidda fodinatridna Em rdacdo a produtividede, bem ocomo a tdeédnda,
obteve-= corrdacdo podtiva paa Scoparia dulcis (YAMAZAKI & d., 199%) e
corrdacdo negdtiva para Atropa belladonna (SAITO et d., 1992).

A engenhaia gendica oontribuiu - dgnificativamente no  desanvolvimento  de
vaiedades com dta producdo de principios aivos, princpdmente, pdo fao de a
epecificidade egpago-tempord  de dintese detes compostos ndo £ condlituir  em
fator limitante aproducZo de fitofarmacos (LEWINSOHN, 1996).

Condderando-= 0s dtos pregos dos famacos e 0 aescimento do mercado
famac@utico, v&ias empresss privadas e indituigdes plblicas esd0 invesindo na
producdo indudrid de meabdlitos egpecias dedinados paa fins tergpéuticos e
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obtidos a patir de plaitas dgnificando novas posshilidedes de s obter drogas
medicamentosas inovadoras (KOROLKOVAS, 1989).

A caltura ndo diferenciada, sugpensio cdular e cdos por s desprovida de
oganizacdo epacid e pda fdta de eypeddizacdo de suas cdulas pode produzr
guantidedes infimes de principios aivos ou, mesno, meabdlitos diferentes dagudes
encontrados em  plantas intdras  (BUITELAAR e TRAMPER, 1992). Na cultura
diferenciada, brotos e raizes ndo s veifica edes problemas (SAITO e d., 1990).
Ha caos em que os principios aivos ou Seus precursores ndo &0 produzidos em
cultura de cdulas mas goenas em cultura de Orgdos vegetais ou nas propriss plantas
(SAITO ¢ 4d., 1992). Cultura de cdulas S0 mais indaveis do que cultura de orgdos
vegdas por agoresentarem, freqlentemente, vaiacbes cromossomas  edruturas e
numéricas (PAAR, 1989).

O potencid biossntéico da cultura de Orgéos transgénicos € dmilar a0 das
plantas intactas ou dgnificaivamente superior (FLORES et d., 1987). Edudos em
plantas gendicamente modificadas obtides a patir de Orgdos S0 exasos
por conseguinte,  torna-se necessAio  estudar a  producio  de  compostos
fitotergpicos em platas completas (KRENS, 1997) e ndo goenas em Uas partes
(TOIVONEN, 1993). Atudmente, dguns genes envolvidos com a producgo de
ezimes asociades a biossntexe de Oleos esendias tém ddo identificados e
Ccaataizados. Edes genes podem s modificados tormando viavd a manipulacéo
da sintese deda importante dasse de principios divos Entretanto, € necessaio a
didénda do dgema de trandaénca de genes e do Sgema de regengacdo de
cdulas (WEISING et d., 1988).

Plantas tranggénicas tém ddo obtides a patir de vaiss egpées
(SEMENS e  SCHIEDER, 1996),  prindpdmente a  medidnais
(SAITO & d., 1992, CALDENTEY e HILTUNEN, 199%). A trandformacéo
gendica mediada por Agrobacterium spp. oferece grandes oportunidades para o
mdhoramento de plantas medidnas (KAJKI, 1992), destacando-se as do género
Ocimum (SOBTI e PUSHPANGADAN, 1982). Dentre as suas principas egpécies
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detacase a Alfavaca (Ocimum <dloi Beth), a qud € aomdica, condimentar e
medicind (AMARAL, 1997). O pesente trabdho teve como  princpd
objeivo deserwvolver protocolos de regengacdo e trandormecdo  da  dfavaca
(Ocimum sdloi Benth).
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Introducdo

Em cutua de teddos usase as dtodninas objeivando produzir grandes
Quantidades de gemas sm haver fomecdo de cdos removendo-se a domindnda
goicd e etimuando a producdb de ramos axilaes como foi obsavado em
Zingiber officinale (WANG, 1989). Ha diferencas na utilizacdo das dtocininas como
fitorreguladores, pois 0 BAP, ao contraio de CIN e 2P, é fundamentd na inducéo
de multibrotagbes. O BAP € bedate eficaz na inducdo de ramos mutiplos,
provavdmente, pdo fao de que os tecidos vegetais tém a cgpacidade de metabolizar
de foma mas didente os fitoreguladores nauras em detrimento dos  atifidas
(RAJEEVAN e PANDEY, 1986).

A dfavaca (Ocimum sdloi Beth) € uma plata lagamete utilizada com fins
tergpéuticos, sendo grande O interesse em £ peuisr eda expéde devido a sau
potencdd  medicnd como  atidiaréco, atiepaamddico, e  atiinflamadrio
(AMARAL e CASALI, 2000). Entreanto, agoesx de <sau  enorme  vdor
fitotergpéutico, sfo 0s edudos em cultura de tecidos neda egpécie O
objetivo deste trabdho foi etudar o efeito de concentragBes de BAP na inducio de
multibrotagbes em segmentos caulinares nodais de O. sdloi cultivadosin vitro.

?Professor, Depatamento de Fitotecnia, Universdade Federd de Vigosa, Vigosa, MG,
Brasl. CEP. 36571 - 000.

3Professor, Departamento de Biologia Vegetd, Universdade Federd de Vigosa, Vigosa
MG, Brasll. CEP. 36571 - 000

*Professor, Depatamento de Fitotecnia, Univerddade Federd de Vigosa, Vigosa, MG,
Brasl. CEP. 36571 - 000.
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Material e M éodos

Os segmetos cadlinres nodas foram obtidos de platas de O. loi
produzides in vitro e manuseados como explantes inoculados em meo MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) suplementado com cinco concentragbes de BAP
(0,00; 050; 1,00; 150 e 200 mg L™), 3% (p/v) de sscaose e 7 g L de Agar
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“Merck’; sendo o pH gudado a 57 + 0,1 com HCl ou NaOH a O,IN. As culturas
foram mantides em sda de aeximeto a 26 + 1°C, fotoperiodo de 16 horas e
imedianda de 31 mmd ni? st O ddineeamento utilizado fo o interarente
caaudizado com 5 traamentos (niveis de BAP), 10 repeticdes, 1 tubo de ensaio por
pacda e 1 explaite em cada tubo de ensao. Os traamentos foram avdiados aos 30
dias apés inddacfo, quantificando-s= 0 nimero de brotos, o comprimento de brotos
(cm) e o peso damatéria fresca e seca dos brotos (mg).

Resultados e Discussao

A andise de vaianda do nimeo de brotos comprimento de brotos peso da
matéria fresca e seca dos brotos bem como do nimero de folhas dos brotos em
funcdo das concentragdes de BAP etda sumaizada na Tabda 1. Houve diferenca,
pdo tete F, a 5% de probabilidade, entre os nives de BAP quanto a0 nimero de
folhas dos brotos e peso da matéria seca dos brotos enquanto que para o nUmero e
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comprimento dos brotos ocorreu diferenca, a 1% de probabilidade. Por outro lado,
néo houve diferenca, a 5% de probabilidade, pdo tete F, no peso da matéria fresca
dos brotos Foran tedados o0s moddos de regressio  liner e quadrdico,
verificando-se que 0 moddo lineer goresentou mehor gude aos dados do nimero e
comprimento dos brotos e 0 modeo quadrético, do peso da metéria seca dos brotos.

Congatourse que 0 nimero de brotos foi crescente a medida que devou-se a
concatrecdo de BAP (Figura 1); o que foi condizente com o edudo feto por
PEREIRA (1998) com Maytenus aquilifolium e Maytenus ilicifolia. A promocéo de
ramos muitiplos en O. «dloi foi dmilar auda obsarvada em estudo com  inducéo
de ramificagbes em Citrus mitis por SIM e d. (1989). Conforme SAKA e 4.
(1980), a formacio de multibrotacles pode etar assodada a eficiéncia de
regeneracdo in vitro, o que fo confirmedo por BARWARE & d. (1986) em Glycine
max e Glycine spgja Obsarvou-se que quanto maor a concentragdo de BAP, tanto
menor fo o comprimento dos brotos (Figura 2). Edes resultados comparados aos de
BERGMAN & d. (1985 em cinco dones de Salix sop. modraram que a rdagéo
etre 0 nUmero e o comprimento dos brotos foi inversamente proporciond em  trés
dos cnco dones utilizados

Bvidendourse que com a devacd da concetracdo de BAP, houve
dminuicio no pen da maéia sca dos brotos (Figura 3); o0 que segundo
SHARMA e SINGH (1997) pode ter ocorrido, provavedmente, pea reducdo do
comprimento dos brotos,

De acordo com POLANCO e RUIZ (1997) a medida que £ aumeta a
concentracdo de BAP diminui a formecéo de raizes o que também fo obsarvado
nese trebaho. Altas concentragies de ditodinines (05 - 10 mg L) blogueam a
rzogénese ao inibirem os efatos das auxines (BEN-JAACOV et d., 1991).



Tabda 1 - Reumo da andie de vaidncia do nimero de brotos (NB), comprimento
dos brotos (CB) e peso da matéria fresca (PF) e seca dos brotos (PS) de
Ocimum sdloi em fungdo das concetragbes de BAP.  UFRV,

Vigosa/ MG, 1999.
Quadrados Médios
FV. G.L. NB CB PF PS
Tratamento 4 32,199990**  0,490333** 0,000946™ 0,000008*
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Residuo 45 2,871112 0,1148168 0,000262 0,000003

C.V. (%) 3851 27,22 24,87 22,40

" - Nao significativo.
* e** - Sgnificativo repectivamente, a5 e 1 % de probabilidade, pdo tese F.

8,0 7
6,0
4,0 *

2,0

NUmero de Brotos

0,0 T T T 1
0,0 05 1,0 15 20

Concentrag&o de BAP (mg/L)
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Hgura 1 - Efeto de concentracbes de BAP sobre o nimero dos brotos provenientes
de sggmentos caulinares nodas de Ocimum sdloi Beth cultivados in
vitro. UFV, Vigosa/ MG, 1999.
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Hgura 2 - Efdto de concentragdes de BAP sobre o comprimento dos brotos
provenientes de ssgmentos caullinres nodas de Ocimum sdlol Benth
cultivedosin vitro. UFV, Vigosa/ MG, 1999.
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Fgura 3 - Efeito de concentragbes de BAP sobre 0 peso da maéria seca dos brotos
provenientes de segmentos caulinres nodas de Ocimum sdloi Beth
cultivedosin vitro. UFV, Vigosa/ MG, 1999.
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Introducdo

As cdules teddos e plantules cultivades in vitro dém de ndo encontrarem
condigdes adequadas de iluminegdo e concentragdo de CO,, nomdmente ndo
goresantam teores de dordfila auficientes para redizarem fotossintese que sudente o
ceximento in vitro. Assim, a cdulas possuem o potencdd para a fotossintee
in vitro, mas 0 ceximento das culturas € promovido por fontes de carboidratos
adidonados @ meo (YAMADA e SATO, 1978). Contudo, ao mesmo tempo,
reconhece-2 que a presenca de carboidratos no meio inibe a dintese de dordfila g
portanto, reduz a capecidade fotossntética das culturas (EDELMAN e HANSON,
1971).

Os caboidratos fornecem energia metabdlica e esqueetos carbdnicos a todos
0S COMpodos Organicos NecessAios a0 aetimento e desavolvimeto  odular. A
scaoe € 0 caboidrao mas utilizado nos meos nutritivos sendo que ede aclicar
upota, nomdmente, as mas dtes taxes de ceximento na maoria das
ep&ties Como foi observado em Prunus cerasus, a scaoe influenda tato a
organogénee  por  multiplicacdo  dos  brotos quanto  por inducdo  de raizes
(BORKOWSKA e SZCZERBA, 1991). Entretanto, outras fontes de carbono podem
goresentar resultados  supeiores na promogdo  de morfogénee  in vitro. A
embriogénee somdica é etimulada pda frutoe e rdinose em Spinacia oleracea
(KOMAI e d. 19%6), pda lactoe e gdactose em Citrus ddiciosa
(CABASSON e d., 1995 e pda mdtoe en Abies nordmanniana
(NORGAARD, 1997). Além dos caboidraos, 0s sds mingas s também
importantes estimul adores dos processos morfogenéticos (EEUWENS, 1976).

*Professor, Depatamento de Fitotecnia, Univerddade Federd de Vigosa, Vigosa, MG,
Brasil. CEP: 36571 - 000.
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Egédes da familia Lamiacese, principdmente, as do género Ocimum, S80
anplanente  empregadas na indidria  famec@utica mundid. Por suss  propriedades
aomdicas condimentares e medidnas dedacase etre das a dfavaca
(OCcimum <dloi Benth) (SOBTI e PUSHPANGADAN, 1982). Entretanto, apesx de
U grade vdor, exigem edudos anda indpientes rdadonedos prindpdmente a
cutura de teddos Dede modo, deswolverse ede trabadho, visando obter
infformagbes a regpato da influbnda das concentragbes de sacaose e sAs na
qudidede dos ramos obtidos a patir de ssgmentos callinares nodas de O. <Hloi

cultivadosin vitro.

Material e M éodos

As plantas mdrizes foram obtides a patir de samentes que geraam mudas
em cateros do Grupo Entre - Folhas / Pantas Medidnas do Depatamento de
Ftotecnia da Universdade Feded de Vigosa Vigoss, Minas Geds Brasl. As
plantas foram cultivades a0 a livre em vasos com cgpecidade de oito litros de
substrato com trés partes de s0lo e uma parte de composto organico.

As smentes das plantas marizes foram colhides e lavadas em &ua corrente
Em seguida foram ocolocadss em solugio de benomil a 2 mg L™ por 15 minutos
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podeaiomente, foram lavades 8 vezes em &ua deonizada e attodavady
meguhadas em dcool 70% (viv) por 30 segundos e trandeides a solucdo
hipodarito de sodio de 25% (viv) e 01% (viv) de Tween 20, por 10 minutos em
sguida foran novamente lavadas 7 vezes em &ua ddonizada e autodavada A
inoculacéo das samentes foi redizada em tubos de ensdo contendo meo “MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), s=ndo fata na cgpda de fluxo laminar, em
condigdes asspticas. As samentes germinadas  originaram  plantas, des quas aos 30
diss de cdtivo in vitro foram colelados os segmentos caulinares nodais que foram
manuseados como explantes.

As inoculagfes dos explates foran redizades em cgpda de fluxo laminar,
em condicdes assepticas. As combinagbes de sacarose e sas usadas foram: 3% (p/v)
de sacarose e 100% (p/v) de sas de “MS’ |, 3% (p/v) de sacarose e 50% (p/v) de sas
de “MS’, 2% (plv) de sacarose e 100% (p/v) de sais de “MS’ e 2% (p/v) de sacarose
e 50% (p/v) de sais de “MS’ . Neste meio, o pH foi gudado a 5,7 + 0,1, com HCL
ou KOH a 0,IN; sendo solidificado com 7 g L™ de &gar “Merck’, digtribuindo-se 15
mL do meo por tuo de ensao (25 x 150 mm), vedado com tampa de polipropilenc.
A eteailizacdto do meo de cadtura foi fdta por autodavagem, a temperatura de
121°C e pressio de lam, durate 15 minutos As culturas foram mantides em sda
de crescimento 826 + 1°C, fotoperiodo de 16 horas eirradianciade 31 mnd m? s,

O epaimento fo conduzido no ddineamento interamente casudizado no
exuema fatorid 2 (concentragbes de sacarose) X 2 (concentracles de sas) com 7
repetiches, totdizando 28 pacdas Cada pacda continha 4 ssgmentos caulinares
nodas sendo 1 explante por tubo de ensdo. Foram avdiadas as seguintes vaiaves
comprimento dos brotos (cm), nimeo de brotos, comprimento das raizes (cm),
ndmero de raizes, peso da matéria fresca e seca dos brotos (mg) e nimero defolhes.
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Resultados e Discussao

A adie de vaidnda conunta encontrase no Tabda 1. Houve interacéo
dgnifictiva quanto aos caracteres comprimento de  brotos, comprimento de raizes,
peso da maéria frexca e seca dos brotos obtidos de ssgmentos caulinares nodais de
O. <lo adtivados in vitro, indicando que o eedto rdaivo da concentracdo de sas
no meo MS wohre edas vaidvels depende da concentragdo de sacaose Eda
interacd0 tornoure evidente quando s andisa os quadros 2 e 3; uma vez que paa
& referides vaidvds o0 efdto dos sas do mdo MS fo ndo ggnificativo na
concentracédo de 3 % de scaose (Tabda 2) e dgnificaivo na concentracéo de 2 %
de secarose (Tabea 3).



Quanto aos caacteres nimeo de brotos, nimeo de folhas e nimero de
raizes, os efetos da concentragido de sacaose, sAs e inteacdo  foram  ndéo
gonificativos  (Tabda 1), indicando que 0©s trdamentos empregados néo
influenciaram edas variaves

De acordo com a Tabda 4, pode-se infair que, dentro da concentragdo de
2 % de sacaose, 0 meo com 100 % de sas de MS proporcionou médias superiores
paa 0s caeacteres comprimento de brotos, comprimento de raizes peso da matéria
fresca e seca Entretanto, na concentracdo de 3 % de sacarose, 0s dois nivels de sas
de MS proporcionaram médias eddidicamente iguas uma vez que o tete F foi néo
sonificaivo (Tabda?2).

Compaando-s2 0s traamentos, podese oonduir que de todas as
combinagbes entre concentragies de sds e de sxcaose a que fo mdhor na
propagacdo in vitro de O. sdloi em razdo dos mehores resultados € a concentracéo
de 100 % de sas do meio “MS’ combinada com a concentragdo 2 % de secarose, a
patir da qud foram obtidos brotos longos com raizes grandes, resultando em maor
peso do maerid vegdd. Edes dados condizen com 0 efudo de
BRANDT (19920 em Campanula isophylla e contradizen a trabdho de
KOZLINA et d. (1997) em Fibigia triquetra.

Segundo 0 estudo de PREMACHANDRA & d. (1992) em Sorghum bicolor,
0 aimento de concentragd de sacaose N0 meo de cultivo ndo goenes deva o
uprimento de carbono digponivd & cultura, como também etimula 0 cresdimento
do maerid veged. Contudo, 0 potencd osmdtico do meo dminu, o que tdvez
tenha inibido 0o cecimento in vitro. Ede fao foi veificado em numerosss espécies,
a exemplo de Nicotiana tabacum, Solanum tuberosum e Lycopersicon esculentum
(BROWN, 1982). De acordo com PREMACHANDRA e d. (1992), agucares
sollvels tas como. sacaose, glicoe e frutose sf0 reponsaveis pdo  gudamento
0sMatico de tecidos vegetal's sob condicdes estressantes.

Conforme IRIGOYEN (1992), o creximento de plantas cultivadas in vitro é
fotemente  influendado por eglicares  adidonados @ meo,  prindpamente
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scaoe AsSm, sgundo HYNDMAN & d. (19820 e LIPAVSKA e
VREUGDENHIL (1996), ha corrdacdo podtiva entre a concentracdo de aclicares e
0 almulo de maéia seca totd, 0 que refletle em creximento das plantas a0
aumentar a taxa de divisio cdula. Eda influenda a cgpacidade de regeneracéo in
vitro. Entretanto, de acordo com GALZY e COMPAN (1992), esta associacdo SO €
vaidaem baixas concentragdes de aglicares.

Tabda 1 - Resumo da andise de vaidnda conjunta dos dados de nimero de brotos (NB),
comprimento dos brotos (CB), nimero de folhas dos brotos (NF), nimero de
raizes dos brotos (NR), comprimento das raizes (CR) e peso da maéria fresca
(PF) e seca (PS) dos brotos de Ocimum sdloi Beth em funcdo das
concentragdes de saecarose (SAC) esas(MS). URV, Vigcosa/ MG, 1999.

Quadrados Médios

FV GL NB CB NF NR CR PF PS

SAC 1 12,893™ 113727 16509™ 6509™ 39176 0,140r 0,003
MS 1 0080™ 38964™ 25080™ 6,036™ 11,341™ 0,040™ 0,001"

SACMS 1 1509™ 78189 84,000™ 16,509™ 22,143* 0,063 0,001*

Resduo 24 4531 10,287 54,887 5,365 3347 0009 0,001

CV. (%) 31,367 44859 54091 52728 54,266 47,666 38,183
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" - Néo ggnificaivo.
* - Sgnificativo, a5% de probabilidade, pdo tese F.

Tabda 2 - Andisss de vaianda individuas dos caacteres comprimento dos brotos
(CB), comprimento das raizes (CR), peso da matéria fresca (PF) e seca (PS)
dos brotos de Ocimum selloi dentro da concentracdo de 3% de sacarose.

Quadrados Médios
FV. GL. CB CR PF PS
Sasde“MS’ 1 3,3800000™  0,9000000"™ 0,0013710™ 0,0000006 ™
Residuo 12 14,5500000 4,1300000 0,0067170 0,0000727
CV. (%) 74,29 92,83 62,77 44,71

" - Néo ggnificaivo.



Tabda 3 - Andisss de vaidnda individuas dos caracteres comprimento dos brotos (CB),
comprimento des raizes (CR), peo da maéia fresca (PF) e seca (PS) dos
brotos de Ocimum selloi dentro da concentracéo de 2% de sacarose.

Quadrados Médios

FV. GL. CB CR PF PS
SasdeMS 1  113,7700000* 32,5900000* * 0,0100000* 0,0010710*

*

Residuo 12 5,5400000 1,9000000 0,0120000 0,0001580
CV. (%) 25,68 30,27 40,19 32,62

* e** - Sgnificativo regpectivamente, a5 e 1 % de probabilidade, pdo tese F.

Tabda 4 - Mélias de comprimento dos brotos (CB), comprimento das raizes (CR),
peso da maéria fresca (PF) e seca (PS) dos brotos obtidos a patir de
ssgmentos  callinres nodas de O. «dloi adtivados in vitro, em duas

concentragdes de sacarose e de saisno melo MS.

3% de Sacarose
Médias
SAsde“MS CB CR PF PS
100% de Sais 4,16 1,94 0,12 0,019
50% de Sais 5,63 2,44 0,14 0,019
2% de Sacarose
Médias




Sasde“MS’ CB CR P PS

100% de Sais 12,02 6,08 0,36 0,05
50% de Sais 6,31 3,03 0,19 0,03




Hgua 1 - Cutivo in vitro de sgmentos cadinaes nodds da Alfavaca
(Gcimum sdloi Beth) em meéo MS contendo A - 3 % de sacrose e
100 % de sais B - 3 % de sacrose e 50 % de sais, C - 2 % de sacrose e
100 % de sas, D - 2 % de sacrose e 50 % de sais UFV, Vigosa / MG.
Escda=1aom.
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Efeto de concentragbes de ANA e BAP e da poscdo dos explantes na inducdo
de organogénese in vitro em segmentos caulinares internodais de alfavaca
(Ocimum sdloi Benth). Amad, C. L. F.; Casdi, V. W. D% Otoni, W. C,
Finger, F.L.*

Introducdo

A exigénda de didente 9dema de regeneracdo de novo a patir de cdulas
tecdos e Orgdos vegdas € prérequisto essndd a glicacdo de  téonicas
biotecnoldgices modenas o mdhoramento  genético de diversas platas, dentre as
quais desacamse as medidnas (SAITO & d, 1992, CALDENTEY e HILTUNEN,
1996).

Em gead, na regengracdo in vitro o usadas dtodnines dim de s promover
a formacdo de brotos sendo que conforme SNIR e EREZ (1980), as raizes podem
urgir, espontaneamente, ou, segundo  HASEGAWA  (1980), terem sua  producéo
induzida por uma axina De acordo com WRIGHT e d. (1986) pode-se, ainda,
uiliza-se de combinecdh dmultinea de dtodnina e axina na regengacdo de
Orgéos vegetas Asim, no protocolo de regengacéo a fase de inducdo de brotos é
tho importante quato a eapa de indugdo de raizes A @ dfavaca
(Ocimum <dloi Beth) dém de medidnd, ¢é aomdica e condimentar

! Professor, Depatamento de Biologiaz Univesdade Feded de Mz de Fora
iz de Fora, MG, Brasil. CEP: 36036 - 330.

?Professor, Depatamento de Fitotecnia, Universdade Federd de Vigosa, Vigosa, MG,
Brasil. CEP: 36571 - 000.

3Professor, Depatanento de Biologia Vegetd, Universdade Federd de Vigosa, Vigosa,
MG, Brasl. CEP: 36571 - 000

*Professor, Depatamento de Fitotecnia, Univerddade Federd de Vigosa, Vigosa, MG,
Brasil. CEP: 36571 - 000.
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(SOBTI e PUSHPANGADAN, 1982). Face ap expodo e devido a caéncia de
edudos arangendo a cultura de tecidos nesta egpécie, foi objetivo deste trabdho
edudar 0 efeto de concentracbes de ANA e BAP em funcdo das posigdes dos
explantes na indwdo de organogénex in vitro em O. sdloi Benth, com vidas a
fornecer subddios a trandormacdo gendlica desta expédie td a sua rdevanda
farmacoldgica

Material e M éodos
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Materid Vegetd e Cultivoin vitro

As plantas marizes foran obtides a patir de samentes que geaam
mudas em canteros do Grupo Entre - Folhas / Plantas Medidnas do Depatamento
de Ftotecnia da Universdade Federd de Vigosa, Vigosa, Mines Geas Bradl. As
plantas foram cultivades a0 a livie em vasos com capacidade de oito litros de
subdrato com trés pates de lo e uma pate de compodto orgdnico. As samentes
das plantas matrizes foram cohides e lavades em &ua corente Em seguida foram
colocadas em soluggo 2 mg L™t de benomil por 15 minutos, posteriormente, foram
lavades 8 vezes em &gua deonizada e autodavada megulhades em dcod 70%
(VW) por 30 segundos e trandferides a solugdo hipodorito de sbdio de 25% (Viv) e
01% (V) de Tween 20, por 10 minutos em seguida foram novamente lavedes 7
VEZES em &ua deonizada e autodavada A inoculacdo das sementes foi redizada
em tubos de ensaio contendo meo “MS’ (MURASHIGE e SKOOG, 1962), sendo
fdta na cgpda de fluxo laminar, em condigdes asfpticas As samentes garminadas
oiginaam plantas das quas aos 45 dias de cultivo in vitro foram coleados o
pimaro, ssgundo e  tecdro  ssgmentos  cadlinares  intenodals que  foram
manuseedos como explates As caulturas foram mantides en sda de creximento a
26 + 1°C, fotoperiodo de 16 horas e eirradianciade 31 mmnol n?s™,

Meio de Regeneragéo

O meio de cultura utilizado tato na formecdo de brotos quanto de raizes foi o
“MS’ proposto por MURASHIGE e SKOOG (1962). Na producdo de ramos, ede
meo foi acrexido de 2% (pv) de sacaose e suplementado com as seguintes
combinagdes de ANA/BAP em mg L 0,01/0,00, 0,01/0,25, 0,01/0,50, 0,01/0,75,
0,01/1,00, 0,20/0,00, 0,10/0,25, 0,10/0,50, 0,10/0,75, 0,10/1,00, 1,00/0,00, 1,00/0,25,
1,00/0,50, 1,00/0,75, 1,00/1,00. Ese meo teve o pH gudado a 57 + 0,1, com HCL
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ou KOH a 0,IN; sendo solidificado com 7 g L de &a “Meck’, digtribuindo-se
15mL do meo por tubo de ensao, com dimensdes de 25 x 150 mm; vedado,
poderiormente, com tampa de polipropileno. A edeilizacdo do meo de cutura foi
fata por austodavagem, a tempaaura de 121°C e pressio de lam, durante 15

minutos.

Enrazamento

Os brotos foran empregados como explantes, sendo inoculados em meo MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), suplementado com quatro concentraches de ANA
(0,00, 0,01; 0,10; 1,00 mg L™), 3% (p/v) de sacarose e 7 g L de Agar “Merck’;
sendo o pH gudado a 57 + 01 com HCl ou NaOH a OIN. As culturas foram
mantidess em sda de aeximento a 26 + 1°C, fotoperiodo de 16 horas e irradidncia
de 31 mmd n¥’s™.

Adimatagio das Plartas

ApGs 0 processo de erazamento, as plantas foram retiradas dos tubos de
ensio e as raizes foram lavades com agua deionizada e autodavada Em  seguida,
foram econdicdonades em  bégueres contendo &gua  deonizada e austodavada,
envolvidos por um sxoo pladico e mantides sob condigdes de ambiente. Orificios
peguenos foram feitos nos sacos plagicos a cada dois dias, sendo que gods 0 dédimo
dia as plantas foram trandeidas paa vans plégicos e conduzides em casa de
vegetacao.

Ddineamento Experimenta
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O expaimento de regengacdo in vitro fo conduzido em  ddineamento
intaramente casudizado no exquema faorid 3 x 5 x 3 (concentragdes de ANA,
concentragdes de BAP e podcles dos explantes) com 3 repetigdes, totdizando 135
pacdas Cada pacda oontinha 8 ssgmentos callinaes intemnodas sendo 1
explate por tubo de ensdo. As culturas foram ingpecionades semandmente. Apds
45 dias de cultivo foram feitas avdiages quditativas e quantitativas.

As vaiavds das andises quditdivas foram: presnca e auséncda de cdos
bem como de drgdos produzidos de forma dira ou indireta; repectivamente, sem e
com formacéo de cdos

As vaiavas quatitaives foram: freglénda de cdogénese fregliéncia de
organogénee, média de Orgdos produzidos e eficiéncia de organogénee Apenas oS
brotos foram condderados na ocorréncia de Orgdos, bem como na sua contagem. As
fregliénciss de cdogénee e organogénese, média de Orgéos produzidos e ficénca
de organogénee foran obtidas, regpectivamente, pdas rdagbes nimero  de
explantes cdogénicos / nimero totd de explantes (cdogénicos e ndo - cdogénicos)
X 100, nimero de explates organogénicos / nimeo totd de explantes
(organogénicos e ndo - organogénicos) X 100, nimero de dérgdos / nimero totd de
explantes e, findmente, fregiiéncia de organogénese x média de rgaos produzidos.

No ewrvazamento, fo utlizado ddineamatto intdramente caaudizado
com 4 traamentos (nives de ANA), 10 repetiches, 1 tubo de ensao por pacda e 1
explanite em cada tubo de ensso. O expaimento foi avdiado aos 30 dias apos
ingdacéo, determinando-se comprimento das raizes (cm) e nimero de raizes.

Resultados e Discussao



Por ndo haver homogenddade dos dados, bem como vaianda e
didribuicdo normd; foi adotado, apenas no experimento de regeneracd de novo,
edatidica decritiva Assm, nes tabdas 1, 2 e 3, ed@0 agoresantados os efdtos da
suplementacdo do melo de cultura com concantragdes de ANA e BAP em fungéo
das podgdes dos explantes na inducdo de cdogénese e de organogénese in vitro em
O. Hloi Benth.

Em rdacio a organogéness, mehores resultados foram  obtidos com o
pimaro ssgmetto  cadina  internodd  que gresatou, em meo  de  adltivo
suplementado com 010 mg LT de ANA e 100 mg L' de BAP, fregiéncia de
organogénese de 9333 %, média de drgdos produzidos de 280 e dicéncia de
oganogénee de 260 (Tabda 1); ndo havendo diferenca na organogénee do
ssgundo e tercairo segmento  caulinar internodd, os quals possuiram  fregiéncia de
organogénee de 7333 %, média de Orgéos produzidos de 1,80 e dficiéncia de
organogénese de 1,32 (Tabdas 2 e 3). Quato a cdogénese, os mdhores resultados
fooan obtidos com o primédro e 0 tecdro segmento cadlinar internodd  que
modraam, en meo de autivo complemettado com 1,00 mg L? de ANA e
025 mg L de BAP, a fregiiéncia de caogénese de 60,00 % (Tabdas 1 e 3). De
acordo com TRAN THANH VAN (198l1), em gead, a rdagdo auxina / dtocnina
inferior a 1 edimula a inducdo de brotagbes e superior a 1, pronove a inducdo de
raizes, podendo surgir cdos Altes concentragbes destes  fitorreguladores  foram
prgudicdas ao crexdimento e desnwvolvimento vegetd (Tabdas 1, 2 e 3), 0 que
conforme KUMAR & d. (1985) pode ter ocorrido, provavemente, devido ao cardter
tOXico gpresentado por estes composios em doses excessvas.

Em funcdo das combinagbes de fitoreguladores e das poscdes dos explantes
nes plantas, houve grande vaiacdo nas respodas morfogendicas, pois dependendo
das combinagbes ANA / BAP ocorreu gpenas formecéo de brotos ou somente de
razes ou, anda de ambos (Fgua 1) Segundo HAMMERSCHLAG (1982) um
bdanco adequado entre auxines e dtodnines € freqlentemente, necessrio na
formago de brotos e / ou raizes sendo que a concentracdo de cada tipo destas

4



subgéncias difere de acordo com a egpéde as condigdes do meio de cultivo e a
composcéo de seus dementos. Portanto, de acordo com YUAN & d., (1994), a base
do ootroe hormond da morfogénee pode s dada prindpdmente,  pda
manipulacio da rdacio entre edas dasses de subddndas  reguladoras  do
crescimento.

Nese trabdho, foi obsavado a ocorréncia de organogénese direla néo
havendo organogénee indirda (Tabdas 1, 2 e 3). A organogénee =M que =«
evidende a formacZo de cdos segundo STABA (1985), por ter promovido a
regeneacd0 de novo, € favoravd a trandormecdo desta egpécie  Conforme
LOWE & d. (1996), a cultura de tecidos ndo é um prérequisto indigpensvd na
tranderéncia génica entre as expédies Mas € empregada em quase todo dema de
trandformecdo, sndo usada na Hetdo e regengacdo de  possiveis  individuos
tranggénicos De acordo com SEMENS e SCHIEDER (1996) no ddema de cultura
de tecidos detinado a trandormecéo vegetd, o mas importante € o nimeo de
cdulas regengradas acessivals a tranderéncia génica e que relenham a cgpacidade de
regeneracéo gpos serem transformadas.

A andix de vaidnda do comprimento das raizes e do nimeo de raizes
obtidas de ssgmentos caulinares nodais de O. sdloi adltivados in vitro em funcéo
das concentragbes de ANA edta sumarizada na Tabda 1. Houve diferenca, a nivd de
5 % de probabilidade, pdo tete F, tato no comprimento das raizes quanto no
nimero de raizes. Foram testados, os moddos de regressto liner e quadrdico,
vaificando-se que 0 moddo linear goresantou maor guse aos dados do nimero de
raizes e 0 moddo quadrético do comprimento de raizes.

Com rdaco a0 ewazamento dos brotos recém - regenerados, condtatourse
gue tato o nimeo de raizes (Figura 2) quanto o comprimento de raizes (Figura 3)
foram cexentes a medida que devou-2 a concentragido de ANA  (Figura 4). A
formecdo de raizes em Ocimum sdloi ocorreu de forma esponténea na austncia de
ubddndas reguladoras de cexcimento, 0 que condiz com O edtudo de
MOMCILOVIC & d., (1997) com Gentiana acaulis, Gentiana cruciata, Gentiana
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lutea e Gentiana purpurea. Deteminades epédes erdzan em mEo  sm
substancias reguladoras de crescimento (ANDERSON, 1984). Neste caso, os brotos
so fontes de producdo de auxinas que, a0 serem trandocadas do dpice paa a base
edimuam a rizogehese Contudo, € muito comum os explates necesstarem de
auxina suplementar no meio paraenraizarem (SNIR e EREZ, 1980).

Em gad, os tipos e 0s teores de auinas S0 a vaiavas que mas
influendam na induggo de raizes in vitro. Sendo asdm, normdmente néo é
necessxio 0 uso de outros fitorreguladores, os quas podem ser a@é prgudicas. No
entanto, jA foran rddados eftudos em que 0 ayéxcimo de dtocinines
(NEMETH, 1979) ou gbedinas (QUOIRIN & d. 1974) no meo de cultivo foi
favordvd a0 evazaneto de catas eypédes Veifioorse anda que em
Ocimum sdloi, a producdo de raizes ocorreu sem gue houvese a formacdo de cdos,
0O (Que contradiz com o trabdho fdto por SUDHA e SEENI (1996) em
Rauwolfia micrantha.

Tabda 1 - Efeto de concentragbes de ANA e BAP na inducdo de brotos a partir de
adtvo in  vitro do primaro ssgmento  cadlinr  internodd de
Ocimum selloi Benth.
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Concentragbes | Fregiéncia Fregiéncia de| Média de| Efidénda de
de ANABAP|de Organogénee Orgaos Organogénee
(mgL? Cdogénee | (%) Produzidos
(%)
: B s |8 | g
B |E 5 |E |S
&) £ a) £ ) £
0,01\0,00 - - - - - - _
0,01\0,25 - - - - - - -
0,01\0,50 - 1333 - 033 | - 0,04 -
0,01\0,75 - 33,33 - 066 | - 0,22 -
0,01\1,00 - - - - - - -
0,1010,00 - - - - - - -
0,100,25 - 12,50 - 025 | - 313 -
0,10\0,50 - 1333 - 033 | - 0,04 -
0,1000,75 - 26,67 - 047 | - 013 -
0,10\1,00 - 9333 - 280 | - 2,60 -
1,00:0,00 47,00 53,00 - 160 | - 0,85 -
1,0000,25 60,00 40,00 - 120 | - 0,48 -
1,0000,50 - 13,33 - 033 | - 0,04 -
1,0000,75 - - - - - - -
1,00\1,00 - - - - - - -

Tabda 2 - Efeito de concentracbes de ANA e BAP na inducdo de brotos a patir de
adtivo in  vitro do ssggundo segmento  callinr  intemodd  de
Ocimum selloi Bath.

Concentragdes  de| Fregiéncia | Freqiéncia  de| Média de| Efidénda de

Y4



ANABAP de Organogénee | Orgéos Organogérese
(mg LY Cdogénee  |(%) Produzidos
(%)
g |8 |g |8 |z |8
5 |2 |5 |2 |5 |2

0,01\0,00 - - - - - -
0,01\0,25 - - - - - -
0,01\0,50 - - - - - -
0,01\0,75 - 40,00 - 0,73 0,29 -
0,01\1,00 - 66,67 - 1,33 0,88 -
0,10\0,00 - - - - -

0,10\0,25 - - - - - -
0,10\0,50 - 13,33 - 27,00 0,04 -
0,100,75 - 3333 - 1,00 0,33 -
0,10\1,00 - 73,33 - 1,80 1,32 -
1,00\0,00 20,00 - - - - -
1,00\0,25 50,00 - - - - -
1,00\0,50 - - - - - -
1,00\0,75 - - - - - -
1,00\1,00 - - - - - -

Tabda 3 - Efato de concentragbes de ANA e BAP na inducdo de brotos a partir de

adtivo in vitro do tecdro segmento  calinar  internodd de
Ocimum selloi Bath.
Concentragdes  de| Fregiéncia | Freqiéncia  de| Média de| Efidénda  de




ANABAP de Organogénee | Orgéos Organogénee
(mg LY Cdogénee  |(%) Produzidos
(%)
s |8 |z |8 |z |®
5 |2 |5 |2 |5 |E
0,01\0,00 - - - - - -
0,01\0,25 - - - - - -
0,01\0,50 - - N - - -
0,01\0,75 - - - - - -
0,01\1,00 - 66,67 - 0,73 0,29 -
0,10\0,00 - - - - - -
0,10\0,25 - - - - - -
0,10\0,50 - - - - - -
0,100,75 - 3333 - 1,00 0,33 -
0,10\1,00 - 7333 - 1,80 1,31 -
1,00\0,00 47,00 53,33 - 1,60 0,85 -
1,00\0,25 60,00 40,00 - 1,00 0,40 -
1,00\0,50 - - - - - -
1,00\0,75 - - - - - -
1,00\1,00 - - - - - -

Tabda 1 - Resumo da andise de vaidncia do comprimento das raizes e do nimero de

razes de sgmentos calinaes nodas de Ocimum sdloi. UFRV,
Vigosa/ MG, 1999.
F.V. G.L. Quadrados Médios
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Comprimento de Raizes NUmero de Raizes

Tratamentos 3 4,140250% 3,225000%
Residuo 36 0,045250 0,521296
CV.(%) 22101 44,431

* - Sgnificativo, a5% de probabilidede, pelo tete F.



Fgura 1 - Regeneracdo de brotos (@), raizes (b) ou brotos e raizes (c) obtidos a partir
do cultivo in vitro do primaro ssgmento cadlinar intenodd da Alfavaca
(Ocimum <dloi Benthh en mdo MS  suplementado com
0,10 mg L de ANA 1,00 mg L™ de BAP. UFV, Vigosa/ MG, 1999.
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Fgua 2 - Efdto de concentragbes de ANA sobre o nimero de raizes provenientes
de sgmentos callinres nodas de Ocimum sdlol Benth cultivados in
vitro. UFV, Vicosa/ MG, 1999.
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Fgua 3 - Efdto de concentragbes de ANA sobre o comprimento de raizes (cm)
provenientes de segmentos callinres nodas de Ocimum sdloi Beth
cultivedosin vitro. UFV, Vigosa/ MG, 1999.



Hgura 4 - Efdto de concentragbes de ANA sobre 0 comprimento de raizes e o
nimero  de raizes provenientes de segmentos callinares nodas de
Ocimum sdlloi Benth cultivadosin vitro. URV, Vigosa/ MG, 1999.
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