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Multiplicacao e enraizamento in vitro do guacot

I'n vitro multiplication and rooting of guaco

Josefa DivaNogueira Diniz?, Janaina Rabelo M agalhdes®, Renato | nnecco?, Jacqueline L eite
Almeida® e Jodo L icinio Nunesde Pinho®

Resumo - Gemaslateraisforam retiradas de plantas no campo, estabelecidasin vitro, multiplicadas e utilizadas nos
experimentos, com o objetivo de determinar um protocol o para amicropropagacdo do guaco (Mikania glomerata
Spreng). Para multiplicag@o, segmentos nodais com aproximadamente 1 cm de tamanho, retirados das plantas
mantidasin vitro, foram inoculados em meio M S (M urashige e Skoog, 1962), com 0,0; 1,0; 2,0; 4,0e8,0mg.L* de
BAP (6-benzilaminopuring) e0,0e1,0 mg.L* de AlA (écido indolacético). Aos60 dias, 100% dos explantes haviam
emitido novas gemas e 0 maior nimero médio de gemas emitidas por explantefoi verificado nostratamentoscom 1,0
a4,0mg.L*deBAP Napresencade AlA houve umareducgo significativano nimero 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 concentrages dos macronutrientes (25, 50 e
100%) em combinacgéo com diferentes doses de AlA (0,00; 0,25; 0,50 e 1,00 mg.L1). Ap6s 60 dias, 100% dos
explantes haviam emitido raizes. O nUmero médio de raizes por explantefoi significativamente mai or napresencade
AlA, ndo havendo diferenca estatistica entre as concentragfes utilizadas. Em relagdo as concentragdes dos
macronutrientes do meio M S, ndo houve diferengano nimero médio de raizes emitidas por explante. Jao nimero
médio de gemas emitidas por explante foi maior no meio com 50% da concentracao dos macronutrientes do meio
MS, naausénciade AlA.

Termos paraindexacdo: Mikania glomerata, 6-benzilaminopurina, explante, micropropagacéo.

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 segmentsremoved from plants kept in vitro wereinoculated in MS medium (Murashige and
Skoog, 1962), with 0.0; 1.0; 2.0; 4.0, and 8.0 mg.L* of BAP (6-benzylaminopurine) and 0.0 and 1.0 mg.L* of IAA
(indolacetic acid). For the rooting, stem segmentswith 2 to 3 buds and approximately 3 cmlong wereinoculated in
M S 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 wasverified in treatmentswith 1.0to 4.0 mg.L * 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 rootsin 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 M S salts and absence of IAA.

I ndex terms: Mikania glomer ata, 6-benzylaminopurine, explant, micropropagation.
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I ntroducao

O consumo de medicamentos de origem vegetal vem
crescendo nos Ultimos anos e uma das principais razes €
o fato de um grande niimero de preparactes farmacéuticas
ter demonstrado, através de estudos, a mesma aplicabili-
dade no padr&o cientifico das drogas sintéticas (Hamburger
& Hosttemann, 1991). A partir da constatacédo de que a
sabedoriapopular 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 ciénciaintensifica os
estudos sobre os efeitos das ervas, o cultivo das plantas
medi cinaistambém requer o desenvolvimento e o armaze-
namento de informagdes técnicas para a multiplicacéo e
conservacgdo dessas espécies. Existe ainda um mercado
informal de plantas cultivadas fora dos padrfes exigidos,
onde os fitoterdpicos estdo atraindo consumidores, au-
mentando a procura por mudas de plantas medicinais e,
portanto, necessitando de um maior rigor cientifico nasua
producdo e comercializaco (Gullo & Pereira, 1998).

Dentre as plantas medicinais usadas no pais en-
contra-se 0 guaco (Mikania glomerata Spreng), que éuma
plantaarbustivadafamiliaCompositae, originariada Amé-
ricado Sul (SilvaJunior et al., 1994). Suas folhas contém
cumarina, cuja agbes broncodilatadora e antiinflamatéria
s8o eficientes no tratamento de crise de asma, tosse e
bronquite, além de ter efeito febrifugo, sudorifico, anti-
reumético e cicatrizante (Matos, 2000). Muito comum no
Sul do pais, é cultivada no Nordeste, onde desenvolve-se
muito, mas ndo produz flores. Suamultiplicacéo éfeitapor
estaquia, havendo, no entanto, a necessidade de utiliza-
¢do de métodos mais eficientes de propagacao vegetativa.

Ocultivoinvitro detecidos e células vegetais cons-
titui uma alternativa para o suprimento constante e homo-
géneo dematerial vegetal . Técnicascomo micropropagacéo,
culturas de calos, raizes e suspensdo celular de plantas
medicinal's, aromaticas e inseticidas podem ser aplicadas,
visando n&o s6 a propagacdo em larga escala de gendtipos
superiores como a producdo de metabdlitos secundarios
(Conceicdo, 2000). Além disso, podem ser consideradas
como ferramentas promissoras para a preservacéo de re-
CUrsos genéticos vegetais, bem como para a propagacao
comercial de plantas medicinais (Abreu, 1998).

O sucesso de um sistema de micropropagacdo de-
pende do controle de um grande nimero de variaveis, as
quais, mediante investigacdes experimentais, conduzem a
determinac&o de protocolos ideais de micropropagacdo
(Grattapaglia& Machado, 1990). Dentreestasvariavels, as
mais efetivas para 0 éxito da regeneragéo in vitro sdo: a
idade e o tipo de explante, o genétipo do mesmo e acom-

posic¢do do meio de culturaalém defatores ambientaiscomo
o requerimento de luz e ainda o tempo de transferéncia
paraoutro meio (Sab4, 2000).

As diversas aplicacdes da cultura de tecidos utili-
zam como meio basicoo MS (Murashige & Skoog, 1962),
sendo 0 mais comumente utilizado para propagagéo de
vérias espécies. Entretanto, a concentragéo de seus nutri-
entes tem sido identificada como elevada (Pierik, 1987).
Altas concentracfes de sais, mesmo na presenca de
auxinas, podeminibir asfases de enraizamento, mais parti-
cularmente ade crescimento deraizes (Grattapaglia& Ma-
chado, 1990). Emboraas variagdes sgjam indmeras, confor-
me a espécie e o0s sistemas de enraizamento, dilui¢des na
concentracdo dos sais do meio MS séo frequentes nessa
fase (Zimmermann & Broome, 1979; Ferreiraet d., 1996).

Além do meio de cultura, torna-se indispensavel
para o sucesso do cultivo in vitro a manipulacdo de regu-
ladores de crescimento, tais como auxinas e citocininas,
isolados ou em combinagdes, para determinar um rapido
crescimento de células, acompanhado do desenvolvimen-
to organizado de raizes e parte aérea. De acordo com Yui
(1990), é bastante comum a utilizag&o do balanceamento de
auxinas e citocininas no processo de diferenciagéo e
acumulo de metabdlitos nos tecidos de plantas, inclusive
nas medicinais cultivadas in vitro. Diante da escassez de
estudos de fisiologia de plantas medicinais no Brasil, e
especi almente sobre métodos de multiplicagdo, o trabal ho
teve como objetivo desenvolver uma metodologia para a
multiplicac&o em largaescalado guaco, utilizando diferen-
tes concentracdes de BAP (6-benzilaminopurina) ede AIA
(&cido indolacético) paraamultiplicacédo de gemas e dife-
rentes niveis de AIA e dos macronutrientes do meio MS
para o enraizamento de plantasin vitro.

M aterial e M étodos
Multiplicagdo do Guaco

Como fonte de explantes, foram utilizados segmen-
tos nodai s de guaco (Mikania glomerata Spreng) coletados
de plantas mantidas in vitro. Estas plantas foram
estabelecidasin vitro, apartir de gemaslaterais coletadasde
plantasno campo, em meio M S, e posteriormente multiplica-
das sucessivamente no mesmo meio MScom 2,0 mg.L* de
BAP. Os segmentos nodais, com parte de caul e adjacente e
tamanho aproximado de 1 cm, foram inoculados em tubos
deensaio contendo 10 mL do meio M S suplementado com
BAP(0,0; 1,0; 2,0; 4,0e8,0mg.L*) em combinag&o com AlA
(0,0e1,0mg.L), 3% de sacarose, pH gjustado para5,7+ 0,1
e solidificado com 0,4% de &gar; todos os meios foram
autoclavados a 121°C, por 15 minutos. Apds ainocul agéo,
os explantes foram mantidos em salade crescimento, auma
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temperaturade 26 + 2°C, com fotoperiodo de 16 horasdeluz
eintensidade luminosaem torno de 2.000 |ux.

Ostratamentos foram distribuidos segundo um de-
lineamento inteiramente casualizado, utilizando-se um
fatorial 5x 2 (cinco concentracfes de BAP x duas dosesde
AlA), numtotal de 10 tratamentos e com 20 explantes por
tratamento. As avaliacBes foram feitas aos 60 dias, obser-
vando-se 0 nimero médio de gemas emitidas por explante,
sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey.

Enraizamento deexplantesdeguaco

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 culturaM S com diferen-
tes concentracBes dos macronutrientes (25; 50 e 100%) em
combinacdo com diferentesniveisde AlA (0,0; 0,25; 0,50 e
1,0 mg.L ). O preparo do meio de cultivo seguiu amesma
metodol ogia do experimento anterior quanto a concentra-
¢do de sacarose, pH, solidificacdo e esterilizagdo. Apos a
inoculagdo, os explantes foram mantidos em salade cresci-
mento nas mesmas condi¢des ambiental s do experimento
anterior. Foi utilizado um delineamento experimental intei-
ramente casualizado em disposicéo fatorial 4 x 3 (quatro
niveis de AIA x trés concentragdes de macronutrientes),
num total de 12 tratamentos e 20 explantes por tratamento.
Asavaliagdes do nimero de explantes com raizes, nimero
meédio de raizes por explante e o nimero médio de gemas
por explante foram feitas aos 60 dias e as médias compara-
das pelo teste de Tukey.

Resultados e Discussao

Experimento 1—Multiplicacdo do guaco

A andlisedevariancia(Tabela 1) mostraque houve
diferenca significativa no nimero médio de gemas emiti-
das por explante tanto no meio com diferentes concentra-
¢des de BAP como de AlA, porém, ndo houve diferenca
para ainteracéo entre estes dois fatores.

O aumento no nimero médio de gemas emitidas por
explante foi observado quando se acrescentou 0 BAP até
aconcentracéo de 4,0 mg.L, havendo umareducgao apar-
tir desse nivel (Figura1). Resultados similares foram ob-
servados por Barna& Wakhlu (1995). Estes autores verifi-
caram um aumento no numero de propagulos na
micropropagacdo de gréo-de-bico, ao utilizarem BAP em
concentragdes mais baixas, havendo um efeito inibidor
guando aconcentracdo foi aumentada. Conforme Lameira
etal. (1993), nocultivo invitro de Caphaelis ipecacuanha,
areducdo no nimero de gemas emitidas em concentragdes

elevadasde BAP expressao efeito inibidor das citocininas
quando sdo utilizadas em concentracBes mais altas. Em
explantes de singdnio, Schwertner & Zaffari (2003) verifi-
caram um aumento no nimero de brotagBescom 1,0 mg.L !
de BAP, havendo uma reducdo quando utilizaram as con-
centragdes de 2,5 e 4,0 mg.L . Segundo Grattapaglia &
Machado (1990), os sintomas de toxidez pel o uso excessi-
vo de citocinina sdo o grande intumescimento e falta de
alongamento das culturas, reducdo do tamanho das fo-
Ihas, encurtamento dos entrends, engrossamento excessi-
vo dos caules e vitrificacao generalizada da cultura, além
dareducdo do numero de brotos induzidos.

Tabela 1 - Andlise de variancia para o nimero médio de gemas
emitidas por explante de guaco (Mikania glomerata Spreng), em
meio M S com diferentes concentracBesde BAPede AlA (Expe-
rimento 1), e para 0 nUmero médio de novas gemas e de raizes
emitidas por explante em diferentes concentragdesdo meioMSe
de AlA (Experimento 2), aos 60 dias de cultivo in vitro.

Experimento 1
Fontede QM
varlagao G /explante
AlA 1 01,45**
BAP 4 00,20**
BAPXAIA 4 00,03*
Residuo 0 00,04
CV.(%) - 1200
Experimento 2
- - Glexplante R /explante
Meio 2 0,031 00,098™
AlA 3 0,217+* 02,24**
MeoxAIA 6 0,049* 00,16
Residuo 6 0,020 00,18
CV (%) - 1900 223

* significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; ** significativo a
1% de probabilidade pelo teste F; ns ndo significativo; G nimero médio
de gemas; R nimero médio de raizes.
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Figura 1 - Numero médio de gemas emitidas por explantes
de guaco (Mikania glomerata Spreng), aos 60 dias de cultivoin
vitro, em meio M'S com diferentes concentractes de BAP.
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No meio com 4,0 mg.L* de BAP ocorreu o maior
numero médio de brotacBes por explante (2,29), ndo ha-
vendo diferenca significativa do nimero de gemas emiti-
das nos tratamentos com 1,0 e 2,0 mg.L* de BAP (2,23 e
1,97, respectivamente) (Figural). Dessaforma, o tratamen-
to com 1,0 mg.L* de BAP pode ser indicado como o0 mais
adequado para a multiplicagdo das gemas de guaco nas
condicdes deste experimento, tornando o protocolo mais
econdmico ao reduzir o custo do meio e consequentemente
das plantas produzidas in vitro.

NaFigura?2, verifica-se que houve diferencasignifi-
cativa para o efeito do AIA naindugéo de gemas, sendo
gue na auséncia deste regulador o nimero de gemas emi-
tidas foi estatisticamente superior. Houve, portanto, in-
fluéncia negativa do AlA, conforme observado também
por Guamantica (1998) em diferentes espéciesde heliconia.
Porém, para a emissdo de gemas em pimentdo, Innecco
(1993) conseguiu os mel hores resultados com Al A nacon-
centracéode 1,0mg.L 2
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»
9

1,26b

8]
h

Gema/explante
-
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Figura 2 - Numero médio de gemas emitidas por explantes de
guaco (Mikania glomerata Spreng), aos 60 dias de cultivo in
vitro, em meio M'S com diferentes concentracdes de AlA.

Experimento 2 - Enraizamento deexplantesdeguaco

Parao nimero médio deraizes emitidas por explante
s0 houve diferenca significativa nas diferentes concentra-
¢desde AlA, enquanto que para o nimero médio de gemas
por explante, aém dosniveisde AIA, também verificou-se
diferenca significativa para a interacdo concentragdes do
meio MSx dosesde AlA (Tabelal).

Aos 60 dias, 100% dos explantes haviam emitido
raizes em todos os tratamentos. Em plantas de duas culti-
varesdegérbera, Laliberteet a. (1985) também obtiveram
100% de enraizamento utilizando diferentes concentractes
deAlA (0,00; 0,05; 0,10; 0,30; 0,50€ 1,00 mg.L %). Diferente-
mente, Murashige (1974) obteve 90% e 100% de plantas de
gérberaenraizadas em niveismaiselevadosde AIA (3,0 e
10,0 mg.L 1, respectivamente).

O niimero médio deraizes por explantefoi significa-
tivamente maior na presenca de AlA, n&o havendo dife-
renca estatistica entre as diferentes concentragoes utiliza-
das (Figura3). O nimero deraizespor explanteeaqudidade
destas raizes, que resultam em um sistema radicular bem
desenvolvido, sdo caracteristicas que certamenteirdo faci-
litar o desenvolvimento das plantas durante o processo de
aclimatizagéo.

y=-7,6727¢ + 11,878 + 4,3200

21 RE=0,7738

0 . . .
0 05 1 15

AIA, mg.L?t

Raizesexplante

Figura 3 - Numero médio de raizes emitidas por explantes de
guaco (Mikania glomerata Spreng), aos 60 dias de cultivo in
vitro, em meio M'S com diferentes concentracfes de AlA.

N&o foram observadas diferencas significativas no
nimero médio deraizes emitidas por explante nasdiferen-
tes concentragdes do meio MS. Resultados semel hantes
foram obtidos por Pierik & Segers(1989) em explantesde
gérbera. Contudo, Pereira et al. (2000), investigando a
micropropagacdo de Salix humboldtiana Hild, umaplanta
medicinal, observou um aumento no enraizamento das ge-
mas com a metade da concentracdo dos saisdo meio MS.
Em explantesde porta-enxerto devideira, Dzazio et d . (2002)
obtiveram 80% de enraizamento utilizando o meio MS na
concentracdo de 50% dos sais. Bertolucci et a. (2000) veri-
ficaram que segmentos nodais de Tournefortia cf
paniculata Cham foram afetados ndo s pel os regulado-
resde crescimento paraaindugdo e crescimento dasraizes,
mas também pela concentracdo dos sais.

Verificou-se um efeito significativo sobre o nimero
médio de gemas emitidas pel os explantes de guaco emrela-
¢do as concentragBes de Al A, sendo que a auséncia deste
proporcionou 0 maior nimero médio de gemas(3,19), dife-
rindo dos demai s tratamentos (Figura4). Resultados simi-
laresforam obtidos por Erig & Fortes (2002) com gemasde
duas cultivares de pereira submetidas a meios com vérias
concentragBes de BAP e ANA combinadas entre si, apre-
sentando diferencas significativas na sobrevivéncia e de-
senvolvimento das gemas, e essa resposta deveu-se afor-
macado de calo, seguida de escurecimento, provocado,
possivelmente, pela quantidade de auxina no meio. Smith
& Murashige (1970) sugerem que as zonas produtoras de
auxinas ndo sdo propriamente 0os meristemas e sim 0s
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primérdiosfoliares e asfolhas em expansdo, o que poderia
explicar arazéo pelo qual a auxina ndo € tao necessaria
guando as gemas sdo utilizadas para cultivo. Ribas &
Zanette (1992) citam que paraamultiplicacéo e o alonga-
mento in vitro de explantes de macieira é suficiente apenas
apresenca de citocinina.

4 -
4
3 4
g
El o
& 27
g
O 1 y = 1,6364x% - 2,6091x + 3,1045
R? = 0,8409
O T T 1
0 0,5 1 15
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Figura 4 - Niumero médio de gemas emitidas por explantes de
guaco (Mikania glomerata Spreng), aos 60 dias de cultivo in
vitro, em meio com diferentes concentragdes de AlA.

O maior nimero médio de gemas por explante foi
observado naausénciade Al1A com 50% do meio MS(3,3),
embora n&o tenha havido diferenca significativa das con-
centracBes de 25 (3,0) e 100% (2,8) dos macronutrientes
(Figura5). Esse maior nimero de gemas por explante em
meio com concentragbes mais baixasdossaisdo meioMS,
na auséncia de AlA, estdo de acordo com os resultados
obtidos por Dzazio et al. (2002) em explantes de porta-en-
xerto de videira, quando observaram que nafase de alon-
gamento e multiplicacéo séo requeridas menores concen-
tracBes dos sais. Nas diferentes concentragfes dos sais
do meio MS, quando se acrescentou 0 AlA, houve uma
reducdo no nimero médio de gemas emitidas por explante,
guefoi proporcional ao aumento daconcentracdo do AlA.

B MS 25% OMS 50% EMS 100%

<
“L
3]

3,0a

2,7ab

Gemas/explante

AIA mg.L'l

Figura 5 - NUumero médio de gemas emitidas por explantes de
guaco (Mikania glomerata Spreng), aos 60 dias de cultivo in
vitro, em diferentes concentragdes do meio MSede AlA.

Conclusdes

1.Paraamultiplicacdo de guaco in vitro, aconcentracdo de
1,0mg.L*deBAP, naausénciade AlA, ésuficiente paraa
emissdo de maior nimero médio de gemas por explante;

2.0 AlA reduz o nimero médio de brotacGes por explantee
paraaemissdo de raizes pode ser utilizada a concentra-
¢éo de 0,25 mg.L * independentemente da concentracao
domeio MS.
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