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Resumo - Gemas laterais foram retiradas de plantas no campo, estabelecidas in vitro, multiplicadas e utilizadas nos
experimentos, com o objetivo de determinar um protocolo para a micropropagação do guaco (Mikania glomerata
Spreng). Para multiplicação, segmentos nodais com aproximadamente 1 cm de tamanho, retirados das plantas
mantidas in vitro, foram inoculados em meio MS (Murashige e Skoog, 1962), com 0,0; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mg.L-1 de
BAP (6-benzilaminopurina) e 0,0 e 1,0 mg.L-1 de AIA (ácido indolacético). Aos 60 dias, 100% dos explantes haviam
emitido novas gemas e o maior número médio de gemas emitidas por explante foi verificado nos tratamentos com 1,0
a 4,0 mg.L-1 de BAP. Na presença de AIA houve uma redução significativa no número médio de gemas emitidas por
explante. Para o enraizamento foram utilizados segmentos caulinares com 2 a 3 gemas e aproximadamente 3 cm de
comprimento, que foram inoculados em meio MS com diferentes concentrações dos macronutrientes (25, 50 e
100%) em combinação com diferentes doses de AIA (0,00; 0,25; 0,50 e 1,00 mg.L-1). Após 60 dias, 100% dos
explantes haviam emitido raízes. O número médio de raízes por explante foi significativamente maior na presença de
AIA, não havendo diferença estatística entre as concentrações utilizadas. Em relação às concentrações dos
macronutrientes do meio MS, não houve diferença no número médio de raízes emitidas por explante. Já o número
médio de gemas emitidas por explante foi maior no meio com 50% da concentração dos macronutrientes do meio
MS, na ausência de AIA.

Termos para indexação: Mikania glomerata, 6-benzilaminopurina, explante, micropropagação.

Abstract - Aiming at determining a protocol for the micropropagation of the guaco, Mikania glomerata Spreng,
lateral buds were removed from wild plants, established in vitro, multiplied and utilized in experiments. For the
multiplication, nodal segments removed from plants kept in vitro were inoculated in MS medium (Murashige and
Skoog, 1962), with 0.0; 1.0; 2.0; 4.0, and 8.0 mg.L-1 of BAP (6-benzylaminopurine) and 0.0 and 1.0 mg.L-1 of IAA
(indolacetic acid). For the rooting, stem segments with 2 to 3 buds and approximately 3 cm long were inoculated in
MS medium with different concentrations of macro salts (25, 50 and 100%) combined with different concentrations
of IAA (0.00; 0.25; 0.50, and 1.00 mg.L-1). Within 60 days, 100% of the explants had emitted new buds and the
highest average number of buds emitted per explant was verified in treatments with 1.0 to 4.0 mg.L-1 of BAP. There
was a significant reduction in the average number of buds emitted per explant in the presence of IAA. For the
rooting experiment, 100% of the explants emitted roots in 60 days. The average number of roots per explant was
significantly higher in the presence of IAA, demonstrating no statistical difference between the different
concentrations used. In the different concentrations of MS medium, the average number of roots emitted per
explant showed no difference. Concerning the burgeoning emission, in this experiment, the average number of
buds emitted per explant was higher in the medium with 50% of concentration of MS salts and absence of IAA.

Index terms: Mikania glomerata, 6-benzylaminopurine, explant, micropropagation.
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Introdução

O consumo de medicamentos de origem vegetal vem
crescendo nos últimos anos e uma das principais razões é
o fato de um grande número de preparações farmacêuticas
ter demonstrado, através de estudos, a mesma aplicabili-
dade no padrão científico das drogas sintéticas (Hamburger
& Hosttemann, 1991). A partir da constatação de que a
sabedoria popular de fato tem fundamento, alguns pesqui-
sadores deixaram o preconceito de lado e partiram para
estudos mais aprofundados sobre o poder das plantas
medicinais. Ao mesmo tempo que a ciência intensifica os
estudos sobre os efeitos das ervas, o cultivo das plantas
medicinais também requer o desenvolvimento e o armaze-
namento de informações técnicas para a multiplicação e
conservação dessas espécies. Existe ainda um mercado
informal de plantas cultivadas fora dos padrões exigidos,
onde os fitoterápicos estão atraindo consumidores, au-
mentando a procura por mudas de plantas medicinais e,
portanto, necessitando de um maior rigor científico na sua
produção e comercialização (Gullo & Pereira, 1998).

Dentre as plantas medicinais usadas no país en-
contra-se o guaco (Mikania glomerata Spreng), que é uma
planta arbustiva da família Compositae, originária da Amé-
rica do Sul (Silva Junior et al., 1994). Suas folhas contém
cumarina, cuja ações broncodilatadora e antiinflamatória
são eficientes no tratamento de crise de asma, tosse e
bronquite, além de ter efeito febrífugo, sudorífico, anti-
reumático e cicatrizante (Matos, 2000). Muito comum no
Sul do país, é cultivada no Nordeste, onde desenvolve-se
muito, mas não produz flores. Sua multiplicação é feita por
estaquia, havendo, no entanto, a necessidade de utiliza-
ção de métodos mais eficientes de propagação vegetativa.

O cultivo in vitro de tecidos e células vegetais cons-
titui uma alternativa para o suprimento constante e homo-
gêneo de material vegetal. Técnicas como micropropagação,
culturas de calos, raízes e suspensão celular de plantas
medicinais, aromáticas e inseticidas podem ser aplicadas,
visando não só a propagação em larga escala de genótipos
superiores como a produção de metabólitos secundários
(Conceição, 2000). Além disso, podem ser consideradas
como ferramentas promissoras para a preservação de re-
cursos genéticos vegetais, bem como para a propagação
comercial de plantas medicinais (Abreu, 1998).

O sucesso de um sistema de micropropagação de-
pende do controle de um grande número de variáveis, as
quais, mediante investigações experimentais, conduzem à
determinação de protocolos ideais de micropropagação
(Grattapaglia & Machado, 1990). Dentre estas variáveis, as
mais efetivas para o êxito da regeneração in vitro são: a
idade e o tipo de explante, o genótipo do mesmo e a com-

posição do meio de cultura além de fatores ambientais como
o requerimento de luz e ainda o tempo de transferência
para outro meio (Sabá, 2000).

As diversas aplicações da cultura de tecidos utili-
zam como meio básico o MS (Murashige & Skoog, 1962),
sendo o mais comumente utilizado para propagação de
várias espécies. Entretanto, a concentração de seus nutri-
entes tem sido identificada como elevada (Pierik, 1987).
Altas concentrações de sais, mesmo na presença de
auxinas, podem inibir as fases de enraizamento, mais parti-
cularmente a de crescimento de raízes (Grattapaglia & Ma-
chado, 1990). Embora as variações sejam inúmeras, confor-
me a espécie e os sistemas de enraizamento, diluições na
concentração dos sais do meio MS são frequentes nessa
fase (Zimmermann & Broome, 1979; Ferreira et al., 1996).

Além do meio de cultura, torna-se indispensável
para o sucesso do cultivo in vitro a manipulação de regu-
ladores de crescimento, tais como auxinas e citocininas,
isolados ou em combinações, para determinar um rápido
crescimento de células, acompanhado do desenvolvimen-
to organizado de raízes e parte aérea. De acordo com Yui
(1990), é bastante comum a utilização do balanceamento de
auxinas e citocininas no processo de diferenciação e
acúmulo de metabólitos nos tecidos de plantas, inclusive
nas medicinais cultivadas in vitro. Diante da escassez de
estudos de fisiologia de plantas medicinais no Brasil, e
especialmente sobre métodos de multiplicação, o trabalho
teve como objetivo desenvolver uma metodologia para a
multiplicação em larga escala do guaco, utilizando diferen-
tes concentrações de BAP (6-benzilaminopurina) e de AIA
(ácido indolacético) para a multiplicação de gemas e dife-
rentes níveis de AIA e dos macronutrientes do meio MS
para o enraizamento de plantas in vitro.

Material e Métodos
Multiplicação do Guaco

Como fonte de explantes, foram utilizados segmen-
tos nodais de guaco (Mikania glomerata Spreng) coletados
de plantas mantidas in vitro. Estas plantas foram
estabelecidas in vitro, a partir de gemas laterais coletadas de
plantas no campo, em meio MS, e posteriormente multiplica-
das sucessivamente no mesmo meio MS com 2,0 mg.L-1 de
BAP. Os segmentos nodais, com parte de caule adjacente e
tamanho aproximado de 1 cm, foram inoculados em tubos
de ensaio contendo 10 mL do meio MS suplementado com
BAP (0,0; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mg.L-1) em combinação com AIA
(0,0 e 1,0 mg.L-1), 3% de sacarose, pH ajustado para 5,7 ± 0,1
e solidificado com 0,4% de ágar; todos os meios foram
autoclavados a 121oC, por 15 minutos. Após a inoculação,
os explantes foram mantidos em sala de crescimento, a uma
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temperatura de 26 ± 2oC, com fotoperíodo de 16 horas de luz
e intensidade luminosa em torno de 2.000 lux.

Os tratamentos foram distribuídos segundo um de-
lineamento inteiramente casualizado, utilizando-se um
fatorial 5 x 2 (cinco concentrações de BAP x duas doses de
AIA), num total de 10 tratamentos e com 20 explantes por
tratamento. As avaliações foram feitas aos 60 dias, obser-
vando-se o número médio de gemas emitidas por explante,
sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey.

Enraizamento de explantes de guaco

Segmentos caulinares com 2 a 3 gemas, com apro-
ximadamente 3 cm de comprimento, foram coletados de
plantas estabelecidas in vitro e inoculados em tubos de
ensaio contendo 10 mL do meio de cultura MS com diferen-
tes concentrações dos macronutrientes (25; 50 e 100%) em
combinação com diferentes níveis de AIA (0,0; 0,25; 0,50 e
1,0 mg.L-1). O preparo do meio de cultivo seguiu a mesma
metodologia do experimento anterior quanto à concentra-
ção de sacarose, pH, solidificação e esterilização. Após a
inoculação, os explantes foram mantidos em sala de cresci-
mento nas mesmas condições ambientais do experimento
anterior. Foi utilizado um delineamento experimental intei-
ramente casualizado em disposição fatorial 4 x 3 (quatro
níveis de AIA x três concentrações de macronutrientes),
num total de 12 tratamentos e 20 explantes por tratamento.
As avaliações do número de explantes com raízes, número
médio de raízes por explante e o número médio de gemas
por explante foram feitas aos 60 dias e as médias compara-
das pelo teste de Tukey.

Resultados e Discussão

Experimento 1 – Multiplicação do guaco

A análise de variância (Tabela 1) mostra que houve
diferença significativa no número médio de gemas emiti-
das por explante tanto no meio com diferentes concentra-
ções de BAP como de AIA, porém, não houve diferença
para a interação entre estes dois fatores.

O aumento no número médio de gemas emitidas por
explante foi observado quando se acrescentou o BAP até
a concentração de 4,0 mg.L-1, havendo uma redução a par-
tir desse nível (Figura 1). Resultados similares foram ob-
servados por Barna & Wakhlu (1995). Estes autores verifi-
caram um aumento no número de propágulos na
micropropagação de grão-de-bico, ao utilizarem BAP em
concentrações mais baixas, havendo um efeito inibidor
quando a concentração foi aumentada. Conforme Lameira
et al. (1993),  no cultivo  in vitro de Caphaelis  ipecacuanha,
a redução no número de gemas emitidas em concentrações

elevadas de BAP expressa o efeito inibidor das citocininas
quando são utilizadas em concentrações mais altas. Em
explantes de singônio, Schwertner & Zaffari (2003) verifi-
caram um aumento no número de brotações com 1,0 mg.L-1

de BAP, havendo uma redução quando utilizaram as con-
centrações de 2,5 e 4,0 mg.L-1. Segundo Grattapaglia &
Machado (1990), os sintomas de toxidez pelo uso excessi-
vo de citocinina são o grande intumescimento e falta de
alongamento das culturas, redução do tamanho das fo-
lhas, encurtamento dos entrenós, engrossamento excessi-
vo dos caules e vitrificação generalizada da cultura, além
da redução do numero de brotos induzidos.

Tabela 1 - Análise de variância para o número médio de gemas
emitidas por explante de guaco (Mikania glomerata Spreng), em
meio MS com diferentes concentrações de BAP e de AIA (Expe-
rimento 1), e para o número médio de novas gemas e de raízes
emitidas por explante em diferentes concentrações do meio MS e
de AIA (Experimento 2), aos 60 dias de cultivo in vitro.

Experimento 1

Fonte de
GL

QM
variação G /explante

AIA 1 01,45**
BAP 4 00,20**
BAP x AIA 4 00,03ns

Resíduo 30 00,04
C.V.(%) - 12,00

    Experimento 2

- - /explante R /explante

Meio 2 0,031ns 00,098ns

AIA 3 0,217** 02,24**
Meio x AIA 6 0,049* 00,16ns

Resíduo 36 0,020 00,18

CV (%) - 19,00 22,23

* significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; **  significativo a
1% de probabilidade pelo teste F; ns  não significativo;     número médio
de gemas;    número médio de raizes.

Figura 1 - Número médio de gemas emitidas por explantes
de guaco (Mikania glomerata Spreng), aos 60 dias de cultivo in
vitro, em meio MS com diferentes concentrações de BAP.
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No meio com 4,0 mg.L-1 de BAP ocorreu o maior
número médio de brotações por explante (2,29), não ha-
vendo diferença significativa do número de gemas emiti-
das nos tratamentos com 1,0 e 2,0 mg.L-1 de BAP (2,23 e
1,97, respectivamente) (Figura 1). Dessa forma, o tratamen-
to com 1,0 mg.L-1 de BAP pode ser indicado como o mais
adequado para a multiplicação das gemas de guaco nas
condições deste experimento, tornando o protocolo mais
econômico ao reduzir o custo do meio e consequentemente
das plantas produzidas in vitro.

Na Figura 2, verifica-se que houve diferença signifi-
cativa para o efeito do AIA na indução de gemas, sendo
que na ausência deste regulador o número de gemas  emi-
tidas  foi  estatisticamente  superior. Houve, portanto, in-
fluência negativa do AIA, conforme observado também
por Guamantica (1998) em diferentes espécies de helicônia.
Porém, para a emissão de gemas em pimentão, Innecco
(1993) conseguiu os melhores resultados com AIA na con-
centração de 1,0 mg.L-1.

Figura 2 - Número médio de gemas emitidas por explantes de
guaco (Mikania glomerata Spreng), aos 60 dias de cultivo in
vitro, em meio MS com diferentes concentrações de AIA.

Experimento 2 - Enraizamento de explantes de guaco

Para o número médio de raízes emitidas por explante
só houve diferença significativa nas diferentes concentra-
ções de AIA, enquanto que para o número médio de gemas
por explante, além dos níveis de AIA, também verificou-se
diferença significativa para a interação concentrações do
meio MS x doses de AIA (Tabela 1).

Aos 60 dias, 100% dos explantes haviam emitido
raízes em todos os tratamentos. Em plantas de duas culti-
vares de gérbera, Laliberte et al. (1985) também obtiveram
100% de enraizamento utilizando diferentes concentrações
de AIA (0,00; 0,05; 0,10; 0,30; 0,50 e 1,00 mg.L-1). Diferente-
mente, Murashige (1974) obteve 90% e 100% de plantas de
gérbera enraizadas em níveis mais elevados de AIA (3,0 e
10,0 mg.L-1, respectivamente).

O número médio de raízes por explante foi significa-
tivamente maior na presença de AIA, não havendo dife-
rença estatística entre as diferentes concentrações utiliza-
das (Figura 3). O número de raízes por explante e a qualidade
destas raízes, que resultam em um sistema radicular bem
desenvolvido, são características que certamente irão faci-
litar o desenvolvimento das plantas durante o processo de
aclimatização.

Figura 3 - Número médio de raízes emitidas por explantes de
guaco (Mikania glomerata Spreng), aos 60 dias de cultivo in
vitro, em meio MS com diferentes concentrações de AIA.

Não foram observadas diferenças significativas no
número médio de raízes emitidas por explante nas diferen-
tes concentrações do meio MS. Resultados semelhantes
foram obtidos por Pierik & Segers (1989) em explantes de
gérbera. Contudo, Pereira et al. (2000), investigando a
micropropagação de Salix humboldtiana Hild, uma planta
medicinal, observou um aumento no enraizamento das ge-
mas com a metade da concentração dos sais do meio MS.
Em explantes de porta-enxerto de videira, Dzazio et al. (2002)
obtiveram 80% de enraizamento utilizando o meio MS na
concentração de 50% dos sais. Bertolucci et al. (2000) veri-
ficaram que segmentos nodais de Tournefortia cf
paniculata Cham foram afetados não só pelos regulado-
res de crescimento para a indução e crescimento das raízes,
mas também pela concentração dos sais.

Verificou-se um efeito significativo sobre o número
médio de gemas emitidas pelos explantes de guaco em rela-
ção às concentrações de AIA, sendo que a ausência deste
proporcionou o maior número médio de gemas (3,19), dife-
rindo dos demais tratamentos (Figura 4). Resultados simi-
lares foram obtidos por Erig & Fortes (2002) com gemas de
duas cultivares de pereira submetidas a meios com várias
concentrações de BAP e ANA combinadas entre si, apre-
sentando diferenças significativas na sobrevivência e de-
senvolvimento das gemas, e essa resposta deveu-se à for-
mação de calo, seguida de escurecimento, provocado,
possivelmente, pela quantidade de auxina no meio. Smith
& Murashige (1970) sugerem que as zonas produtoras de
auxinas não são propriamente os meristemas e sim os
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primórdios foliares e as folhas em expansão, o que poderia
explicar a razão pelo qual a auxina não é tão necessária
quando as gemas são utilizadas para cultivo. Ribas &
Zanette (1992) citam que para a multiplicação e o alonga-
mento in vitro de explantes de macieira é suficiente apenas
a presença de citocinina.

Figura 4 - Número médio de gemas emitidas por explantes de
guaco (Mikania glomerata Spreng), aos 60 dias de cultivo in
vitro, em meio com diferentes concentrações de AIA.

O maior número médio de gemas por explante foi
observado na ausência de AIA com 50% do meio MS (3,3),
embora não tenha havido diferença significativa das con-
centrações de 25 (3,0) e 100% (2,8) dos macronutrientes
(Figura 5). Esse maior número de gemas por explante em
meio com concentrações mais baixas dos sais do meio MS,
na ausência de AIA, estão de acordo com os resultados
obtidos por Dzazio et al. (2002) em explantes de porta-en-
xerto de videira, quando observaram que na fase de alon-
gamento e multiplicação são requeridas menores concen-
trações dos sais. Nas diferentes concentrações dos sais
do meio MS, quando se acrescentou o AIA, houve uma
redução no número médio de gemas emitidas por explante,
que foi proporcional ao aumento da concentração do AIA.

Figura 5 - Número médio de gemas emitidas por explantes de
guaco (Mikania glomerata Spreng), aos 60 dias de cultivo in
vitro, em diferentes concentrações do meio MS e de AIA.

Conclusões

1.Para a multiplicação de guaco in vitro, a concentração de
1,0 mg.L-1 de BAP, na ausência de AIA, é suficiente para a
emissão de maior número médio de gemas por explante;

2.O AIA reduz o número médio de brotações por explante e
para a emissão de raízes pode ser utilizada a concentra-
ção de 0,25 mg.L-1 independentemente da concentração
do meio MS.
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