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RESUMO

Borges, Clarissa de Souza. Multiplicacdo in vitro de Carqueja-gadcha
(Baccharis riograndesis Malag. & J. E. Vidal) 2010. 46f. Dissertacéo
(Mestrado) - Programa de Pos-Graduagdo em Fisiologia Vegetal. Universidade
Federal de Pelotas,

A carqueja-galcha € uma espécie endémica do Rio Grande do Sul pouco
explorada e carece de pesquisas na area de micropropagacao. Nos Ultimos
anos, aumentou o interesse da utilizacdo da técnica de micropropagacdo em
plantas arométicas e medicinais, o que proporciona uma producdo em larga
escala. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de diferentes concentracdes
de: sacarose, sais do meio MS, nitrogénio e diferentes reguladores de
crescimento no cultivo in vitro de carqueja. Como explantes foram utilizados
segmentos nodais com duas gemas axilares, oriundos de plantas ja
estabelecidas in vitro. No 1° experimento foram testadas as diferentes
concentragbes de sacarose no meio MS (1%, 3% 5% e 7%). No 2° experimento
testou-se as variacfes das concentracdes de sais (macro e micronutrientes) do
meio MS (MS/3; MS/2; MS; 2MS). No 3° experimento foram testadas variagbes
nas concentragcdes de nitrogénio (N, N/2, N/3, N/4) no meio MS. No 42
experimento  foram avaliadas diferentes concentracbes de BAP
(Benzilaminopurina): M1 (MS); M2
(MS+0BAP+0,05GA3);M3(MS+0,10BAP+0,05GA3); M4 (MS+0,30BAP+0,05GA3
mg L ™). O pH foi ajustado para 5,8 antes da adicdo do 4gar na concentracéo
de 8 g L! e posteriormente autoclavado a 121 °C por 20 minutos. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeticbes
de cinco explantes por frasco. Foram avaliados os numeros de folhas, brotos e
calos e raizes formadas aos 15 e 30 dias de cultivo. No 1° experimento, pode-
se observar um maior nimero de folhas no meio contendo 5% de sacarose, no
periodo de 30 dias. Ja o meio MS béasico com concentracdo usual de sacarose
3% apresentou um menor numero de folhas aos 30 dias de cultivo. O maior
ndmero de brotos foi observado no meio com 1% de sacarose aos 30 dias.
Com o aumento da concentracdo houve decréscimo na producéo de brotos. No
2° experimento, verificou-se que o numero de folhas foi estimulado pelo
aumento da concentracdo de sais do meio MS, nos meios contendo 100% e
200% dos sais do meio MS; também pode-se observar um aumento da
presenca de raizes com o passar do tempo e ndo em relacdo as variacoes de
sais no meio MS. No 3° experimento, 0 numero de folhas foi maior no meio
contendo a menor concentragcdo de nitrogénio e, com o passar do tempo,
houve um aumento de numero das mesmas, 0 numero de brotacdes foi menor
na concentracdo usual de nitrogénio e aos 30 dias observou-se aumento de
brotagdes. No 4° experimento, todas as doses de BAP testadas promoveram
um aumento de brotacdes de carqueja-galcha e aos 30 dias apresentou um
maior numero de brotacdes. Nos meios com presenca de reguladores de
crescimento houve um aumento na produgcdo de calos na base do explante
com o aumento do tempo em cultivo.

Palavras-chave: micropropagacao, nitrogénio, sacarose, meio MS, BAP



ABSTRACT

Borges, Clarissa de Souza. In vitro multiplication of Carqueja-gaucha
(Baccharis riograndesis Malag. & J. E. Vidal)) 2010. 46f. Dissertation
(Master’s) - Programa de Pés-Graduagdo em Fisiologia Vegetal. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

The carqueja-gaucha is an endemic species of Rio Grande do Sul, poorly
explored and needs further research in micropropagation. In recent years,
increased interest in using the technique of micropropagation of medicinal and
aromatic plants, which provides a large-scale production. The objective was to
evaluate the effect of different concentrations of sucrose, salts of MS medium,
nitrogen and different growth regulators on in vitro cultivation of gorse. The
explants were nodal segments with two axillary buds from plants already
established in vitro. In the 1st experiment were tested with different
concentrations of sucrose in MS medium (1% 3% 5% and 7%). In the 2nd
experiment tested whether variations in concentrations of salts (macro and
micronutrients) of the MS (MS / 3, MS / 2, MS; 2MS). In the 3rd experiment
tested changes in the concentrations of nitrogen (N, N/2 N/3 N/ 4)in MS
medium. In the 4th experiment evaluated different concentrations (BAP): M1
(MS), M2 (MS +0 +0.05 GA3 BAP), M3 (MS +0.10 +0.05 GA3 BAP), M4 (MS +
BAP +0.30 GA3 0.05 mg L-1). The pH was adjusted to 5.8 before adding agar
at a concentration of 8 g L-1 and subsequently autoclaved at 121 © C for 20
minutes. The experimental design was completely randomized design with four
replicates of five explants per flask. We evaluated the numbers of leaves,
shoots and roots and callus formed at 15 and 30 days of cultivation. In a second
experiment, one can observe a greater number of leaves in a medium
containing 5% sucrose and within 30 days. But the basic MS medium with
normal concentration of sucrose 3% showed a lower number of leaves at 30
days of cultivation. The highest number of shoots was observed in medium with
1% sucrose for 30 days. With increasing concentration decrease in the
production of shoots. In the 2nd experiment, it was found that the number of
leaves was stimulated by increasing the salt concentration of MS medium,
media containing 100% and 200% of the MS culture medium, can also be
observed an increase in root presence over time and not for the variations of
salts in MS medium. In the 3rd experiment leaf number was greater in medium
containing the lowest concentration of nitrogen and over time there was an
increase in their number, the number of shoots was lower in the usual
concentration of nitrogen and 30 days was an increase of shoots. In the 4th
experiment all doses tested BAP promoted an increase in shoots of carqueja-
gaucha and 30 days showed a higher number of shoots. In the medium with
growth regulators had an increase in the production of callus at the base of the
explant with increasing time in culture.

Keywords: Baccharis, micropropagation, nitrogen, sucrose, MS medium, BAP



LISTADE TABELAS

Tabela 1- Composi¢cao do meio de cultura utilizado. Pelotas. UFPel, 2009. .....25

Tabela 2 - NUmero médio de explantes com raizes aos 15 e 30 dias de cultivo
iN Vitro. Pelotas. UFPel, 20009. ...ttt sstae e e e s ae e s s raena s 29

Tabela 3- Numero médio de folhas formadas nas diferentes variacbes de sais
do meio MS. Pelotas. UFPel, 20009. ...t 30

Tabela 4- Numero médio de folhas formadas aos 15 e 30 dias de cultivo em
meio com variacdes de concentracdes de sais. Pelotas. UFPel, 20009. ............. 30

Tabela 5 — Numero médio de explantes com presenca de raiz aos 15 e 30 dias
de cultivo. Pelotas. UFPel, 20009. ... 31

Tabela 6- Numero médio de folhas de carqueja formadas aos 15 e 30 dias de
cultivo em meio MS com diferentes concentracdes de nitrogénio. Pelotas.
UFPEI, 20009, ...ttt et e ae s te s teebeereereesentennennenneas 32



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Exemplar feminino de Baccharis riograndensis Malag. & J. E. Vidal. 15

Figura 2 - Numero médio de folhas formadas em meios de cultivo com
diferentes concentragbes de sacarose aos 15 e 30 dias de cultivo. Pelotas.
UFPEL 20009, ..ottt sttt st b et se b e s e eneesessenseseesenes 26

Figura 3 - Nomero médio de brotos formados nas diferentes concentraces de
sacarose aos 15 e 30 dias de cultivo. Pelotas. UFPel, 2009. .......cccccceevvveveennnne 27

Figura 4- Numero médio de explantes com raizes em meios com diferentes
concentracdes de sacarose. Pelotas. UFPel, 20009. .......cccccevvvieveeceseeseereene 28

Figura 5- NuUmero médio de brotos formados in vitro nas diferentes
concentracdes de nitrogénio testadas. Pelotas. UFPel, 2009............cccccovevennene. 33

Figura 6- NuUmero de brotos formados em meios MS com diferentes
concentracoes de reguladores de CreSCIMENTO. .......cccveeveeecieenieccieesieesee e 35



LISTA DE APENDICES

Apéndice A - Tabela de andlise de variancia para as variaveis nimero médio
de folhas, nimero médio de brotos e nimero médio de explantes com raiz em
carqueja submetida as diferentes concentracbes de sacarose e tempo de
cultivo. Pelotas. UFPel, 2009. ...t 45

Apéndice B - Tabela de analise de variancia para as variaveis numero meédio
de brotacbes, de folhas, de explantes com presenca de raiz e presenca de
calos formados em carqueja submetida as diferentes variacfes de sais no meio
e tempo de cultivo. Pelotas. UFPel, 2009. ... 45

Apéndice C - Tabela de analise de variancia para as variaveis numero medio
de folhas e niumero médio de brotacbes em carqueja submetida as diferentes
concentragfes de nitrogénio e tempo de cultivo. Pelotas. UFPel, 2009. ........... 46

Apéndice D - Tabela de analise de variancia para as varidveis nimero meédio
de brotacdes e numero de calos formados em carqueja submetida as diferentes
meios de cultura e tempo de cultivo. Pelotas. UFPel, 20009. .........c.ccccoevvevreennee. 46



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt eeeee s tesaesaesas e ses st sas s s aes s senss s 10
2. REVISAO DE LITERATURA ....cooteeceectsee et estese s sesse st s senss st nsnssnanes 12
2.1. Plantas MedICINGAIS .......cccceereiieiieiisie et nre s 12
2.2. O GENETIO BACCNAIIS ....ecuieiieieiiesie sttt st 12
2.2.1. Composic¢éo quimica do género Baccharis.........ccccooveinienennenenienne 13
2.2.2. A espécie Baccharis riograndensiS..........ccceveeveeveeeeseeceese e esee s 14
2.3. FOrMas de Propagacaio .........ccceeerererireeie et 16
2.3.1. Propagacan POr SEMENLES .......ccereriuereerieriesee e sieeeesreesseseesseeseeseesneeas 16
2.3. 2. ESTAQUIA ..veeiiieee et e 16
PRSI T Y/ [ Tod (o] o] (0] o 2= Yo = L= Lo ISR UPPRTRN 17
2.3.3.1. Fatores que influenciam a Multiplicag&o..........ccccceevveceeeeeinesennns 19
2.3.3.1.1. TipoS de EXPlantes ........cccccveiieiiieiie e 19
2.3.3.1.2. MEI0 A€ CUIUIA ...ocverviieriieiee et 20
2.3.3.1.3. Reguladores de CreSCIimMeNnto .......ccceeereereeieenieesieenee e 21

3. MATERIAL E METODOS .....cooouiieeeeeeeeteeeeeeeesse s tessssesassssessess s enssssssssssansssssnas 23
3.1. Experimento | - Concentrag0es de SACAr0SE.........ccooevererererereerenresiennes 23
3.2. Experimento Il - Concentragies de SaAiS.......ccvverereeereereeeeeeeseese e 24
3.3. Experimento Il - Concentragdes de NitrOgEeNI0 .........cccceeeverererieeieenerienes 24
3.4. Experimento V- Concentragdes de BAP .......ccooeiveveceevicce e 25
4, RESULTADOS E DISCUSSAOD ......ovvrieireieineiseiiesisesiseesssssssssssssssssssssssnss 26
4.1. Experimento | - ConcentragBes de SACAIOSE .......ccceveveevieerieeieesreeseeseeeeens 26
4.2. Experimento Il - Concentragdes de SAIS........cccceeierererenie e 30
4.3. Experimento Il - Concentragdes de NItrogénio ..........ccceeveeveeeieeceesieesieenns 32
4.4, Experimento IV - Concentragdes de BAP ... 34
5. CONCLUSOES ...ttt ettt sttt 36
CONS IDERA(;()ES [ AN 1 37
6. REFERENCIAS ...ttt sttt ettt snssncs 38

APEBNTICES. ...ttt b ettt e e e bbb bt et e et e ne e 45



10

1.INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais € milenar e tradicional nas diversas
sociedades humanas e vem crescendo no mercado farmacéutico (ANDRIAO et
al., 2010). O uso de produtos obtidos a partir de plantas na producdo de
cosméticos e medicamentos tem aumentado nos Ultimos anos e isso tem
estimulado grandes empresas a investirem 10% de seus recursos financeiros
em pesquisas com novas substancias de origem vegetal. Contudo, o estudo
das propriedades farmacolégicas da flora nacional é incipiente perante a nossa

biodiversidade.

Dentre as plantas nativas com propriedades farmacologicas o género
Baccharis da familia Asteraceae é muito importante como fonte de matéria-
prima para obtencdo de produtos medicinais. O género compreende Varias
espécies denominadas popularmente de carqueja e indicadas para o
tratamento de distarbios do sistema digestivo, anemia, calculos biliares,
pancreas, apresentando também atividade antibiética e anti-helmintica entre
outras (MORS et al., 2000). Segundo Abad & Bermejo (2007) as propriedades
quimicas, Oleos essenciais, contendo monotérpicos (alfa-pineno, beta-pineno,
nopineno), alcoois sesquiterpénicos (carquejol, esteres terpénicos, acetato de
carquegila), flavonas e flavononas, flavondides, cumarinas, taninos e
saponinas.

A carqueja, por ser uma planta didica, apresenta algumas dificuldades
para a producdo de mudas via sementes. Além da variabilidade genética
resultante da fecundacédo cruzada, a demora para a formacdo das mudas
(CASTRO & FERREIRA, 2000). Dentre as diferentes técnicas de cultura de
tecidos, a micropropagacdo, ou clonagem in vitro, tem sido amplamente
aplicada, pois oferece inUmeras vantagens, tais como: rapido aumento do
ndmero de plantas geneticamente idénticas e producédo de mudas o ano todo; e
também a preservacdo de recursos genéticos vegetais (ABREU, 1998;
SERAFIN, 2001).
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Além disso, técnicas como micropropagacao, culturas de calos, raizes e
suspensdo celular de plantas medicinais tém sido utilizadas visando ndo so6 a
propagacdo em larga escala de genotipos superiores, mas também a producao
de metabdlitos secundarios (CONCEICAO, 2000).

Varios exemplos de culturas de células vegetais tém sido relatados a
partir do género Baccharis, porém a maioria desses relatos refere-se
principalmente a espécie B. trimera (ABAD & BERMEJO, 2007). Para B.
riograndensis, uma espécie endémica do Rio Grande do Sul, citada em varios
trabalhos botanicos, ndo ha estudos do comportamento in vitro, da composi¢cao
quimica e de seus provaveis efeitos medicinais.

Este estudo busca avaliar a influéncia das concentracdes de sacarose,
sais do meio MS, nitrogénio e BAP no comportamento in vitro da espécie B.
riograndensis, visando a estabelecer um protocolo de micropropagacéo para

obtencdo e multiplicacdo de plantas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Plantas Medicinais

Desde as primeiras civilizacbes, qualquer vegetal que produzisse
substancias biologicamente ativas era utilizado na fitoterapia. A simples
observacdo dos recursos naturais com propriedades terapéuticas deu inicio
aos estudos e aplicagcbes mais efetivas para a populagdo, principalmente a
partir do século XVIII, com o surgimento das ciéncias agregadas (YAMAMOTO,
2006). Nos ultimos anos a demanda por medicamentos fitoterdpicos vem
crescendo mundialmente nos paises desenvolvidos, como alternativa mais
saudavel, ou menos danosa de tratamento; e nos paises em desenvolvimento,
como resultante da falta de acesso aos medicamentos farmacoquimicos
(FREITAS, 2007).

Plantas medicinais, assim como os medicamentos sintéticos, possuem
grupos de compostos farmacologicamente ativos que atuam nos organismos
vivos. O emprego terapéutico dessas plantas exige o conhecimento prévio de

seus compostos e avaliacao das potencialidades terapéuticas.

2.2. O Género Baccharis

A ordem Asterales compreende nove familias, das quais Asteraceae €
uma das mais importantes, contemplando espécies vegetais de valor medicinal
(DI STASI etal., 2002).

O género inclui mais de 500 espécies, distribuidas dos Estados Unidos a
Argentina, sendo que 90% ocorrem na América do Sul. Na regidao Sudoeste do
Brasil, existem aproximadamente 120 espécies. A grande concentracdo de
espécies no Brasil e nos Andes indica que toda essa area € o provavel centro
de origem do tAxon (BUDEL et al., 2005).

Espécies desse género sdo importantes economicamente para o
homem, pois ajudam no combate a erosdo e podem ser utilizadas como

plantas ornamentais, embora também possam se apresentar como pragas de
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dificil combate em pastagens, podendo também intoxicar o gado. Entretanto, o
destague maior estd na medicina, onde varias espécies sdo utilizadas
popularmente (CARNEIRO & FERNANDES, 1996).

Plantas dessa familia normalmente sdo arbustos perenes de 50 cm a 4
m de altura, extensivamente estudados quanto a sua composicdo quimica e
atividade bioldgica, sendo que algumas tém proporcionado o desenvolvimento
de novos farmacos, inseticidas, entre outros. Inimeros trabalhos cientificos
realizados com espécies da familia Asteraceae apresentaram o isolamento de
uma variedade de metabdlitos secundarios com destaque aos flavondides,
alocados como importantes marcadores guimiotaxondmicos
(HERMENECIANO, 2001), além de sua reconhecida importancia para a
medicina, no tratamento e prevencao de varias doencas. O género Baccharis é
uma rica fonte de 6leo essencial utilizado na industria de perfumaria (SILVA
JUNIOR, 1997).

2.2.1. Composicgao quimica do género Baccharis

Cerca de 120 espécies do género Baccharis foram estudadas
guimicamente. De modo geral, os compostos que mais se destacam sdo 0s
flavonoides, clerodanos e labdanos, embora também se tenha observado com
certa frequéncia a presenca de kauranos, triterpenos, germacreno, acidos
cumaricos, tricotecenos, sesquiterpenos e fenilpropandides. Entre as espécies
mais pesquisadas, quanto a composicdo quimica e/ou atividade bioldgica,
encontram-se B. megapotamica, B. incarum, B. trimera, B. trinervis, B.
salicifolia, B. crispa, B. coridifolia, B. dracunculifolia, B. grisebachii e B.
tricuneata (VERDI et al.,, 2005). Porém, ndo foram encontrados relatos sobre
composi¢cdo quimica da espécie B.riograndensis, provavelmente por erros de
identificacdo da espécie, sendo confundida com outras espécies do género.

Os flavondides, juntamente com os diterpenos, sdo 0s compostos de
maior ocorréncia no género Baccharis e sao descritos como bons marcadores
quimiotaxondmicos para 0s mais baixos niveis hierarquicos da familia

Asteraceae. Sao 298 ocorréncias de flavondides no género Baccharis com 109
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compostos diferentes, sendo 24 com unidade flavanona e 85 com unidade
flavona, das quais 48% se apresentam oxigenadas em C-3.

A classe dos terpenos € comumente encontrada na secdo caulopterae
(carquejas), sendo observada a ocorréncia de mono e sesquiterpenos
(constituintes de Oleos volateis), diterpenos, bem como triterpenos, incluindo
saponinas e esteroéides.

Os diterpenos sao os compostos encontrados em maior quantidade no
género Baccharis e sao representados principalmente por neo e ent-clerodanos
e, menos comum, ent-labdanos e kauranos. Contudo, apesar do grande
namero de compostos isolados e conhecidos, pouco se conhece sobre a
atividade bioldgica dessas substancias (VERDI et al., 2005).

Os triterpenos apresentam 103 ocorréncias em 48 espécies de
Baccharis, com 23 compostos diferentes sendo representados principalmente
pelo acido oleandlico, que foi encontrado em 24 espécies, e Oxido de

baccharis, encontrado em 17 espécies.

2.2.2. A espécie Baccharis riograndensis

A carqueja-galcha (B. riograndensis) (Figura 1) é uma espécie
endémica do Rio Grande do Sul que apresenta habito subarbustivo, ramos
afilos trialados, alas dos ramos vegetativos onduladas e alas dos ramos férteis
estreitas, capitulos femininos em ramos espiciformes laxos, terminais e
axilares, invllucro cilindrico (7-10 mm altura e 2-3 mm diametro), flores
femininas com apice denteado e aquénios +8-costados (HEIDEN et al., 2006).

B. riograndensis ocorre na Regido Sul do Brasil. Embora endémica com
area restrita no Rio Grande do Sul, a espécie é abundante na regido. Vive em
campos secos e pedregosos, principalmente na metade sul do Estado (em
afloramentos graniticos no bioma Pampa), e esparsamente na metade norte
(em ilhas de campo de altitude inseridas em meio ao bioma Mata Atlantica em
areas do Planalto Sul - Brasileiro) (HEIDEN, 2009).
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Figura 1- Exemplar feminino de Baccharis riograndensis Malag. & J. E. Vidal
(Asteraceae). (HEIDEN et al, 2006)

B. riograndensis assemelha-se com B. crispa quanto ao habito, aos
ramos eretos, ao invélucro campanulado do capitulo masculino e ao papilho
unisseriado nas flores masculinas e femininas. Difere de B. crispa devido aos
ramos férteis estreitamente alados (vs. ramos férteis indistintamente alados),
ramos espiciformes laterais reduzidos a capitulos solitarios (vs. ramos

espiciformes laterais completamente desenvolvidos ou com eixo reduzido



16

constituindo um glomérulo), involucro do capitulo feminino cilindrico (vs.
campanulado) e cipselas 2,5-4 mm de comprimento (vs. 1-1,5 mm) (HEIDEN,
2009). Essas espécies sdo simpatricas em alguns locais e talvez por isso
muitas vezes confundidas.

Segundo Heiden & Schneider (2008), encontra-se guase ameacada,
seguindo os critérios da IUCN (2001), devido ao incremento da pressao
antropogénica sobre os Campos Sulinos causada pelo aumento do uso da terra

e a substituicdo da vegetacdo nativa por plantacdes silviculturais.

2.3. Formas de Propagacéo

2.3.1. Propagacéao por sementes

A propagacao de plantas € realizada de duas diferentes formas: sexual e
assexual ou vegetativa. A propagacdo por sementes € um processo sexual,
pois envolve a unido do gameta masculino, grdo de pélen, com o gameta
feminino, Ovulo, para formar a semente produzindo assim variabilidade
genética (PAIVA & GOMES, 2001).

Sementes de cargueja se apresentam em tamanho diminuto e de forma
retangular, caracteristicas que praticamente impedem sua utilizacdo como

propagulo em cultivos comerciais.

2.3.2. Estaquia

Para iniciar o cultivo da carqueja é necessario definir a forma de
producdo de mudas, sendo a estaquia um processo rapido e de baixo custo,
que permite a manutencdo das caracteristicas de interesse agronémico e
farmacolégico nas mudas produzidas, evitando a mistura de espécies e
gendétipos ndo interessantes, por se tratar de uma forma de propagacao
assexuada (DE BONA et al., 2004)
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A propagacédo vegetativa de Baccharis trimera por meio de estaca de
ramos € Vidvel, pois as estacas apresentam elevado percentual de
enraizamento, em média acima de 90%, sem influéncia do local de origem da
estaca (regido apical, mediana ou basal do ramo) e de diferentes substratos
(De BONA et al.,, 2005). Dessa forma, uma vez selecionados clones com
elevado potencial medicinal, a multiplicacdo clonal ndo é entrave para
exploracao agricola.

Embora Castro e Ferreira (2001) recomendem a estaquia como forma de
propagacédo de Baccharis, a capacidade de rizogénese em estacas de carqueja
é varidvel entre as espécies. Por exemplo, De Bona et al. (2004) concluiram
gue a espécie B trimera apresentou maior percentual de enraizamento (100%)
enquanto as espécies B. stenocephala e B. articulata apresentaram 50 e 30%
respectivamente.

Estacas de carqueja apresentam facil enraizamento, mas o crescimento
da muda precisa ser melhor estudado, para obtencdo de mudas de maior vigor
e, consequentemente, de melhor sobrevivéncia a campo apos o plantio (BIASI
e DE BONA, 2000; DE BONA et al., 2005).

Porém, outro fator que pode interferir na capacidade de enraizamento de
estacas de carqueja é o sexo da planta. Tratando-se de uma espécie didica,
plantas masculinas e femininas tém ecofisiologia distinta para a preservacao da
espécie e, portanto, podem apresentar respostas diferentes em relagcdo a

facilidade a rizogénese.

2.3.3. Micropropagacao

A necessidade da conservacao deste germoplasma endémico e estudos
de pesquisa basica sobre suas propriedades farmacoldgicas e econémicas sao
prementes, podendo ser realizados através de técnicas de cultura de tecidos
COmMo a micropropagacao.

A micropropagacao permite um trabalho de forma continua ao longo do

ano, o que agiliza a propagacdo comparando com meétodos convencionais
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(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998), além de fornecer matéria-prima para
analises quimicas.

Estudos de micropropagacdo em Baccharis sdo muito escassos, porém
em B.tridentada permitiram constatar que esta técnica se mostrou bastante
eficiente na obtencdo de plantas homogéneas sem adicdo de reguladores de
crescimento (KAJIKI, 2006).

Na micropropagacao, 6rgaos e tecidos de plantas sao introduzidos in
vitro, estabelecidos e mantidos em culturas assépticas para regenerar novas
plantas (HARTMANN et al., 2002). Os meios nutritivos fornecem substancias
essenciais para o crescimento dos tecidos cultivados e também participam do
controle do padrao de desenvolvimento in vitro (CALDAS et al., 1998).

A micropropagacao difere da propagacéo tradicional nos componentes
bioldbgicos de cada etapa, pois sdo separados dentro de estagios
(estabelecimento dos explantes in vitro, multiplicacdo, alongamento e
enraizamento), aumentando assim o controle de cada aspecto da regeneracéo
e dos processos de desenvolvimento. As etapas podem ser manipuladas pela
selecéo de explantes e controle do desenvolvimento da cultura (HARTMANN et
al., 2002).

As técnicas in vitro requerem pequeno espacgo para manter ou para
aumentar o nimero de plantas e podem produzir plantas livres de patdgenos
como virus. Além disso, as taxas de propagacdo sdo maiores e, em pouco
tempo, pode-se produzir clones de plantas que apresentam dificuldades de
propagacao via macropropagacao. Outra vantagem dessa técnica é a producao
das mudas, independente da época do ano (GEORGE, 1993).

A primeira fase de um protocolo de regeneracao de plantas a partir de
explantes € a selecdo do material de onde serdo retirados o0s explantes,
levando em consideracao critérios como: taxa de crescimento e conservacao
das caracteristicas da espécie (MATEO-SAGASTA, 1990). Essa fase também
inclui o estabelecimento de culturas assépticas, que ocorre por meio da
desinfestacdo dos explantes (TORRES et al., 1998).

A segunda fase refere-se a producdo de propagulos, ou seja, a
multiplicacdo de brotos axilares ou adventicios, de embrides somaticos ou de

orgéos. Propagulos produzidos nessa fase, especialmente brotos, podem ser
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utilizados em ciclos de multiplicacdo para aumentar o seu numero (GEORGE,
1993). A terceira fase compreende a transferéncia das partes aéreas
produzidas para um meio de enraizamento e subsequente transplantio das
plantas obtidas para substrato ou solo na ultima fase, a de aclimatacao
(TORRES etal., 1998).

2.3.3.1. Fatores que influenciam a Multiplicagcé&o

Em estudos realizados com diferentes espécies, tem sido constatado
gue sdao varios os fatores que influenciam no comportamento da cultura in vitro,
como fatores bioldgicos (tipo e condicao fisiolégica do explante, caracteristicas
genéticas e outros), fatores quimicos (composicdo do meio de cultura, pH,
composicdo do ar durante o processo de crescimento, reguladores de
crescimento e outros) e fatores fisicos, como temperatura, luminosidade,
fotoperiodo e outros (ANDRADE, 1998).

2.3.3.1.1. Tipos de Explantes

Para a selecdo dos explantes, deve-se considerar alguns aspectos, tais
como: a finalidade da micropropagacdo e o nivel de diferenciacdo do tecido
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Dependendo do explante utilizado e da
sua manipulacdo, a micropropagacado pode ser conduzida por meio de
multiplicacdo de gemas axilares, de gemas adventicias por organogénese
direta ou indireta, e por embriogénese somatica direta ou indireta (GEORGE,
1993).

O tipo de explante utilizado no sistema de micropropagacédo €
importante, pois determina a rapidez e eficiéncia do processo. Os explantes
mais indicados na propagacao clonal in vitro sdo apices caulinares, gemas
axilares e meristemas, pois possuem determinagdo para 0 crescimento
vegetativo e, satisfeitas as necessidades nutricionais, irdo se desenvolver
naturalmente em plantas inteiras (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).
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2.3.3.1.2. Meio de cultura

Os meios nutritivos utilizados para a cultura de tecidos fornecem as
substancias essenciais para o crescimento dos tecidos e controlam, em grande
parte, o padrdo de desenvolvimento in vitro. As mesmas vias bioquimicas e
metabdlicas basicas, que funcionam nas plantas, sdo conservadas nas células
cultivadas, embora alguns processos, como fotossintese, possam ser
inativados pelas condicdes de cultivo e pelo estado de diferenciacdo das
células (CALDAS etal., 1998).

Uma grande variedade de meios de cultura vem sendo utilizada para
diferentes espécies. Geralmente, 0os meios consistem em uma mistura
balanceada de macronutrientes, micronutrientes, carboidratos, fontes organicas
de nitrogénio, vitaminas e reguladores de crescimento (GAMBORG & SHYLUK,
1981).

A &gua é o componente de maior quantidade no meio. E uma fonte
potencial de impurezas que podem afetar o crescimento de tecidos in vitro. A
agua destilada e deionizada, ou bi-destilada, normalmente é suficientemente
pura para uso nos meios. No entanto, dependendo da fonte da agua de
laboratério, podem ser encontrados contaminantes organicos volateis, que
permanecem apos a destilacdo e inibem o crescimento das culturas (CALDAS
etal., 1998).

Os macronutrientes sado elementos exigidos em maiores quantidades
para o crescimento de plantas inteiras e sdo incluidos nos meios nutritivos na
forma de sais inorganicos. Sao eles: nitrogénio, fésforo, potéssio, célcio,
magnésio e enxofre. Os micronutrientes incluem todos aqueles elementos
minerais aceitos atualmente como essenciais para plantas clorofiladas
(manganés, zinco, boro, cobre, cloro, ferro e molibdénio), além do cobalto e
iodo (CALDAS etal., 1998).

As células, tecidos e plantulas cultivadas in vitro ndo encontram
condicBes adequadas de iluminacdo e concentracdo de CO; e, as vezes, nao
apresentam teores de clorofila suficiente para realizar fotossintese que

sustenta o crescimento. Portanto, a sacarose é o carboidrato mais utilizado nos
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meios nutritivos, sendo que esse acgUcar suporta as mais altas taxas de
crescimento na maioria das espécies. A concentracdo de sacarose também é
um fator importante para obter crescimento 6timo, dependendo do e xplante
(CALDAS et al, 1998). Culturas de embrides nos estagios iniciais de
desenvolvimento necessitam de concentracdes elevadas de sacarose (12-
18%), e altas concentragBes também estimulam a formacdo de embrides em
cultura de anteras de fumo (SHARP et al., 1971). A concentracdo de sacarose
mais usada é 3%. Outros compostos organicos, além de carboidratos, foram
testados como fonte de carbono, normalmente com pouco sucesso.

Os primeiros estudos com cultura de raizes definiram a mistura basica
de vitaminas utilizadas até hoje. Essa mistura consiste de tiamina (vitamina B;),
acido nicotinico (niacina) e piridoxina (vitamina Bg), a qual normalmente se

adiciona o aminodcido glicina (CALDAS et al., 1998).

2.3.3.1.3. Reguladores de Crescimento

O objetivo principal dos reguladores de crescimento é o de suprir
possiveis deficiéncias nos teores endodgenos de hormdnio nos explantes
isolados, além disso, visa a estimular certas respostas como a multiplicacdo da
parte aérea ou a formacdo de raizes adventicias (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998).

Dentre os reguladores de crescimento mais utilizados na cultura de
tecidos e que desempenham importante papel na regeneracédo de plantas em
varias espécies vegetais estdo as citocininas e as auxinas. A disponibilidade e
a interacdo desses dois fitorreguladores podem modular a formagéo de raiz e
parte aérea. Em explantes de algumas espécies lenhosas, que apresentam um
crescimento monopoidial natural e, muitas vezes, nao ramificam
suficientemente  in vitro, a utlizacdo de citocinina torna-se um fator
determinante na inducédo de brota¢gBes. Na multiplicacdo de espécies lenhosas,
a maior parte dos trabalhos desenvolvidos inclui a adicdo de fitorreguladores.

Além das auxinas e citocininas, também as giberilinas sao utilizadas na

cultura de tecidos de plantas. Dentre as diversas giberilinas, o GA3 é o que tem
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sido utilizado com maior frequéncia. O mais conhecido efeito desse horménio,
o alongamento de partes aéreas, pode ser explorado in vitro, quando as partes
aéreas produzidas ndo estdo em condicbes de ser individualizadas para o
enraizamento (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). A adicdo de GA3
também reverte parcialmente o efeito depressivo das citocininas sobre a
proliferacéo de raizes (HU & WANG, 1983).
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3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Genética do
Departamento de Zoologia e Genética do Instituto de Biologia da Universidade
Federal de Pelotas. Foram utlizadas como fonte de explantes plantas
germinadas in vitro a partir de sementes de plantas adultas de Baccharis

riograndensis e mantidas em meio MS.

3.1. Experimento | - Concentragcdes de sacarose

O meio de cultura utilizado foi o MS (Murashige & Skoog, 1962),
acrescido de 100mg L™ de mio-inositol, solidificado com 8 g L™ de &gar e
diferentes concentracées de sacarose (10, 30, 50 e 70 g L™%). O pH foi ajustado
para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C e 1 atm por 20 minutos.

Os meios de cultura foram distribuidos em frascos de vidro com
capacidade de 250 mL (30 mL/frasco) e entdo procedeu-e a inoculacdo de
segmentos nodais com duas gemas axilares. Posteriormente a inoculacdo, os
explantes foram transferidos para sala de crescimento a 25 * 2°C, intensidade
luminosa de 35 umol m? s %, fornecida por lampadas fluorescentes de 20W
(Osram® ) e fotoperiodo de 16 horas diarias, permanecendo nessas condicdes
por 30 dias. Tais condigbes foram semelhantes para o0s experimentos
subsequentes.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
bifatorial 4 x 2 (10, 30, 50 e 70 g L de sacarose e 15 e 30 dias), com cinco
repeticbes por tratamento e cinco explantes por frasco.

A avaliacdo realizada constou de observacdo do numero de folhas e
brotos formados e presenca de calo e raiz. Os resultados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia e as médias foram comparadas utilizando o
teste de Duncan com auxilio do software estatistico SANEST (ZONTA e

MACHADO, 1984). Os dados, expressos em meédia, foram transformados
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segundo raiz quadrada (x +0,5). Como forma de desdobrar os efeitos da

interacdo dos fatores efetuou-se a andlise de regresséo polinomial.

3.2. Experimento Il - Concentragdes de sais

Os meios de cultivo utilizados foram constituidos pela variagdo nas
concentracdes de sais do meio MS, acrescidos de 100mg L™ de mio-inositol,
30 g L de sacarose e solidificado com 8 g L™ de agar. As variagbes nas
concentracfes de sais foram assim constituidas: concentracdo original (MS);
reducéo de 33% da concentracéo original (proporcao de 1/3); reducao de 50%
(proporcao de 1/2); e aumento dos sais em 100% em relagdo a concentracao
original (proporcdo de 2/1). As condigbes de autoclavagem e cultivo dos
explantes foram similares as descritas no item anterior.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
bifatorial de quatro concentragcdes de sais do MS e dois intervalos de tempo (15
e 30 dias). Foram utilizadas quatro repeticoes por tratamento e cinco explantes
por frasco. A avaliacdo foi realizada observando-se o numero de brotos e
folhas, presenca de raiz e formacédo de calos. Os resultados obtidos foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de

Duncan, ao nivel de 1% de probabilidade de erro.

3.3. Experimento Il - Concentracdes de nitrogénio

Neste experimento o meio de cultura basico utilizado foi constituido dos
sais minerais do MS, acrescidos de 100mg L de mio-inositol, 30 g L™ de
sacarose e solidificado com 8 g L' de Agar, modificando-se as concentracées
de nitrogénio (NO3; e NH,) de acordo com o tratamento (100; 50; 33,3 e 25 %).
As condicdes de autoclavagem e cultivo dos explantes foram similares as
descritas no item anterior.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema

bifatorial de quatro concentragdes de nitrogénio e dois intervalos de tempo (15
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e 30 dias). Foram utilizadas cinco repeticbes por tratamento e cinco explantes
por frasco.

A avaliacdo foi realizada observando-se o numero de folhas e brotos
formados. Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Duncan, ao nivel de 1% de probabilidade de

erro.

3.4. Experimento IV- Concentragdes de BAP

Para a determinacdo dos efeitos da citocinina BAP na multiplicacéo in
vitro, 0 meio de cultura bésico utilizado foi o MS suplementado com 30g L™ de
sacarose, 8g L' de &gar, variando as concentracées de BAP (Tabela 1) e

adicionando-se 0,05 mg L™ 4cido giberélico (GA).

Tabela 1- Composi¢cao do meio de cultura utilizado Pelotas. UFPel, 2009.

Meio Composicao

M1 MS+ OBAP + 0 GAs3

M2 MS + OBAP +0,05GAz mg L™
M3 MS + 0,10BAP + 0,05GA3; mg L™
M4 MS + 0,30BAP + 0,05GA; mg L™

Os demais procedimentos sdo idénticos aos citados no experimento
anterior.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
bifatorial de quatro concentracdes de BAP e dois intervalos de tempo (15 e 30
dias). Foram utilizadas quatro repeticdes por tratamento e cinco explantes por
frascos.

A avaliacdo foi realizada observando-se o numero de brotos e calos
formados. Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Duncan, ao nivel de 1% de probabilidade de

erro.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Experimento | - Concentracdes de sacarose

O numero médio de folhas formadas e de brotos produzidos foi afetado
significativamente pela interacdo de efeito da concentracdo de sacarose no
meio e o periodo de permanéncia em cultivo (Apéndice A).

Pode-se observar um maior numero de folhas (5,9) no meio contendo
50 g L™ de sacarose e com 30 dias de cultivo (Figura 2). J& 0 meio MS bésico
com concentracdo usual de sacarose 30 g L™ apresentou um menor nimero de
folhas (3,01) aos 30 dias de cultivo, mas ndo apresentou diferenca estatistica
significativa (ns). Porém, aos 15 dias de cultivo, os meios com 30 e 50 g L*
nao diferiram entre si e estes foram 0s meios que produziram maior nimero de

folhas (2,21 e 2,33) respectivamente (Figura 2).
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Figura 2 — Numero médio de folhas formadas em meios de cultivo com
diferentes concentracbes de sacarose aos 15 e 30 dias de cultivo. Pelotas.
UFPel, 2009.

Devido a escassez de literatura sobre micropropagacdo em carqueja,

utilizou-se outras espécies herbaceas ou medicinais para discutir os efeitos in

vitro.
Os resultados obtidos foram similares aos observados por Oliveira et

al. (1996) que relatam um aumento no nimero de folhas em crisantemo em
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meio MS com 60 g L™ de sacarose em relagdo a concentracdo usual, bem
como aos obtidos por Nicoloso et al. (2003), onde a elevacdo da concentracéo
de sacarose de 30 para 60 g.L™* promoveu maior producdo de biomassa em
ginseng brasileiro cultivado in vitro. Diferentemente daqueles observados por
Ribeiro et al (2007) em erva cidreira; e Bandeira et al.(2007) em tomilho, onde
obtiveram um maior nimero de folhas na concentracdo usual de sacarose do
meio MS.

Os niveis de sacarose no meio de cultivo influenciam varios processos
metabdlicos afetando diretamente o crescimento e a diferenciacdo dos tecidos,
porém as concentracdes podem variar de acordo com a espécie. Nagao,
Pasqual e Ramos (1994) relatam que as exigéncias nutricionais em condi¢cdes
in vitro variam de espécie para espécie, de variedade para variedade e até
mesmo dentro da prépria planta, necessitando, assim, otimizar os meios de
cultura.

Em contrapartida ao nimero médio de folhas, observou-se maior
ndmero de brotos (3,14) com 10 g L™ de sacarose aos 30 dias (Figura 3),
sendo que com 0 aumento da concentracdo houve decréscimo na producao de
brotos. Tal comportamento observado pode ter sido devido aos explantes de B.
riograndensis serem oriundo de plantas ja estabelecidas em meio contendo a

guantidade de carboidrato requerida para essa espécie.
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Figura 3 — Numero médio de brotos formados nas diferentes concentracdes de
sacarose aos 15 e 30 dias de cultivo. Pelotas. UFPel, 2009.
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Segundo Grattapaglia e Machado, (1998) concentracdes de 20 a 40 g
L' de sacarose sdo mais usuais para o crescimento e a multiplicacdo in vitro.
Abaixo desta faixa, pode ocorrer clorose e, acima, pode-se incorrer em
excessivo potencial osmaotico do meio, possibilitando deterioracdo das culturas
(RIBEIRO et al., 2009), diferente dos resultados observados neste trabalho.

Para a presenca de raiz, houve diferenca significativa para a
concentracdo de sacarose e para os tempos de avaliacbes utilizados (p<0,05),
onde os explantes em meio com 10 g.L™' de sacarose durante 30 dias de

cultivo apresentaram um maior nimero de raiz (Figura 4).
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Figura 4 — Numero médio de explantes com raizes em meios com diferentes
concentracOes de sacarose. Pelotas. UFPel, 2009.

Em estudos com crisdntemo observou-se maior enraizamento Nnos meios
contendo sacarose acima de 30 g L™ (OLIVEIRA et al., 1996); 0 mesmo ndo
ocorreu ao observar-se a espécie de carqueja em estudo, que requer menores
concentracOes de sacarose para emissao de raizes

Esses dados se ajustam as afirmacdes de George e Sherrington (1984),
citados por Oliveira (1994) e Guimaraes et al. (1999), os quais relatam que

concentragdes elevadas de sacarose podem inibir a formagéo de raizes in vitro.
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Tabela 2 - NUmero médio de explantes com raizes aos 15 e 30 dias de cultivo
in vitro. Pelotas. UFPel, 2009.

Tempo (dias) Presenca de Raiz
15 0,77 A
30 0,28 B

*Médias seguidas de letras mailsculas nas colunas diferem significativamente ao nivel
de 5% pelo teste de Duncan.

Em relacdo ao tempo de cultivo, pode-se observar uma redugdo na
presenca de raiz aos 30 dias de cultivo decorrente da perda de explantes
devido a contaminagdo com o aumento de tempo in vitro (tabela 2).

Andrade (1998) em seus trabalhos relata que, na fase de enraizamento,
a reducao da concentracado de sacarose no meio de cultura vem sendo citada
como benéfica na melhoria da qualidade do sistema radicular, bem como na
sobrevivéncia de plantulas transplantadas.

Em trabalhos com tomilho, pode observar que os dados
correspondentes ao desenvolvimento da parte aérea, altura, nimero de gemas
e folhas apresentaram melhores resultados com a concentracdo usual de
sacarose (30 g L™). Médias menores para essas variaveis foram observadas
com as concentracfes maiores de sacarose em qualquer sistema de vedacao
Bandeira (2007). Esse fato pode estar relacionado a diminuicdo da capacidade
fotoautotrofica das plantas cultivadas com concentragcdes maiores de sacarose,
0 que afetaria o desenvolvimento da parte aérea das mesmas. A atividade da
enzima fixadora de carbono RubPcase, nas folhas de certas espécies in vitro, €
significativamente prejudicada pela sacarose exégena do meio de cultura e,
conforme Langford e Wainwright (1986), a absorcdo de CO, pode ser
incrementada por meio da reducdo gradativa de sacarose nos sucessivos

subcultivos.
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4.2. Experimento Il - Concentragdes de sais

Pode-se observar, na Tabela 3, que conforme aumentadas as
concentracfes dos sais do meio MS no meio de multiplicacdo ocorreu um
aumento na producdo de folhas; porém estatisticamente ndo houve diferenca
entre os meios com 50, 100 e 200% da concentracdo dos sais. Observou-se
também que a reducdo a 33% ou 50% bem como o dobro ndo diferiram
estatisticamente entre si. Nesse caso, a concentracado padrdo de sais do MS
diferiu estatisticamente apenas da reducdo a um terco onde houve diminuicao

no nimero médio de folhas (p< 0,01) (apéndice B).

Tabela 3- Numero médio de folhas formadas nas diferentes variacdes de sais
do meio MS. Pelotas. UFPel, 2009.

Sais do MS Numero de Folhas
33% 094D
50% 1,33 ab
100% 2,03 a
200% 2,25 ab

*Médias seguidas pela letras de mindsculas nas linhas diferem significativamente ao
nivel de 1% pelo teste de Duncan.

Como esperado, houve um aumento no numero de folhas em relacdo
ao tempo de cultivo (Tabela 4), onde aos 30 dias a média de folhas produzidas
era de 2,97 (p<0,01).

Tabela 4- Numero médio de folhas formadas aos 15 e 30 dias de cultivo em
meio com variagdes de concentracdes de sais. Pelotas. UFPel, 2009.

Tempo (dias) Numero de Folhas
15 0,58Db
30 297a

*Médias seguidas pela letras minUsculas nas linhas diferem significativamente ao nivel
de 1% pelo teste de Duncan.
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Varios autores tém relatado a possibilidade de reduzir a concentracéo de
sais do meio MS para diversas espécies, visando ao melhor desenvolvimento
das plantas e reducdo nos custos. Porém, assim como Ferreira et al. (2002),
trabalhando com cupuacu, a carqueja € uma espécie que necessita de uma
maior concentracdo de sais na fase de inducéo da parte aérea.

Em trabalho com amoreira-preta, os autores observaram que o0 nimero
de folhas foi estimulado pelo aumento da concentracdo de sais do meio MS,
que quanto maior a concentracdo de sais do meio basico MS maior 0 nimero
de folhas, corroborando com os resultados encontrados neste trabalho (VILLA
etal., 2005).

J& para as variaveis niumero de brotos e presenca de calo ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os meios (p>0,01). Com relacdo a
presenca de raiz, observou-se diferenca significativa apenas entre os intervalos
de tempo de permanéncia em cultivo (p<0,05), onde constatou-se maior
presenca de raizes aos 30 dias de cultivo. (Tabela 5).

Os resultados observados neste trabalho diferem daqueles descritos
por Paiva et al. (1997) quando utilizaram 50% dos sais do meio MS e obtiveram
um bom desenvolvimento in vitro de gloxinia, pois ndo houve variacdo em
relacdo as concentracdes de sais testadas. Concentracdes de sais no meio
basico MS, reduzidas a 50%, 33% ou 25%, também possibilitaram melhor
enraizamento in vitro de amoreira-preta, cultivar ‘Caiguangue’ (DANTAS et al.,
2000).

Tabela 5 — Numero médio de explantes com presenca de raiz aos 15 e 30 dias
de cultivo. Pelotas. UFPel, 2009.

Tempo (dias) Presenca de Raiz
15 0,36 B
30 0,59 A

*Meédias seguidas pelas letras mailsculas nas colunas diferem significativamente ao
nivel de 5% pelo teste de Duncan.
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4.3. Experimento Il - Concentragdes de nitrogénio

Segundo Sabino Donato et al. (1999), a importancia do nitrogénio para o
crescimento e morfogénese de tecidos cultivados in vitro tem sido bem
estabelecida. Porém, a otimizacdo da disponibilidade e a forma quimica do
nitrogénio no meio de cultura é de extrema importancia, pois pode apresentar
variacOes conforme a cultura.

Neste trabalho observou-se que o nimero médio de folhas foi maior no meio
contendo a menor concentracdo de nitrogénio (Tabela 6), sendo que na
primeira avaliagdo aos 15 dias ndo houve producdo de parte aérea, mas como
esperado houve um aumento de nimero das mesmas com o tempo em cultivo
(p<0,05) - resultados similares aos obtidos para cana-de-acUcar por Sabino
Donato et al. (1999).

Tabela 6- NUumero médio de folhas de carqueja-galcha formadas aos 15 e 30
dias de cultivo em meio MS com diferentes concentracées de nitrogénio.
Pelotas. UFPel, 2009.

Ndmero de Folhas
15 dias 30 dias

Concentracao de Nitrogénio

100% 0,00aA 0,00acC
50% 0,00aA 0,36aBC
25% 000bA 1,12aA
33% 0,00bA 0,90aAB

*Médias seguidas letras minusculas nas linhas diferem estatisticamente ao nivel de
1% pelo teste de Duncan e médias seguidas por letras distintas, mindscula nas linhas
e mailsculas nas colunas, diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste de Duncan.

Para a varidvel brotacdo (Figura 5) pode-se verificar que o numero
médio de brotacBes por explante variou pela modificacdo das concentracfes de
N em relacdo as demais (p<0,01) (apéndice C), sendo que ndo houve diferenca

significativa entre as concentracdes modificadas.
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Figura 5 — Numero médio de brotos formados in vitro nas diferentes
concentracfes de nitrogénio testadas. Pelotas. UFPel, 2009.

Com relagdo ao tempo em cultivo, também foi verificado um aumento no
namero médio de brotos dos 30 dias de cultivo. A média de brotos formados
aos 15 e 30 dias foram respectivamente 1,21 e 1,76, cujos resultados diferiram

estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p<0,01) (Tabela7).

Tabela 7- NUmero médio de brotos formados aos 15 e 30 dias de cultivo in
vitro. Pelotas. UFPel, 2009.

Tempo (dias) Numero de Brotos
15 1,21b
30 1,76 a

Médias seguidas pelas letras mindsculas nas colunas diferem significativamente ao
nivel de 1% pelo teste de Duncan.

Estes resultados foram semelhantes aos encontrados por Russowski &
Nicolosso (2003), testando o comportamento in vitro de gingseng brasileiro,
onde nao obtiveram nenhuma diferenca na variavel nimero de brotos.

De acordo com George e Sherrington (1984), o desenvolvimento e a
morfogénese em cultura de tecidos sédo, acentuadamente, influenciados pela
disponibilidade de nitrogénio e pela forma como o0 mesmo é fornecido. Segundo
Sakuta et al. (1987), altas concentracGes de aménio (NH4 *) e nitrato (NOz )
podem ser criticas no processo de morfogénese e crescimento dos explantes.

Provavelmente, esses resultados estdo relacionados com a propria funcéo
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metabdlica do nitrogénio, como constituinte de aminoacidos, enzimas e
proteinas.

Avila et al. (1998), analisando as respostas de trés cultivares de batata
(Solanum tuberosum) a concentracdo e fontes de N, constataram que o
numero de segmentos nodais, o comprimento das brotacbes e a biomassa
aumentaram na cv. “Spunta” quando a concentracdo de N foi diminuida a
metade, fato que os autores atribuiram ao aumento da eficiéncia do uso do

carbono, resultados similares ao deste trabalho para carqueja.

4.4. Experimento IV - ConcentracOes de BAP

Um dos meios de cultura mais utilizado na micropropagacdo € o meio
MS adicionado de alguns reguladores de crescimento para promover a
formacdo de brotos. Neste trabalho, utilizou-se uma citocinina (BAP) nas
contracdes de 0,10 e 0,30 mg/L™ e &cido giberélico (GAs) na concentracdo de
0,05 mg/L!, a qual a adicdo de 0,10 mg/L™* de BAP no meio de cultura (M3)
determinou uma maior producdo de brotos de carqueja-gaucha, porém nao
diferiu significativamente de M2 2 M4 (Figura 6).

Segundo Grattapaglia & Machado (1998), o BAP tem sido eficaz para
promover a multiplicacdo em diversas espécies e parece ser responsavel pela
multiplicacdo de partes aéreas e inducdo de gemas adventicias, além de ser a
citocinina mais barata de todas. Porém, seu excesso é toxico e caracteriza-se,
principalmente, pela falta de alongamento das culturas, pela reducdo no
tamanho das folhas, pelo encurtamento dos entrends, pelo engrossamento
exagerado dos caules e pela hiperhidricidade generalizada, o que leva a
problemas na fase de enraizamento.

Andrade et al. (2001) trabalhando com Eucalyptus grandis pode verificar
que o aumento do numero de brotacdes, por tratamento, foi inversamente
proporcional ao aumento da concentracdo de BAP, o que evidencia que as
concentragbes mais elevadas dessa citocinina foram inibitdrias para o
processo de multiplicacdo de eucalipto. O mesmo ndo se pode observar

trabalhando com carqueja-gaucha, onde o meio contendo menor
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concentracdo de BAP (M3) promoveu um aumento do nimero de brotacao,
porém este aumento ndo diferiu estatisticamente (p<0,01) (apéndice D) dos
meios com concentracdo mais elevada desta citocinina (M4), como também
do meio sem adi¢cdo de BAP (M2). Com relacdo ao tempo de periodo de 30
dias apresentou um maior nimero de brotac6es como esperado.

Cordeiro et al. (2004) trabalhando com Schizolobium amazonicum Huber
ex Ducke, uma espécie florestal, pode observar um aumento linear no nimero
de brotos produzidos por explante a medida que aumentou a concentragdo de
BAP no meio de cultivo. Resultados diferentes dos que podemos observar na
espécie de carqueja em estudo, na qual 0 meio contendo a concentracao de
0,10 mg/L™* BAP (M3) ndo diferiu do meio contendo 0,30 mg/L™* (M4), como
também néo diferiu do meio contendo 0 mg/L* BAP com acréscimo de 0,05
mg/L* GA3 (M2), diferindo apenas do meio basico MS sem adicdo de
reguladores de crescimento (M1). Sendo B. riograndensis uma espécie nunca
estudada em cultura de tecidos, ela requer mais estudos para saber como
essa citocinina se comporta.

Segundo Carvalho et al. (1999), na cultura de tecidos as citocininas tém
sido apontadas como causadoras do inicio de brotacbes em muitos explantes,
pois a maioria deles nao sintetizam in vitro citocininas suficiente para permitir

um crescimento continuo.

8 8 ab
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Figura 6 - Numero de brotos formados em meios MS com diferentes
concentracdes de reguladores de crescimento.

Observa-se também uma diferenca significativa entre o numero médio
de brotos formados aos 15 e 30 dias, sendo a média de 4,27 e 5,72

respectivamente.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste experimento permitem concluir que para a
carqueja gaucha a reducdo da sacarose a 10% determina aumento na
producdo de brotos, bem como reducdo de nitrogénio até 25% e a adicdo de
0,10BAP + 0,05GA3z mg L™

As variacbes nas concentracbes de sais ndo causaram diferencas na

producédo de brotos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho visa a contribuir para os estudos de propagacéao in vitro de
Baccharis, em especial da espécie riograndensis, sobre a qual poucos estudos
tém sido realizados. As condi¢cdes de cultivo in vitro determinadas neste
trabalho servirdo de ponto de partida para novos experimentos com essa

espécie endémica de carqueja.
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Apéndices

Apéndice A - Tabela de analise de variancia para as variaveis niumero médio
de folhas, numero médio de brotos e nimero médio de explantes com raiz em
carqueja submetida as diferentes concentracdes de sacarose e tempo de
cultivo. Pelotas. UFPel, 2009.

Quadrado Médio

Causas da G. L.

Variag&o Nulgﬁ]rgsde Nug:gtrgsde Pressgi(;a de
Tempo 1 7,66** 0,126"° 0,593*

Sacarose 3 0,873** 0,133"° 0,349*

Tempo X

Sac a'? ose 3 0,353** 0,177* 0,181"°

Residuo 32 0,041 0,059 0,100
Média Geral(%) 1,693 1,537 1,007

C.V.(%) 12,029 15,923 31,430

* e ** significativos aos niveis de 5 e 1% de probabilidade respectivamente.
NS nao significativo

Apéndice B — Tabela de andlise de variancia para as variaveis numero médio
de brotagOes, de folhas, de explantes com presenca de raiz e presenca de
calos formados em carqueja submetida as diferentes variagcdes de sais no meio
e tempo de cultivo. Pelotas. UFPel, 2009.

Quadrado Médio

Causas da G.L Numero de Numero de Presencade Presencade
Variagcao T Folhas Brotos Raiz calo
Meio de
Cultura 3 0,449** 0,053ns 0,065ns 0,008ns
Tempo 1 6,784** 0,036ns 0,19* 0,00ns
Meio de
Cultura X 3 0,089ns 0,030ns 0,031ns 0,00ns
Tempo
Residuo 32 0,077 0,072 0,021 0,004
Média
Geral (%) 1,451 1,514 0,988 0,721
C.V.(%) 19,207 17,820 14,817 9,168

* e ** significativos aos niveis de 5 e 1% de probabilidade respectivamente.
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Apéndice C — Tabela de analise de variancia para as variaveis numero médio
de folhas e nimero médio de brotacbes em carqueja submetida as diferentes
concentracdes de nitrogénio e tempo de cultivo. Pelotas. UFPel, 20009.

Quadrado Médio

Causas da Variagao G.L. NUumero de Folhas NUumero de Brotos
Nitrogénio 3 0,165* 2,229**
Tempo 1 1,005** 0,380*
Nitrogénio X Tempo 3 0,165* 0.0715 ns
Residuo 32 0,057 0,084
Média Geral (%) 0,875 1,407
C.V.(%) 27,607 20,636

* @ ** sjgnificativos aos niveis de 5 e 1% de probabilidade respectivamente.

Apéndice D - Tabela de andlise de variancia para as variaveis niumero médio
de brotacdes e numero de calos formados em carqueja submetida as diferentes

meios de cultura e tempo de cultivo. Pelotas. UFPel, 2009.
Quadrado Médio

Causas da Variagéo G.L. NUmero de Brotos NUmero de Calos
Meio de Cultura 4 2,159** 0,046~
Tempo 1 0,964** 0.0884**
Meio de Cultura X Tempo 4 0,044 ns 0,039*
Residuo 30 0,087 0,011
Média Geral (%) 2,340 0,969
C.V.(%) 12,634 11,134

* e ** significativos aos niveis de 5 e 1% de probabilidade respectivamente.



