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RESUMO GERAL

CENTOFANTE, Agda Rabelo. Descri¢cdo morfo-anatbmica e germinacéo de
Merremia tomentosa (Choisy) Hall. 2008. Dissertagio (Mestrado em
Agronomia/Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

Merremia tomentosa é uma planta medicinal, nativa dos cerrados e
campos rupestres, pertencente a familia Convolvulaceae, do género Merremia,
utilizada na medicina popular como depurativo do sangue. O presente estudo foi
realizado com o objetivo de fazer a descricdo morfo-anatdmica e a germinagao
de M. tomentosa. O material botanico foi coletado na Serra do Macaia,
municipio de Lavras, MG, no periodo de fevereiro de 2007 a abril de 2008.
Foram estudadas as caracteristicas morfo-anatomicas, por meio de pranchas
morfologicas e fotos da planta e cortes transversais da folha, caule e raiz da
plantula. Foram avaliados o teor de umidade das sementes, a influéncia da luz,
da temperatura e do substrato na germinagdo. Foi ainda avaliada a germinagio
de sementes in vitro em diferentes meios de cultura € no meio MS com redugio
de 50% de concentragdo de sais, acrescido de diferentes concentragcdes de GA;.
Para germinacao in vitro foi realizada a assepsia das sementes em agua corrente
por 20 minutos, que, depois, foram imersas em alcool 70% (v/v), por 60
segundos e, em seguida, na solugdo de hipoclorito de sddio (NaOCI) com 50%
(v/v), por 20 minutos. Posteriormente, foram lavadas, por 3 vezes, em agua
destilada e autoclavada e, apds a inoculacdo, as sementes foram mantidas em
sala de crescimento sob irradidncia de fotons de 36 mmol m™ s™, fotoperiodo de
16 horas e temperatura de 25+2°C. A avaliagdo foi realizada diariamente,
durante 30 dias, ap6s inoculagdo. Utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizado para todos os tratamentos. Os dados do teste de germinagdo foram
transformados em arco seno (x/100) e o indice de velocidade de germinagio,
em (x + 0,5)°. As médias foram comparadas pelo teste de F ou pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade (p<0,05), de acordo com o experimento
realizado. Realizou-se a analise de variancia e as médias foram comparadas
utilizando-se o programa estatistico Sisvar. Nos dados da germinagao in vitro
com concentragdo de GAj;, os resultados foram submetidos a analise de
variancia, sendo analisados pelo teste de regressdo no Sisvar. Pelos resultados
obtidos, concluiu-se, que M. tomentosa ¢ um subarbusto de caule ereto,
cilindrico; folhas simples, peninérveas, tricomas tectores pluricelulares de
filotaxia alternada, flores solitarias, axilares, pentdmeras; bractea reduzida com
protuberancias em que ha a presenga de tricomas estrelares; calice dialissépalo,
pentamero, sépalas pequenas, desiguais entre si, sendo duas menores ¢ trés
maiores; corola gamopétala, pentamera de coloragdo branca; androceu com
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cinco estames; gineceu bicarpelar, de ovario sipero, bilocular, de estilete
terminal, com dois estigmas fundidos subglobosos; fruto tipo capsula
normalmente regular com 4 valvas, as vezes irregular, com 2 ou 3 valvas de
coloragdo que varia de castanho-pardo a castanho-avermelhado quando maduros
de deiscéncia tardia e irregular; sementes de coloracdo preta, recoberta por
tricomas tectores pluricelulares, embrido com dois cotilédones foliaceos, verdes
¢ dobrados em labirinto. Pelos estudos anatdmicos da plantula, observou-se que
as epidermes da face abaxial e adaxial sdo unisseriadas, ambas com tricomas
tectores pluricelulares estrelares, e o mesofilo possui organizacdo dorsiventral,
hipoestomatica, apresenta uma ou duas camadas de células no parénquima
palicadico e duas ou trés camadas de células no parénquima esponjoso e ha
presenca de cavidades secretoras entre eles, ndo sendo possivel estabelecer a
origem dessas cavidades, possivelmente lisigenas. Para a germinagdo, verificou-
se que as sementes t€m comportamento fotoblastico positivo. O teor de umidade
foi de 56%, para a avalia¢do da qualidade fisioldgica. Considerando a protrusdo
radicular e o surgimento de plantulas normais, deve-se proceder a analise entre
areia a 25°C ou sob papel a 30°C. Na germinagdo in vitro, recomenda-se utilizar
o meio MS com redugio 50% de concentragido de sais acrescidos de 1 mgL™" de
GA;.



ABSTRACT

CENTOFANTE, Agda Rabelo. Morphoanatomical description and
germination of Merremia tomentosa (Choisy) Hall. 2008. Dissertation
(Master in Agronomy/Plant Physiology) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG. *

Merremia tomentosa is a medicinal plant native from the cerrados and
rupestrian fields, belonging to the family Convolvulaceae, of the genus
Merremia, utilized in folk medicine as a blood depurative. The present work
was conducted with the purpose of doing a morphoanatomical description and
the germination of M. tomentosa. The botanical material was collected on the
Serra do Macaia (Macaia Range), Lavras town, MG, in the period of February
2007 to April 2008. The morphoanatomical characteristics were studied by
means of morphological boards and photos of the plant and cross sections of the
leaf, stem and root of the seedling. The moisture content of the seeds, influence
of light, of temperature and of substrate on germination were evaluated. The in
vitro seed germination in different culture media and in the MS medium with a
reduction of 50% of salt concentration, added of different concentrations of GA;
was, further, evaluated. For in vitro germination, seed asepsis was performed in
running water for 20 minutes, which, afterwards, they were immersed in 70%
alcohol (v/v), for 60 seconds and, next, in the solution of 50% sodium
hypochlorite (NaOCl) (v/v) for 20 minutes. Later, they were washed three
times in distilled and autoclaved water and after inoculation; the seeds were
kept in a growth room under irradiance of photons of 36 mmol m” s, 16-hour
photoperiod and temperature of 25+2°C. The evaluation was conducted daily,
for 30 days, after inoculation. The completely randomized design was utilized
for all the treatments. The data of the germination test were transformed into
arcsin (x/100)™ and germination velocity rate into (x + 0.5)*°. The means were
compared by the F test or by the Tukey test at 5% of probability (p<0.05),
according to the experiment conducted. The analysis of variance was carried out
and the means were compared by utilizing the Sisvar statistical program. In the
data of in vitro germination with a concentration of GA;, the results were
submitted to the analysis of variance, their being analyzed by the regression test
in the Sisvar. From the results obtained, it follows that M. tomentosa is a
subshrub of upright, cylindrical stem, penninervate simple leaves, pluricelular
tector trichomes of alternate phylotaxy, single , axillary, pentamerous flowers;
reduced bract with protuberances in which there is the presence of dialysepalous
stellar trichomes; pentamer calyx, small sepals, unequal among one another,

* Adviser : Evaristo Mauro de Castro, DBI — UFLA



two being smaller and three being larger; gamopetalous, pentamer corolla of
white coloration; androecium with stamens; bicarpelar gynoecium, with a
bilocular supero ovary, with a terminal style, with two fused subglobous
stigmas; fruit type capsule normally regular with 4 valves, sometimes irregular,
with 2 or 3 valves of coloration ranging from dummy brown to reddish brown
when ripe of late and late irregular dehiscence and; black colored seeds, covered
by pluricelular tector trichomes, embryo with two leafy cotyledons, green and
folded into labyrinth. From the anatomical studies of the seedling, it was found
that the epidermis of the abaxial and adaxial face are uniseriate, both with stellar
pluricelular tector trichomes, and the mesophyll possesses an hypostomatal
dorsiventral arrangement, it presents one or two layers of cells in the palisade
parenchyma and two or three layers of cells in the spongy parenchyma and there
is the presence of secretory cavities between them, origin of those cavities not
being possible to settle, possibly lysigen. For germination, it was found that the
seeds have a positive photoblastic behavior. The content of moisture was of
56%, for evaluation of physiological quality. Considering the root protrusion
and the appearance of normal seedlings, one should proceed the analysis
between sand at 25°C or under paper at 30°C. In in vitro germination, it is
advised to utilize the MS medium with a 50% reduction of concentration of
salts added of 1 mgL™" de GA;,
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1 INTRODUGCAO GERAL

O primeiro trabalho palinotaxonémico sobre as Convolvulaceae foi o de
Hallier (1893), no qual a familia foi dividida em dois grandes grupos
(Echinoconieae e Psiloconiae), com base no padrdo apertural da exina e do tipo
apertural do grao de pdlen.

A familia Convolvulaceae ¢ uma familia de plantas faner6gamas, ou
seja, vegetais com dorgao de reprodugdo visiveis, as flores, e angiospérmicas, ou
seja, cujas sementes estdo abrigadas dentro do pericarpo do fruto (Rodrigues,
2001). A familia possui distribuicdo cosmopolita e compreende cerca de 2.000
espécies distribuidas em 50 géneros (Souza & Lorenzi, 2005). No Brasil,
Meissner (1869) reconheceu cerca de 312 espécies que ocorrem nas mais
diversas formagoes vegetais. Merremia tomentosa (Choisy) Hall foi descrita
primeiramente por Choisy, em 1838, como Ipomoea tomentosa.

O grupo compreende desde de flores ornamentais a ervas daninhas.
Segundo Souza & Lorenzi (2005), entre as Convolvulaceae de interesse
econdmico estdo a batata-doce (Ipomoea batatas) e as ornamentais, a azulzinha
(Evolvulus glomeratus) e a gota-de-orvalho (Evolvulus pusillus). Espécies de
Ipomoea, principalmente |. cairica, conhecidas por corda-de-viola, sdo
freqiientes invasoras de culturas. Merremia tomentosa (Choisy) Hall., planta
pertencente a familia Convolvulaceae, conhecida popularmente como velame-
do-campo, ¢ utilizada na medicina popular como depurativo do sangue na forma
de infusdo de seus ramos contendo folhas e flores (Souza & Lorenzi, 2005).

Estudos recentes buscaram isolar compostos das folhas de M. tomentosa
com vistas a contribuir para o melhor entendimento das propriedades
farmacologicas de tal planta. O estudo do extrato metandlico das folhas de M.
tomentosa permitiu, até o presente momento, a identificacao do triterpeno acido

ursédlico, bem como dos flavonodides trans-tilirosideo e cis-tilirosideo, sendo


http://pt.wikipedia.org/wiki/Fam%C3%ADlia_%28biologia%29
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estes pela primeira vez citados na espécie (Santos, 2007). O acido ursélico € um
triterpendide pentaciclico. Atualmente, essa substancia € obtida para uso
comercial a partir da extracdo e da purificagdo de espécies vegetais (Saravann &
Pugalendi, 2006; Ovesna, 2006; Peschel et al., 2007). A baixa toxidade deste
composto para células eucariotas tem estimulado os estudos para a elucidacao
dos seus mecanismos de acdo como hepatoprotetor, antineoplasico,
antiinflamatdrio e antimicrobiano (Liu, 2005; Ovesna, 2006).

Este trabalho foi realizado com o de objetivo realizar a descricdo morfo-
anatomica e da germinagdo Merremia tomentosa (Choisy) Hall., planta nativa do
Brasil e encontrada no cerrado e em campo rupestre, no municipio de Lavras,
MG, no intuito de obter maior conhecimento de suas estruturas, tais como folha,
caule, raiz e semente. Além disso, buscou fornecer informagdes sobre
germinacdo e viabilidade, as quais auxiliam a andlise do seu ciclo vegetativo,
fornecendo informacdes valiosas relativas a identificacdo e a propagacdo da
espécie.

Nio foram encontrados, na literatura, trabalhos sobre Merremia tomentosa,

sendo este trabalho pioneiro para esta espécie.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A importancia do cerrado e sua vegetacao

O bioma cerrado ¢ apontado como grande detentor de diversidade
biolodgica e ¢ considerado como sendo a cobertura vegetal que apresenta a maior
diversidade do planeta, em especial quando se consideram as espécies lenhosas.
Mendonga et al. (2000) fizeram extensa compilacdo referente a diversidade do
cerrado brasileiro, apontando, no total, 6.671 espécies nativas, distribuidas em
170 familias e 1.140 géneros. Porém, os mesmos autores ressaltam que a flora
deste bioma ainda ¢ pouco conhecida.

O desconhecimento de sua riqueza e de suas possibilidades se agrava
quando Ratter et al. (1997) estimam que cerca de 40% deste bioma ja tenha sido
devastado; e quando Kaplan et al. (1994) afirmam que o Cerrado possui somente
1,5% de sua extens@o protegida por lei e que, atualmente, é a vegetagdo com
maior risco de devastagdo no pais.

A maior parte do estado de Minas Gerais ¢ coberta pelo bioma Cerrado,
encontrado em todas as suas fisionomias. Ele ocorre em regides com estacdo
seca bem definida, que geralmente se prolonga por quatro ou cinco meses.
Recobre o Tridngulo Mineiro e grande faixa no sentido centro-noroeste, a partir
de Sete Lagoas. Com grande riqueza de flora, o Cerrado ndo é homogéneo ao
longo de sua distribuicdo latitudinal. No entanto, suas fisionomias floristicas
apresentam-se com forragdo graminoide e, comumente, com espécies lenhosas
de véarias familias. Podem ser citados, entre outras: o pequi (Caryocar
brasiliense), os muricis (Byrsonima spp.), o barbatimao (Stryphnodendron spp),
o pau-terra (Qualea spp.), o pau-de-tucano (Vochysia tucanurum), a colher-de-
vaqueiro (Salvertia convallariodora), o jatoba (Hymenaea sp.) e varias espécies
de araticum (Annona spp). Nos locais onde lencgois freaticos provéem o

encharcamento do solo, surgem as veredas, com forragdo gramindide e



agrupamento de palmeiras tipicas, os buritis. Onde o solo é menos pedregoso,

assentam-se os cerradoes (Biodiversitas, 2007).

2.2 A familia Convolvulaceae

As Convolvulaceae s3o mais freqiientemente trepadeiras voluveis,
sinistrorsas ou ervas ou, ocasionalmente, subarbustos prostrados, suberetos ou
erretos, raramente procumbentes; raramente holoparasitas afilas (Cuscuta) ou
arvores ou arbustos, as vezes latescentes (Barroso, 1991; Souza & Lorenzi,
2005). Gavinhas s6 tém sido mencionadas para algumas espécies de Maripa.
Caule cilindrico ou levemente anguloso, liso, estriado, lenticeloso, glabro ou
piloso. Folhas alternadas, simples, inteiras ou sectas, sem estipulas, ou em séries
homoblasticas, isto é, todas as folhas de formas semelhantes, embora as
superiores sejam menores do que as inferiores ou em séries heteroblasticas, isto
¢, as folhas jovens ovais, elipticas ou ovado-elipticas e as superiores, nos ramos
floriferos, oblongas (Barroso, 1991). Tricomas malpighiaceos sdo encontrados
em espécies com caracteristicas relativamente primitivas e parece razoavel
admitir-se que, na familia, eles sejam o prototipo para outros tipos de tricomas.
E comum, na familia, o tricoma com um dos bragos muito maior do que o outro.
O tipo simples ocorre esporadicamente.

Muitas espécies de Convolvulaceae tém indumento constituido de
escamas glandulares peltadas. Certas espécies apresentam um tipo mais
complexo de escamas ¢ varias formas podem ser encontradas na mesma flor
(Barroso, 1991). As flores sdo axilares, solitdrias ou ordenadas em cimeiras
simples ou compostas, ou em paniculas terminais, as vezes aglomeradas em
cacho denso, terminal ou axiliar. Flores geralmente vistosas, actinomorfas,
androginas, diclamideas, simpétalas, sésseis ou pediceladas, com bracteas e
bractéolas pequenas, escamiformes ou folidceas, ou mais ou menos

desenvolvidas. Calice (tri-)pentamero, de prefloragdo imbricada, dialissépalo ou



raramente gamossépalo, acrescentes ou ndo, de textura coriacea, subcoriacea,
escariosa ou herbacea, de formas e tamanhos variaveis, com sépalas iguais ou
desiguais entre si. Corola infundibuliforme, campanulada ou hipocrateriforme,
plicadas no botdo floral, de bodo inteiro ou com lobos de pouco a muito
pronuciados. Durante o estado de botao floral, os angulos laterais de cada pétala
ficam escondidas pelo dobramento ao longo da linha de fusdo entre as pétalas.
Essa areas dobradas sao chamadas plicas. Entre as plicas, as por¢des centrais das
pétalas ou faixas mesopetalinas, denominadas interplicas ou areas epissepalicas,
formam a superficie exposta do botdo floral. Cada interplica é mais ou menos
triangular, estreitada em direcdo ao apice da pétala. As dimensdes da corola
variam bastante, havendo géneros, como Dicranostyles, Lysostyles e Dichondra,
nos quais a corola diminuta ¢ sempre menor do que 1 cm de comprimento. Em
outros, como lpomoea e Calystegia, ela é vistosa ¢ com mais de 1 cm de
comprimento. As cores variam também, de branca, azul, purpurea, atropurpurea,
violacea ou vermelha, raramente amarela. Os estames sdo cinco, alternados com
as pétalas, inclusos ou exsertos, com filetes epipétalos, pilosos ou nio na base e
anteras rimosas. Ovario stpero, composto de dois carpelos, com dois loculos
pauciovulados; 6vulos, geralmente, alojados na porcdo basal do ovario, dois
estiletes, livres ou fundidos em um inteiro ou partidos em dois ramos curtos ou
longos, estigmas globosos, subglobosos, conicos, reniformes ou peltados, com
superficie lisa, verrucosa ou rugosa. Disco anular, geralmente saliente. Os
estigmas das Convolvulaceae, provavelmente, originaram-se de tipos filiformes,
com superficie estigmatica restrita (Barroso, 1991; Souza & Lorenzi, 2005).

O tipo de estilete mais primitivo na familia ¢ o de dois ramos livres
desde a base, ocorrendo fusdo progressiva desses ramos, nos tipos mais
evoluidos (Austin, 1979). Fruto de pericarpo fino, com deiscéncia 4-valvar
irregular, as vezes, tardiamente deiscente ou indeiscente, alado por acrescéncia

do calice, ou fruto de parede espessada, lenhosa ou carnosa, indeiscente.



Semente angulosa, com hilo circular, basal, testa glabra ou pilosa; embrido com
cotilédones foliaceos, repetidamente dobrados, embebido em endosperma de
consisténcia cartilaginosa, que se torna gelatinoso quando umedecido; eixo

radicula-hipocétilo longo ou curto (Barroso, 1991; Souza & Lorenzi, 2005).

2.3 Plantas uteis nativas do Brasil

O Brasil ¢ o pais com a maior diversidade genética vegetal do mundo,
existindo com mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre
350.000 e 550.000. Aproximadamente 22% das angiospermas ou plantas
floriferas ocorrem no pais, distribuidas na Amazonia, no Cerrado e na Mata
Atlantica. Os dois ultimos, devido a devastagdo sistematica, tém colocado
consideravel nimero de espécies em risco de extingao (Guerra & Nodari, 2003).

Com a expansdo da fronteira agricola, muitas espécies vegetais de uso
medicinal e, em decorréncia, também o conhecimento a elas associado, vém
desaparecendo. Segundo Fachim & Guarim (1995), o verga-teso (Anemopaegma
arvense (Vell.) Stelf.), o barbatimdo (Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville) e a mangava-brava (Lafoensia pacari St. Hil.) estdo na categoria de
vulneraveis, devido a forma de utilizagao. Como sio utilizadas raizes, xilopodios
e entrecasca destas espécies, a planta inteira pode ser destruida, se ndo forem
aplicadas técnicas adequadas de extragdo. Silva et al. (2001), analisando o
comércio de plantas medicinais brasileiras, relatam que a fava-de-anta
(Dimorphandra mollis), a ipecacuanha ou poaia (Cephaelis ipecacuanha), o
jatoba (Hymenaea courbaril L.) e o barbatimio (Stryphnodendron adstringens
(Mart.) Coville) encontram-se em risco de extingao.

Muitos trabalhos ja foram realizados e pode-se dizer que o estado de
Minas Gerais se destaca pela sua riqueza em recursos vegetais, possuindo varias
espécies com diversas atividades farmacologicas e, portanto, grande potencial na

area de produtos para usos medicinais. Especificamente na regido onde se



localiza o municipio de Lavras, Sul de Minas Gerais, Rodrigues & Carvalho
(2001)  realizaram um levantamento etnofarmacobotanico, buscando
informagdes das espécies nativas e colonizadoras ali utilizadas na medicina
popular. Algumas destas espécies estdo listadas na Tabela 1. Dentre os dados
coletados, observou-se que, apesar do consideravel potencial, ha varias espécies
que ainda ndo foram submetidas a qualquer estudo objetivando aproveitar suas

qualidades.

TABELA 1: Levantamento das plantas medicinais no Sul de Minas Gerais

Usos Plantas utilizadas

Diurético e na diabetes carqueja (Baccharis trimera)
unha-de-vaca (Bauhinia holophylla)
jurubeba (Solanum paniculatum)

Anti-hemorroidal meldo-de-sdo-caetano (Momordica
charantia)
verbasco (Buddleja brasiliensis)

Depurativo, antinflamatorio e anti-

sifilitico canela-de-perdiz (Croton
atisyphiliticus)
japecanga (Smilax campestris)
cip6-prata (Banisteriopsis
argyrophylla)
bolsa-de-pastor (Zeyheria digitalis)

Estomaquica quina-mineira (Strychnos brasiliensis)
Asma, bronquite, tosse, pneumonia,
expectorante assa-peixe, (Vernonia polyanthes)

cambara-vermelhho (Lantana camara)
hortela-do-campo (Peltodon
tomentosus)
pequi (Caryocar brasiliense)
Vermifugo carqueja (Baccharis trimera)
raiz-preta (Senna rugosa)
hortela-do-campo (Peltodon
tomentosus)

“Rodrigues & Carvalho, 2001.



Varios trabalhos etnobiologicos vém sendo desenvolvidos sobre o
aproveitamento dos recursos bioldgicos, pelos povos de diferentes regides e
etnias, em especial enfocando o aspecto medicinal (Almeida & Albuquerque,
2002). Esses mesmos autores assinalam ainda que dentre diversas abordagens,
um dos campos mais avangados € o da etnobotanica.

Para Guarim-Neto et al. (2000), é por meio da etnobotdnica que se
buscam o conhecimento e o resgate do saber botanico tradicional,
particularmente relacionado ao uso dos recursos da flora. Albuquerque (2002)
assinala que todas as ciéncias que se ocupam de investigar a relacdo
pessoas/plantas estdo preocupadas em registrar e conhecer as estratégias e os
conhecimentos dos povos locais, procurando também usar essa informagdo em

beneficio dessas proprias pessoas.

2.4 Substéncias de origem vegetal e sua importancia

Pode-se considerar como planta medicinal aquela planta administrada
sob qualquer forma e por alguma via ao homem, exercendo algum tipo de agao
farmacologica. As plantas medicinais t€ém sido utilizadas, tradicionalmente, para
o tratamento de varias enfermidades. Sua aplicagdo é vasta e abrange desde o
combate ao cancer até a microrganismos patogénicos (Silva, M. C.& Carvalho,
2004; Calixto, 2000).

No emprego medicinal, alguns sdo classicos exemplos, como ¢é o caso da
Papaver somniferum L. (Papaveraceae), vulgarmente conhecida por papoula,
planta usada para a extragdo do 0pio, cujo componente majoritario ¢ a morfina -
isolada por Setiirner, principio ativo empregado para combater a dor desde 1803.
Passado mais de um século, isolou-se, dessa mesma planta, a codeina (Robiquet)
e, mais tarde, a papaverina (Merck). Indicios arqueologicos indicam seu uso
desde 4000 anos a.C. Outros exemplos marcantes sdo os da Digitalis purpurea

L. e a Digitalis lanata Ehr., plantas originaram a descoberta de medicamentos



para o coragdo. Delas extraem-se glicosideos cardiotonicos chamados
cardenolideos, sendo os mais utilizados a digitoxina e a digoxina. Estas plantas
também tém uma longa historia, pois egipcios e romanos ja faziam uso delas
pelas propriedades diuréticas e toxicas. Foi durante a antiguidade egipcia, grega
e romana que se acumularam conhecimentos empiricos transmitidos,
principalmente pelos arabes, aos herdeiros destas civilizagdes. Isto prova que,
desde as mais antigas civilizagdes, as plantas sdo utilizadas como fitoterapicos
(Silva & Carvalho, 2004; Hostettmann, 2003, Yunes & Cechinel Filho, 2001;
Fellows, 1992).

Nota-se que, nos ultimos anos, o interesse em trabalhar com fitoterapia
tem ressurgido. Na ultima década, registrou-se um aumento expressivo do
interesse em substincias derivadas de espécies vegetais, evidenciado pelo
crescimento de publicagdes dessa linha de pesquisa nas principais revistas
cientificas das areas de quimica e farmacologia (Calixto, 2000). Alguns fatores
tém contribuido para este aumento de interesse. Entre eles esta a grande eficacia
de algumas substincias antitumorais obtidas de plantas, como os alcaldides
extraidos da espécie vegetal Catharanthus roseus G. Don (Apocynaceae),
originario do Madagascar, descobertos no final dos anos 1960, ainda
considerados indispensaveis para o tratamento de leucemia, assim como 0s
taxoides extraidos das espécies Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae) (teixo do
pacifico) e T. baccata L., para canceres ginecoldgicos (Hostettmann, 2003;
Cragg, G. M. et al, 1993).

O panorama para a fitoquimica ¢ muito mais importante e decisivo para
o Brasil, ao considerar sua grande riqueza vegetal ainda sem estudo e as
possibilidades para o desenvolvimento de novos medicamentos. Torna-se,
portanto, necessaria a implantacdo de um programa comprometido, continuo e
eficiente, como o requerido para qualquer conquista de valor na area cientifico-

tecnologica (Yunes & Cechinel Filho, 2001).
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2.5 A importancia dos estudos morfo-anatdmicos

O conhecimento das estruturas morfologicas de orgdos vegetais e
plantulas ¢ importante para analises em laboratorio, identificacdo e diferenciagdo
de espécies, taxonomia ¢ silvicultura (Amorim, 1996).

Varios estudos sobre a morfologia de espécies nativas do Brasil tém sido
Desenvolvidos. Barroso (1978) analisou e descreveu as estruturas morfoldgicas
externas e internas das sementes de vdarias familias de dicotiledoneas e
monocotiledoneas, definindo tipos de reserva do endosperma e classificando os
embrides de acordo com as formas que ocupam no interior da semente.

O tamanho, a forma e o tipo de deiscéncia dos frutos sdo caracteres
imprescindiveis para a classificagdo deles. Assim, os estudos morfologicos de
frutos contribuem para a identificagdo das espécies, bem como para a sua
distribuicao geografica e interagdo com a fauna (Barroso, 1999).

Os estudos morfo-anatdbmicos em sementes sdo importantes na
paleobotanica, na arqueologia, na fitopatologia, no estudo de comunidades
vegetais, na identificacdo de plantas e, mais recentemente, na analise de
sementes para agricultura e horticultura, cujos processos envolvem
conhecimentos de fisiologia vegetal. Estes estudos iniciaram-se no século XVII,
simultaneamente com os primeiros estudos microscopicos em plantas, por Grew,
em 1671 e por Malpighi, em 1675, citados por Beltrati (1994).

O conhecimento da morfologia dos diasporos de dispersdo é igualmente
eficaz na identificacdo e na certificagdo do material empregado nas analises de
sementes, uma vez que, por meio dele, pode-se promover a conservacao da
fauna e da flora, subsidiar estudos sobre sucessdo ecoldgica, bem como sobre a
regeneracdo dos ecossistemas florestais (Beltrati, 1994).

Para Beltrati (1990), estudos anatémicos e morfoldgicos da germinacao
de sementes de espécies florestais tropicais sdo fundamentais e urgentes, a

medida que cresce a demanda por seus produtos, bem como sdo reduzidas
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drasticamente as populagdes naturais em face das alteracdes ambientais
provocadas, principalmente, pelo desmatamento continuado.

Os trabalhos de morfologia tém merecido ateng¢do ha algum tempo, seja
como parte de estudos morfo-anatémicos, objetivando ampliar o conhecimento
de determinada espécie ou grupamento sistematico de plantas, quer visando o
reconhecimento e a identificacdo de plantulas de certa regido, dentro de um
enfoque ecoldgico. Contudo, a morfologia de plantulas ndo tem sido empregada
na taxonomia, sendo utilizados somente caracteres da planta adulta de acordo
com Oliveira (1993).

Segundo Oliveira (1993), a identificagdo morfologica de plantulas
também permite caracterizar familias, géneros e até espécies, tendo sido aplicada
nos estudos de inventario florestal em regides de clima temperado e tropical.

Segundo Ferreira et al. (2001), o acompanhamento do desenvolvimento
da plantula em viveiro permite a identificacdo de espécies muito semelhantes,
podendo também auxiliar em estudos de regeneragao.

O conhecimento das estruturas morfologicas do fruto, da semente e das
plantulas ¢ importante para diversos fins: nos laboratorios de analise de
sementes, na identificagdo e na diferenciacdo de espécies, no reconhecimento da
plantula no campo e na taxonomia, havendo a necessidade de estimulo a essas
informacdes basicas (Amorim, 1996). Todavia, estudos morfo-anatdémicos nao

tém sido relatados para a espécie M. tomentosa.

2.6 Propagacéo sexuada

Antes de 1964, acreditava-se que a propagacdo vegetativa era a Unica
responsavel pela perpetuagdo das espécies do cerrado. Em 1963, Laboriau
relatou a viabilidade e a germinagdo de sementes de espécies nativas do cerrado

brasileiro em condi¢des naturais. Posteriormente, os conhecimentos sobre a
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germinagdo de muitas dessas espécies foram ampliados e realizadas algumas
compilagdes (Laboriau et al., 1963; Souza-Silva et al., 2001).

A multiplicagdo sexuada ocorre desde os vegetais primarios até os mais
evoluidos e, nessa trajetoria, surgiram modificagdes nas estruturas relacionadas
com o mecanismo reprodutivo, atingindo maxima diferenciagdo nas
angiospermas, em que as diversas estruturas envolvidas com a reproducao
aparecem da maneira mais distinta e caracteristica (Marcos Filho, 2005).

Segundo Marcos Filho (2005), o processo completo, envolvendo a
gametogénese, a fertilizagdo, o posterior desenvolvimento e dispersdo da
semente e, finalmente, o complexo laténcia/germinacdo, representa a seqiiéncia
geral dos eventos que governam os mecanismos basicos para a preservagao das
espécies vegetais. Ressalte-se que, na maioria das plantas cultivadas, a semente
assume a responsabilidade de garantir a sobrevivéncia da espécie e a
continuidade de geragdes. Além disso, contribui para o estabelecimento dos
genes que poderdo ser bem sucedidos em determinado ambiente, ou seja,
transfere os avangos da genética para o setor produtivo. Por esse motivo, o
desenvolvimento de procedimentos eficientes para a produgdo, o processamento
e a avaliagdo da qualidade das sementes somente pode ser concretizado se
estiver apoiado em volume suficiente de conhecimento sobre a formagdo e os
processos vitais das sementes, os fatores que os afetam e suas relagdes com o
desempenho apos a semeadura e durante o armazenamento.

Segundo Manica et al. (2003), propagacdo sexuada também apresenta
alguns inconvenientes, como grande variabilidade nas plantas e nos frutos;
arvores com vigor excessivo € maior altura demoram mais para florescer e
frutificar, dificultando os tratos culturais,; produtividade irregular, colheita

dificil, cara e demorada, e os frutos podem nao ter boa qualidade.
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2.6.1 Germinacao de sementes

Para que as sementes se tornem individuos representantes de uma
determinada espécie, é preciso que ocorra um processo chamado germinagdo.
Segundo Carvalho & Nakagawa (2000), a germinagdo ¢ um processo variavel e
complexo, dificil de definir de forma sucinta e objetiva.

A germinacdo envolve processos seqiienciados e sincronizados, de tal
maneira que as reagdes catabdlicas e anabdlicas ocorrem simultaneamente.
Primeiramente, o processo ¢ controlado por uma interagao de sinais ambientais e
enddgenos, ocorrendo, assim, alteracdes dos estados fisioldgicos da semente que
resultam na retomada do desenvolvimento do embrido (Moraes et al., 2001).

Para Custodio et al. (2002), o processo germinativo ¢ dependente de
varios fatores, podendo ser controlado por fatores externos que podem bloquear
ou ativar a geminagdo (por exemplo, umidade, temperatura, luz e oxigénio) e
fatores internos, como a imaturidade do embrido e a presenga de inibidores,
entre outros. Dentre estes, a dgua ¢ um dos fatores ambientais que mais
influenciam a geminacgdo, uma vez que contribui para amolecer o tegumento,
intensificar a velocidade respiratoria, favorecer as trocas gasosas, induzir a
sintese e a atividade de enzimas e hormdnios e contribuir, significativamente,
para a translocacgdo ¢ a assimilacdo das reservas, bem como para o crescimento
subseqiiente.

De acordo com Marcos Filho (2005), apos a entrada de agua ocorre o
aumento do volume do embrido e dos tecidos de reserva, resultando na ruptura
do tegumento, facilitando a protrusdo da raiz primaria. Segundo Carvalho &
Nakagawa (2000) e Cardoso (2004), para que este processo ocorra, € necessario
que a disponibilidade de dgua, a temperatura e a concentragdo de oxigénio no
meio ndo limitem o metabolismo germinativo.

De acordo com Marcos Filho (2005), as informag¢des disponiveis sobre o

processo de germinacdo, embora relativamente volumosas, sdo insuficientes para
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caracteriza-la perfeitamente. Representam a reunido de conhecimentos obtidos
para diferentes espécies, muitas das quais com alto valor bioldgico, mas
insignificantes, do ponto de vista economico.

Nado ¢ reconhecido, até o momento, nenhum estudo completo da
germinacdo para qualquer espécie vegetal, mesmo porque o dinamismo dos

avangos da pesquisa nao permite limitar essa questao.

2.7 Cultura de tecidos

A cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas nas
quais um explante (célula, tecido ou um o6rgdo) ¢ isolado e cultivado sob
condi¢des de plena assepsia, em um meio nutritivo artificial. O principio da
cultura ¢ a denominado “totipotencialidade” das células — qualquer célula no
organismo vegetal contém toda informagdo genética necessaria a regeneragdo de
uma planta completa. Tais técnicas permitem o cultivo sob condi¢des fisicas,
quimicas e biologicas Otimas e a manipulacdo dos explantes de formas
impossiveis antes do advento da cultura de tecidos (Pascal, 2001).

A tecnologia da cultura de células, protoplastos e tecidos ¢ uma das
areas de maior sucesso, como parte do complexo da biotecnologia e vem sendo
ampliada dia a dia. A manipulagdo de células e componentes celulares, 0 manejo
de tecidos, a produgdo de mudas em grande escala e com grande rapidez e a
adogdo de técnicas de melhoramento via cultura de tecido sdo apenas algumas
das muitas areas da cultura de tecidos que apresentam significativa importancia
(Pascal, 2001).

Durante o cultivo in vitro, as solugdes de sais e aglicares que compdem
os meios de cultura ndo exercem efeito puramente nutritivo, mas também
influenciam o crescimento celular ¢ a morfogénese por meio de propriedades
osmoticas (George, 1996). Diversas formulagdes de meios basicos tém sido

utilizadas no cultivo in vitro. Nao ha uma formulacdo padrdo, mas o meio MS
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(Murashige & Skoog, 1962), com suas modificagdes e diluicdes, tem sido
utilizado com sucesso para diversas espécies. Com espécies lenhosas, entretanto,
0 meio MS ndo se mostra satisfatorio em alguns casos e composi¢des mais
diluidas em macronutrientes apresentam melhor desempenho (Grattapaglia &
Machado, 1998). O meio nutritivo WPM (Lloyd & Mccown, 1981) apresenta
25% das concentracdes de ions nitrato e amoénia do meio MS, além de mais
potassio e um alto nivel de ions sulfato, tendo sido amplamente utilizado para a
micropropagac¢ao de espécies lenhosas (Pasqual, 2001).

Segundo Souza (2003), dependendo da espécie, ndo ha necessidade de
suplementacdo do meio com sacarose. Porém, pode ser que, ao se adicionar
sacarose ao meio de cultura, consiga-se manter a plantula in vitro por um
periodo de tempo maior.

De acordo com George (1996), a cultura de tecidos, além de permitir a
propagacao de espécies com problemas de propagacdo convencional, possibilita
a obtengdo de plantas isentas de viroses e de clones mais produtivos, a
preservacdo e o intercambio de germoplasma e a realizagdo de estudos

envolvendo biologia molecular.
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CAPITULO I

DESCRICAO MORFO-ANATOMICA DE Merremia

tomentosa (Choisy) Hall.



1 RESUMO

CENTOFANTE, Agda Rabelo. Descricdo morfo-anatomica de Merremia
tomentosa (Choisy) Hall. In: Descricdo  morfo-anatbmica e
germinacdo de Merremia tomentosa (Choisy) Hall. 2008. Cap.2, p. 22-44.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Fisiologia Vegetal) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG. *

Descreveram-se os aspectos morfo-anatomicos de Merremia tomentosa
(Choisy) Hall., planta nativa dos cerrados e campos rupestres, a qual ¢ utilizada,
na medicina popular, como depurativo do sangue. Os frutos foram coletados na
Serra do Macaia, municipio de Lavras, MG, de fevereiro de 2007 a abril de 2008
e foram conduzidos ao Laboratério de Crescimento e Desenvolvimento de
Plantas do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), em Lavras, MG. As sementes foram retiradas dos frutos manualmente
e colocadas para germinar utilizando uma camera de germinagdo tipo BOD com
temperatura de 25°C, 100% de UR e fotoperiodo de 12 horas. Para os estudos
anatomicos, as plantulas foram coletadas com 35 dias de idade, oriundas da
germinacdo e fixadas em FAA, por 72 horas, transferidas para alcool 70 GL°.
As laminas foram preparadas e coradas com azul de astra-safranina. Foram
observadas e documentadas com auxilio de camera digital Canon A630 acoplada
a um fotomicroscopio Olympus modelo BX 60. Foram descritos os aspectos
morfologicos da germinagdo da semente, da plantula com 16 e 30 dias, e da
planta na fase adulta. Da planta adulta descreveram-se, morfologicamente, o
habito, o caule, as folhas, a flor, a bractea, a corola, as pétalas, o calice, as
sépalas, o androceu, os estames, o gineceu, os carpelos, o fruto e as sementes.
Na anatomia, foram realizados cortes transversais da folha, caule e raiz da
plantula de M. tomentosa. Pelos resultados obtidos, concluiu-se que, pelos
estudos morfo-anatébmicos, € um subarbusto de caule ereto, cilindrico; folhas
simples, peninérveas, tricomas tectores pluricelulares de filotaxia alternada,
flores solitarias, axilares, pentdmeras; bractea reduzida com protuberancias nas
quais ha a presenga de tricomas estrelares; calice dialissépalo, pentamero,
sépalas pequenas, desiguais entre si, sendo duas menores e trés maiores; corola
gamopétala, pentdmera de coloracdo branca; androceu com cinco estames;
gineceu bicarpelar, de ovario supero, bilocular, de estilete terminal, com dois
estigmas fundidos subglobosos; fruto tipo capsula normalmente regular com
quatro valvas, as vezes irregular com duas ou trés valvas, de coloragdo que varia
de castanho-pardo a castanho-avermelhado, quando maduros de deiscéncia

* Comité Orientador: Evaristo Mauro de Castro (Orientador), Valéria Evangelista Gomes
Rodrigues (Co-orientadora).



tardia e irregular; sementes de coloragdo preta, recobertas por tricomas tectores
pluricelulares, embrido com dois cotilédones folidceos, verdes e dobrados em
labirinto e sua germinagdo € epigea. Observou-se que as epidermes da face
abaxial e adaxial sdo unisseriadas, ambas com tricomas tectores pluricelulares
estrelares, e o mesofilo possui uma organiza¢do dorsiventral, hipoestomatica,
com uma ou duas camadas de células no parénquima pali¢adico e duas ou trés
camadas de células no parénquima esponjoso ¢ a presenca de cavidades
secretoras entre eles. Nao foi possivel estabelecer a origem dessas cavidades,
sendo possivelmente lisigenas.
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2 ABSTRACT

CENTOFANTE, Agda Rabelo. Morpho-anatomical descrition of Merremia
tomentosa (Choisy) Hall. In: Morpho-anatomical description and
germination of Merremia tomentosa (Choisy) Hall. 2008. Chap.2, p. 22-44.
Dissertation (Master in Agronomy/Plant Physiology) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG. "

The morpho-anatomical aspects of Merremia tomentosa (Choisy) Hall.,
a plant native of the cerrados and rupestrian fields, which is utilized, in folk
medicine as a blood depurative, were reported. The fruits were collected on the
Serra do Macaia (macaia Range), Lavras town, MG, from February of 2007 to
April of 2008 and were led into the Plant Growth and Development Laboratory
of the Biology Department at the Universidade Federal de Lavras (UFLA), in
Lavras, MG. The seeds were taken manually out of fruits and placed to
germinate by utilizing a type BOD germination room at the temperature of 25°C,
100% of RH and 12-hour photoperiod. For the anatomical studies, the seedlings
were collected 35 days old, coming from germination and fixed in FAA for 72
hours, transferred to 70 GL ° alcohols. The slides were prepared and stained with
astra-safranine blue. They were observed and documented with the aid of a
Canon A630 digital camera coupled to an Olympus model BX 60
photomicroscope. The morphologic aspects of germination of the seed of the
seedling 16 and 30 days old and of the plant in the adult phase were reported.
From the adult plant, the habit, the stem, the leaves, the flower, the bract, the
corolla, the petals, the calyx the sepals, the androecium, the stamens, the o
gynoecium, the carpels, the fruit and the seeds were reported morphologically.
In the anatomy, cross sections of the leaf, stem, and of the root of the seedling of
M. tomentosa were performed. From the results obtained, it follows that, by the
anatomical studies, it is a subbrush of upright, cylindrical stem, simple
penninerveous leaves, pluricelular tector trichomes of alternate phylotaxia,
axillary, pentamerous single flowers; reduced bract with protuberances in which
there is the presence of stellar trichomes; pentamerous dyalisepalous calyx,
small sepals, unequal between each other, two being smaller and three being
larger; pentamerous gamopetalous corolla of white coloration; androecium with
five stamens; bicarpelar gynoecium of bilocular supero ovary, of terminal style,
with two subglobous fused stigmas; fruit type capsule normally regular with four

" Guidance Committee: Evaristo Mauro de Castro (Adviser), Valéria Evangelista Gomes
Rodrigues (Co-adviser).
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valves, sometimes irregular with two or three valves, of coloration ranging from
dull brown to reddish brown, when ripe of late and irregular dehiscence; black-
colored seeds, covered with pluricelular tector trichomes, embryo with two
green and folded into labyrinth leafy cotyledons and its germination is epigeous.
It was found that the epidermises of the abaxial and adaxial face are unisseriate,
both with stellar pluricelular tector trichomes, and the mesophyll possesses a
hypostomatal dorsiventral arrangemetn with one or two layers of cells in the
palisade parenchyma and two or three layers of cells in the spongy parenchyma
and the presence of secreting cavities among them. It was not possible to
establish the origin of those cavities, their being possibly lysigen.
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3 INTRODUCAO

Além das espécies vegetais amplamente cultivadas em diversas regides
do planeta, ha, ainda, muitas silvestres, e mesmo cultivadas, que se restringem a
determinadas regides, mas que podem também trazer importantes contribuicdes,
em especial, a satde e a economia local.

Segundo Barreto & Hiruma-Lima (2002), as plantas medicinais sdo forte
componente social e cultural, especialmente em paises em desenvolvimento e
subdesenvolvidos, onde elas sdo importante alternativa para a solucdo de
problemas de saude.

A familia Convolvulaceae tem distribui¢do principalmente tropical com
representantes em climas subtropicais e temperados (Barroso et al., 1986).

No Brasil, Meissner (1869) reconheceu 312 espécies da familia
Convolvulaceae, que ocorrem nas mais diversas formagdes vegetais. O género
Merremia Dennst., de acordo com Austin (1979), tem distribuicdo tropical e
subtropical com mais de 60 espécies no planeta e pelo menos 30 delas sdo
encontradas no Novo Mundo. Um dos trabalhos taxondémicos mais completos do
género ¢ a revisdo feita por O’Donell (1959) para as espécies americanas,
tratando de 28 espécies.

O género Merremia, no Brasil, possui 15 espécies de acordo com
levantamentos realizados em herbarios e literaturas especificas. No estado da
Bahia, foram encontrados os seguintes taxons: Merremia aegyptia (L.) Urban,
M. cissoides (Lam.) Hall. f., M. digitata (Spreng.) Hall. f. var. digitata, M.
digitata var. ericoides (Meissn.) Austin & Staples, M. dissecta (Jacq.) Hall. f.
var. edentata (Meisn.) O’Donell, M. flagellaris (Choisy) O’Donell, M.
macrocalyx (Ruiz et Pav.) O’Donell, M. tomentosa (Choisy) Hall. f. e M.
umbellata (L.) Hall. f.

27



Merremia tomentosa (Choisy) Hall., planta pertencente a familia
Convolvulaceae, conhecida popularmente como velame-do-campo, ¢ utilizada
na medicina popular como depurativo do sangue na forma de infusdo de seus
ramos contendo folhas e flores (Rodrigues, 2001; Souza & Lorenzi, 2005).

Segundo Beltrati (1992), as estruturas morfologicas e anatomicas sao
muito importantes para a identificacdo de sementes na agricultura, na
horticultura como também na paleobotanica, na arqueologia e na fitopatologia.

Os trabalhos relativos a descricdo da morfologia de plantulas tém
recebido ateng¢do ja ha algum tempo, seja como parte de estudos morfo-
anatomicos ou com a finalidade de ampliar o conhecimento sobre determinada
espécie ou grupo sistematico, visando ao reconhecimento e a identificagdo de
plantas de uma determinada regido, sob o aspecto ecoldgico (Oliveira, 1993).

Dentro deste contexto e, ainda, sabendo-se do pouco conhecimento em
relacdo a descricdo morfologica e anatomica da maioria de espécies nativas do
Brasil, este estudo foi realizado com o objetivo de obter conhecimentos sobre a
morfo-anatomia de Merremia tomentosa (Choisy) Hall. Esta espécie ¢ utilizada
na medicina popular como depurativo do sangue (Rodrigues, 1998; Carvalho &
Rodrigues, 2005) e promissora por sua atividade antimicrobiana, por meio do
acido ursolico (Santos Junior, 2007), para que futuros procedimentos de manejo
da semente, visando viabilizar a propagacdo desta espécie, possam ser

desenvolvidos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de coleta

O material botanico foi coletados ao Sul do estado de Minas Gerais, na
microrregido do Alto Rio Grande, municipio de Lavras (573 km?), na Serra do
Macaia, a altitude aproximada de 1.000m.

A regido apresenta vegetacdo bem diversificada, com formagdes
florestais constituidas por prolongamentos da Floresta Atlantica através do
Planalto Central; formagdes campestres (cerrado propriamente dito, campo sujo,
campo limpo, campo rupestre e campo de varzea) e formagdes antropicas
(capoeirdes, capoeiras e campos antropicos), formando um mosaico vegetacional
muitas vezes devastado ou com pouca conservacdo. Os campos cerrados
constituem a fisionomia predominante na regido nas cotas de 900m de altitude,
dando lugar aos campos rupestres e de altitude nas cotas mais elevadas. As
florestas semideciduas ocorrem em fragmentos localizados nas margens dos
cursos d’agua, nas depressoes entre elevagdes, em ondulagdes com solo de
melhor qualidade e em topos de morros (Rodrigues, 2001).

O clima na regido ¢ tropical de altitude, com temperaturas médias anuais
variando de 19° a 21°C e precipitagio média anual entre 1.200-1.500mm
(Queiroz et al., 1980).

Dentre os solos que ocorrem na regido, no municipio de Lavras
predominam (das partes mais elevadas em direcdo aos rios): Solos Litdlicos,
Cambissolos, Podzolicos Vermelho-Amarelos, Latossolos Vermelho-Amarelos,
Solos Hidromorficos e Solos Aluviais (Curi, 1990).

A coleta de material botinico teve inicio em fevereiro de 2007 e
finalizou em abril de 2008, por meio de visitas quinzenais, de acordo com a

disponibilidade de frutos da espécie Merremia tomentosa.
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4.2 Material para descri¢cdo morfolégica

Os frutos coletados foram conduzidos ao Laboratério de Crescimento e
Desenvolvimento de Plantas, no Departamento de Biologia (DBI) da UFLA. As
sementes foram retiradas dos frutos manualmente e colocadas para germinar em
caixas plasticas “gerbox”, distribuidas sobre duas folhas de papel toalha
(Germitest®), previamente umedecido em 4gua destilada na razdo de 2,5 vezes a
massa do papel seco e em caixa “gerbox” contendo areia autoclavada, com 1 cm
de profundidade. Utilizou-se uma camera de germinacdo tipo BOD, com
temperatura de 25°C, 100% de UR e fotoperiodo de 12 horas.

Para as fotos ilustrativas utilizou-se a camera digital Canon A630.

4.3 Material para descri¢do anatémica

Microscopia de luz (ML)

As amostras utilizadas para a descri¢do anatomica foram oriundas da
germinagdo realizada no Laboratorio de Crescimento e Desenvolvimento de
Plantas e levadas para o Laboratorio de Anatomia Vegetal, ambos no
DBI/UFLA.

As plantulas foram coletas com 35 dias de idade, fixadas em FAA7, por
72 horas, transferidas para alcool 70 GL° (Jonhansen, 1940) para a conservagao.
Para a confecgdo das laminas, secgOes transversais foram realizadas a mao livre;
as seccdes na raiz foram realizadas a 4 cm da ponta; no caule, as sec¢des foram
realizadas entre o primeiro e o segundo nos e a folha foi seccionada na porgéo
mediana. As sec¢des foram clarificadas em solugdo a 50% de hipoclorito de
sodio por 15 minutos, sendo, em seguida, lavadas em agua destilada por 15
minutos. Depois, foram coradas com azul de astra-safranina, por 5 segundos,
lavadas em agua destilada e montadas em glicerina 50%. As laminas foram
observadas e documentadas com auxilio de camera digital Canon A630 acoplada

a um fotomicroscépio Olympus modelo BX 60.
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5 RESULTADOS

5.1 Descricdo morfoldgica de Merremia tomentosa (Choisy) Hall.

Subarbusto pequeno, medindo de 40-90cm, densissimo tomentoso, de
coloragdo prata-esbranquigada, denso folioso (figura 1); de caule ereto ou, mais
raramente, subereto, cilindrico, densissimo-tomentoso, pubescéncia diminuta, de
coloragdo prata-esbranquicada na base dos ramos e suavemente mais amarelada
no apice (Figura 2); folhas simples, brevissimo pecioladas, de base obtusa,
oblonga ou oblonga-lanceoladas, de apice agudo ou, mais raramente, levemente
mucronado, bordo do limbo inteiro, peninérveas, com nervuras discretas na face
ventral e salientes na dorsal, levemente rugosas, densissima-tomentosas nas duas
faces, tricomas tectores pluricelulares, de coloragdo prata-esbranquicado, de
filotaxia alterna (Figura 3); flores solitarias, axilares, vistosas, curto-
pedunculadas, pentdmeras, actinomorfas, diclamideas, metaclamideas,
androginas (Figura 4); bractea reduzida, com protuberancias; em cada
protuberancia ha tricomas estrelares; calice dialissépalo, pentadmero, de pré-
floragdo imbricada, sépalas pequenas, entre 0,8-1,lcm de comprimento,
desiguais entre si, sendo duas menores e trés maiores, levemente obovadas, de
apice retuso ou mais raramente obtuso, herbaceas quando jovens, membranaceas
ou mais raramente subcoriaceas quando adultas, acrescentes, de coloragdo verde
palido (Figura 5); corola gamopétala, pentdmera, de pré-floragao valvar, plicada,
infundibuliforme, de colorag@o branca, entre 2,3-2,7cm de comprimento por 1,7-
2,1cm de diametro (Figura 5 e 6); androceu com cinco estames, isostémone, com
estames heterodinamos, epipétalos, exsertos, com anteras rimosas, dorsifixas
(Figura 7 e 8); gineceu bicarpelar, de dvario supero, bilocular, com 1 6vulo por
loculo, de estilete terminal, com dois estigmas fundidos subglobosos, com
superficie verrucosa; com disco anular nectarifero saliente (Figura 9 ¢ 10); fruto

tipo capsula septifraga, normalmente regular, com quatro valvas, as vezes
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irregular com duas ou trés valvas, pequenos, variando em média 1,2-1,5cm de
comprimento por 1,3-1,5cm de largura, de coloragdo que varia de castanho-
pardo a castanho-avermelhado quando maduros, de deiscéncia tardia e irregular,
de pericarpo fino, algo que papiraceo (Figura 11, 12 ¢ 13); sementes escuras, de
colora¢do variando de castanho muito escuro a preto, recobertas tricomas
tectores pluricelulares, ndo-aladas, sem arilo ou arildide, angulosas, pequenas,
variando, em média, de 0,5-0,7mm de comprimento por 0,2-0,3mm de largura,
em numero reduzido, de 2-4 sementes por fruto, com o dorso convexo ¢ face
ventral carenada, de hilo bem estruturado e circular (Figura 14); embrido com
dois cotilédones foliaceos, amplos, verdes, dobrados em labirinto.

Na 4rea de estudo, a espécie M. tomentosa foi encontrada,
principalmente, nas fisionomias de cerrado propriamente dito e de campo

rupestre de altitude.

FIGURA 1: Subarbusto de M. FIGURA 2: Ramos de M. tomentosa.
tomentosa com 80cm de altura. UFLA, Lavras, MG, 2008.
UFLA, Lavras, MG, 2008.
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FIGURA 3: Folhas de M. tomentosa. = FIGURA 4: Flor de M. tomentosa.
UFLA, Lavras, MG, 2008. UFLA, Lavras, MG, 2008.

FIGURA 5: Vista lateral do célice e FIGURA 6: Vista frontal da corola da
da corola da flor de M. tomentosa. flor de M. tomentosa. UFLA, Lavras,
UFLA, Lavras, MG, 2008. MG, 2008.
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FIGURA 7: Estames heterodinamos FIGURA 8: Esquema morfologico
da flor de M. tomentosa. UFLA, de um estame da flor de M.
Lavras, MG, 2008 tomentosa. UFLA, Lavras, MG, 2008
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FIGURA 10: Esquema morfologico
FIGURA 9: EStigmaS fundidos do gimeceu da flor de M. tomentosa.

subglobosos da flor de M. tomentosa. UFLA, Lavras, MG, 2008
UFLA, Lavras, MG, 2008
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FIGURA 12: Prancha

FIGURA 11: Vista lateral de um fruto morfolégica de um fruto jovem,
jovem de M. tomentosa. UFLA ainda com vestigios carpelares, de
’ M. tomentosa. UFLA, Lavras
L MG, 2008 > ’
avras, ¥id, MG, 2008

FIGURA 13: Vista basal do fruto maduro
de M. tomentosa, com o calice retirado.
UFLA, Lavras, MG, 2008
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FIGURA 14: Sementes jovens e amadurecidas de

M. tomentosa. UFLA. Lavras. MG. 2008.

5.1.2 Aspectos morfoldgicos da germinagéo

A germinacdo (Figura 15-A) tem inicio com a protrusdo da raiz
primadria, a partir do 3° dia da semeadura, na base da semente, proximo ao hilo e
de coloragdo esbranquicada. Alonga-se rapidamente, sendo sinuosa, cilindrica,
espessa, glabra e tenra; raizes secundarias curtas e finas, sinuosas, tenras e
esbranquicadas. Raizes com pelos simples, curtos e translicidos. Cotilédones
soldados, forcando o rompimento do tegumento até a completa remogao, passam
a coloracdo verde, folidceos, amplos, dobrados em labirinto, com dapice
arredondado, base auriculada e bordo inteiro; quando completamente abertos,
apresentam-se opostos. Tegumento com profundas rachaduras em funcdo da
hidratacdo permanece aderido aos cotilédones até libertarem-se completamente
(Figura 16). Hipocotilo apresenta rapido alongamento, inicialmente curvado,
posteriormente reto, cilindrico, longo, espesso, de consisténcia herbacea, de
coloracdo esverdeada na regido apical proximo a inser¢do dos cotilédones e
esbranquicada na regido basal, com presenga de pélos simples, curtos e finos

(Figura 17). A germinagao € epigea.
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FIGURA 15. Aspectos da germinagdo de M. tomentosa: A - protrusdo da
radicula; B e C - tegumento aderido aos cotilédones. UFLA, Lavras, MG, 2008.

1,7 cm

2 cm

FIGURA 16: Aspectos morfologicos da germinagdo de M. tomentosa, aos 10
dias, sendo: A - foto ilustrativa e B - prancha morfologica, sendo ¢ = cotilédone,
ca = cauliculo, rd = radicula e tg = tegumento. UFLA, Lavras, MG, 2008.

37



3cm

FIGURA 17: Aspectos morfologicos da plantula de M. tomentosa, aos 16 dias,
sendo: A - foto ilustrativa e B - prancha morfologica, sendo ¢ = cotilédone, hp =
hipocétilo, rp = raiz primaria, rs = raiz secundaria. UFLA, Lavras, MG, 2008.

5.1.3 Aspectos morfoldgicos das plantulas

A plantula (Figura 18) apresenta raiz principal axial, longa, sinuosa,
cilindrica, de coloracdo branca, de consisténcia tenra, tornando-se lenhosa. As
raizes secundarias sdo finas, tenras, cilindricas, da mesma coloragdo da raiz
principal. As raizes apresentam tricomas simples, translucidos, somente
perceptiveis quando vistos no microscopio optico. Hipocotilos longos, retos,
fino, cilindricos, lisos, de consisténcia herbacea e de cor verde-clara, com uma
camada de tricomas simples, muito pequenos, brancos. Cotilédones opostos,
foliaceos, amplos, com apice arredondado, base auriculada e bordo inteiro.
Folhas simples, brevissimo pecioladas, de base obtusa, oblonga ou oblonga-
lanceoladas, de apice agudo ou, mais raramente, levemente mucronado, bordo

do limbo inteiro, peninérveas, com nervuras discretas na face ventral e salientes
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na dorsal, levemente rugosas, densissima-tomentosas nas duas faces, tricomas

estrelares, de coloracdo prata-esbranquigado, de filotaxia alterna.

| 2,7 cm |
_I \ d

6,5¢cm

A

FIGURA 18: Aspectos morfologicos da plantula M. tomentosa 30 dias apés
germinagdo. A - foto ilustrativa e B - prancha morfologica, sendo fp = folhas
permanentes, ¢ = cotilédone, hp = hipocétilo, rp = raiz principal, rs = raiz
secundaria. UFLA, Lavras, MG, 2008.

5.2 Descricdo anatdbmica da plantula

1 Raiz
Na raiz em estrutura primaria, observa-se epiderme unisseriada. O

cortex apresenta exoderme, cavidade secretora e endoderme apresentando estrias
de caspary. Em relacdo ao cilindro vascular, apresenta periciclo unisseriado,

quatro pdlos de protoxilema e quatro pélos de protofloema.
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FIGURA 19 — Secgdes transversais da raiz de M. tomentosa. A: viséo geral, B:
detalhe do cilindro central. Legenda: Ep = epiderme; Chave = cortex; Estrela =
cavidade secretora; Ex = exoderme; End = endoderme; C.C = cilindro central; Pf
= protofloema; Px = protoxilema. Barra = 50 um. UFLA, Lavras, MG, 2008.

2 Caule

O caule apresenta estrutura de eustelo tipico, epiderme unisseriada com
tricomas tectores pluricelulares estrelares, o cortex apresenta colénquima
angular, cavidades secretoras. O feixe vascular € colateral aberto, em que se
observou a formagdo do primeiro anel anual, caracterizando o inicio da estrutura

secundaria.

FIGURA 20 — Secgdes transversais do caule de M. tomentosa. A: visdo geral, B:
detalhe do cortex. Legenda: Ep = epiderme; Chave = cortex; Estrela = cavidade
secretora; M = medula; Pf = protofloema; Px = protoxilema; CV= cambio
vascular; An = 1° anel anual; Bt = base de tricoma. Barra = 50 um. UFLA,
Lavras, MG, 2008.
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3. Folha

A lamina foliar apresenta organizagcdo dorsiventral com estomatos
dispostos apenas na epiderme da face abaxial (hipoestomatica). As epidermes da
face abaxial e adaxial sdo unisseriadas e ambas apresentam tricomas tectores
pluricelulares estrelares, como observado no caule. O mesofilo apresenta de uma
a duas camadas de células no parénquima pali¢adico e de duas a trés camadas de
células no parénquima esponjoso. Observou-se a presenga de cavidades
secretoras entre o parénquima palicadico e o esponjoso, semelhante a cavidade
observada no cortex da raiz e no cortex do caule. Como nao foram realizados
estudos ontogénicos, ndo ¢ possivel estabelecer a origem dessas cavidades,

possivelmente lisigena.

FIGURA 21 — Secc¢des transversais da folha de M. tomentosa. A: detalhe do
mesofilo, B: detalhe da Medula central. Legenda: Ep Ad = epiderme da face
adaxial; Pa Pl = parénquima paligadico; Pa Es = parénquima esponjoso; Ep Ab =
epiderme da face abaxial; Chave = mesofilo; Estrela = cavidade secretora; T. T.
P.E = tricomas tectores pluricelulares estrelares. Barra = 50 um. UFLA, Lavras,
MG, 2008.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As descrigdes de aspectos morfo-anatomicas podem ser utilizadas em
estudos taxonomicos para auxiliar na interpretacdo de testes de germinacao
realizados em laboratorio, contribuir para ampliar o conhecimento sobre os
métodos de producdo de mudas, como também para a identificagdo da espécie
no campo, facilitando o seu reconhecimento nos estadios iniciais do
desenvolvimento.

Ha a presenga de tricoma tectores pluricelulares estrelares na folha e no
caule, sendo esta uma caracteristica evolutiva dessa espécie para adaptar-se ao
cerrado e a campos rupestres de altitude.

Nao foram encontrados, na literatura, trabalhos descritivos de morfo-
anatomia de Merremia tomentosa. Apesar da relevancia desse trabalho, ainda
s80 poucas espécies medicinais do cerrado que apresentam sua morfo-anatomia
descrita, sendo uma ferramenta indispensavel para a classificagdo ¢ a fisiologia

de cada espécie.
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CAPITULO I

GERMINACAO EX VITRO DE SEMENTES DE Merremia tomentosa
(Choisy) Hall.: INFLUENCIA DA LUZ, DA TEMPERATURA E DO

SUBSTRATO



1. RESUMO

CENTOFANTE, Agda Rabelo. Germinagdo ex vitro de sementes de Merremia
tomentosa (Choisy) Hall.: influéncia da luz, da temperatura e do substrato.
In: Descricdo morfo-anatémica e germinacgdo de Merremia tomentosa
(Choisy) Hall. 2008. Cap.3, p. 45-62. Dissertagio (Mestrado em
Agronomia/Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de determinar a
influéncia da luz, de substratos e de temperaturas adequados para a condugdo do
teste de germinacdo de M. tomentosa, planta nativa do cerrado e campos
rupestres, de uso medicinal. Para tanto, o teste de germinagdo foi realizado com
sementes coletadas na Serra da Macaia, municipio de Lavras, MG, durante o
periodo de dispersdo, de janeiro a abril de 2008. Os experimentos foram
conduzidos no Laboratorio de Crescimento e Desenvolvimento de Plantas, no
Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Lavras. Para o teor de umidade, calculado com base em massa imida,
utilizou-se uma estufa a 105+£3°C, por 24 horas, com trés repeticdes de 1g. Para
o teste de germinagdo, utilizaram-se dois tipos de substrato (papel mata-borrao e
areia) sob diferentes regimes de temperatura (quatro faixas num gradiente de
temperatura de 20° a 30°C e alternada de 20°- 30°C, em camara tipo BOD), com
100% de UR e fotoperiodo de 12 horas. As avaliagdes foram feitas diariamente,
em um periodo de trinta dias e os resultados foram expressos em porcentagem
de germinabilidade, indice de velocidade de germinagdo, porcentagem de
plantula e indice de velocidade de emergéncia da plantula, calculado segundo
Maguire (1962). Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado. Os
dados de germinacdo foram transformados em arco seno (x/100) 0,5 e o indice
de velocidade de germinagdo em (x + 0,5)". Foi realizada a analise de variancia
e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade
(p=<0,05), utilizando-se o programa estatistico Sisvar. Pelos resultados obtidos,
concluiu-se que as sementes tém um comportamento fotoblastico positivo. O
teor de umidade foi de 56%. A temperatura baixa (20°C) compromete a
germinagdo e a formagdo da plantula, mesmo quando em alternancia com 30°C.
Para a avaliagdo da qualidade fisiologica, considerando a protrusdo radicular e o
surgimento de plantulas normais, deve-se proceder a andlise entre areia a 25°C
ou sobre papel a 30°C.

* Comité Orientador: Evaristo Mauro de Castro (Orientador), Renato Mendes Guimaries
(Co-orientador).
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2 ABSTRACT

CENTOFANTE, Agda Rabelo. Ex vitro germination of seeds of Merremia
tomentosa (Choisy) Hall.: influence of light, temperature and substrate.
In: Morpho-anatomical report and germination of Merremia
tomentosa (Choisy) Hall. 2008. Chap.3, p. 45-62. Dissertation (Master in
Agronomy/Plant Physiology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

The present work was conducted with the objective of determining the
influence of light, substrates and temperatures adequate for conducting the
germination test of M. tomentosa, a plant native to the cerrado and rupestrians
fields, of medicinal use. So, the germination test was carried out on seeds
colleted on the Macaia Range, Lavras town, MG, during the scattering period
from January to April of 2008. The experiments were conducted in the Plant
Growth and Development Laboratory in the Plant Physiology Sector of the
Biology Department at the Universidade Federal de Lavras. For moisture
content, calculated on the basis of moistened mass, an oven at 105+3°C was
utilized for 24 hours, with three replicates of 1g. For the germination test, two
sorts of substrates were utilized (blotting paper and sand) under different
regimes of temperature (four ranges in a temperature gradient of 20° to 30°C and
alternated of 20°- 30°C, in a type BOD cold room), with 100% of RH and 12-
hour photoperiod. The evaluations were done daily in a period of thirty days and
the results were expressed in percentages of germinability, germination velocity
rate, percentage of seedling and seedling emergence velocity rate, calculated
according to Maguire (1962). The completely randomized design was utilized.
The germination data were transformed into arcsin (x/100) 0.5 and the
germination velocity rate in (x + 0.5)"°. The analysis of variance was performed
and the means were compared by the Tukey test at 5% of probability (p<0.05),
by utilizing the Sisvar statistical program. From the results obtained, it follows
that the seeds have a positive photoblastic behavior. Moisture content was of
56%. Low temperature (20°C) compromises both germination and formation of
the seedling, even when in alternation with 30°C. For the evaluation of the
physiological quality, considering the root profusion and the appearance of
normal seedlings, one should proceed the analysis between sand at 25°C or on
paper at 30°C.

* Guidance Committee: Evaristo Mauro de Castro (Adviser), Renato Mendes Guimaries
(Co-adviser).
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3 INTRODUCAO

Existe preocupacao, por parte dos pesquisadores e analistas de sementes,
em conduzir pesquisas que fornecam informacgdes sobre a qualidade das
sementes, semelhante aquelas obtidas por meio das prescricdes das Regras para
Andlise de Sementes (RAS) (Brasil, 1992), referentes a conducdo do teste de
germinacdo de espécies cultivadas. No entanto, um grande ntimero de espécies
nativas medicinais ndo esta incluido nas referidas regras, sendo necessarios,
portanto, estudos para a avaliagdo dos efeitos de fatores, como luz, temperatura,
agua e substrato, no comportamento germinativo dessas espécies.

Merremia tomentosa (Choisy) Hall. f. (Convolvulaceae), conhecida
popularmente como velame-do-campo, ¢ utilizada, na medicina popular, como
depurativo do sangue (Rodrigues & Carvalho, 2001). O extrato metandlico das
folhas possui o triterpeno acido ursélico e flavondides trans-tilirosideo e cis-
tilirosideo (Santos Junior et al., 2007).

Outras espécies do mesmo género, como M. cissoides e M. aegyptia,
conhecidas popularmente como corda-de-viola, s3o apreciadas como
ornamentais e temidas como plantas daninhas. Ambas as espécies apresentam
dorméncia tegumentar, necessitando de métodos de superacdo de dorméncia
para supera-la (Azania et al., 2003; Linhares et al., 2007). Entretanto, para a M.
tomentosa, espécie de interesse medicinal, ndo foram encontrados estudos sobre
a sua propagacdo, sendo necessario padronizar um protocolo para o teste de
germinacdo, para ser realizado em laboratorio, sob condi¢des ideais de
temperatura, luz e substrato, para avaliar a qualidade fisioldgica das sementes.

De acordo com Marcos Filho, (2005), germinagdo ¢ o encerramento do
periodo de repouso fisioldgico. Ha consenso entre os que se dedicam ao estudo
da fisiologia vegetal, sob o aspecto botanico, e os tecnologistas de sementes.

Ambeas as correntes consideram que a germinagdo tem inicio com a embebigao.

48



No entanto, para os primeiros, 0 processo se encerra com a protrusdo da raiz
primaria (originada da radicula do embrido), enquanto, do ponto de vista
tecnologico, as informagdes fornecidas devem oferecer certa garantia aos
produtores agricolas, permitindo avaliar a probabilidade de sucesso apods
semeadura em campo. O conceito tecnoldgico inclui o desenvolvimento da
estrutura embrionaria ¢ a formagdo de uma plantula em que sejam evidentes as
suas partes constituintes.

Os estudos com germinagdo de sementes sdo, geralmente, realizados
com os objetivos de ampliar os conhecimentos fisiologicos, verificando as
respostas de germinagdo a fatores ambientais, as causas de dorméncia e os
métodos de superacdo, e os conhecimentos morfoldgicos, acompanhando o
desenvolvimento do embrido e da plantula, para verificar o estddio de maturagao
das sementes e do efeito do processamento e do armazenamento sobre a
qualidade de sementes (Baskin & Baskin, 1998).

Temperatura, umidade do substrato e luz s@o estdo entre os principais
fatores que influenciam a germinagao de sementes (Mayer, 1989). A temperatura
ideal de germinagdo, geralmente, varia dentro da faixa de temperaturas
encontradas no local e na época ideal a emergéncia e ao estabelecimento das
plantulas. Figliolia et al. (1993) mencionam que existe interagdo significativa
entre temperatura e substrato, explicando que a capacidade de retengdo de agua e
a quantidade de luz que o substrato oferece a semente podem proporcionar
diferentes respostas, obtidas até para a mesma temperatura.

Dessa forma, sdo necessarias avaliagdes para se definir corretamente
estratégias de propagagdo e manejo. Assim, objetivou-se avaliar a influéncia de
diferentes temperaturas, substratos e condi¢des de luminosidade na germinagao

de sementes de Merremia tomentosa (Choisy) Hall.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Crescimento e
Desenvolvimento de Plantas, no Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de
Biologia (DBI) da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Os frutos foram
coletados de plantas matrizes localizadas em uma regido de cerrado e campos
rupestres, a altitude aproximada de 1.000 m, na microrregido do Alto Rio
Grande, na Serra do Macaia, no municipio de Lavras, MG, durante o periodo de
dispersdo, de janeiro a abril de 2008.

Apos a coleta, os frutos foram mantidos em condi¢des de laboratério por
12 horas, sendo, posteriormente, retiradas as sementes manualmente. Foi
realizada uma selecdo prévia das sementes, eliminando-se as danificadas e
verdes e, posteriormente, desinfestagdo com hipoclorito de sédio (NaOCI) a
50%, por 5 minutos e tratamento antifiingico, com Captam (500 PM) 0,1% ),

por 10 minutos.

Experimento 1: Teor de umidade das sementes
Logo apos a retirada das sementes dos frutos, determinou-se o teor de
umidade com base em massa umida, utilizando-se uma estufa a 105+£3°C, por 24

horas (Brasil, 1992), utilizando trés repetigdes de 1g.

Experimento 2: Influéncia da luminosidade

Foram semeadas 100 sementes entre areia, em caixas gerbox, a 1 cm de
profundidade, sendo o comportamento germinativo avaliado em camara de
germinacdo tipo BOD, a 25°C, 100% de umidade relativa e fotoperiodo de 12
horas. A areia foi peneirada e autoclavada a 120°C e umedecida até a capacidade

de campo. A condi¢do de escuro foi obtida envolvendo-se as caixas gerbox em
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papel aluminio e sacos de polietileno preto, sendo o comportamento germinativo
avaliado sob luz verde.

Foram realizadas avaliacdes diarias para a contagem da germinacdo,
utilizando como critério a visualizacdo de qualquer estrutura (geralmente o
“gancho” hipocotiledonar), na sua superficie da areia. A partir desses dados,
obteve-se a porcentagem de germinacdo (%G) e o indice de velocidade de
germinacdo (IVG), calculado segundo Maguire (1962).

Esse experimento foi constituido de 2 tratamentos (luz e escuro), com 4
repeticoes de 25 sementes. Este experimento foi instalado no delineamento
inteiramente casualizado (DIC). Os dados de germinagdo foram transformados
em arco seno (x/100)0,5 e o indice de velocidade de germinagio, em (x + 0,5)"°
(Bartlett, 1936; Zar, 1999). As médias transformadas foram comparadas pelo

teste de F, da analise de variancia realizada no Sisvar (Ferreira, 2000).

Experimento 3: Influéncia da temperatura e substrato

Foi realizada a semeadura em dois substratos (entre areia e sobre papel
mata-borrdo), em caixas gerbox submetidas a 4 temperaturas (20°, 25°, 35° e 20°-
30°C), em BOD, nas mesmas condi¢cdes do experimento anterior. O papel foi
esterilizado em estufa, a 160°C, por 1 hora e umedecido em agua destilada na
razdo de 2,5 vezes a massa do papel seco. Para a areia, procedeu-se como para o
experimento anterior.

Foram calculados porcentagem de germinagdo (%G) e indice de
velocidade de germinagcdo para protrusdo radicular (IVGpr), conforme
experimento anterior, utilizando como critério para o substrato papel a protrusao
de >a 0,3 mm radicula e, para a areia, a visualizacdo de qualquer estrutura na sua
superficie. Para todos os substratos, calcularam-se também a porcentagem de
plantulas normais (%PL) e o indice de velocidade de emergéncia para plantula

normal (IVEpl), considerando-se como critério o surgimento de cotilédones que
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se libertavam do tegumento, tornando possivel a visualizagdo do meristema
apical e sistema radicular, sem qualquer dano.

Esse experimento foi instalado no delineamento inteiramente
casualizado (DIC), em esquema fatorial 2x4 (2 substratos e 4 temperaturas), com
4 repeticoes de 25 sementes. Os dados foram transformados conforme para o
experimento 2. Foi realizada a andlise de varidncia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade (p<0,05), utilizando o

programa estatistico Sisvar (Ferreira, 2000).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teor de umidade das sementes
O teor de umidade em sementes de coloragdo preta e medindo de 4 a 7

mm, foi de 56%.

5.2 Influéncia da luminosidade
Sementes germinadas na luz apresentaram maiores %G e IVG, em
relagdo aquelas no escuro, caracterizando comportamento fotoblastico positivo

(Tabela 1).

TABELA 1 Porcentagem de germinacao (%G) e indice de velocidade de
germinacdo (IVG) de sementes de M. tomentosa, germinadas no escuro e na luz.

UFLA, Lavras, MG, 2008.

Tratamento %G VG
Luz 63a 1,68 a
Escuro 32b 1.33a
CV (%) 21.31 16,05

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de F (p<0,05).

Observa-se, pelos dados da Tabela 1, que a % G foi superior na presenca
de luz, com 63% de germinago, enquanto, na auséncia de luz, foi de 32%. Em
relacdo ao IVG, ndo houve diferenca estatistica significativa para os tratamentos.

Em resultados encontrados na literatura, verificou-se que o requerimento
a luz para a germinagfo ¢ variavel entre as espécies do género. Sharma & Sen
(1975) verificaram que sementes de M. aegyptia sdo indiferentes a luz para a
germinacdo, chegando a 100% de germinagdo nas primeiras 24 horas, enquanto
que, em M. dissecta, a percentagem de germinagdo mais elevada foi encontrada

sob luz vermelha, nas primeiras 24 horas, sendo inibida pelo vermelho extremo.
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5.3 Influéncia da temperatura e substrato

Independente do substrato e da temperatura, a protrusdo radicular teve
inicio aos 3 dias apds semeadura (DAS) e estabilizou aos 30 DAS.

Na Tabela 2 estdo expressos os resultados da analise de variancia da

%G, IVGpr, %PL e IVEpL.

TABELA 2 Analise de variancia da porcentagem de germinacdo (%G), indice
de velocidade de germinacdo para protrusdo radicular (IVGpr), porcentagem de
plantulas normais (%PL) e indice de velocidade de germinagdo para plantula
normal (IVGpl) de sementes de M. tomentosa. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Quadrados médios

Fon_te ge GL

vartacao %G IVGpr %PL IVEpI
Temperatura (T) 3 784,6146%*%  0,2921%*  636,2083%* 0,2565%*
Substratos (S) 1 0,7813 0,0162 144,5000  0,0587
T*S 3 462,0313*  0,0927 619,0833%* 0,0809*
Residuo 25 147,5729 0,0480 81,3958  0,0208
CV (%) 26,57 14,55 22,31 12,56

** * Significativo, respectivamente, a 1% e 5% de probabilidade, pelo teste de
F.

Observa-se, pelos dados da Tabela 2, que, para a %G, %PL e IVEp], a
temperatura e a interagdo entre temperatura*substrato influenciaram nos valores
encontrados, enquanto o IVGpr foi influenciado apenas pela temperatura de
germinagao.

Observa-se, na Figura 1, que a porcentagem de germinacdo das
sementes, independente do substrato, a 20°C, foi mais baixa que nas demais

temperaturas, que foram iguais entre si.
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Em cada temperatura houve efeito do substrato apenas na germinacgdo a

30°C, em que o papel foi superior a areia.

70 , Aa Aa
o 60 1 Ba ABa
S 50 ABb Ba
g 40 - Ba Ba
g 30
& 20
g 10
X 0
25 30 20 20-30
Temperatura (°C)
B Areia

FIGURA 1 Porcentagem de germinagdo de sementes de M. tomentosa, em
fungdo de diferentes temperaturas e substratos. Médias seguidas da mesma letra
ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maitsculas comparam
temperatura dentro de cada substrato ¢ mintsculas, substratos dentro de cada
temperatura. UFLA, Lavras, MG, 2008.

As baixas temperaturas podem ndo somente reduzir a porcentagem de
germinagdo, como também retardar o processo, devido a redugdo das atividades
enzimaticas envolvidas no metabolismo da semente (Bewley & Black, 1994).

Pesquisas recentes sobre a estrutura de membranas em relagdo a
temperatura da agua tém demonstrado que a embebicdo a baixa temperatura
pode levar ao fenomeno denominado “dano de embebigdo”. Assim, para
algumas espécies, quando as sementes estdo secas ¢ sdo postas para embeber, o
seu sistema de membranas pode sofrer danos irreparaveis, levando a lixiviagdo
do contetido celular e afetando negativamente a germinagdo. Isso ocorre, pois,
quando as sementes estao secas, as suas membranas estdo no estado de gel, no
qual ndo apresentam as caracteristicas semipermeaveis. Se a embebicdo for

muito rapida ou se a temperatura for baixa, muitas espécies ndo conseguem que
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as suas membranas passem do estado gel para o cristalino liquido e ocorre a
lixiviagdo de contetido celular (Castro & Hilhorst, 2004).

Por outro lado, sob temperaturas mais altas, a velocidade de absor¢do de
agua ¢ as atividades enzimaticas tornam-se mais elevadas, fazendo com as
sementes germinem mais rapidamente (Carvalho & Nakagawa, 2000).

A variabilidade de respostas quanto ao requerimento de temperatura ¢
um reflexo da adaptagdo das espécies ao ambiente de ocorréncia (Thompson,
1974). Essa resposta ¢ de origem genética, devido, principalmente, a plasticidade
fenotipica que permite que a germinagdo e o estabelecimento da plantula
ocorram sob diversas condi¢cdes ambientais (Thompson, 1974). As sementes sao
capazes de germinar sob ampla faixa de temperaturas, sendo definida, para cada
espécie, uma temperatura maxima e uma minima, acima e abaixo das quais a
germinacgdo nao ocorre.

O substrato sobre papel ¢ amplamente utilizado para o teste de
germinagdo, contudo, pode ser prejudicial para algumas espécies, devido,
principalmente, & maior incidéncia de microrganismos e de plantulas anormais.
Além disso, nesse substrato ¢ mais dificil manter constante o teor de umidade,
podendo saturar ou ressecar mais facilmente, durante o transcorrer do teste. Para
a espécie em questdo, estes fatores ndao foram prejudiciais para a germinacao.

Por outro lado, o substrato areia, apesar do bom desempenho, apresenta
o inconveniente de drenar excessivamente a agua, ficando a parte superior
ressecada (Figliolia et al., 1993).

Observa-se, pela Figura 2, que, para o IVGpr, apenas a temperatura
influenciou nos valores encontrados, sendo superior a 25° ¢ a 30°C ¢ inferior a

20°C, enquanto que a 20°-30°C nao diferiu de nenhum tratamento.
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FIGURA 2 Indice de velocidade germinativa de protrusio de M. tomentosa, em
fungdo de diferentes temperaturas. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). UFLA, Lavras, MG, 2008.

Segundo Garcia (1994), a temperatura ¢ um fator que influencia a
maioria dos processos bioquimicos ¢ fisioldgicos da semente. Para Macédo et al.
(1994), ¢ o fator que mais afeta a velocidade, a uniformidade e a porcentagem de
germinacao.

Para cada espécie, geralmente, hda a recomendacdo de determinada
temperatura e substrato para a germinagdo, embora muitas espécies apresentem
bons resultados em mais de uma temperatura e substrato, podendo, ainda,
ocorrer interagdes entre as diferentes temperaturas e os substratos utilizados para
germinacdo (Bewley e Black, 1994).

Observa-se, na Figura 3, que a porcentagem de plantulas normais foi
menor em 20°C, independente do substrato e em 20°C e 30°C para o substrato
papel. Nos demais tratamentos, que foram semelhantes entre si, observam-se as

maiores porcentagens de plantulas normais.
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FIGURA 3 Porcentagens de plantulas de M. tomentosa em diferentes
temperaturas e substratos. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si.
Letras maitisculas comparam temperatura dentro de cada substrato e minusculas,

substratos, dentro de cada temperatura. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Observa-se, pela Figura 3, que, para a porcentagem de plantulas, a
melhor temperatura foi de 25°C entre areia com 54,75% e a 30°C sobre papel
com 60,75%. A temperatura de 20°C foi inferior tanto entre areia com 32%,
quanto sobre papel com 28% e a de 20°-30°C, foi inferior apenas sobre papel
com 25%.

O substrato utilizado deve favorecer a germinagdo e a visualizacdo da
plantula, sendo ainda de facil manejo. Portanto, sua escolha deve ser feita de
acordo com as exigéncias da semente em relagdo ao seu tamanho, formato,
exigéncias hidricas e nutricionais (Brasil, 1992). Fatores como aeragao,
estrutura, capacidade de reten¢do de agua, grau de infestagdo de patogenos,
dentre outros, podem variar de acordo com o tipo de material utilizado
(Popinigis, 1985).

Observa-se, pela Figura 4, que os melhores valores para [VEpl foram
encontrados sobre papel a 30°C e entre areia a 25°C, sendo a de 20°C inferior

aos demais tratamentos.
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FIGURA 4 Indice de velocidade de emergéncia de plantulas de M. tomentosa,
em fungdo de diferentes temperaturas. Médias seguidas da mesma letra ndo
diferem entre si. Letras maiusculas comparam temperatura dentro de cada
substrato ¢ mintsculas, substratos, dentro de cada temperatura. UFLA, Lavras,
MG, 2008.
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6 CONCLUSAO

Em sementes de M. tomentosa, o teor de umidade logo apds a colheita
foi de 56%.

As sementes de M. tomentosa sao fotoblastico positivo.

Temperatura de 20°C reduz a porcentagem e o indice de velocidade de
geminagao.

Em temperaturas de 25°, 30° e 20° e 30°C, a porcentagem de germinacao
e o indice de velocidade de germinacdo de sementes de M. tomentosa sdo
maiores que a 20°C e iguais entre si.

Para a avaliagdo da qualidade fisioldgica, considerando a protrusdo
radicular e o surgimento de plantulas normais, a temperatura ideal ¢ de 25°C

entre areia a ou sobre papel a 30°C.
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CAPITULO IV

GERMINACAO IN VITRO DE SEMENTES DE Merremia tomentosa
(Choisy) Hall.



1. RESUMO

CENTOFANTE, Agda Rabelo. Germinagdo in vitro de sementes de Merremia
tomentosa (Choisy) Hall. In:___ Descri¢do morfo-anatbmica e germinacéo
de Merremia tomentosa (Choisy) Hall. 2008. Cap.4 p. 63-76. Dissertagdo
(Mestrado em Agronomia/Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG. "

Conduziu-se este trabalho com o objetivo de avaliar a propagacao de
Merremia tomentosa (Choisy) Hall., nativa do cerrado e de campos rupestres,
utilizada na medicinal popular como depurativo do sangue. Para tanto, a coleta
boténica foi realizados na Serra do Macaia, municipio de Lavras, MG, durante
o periodo de fevereiro de 2007 a abril de 2008. Os experimentos foram
conduzidos no Laboratorio de Cultura de Tecido. Para a germinagdo in vitro
foram utilizados diferentes meios de cultura e no meio MS com reducao de 50%
de concentracdo de sais, acrescido em diferentes concentracdes de GAj. Foi
realizada a assepsia das sementes em agua corrente por 20 minutos. Depois,
foram imersas em alcool 70% (v/v), por 60 segundos e em solucdo de
hipoclorito de sddio (NaOCI) com 50% (v/v), por 20 minutos e, posteriormente,
foram lavados por 3 vezes em agua destilada e autoclavada. Apos a inoculagao,
as sementes foram mantidas em sala de crescimento sob irradiancia de fotons de
36 mmol m™s™', fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25+2°C. A avaliagio
foi realizada diariamente durante 30 dias apds inoculagdo e as médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey, com significancia fixada em
5% de probabilidade, e para o experimento com diferentes concentracdes de
GA;, os resultados foram submetidos a analise de variancia, sendo analisados
pelo teste de regressdo no Sisvar. A melhor porcentagem de germinagdo in vitro
foi obtida em meio MS, com reducdo de 50% de concentragdo salina
suplementado com 1 mg L™ de GA;.

* Orientador: Evaristo Mauro de Castro.
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2 ABSTRACT

CENTOFANTE, Agda Rabelo. In vitro germination of seeds of Merremia
tomentosa (Choisy) Hall. In:___  Morpho-anatomical report and
germination of Merremia tomentosa (Choisy) Hall. 2008. Chap.4 p. 63-76.
Dissertation (Master in Agronomy/Plant physiology) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG. "

This work was conducted with the objective of evaluating the
propagation of Merremia tomentosa (Choisy) Hall., native of the cerrado and of
rupestrian fields, in folk medicine as a blood depurative. So, the botanical
collection was accomplished on the Serra do Macaia (Macaia Range), Lavras
town, MG, during the period of February of 2007 to April of 2008. The
experiments were conducted in the Tissue Culture Laboratory and in the
greenhouse in the Plant Physiology of the Biology Department at the
Universidade Federal de Lavras. For germination in vitro were utilized different
media of culture and in the MS medium with a reduction of 50% of salt
concentration, added of different concentrations of GA;. Asepsis of the seeds in
running water for 20 minutes was performed. Afterwards, they were immersed
in 70% alcohol (v/v) for 60 seconds and in solution of sodium 50% hypochlorite
(NaOCl) (v/v) for 20 minutes and, afterwards, they were washed for three times
in distilled and autoclaved water. After inoculation, the seeds were kept in a
growth room under irradiance of photons of 36 mmol m™ s, photoperiod of 16
hours and temperature of 25+2°C. The evaluation was performed daily for 30
days after inoculation and the means of the treatments were compared by the
Tukey test, with the significance set at 5% of probability, and for the
experiment with different concentrations of GAj;, the results were submitted to
the analysis of variance, their being analyzed by the regression test in Sisvar.
The best percentage of in vitro germination was obtained in MS medium, with a
reduction of 50% of salt concentration supplemented with 1 mg L' de GAs.

* Adviser: Evaristo Mauro de Castro.
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3 INTRODUCAO

A cultura de tecidos vegetais é uma técnica de surgimento recente, pois
os primeiros passos foram dados ja no inicio do século XX e os maiores avangos
foram notados a partir da segunda metade do século (Pascal, 2001).

Segundo Maciel et al. (2000), a propagagdo in vitro é uma técnica de
cultura de tecidos bem sucedida e propicia vantagens sobre os métodos
convencionais de propagagdo, permitindo a obtencdo de grande numero de
plantas de boa qualidade fitossanitaria em curto espaco de tempo e em qualquer
época do ano.

O emprego de técnicas biotecnologicas constitui ferramenta bastante 1til
para a reproducao de exemplares com propriedades desejaveis Franca (2001).

A taxa de germinag¢do de sementes de algumas espécies pode ser
aumentada quando sdo utilizados métodos de cultura de tecidos, principalmente
quando as sementes apresentam dorméncia, endosperma reduzido ou grande
infestacdo por microrganismos (Fay, 1992). Isso acontece muito nesta espécie,
em que ha predagio dos frutos ainda verdes por larvas.

Durante o cultivo in vitro, as solugdes de sais e aglicares que compdem
os meios de cultura ndo exercem efeito puramente nutritivo, mas também
influenciam o crescimento celular e a morfogénese por meio de propriedades
osmoticas (George, 1996). Diversas formulagdes de meios basicos tém sido
utilizadas no cultivo in vitro. Nao ha uma formulagdo padrdo, mas o meio MS
(Murashige & Skoog, 1962), com suas modificacdes e dilui¢des, tem sido
utilizado com sucesso para diversas espécies. Para espécies lenhosas, entretanto,
0 meio MS ndo se mostra satisfatério em alguns casos e composi¢cdes mais
diluidas em macronutrientes apresentam melhor desempenho (Grattaplaglia &
Machado, 1998). O meio nutritivo WPM (Lloyd & McCown, 1980), por

exemplo, apresenta 25% das concentragdes de ions nitrato e amonia do meio
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MS, além de maior concentracdo de potassio e de ions sulfato, sendo
amplamente utilizado para a micropropagacdo de espécies lenhosas (Pasqual,
2001)

A germinagdo de sementes pode exigir giberelinas para uma das possiveis
etapas: a ativagdo do crescimento vegetativo do embrido, o enfraquecimento da
camada do endosperma que envolve o embrido e restringe seu crescimento, assim
como a mobilizacdo das reservas energéticas do endosperma (Taiz & Zieger,
2006).

Nao foram encontradas, na literatura, informagdes sobre a propagacao
de Merremia tomentosa in vitro, havendo necessidade de estudos que possam
fornecer dados sobre sua fisiologia e propagacdo. Diante do exposto, este
trabalho foi realizado com o objetivo de estudar a propagagdo in vitro e
estabelecer um protocolo de germinagdo de sementes in vitro para sementes

Merremia tomentosa (Choisy) Hall..
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento
de Biologia (DBI) da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

4.1 Material vegetal
Os frutos e as estacas foram coletados no municipio de Lavras, na Serra
do Macaia, a altitude aproximada de 850 m a 1.000 m, situado no Sul do estado

de Minas Gerais.

4.2 Germinacdo in vitro
4.2.1 Efeito de diferentes meios de cultura na germinacéo

As sementes foram retiradas dos frutos imaturos manualmente e lavadas
em agua corrente, por 20 minutos e transferidas para camara de fluxo laminar,
na qual foram imersas em alcool 70% (v/v), por 60 segundos e em solucdo de
hipoclorito de sodio (NaOCI) com 50% (v/v), por 20 minutos. Posteriormente,
foram lavados por trés vezes em agua destilada e autoclavada para a eliminacéo
do excesso de solugdes desinfestantes. Apos a desinfestagdo, as sementes foram
inoculadas em diferentes meios de cultura.

Foram testados os meios de cultura WPM (Lloyd & Mccown, 1980),
MS (Murashige & Skoog, 1962) e MS, com 50% de sua concentragdo de sais,
suplementados com 3% de sacarose e solidificados com agar 0,6%. O pH foi
corrigido para 5,8, antes da autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos.

Apos a inoculagdo, as sementes foram mantidas em sala de crescimento
sob irradidncia de fotons de 36 mmol m? s, fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 25+£2°C. A avaliagdo foi realizada diariamente durante 30 dias

de inoculagdo, sendo observada a porcentagem de sementes germinadas em
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cada tratamento ¢ o indice de velocidade de germinagdo (IVG). Foi considerada
germinada a semente que apresentava a radicula protrundida.

O IVG foi determinado registrando-se o numero de sementes
germinadas por dia até o final do experimento, calculado pela formula de
Maguire (1962).

O delineamento estatistico utilizado foi o delineamento inteiramente
casualizado, com dez repeti¢des por tratamento, sendo cada uma composta por
cinco frascos contendo uma semente. As médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Tukey, com significancia fixada em 5% de

probabilidade, utilizando-se o programa estatistico Sisvar (Ferreira, 2000).

4.2.2 Efeito do GA;z na germinacgdo

O processo de assepsia das sementes foi idéntico ao descrito
anteriormente. Foram testadas 6 concentragdes de GA; (0, 1,2,3,4e5mgL™)
no meio de cultura MS, com redugdo de 50% de concentragdo salina,
suplementado com 3% de sacarose e solidificado com &agar 0,6%. O pH foi
corrigido para 5,8, antes da autoclavagem.

Ap0s a inoculagdo, as sementes foram mantidas em sala de crescimento
sob irradidncia de fotons de 36 mmol m™ s, fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 25+2°C. A avaliagdo foi realizada diariamente, durante 30 dias
apos inoculacdo, sendo observada a porcentagem de sementes germinadas em
cada tratamento. Foi considerada germinada a semente que apresentasse a
radicula protrundida.

O delineamento estatistico utilizado foi o delineamento inteiramente
casualizado. Foram utilizadas cinco repetigdes por tratamento, sendo cada
repeticdo composta por trés tubos de ensaio e cada tubo contendo uma semente.
Os resultados foram submetidos & andlise de variancia, sendo analisados pelo

teste de regressdo no Sisvar (Ferreira, 2000).
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5 RESULTADOS E DISCUSAO

5.1 Germinacao in vitro
5.1.1 Efeito de diferentes meios de cultura

Pela andlise de varidncia (Tabela 1, do Anexo A), houve diferenca
estatistica significativa entre os meios de cultura MS, MS com redugdo de 50%
de concentracdo salina e WPM. O melhor resultado foi no meio MS com
redugdo de 50% de concentracdo salina.
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FIGURA 1. Grafico de porcentagens de germinagao in vitro de sementes
de M. tomentosa, em diferentes meios de cultura. Médias seguidas da mesma
letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). UFLA, Lavras, MG,
2008.

Souza (2003), em estudo com germinagdo de sementes de arnica
(Lychnophora pinaster), ao testar os meios MS, MS/2 e MS/4, verificou a
superioridade do MS/4 (68% de germinacdo) e a necessidade da utilizagcdo de
meios de cultura menos concentrados para o estabelecimento de plantulas.

Pela andlise de variancia (Tabela 1, do Anexo A), ndo houve diferenca

estatistica significativa para o IVG, entre os meios de cultura MS, MS com
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redug@o de 50% de concentragdo salina e WPM, porém para a porcentagem de

germinag@o o meio MS 50% , obteve o melhor resultado.

TABELA 1. Indice de velocidade de germinagdo (IVG) e porcentagem de
germinagdo (% G) de sementes de M. tomentosa, in vitro, em diferentes meios
de cultura. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Tratamentos VG % G
MS 0,582 56 a
MS 50% 0,663 68 a
WPM 0,383 10b

* Significativo, 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey
Utilizou-se 0 MS com reducdo de 50% de concentragdo salina com
diferentes concentragdes de GAj;, pois este obteve o melhor IVG e a melhor

porcentagem de germinacao.

FIGURA 2. Figuras mostrando o aspecto visual da germinagdo in vitro de M.
tomentosa, em dias no meio MS com reducdo de 50% de concentracdo salina.
UFLA, Lavras, MG, 2008.

5.1.2 Efeito do GAzem diferentes concentragdes na germinacao de semente
Pela analise de variancia (Tabela 2, Anexo A), constata-se que houve

diferenca estatistica entre os tratamentos.
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FIGURA 3. Grafico de porcentagens de germinagdo in vitro de sementes de M.
tomentosa, em meio de cultura MS com 50% de concentracdo de sais e

diferentes concentracdes de GA;. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Pela analise de regressdo, a concentragio ideal de GA; foi de 2,19 mg L
com porcentagem esperada de 99% de germinagao.

Resultados semelhantes, porém com espécies diferentes, foram
encontrados por Abbade (2008). Avaliando a germinagdo de sementes de ipé-
branco in Vitro, este autor encontrou maior porcentagem de germinacgdo para
sementes mantidas no meio MS suplementado com 3mg L de GA;, seguido do
meio MS com 50% de concentragio de sais suplementados com Img L' de
GA;. A maior velocidade de germinacdo foi observada em sementes mantidas no
meio MS com 50% de concentragio de sais suplementado com Img L' de GAs.

Melo (1993), avaliando o efeito do acido giberélico (GAj3) sobre a
germinacdo de sementes de araticum, verificou que ndo houve efeito do periodo
de embebi¢do sobre a germinagdo. Porém, o efeito da concentracdo do acido
giberélico foi significativo, havendo aumento da germinagdo proporcional ao

aumento da concentracdo do referido acido.
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5.1.3 indice de velocidade de germinacdo (IVG) e porcentagem de
germinacao (%G)

Pela analise de variancia (Tabela 2, Anexo A), observa-se que nao
houve diferenca estatistica significativa para o IVG, porém, houve diferencas

significativas entre os tratamentos para a porcentagem de germinacao.

TABELA 2. Indice de velocidade de germinagdo (IVG) e porcentagem de
germinago (% G) de sementes verdes de M. tomentosa, in vitro, no meio MS
com reducdo de 50% de sua concentragdo de sais, com diferentes concentragdes

de GA;. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Tratamentos IVG % G

MS 50% 0,396 74,6 ab
MS 50% + 1mg L™ GA, 0,393 98,6 a
MS 50% + 2mg L' GA; 0,626 90,6 ab
MS 50% + 3mg L' GA; 0,433 89,3 ab
MS 50% + 4mg L GA; 0,493 88,6 ab
MS 50% + 5mg L™ GA; 0,500 533b

* Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey

Melo (1993) aponta que o tratamento de sementes com giberelinas pode
promover a germinacdo. Sendo assim, sementes que possuem concentragdo
relativa de giberelina baixa, quando tratadas com acido giberélico (GA;) na
concentracdo adequada, teriam germinacdo mais homogénea e em maior
quantidade. Segundo Kochaba et al. (1974), a presenca de acido giberélico no
meio de cultura proporciona a iniciagdo de uma zona meristematica radicular ou

estimula o desenvolvimento de uma zona radicular existente.
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6 CONCLUSAO
Para a germinagdo in vitro, o meio MS com reducdo de 50% de

concentragdes de sais, suplementado com 3% de sacarose e acrescido de 1mg L™

de GA;, proporciona maior porcentagem de germinagao.
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ANEXOS



ANEXO A - TABELAS

TABELA 1A. Resumo da analise de variancia para a porcentagem de
germinagdo, indice de velociade de germinagdo (IVG) de sementes de

M. tomentosa dispostas em meio MS, MS, com 50% de concentracao de

sais ¢ WPM.
FVv GL Quadrados médios
%G IVG
Tratamentos 2 951,5% 0,104
Erro 12 321,1 0,067
Total 14
CV (%) 20,80 47,78

* Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste de F.

TABELA 2A. Resumo das analises de variancia para o indice de velocidade de
germinacgdo (IVG) e porcentagem de germinagdo (%G) de sementes M.
tomentosa dispostas em meio MS com 50% de concentragdo de sais e

com diferentes concentracdes de GA;

FV GL Quadrados médios
%G IVG
Tratamentos 5 91 8,2* 0,023
Erro 12 205,3 0,033
Total 17 38,8
CV (%) 17,01

* Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste de F.
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ANEXO B - Meios de cultura

TABELA 1B. Composi¢ao do meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962).

COMPONENTE FORMULA CONCENTRACAO (mg L™
Macronutrientes
Nitrato de amonio NH;NO; 1650
Nitrato de potassio KNO; 1900
Cloreto de calico CaCl,.2H,0O 440
Sulfato de magnésio MgS0,.7H,O 370
Fosfato de potassio KH,PO, 170
Sodio EDTA Na,EDTA 37,25
lodeto de potéssio KI 0,83
Micronutrientes
Sulfato de ferro FeS0O,.7H,0O 27,85
Sulfato de manganés MnS0,4.4H,0 16,9
Sulfato de zinco ZnS0O,.7H,0 8,6
Acido borico H;BO; 6,2
Molibdato de sodio Na,Mo00,.2H,0 0,25
Cloreto de cobalto CoCL,.6H,O 0,025
Sulfato de cobre CuS0,.5H,0 0,025
Vitaminas
Acido nicotinico CcHsNO, 0,5
Cloridrato de piridoxina C¢H,CINO, 0,5
Cloridrato de tiamina C,H,sCLN,OS 0,1
Glicina C,HsNO, 2,0
Mio-inositol CeH 1,04 100,0
Outros
Agar 7,0
Sacarose Ci1,H»,0q4 30,0
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TABELA 2B. Composi¢ao do meio de cultura WPM (Lloyd e McCown, 1980).

COMPONENTE

FORMULA
Macronutrientes

CONCENTRACAO (mg LY

Nitrato de amodnio NH;NO; 400
Cloreto de calico CaCl,.2H,0 96
Sulfato de magnésio MgS0O,.7H,0 370
Fosfato de potassio KH,PO, 170
Sodio EDTA Na,EDTA 37,25
Micronutrientes
Sulfato de ferro FeSO,4.7H,0O 27,85
Sulfato de zinco ZnS0,4.7H,0 8,6
Sulfato de manganés MnSO, . H,O 22,3
Acido bérico H;BO; 6,2
Molibdato de s6dio Na,Mo00,.2H,0 0,25
Sulfato de cobre CuS0,4.5H,0 0,25
Vitaminas
Acido nicotinico C¢HsNO, 0,5
Cloridrato de piridoxina C¢H>CINO, 0,5
Cloridrato de tiamina C,H3sCLNLOS 0,1
Glicina C,HsNO, 2,0
Mio-inositol CeH1,04 100,0
Outros
Agar 7,0
Sacarose C1,H»,01, 30,0
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