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Resumo: Objetivou-se estudar a germinagdo e propagagéo in vitro de nabo
forrageiro. As sementes passaram por assepsia e foram inoculadas em meio de
cultura MS e WPM. Plantulas com 5 cm foram inoculadas em tubos de ensaio
contendo WPM, suplementado com diferentes concentracdes de BAP e para o
enrazaimento in vitro brota¢6es foram inoculadas em meio WPM suplementado
com AIB. Para a inducdo de calos foram utilizados segmentos foliares,
hipocotiledonares e radiculares em meio WPM suplementado com diferentes
concentracgdes de 2,4-D. Houve maior porcentagem de germinacéao (85%), maior
comprimento médio da parte aérea (6,08) e maior numero de raizes (2,40) no
meio de cultura WPM. A concentrac&o de 1,3 mg L't de BAP favoreceu a maior
porcentagem de formacédo de brotacdes secundarias (80%). O tratamento com
1,5 mg L? de AIB obteve maior porcentagem de enraizamento (65%) e a
auséncia de fitorreguladores favoreceu a calogénese em explantes foliares
(25%), ja em explantes hipocotiledonares a concentracdo de 1,2 mg L*
favoreceu maior formacdo de calos (45%) e para explantes radiculares a
concentracdo de 2,3 mg L™ resultou em maiores porcentagens de indugdo de
calos.

Palavras chave: Raphanus sativus L. var. oleiferus Metzg. Oleaginosa. Cultura

de tecidos.

Abstract: The objective was to study the germination and in vitro propagation of
nabo forrageiro. The seeds have undergone sterilization and were inoculated in
medium MS and WPM. Seedlings with 5 cm were inoculated in test tubes
containing WPM supplemented with different concentrations of BAP and the
enrazaimento in vitro shoots were inoculated in WPM medium supplemented with
IBA. For callus induction were used leaf segments, hypocotyl and root in WPM
medium supplemented with different concentrations of 2,4-D. There was a higher
germination percentage (85%), higher average length of shoot (6.08) and highest
number of roots (2.40) in WPM medium. The concentration of 1.3 mg L™ BAP
favored the highest percentage of formation of secondary shoots (80%).
Treatment with 1.5 mg L IBA obtained the highest rooting percentage (65%) and
the absence of growth regulators favored the callus formation in leaf explants
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(25%) as early as explants hypocotyledonar concentration of 1.2 mg L favored
higher callus formation (45%) and root explants concentration of 2.3 mg L-1
resulted in a higher callus induction percentages.

Keywords: Raphanus sativus L. var. oleiferus Metzg. Oilseed. Tissue culture.

Introdugéo

Nas ultimas décadas, os combustiveis renovaveis ganharam importancia
devido as crescentes preocupagdes ambientais geradas pela extragcdo de
petroleo e principalmente em raz8o da constante variacdo dos precos no
mercado internacional gerado pelo crescente esgotamento dos recursos
petroliferos (ZUNIGA et al., 2014). Entre as novas fontes energéticas renovaveis,
o0 biodiesel, integra uma solugéo viavel e de grande potencial na substituicdo dos
combustiveis fosseis derivados do petroleo (HOLANDA, 2004).

No entanto, as pesquisas atuais com espécies oleaginosas que sejam
economicamente viaveis na producdo de biodiesel, ainda € incipiente e néo
abrange a maioria das espécies em potencial, como: colza, canola, mamona,
coco, tungue, pinhdo-manso, crambe, nabo forrageiro, entre outras
(CAMARGOS, 2005; CASTRO et al., 2010). Dentre estas espécies, 0 nabo
forrageiro (Raphanus sativus L. var. oleiferus Metzg.), se destaca por apresentar
em suas sementes consideraveis teores de 6leo, 30% a 43%, com relativa
facilidade de extracd@o e baixa viscosidade, podendo se tornar matéria-prima de
substancial interesse aos produtores rurais para producao de 6leo em programas
sustentaveis (SILVA et al., 2007; MAPA, 2014).

Contudo, uma das deficiéncias no aproveitamento dessa espécie para
producdo de 6leo € a baixa disponibilidade de lotes de sementes de qualidade
no mercado, plantios desuniformes e a incipiéncia de tecnologias para producéo
em larga escala de mudas sadias. Sendo apontados como 0s principais fatores
que limitam a expanséao da cultura (NERY, 2008). Logo, a produgéo in vitro de
nabo forrageiro se torna uma ferramenta importante, tanto para maximizar a taxa
de germinacéo dessa espécie quanto para obter plantas com elevado potencial
fisioldgico, proporcionando uniformidade das mudas, alto vigor, auséncia de
doencas transmitidas via semente e, por conseguinte, maior produtividade
(ANDRADE et al., 2000; NUNES et al., 2008).
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Os vaérios tipos de respostas morfogénicas in vitro apresentadas por
diferentes espécies fazem com que seja necessario o estabelecimento de
condi¢des padronizadas de cultivo para cada uma delas e tipos de explantes
utilizados (NOLETO & SILVEIRA, 2004). Portanto, a escolha adequada do meio
nutritivo e a padronizagdo das condi¢des de cultivo faz-se necessario para o
desenvolvimento de pesquisas que possam auxiliar na futura produgéo em larga
escala desta cultura (RADMAN et al., 2009). Diante do exposto, objetivou-se
estudar a germinacao e propagacéo in vitro do nabo forrageiro, visando técnicas

alternativas que otimizem o sistema produtivo da espécie.

Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de
Tecidos de Plantas, localizado no Campus CTAN, na Universidade Federal de
S&o0 Joao Del Rei — UFSJ.

Germinagao in vitro

Foram utilizados sementes de nabo forrageiro da cultivar CATI AL 1000,
obtidas comercialmente. As sementes foram levadas a camara de fluxo laminar,
imersas em alcool 70% por um minuto e, em seguida, em solugéo de hipoclorito
de sédio (NaOCI) com 1% de cloro ativo por 15 minutos e lavadas cinco vezes
em agua destilada autoclavada. As sementes foram inoculadas em diferentes
meios de cultura. Os meios de cultura utilizados foram o MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962) e o Woody Plant Medium (WPM) (LLOYD & MCCOWN, 1981)
acrescidos de 30 g L™ de sacarose e 7 g L™ de &gar. O pH do meio foi ajustado
para 5,8 antes da autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos. Apds inoculadas,
as sementes foram mantidas em sala de crescimento sob irradiancia de fétons
de 36 umol m? s, temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 16 horas. A
avaliacdo foi realizada aos 30 dias de cultivo in vitro, sendo avaliada a
porcentagem de sementes germinadas (protrusao radicular a + 2,0 mm) em cada

tratamento, comprimento médio da parte aérea (cm) e nimero médio de raizes.
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Efeito do BAP na inducgé&o de brotacOes

Plantulas oriundas da germinagao in vitro, com 5 cm de comprimento e
2 folhas foram utilizadas como explantes para este experimento. As plantulas
foram inoculadas em tubos de ensaio contendo meio de cultura WPM,
suplementado com diferentes concentragdes de BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0e 5,0
mg L™), 30 g L' de sacarose e 7 g L™ de 4gar. O pH foi ajustado para 5,8 antes
da autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos. Apos a inoculacdo os tubos
foram mantidos em sala de crescimento sob irradiancia de 36 pymol m? s,
fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2°C. A avaliagao foi realizada aos
30 dias de cultivo in vitro, sendo avaliado o numero de brota¢des secundarias, 0

comprimento da maior brotacdo e o numero de folhas por explante.

Efeito do AIB no enraizamento in vitro de brotagdes

As brotagdes obtidas in vitro foram repicadas e inoculadas em meio de
cultura WPM, contendo diferentes concentragdes de AIB (0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0
mg L ™), 30 g L' de sacarose e 7 g L™ de &gar. O pH foi ajustado para 5,8 antes
da autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos. Apos a inoculacdo os tubos
foram mantidos em sala de crescimento sob irradiancia de 36 pmol m? s,
fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2°C. A avaliacao foi realizada aos
30 dias de cultivo in vitro, sendo avaliado a porcentagem de enraizamento nos

diferentes tratamentos.

Efeito do 2,4-D na inducéo de calos

Foram utilizados segmentos foliares, hipocotiledonares e radiculares
obtidos de brotagdes multiplicadas e enraizadas in vitro. As folhas foram
excisadas em didmetros de aproximadamente 1 cm? e os explantes
hipocotiledonares e radiculares com aproximadamente 1 cm de comprimento.
Os segmentos foram inoculados em meio de cultura WPM, suplementado com
diferentes concentracgdes de 2,4-D (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 mg L) além de 30 g L
de sacarose e 7 g L de &gar. O pH foi corrigido para 5,8 antes da autoclavagem
a 121 °C, durante 20 minutos. Apdés a inoculagé@o os tubos foram mantidos em

sala de crescimento na auséncia de luz em temperatura de 25 + 2°C. A avaliagéo
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foi realizada 30 dias ap0s a inoculacdo, avaliando-se a porcentagem de inducéo

de calos nos diferentes tratamentos.

Aclimatizagéo

30 brotagcbes de nabo forrageiro enraizadas in vitro, com 60 dias de
cultivo, oriundas do melhor tratamento de multiplicacdo e enraizamento, foram
transferidas diretamente para recipientes plasticos (50 mL) contendo Plantmax®
e envoltas com saco plastico transparente para manutengéo da umidade relativa
no ambiente. Esses recipientes foram mantidos em sala de crescimento a
temperatura controlada de 25 * 2°C e irradiancia de fétons de 67 ymol m? s,
Neste mesmo periodo, o saco plastico foi perfurado até a remogédo completa,
visando a reducéo gradual da umidade relativa. Aos 20 dias, os recipientes com
as plantas foram levados para casa de vegetagéo, onde permaneceram por mais
10 dias. Aos 30 dias, foi realizada a avaliagéo da porcentagem de sobrevivéncia

ao ambiente ex vitro.

Analises estatisticas

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC),
com 30 repetigbes por tratamento, sendo que cada repetigcdo foi composta por
um tubo de ensaio contendo uma semente, brotagéo ou explante. Aplicou-se a
andlise de regressdo polinomial até segundo grau, para avaliar o efeito das
concentragdes de AIB, BAP e 2,4-D sobre o0 enraizamento e a porcentagem de
formacdo de calos, respectivamente. A andlise de variancia foi realizada
utilizando-se o software estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2011), comparando

as médias pelo teste de Tukey com probabilidade de 5%

Resultados
Germinagao in vitro

Houve diferenga significativa na germinagdo das sementes de nabo
forrageiro in vitro, com maior porcentagem de germinagéo no meio de cultura
WPM (85%) (Figura 1A), maior comprimento médio da parte aérea (6,08 cm)

(Figura 1B) e maior numero de raizes (2,40) (Figura 1C). O aspecto visual das
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sementes de nabo forrageiro in vitro e o comprimento de suas raizes, esta

ilustrado nas Figuras 4A e 4B.
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Figura 1 - Porcentagem de germinagdo de sementes, comprimento médio da
parte aérea e niumero médio de raizes de nabo forrageiro em diferentes meios
de cultura (MS e WPM). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si

de acordo com o teste de Scott-Knott (P <0,05).
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A maior porcentagem de germinagdo em meio de cultura WPM pode ser
justificada pelo fato de que o meio WPM possui concentragbes menores de
nitrogénio total (ROCHA et al., 2007) e apenas 45% da forga ibnica total do meio
MS (NUNES et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2011), sendo condi¢do 6tima para

iniciar a germinacdo em nabo forrageiro.

Efeito do BAP na inducao de brotacdes

Pelos resultados obtidos verificou-se diferencas significativas entre as
porcentagens de formacdo de brotacdes. Aos 30 dias apds a inoculagdo a
concentracdo de 1,3 mg L™ de BAP favoreceu a maior porcentagem de formacgao
de brotacdes secundarias (80%) em plantulas de nabo forrageiro (Figura 2A) e
(Figura 4C). J4& para o numero médio de folhas em cada brotacdo, a
concentracdo de 1,8 mg L obteve os melhores resultados (3,70).
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Figura 2 - Porcentagem de formagédo de brotacées em fungédo de diferentes
concentracdes de BAP no meio de cultura WPM (A) e nimero médio de folhas

(B) aos 30 dias de cultivo in vitro.

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com Vicente et al.
(2009) em estudos com Vernonia condensata, onde, obteve resultados
significativos para a concentragcdo de 1,0 mg L! de BAP aumentando

significativamente as brotagdes.

Efeito do AIB no enraizamento in vitro de brotagdes
Houve uma diferencga significativa para a porcentagem de enraizamento
das brotagdes. O tratamento com 1,5 mg L™ de AIB obteve maior porcentagem

de enraizamento (65%) (Figura 3).

0
25
=]
=
5]
cE* 30 L]
=h .
5207 y =-4.8814x2+ 14.36x + 40.235
R*=0.5893
10 -
a : .
0 1 2 3 4
AIB (mg L)

Figura 3 - Efeito de diferentes concentragdes de AIB no enraizamento in vitro de

brotagbes de nabo forrageiro aos 30 dias de cultivo in vitro.

Bertoni (2006) também obteve no seu trabalho com Calendula officinalis
L., aproximadamente 80% de enraizamento quando suplementou o meio %2 MS
com 1,0 mg L* de AIB, evidenciando assim que a presenca de auxinas podem

promover o desenvolvimento radicular de diferentes espécies.
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Aclimatizagcéo
As brotagdes obtidas na multiplicagdo in vitro foram aclimatizadas em
periodo de 30 dias, porém s6 foi observado a média de 27% de sobrevivéncia

(Figura 4D). Evidenciando a fragilidade dos tecidos de nabo forrageiro.

Figura 4 - Aspecto visual de plantulas de nabo forrageiro germinadas in vitro (A)
comprimento de raizes em diferentes tratamentos (B), brotacdes in vitro (C) e

brotagbes aclimatizadas (D).

Efeito do 2,4-D na inducéo de calos

Aos 30 dias ap6s a inoculacéo a auséncia de fitorreguladores favoreceu
a calogénese em explantes foliares (25%) ja em explantes hipocotiledonares a
concentragdo de 1,2 mg L de 2,4-D favoreceu maior formacao de calos (45%)
e para explantes radiculares a concentracdo de 2,3 mg L (10%) obteve os
melhores resultados (Figura 5). O aspecto visual dos calos esta ilustrado na
Figura 6.
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Figura 5 - Porcentagem de formagdo de calos em funcdo de diferentes
concentragdes de 2,4-D no meio de cultura WPM, em explantes foliares (A),
hipocotiledonares (B) e radiculares (C) de nabo forrageiro aos 30 dias de cultivo

in vitro.
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Figura 6 - Formacdo de calos em nabo forrageiro a partir de explantes

hipocotiledonares (A) foliares (B) e radiculares (C) aos 30 dias de cultivo in vitro.

Os resultados indicam que as fontes de explantes utilizadas possuem
uma quantidade de horménios enddgenos adequada para iniciar a diferenciacéo
celular, sendo suficiente para a inducao de calos. Porém a adicéo de 2,4-D foi
benéfica para incrementar a producéo de calos em explantes hipocotiledonares
Esse resultado também foi observado por Itaya et al. (2005), que trabalhando
com a inducdo de calos em Viguiera discolor, obteve resultados positivos

utilizando 2,4-D a 3,0 mg L™* em seguimentos nodais.

Conclusdes

A germinacgao e propagacao in vitro do nabo forrageiro foram alcangados
com sucesso, com a utilizagdo do meio de cultura WPM e 1,3 mg L' de BAP. Os
resultados alcancados neste estudo sdo contribuicdes valiosas que no futuro
poderdo viabilizar a producdo assexuada em larga escala de plantas com

potencial econémico, como nabo forrageiro.
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