EFEITO DE CONCENTRA(;C)ES DE SACAROSE NA MORFOGENESE IN VITRO
DE Desmodium incanum DC.

Joseila Maldaner!; Raissa Schwalbert?; Gerusa Pauli Kist Steffen: Cleber Witt
Saldanha'; Rosana Matos de Morais®

1. Pesquisador (a) da Fundacéo Estadual de Pesquisa Agropecuaria —

FEPAGRO - Rio Grande do Sul (jomaldaner@gmail.com)
2. Graduanda do curso de Agronomia da Universidade Federal de Santa Maria, RS

Recebido em: 30/09/2014 — Aprovado em: 15/11/2014 — Publicado em: 01/12/2014

RESUMO

Plantulas cultivadas in vitro geralmente requerem uma suplementacdo de
carboidratos e a sacarose € a fonte de carboidratos mais comumente usada nesses
estudos. Ainda ndo ha informacbes sobre o requerimento de carboidratos em
Desmodium incanum, assim o presente trabalho visou obter informacdes sobre a
influéncia de concentracbes de sacarose no meio de cultivo para essa espécie.
Foram testadas quatro concentracdes (0; 15; 30 e 45 g L™) de sacarose no meio de
cultivo in vitro de D. incanum. A altura das brotacdes nao foi alterada pelas
concentragdes testadas, tampouco o numero de raizes. Por outro lado, observou-se
que 15 g L™ de sacarose favoreceu a emisséo de brotacées e o niimero de folhas de
plantas de D. incanum cultivadas in vitro. Da mesma forma a producéo de biomassa
foi favorecida pela concentracéo de 15 g L™ de sacarose. Esses resultados permitem
concluir que é necessaria a adicao de sacarose ao meio de cultura de D. incanum e
que 15 g L™ é suficiente para a promoc&o do crescimento.
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SUCROSE CONCENTRATION IN THE Desmodium incanum DC.
MORPHOGENESIS IN VITRO

ABSTRACT
Seedlings grown in vitro generally require supplementation of carbohydrates, and
sucrose is the carbohydrate source most commonly used in these studies. There is
no information on the requirement of carbohydrates in Desmodium incanum, so this
work aims to obtain information on the influence of sucrose concentration in the
culture medium for this species. Four concentrations (0, 15, 30 and 45 g L™) of
sucrose were tested in the culture medium for D. incanum. Shoot height was not
affected by concentrations of sucrose tested nor the number of roots. Moreover it
was observed that 15 g L™ sucrose favored the shoots emission and leaves number
in D. incanum in vitro cultured. Likewise biomass production was enhanced by 15 g
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L™ sucrose. These results suggest that the addition of sucrose to the culture medium
of D. incanum is required and 15 g L™ is sufficient to promote growth.
KEYWORDS: carbohydrates, in vitro culture, pega-pega

INTRODUCAO

No cultivo in vitro, as plantas perdem parcialmente o autotrofismo e,
consequentemente, necessitam da adicdo de uma fonte de carboidratos no meio de
cultivo. Isso ocorre pois as plantulas cultivadas in vitro ndo encontram concentragdes
de CO, e O, adequadas, resultando em teores insuficientes de clorofila para realizar
a fotossintese de modo a sustentar seu crescimento (GEORGE et al., 2008). Devido
a essa baixa capacidade fotossintética, as plantas cultivadas in vitro apresentam
carater heterotrofico, pois as fontes de carbono, nutrientes e energia encontram-se
disponiveis no meio de cultura (DUTRA et al., 2009; HARTMANN et al., 2011;
BRONDANI et al., 2012; GREENWAY et al., 2012; FERNANDES et al., 2013). A
fonte e a concentracdo dos carboidratos sdo determinantes na promocgdo da
germinacao, crescimento e ou regeneracao das plantulas in vitro (NICOLOSO et al.,
2003; FARIA et al., 2004), sendo a sacarose a fonte de carbono mais amplamente
utilizada em cultivos in vitro (MALDANER el al.,, 2006), pois possui elevada
solubilidade e rapida metabolizacdo pela maioria dos vegetais (GIRI et al., 2004;
MERKLE & NAIRN, 2005; GEORGE et al., 2008; YASEEN et al., 2013).

A sacarose atua como recurso energético e fornece carbonos precursores
para a biossintese de componentes estruturais e funcionais, como oligossacarideos,
aminoacidos e outras moléculas necesséarias para o crescimento (CALDAS et al.,
1998). O suprimento de acucar pode ampliar as reservas de amido e sacarose nas
plantas micropropagadas e favorecer a aclimatizacdo, bem como acelerar as
adaptacdes fisiologicas (HAZARIKA, 2003).

O processo de aclimatizacao consiste na conversao da condicdo heterotrofica
para a autotrofica, em paulatino retorno as caracteristicas naturais da planta.
Durante o cultivo in vitro é constatada alta umidade relativa e baixa irradiancia
luminosa, enquanto na fase ex vitro o ambiente apresenta caracteristicas opostas
tais como menor umidade, maior temperatura e irradiancia (DEB & IMCHEN, 2010).
Como consequéncia, é verificada baixa taxa de sobrevivéncia em casa de vegetacao
para algumas espécies (BARBOZA et al., 2006). A adicdo de acucar ao meio de
cultura, entretanto, pode também estar relacionada a redugéo no crescimento, baixa
atividade fotossintética, mau funcionamento de estbmatos e menor desenvolvimento
de cuticula (JO et al., 2009).

Desmodium incanum DC. é uma das leguminosas predominantes nos campos
do Rio Grande do Sul. Popularmente conhecida como “pega-pega”’ esta espécie
apresenta boas caracteristicas bromatologicas como forrageira, sendo considerada
moderadamente palatavel e persistente (quando sob pastejo, tem forte enraizamento
nos nos formando estoldes), sendo bem aceita pelos animais (BOLDRINI, 1993). A
espécie adapta-se aos mais variados tipos de solos, crescendo bem em solos de
meédia acidez, podendo persistir e vegetar em solos muito acidos (pH 4,5 ou menos)
de baixa fertilidade (CORADIN et al.,, 2011). Sado poucos os trabalhos com essa
espécie em condic¢des de cultivo in vitro (MALDANER et al., 2014; SCHWALBERT et
al., 2014), e ainda ndo ha informacdes sobre o requerimento de carboidratos em D.
incanum, assim o presente trabalho visou obter informacgdes sobre a influéncia de
concentragdes de sacarose no meio de cultivo para essa espécie.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em laboratorio no Centro de Pesquisa em
Florestas - Fepagro Florestas - Santa Maria — RS no periodo de abril a julho de
2014. Um lote de 500 g de sementes de Desmodium incanum, previamente
coletadas no Centro de Pesquisa lwar Beckman, Fepagro Campanha — Hulha Negra
— RS, passou por um processo de desinfestacdo conforme descrito por MALDANER
et al. (2014) e entdo foram colocadas para germinar em meio de -cultura
(MURASHIGE & SCOOG, 1962), 100 mg L™ de mio-inositol e 7 g L™ de agar (pH
5,8), suplementado com diferentes concentracées de sacarose (0; 15, 30, 45 g L™).

O material foi mantido em sala de crescimento sob temperatura de 25+2 T,
fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 35 pmol m? s fornecida por
lampadas fluorescentes branca-frias no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais
da Fepagro Florestas — Santa Maria — RS.

Apos 30 dias nessas condi¢cdes de cultivo, avaliou-se a altura das brotacdes
com o auxilio de uma régua e o numero das brotacbes, o numero de folhas, o
namero de raizes, atravées de contagem. As plantas foram entdo seccionadas,
separando-as em parte aérea e raiz, e ambas as partes foram secas em estufa a
60°C até atingirem massa constante, sendo contabilizado massa seca de raiz e
massa seca de parte aérea atraves da pesagem em balanca analitica.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com 20
repeticdes, sendo que a unidade experimental consistiu em um frasco (100 mL de
volume) com 20 mL de meio de cultura e uma semente de D. incanum. Os dados
foram submetidos a analise da variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey, com a=0,01. Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando o
software ASSISTAT 7.7 (SILVA & AZEVEDO, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, observou-se que a altura das brotacdes de Desmodium
incanum nao foi alterada pelas concentracbes de sacarose testadas (Fig. 1 A),
tampouco o numero de raizes (Fig. 1D) foi influenciado pelos tratamentos. Por outro
lado, concentracdes elevadas de sacarose (45 g L) promoveram reducéo
significativa (p<0,05) no niumero de brotagbes e de folhas (Fig. 1B e 1C) de D.
incanum cultivado in vitro. Mais do que isso, observou-se que 15 g L™ de sacarose
favoreceu a emissédo de brotagcbes (Fig. 1B) e o numero de folhas (Fig. 1C) em D.
incanum nessas condi¢des de cultivo.
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FIGURA 1: Efeito de diferentes concentragdes de sacarose na altura das brotagdes
(A), no numero de brotacdes (B), no numero de folhas (C) e no nimero
de raizes de Desmodium incanum cultivado in vitro. Médias
representadas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste
Tukey a 1% de probabilidade de erro.

Corroborando com os resultados obtidos neste trabalho, no cultivo in vitro de
Cattleya loddigesii, a maior média para o numero de folhas foi estimada em uma
concentracdo moderada de sacarose, 18 g L™ (GALDIANO JUNIOR et al., 2012).
Neste estudo, GALDIANO JUNIOR et al. (2012) verificaram que o comprimento da
parte aérea e comprimento da maior folha foram reduzidos na auséncia e na maior
concentracdo (40 g L™) de sacarose. Tais resultados podem ser explicados pelo fato
de que o aumento da concentracdo de acgUcares pode provocar a diminuicdo da
absorcdo de sais minerais e agua 0 que, consequentemente, pode interferir no
crescimento da planta (FRAGUAS et al., 2003; BESSON et al., 2010). O nimero de
raizes de Cattleya loddigesii, bem como o comprimento da maior raiz foi influenciado
pelo aumento da concentragdo de sacarose no meio de cultura, sendo averiguada
reducéio para o crescimento nas concentracdes de 30 e 40 g L™ deste carboidrato
(GALDIANO JUNIOR et al., 2012).

Os dados aqui apresentados confirmam que o excesso de carboidratos no
meio de cultura pode ser tdo ou mais prejudicial que sua auséncia. Esses resultados
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estdo em consonancia com os apresentados por JO et al. (2009), os quais
verificaram baixo crescimento foliar de Alocasia amazonica micropropagadas em
concentracdes elevadas de sacarose (60 e 90 g L™). BRAUN et al. (2010) obtiveram
respostas semelhantes para Beta vulgaris, e diversos outros trabalhos apontaram
gque o aumento na concentracdo de sacarose acarretou diminuicdo do namero de
folhas e de entren4s em batata (MOHAMED & ALSADON, 2010; BADR et al., 2011;
BANDINELLI et al., 2013).

Os carboidratos adicionados ao meio nutritivo sdo determinantes no
crescimento e nas respostas fisiolégicas das plantas in vitro, atuando tanto como
fonte de energia e de carbono como regulador osmoético do meio de cultura.
Dependendo da concentracdo, osmorreguladores, como manitol, sorbitol, sacarose,
dentre outros, ao serem adicionados ao meio de cultura, atuam removendo o
excesso da agua intracelular, por gradiente osmoético, fazendo com que o
crescimento da cultura ocorra de forma mais lenta (SHIBLI et al., 2006; FLORES et
al, 2013) e, assim, possibilitando sua conservacao.

Normalmente, as respostas de biomassa, confirmam as avaliacbes no
crescimento das plantas. Conforme esperado, a biomassa de D. incanum foi
significativamente influenciada pela concentracdo de sacarose, onde tanto a massa
seca da parte quanto a massa seca das raizes foram favorecidas pela concentracéo
de 15 g L™ de sacarose (Fig. 1A e B), ao passo que a auséncia de sacarose ou
concentracdes superiores (30 e 45 g L™) geraram médias inferiores de massa seca.
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FIGURA 2: Efeito de concentracdes de sacarose na massa seca da parte aérea (A)
e das raizes (B) de Desmodium incanum cultivado in vitro. Médias
representadas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste
Tukey a 1% de probabilidade de erro.

GALDIANO JUNIOR et al. (2012) também citam uma concentracio
intermediaria (23 g L") como sendo a mais favoravel para incremento em massa
seca de Cattleya loddigesii. BRAUN et al. (2010), detectaram menor massa in vitro
de Beta vulgaris com concentracdes elevadas de sacarose, 45 ou 60 g L. Esses
resultados confirmam que concentracdes mais elevadas desse aclUcar sao
desaconselhadas para o crescimento in vitro de varias espécies (PIVETTA et al.,
2010, FERNANDES et al., 2013). Isso porque altas concentracdes de carboidratos
podem induzir estresse osmotico, o que reduz a atividade metabdlica in vitro e,
consequentemente, afeta o crescimento das plantulas (JO et al., 2009).
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CONCLUSOES
Desmodium incanum necessita de suplementacdo de carboidratos para seu
desenvolvimento in vitro e, a concentracdo de 15 g L™ é suficiente e necesséria para
0 crescimento in vitro dessa espécie.
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