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INTRODUCAO

O trevo-vermelho, Trifolium pratense L. (Figura 2 A)é uma espécie
originaria da Europa e Asia, que foi naturalizada na América. Registros
do seculo Xl apontam seu uso para 0 tratamento de cataratas,
atualmente, com muitas de suas propriedades reconhecidas, passou a
ser utilizado no tratamento de gota e combate a tosse, bronguite e
laringites.

E uma leguminosa rica em isoflavonas (substancia que se
assemelha ao estrogénio) e que pode impedir o desenvolvimento de
células cancerigenas ou até mesmo tratar pacientes com certos tipos de
cancer, como o endometrial. As Isoflavonas mais comuns associadas
com plantas sao: daidzeina, genisteina, formononetina e biochanina A
(Figural). Outra associacao das isoflavonas encontradas em T. pratense
€ a prevencao de doencas cardiovasculares e osteoporose.
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Figura 1: Estrutura quimica das isoflavonas mais comuns
encontradas no Trifolium pratense.

. Técnicas como a cultura de tecidos, vem sendo empregadas,
visando a reducao da coleta de especies da flora nativa, possibilitando o
cultivo de plantas em laboratério, com ambiente controlado e livre de
mIicro-organismos e interferentes externos, possibilitando a manutencao
de um microambiente propicio para o desenvolvimento das plantas.

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver um protocolo
para desinfestacao da parte aérea da planta (peciolo e folhas), visando a
Inoculacao Iin vitro e estudos de micropropagacao posteriores, assim
CoOmo promover a germinacao Iin vitro das sementes de Trifolium

pratense.

MATERIAIS E METODOS

As sementes de Trifolium pratense foram doadas pelo professor
Miguel Dalla’agnol, da Faculdade de Agronomia da UFRGS.

ApoOs o recebimento das sementes, procedeu-se ao protocolo de
desinfestacao que iniciou-se com alcool 70% (1 minuto), hipoclorito de
sodio 11% + 2 gotas de tween para cada 100 mL de solucao (5 min) sob
agitacao, e triplice lavagem com agua destilada e autoclavada, em fluxo
laminar, para a remocao das solucbes desinfestantes. ApOs ©
procedimento, as sementes ficaram secando em papel filtro esterilizado
(30 min) e foram inoculadas. A desinfestacao para as folhas e peciolos,
fol semelhante ao das sementes, sendo que o fator diferencial foi a
diminuicao da concentracao de NaClO, para 2%, para nao causar
agressao ao tecido vegetal.

Tabela 1. Concentracdes de reguladores de crescimento
acrescidos ao meio MS para a inoculacao de peciolos e folhas
de Trifolium pratense .

Meio  Regulador de crescimento Concentracao
MTV.1 Sem Regulador
MTV.2 ANA 0,2 mg L™
AIA 0,2 mg L™
MTV.3 BAP 1mglL®
MTV.6 BAP 1 mglL®
ANA 1mglL?
MTV.10 ANA 1 mglL™
MTV.11 ANA 2,5 mg L™
MTV.12 ANA 5 mg L™
MTV.13 2,4-D 1 mglL®
MTV.14 2,4-D 2 mgL*
MTV.15 2,4-D 3 mglL’

Os explantes das folhas e peciolos foram inoculados em meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 100 mg L' de
iInositol, 0,7 % de agar, 3% de sacarose, 0,5 mg L' de tiamina, acido
nicotinico e piridoxina, pH 5,8 e acrescido de diferentes concentracoes
de reguladores de crescimento (Tabela 1). As sementes foram
Inoculadas em MS, 2 MS e ¥4 MS.

Os meios foram autoclavados por 20 min a 121°C. Apds a
Inoculacao, as sementes e os explantes foram levados para o0 escuro
onde permaneceram por 15 dias e, apos, foram transferidos para a luz
(com fluxo de densidade de fétons de 40 umol m2 st), 25 °C + 2 ° C, por
mais 15 dias. Os meios foram avaliados quanto a germinacao
(sementes) e quanto a contaminacao (peciolos e folhas).

RESULTADOS

Apos decorridos 30 dias, avaliou-se a germinacao das sementes,
(Tabela 2), os melhores resultados foram encontrados nos meios %2 MS
e ¥4 MS gue apresentaram percentual de germinacao de 83 e 70%,
respectivamente, das sementes inoculadas (Figura 2 B).

™

Figura 2: (A) Planta selvagem de Trifolium pratense. (B)
Semente germinada de T. pratense, apos 15 dias em cultivo.

Referente as folhas e peciolos (Tabela 3), 0 meio onde se obteve
maior contaminagao dos peciolos foi no meio MTV 12, porém, houve
contaminacao em todos os tratamentos, constatando que o método de
desinfestacao néo foi eficaz para o 6rgao vegetal utilizado, apresentando
contaminacodes fungicas e bacterianas.

Para as folhas o maior percentual de contaminacao foi de 13%, no
meio MTV 13, com 1 mg L de 2,4-D (Tabela 3).

Tabela 3. Percentual de contaminacao
de peciolos e folhas de Trifolium

Tabela 2. Percentual de
germinacao em sementes de

Trifolium pratense . pratense.
Meio % germinacdo Peciolos Folhas

MS 42 B MTV1 40,0 0,0
1/2 MS 33 A MTV?2 40,0 0,0
1/4 MS 70 A MTV3 26,7 0,0
MTV6 33,3 0,0

MTV10 20,0 0,0

MTV11 26,7 0,0

MTV12 53,3 0,0

MTV13 40,0 13,3

MTV14 40,0 0,0

MTV15 26,7 6,7

CONCLUSOES

De posse dos resultados determinou-se a maior eficiéncia em
desinfestacdo com relacao as folhas de T. pratense com o meétodo
utilizado, podendo este ser empregado para tal finalidade.

O meio /4 MS é um otimo meio para germinacao das sementes
de T. pratense podendo ser utlizado para estudos posteriores.

A pesquisa com esta espécie encontra-se em andamento no
nosso laboratorio.
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