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Producdo in vitro de Baccharis myriocephala DC: Efeitos de auxinas e citocininas.
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INTRODUCAO

Baccharis myriocephala DC., pertencente a secdo Caulopterae (Asteraceae,
Astereae) € um subarbusto ramificado com caule trialado (Nurnberg, 1997). Esta
caracteristica € comum entre as outras espécies desta secdo e por serem morfoldgica e
anatomicamente semelhantes, sdo todas conhecidas popularmente como carqueja (Gianello
et al., 2000). As carquejas apresentam como caracteristica marcante a presenca de
cladédios que fazem o papel de folha, uma vez que estas estdo totalmente ausentes ou
mostram-se reduzidas, com func¢éo fisiolégica restrita para a planta (Budel et al., 2005). No
Brasil, as carquejas estdo entre as dez plantas mais comercializadas (Budel et al., 2004),
sendo amplamente utilizadas na medicina popular no combate a problemas de estdmago,
diabetes, reumatismo e feridas de pele (Simdes-Pires et al., 2005) Uma das técnicas mais
utilizadas na cultura de tecidos vegetais € a propagacao in vitro ou micropropagacao. Trata-
se de um método rapido e eficiente para a produgcdo em massa de plantas livres de
patégenos, geneticamente uniformes e com independéncia da sazonalidade. A
micropropagacado viabiliza a producdo vegetal quando ha dificuldades nos mecanismos
naturais de reproducdo, bem como a preservacao de espécies ameacadas de extingdo e a
manutencao de colecdes ativas ou de base de germoplasma vegetal, sendo o Unico recurso
da cultura de tecidos vegetais que tem documentado de forma efetiva a possibilidade de se
produzir espécies de interesse em larga escala [George, 1996; Honda et al., 2001; Giri et al.,
2004). Além de melhoramento de linhagem, métodos de selecdo de linhagens de alta
producdo e otimizacdo do meio podem levar a um incremento na producdo de principios
ativos (Dornenburg & Knorr, 1995; Silva et al., 2005).

Assim sendo, o desenvolvimento de um cultivo sistematico de plantas medicinais
através da cultura de tecidos vegetais é fundamental tanto para promover 0 uso da prépria
planta como medicamento, como para permitir a conservacdo da biodiversidade quimica e a
obtencdo controlada de material para estudos biologicos e fitoquimicos, assegurando a
sobrevivéncia e a disponibilidade do material genético para pesquisas cientificas.

Devido a importancia desta planta para multiplos propdsitos, justifica-se a aplicacdo
de metodologia que forneca grande numero de plantas de B. myriocephala clonadas,
visando selecionar linhagens de alta qualidade para plantio extensivo e extracdo de
fitofarmacos.

METODOLOGIA
Segmentos nodais obtidos de sementes germinadas in vitro em meio de composi¢cdo
basica segundo Murashige & Skoog (MS0) (Murashige & Skoog, 1962) foram subcultivados

em meio basico (MS0) ou enriquecido com reguladores de crescimento em diferentes
concentracdes (n = 60 para cada tratamento): 0,01; 0,1; 0,5 e 1,0 mg/L de Cinetina (CIN);
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Benziladenina (BA) e Acido Indolacético (AIA). As culturas foram mantidas a 25+1°C,
iluminadas com lampadas fluorescentes (Sylvania, Phillips/luz do dia) com intensidade de
23,0 umoles/m?/s, e 16 horas de fotoperiodo, durante 60 dias. O efeito de diferentes
reguladores de crescimento sobre o desenvolvimento da planta quanto ao numero de brotos
e de gemas, a altura das plantas, o comprimento e o nimero de raizes por explante foi
avaliado por andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey-Kramer, ao nivel de significancia 5%. Estas analises foram efetuadas utilizando-se o
Graph Pad in Stat, verséo 3,01. Na andlise das porcentagens de enraizamento conforme o
meio utilizado, foi usado o teste de diferenca entre porcentagens (p; € p.) ao nivel de 5% de
significancia utilizando-se o Software Statistica for Windows ™, verséo 5.0.

A biomassa seca foi determinada através de pesagem individual de 30 plantas
provenientes de cada tratamento em balanca analitica e seca em estufa a 50°C, até peso
constante, a fim de se determinar a quantidade de agua presente e a relagdo entre peso
fresco e peso seco de todas as amostras. Os resultados foram analisados da seguinte
maneira: Peso seco dividido pelo peso fresco e multiplicado por 100 (Ps/Pf x 100). Cada
determinacdo foi realizada em duplicata para cada tratamento e o0s resultados séo
apresentados em termos de porcentagem (%) de biomassa seca.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacdo a organogénese de brotos, os melhores resultados foram os obtidos
com 1 mg/L de CIN e com 1,0 mg/L de AIA (Figura 1 A e B), que deram origem, em média, a
7,2 e 6,7 novos brotos por explante, respectivamente, em 60 dias de cultivo (Tabela 1).

Os resultados obtidos em meios de composicao basica (MS0) e o suplementado com
0,01 mg/L de AIA foram considerados os melhores e estatisticamente semelhantes em
relacdo a producdo de segmentos nodais por broto, obtendo-se em média 7 e 6 novos
segmentos nodais por broto, respectivamente, apds 60 dias de cultivo (Tabela 1).

Levando-se em conta que o objetivo principal deste trabalho é a producao clonal
selecionando plantas para serem utilizadas em indastrias de fitomedicina, é importante que
0 método apresente uma taxa de multiplicacdo alta. Neste trabalho, o melhor tratamento
usado foi o MS + 1,0 mg/L e 0,5 IAA (Figura 1A) e 0,5 mg/L de CIN (Figura 1B), pois 0s
mesmos produziram as melhores taxas de multiplicacdo (1:22,9; 1:18,7 e 1:15,
respectivamente) em 60 dias de cultura (Tabela 1).

Foi observado que, os melhores resultados relacionados ao alongamento das
plantas foram observados em plantas provenientes do meio suplementado com AIA, nas
concentracdes de 0,5 e 1,0 mg/L, pois foram produzidas plantas com altura média de 6 cm.
(Tabela 1).

Dos meios testados, os suplementados com BAP (0,01; 0,5 e 1,0 mg/L) e com 1,0
mg/L de CIN ndo promoveram enraizamento. A taxa maxima de enraizamento foi obtida em
meio MS acrescido de AlA, havendo uma taxa de 100% quando se utilizou 0,1 e 0,5 mg/L e
96,7% utilizando 1,0 mg/L. Ja o meio enriquecido com 0,01 mg/L de AIA e o MSO foram
considerados estatisticamente semelhantes, pois promoveram a producdo de 82,6 e 82,0%
de enraizamento, respectivamente (Tabela 1). Um dos efeitos das auxinas em cultura de
tecidos é a inducéo de raizes e os resultados obtidos confirmaram esse efeito.

Foi observado que de todos os meios de cultivo testados, as plantas cultivadas em
meio MS acrescido de 0,01 BA e 0,1 de CIN, apresentaram as maiores taxas de massa
seca, pois produziram cerca de 17,9 e 17,0% de material seco, respectivamente, em 60 dias
de cultivo (Tabela 1).
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Tabela 1. Efeitos dos tipos e concentracdes de reguladores de crescimento no desenvolvimento de
Baccharis myriocephala cultivada in vitro, por 60 dias: MSO (controle), MS + 0,01; 0,1; 0,5; 1,0 mg/L
de AIA; MS +0,01; 0,1; 0,5; 1,0 mg/L de BA e MS + 0,01; 0,1; 0,5; 1,0 mg/L CIN.

Meios de Numero de Numero de Taxa de Alturadas Enraizamento Biomassa
cultura brotos por segmentos  multiplicagdo plantas (cm) (%) seca (%)
(mg/L) explante nodais por X = dp*

x £ dp* explante
MSO 1.4+0,6' 7.0 9.9° 2.9+2,4° 82.0° 14.3°
0,01 AIA 1.6+0,9' 6.0 45° 4.8+2,6" 82.6° 16.0°
0,1 AIA 1.6:0,6' 5.7° 8.4° 3.6+1,5° 100.0° 13.9¢
0,5 AIA 3.9+1,9¢ 5.3° 18.7° 6.0+1,8° 100.0° 13.4°
1,0 AIA 6.7+3,4° 3.7° 22.9° 6.042,4° 96.7" 15.5
0,01 BA 1.6+0,7' 5.9° 8.6° 2.0+1,0° 66.0° 17.9°
0,1 BA 1.2+0,4" 1.8° 2.1¢ 1.040,3" 0 7.2°
0,5 BA ok ok ok i 0 14.4°
1,0 BA *% *% ** ** 0 85f
0,01 CIN 1.440,7' 4.8° 6.1° 2.3+1,6° 34.5° 15.5°
0,1 CIN 2.3+1,4° 5.0° 9.3" 1.7+0,7° 18.2' 17.0%
0,5 CIN 4.8+2 5° 3.6° 152 1.3+0,4' 6.0° 15.3°
1,0 CIN 7.2+3,0° 1.1° 6.8° 1.6+0,4° 0 14.5°

*Média (x) + desvio padrao (dp), n = 60 por tratamento. Letras diferentes apresentam diferengas
significativas ao nivel de p = 0.05. ** brotagGes multiplas sem alongamento.

Figura 1. Aspecto da Baccharis myriocephala, cultivada in vitro por 60 dias em 1,0 mg/L de AIA (A) e
em 1,0 mg/L de CIN (B).

CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou o efeito de auxinas e citocininas na producdo in vitro de
Baccharis myriocephala. Dos tratamentos aplicados, observou-se que o meio de cultura
mais eficiente para aumento da producdo de mudas, alongamento e enraizamento é o
suplementado com 0,5 e 1,0 mg/L de AlA.
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