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RESUMO

Objetivo-se com este estudo definir a consisténcia do
meio de cultura que proporciona o maior niimero de brotos, raizes
e altura do explante para propagacgdo in vitro das cultivares
Mineiro e Pioneiro de capim-elefante (Pennisetum purpureum
Schum.). Foram utilizados explantes secundarios, obtidos por
cultura de meristemas, individualizados com 30 mm de
comprimento e transferidos para o meio basico MS, suplementado
com as vitaminas WPM, 3% de sacarose ¢ 4,44 ¢ 8,88 uM de
BAP, para as cultivares Mineiro e Pioneiro, respectivamente. Os
tratamentos foram diferentes consisténcias do meio de cultura,
sendo utilizado meio de cultura liquido, com 0,7% de agar e 0,2%
de Phytagel®. As avaliagdes foram realizadas durante 49 dias. A
evolugdo do niimero de brotagdes e de raizes por explante nas
cultivares Mineiro e Pioneiro foram semelhantes durante as sete
semanas de avaliagdo, sendo encontrado maior niimero no meio
de cultura contendo Phytagel®, intermedidrio no meio
suplementado com agar e inferior no meio liquido. Por outro
lado, o crescimento em altura, das cultivares estudadas, foi
semelhante durante as sete semanas para todos os meios de cultura
testados. Ao final da sétima semana, o maior niimero de brotagdes,
foi no meio de cultura suplementado com 0,7% de agar e 0,2% de
Phytagel®. A maior producdo de raizes foi no meio de cultura
suplementado com 0,2% de Phytagel®. Para o crescimento do
explante em altura, ndo foi verificado nenhum efeito significativo
para os fatores avaliados.

Termos para indexacio: Pennisetum purpureum, cultura de
tecidos, micropropagacao, forrageiras.

ABSTRACT

The objective this study was to define the consistency
of the culture medium that promotes the highest number of shoot
and roots and explant height, for thein vitro propagation
of”’Mineiro” and “Pioneiro” elephant grass (Pennisetum

purpureum Schum.) cultivars. Secondary (30 mm long) elephant
grass explants, obtained through meristem culture, were
transferred to a basic MS medium, supplemented with WPM

vitamins, 3% sucrose and 4.44 and 8.88 mM benzylaminopurine
(BAP), for the cultivars Mineiro and Pioneiro, respectively.The
treatments consisted of three different consistencies of culture
medium (liquid,with 0.7% agar and 0.2% Phytagel®). The
evaluations were conducted during 49 days. The number of
shoots and roots per explant for both cultivars were similar
during the seven weeks of evaluation. Higher number of shoots
and roots were obtained in culture medium supplemented with
Phytagel®, intermediate with agar and lowest with liquid
medium. On other hand, for explant growth in height the studied
cultivars were similar during the tested period in all used
medium.At end of the seventh week of culture, higher number
of shoot was observed on culture medium supplemented with
0.7% agar and 0.2% Phytagel®. The highest production of roots
occurred in culture medium supplemented with 0.2% Phytagel®.
For the explant growth in height, no significant effect was
verified for any of the factors evaluated.

Index terms: Pennisetum purpureum, tissue culture,
micropropagation, forrage.

INTRODUCAO

A micropropagac¢do, por meio do cultivo de
meristemas in vitro, tem sido muito utilizada na cultura de
tecidos objetivando a propagag¢ao clonal, preservacdo de
germoplasma e a eliminag@o de contaminacdes causadas
por patdgenos como virus, fungos endofiticos, bactérias
e micoplasmas, adquiridos durante a propagagio
assexuada (KARTHA, 1986; NEHRA & KARTHA, 1994).

(Recebido em 01 de outubro de 2004 e aprovado em 20 de outubro de 2005)
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Para que o crescimento, a proliferacdo e a
manutencdo dos explantes in vitro sejam bem sucedidos,
torna-se necessario o estabelecimento de uma metodologia
de multiplicacdo, em que sejam definidas as quantidades
adequadas dos elementos necessarios, no meio de cultura,
especificamente, para cada espécie ou cultivar. O meio de
cultura deve suprir os tecidos e 6rgdos cultivados in vitro
com macro e micronutrientes e carboidratos que fornecam
energia e carbono para a biossintese de aminoacidos,
proteinas, polissacarideos estruturais e todos os
compostos organicos necessarios para o crescimento das
células. A consisténcia fisica do meio de cultura também
exerce efeito fundamental na morfogénese e no crescimento
das brotagdes, podendo causar sérios transtornos no
desenvolvimento esperado do explante se as suas
exigéncias basicas nao forem atendidas. Em geral, os
explantes s3o mantidos em meio solido, usualmente
suplementado com 0,6 a 0,8% de 4gar (CONSTABEL &
SHYLUK, 1994) e gelrte, ambos polissacarideos complexos
(THORPE, 1994). No entanto, para algumas culturas, o meio
liquido, com ou sem agitagdo, tem proporcionado melhores
resultados.

Cada cultura, quando submetida a uma mesma
composi¢do de meio de cultura, alterando-se apenas a
sua consisténcia fisica, pode apresentar comportamento
completamente distinto sobre a taxa de crescimento de
um explante (GEORGE, 1993). O meio de cultura
solidificado com &gar podera causar problemas na
morfogénese de certas culturas devido a presenga de
substancias inibidoras em sua composic¢do que poderao
diminuir a taxa de crescimento ¢ aumentar a presenca de
exsudatos proximos aos explantes. Também pode ficar
aderido as raizes, causando transtorno na lavagem
dessas substancias antes do transplantio no solo. Os
géis, por sua vez, sdo gomas que resistem a degradagido
enzimatica, ndo sdo toxicas e tém promovido respostas
superiores em muitas culturas herbaceas, em
comparagio ao meio de cultura suplementado com agar
(CALDAS et al., 1990). Por outro lado, o meio de cultura

liquido pode, as vezes, ajudar a resolver alguns
problemas encontrados nos meios solidificados como o
acumulo de exsudatos fendlicos, folhas marrons ou baixo
crescimento. Normalmente, as culturas em meio liquido
devem ser aeradas pela agitacdo ou outro processo,
porém quando os explantes tiverem tamanho igual ou
superior a 2,5 cm de comprimento a sua base pode ser
imersa em meio liquido, nd3o sendo mais necessaria a
agitag@o, pois a parte superior fica exposta ao ar (KYTE
& KLEYN, 1996).

Em dados da literatura, verifica-se que o sucesso
no cultivo in vitro pode estar condicionado anatureza fisica
do meio de cultura. Mellor & Stace-Smith (1969) obtiveram
o melhor resultado em meio de cultura liquido, em relagao
a0 sélido, na cultura de meristemas de batata. Para Coelho
(1999), o0 meio de cultura liquido foi mais favoravel que o
agar, agar lavado e o Phytagel® para o desenvolvimento
de embrides de sucupira branca. Hammerschlag (1988)
verificou crescimento superior com péssego no meio de
cultura liquido, enquanto Lee et al. (1986) obtiveram o maior
numero de raizes por explantes de Liquidambar styraciflua
L. em meio liquido. Por outro lado, Bhagyalakshmi & Singh
(1988) constataram maior eficiéncia do meio sdlido no
cultivo de Zingiber officinale Rosc.. Ja Finch et al. (1992)
verificaram comportamento diferenciado para espécies de
arroz, dos quais o Phytagel® proporcionou os melhores
resultados para Oryza longistaminata A. Chev. &
Roehrich., O. rufipogon Griff. e Leersia perrieri (A. Camus)
Launert., o meio contendo agarose apresentou melhores
brotagdes em Leptochloa fusca (L.) Kunth. e O. officinalis
Wall., e o0 meio suplementado com agar mostrou resultado
superior em O. granulata Nees.

Objetivou-se com este trabalho, definir a
consisténcia fisica do meio de cultura, com concentra¢ao
pré-definida de benzilaminopurina (KARASAWA et al.,
2002), que proporciona o maior numero de brotagdes,
numero de raizes e altura do explantes in vitro das
cultivares Mineiro ¢ Pioneiro de capim-elefante

(Pennisetum purpureum Schum.).
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de
Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais do Departamento
de Agricultura da Universidade Federal de Lavras, Lavras-
MG, no periodo de julho de 1999 a setembro de 2000.

Para a condug@o dos experimentos, utilizaram-se
meristemas apicais de capim-elefante (Pennisetum
purpureum Schum.) cvs. Mineiro e Pioneiro, submetidas
ao tratamento da termoterapia, provenientes do Banco
Ativo de Germoplasma de Capim-Elefante (BAGCE) da
Embrapa Gado de Leite, Coronel Pacheco — MG. Os colmos
obtidos no BAGCE foram fracionados em estacas com 3 a
4 gemas e plantados em sacos plasticos com 5 litros de
solo cada uma na segunda quinzena de julho de 1999 ¢
conduzidos até suas brotagdes atingirem 20 cm. Uma vez
atingida a altura minima, foi iniciado o tratamento da
termoterapia na casa-de-vegetagdo da Embrapa Gado de
Leite, cuja temperatura ambiental foi controlada, variando
em torno de 30 e 45°C (noite ¢ dia, respectivamente). O
tratamento da termoterapia, realizado para eliminagéo de
virus do tecido meristematico, foi conduzido por um periodo
de 20 dias, apds o qual foram coletados os 20 cm superiores
da planta, contendo os meristemas apicais, que foram
preparados para a desinfestagdo.

O preparo do material consistiu na retirada de 75%
das laminas foliares, e a sua submersdo em solugdo de
hipoclorito de sodio 1%, sendo agitado por 20 minutos e,
depois enxaguado trés vezes com agua destilada estéril
em ambiente asséptico. Com auxilio de microscépio
estereoscopico, em capela de fluxo de ar laminar, os
meristemas apicais foram retirados e inoculados em tubos
de ensaio, de 25 x 150 mm, contendo 15 ml do meio de
cultura.

Inoculado o meristema, o frasco foi fechado e
levado para a sala de crescimento, onde foi mantido sob
condi¢des de iluminagdo de 2000 lux e temperatura
constante de 254+2°C. O material que se desenvolveu em
meio de cultura foi multiplicado até atingir o numero de

plantas necessario para uma posterior avaliagdo.

Explantes secundarios individualizados, com 3 cm
de comprimento, foram inoculados em meio de cultura MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), suplementado com
vitaminas do meio WPM (LLOYD & MCCOWN, 1980) e
3% de sacarose, sendo utilizados meios de cultura liquido,
solido com 0,7% de dgar Sigma® ou com 0,2% de Phytagel®
e suplementados com 4,44 ¢ 8,88 mM de BAP,
respectivamente, para as cultivares Mineiro e Pioneiro
conforme definido por Karasawa (2001) e Karasawa et al.
(2002), como sendo a melhor concentragdo para a
multiplicagdo desses cultivares. O pH do meio foi corrigido
para 5,7+0,1. Os tubos foram fechados e autoclavados a
120°C, um dia antes da inocula¢do. No meio liquido, os
explantes tinham como suporte pontes feitas com papel de
filtro.

O delineamento experimental utilizado foi o de
blocos casualizados, com cinco repeti¢des, sendo os
tratamentos dispostos em um esquema fatorial 2 x 3
(PETERSEN, 1994), consistindo de duas cultivares (Mineiro
e Pioneiro) e trés tipos de consisténcias de meio de cultura
(liquido, solidificado com agar e solidificado com
Phytagel®). Cada parcela foi constituida por trés tubos de
ensaio, com um explante/tubo.

Foram avaliados o numero de brotacdes, raizes e
altura dos explantes a cada sete dias durante sete
semanas, totalizando 49 dias, sendo assim considerado
o incremento do nimero de brota¢des, numero raizes e
altura dos explantes. Para avaliar a melhor consisténcia
do meio de cultura foram tomados resultados das médias
finais aos 49 dias para cada meio e cada cultivar
estudada.

Os dados dos parametros avaliados foram
analisados pelo programa computacional SISVAR
(FERREIRA, 2000), utilizando-se os esquemas tradicionais
de analise de variancia. Quando houve efeito significativo
de consisténcia de meio, usou-se o teste de F para comparar
as cultivares e, quando houve efeito para os tipos de
consisténcias do meio de cultura, utilizou-se o teste de
Scott-Knott.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O aumento no nimero de brotagdes (Figura 1)
ocorreu de forma gradual, para ambas as cultivares
estudadas, ao longo de 49 dias, ndo sendo possivel
prosseguir o estudo apds esse periodo devido a
senescéncia do material. Verificou-se que o meio de cultura
contendo Phytagel® apresentou um ntiimero de brotagdes
superior para todas as avaliagdes a partir da segunda
avaliag@o na cv. Mineiro, e a partir da quarta avaliacdo na
cv. Pioneiro. O meio de cultura suplementado com agar
mostrou-se intermedidrio ao passo que o meio liquido
apresentou os menores valores em todo o periodo de
avaliagdo.

Ao final das avaliagdes, o meio de cultura liquido
apresentou numero de brotos por explante inferior (P<0,05)
aos meios contendo agar e Phytagel®, nas cvs. Mineiro e
Pioneiro, dos quais os dois ultimos nio diferiram entre si
(Tabela 1). As cultivares Mineiro e Pioneiro apresentaram
9,13 e 11,33, ¢ 9,20 e 10,73 brotos/explante, apos 49 dias,
respectivamente, em agar ¢ Phytagel® na concentra¢do
de 4,44 uM de BAP para a cv. Mineiro e de 8,88 uM de BAP
para a cv. Pioneiro. Pelos resultados deste estudo, verificou-
se uma melhor adaptacdo do capim-elefante ao meio de
cultura so6lido, em relagdo ao meio liquido. Esse
comportamento pode ser explicado com base em um
possivel excesso de umidade do meio de cultura liquido

em relacdo aos meios solidos, ou pelo potencial osmotico

menos negativo do meio liquido em relagdo aos meios
solidificados com agar ¢ Phytagel®, ocasionando maior
perda de dgua da célula e promovendo assim um estresse
osmotico (GEORGE, 1993) ou ainda por excesso de macro
e micronutrientes, ja que o meio liquido possuia a mesma
quantidade do meio sélido. Caldas et al. (1990) alertam
que, possivelmente, o meio de cultura liquido necessite
menores quantidades de macro e micronutrientes pelo fato
de o gradiente desses elementos se estabelecer mais
facilmente em relagdo as necessidades nutricionais da
planta. Os valores obtidos para o nimero de brotagdes ao
final deste estudo foram superiores aos de Zanette et al.
(1988) que, utilizando a técnica da micropropagagdo por
cultura de meristemas no capim-elefante variedade Napier,
obtiveram apenas oito brotos de capim-elefante na
concentracao de 4,44 uM de BAP apos 25 e 35 dias.

A produgio de raizes (Figura 2) até a quarta semana
foi semelhante para ambas as cultivares. A partir de entao
foram verificados incrementos expressivos no meio
contendo Phytagel®, indicando uma possivel escassez
de nutrientes minerais, pois ao se analisarem o aumento
do numero de brotacdes e o crescimento em altura,
verificou-se crescimento constante. Esse comportamento
fisiologico de estimular a produgéo de raizes ¢ comum em
plantas sempre que ocorre algum tipo de escassez no
substrato. Os meios liquido e suplementado com agar

apresentaram uma mesma tendéncia para niimero de brotos
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FIGURA 1 - Evolugdo do nimero de brotagdes de capim-elefante cvs. Mineiro e Pioneiro, durante os 49 dias, em
funcdo da consisténcia do meio de cultura. Lavras, UFLA, 2005.
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e para o crescimento em altura, no entanto o estimulo para o
sistema radicular do meio de cultura liquido foi muito menor,
para ambas as cultivares, possivelmente isso foi devido ao
estresse pelo excesso de umidade, no caso do meio liquido,
e a presenga de produtos toxicos para a raiz, no caso do
meio contendo agar (CALDAS et al., 1990). Esse fato ¢
importante, pois demonstra que a propagagao in vitro podera
ser seriamente afetada quanto a proliferagdo de brotacdes
laterais pela inibi¢do do sistema radicular o qual impede a
absor¢do dos nutrientes minerais do meio de cultura.

Ao final das avaliagdes, a produgdo de raizes nas
cvs. Mineiro e Pioneiro foi semelhante, e os meios de cultura
liquidos e o suplementado com agar tiveram produgio
bastante inferior em relagdo ao meio de cultura contendo

Phytagel® (Tabela 2). Houve diferenca significativa entre

os numeros de raizes dos meios de cultura liquido e
suplementado com agar, em relagdo ao meio de cultura
suplementado com Phytagel®. Como o Phytagel® é uma
goma que nao contém substancias toxicas em sua
composicdo (CALDAS et al., 1990), justifica-se a obtengdo
dos melhores resultados na produ¢do de raizes. Uma
vantagem verificada nesse processo ¢ que, mesmo quando
submetido a concentragdes de BAP, ocorre a formacgédo de
nimero satisfatorio de raizes. Sabe-se que o BAP ¢ uma
citocinina cujas principais caracteristicas sdo a quebra da
dominéncia apical e a inibi¢do da formagdo de raizes,
tornando necessario, para a maioria das culturas, a sua
eliminagdo do meio de cultura e, as vezes ainda, a incluséo
de reguladores de crescimento que estimulem a formagao

de raizes. Zanette et al. (1988) também avaliaram a emissio

TABELA 1 - Numero de brotagdes por explante de capim-elefante, provenientes das cvs. Mineiro e Pioneiro em
fungdo da consisténcia do meio de cultura. Lavras, UFLA, 2005.

Consisténcia do meio de cultura

Nimero de Brotacdes/Explante

Cv. Mineiro

Cv. Pioneiro

Liquido 4,86 Ba 6,20 Ba
Agar 9,13 Aa 9,20 Aa
Phytagel® 11,33 Aa 10,73 Aa
CV (%) 23,80

Mc¢édias seguidas por letras diferentes, maitscula na coluna, (Teste de Scott-Knott, 5%) e mintscula na linha, (Teste de

F, 5%) diferem entre si.
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FIGURA 2 - Evolug¢do do niimero de raizes dos explante de capim-elefante cvs. Mineiro e Pioneiro, durante os 49 dias,

em funcdo da consisténcia do meio de cultura. Lavras, UFLA, 2005.
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de raizes na variedade Napier e obtiveram 85% de
enraizamento, entretanto ndo citam o numero de raizes por
explante. O resultado foi inferior ao obtido neste trabalho,
no qual 100% dos explantes apresentaram raiz de morfologia
e ramificacdo normais.

O crescimento em altura dos explantes das cvs.
Mineiro e Pioneiro de capim-elefante (Figura 3) mostrou-se
semelhante durante todas as avaliagdes, para os trés tipos
de meio de cultura. Aparentemente a forma fisica do meio
ndo afetou o crescimento em altura dos cultivares.

Na avaliagdo final as alturas dos explantes das cvs.
Mineiro e Pioneiro de capim-elefante mostraram-se
semelhantes (P<0,05) em todos os tipos de substratos
estudados (Tabela 3). Pode-se observar que os explantes
da cv. Mineiro cresceu, em média, 1,80 cm e os da cv.
Pioneiro, 1,54 cm, em 49 dias, o que foi considerado pouco,

pois o material foi inoculado com 3,0 cm. Possivelmente,

isso ocorreu pela presenca da citocinina BAP nas
concentragdes de 4,44 ¢ 8,88 M, para as cvs. Mineiro e
Pioneiro, respectivamente. As concentragdes utilizadas
foram determinadas em estudo anterior e consideradas
ideais para se obter um maior rendimento de brotagdes
para cada uma dos cultivares (KARASAWA, 2001;
KARASAWA et al., 2002).

As citocininas pertencem ao grupo de
fitorreguladores que atuam na quebra da dominancia apical,
inibindo o crescimento apical, e estimulando a divisdo celular
promovendo a proliferacdo de brotagdes laterais, o que
justifica o pequeno crescimento em altura dos explantes.

Os propagulos obtidos no final desse processo
apresentaram excelente qualidade fitossanitaria e vigor, com
100% de pegamento ao serem transferidos para a
aclimatizagdo, ndo sendo detectado variagdo entre os

tratamentos.

TABELA 2 — Numero de raizes dos explantes das cvs. Mineiro e Pioneiro em fung@o da consisténcia do meio de

cultura. Lavras, UFLA, 2005.

Consisténcia do meio de cultura

Numero de Raizes/Explante

Cv. Mineiro Cv. Pioneiro
Liquido 2,39 Ba 3,13 Ba
Agar 3,73 Ba 3,46 Ba
Phytagel® 9,40 Aa 9,46 Aa
CV (%) 37,80

Médias seguidas por letras diferentes, maitscula na coluna, (Teste de Scott-Knott, 5%) e mintscula na linha, (Teste de

F, 5%) diferem entre si.
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FIGURA 3 - Evolugio da altura dos explante de capim-elefante cvs. Mineiro ¢ Pioneiro, durante os 49 dias, em fungéo

da consisténcia do meio de cultura. Lavras, UFLA, 2005.
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TABELA 3 — Altura do explante principal (cm) das cvs. Mineiro e Pioneiro em fungdo da consisténcia do meio de

cultura. Lavras, UFLA, 2005.

Consisténcia do meio de cultura

Altura do Explante Principal

Cv. Mineiro

Cv. Pioneiro

Liquido 4,72 Aa 4,73 Aa
Agar 4,95 Aa 422 Aa
Phytagel 4,72 Aa 4,68 Aa
CV (%) 14,86

Médias seguidas por letras diferentes, maitscula na coluna, (Teste de Scott-Knott, 5%) e mintscula na linha, (Teste de

F, 5%) diferem entre si.

CONCLUSOES

Maior niimero de brotagdes, nas cultivares Mineiro
e Pioneiro de capim-elefante sdo obtidas nos meios de
cultura suplementados com agar e Phytagel®.

Para maior produgdo de raizes, recomenda-se o uso
de Phytagel® no meio de cultura.

Para se obter maior proliferagdo de brotos e boa
produgdo de raizes, nas cultivares Mineiro e Pioneiro,
recomenda-se utilizar meio de cultura preparado com
Phytagel®.

O crescimento em altura ndo ¢ afetado pela

consisténcia do meio de cultura.
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