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Influéncia do Pericarpo na Germinacao de Sementes
de N6-de-cachorro em Meio de Cultura

Resumo

A planta né-de-cachorro (Heteropterys aphrodisiaca O. Mach.) vem sendo estudada em razdo das atuais
descobertas de substancias com fins medicinais extraidas a partir dos nédulos das suas raizes. O objetivo do
trabalho foi avaliar a influéncia do pericarpo na germinacdo de sementes e vigor de plantulas em meio de
cultura. O experimento foi conduzido, em 2007, no Laboratério de Cultura de Tecidos do Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras, MG. Os tratamentos foram: sementes com e sem pericarpo,
obedecendo um delineamento experimental em blocos casualizados com 6 repeticoes e 6 unidades amostrais.
Para a determinacado da germinacado considerou-se como semente germinada aquela com emissado de radicula
igual ou superior a 2 mm. O comprimento da parte aérea foi determinado a partir de medicdes aos 18, 26, 34,
41 dias apds a inoculacado (DAI); o da radicula foi feito aos 41 DAI; e a biomassa de parte aérea e radicula a
partir do peso fresco e peso seco. As sementes com o0 pericarpo apresentaram germinacao de 19,5%,
comprimento médio de partes aéreas e de raizes, 5,92 e 5,61 cm respectivamente, biomassa seca média de
partes aéreas e de raizes, 0,0215 e 0,0044 g respectivamente e infestacdo por microrganismos de 36,1%. Ja
as sementes sem o pericarpo apresentaram germinacao de 77,7%, comprimento médio de partes aéreas e de
raizes, 10,20 e 8,31 cm respectivamente, biomassa seca média de partes aéreas e de raizes, 0,0482 e 0,0162
g respectivamente e infestacdo por microrganismos de 2,8%. Assim as sementes de H. aphrodisiaca,
inoculadas sem o pericarpo, apresentam maior porcentagem de germinacao, plantulas mais vigorosas e menor
incidéncia de microrganismos.

Palavras chave: Heteropterys aphrodisiaca; planta medicinal; cultura de tecidos; propagacao.
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Influence of the Pericarp in the Germination of No-de-Cachorro
(Heteropterys aphrodisiaca O. MACH.) Seed in Culture Medium

Abstract

The no-de-cachorro plant (Heteropterys aphrodisiaca O. Mach.) has been being studied owing to the current
discoveries of substances with medicinal purposes extracted from root nodules. The objective of this work was
to evaluate the pericarp influence on seed germination and seedling vigor in culture medium. The experiment
was conducted in the Tissue Culture Laboratory in the Agricultural Department of the Federal University of
Lavras, Minas Gerais state, Brazil. The treatments were: seeds with and without pericarp, obeying an
experimental design in randomized blocks with 6 replicates and sample units. For determination of germination
(%) it was considered as a germinated seed that emission of radicle equal to or longer than 2 mm. The shoot
length was determined from the measurements at 18, 26, 34, 41 days after inoculation (DAI); that of the
radicle was done at 41 DAI; and the shoot and radicle biomass from fresh and dry weight. The seeds with the
envelope showed germination of 19.5%, average length of shoots and roots of 5.92 and 5.67 cm respectively,
average dry biomass of shoots and roots of 0.0215 and 0.0044 g respectively and microorganism infestation
of 36.1%. But, the seeds without the envelope presented germination of 77.7 %, average length of shoots and
roots of 10.20 and 8.31 cm respectively, average dry biomass of shoots and roots of 0.0482 and 0.0162 g
respectively and microorganism infestation of 2.8%, thus, the seeds of H. aphrodisiaca, inoculated without the
pericarp present greater percentage of seed germination, vigorous seedlings and lower incidence of
microorganisms.

Index terms: Heteropterys aphrodisiaca; medicinal plant; tissue culture; propagation.
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Introducao

O Pantanal possui um dos ecossistemas em areas Umidas mais abundantes em biodiversidade do Brasil e
do mundo (Pott & Pott, 1994), sendo sua flora muito explorada para diversos fins. No caso das plantas
com potencial medicinal, isso ja acontece hd muitos anos na chamada medicina popular na regido (Jorge,
2004).

A espécie Heteropterys aphrodisaca O. Mach., da familia Malpighiaceae, popularmente conhecida como né-
de-cachorro, é abundante na regiao centro-oeste do Brasil, ocorrendo em solos distréficos, ndo alagados e
arenosos nos Estados de Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. A planta é muito utilizada pelos
pantaneiros, sendo as raizes consumidas curtidas na cachaca ou vinho, pois este preparo, segundo o
conhecimento popular, tem efeito depurativo contra doencas venéreas, debilidades nervosas, problemas de
visao e disenteria e como tonico sexual (Pott & Pott, 1994). E é com base nesse conhecimento tradicional
gue a planta vem sendo estudada com mais énfase.

Estudos j& comprovaram que o extrato das raizes de H. aphrodisaca afetou positivamente a memoéria de
ratos jovens e idosos (Galvao et al., 2001, 2002; Mattei, 2001) e, segundo resultados preliminares de
estudos mais recentes, o cha derivado da planta reduziu os efeitos colaterais da ciclosporina nas células do
epitélio germinativo e também sobre células de Leydig no aparelho reprodutor de ratos (Santos, 2007). Por
essas descobertas, a espécie se projeta promissora na indUstria de farmacos como um possivel
medicamento fitoterapico.

A espécie apresenta crescimento arbustivo escandente e possui nédulos nas raizes; as folhas possuem peciolo
canaliculado e sado providas de duas glandulas; a inflorescéncia é racemosa e as sementes sdo envolvidas por
um pericarpo, seco, indeiscente, pluricarpelar e com alas membranosas, distinguindo o fruto como sendo do
tipo samara (Vibrans, 2004).

Na propagacao in vitro da espécie, visando a producao de explantes para posterior producao uniforme de
plantulas, o meio de cultura utilizado deve suprir tecidos e 6rgdaos com nutrientes necessarios ao
crescimento, como os acucares, nitrogénio, fésforo e sais minerais, vitaminas, aminoacidos, etc (Hartmann
et al., 1990). Segundo Pasqual et al. (1997), o meio de Murashige & Skoog, conhecido como meio MS, é
tido como um dos meios mais utilizados, pois favorece o crescimento de células e tecidos em diversas
espécies de plantas.

Para Hartmann et al. (1990), no procedimento de preparacao do meio, a esterilizacao é parte fundamental,
pois elimina qualquer organismo que possa vir a contaminar o meio. Conforme Cassells (1990), a
contaminacao na propagacao /n vitro pode ser por microrganismos presentes na superficie ou internamente
nos tecidos do material a ser propagado, tanto em sementes como em explantes. A propagacao in vitro de
H. aphodisiaca pode apresentar esse tipo de problema devido a dificil desinfeccao do seu pericarpo, que é
seco, membranoso e piloso, dificultando o contato com a solucdao (Machado, 2000). Hartmann et al.
(1990) explicaram que a desinfeccao do material a ser propagado precisa ser feita por produtos que sejam
téxicos aos microrganismos, mas relativamente nao téxicos aos tecidos do referido material. Nesse caso os
desinfetantes efetivos e muito utilizados na propagacao in vitro sao: hipoclorito de célcio e hipoclorito de
sodio.

Dessa forma, estudos que contemplem a propagacao in vitro de H. aphrodisiaca, visando a producao de
explantes, tornam-se essenciais para complementar e dar suporte as pesquisas na area de propagacao da
espécie, tanto na propagacao em meio natural como artificial para atender a promissora demanda por
matéria prima em decorréncia da exploracdo econdmica da espécie. Assim, este trabalho teve como
objetivo avaliar a influéncia do pericarpo na germinacao de sementes de H. aphrodisaca em meio de
cultura.
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Materiais e Métodos

Sementes de H. aphrodisaca, provenientes de plantas cultivadas na casa de vegetacao da Embrapa Pantanal,
em Corumba (MS), foram colhidas em agosto de 2007 e armazenadas por dois meses a temperatura de

25+ 1°C e umidade de 40 a 60%. O pré-condicionamento das sementes foi feito com solucao diluida para
50% do produto comercial de hipoclorito de sédio (NaOCI) em agitador sem aquecimento durante 20 minutos,
sendo, a seguir, enxaguadas por trés vezes em agua destilada e autoclavada. Posteriormente, as sementes
foram levadas para a cdmara de fluxo laminar para serem inoculadas em meio de cultura. O pericarpo das
sementes foi removido em meio estéril com o auxilio de instrumentos autoclavados (pinca e bisturi).

O meio de cultura utilizado na experimentacéo foi o meio adaptado de Murashige & Skoog (1962), onde se
utilizou 25% da concentracdo original dos sais e 3% de sacarose. Os dois tratamentos (sementes com
pericarpo e sem pericarpo) foram compostos por seis repeticdes com seis unidades amostrais, totalizando 36
tubos de ensaio para cada tratamento. Cada semente foi inoculada em um tubo de ensaio contendo 10 ml de
meio de cultura. Empregou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado. O experimento foi
conduzido em sala de crescimento do Laboratério de Cultura de Tecido de Plantas Medicinais do Departamento
de Agricultura da UFLA a temperatura de 25° +1°C, umidade de 40-60% e fotoperiodo de 16 horas (h) de
claro e 8 h de escuro. O experimento foi avaliado diariamente para coleta de dados de germinacao (%),
crescimento (centimetro, cm) de parte aérea e de raizes e biomassa (grama, g) fresca e seca de parte aérea e
raizes de plantulas, com o aproveitamento dos dados de germinacao referentes aos 18, 26 e 41 dias apés
inoculacao (DAI) das sementes e demais avaliacdes referentes aos 18, 26, 34 e 41 DAI. A biomassa seca foi
obtida ap6s secagem em estufa a 55°C até atingir peso constante. Para os testes de germinacao e
comprimento de radicula, considerou-se somente as sementes com emissao da radicula com crescimento
minimo de 0,2 cm, e para o teste de crescimento de parte aérea, considerou-se somente as plantulas com
caule com crescimento minimo de caule de 0,5 cm. Os dados foram analisados estatisticamente utilizando-se o
programa JMP IN 5.1, versdo académica, SAS Institute, e as médias comparadas pelo teste F a 5% de
probabilidade.

Resultados e Discussao

Na literatura, existem alguns trabalhos (Arruda e Albuquerque, 2002; Arruda e Camargo, 2002; Arruda et al.,
2003; Silva et al., 2006; Silva e Jorge, no prelo) que avaliaram a germinacdo de sementes e o vigor de mudas
da espécie H. aphrodisiaca em condicoes de casa de vegetacdo e campo. Porém, inexistem trabalhos
conduzidos nesta area que contemplam o cultivo in vitro.

Como regra geral, a germinacdo de sementes envolve uma seqliéncia de eventos associados que vao desde a
absorcdo de a4gua do meio em que a semente se encontra até a protrusdo radicular, que culmina com a
germinacao. Assim, a estrutura da semente tem papel fundamental na germinacao, pois os envoltérios, quando
presentes, como o pericarpo, podem influenciar no crescimento e desenvolvimento do embrido. Nesse caso,
especificamente com relacao ao pericarpo, essa estrutura pode funcionar como uma barreira fisica a entrada de
agua e trocas gasosas, bem como limitar o alongamento embrionario.

De acordo com a Tabela 1, observou-se que a germinacao foi significativamente maior em sementes sem
pericarpo. Este fato se deve provavelmente a algum tipo de dorméncia que o envoltério, no caso o pericarpo,
causou nas sementes, como comentado anteriormente, que pode ter interferido na absorcdo de agua, no
alongamento embriondrio, nas trocas gasosas e como impedimento a saida de inibidores e/ou fontes de
inibidores da germinacdo (Perez, 2004). Esse autor explica que a baixa porcentagem de germinacdo de
sementes com estruturas mais resistentes de envolvimento externo, como casca e tegumentos, funcionam

como um impedimento fisico e assim afetam negativamente o processo germinativo.
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Tabela 1. Germinacdo acompanhada do desvio padrdo, de sementes de H. aphrodisiaca com e sem pericarpo,
em meio de cultura aos 18, 26 e 41 dias apds a inoculacao.

Germinacao (%)

Dias apés a inoculacao

Tratamentos 18 26 41
Com pericarpo 2,83+6,94 11,33+8,78 19,60+12,36
Sem pericarpo 72,17 £20,1 74,83+20,33 77,67 17,11

Vale ressaltar que a germinacao das sementes com pericarpo teve inicio aos 17 dias apds inoculacao (DAI) e foi
estabilizada com 28, enquanto que sem o pericarpo, a protusao radicular teve inicio aos 7 e foi estabilizada com
21 DAL Isso evidencia que a presenca do pericarpo afetou negativamente a germinacédo das sementes. Outro
fato observado foi que a germinacao das sementes com pericarpo, apds iniciada, transcorreu de forma mais
lenta quando comparada com a germinacao das sementes sem o pericarpo. Esse fato se deve, provavelmente,
pela dificuldade do embrido em romper esta barreira fisica e expressar seu potencial germinativo para,
conseqlientemente, gerar plantulas mais vigorosas.

Adicionalmente, no estudo foi observada a ocorréncia expressiva de infestacao por fungos e outros
microrganismos nas sementes com pericarpo. Isso provavelmente ocorreu pela dificil assepsia no processo de
inoculacao das sementes. Assim, tal contaminacao pode ter contribuido para que as sementes sem pericarpo
apresentassem melhores resultados, uma vez que foi observada uma infestacado de 36,1% desses
microrganismos com o pericarpo e 2,8% sem.

No cultivo in vitro, o comprimento da parte aérea e de raizes de plantulas sdo amplamente utilizados para
avaliar o desenvolvimento da plantula em estudos de regeneracao, germinacao e enraizamento. Por exemplo,
Silva et al. (2007), utilizaram o mesmo tipo de teste em um experimento para avaliar o enraizamento /in vitro de
mudas micropropagadas de Aloe vera L., ou seja, o comprimento de raizes e de brotos. No presente estudo, os
mesmos fatores foram escolhidos para serem avaliados, o comprimento de raizes e parte aérea de plantulas de
H. aphrodisiaca. Na Tabela 2, observa-se que o comprimento das partes aéreas de sementes sem pericarpo,
bem como o comprimento das raizes, foram significativamente maiores do que as com o pericarpo, para todos
os DAI. Esse resultado se deve ao fato de que, como a germinacao ocorreu mais rapidamente, as plantulas, de
certa forma, se beneficiaram, pois tiveram mais tempo em contato com o meio para se desenvolver. Com
relacdo ao comprimento da parte aérea, as primeiras plantulas atingiram o comprimento minimo pré-estipulado
(0,5 cm) aos 10 DAI. Ja as sementes com pericarpo, as primeiras plantulas atingiram esse comprimento aos 21
DAI, mostrando o menor desenvolvimento dessas plantulas por causa da barreira fisica imposta a germinacao
das sementes pelo pericarpo.

Tabela 2. Comprimento da parte aérea e das raizes de plantulas acompanhadas do desvio padrao, oriundos de
sementes inoculadas com e sem pericarpo, em meio de cultura, aos 18, 26, 34 e 41 dias apds a inoculacao.

Comprimento (cm)

Parte aérea Raizes
Tratamentos/Dias apés inoculacao 18 26 34 41 41
Com pericarpo 0 0,33+0,82 2,560+1,99 5,92+1,20 5,61+2,63

Sem pericarpo 1,76 +1,83 6,00+2,77 8,21+3,15 10,20+3,54 8,31+3,87
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Utilizando-se a determinacao de biomassa fresca e seca de plantulas, Cacau et al. (2001) escolheram esse tipo
de teste para avaliar o enraizamento de brotos de abacaxizeiro /in vitro. Da mesma forma, no presente estudo
utilizou-se a biomassa fresca e seca de parte aérea e raizes de plantulas de H. aphrodisiaca. Pelos resultados
apresentados na Tabela 3, e em associacdo com os resultados das Tabelas 1 e 2, observou-se que o acimulo
de massa foi significativamente maior em sementes sem pericarpo, ou seja, as plantulas apresentaram maior
vigor quando comparadas com as sementes com pericarpo. Tal fato sugere que as plantulas foram favorecidas
para que esse ganho de massa ocorresse, talvez pela rapidez em que as sementes germinaram e pelo
aproveitamento dos nutrientes do meio, bem como pela fotossintese realizada no periodo.

Tabela 3. Biomassa fresca e seca médias das partes aéreas e das raizes das plantulas, acompanhadas de desvio
padrao, oriundas das sementes, com e sem pericarpo, inoculados em meio de cultura, aos 41 dias apés a

inoculacao.

Biomassa (g)-41 DAI

Fresca Seca
Tratamentos Parte aérea Raizes Parte aérea Raizes
Com pericarpo 0,0308+0,0182 0,0069 +£0,0040 0,0215+0,0191 0,0044 +0,0036
Sem pericarpo 0,1875+0,0639 0,0246+0,0122 0,0482+0,0268 0,0162+0,0069

Conclusoes

Sementes de nd-de-cachorro inoculadas em meio de cultura sem o pericarpo apresentam melhores resultados
de germinacao e vigor, com uma menor incidéncia de contaminacao por fungos.
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