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RESUMO GERAL

Chenopodium ambrosioidés € uma espécie condimentar e medicinal utilizada
em varios paises e "erva de Santa Maria", "masteuZépazote” sdo seus
principais nomes populares. No Brasil, essa espécre como fundamental
finalidade o tratamento de vermes intestinais e hderesse em seu estudo por
estar listada no RENISUS. A cultura de tecidos ipdia a multiplicacdo em
grande quantidade de clones e em pequeno espago,dal possibilidade de
produzir metabdlitos secundariaa vitro. Objetivou-se desenvolver um
protocolo de micropropagacédo para essa espécitudaeslguns fatores que
podem interferir no seu crescimento e producamdstituintes volateis vitro.

Os experimentos foram divididos em dois artigos.pmeiro artigo, testou-se
0 estabelecimento de segmentos apicais em meioodMS3c% de sacarose e as
diferentes concentracdes de sais do meio MS (0,36; 1,00; 1,50 e 2,00) e de
sacarose (5; 10; 20; 30 e 40 g)Lno crescimento de segmentos nodais de
plantulas micropropagadas e sua influéncia na pexgem da fracdo volatil
presente nas folhas e, finalmente, a aclimatizadgssas plantulas em trés
substratos (comercial, vermiculita e areia). Nouseg artigo, avaliou-se 0s
tipos de explantes (segmentos nodal e apical) mestacbes (vertical e
horizontal), as distintas intensidades de irradén¢16,5; 36,6; 47,6 e 73,2
umol m? s1), & adicdo de trés citocininas (BAP, TDZ e Cirgtiem quatro
concentracbes (0,0; 0,50; 1,00 e 2,00), além dealifes volumes de meio de
cultura (20; 35; 50; 65 e 80 mL). De modo gerahatoi-se no primeiro artigo
que o meio MS com sua concentracdo de sais retupiEla metade (0,50 MS)
e 30 g L* proporcionaram maior crescimeritovitro de segmentos nodais. As
concentracBes de sais e sacarose, no meio deagutifio influenciaram na
identificacdo dos principais constituintes do oémsencial, entretanto o fator
concentracbes de sais foi o que mais influencioypeacentagem desses
metabolitos. A taxa de multiplicacé@o foi mantida eproximadamente 8,5 entre
as repicagens e a separacdo em origem nodal ¢ apiegentaram diferencas
nos subcultivos. O substrato comercial, a areia eeraiculita podem ser
utilizadas para aclimatizar essa espécie. No segarnifjo, conclui-se que os
segmentos apicais ou nodais na orientacdo vertizahtidos em uma sala de
crescimento com 47,6 pmol# de irradiancia, sem a adic&o de citocininas e
com 50 mL de meio de cultura apresentaram mellresgmostas para o cultivo
in vitro de Chenopodium ambrosioidesA identificacdo dos constituintes
volateis dessa espécie ndo foi influenciada pétmaidade de irradiancia e uso
de citocinina, sendo que sua percentagem foi indiaela.

Palavras-chavé&Epazote. Oleo essencial. Cultura de tecidos.



ABSTRACT

Chenopodium ambrosioidds. is a species utilized as season and medicinal
plant, being known in various countries as “ErvaS#mta Maria”, “mastruz”,
“epazote” and other names. In Brazil, this speisased with the main purpose
of treating hookworms, and is listed as one of Theherbs and species of
RENISUS. Tissue culture enables the rapid multiian of great quantity of
clones in a minimal area, with security, phytosamyiguality and preservation of
important characters, there are also factors likesqrvation of natural habitats
and production of compound® vitro with economical value. The main
objective of the development of a micropropagaftiwatocol for this species
were to study some factors which could intervened@velopment and it's
production of main volatile compounds vitro. The experiments were divided
in two papers, the first aimed to evaluate theldistament in MS medium with
3% of sucrose, development of nodal segments iderdiit MS salt
concentrations (0.25, 0.50, 1.00, 1.50, 2.00),econcentrations (5, 10, 20,
30, 40 g [, and lastly acclimatization in commercial subistyaermiculite and
sand. In the second paper, nodal and apical segmeme tested in vertical and
horizontal orientation. The irradiance intensit$.8, 36.6, 47.6 and 73.2 umol
m?s*) were evaluated in a growth room, three kindsyabkinin (BAP, TDZ
and Kinetin) in four different concentration (0®5, 1.0 and 2.0) were studied,
as well as different medium culture volume (20, 86, 65 and 80 mL) in the
growing of nodal segments. Generally the MS mediuith half of it's salt
concentration (0.50 MS) and 30¢ provided better growth for nodal segments
in vitro. Salt and sucrose concentrations in the culture unediad no effect in
the identification of the main constituents of thssential oil, however the
concentration of salts were the factor with mostiuence in secondary
metabolites quantity. The multiplication rate mained approximately around
8.5 between the subculturing and the separation frodal and apical segments
represented significant differences. Sand, verritecahd commercial substrates
can be used to acclimatize the species. In gerttegpical or nodal segments
in vertical orientation, kept in a growth room undé7,6 umol rifs® of
irradiance, without cytokinin and 50 mL of mediumltare volume, presented
the most desirable results forvitro cultivation ofChenopodium ambrosioides.
The identification of volatile compounds of thisesges weren't affected by
irradiance intensity and cytokinin, contrary of ifuantification.

Keywords: Epazote. Essential Qil. Tissue culture.
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1- INTRODUCAO GERAL

A utilizacdo de plantas medicinais € relatada, lemos histéricos e
pinturas rupestres, desde os primérdios dos tengaoa,a cura de doencas que
assolavam os povos antigos. Danos a satde humanacomsequéncia do uso
irracional e abusivo de medicamentos, sem orieatapédica, validacdes
duvidosas, alto custo de farmacos sintéticos eulto & natureza, permitiram,
recentemente, a intensificacdo nos estudos deaplamdicinais, como exemplo
a Politica Nacional de Plantas Medicinais.

A espécieChenopodium ambrosioidepopularmente conhecida como
"erva de Santa Maria", "Mastruz" e "Epazote" é amgnte utilizada no
mundo. No Brasil, seu principal uso popular é camanifugo e esta presente
na lista de plantas de interesse em estudo dom@{BENISUS).

A cultura de tecidos possibilita a multiplicac&om grande quantidade
de clones e em pequeno espaco, com seguranca ldadeditossanitaria e
preservacdo de caracteres importantes. Para atplaredicinais, além da
necessidade de obtencao de plantas uniformeseryaedo de habitats naturais,
pode-se produzir também compostos de inteliesg&o.

Para a espéci€. ambrosioidesndo ha relatos, na literatura, sobre a
propagacao e producdo de metabdlitos secundériggo. Portanto, objetivou-
se desenvolver um protocolo de micropropagacdo pssa espécie com a
avaliacdo de alguns fatores que podem influencierescimento vegetativo e
producdo dos constituintes volateis, como exenwlogncentracdo de sais do
meio MS e de sacarose, nivel de irradiancia, usoitdeininas e volume de

solucéo nutritiva.
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2- REFERENCIAL TEORICO

2.1- Descricao da espécie

Chenopodium ambrosioidds. € uma planta herbacea, com até um
metro de altura, caule piloso e sulcado, folhasira$ e simples, sendo as
superiores sésseis e as inferiores pecioladasynddes variadas e providas de
tricomas (Figura, 1). Conhecida pelos nomes poestlatmastruz”, "erva de
Santa Maria", "semente de verme americana", "patagahso”, "paico" e
"epazote”, que é um termo étnico mexicano com wifgigdo de "erva gamba"
(BLANCKAERT et al.,, 2012; COSTA; TAVARES, 2006; PERA et al.,
2010).

Segundo Lorenzi, Matos e Gomes (2002},h&nopodium ambrosioides
€ originaria da América Central e do Sul e pertetcea familia
Chenopodiaceae, com a sinonimiaAtabrina ambrosioide&. Entretanto, ha
autores, como Trivellatograssi et al. (2013), quece@nsideram como
Amaranthaceae.

De acordo com Jardim et. d2010), Chenopodium ambrosioides
cultivada em regibes subtropicais e temperadas resuotida como erva
medicinal, vegetal folhoso e condimento, em reseitadicionais, na América
do Sul. Suas sementes apresentam alto grau de mwamévelado pelo baixo
poder germinativo e é nesse 6rgao que apresentaod t@or de dleo essencial,
80 a 90% de ascaridol (MARTINS; SILVA; ALMASSY JUGR, 2010).
Cultivares de plantas aromaticas comestiveis coniepazote" tende a ser
selecionado pelo seu sabor e odor que séo invensanpgoporcionais a
concentracdo de componentes com, aroma forte, reo d@ssencial
(BLANCKAERT et al., 2012).
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Figura 1 A espécie Chenopodium ambrosioide&- canteiro
fertirrigado, B- detalhamento da folha, C-
detalhamento da inflorescénciaFoto: José
Eduardo B. P. Pinto e Alexandre A. de Carvalho.
UFLA, Lavras , 2013

2.2- Constituicdo quimica da fragao volatil d&Chenopodium ambr osioides

O dleo essencial da espécie é uma mistura deafidskc(58,38%),p0-
cimeno (16,2%)g-terpineno (9,7%), E-ascaridol (4,3%) e limonen®%d). Z-
ascaridol € um composto termosensivel que se ngargaando tratado a 150
°C, formando o E-ascaridol. Essa constituicdo vatigpode resultar em
guantificagdo imprecisa para o Z-ascaridol (CAVAEtlal., 2004).
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De acordo com Dembitskya, Shkrobb e Hanusa (20@8)rota
metabdlica proposta para o ascaridol e outros ragpemos esta demonstrada na

figura 2.

E-ascaridol

Figura2 Mecanismo envolvendo a formagdo do ascaridol e

outros monoterpenos no género Chenopodium
(DEMBITSKYA; SHKROBB; HANUSA, 2008)

2.3- Importancia da espécie

A Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Issgeao SUS
(RENISUS), implementado pelo governo brasileirdecena a erva de Santa
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Maria como uma das 71 espécies ou géneros, tradioiente utilizados no
Brasil, selecionadas para possivel uso como fiépteo ou medicamento
popular a serem prescrevidos pelo Sistema UnicSaigle (SUS). A maioria
dessas plantas carece de estudos cientificos gliderma seus efeitos
(VERISSIMO et al., 2011).

A Chenopodium ambrosioidésconsiderada pela Organizacao Mundial
da Saude (OMS) como uma das espécies mais utilizadae os remédios
tradicionais, como antifebrifugo, antiespasmaodtéajco, auxiliar da digestao,
problemas hepaticos, bronquite, tuberculose, hamap anti-reumatico e
antipirético (COSTA; TAVARES, 2006).

Na América Central, a erva é preparada como ufusdn da planta
seca, em agua fervente, e ingerida assim que fsie rélos Estados Unidos, era
destilada a vapor para produzir o "6leo chenopotiiemessa atividade se
industrializou originando o "6leo Baltimore" comicdu conhecido e utilizado
para tratar pacientes com vermes (MACDONALD et24Q4).

No Brasil, a espécie é amplamente utilizada. EmalliGerais as folhas
e sementes sdo utilizadas como anti-helminticaglentes de insetos, contra
contusdes e corrimento vaginal; no Ceara, a infds&dolhas € utilizada contra
gripe; em Brasilia, as flores séo utilizadas commg@nte; no Rio Grande do Sul,
é util contra problemas de estbmago, vermes, @oempara eliminar pulgas e
piolhos; no Mato Grosso, como vermifugo e emolieméePara, contra vermes e
fraturas (COSTA; TAVARES, 2006).

Ha ainda outros usos interessantes, como contemlaide escorpido
(alimentar-se de folhas da planta, trituradas catj) gor (beber o infuso de
folhas), hemorréidas (uso tdpico) e, ocasionalmegtemencionado que o
consumo diario de "epazote" melhora a memoria dasgas (BLANCKAERT
et al., 2012).



18

Apesar dos efeitos positivos, ainda sdo necessagiiudos que
demonstrem sua toxicidade para validar o uso, camm@ maneira alternativa e
acessivel para o tratamento desses males. Popuotermasturam-se as folhas
no leite acreditando que ha desintoxicacdo, emtietado se utiliza o oleo
essencial nesse caso.

Outra aplicacdo d&€henopodium ambrosioides no uso agrondmico,
como nematicida, antifingico, repelente de insetoantioxidante. Segundo
Mello et al. (2006), a planta apresenta potencial para conti®l|Bratylenchus
brachyurus,tanto para rotagdo de cultura quanto pela aplicdedextrato. Seu
Oleo essencial € um repelente contra insetos sewi® eficaz contra 0os que
habitam no substrato do que os que se alimentarpada aérea da planta
(CLOYD; CHIASSON, 2007).

O 6leo essencial também pode vir a ser recomendadm uma
alternativa facil e renovavel de antioxidante efangico no lugar de produtos
sintéticos. Na protecdo e processamento de alisieat@reocupacdo comum
com os residuos do tratamento é revogada pelodfatgue ha uma crescente
evidéncia de que alguns constituintes do 6leo e&aesidual sejam benéficos
a salde humana. Esses estudos indicam a possibilddaexplorar a planta na
protecdo de commodities alimenticias contra infé&ta por fungos e
peroxidacgéo lipidica (KUMARet al., 2007).

2.4- Micropropagacgéao

Cultura de tecidos pode ser definida como a aulisséptica de células,
tecidos, 6rgdos ou planta inteira e € basicamenteescimentoin vitro de
plantulas a partir de qualquer parte vegetal, em meio de cultura, sob
condi¢Bes nutricionais e ambientais adequadas (BHEBN MALIK; BISEN,
2006; GARCIA-GONZALES et al., 2010).
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A técnica de cultura de tecidos baseia-se em gumriedades das
células vegetais: totipoténcia e plasticidade aeldlotipoténcia é a capacidade
gue as células vivas ndo diferenciadas detém didsat® de originar uma nova
célula geneticamente idéntica que se diferenciarara tipo de tecido, 6rgao ou
individuo retendo as caracteristicas das céluigmars. Plasticidade celular é a
caracteristica que marca a diferenca entre asaséulimais e vegetais quanto a
sua capacidade de multiplicacdo, divisdo, difessrdm e formacdo de um novo
individuo (GARCIA-GONZALESet al, 2010).

A micropropagacdo representa uma alternativa vigaea a rapida
propagacdo de grande quantidade de clones em umgoeppqueno, além da
conservacao de germoplasma. Plantas aromaticagesdlonente coletadas nos
seus habitats naturais o que agride o meio ambipatkendo causar a extin¢éo
de espécies (DEBNATH; MALIK; BISEN, 2006).

As técnicas de culturia vitro, também séo vdlidas para a producéo de
compostos, naturalmente presentes, em plantas BcamaA necessidade de
drogas seguras sem efeitos colaterais implica wodesingredientes naturais
com segurangca comprovada. Estudos em biologia oiategor meio da cultura
de tecidos demonstraram a énfase no uso de métmd@snologicos para
aumentar a producao de farmacos e aditivos aligiestiambos em qualidade e
quantidade (DEBNATH; MALIK; BISEN, 2006; PISTELLINOCCIOLI,
ANGIOLILLO, 2013; RAO; RAVISHANKAR, 2002).

No entanto alguns fatores podem comprometer o de plantas
medicinais para propdsitos farmacéuticos, como &erbgeneidade dos
individuos devido a variabilidade genética e biatgjod, e dificuldade de
multiplicacdo. Neste contexto, se torna impresewlda realizacdo de estudos
mais aprofundados de ambito farmacolégico, terig@et agrondémico, para o

cultivo em larga escala e a conservacgéo destasiesg®IORAIS et al., 2012).
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RESUMO

Chenopodium ambrosioidek. € uma espécie condimentar e medicinal,
amplamente utilizada no mundo. No Brasil, estaqumiesna lista de espécies de
interesse em estudos do governo (RENISUS). Objetdeo estabelecer um
protocolo de micropropagacdo pdathenopodium ambrosioidds e avaliar
parametros de crescimento e producdo de consituitlateisin vitro dessa
espécie em fungcdo de diferentes concentracdes idodeameio MS e de
sacarose. As gemas apicais foram estabelecidaseégonMi® acrescidos de 3%
de sacarose. No crescimento de segmentos nodaisrata-se diferentes
concentracBes de sais do meio MS (0,25; 0,50; 1,80; e 2,00) e sacarose (5;
10; 20; 30 e 40 g'h). A taxa de multiplicacéo, do estabelecimentcaatirceira
repicagem, foi avaliada, separadamente, entre gmaeseos de origem nodal e
apical. Na aclimatizacdo foram testados trés difese substratos; (comercial,
vermiculita e areia). Os segmentos apicais colstade plantas matrizes
obtiveram sucesso ao estabelecerem-se em meio Mé&ndo 3% de sacarose.
De modo geral, 0 meio MS com sua concentracdoaideeduzida pela metade
(0,50 MS) e sacarose 30 ¢ Iproporcionaram melhor crescimeritovitro de
segmentos nodais. As concentracdes de sais e sacammeio de cultura, ndo
influenciaram a constituicdo quimica volatil de hisd de Chenopodium
ambrosioides entretanto o fator concentracfes de sais foi e quais
influenciou, significativamente, a percentagem deas relativas dos picos
cromatograficos desses metabdlitos. A taxa de phighcao foi de 8,5. Houve
diferenca em relacao a origem dos segmentos (modgical) nos subcultivos
avaliados. O substrato comercial, a areia e a eelitsi podem ser utilizados na
aclimatizacdo d€henopodium ambrosioides

Palavras-chavé&Epazote. Oleo essencial. Cultura de tecidos.



24

ABSTRACT

Chenopodium ambrosioides is an aromatic plant widely used around the
world as medicinal plant or as season. In Braal listed as one of the 71
species with interest by the government RENISUS ikich lists the most
commonly used medicinal plants in the country. Tdwmises of the experiments
were to analyze the plant growth production of esak oil in vitro. The
plantlets were identified and established in MS inmedwith 3% of sucrose. In
the development of nodal segments different MScaitentrations were tested
(0.25, 0.50, 1.00, 1.50, 2.00) as well as sucroseentrations (5, 10, 20, 30, 40
g L. The multiplication rate from establishment ttghithe third subculturing
was evaluated separately between nodal and agigaients. In acclimatization
three different substrates were tested (vermigutitenmercial and sand). The
apical segments collected from matrix plants werecsssfully established in
MS medium with 3% sucrose. Generally the MS medwith half of its salt
concentration (0.50 MS) and 30 ¢ Iprovided better development for nodal
segmentsn vitro. Salt and sucrose concentrations in the culture unediad no
effect in the identification of the main constitteiof the essential oil, however
the concentration of salts value were the one whmast influences in the
quantity of these secondary metabolites. The niligiéifion rate maintained
approximately around 8.5 between the subculturing the separation from
nodal and apical segments did not represent diféfe® Sand, vermiculite and
commercial substrates can be used to acclimatezsgbcies.

Keywords: Epazote. Essential Qil. Tissue culture.
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1- INTRODUCAO

Chenopodium ambrosioidds é uma erva medicinal e condimentar
conhecida, mundialmente, pelos nomes popularesa"ele Santa Maria",
"mastruz” e "epazote". Considerada pela Organizbtifiwdial da Salde (OMS)
como uma das espécies mais utilizadas entre osdmsnédradicionais,
principalmente como anti-helminticos. A Relacdo ibiaal de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), impleadmtpelo governo
brasileiro, seleciona essa erva como uma das 7&ciesp ou géneros,
tradicionalmente utilizados no Brasil e recomendapara possivel uso como
fitoterapicos ou medicamentos populares a seremsciddos pelo Sistema
Unico de Saude (SUS), para medicina humana (COSBAARES, 2006;
VERISSIMO et al., 2011).

Outra aplicacdo da erva de Santa Maria é no usmagico, como
nematicida (MELLO; MACHADO; INOMOTO, 2006), repelende insetos
(CLOYD; CHIASSON, 2007) e antioxidante (KUMAR et,&£007).

Alguns fatores podem comprometer o0 uso das plan&ficinais para
propositos farmacéuticos, como a heterogeneidade imltividuos devido a
variabilidade genética e bioquimica, e dificuldadie multiplicacdo. Neste
contexto, torna-se imprescindivel a realizacaostedes mais aprofundados de
ambito farmacolégico, terapéutico e agrondmicoamacultivo em larga escala
e a conservacdo destas espécies (MORAED, 2012).

A micropropagacao representa uma alternativa vigaga a rapida
propagacao de grande quantidade de clones em umgoeppqueno, além da
conservacao de germoplasma. Plantas arométicagesdionente coletadas nos
seus habitats naturais e essa pratica agride o anaente, podendo causar a
extingdo de espécies (DEBNATH; MALIK; BISEN, 2006).
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Para a conducéo de trabaltiossitro, devem ser estudados e ajustados
para cada espécie alguns fatores, como o tipo do me cultura e a
concentracdo de sacarose adequada. O meio deacuitais utilizado é o
proposto por Murashige e Skoog (1962), entretanébese que sua
concentracao de nutrientes é elevada. Portanttivegos trabalhos que relatam
a alteragéo da concentragéo original de sais desgepara melhor crescimento
e desenvolvimento do vegetal (KIM; JANG, 2004; OENRA; PASQUAL,;
PAIVA, 1996; PASQUAL; HOSHIKA; ISHIDA, 1994; PEREIR et al., 1999)
ou maior teor de constituintes volateis (RAO; RAMINKAR, 2002; REIS et
al., 2009).

A incorporacdo de carboidratos ao meio de cultena por objetivo o
fornecimento de energia para as diversas atividadeplanta, sendo que a
fotossintese ndo supre essa demaimdaitro. A sacarose € o carboidrato
comumente utilizado e sua concentracdo ideal davestudada. Para a espécie
Caularthron bicornutuntecomenda-se de 13 a 29 § (PIVETTA et al., 2010),
30 g L' para Alocasia amazonica(JO et al., 2009) e 60 g 'L para
Dendranthema grandifloréOLIVEIRA; PASQUAL; PAIVA, 1996).

Assim, objetivou-se, com este trabalho, estabelaoe protocolo de
micropropagacdo para a espé€ibenopodium ambrosioidds. e estudar a
influéncia de diferentes concentragbes de sais éio S e de sacarose no
crescimento e desenvolvimento da espécie e suagesl com os constituintes

volateisin vitro.



27

2- MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos LaboratédiesCultura de
Tecidos e Plantas Medicinais e de Fitoquimica, dpddtamento de Agricultura
(DAG) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), MG.

Em todos os experimentos, a autoclavagem do meicultura foi
realizada a 120 °C e 1 atm, por 20 minutos. Osstobdrascos foram mantidos
em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 lilerasz, temperatura de 25 +
2 °C e irradiancia de 60 pmol’s™ o pH do meio de cultura foi aferido para
5,7 £ 0,1 antes da autoclavagem e o meio de auftirsuplementado com
0,6% de agar.

A variavel altura de plantulas (AL), expressa mdaho da brotacao
principal medida de sua base até a gema apicalveliacdo foi realizada com o
auxilio de paquimetro digital. A biomassa secdottea (BSF), de caule (BSC)
e de raiz (BSR) foram mensuradas em balanca désocapds secagem em
estufa de circulacéo forcada de ar a 35 °C podis&s A biomassa seca total foi
obtida pela soma das biomassas secas de raiz ectoliea.

2.1- Estabelecimento de segmentos apicais

Plantas adultas da espé€ibenopodium ambrosioidetocalizadas no
Horto de Plantas Medicinais da UFLA, foram utliaadcomo fonte de
sementes. Confirmou-se a existéncia da exsicatasidaga no herbario do
Departamento de Biologia dessa Instituicdo, sagesitro 10137.

As sementes foram coletadas e semeadas, com tivoebje obter
plantas matrizes, em bandeja de isopor de 128 asélobntendo substrato
comercial Plantmd&k(Figura, 2 - A). Apés 60 dias, as plantulas germiésa

foram transplantadas para potes de polietileno capacidade de 3,6 litros
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contendo 0 mesmo substrato e mantidas em casage¢éag&o com irrigacéo
(Figura, 2 - B).

Ap6s 30 dias, as plantas transplantadas servicamo fonte de
segmentos apicais que foram coletados e lavadoagera corrente e sabéo
neutro por 30 minutos. Em camara de fluxo lamioarexplantes foram imersos
em uma solugdo de agua sanitaria a 40% por 10 osingeguido de alcool
etilico a 70% por 30 segundos e, finalmente, lavacioco vezes em &gua
destilada e autoclavada.

Ao concluir a assepsia, 0s explantes foram indogam 120 tubos de
ensaio, contendo 15 mL de meio de cultura MS (MURKEE; SKOOG, 1962)
e 3% de sacarose.

Apés a inoculagéo, os tubos foram tampados e wsdzan parafiime e
mantidos em sala de crescimento. Aos 40 dias,cpergem de contaminacao e

de plantulas estabelecidasvitro foi avaliada.

2.2- Efeito de diferentes concentracbes de sais oh@io MS no crescimento
de segmentos nodais

Segmentos nodais de aproximadamente 2 cm de qoegn e 2 gemas
axilares, advindos de plantulas estabelecidas ein M8 e 3% de sacarose,
foram inoculados verticalmente em frascos, de 250 econtendo 35 mL do
mesmo meio em cinco diferentes concentra¢gfes d€80; 1,50; 1,00; 0,50 e
0,25).

Utilizou-se o delineamento experimental inteirateercasualizado
(DIC), com quatro repeticbes e a unidade experiahdoi representada por trés
frascos contendo trés segmentos por repeticao.

Ap6s 40 dias, foram avaliadas as varidveis altdeaplantula (AL),
namero de broto (NB) e de folha (NF), biomassaaséde folha (BSF), de caule
(BSC), de raiz (BSR) e a total (BST).
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2.3- Efeito de diferentes concentracbes de sacarose crescimento de
segmentos nodais

Segmentos nodais de aproximadamente 2 cm de qoegn e 2 gemas
axilares, advindos de plantulas estabelecidas ein M8, com a metade da
concentracéo original de sais, e acrescido de 3%ad&rose, foram inoculados
verticalmente em frascos contendo 35 mL com a mesttugdo nutritiva (0,50
MS), entretanto, com a adi¢do de cinco diferenbesentracbes de sacarose (5;
10; 20; 30 e 40 g'D).

O delineamento experimental utilizado foi inteiearte casualizado
(DIC), constituido de quatro repeticdes e represesé a unidade experimental
por trés frascos contendo trés segmentos por ¢épeti

Ap6s 40 dias, foram avaliadas as variaveis alteaplantula (AL),
namero de broto (NB) e de folha (NF), biomassaaséde folha (BSF), de caule
(BSC), de raiz (BSR) e a total (BST).

2.4- Taxa de multiplicacdo de segmentos apicais e@dais no primeiro,
segundo e terceiro subcultivos

Em todos os cultivos e subcultivis vitro foram utilizados 35 mL de
meio MS, com a metade da concentracdo originahide acrescidos de 3% de
sacarose. Os segmentos nodais utilizados foramdomt com aproximadamente
2 cm de comprimento e com 2 gemas axilares, sefolless e inoculados na
orientacao vertical em frascos contendo 4 explafissegmentos apicais foram
representados por fragmentos com extensdo do eweastapical até a
extremidade inferior da segunda folha, sendo gquellhas desenvolvidas foram
excisadas.

Vinte e trés plantulas, estabelecidasvitro, serviram como fonte de
segmentos nodais e apicais que foram inoculad@satgmente. Apés 40 dias
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da inoculagdo, o nimero de plantulas obtidas (MPavaliado, isoladamente,
em cada tipo de explante utilizado (apical e nodal)

Para a segunda repicagem, do total das plantigiascadas na primeira
repicagem, amostrou-se 12 oriundas de segmentogisn@d 12 apicais e
procedeu-se a repicagem. Ap6s 40 dias foi avalmduimero de plantulas
obtidas e estimado o provavel nimero (NPP) de uks)t caso fossem
multiplicadas todas as plantulas da primeira regoa

Para a terceira repicagem, procedeu-se de marssimnelhante,
amostrando-se 12 de origem apical e 12 nodaisytdbde plantulas resultantes
na segunda repicagem e procedeu a repicagem. Apd@sad foi avaliado o
namero de plantulas obtidas e estimado o provaueleno (NPP) de plantulas,
caso fossem multiplicadas todas as plantulas dmdegepicagem.

A taxa de multiplicacdo (TM) foi calculada por meala razdo entre o
ndimero de plantulas obtidas (NP) ou o nimero pelv@NPP) e o nimero de

plantulas repicadas.

2.5- Enraizamento e aclimatizacdo de plantulas miopropagadas

Segmentos nodais foram inoculados em meio MS, aometade da
concentragdo original de sais, acrescidos de 3%adarose e sem adicdo de
reguladores de crescimento para o enraizamentos ApPddias, as plantulas
micropropagadas foram retiradas dos frascos devaultavadas em agua
corrente, transferidas para tubetes plasticos denS3contendo trés tipos de
substratos (ProVaSpvermiculita e areia) e mantidos em casa de vegeteom
irrigacéao.

O delineamento experimental utilizado foi o irdeilente casualizado

(DIC), constituido de sete repeticdes e a unidageremental foi representada
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por quatro tubetes contendo uma plantula cada. Apdtias, a porcentagem de

plantulas sobreviventes foi avaliada.

2.6- Andlise estatistica

As analises foram feitas utilizando-se o softw&ee o0s pacotes
estatisticoExpDes(FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2011) MASS
(VENABLES; RIPLEY, 2002), conforme R Developmentr€deam (2012).

Em relagdo as pressuposi¢cfes béasicas da andlissiéecia, os testes
de Shapiro-Wilk e de Bartlett foram aplicados pessficar a normalidade e
homocedasticidade, respectivamente.

Para os tratamentos cujas médias apresentararangifs significativas,

ao nivel de 5% de probabilidade, foi empregadosméde regressao.

2.7- Analise da frac&o volatil por HS-CG/EM

Amostras de folhas de. ambrosioidegoram coletadas de plantulas aos
40 dias de cultivan vitro em diferentes concentracdes de sais e sacarose. As
amostras foram secas em estufa de circulacdo forgadar a 35 °C. O
delineamento experimental utilizado foi o inteirart@ecasualizado (DIC), para
ambos os fatores, constituido de trés repeticéasuridade experimental foi
representada por 60 mg de folhas secas.

Para extracdo da fracdo volatii € ambrosioidesempregou-se a
técnica de headspace estatico. Utilizou-se o exteahostrador headspace
automatico CombiPAL Autosampler System (CTC Aral®G, Switzerland)
acoplado ao sistema de CG/EM. ApGs procedimentosotieizacdo das
condicbes operacionais foram estabelecidos o0s rdgegui pardmetros:

temperatura de incubagdo da amostra de 110 °Ctd@@mmin, temperatura de
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seringa a 120 °C. Foram utilizadas folhas secamdicionadas em vial para
headspace de 20 mL, vedados com septo de siliCORE/Raté a analise; 500
uL da fase de vapor injetaram-se na coluna cromréftog. A fracdo volatil foi
analisada em um sistema de cromatografia em fasesgaAgilerit7890A
acoplado a um detector seletivo de massas AGMBD 5975C (Agilent
Technologies, Califérnia, EUA), operado por ion&age impacto eletrdnico a
70 eV, em modo varredura, a uma velocidade de cgf/s, com intervalo de
aquisicdo de massas de 40-400 m/z. Utilizou-se cwhana capilar de silica
fundida HP-5MS (30 m de comprimento x 0,25 mm daditro interno x 0,25
um de espessura do filme) (Califérnia, EUA). O lgéiso foi utilizado como gas
de arraste com fluxo de 1,0 mL/min; as temperatdmsnjetor e a linha de
transferéncia para o MS foram mantidas em 2202@€C, respectivamente. A
temperatura inicial do forno era de 40 °C, isotéamor 1 min, seguido por uma
rampa de temperatura de 3 °C/min até 200 °C erfmstente de uma rampa de
10 °C/min até 250 °C. A injecao foi realizada nodm split a uma razéo de
injecdo de 1:50. As concentracBes dos constituimtesentes na fracdo volatil
foram expressas pela porcentagem de area relatsvpicos cromatograficos.

Os constituintes da fracdo volatil foram identifios por comparacéo
dos seus indices de retencéo relativos a co-ingedona solucdo padrdo de n-
alcanos (C8-C20, Sigma-Aldri&h St. Louis, USA) e por comparacdo dos
espectros de massas do banco de dados da biblidt8FdEPA/NHI (NIST
SPEECH GROUP WEBSITE, 2013) e de literatura (ADANS0Q7). O indice
de retencdo foi calculado usando a equacio proposta KOVATS, 1965) e
para as atribuicbes foram consultados indices deng&o de literaturas
(ADAMS, 2007; DAVIES, 1990).
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3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- Estabelecimento de segmentos apicais

O estabelecimento e a assepsia dos segmentossapicgulados em
meio MS completo suplementado com 30 fde sacarose, foram eficientes
com 98,3% de sobrevivéncia e com apenas 1,7% deamoracdo. Os
segmentos apicais inoculados no meio MS tiverantigscimento aproximado

de 4 cm apds 40 dias com uma coloracdo esverdeada.

3.2- Efeito de diferentes concentracdes de sais o@io MS no crescimento
de segmentos nodais

Vérios fatores podem afetar no desenvolvimento escimento do
explantein vitro e um deles é a concentra¢do do meio de culturaei® MS
tem na sua constituicdo de macronutrientes, mitriemtes e vitaminas uma
concentracéo de 4,41 ¢ Lconsiderado um dos meios mais ricos.

Sendo assim, segmentos nodais foram inoculados didementes
concentragbes de sais do meio MS para avaliar sciorento. E todass
variaveis de crescimento do explante apresentaifemeacas significativas nas
concentracBes de sais do meio MS (Gréfico, 1).

A maior altura estimada foi de 61,84 mm para acentracdo de 0,54
MS. Para o maior nimero de folhas (28,17) e maiararo de brotos (2,40) as
concentracbes foram bem proximas 0,75 e 0,74 M$§peotivamente. Em
relacdo as biomassas secas, foram aferidos 22205 e 14,89 mg nas
concentracbes de sais 1,05; 0,68 e 0,25 MS pataa,fotaule e raiz,
respectivamente.

A menor concentracdo de sais (0,25 MS) afetowscomento da raiz. A
biomassa seca da raiz decresceu significativamint@ 25 MS para 2,00 MS
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(Grafico, 1). O efeito da concentragdo salina doiompode afetar a

disponibilidade de &gua para as raizes (estressétios) e absorcdo dos sais
pela planta pode atingir um nivel téxico no tedidstresse idnico). Em geral, o
efeito do estresse salino no crescimento pode irebiomassa seca, area foliar,
comprimento de raiz, altura da planta e senescéseia concentragdo for além
do limite tolerado (TAIZ; ZEIGER, 2009). A biomassaca total da plantula
ficou entre metade da forga do meio MS e a conaefitr normal do MS,

atingindo uma maxima de 0,70 da concentracdo doch uma ganho de

biomassa de 49,63 mg (Graéfico, 1; Figura, 2 - C).

A reducdo ou ganho no crescimento do explanteivadlts em
condicBes salinas & consequéncia de varias respbsimlogicas, incluindo
modificacdes no balanco i6nio, disponibilidade dpigd nutricdo mineral,
eficiéncia fotossintética, e alocacdo do carbondgilezacdo. Qiu e Lu (2003)
reportam que a reducéo no crescimento observadeadas espécies, sujeita a
concentracdo de sais, € frequentemente associaao ccadecréscimo da
capacidade fotossintética. Varios pesquisadoresdemonstrado o efeito da
concentracdo de sais no crescimeintovitro de diferentes espécidrosera
peltata (KIM; JANG, 2004), Anacardium othonianunfASSIS et al., 2012),
Malus domesticd BAHMANI et al., 2012), Magnolia Ann' (PARRIS et al.,
2012),Syngonanthus elegantul(BEGO; PAIVA; PAIVA, 2013).
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Grafico 1 Efeito de diferentes concentrages de sais do M&ma: A- altura de
plantulas (AL), B- namero de folhas (NF), C- nimdemobrotos (NB), D-
biomassa seca de folhas (BSF), E- biomassa secaulles (BSC) e F-
biomassa seca de raizes (BSR) e G- biomassa seda(B&T) de
plantulas deChenopodium ambrosioidesultivadasin vitro. UFLA,

Lavras, 2013
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O aumento na concentracdo de solutos eleva piopahmente a
pressé@o osmotica e reduz a disponibilidade de égeam relagéo a absorcéo de
nutrientes, o excesso de um ion reduz a absorcamtde como exemplo, a
inibicdo competitiva entre os fons,KMg*? e Cd? e o fon Mg sobre o Zif,
nutriente relacionado a sintese do triptofano,ezymsor do acido-indol-acético
(AIA) e a inibicdo ndo competitiva entre as fordesnitrogénio (N@ e NH;') e
de boro (HBO3). Por outro lado, concentragbes menores (0,25 piem
limitar algum nutriente que € essencial para o bolemo vegetal
(MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1989; TAIZ; ZEIGER, 2009).

Com base nos dados apresentados a concentragéi6,eite 1,00 MS é
a mais adequada para a manuten¢cédo do crescimestpoentos nodais d&

ambrosioides

3.3- Analise da fracao volatil por HS-CG/EM em difeentes concentracfes

de sais do meio MS

Quatro constituintes volateis com 92,27% da aedativa dos picos
foram identificados em plantulas cultivadas no nif. Os constituintes foram
a-terpineno (20,06%)p-cimeno (16,65%), Z-ascaridol (45,81%) e E-ascérido
(9,75%). Cavalliet al. (2004) identificaram cinco constituintes da frag@tatil
do 6leo essencial (92,38%), com a mistura de Zriakatg58,38%),p-cymeno
(16,2%),a-terpineno (9,7%), E-ascaridol (4,3%) e limonen8%Y3).

Comparando a concentracdo da fracdo volatil datylk cultivada no
meio MS normal e as outras concentracfes, hougeedifas significativas entre
as areas relativas dos picos dos constituintei¢Gra).

Os compostos apresentaram-se em maior percendgerea relativa
para as concentracdes de sais do meio MS em 1,7@&t&8pineno), 2,00 MS
(p-cimeno), 0,79 MS (Z-ascaridol) e 0,71 MS (E-asit)i
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Pode-se ainda observar que a diminuicdo na peagemt de area
relativa doo-terpineno resultou em incrementos no ascaridole(ggu isbmero
(E), assim como o oposto. Essa relacdo ocorrewpargerpineno € precursor
da biossintese do ascaridol (DEMBITSKYA; SHKROBBARUSA, 2008).

Para o constituinte Z-ascaridol, a sua maior éksiva foi observada
na concentracdo de meio de cultura que proporcionmaior crescimento dos
segmentos nodais (entre 0,50 e 1,00 MS). Portess® constituinte volatil foi
sintetizado em condi¢Bes nutricionais adequadas U metabolismo,
corroborando em partes, com os resultados obtidoRpis et al. (2009) que
observou o maior teor de 6leo essenciaMidissa officinalisL. em condi¢Bes
nutricionais ideais (1,00 MS), entretanto, tambémestresses (0,25 MS).

—— o-terpineno: 75,56-158,90x+140,14x%-35,62x3 R>=0,99

soooe p-cimeno:  10,71+7.34x R3*=0.89
----- Z-ascaridol: 29,90+24.92x-15.86x2 R2=0,75
weest E-ascaridol: 0,95+35.41x-35,34x249 85x3 R>=0,76

(=2
” e
@
> o
< 8
| "
w :
: \-‘ O QDOOOOG
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o
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Gréfico 2 Area relativa (%) de picos cromatograficos dosgpiais constituintes
da fracdo volatil deChenopodium ambrosioidesiltivadain vitro em
diferentes concentragdes de sais do meio MS. UEbas, 2013
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3.4- Efeito de diferentes concentracdes de sacaroge crescimento de
segmentos nodais

Na cultura de tecidos vegetais, ha a necessidagleadicionar
carboidratos no meio como uma fonte de energiarrextpara realizacdo das
atividades metabdlicas. A concentracado de sacdm2ea 3% é suplementaitdia
vitro, para a maioria das espécies, na fase de estabetoc e manutencio.
Portanto, é essencial suprir o meio de cultura camboidratos, devido a
atividade fotossintética e a irradiacdo ser baixa teoca de gas ser limitado
(KOZALI; OKI; FUJIWARA, 1990).

Observou-se que as plantulas apresentaram maxeacirmento até um
limite de concentracdo de sacarose, apés o quakh@aducdo nos parametros
avaliados, exceto para biomassa seca de caule ermita brotos onde foram
lineares (Grafico, 3; Figura, 2 - D). A 6tima contacdo de sacarose para 0
acumulo de biomassa seca total foi com 32,40 gé_sacarose com um ganho
de 50,71 mg, pela analise da curva de regress@® E&mmportamento foi
provavelmente causado por aumento excessivo do@akt@smatico do meio e
inibicdo da fotossintese e tém sido reportadosptfrgulas séo constantemente
intoxicadas com altas concentragfes de sacaras®@énio no meio de cultura
(DESJARDINS; DUBUC; BADR, 2009). Além do mais, Rwoid, Baena-
Gonzalez e Sheen (2006) atribuiram um importanpelpdo aglcar em muitas
respostas ao desenvolvimento do explante.

Para as condi¢Bes ambientais do presente estdie.sg observar que a
baixa concentracéo de sacarose (5'pdulminou em menores resultados para
todas as variaveis com diferencas significativaaligaedas, certamente pela
baixa atividade fotossintética realizada e paramisento de carboidratos que
€ essencial para a absorcdo de nutrientes. A cmacdo mais alta desse
carboidrato (40 g 1) néo interferiu na biomassa seca do caule e n@ride
brotos. No entanto, nos outros parametros houveinibigdo no crescimento
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do explante. A concentracdo entre 30 e 35'glé sacarose proporcionou, de
forma geral, o melhor crescimento de segmentosinatiaC. ambrosioides

cultivadosin vitro.
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Grifico3  Efeito de diferentes concentracdes de sacarose na: A- allera
plantulas (AL), B- nimero de folhas (NF), C- nimembrotos (NB),
D- biomassa seca de folhas (BSF), E- biomassadsecaules (BSC),
F- biomassa seca de raizes (BSR) e G-biomassatatat4BST) de
plantulas deChenopodium ambrosioidesultivadasin vitro. UFLA,
Lavras, 2013*" N4o significativo pelo teste F
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3.5- Analise da fracao volatil por HS-CG/EM em difeentes concentracfes
de sacarose

Os principais constituintes-terpineno, p-cimeno, Z-ascaridol e E-
ascaridol tiveram uma area relativa acima de 85%m Gelacdo a estes
constituintes volateis dé. ambrosioidesa concentracéo de sacarose adicionada
ao meio de cultura ndo influenciou significativateeem suas percentagens,

com excecédo da-terpineno gue aumentou linearmente (Grafico, 4).

o g-terpineno: 20,30+0,39x R2=0,69
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Gréafico 4 Area relativa (%) de picos cromatograficos dosgipais constituintes
da fracdo volatil deChenopodium ambrosioidesultivadain vitro em
diferentes concentracfes de sacarose. UFLA, La2@k3. *° Nado
significativo pelo teste F
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3.6- Taxa de multiplicacdo de segmentos apicais edais no primeiro,
segundo e terceiro subcultivos

O numero de plantulas obtidas (NP) ou de provabtncao (NPP) e a
taxa de multiplicacdo (TM) em cada subcultivo est@monstrados na Figura 1.

3° Sutcultivo

2° Subcultive  / " Apical \
P | NPP:659 |
/7 Apical ~TM: 3.17 .
., NPP:208 | T
. \ "~ Nodal
1° Subcultive \IM:{% 7 oNep
___.._.--""' "---,__\\ = .‘. "
/7 Apical ""\Tig;(iﬁ/’
ND: 52 g
NUTM: 2,267 " Avical
N o/ /o Ap \
— — \ NPP:375 )
/" Nodal ™, “TM:1.17 ./
| NPP:321 ¥/
\w/ /7 Nodal ™
/23 plantulas NPP.; 3]4_0 )
' estabelecidas ~IM:6.677
Apical
) NPP:420
Apical TM: 1.50
NPP: 280 [ Nodal
TN: 2,00 | NPP: 2987
Nodal _TM:10.67
NP: 140 W
TM: 6.09 ST
Nodal P
/L TM11T
NPP_)':‘SI_’ Nodal
LIMES.84 TN Npp: 4494

TM: 5.50

Figural Numero de plantulas obtidas (NP) ou provavel detger (NPP) e a
taxa de multiplicacdo (TM) em cada subcultivo 2®,e 3°) de
Chenopodium ambrosioides em diferentes origens do explante
(apical e nodal). UFLA, Lavras, 2013
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Com relacdo a origem do segmento a partir do minseibcultivo, as
taxas de multiplicacdo no segundo e terceiro stiboslapresentaram maiores
para segmentos de origem apical (10,17 e 9,41)oemparacdo ao nodal (7,84 e
8,07). Entretanto, ao comparar a taxa de multipfioa sem considerar as
origens, em ambos subcultivos observa-se uma cwiwté3,47 e 8,51). De
acordo com Mantell et al(1994 citados por FLORES; MALDANER;
NICOLOSO, 2006), as taxas de multiplicacdo, em Iges@io de 5 - 10 x,
portanto a taxa de multiplicagdo (de aproximadaen&b) observada pafa
ambrosioides reflete uma satisfatéria metodologia de micropgggédo e
ressalta-se ainda a ndo utilizacao de reguladeresedcimento (Tabela, 1).

Como observado nessa tabela, o explante de orgeral evidenciou
maior taxa de multiplicagdo, portanto, aconselhattiza-lo quando se tem um
ndamero suficiente, enquanto que o segmento noddé Ber utilizado pela
facilidade de obtencéo de material, 0 que propinianimero maior de plantas.
Entretanto, par®faffia tuberosaa regeneracéo de plantas a partir de segmentos
nodais apresentou uma maior taxa de multiplicat&itro quando comparada a
dos explantes apicais (FLORES; MALDANER; NICOLOSID(6).

Tabela1l Taxa de multiplicagdo (TM) e ndmero de plantulagresdas no segundo e
terceiro subcultivos (SC) d€henopodium ambrosioidesstabelecidasn
vitro em relacdo a origem do explante (apical e nodgharmdas no primeiro
subcultivo. UFLA, Lavras, 2013

ORIGEM 2°SC ™ 3°SC ™
(‘a partir do 1° SC)
Apical 529 10,17 4976 9,41
Nodal 1097 7,84 8854 8,07

Total 1626 8,47 13830 8,51
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3.7- Aclimatizacdo de plantulas micropropagadas

As plantulas deC. ambrosioidesforam aclimatizadas em areia,
vermiculita e substrato comercial com uma percemmage sobrevivéncia de
100% (Figura, 2 - E).

Pégo, Paiva e Paiva (2013) ao estudar os mespussde substratos na
aclimatizacdo de plantulas micropropagadas Symgonanthus elegantulus,
observou que a areia proporcionou melhores pegemsade sobrevivéncia.
Segundo Paix&o et al. (2003 citados por PEGO; PAIRAIVA, 2013), 0
melhor substrato para aclimatizacdoSymgonanthus mucugengisa areia, por
proporcionar condices fisicas semelhantes deagtah(solos arenosos).

Com relacdo aos substratos Plantmareia irrigada com adubo Ouro
Verdé® (1 g L"), vermiculita irrigada com adubo Ouro Vefdél g LY e
mistura de solo, areia e esterco (1:1:1), ndo sdicorl interferéncia na
porcentagem de pegamento das plantaBemmisetum purpureuiaclimatizadas
(SOUZA SOBRINHCet al., 2007)
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Figura2 A- plantulas germinadas em bandejas de isopor; MBantgas
transplantadas para vasos de polietileno que aemvide fontes de
explantes; C- plantulas cultivadas\itro em diferentes concentracdes de
sais do meio MS; D- plantulas cultivadas vitro em diferentes
concentracdes (g1) de sacarose; E- plantulas aclimatizadas em difese
substratos. UFLA, Lavras, 2013
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4- CONCLUSOES

e Segmentos apicais de plantas matrize<CHenopodium ambrosioides
podem ser estabelecidiosvitro com meio MS e 3% de sacarose.

« Para melhor crescimento de segmentos nodais nosulubs, os
explantes devem ser inoculados no meio de cultui8addm a metade
da concentracao original de sais, e 3% de sacarose.

* A taxa de multiplicacdo, média de 8,5, é mantidévet nos trés
primeiros subcultivos de 40 dias de duracao.

» A percentagem de éarea relativa dos principais itaimdes da fracéo
volatil é influenciada pelas diferentes concentea¢de sais do meio
MS.

« Os substratos ProVa$oareia e vermiculita proporcionaram 100% de

sobrevivéncia de plantulas aclimatizadas.

AGRADECIMENTOS: FAPEMIG, CNPq e CAPES pelo auxilio financeiro e
concessao de bolsas de estudo.
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RESUMO

A cultura de tecidos possibilita a multiplicacdo grande quantidade de clones
€ em pequeno espago, com seguranca na qualidasleafiftaria e preservacéo
de caracteres importantes. Para as plantas madiciléan da necessidade de
obtencdo de plantas uniformes e preservacdo ddatsabiaturais, pode-se
produzir compostos de interesse vitro. Entretanto, para iniciar qualquer
processo de micropropagacao deve-se conhecerastasla espécie em relacao
aos fatores que o influenciam. Portanto, objetisewavaliar alguns fatores que
podem influenciar o crescimento e a producdo dstitomtes volateisn vitro

de Chenopodium ambrosioidels. que é uma espécie que compbe a lista
interesse em estudos do governo (RENISUS). Segmanttais e apicais foram
testados nas orientagcfes verticais e horizontaisinensidades de irradiancia
(16,5; 36,6; 47,6 e 73,2 pmol ™ 81), em uma sala de crescimento, foram
avaliadas no crescimento de segmentos nodais.tipg&sde citocininas (BAP,
TDZ e Cinetina) em quatro diferentes concentra¢®gs 0,5; 1,0 e 2,0 mg)
foram estudados. Diferentes volumes de meio derreu(20; 35; 50; 65 e 80
mL) foram examinados no crescimento de segmentaifigGenericamente, 0s
segmentos apicais ou nodais na orientacdo vertitahtidos em uma sala de
crescimento com 47,6 umol'2|$'11 de irradiancia, sem a adicao de citocininas e
com 50 mL de meio de cultura apresentaram melhegmstas para o cultivo
in vitro de C. ambrosioidesA identificacdo dos constituintes volateis dessa
espécie ndo foi influenciada pela intensidade @aliincia e nem pelo uso de
citocinina, no entanto, a percentagem de areavaldd pico cromatografico foi
interferida por esses dois fatores.

Palavras-chavéEpazote. Oleo essencial. Micropropagagao.
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ABSTRACT

Tissue culture enables the rapid multiplicationgocéat quantity of clones in a
minimal area, with security and phytosanitary dyaknd preservation of
important characters. For medicinal plants beydral ecessity of individuals
uniforms genetically, and preservation of natueditats, then vitro cultivation
can produce compounds with economical value. Howviitiate any process
of micro-propagation is necessary the knowledgthefresponse to each factor
which can influence the growth and production ofmpounds. Therefore the
valuation of some of these factors which can bdudmitial in growth and
volatile compounds productian vitro for C. ambrosioides Lwhich is a plant
present in the RENISUS list for medicinal plantshwhigh interest in research
and use. Nodal and apical segments were testeceriical and horizontal
orientation. The irradiance intensity of 16.5, 3646.6 and 73.2 umol st
were evaluated in a growth room for nodal segmdat&lopment. Three kinds
of cytokinin (BAP, TDZ and Kinetin) in four differé concentration (0.0, 0.5,
1.0 and 2.0 mg ‘E) were studied. Different medium culture volumes, (35, 50,
65 and 80 mL) were examined in the development afah segments. In
general, the apical or nodal segments in vertici&ntation, kept in a growth
room under 47,6 pmol s of irradiance, without cytokinin and 50 mL of
medium culture volume, presented the most desirabsilts forin vitro
cultivation of C. ambrosioidesThe identification of volatile compounds of this
species weren't affected by irradiance intensity eytokinin, contrary of it's
quantification.

Keywords: Epazote. Essential Oil. Micropropagation.

1- INTRODUCAO
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Chenopodium ambrosioided um espécie condimentar e medicinal,
popularmente conhecida por "erva de Santa Mariagastruz" e "epazote".
Considerada pela Organizacao Mundial da Saude (@bI8) uma das espécies
mais utilizadas entre os remédios tradicionais nado e no Brasil encontra-se
listada na Relagdo Nacional de Plantas Medicinas Irderesse ao SUS
(RENISUS), entre as 71 espécies ou géneros dessterdo Governo Federal
(COSTA; TAVARES, 2006; VERISSIMO et al., 2011).

A variabilidade genética, bioquimica, a dificuldadk multiplicacédo e a
extingdo de espécies sdo alguns fatores que podempraemeter o uso das
plantas medicinais para propositos farmacéuticosntreanto, a
micropropagacao representa uma alternativa viéael g rapida propagacao de
grande quantidade de clones em um espaco pequénoda conservacao de
germoplasma (DEBNATH; MALIK; BISEN, 2006; MORAIS at., 2012).

O crescimento e desenvolvimento de uma plantata ga uma célula
ou tecido depende de fatores que variam em funedesgécie, do tipo e da
idade do tecido, das condi¢cbes ambientais e a csigmodos meios de cultura,
0s quais sdo geralmente conduzidos empiricamemteestudo de caso em caso
(GARCIA-GONZALES et al., 2010).

A suplementac¢do do meio de cultivo com reguladdeesrescimento é
um dos principais fatores que interferem a micrppgacdo. O BAP (6-
benzilaminopurina) e KIN (cinetina) tém sido astémde citocininas mais
utilizadas, pois séo fitohorménios associados asoimento e desenvolvimento
das plantas, participando no controle da divisdolare(NAGORI; PUROHIT,
2004 citados por ASMAR et al., 2011).

Segundo Hughes (1981 citado por DE LA VINA et 2001) os niveis
de irradidncia também influenciam o crescimentg@kdatulasin vitro. Para a

espécie Withania somnifera o melhor crescimento e desenvolvimento de
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plantulasin vitro foram obtidos com 30 mmol fa* e 80 mmol rifs* paraMusa
spp (ARAGON et al., 2010; LEE et al., 2007).

O volume de meio de cultura, também, pode intienfier crescimento de
plantulas,in vitro, por meio do aumento da disponibilidade de nuteemu da
competicdo entre esses individuos. Pdelissa officinalisL, a medida que
aumenta o volume de meio de cultura ha a tend@ecsumentar o nimero de
nés e o comprimento do maior broto, em plantulazrapropagadas (REIS et
al., 2007).

Assim, objetivou-se, com este trabalho, estudestabelecer condi¢bes
adequadas para alguns fatores que influenciam aopnapagacdo de
Chenopodium ambrosioidels. dentre eles, segmentos nodais e apicais nas
orientacBes verticais e horizontais, volumes dec¢sal, tipos e concentracdes de
citocininas e intensidades de irradiancia e sulgdes com os constituintes

volateis presentes no vegetal.
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2- MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos LaboratédiesCultura de
Tecidos e Plantas Medicinais e de Fitoquimica, dpddtamento de Agricultura
(DAG) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), MG.

Em todos os experimentos, utilizaram-se frasce25D mL, contendo
35 mL (a excecdo do experimento de diferentes vedude solucdo) de meio
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), com a metade da cotregéo original de
sais (0,5 MS), e 3% de sacarose. A autoclavagenmeio de cultura foi
realizada a 120 °C e 1 atm, por 20 minutos, ogdsaforam mantidos em sala
de crescimento com fotoperiodo de 16 horas deadnzperatura de 25+ 2 °C e
irradiancia de 60 pmol ™s! (exceto o experimento de diferentes intensidades
de irradiancia), o pH do meio de cultura foi aferpara 5,7 + 0,1 antes da
autoclavagem e o meio de cultura foi suplemenfe@% de agar.

Plantas adultas da espé€ibenopodium ambrosioidetocalizadas no
Horto de Plantas Medicinais da UFLA, foram utliaadcomo fonte de
sementes. Confirmou-se a existéncia da exsicatasidaga no herbario do
Departamento de Biologia dessa Instituicdo, sobgistro 10137. As sementes
foram coletadas e semeadas, com 0 objetivo de qid@tas matrizes, em
bandeja de isopor de 128 células contendo substatercial Plantmax Apds
60 dias, as plantulas germinadas foram transplastpdra potes de polietileno
com capacidade de 3,6 litros contendo 0 mesmorstihgt mantidas em casa de
vegetacao com irrigacao.

Ap6s 30 dias, as plantas transplantadas servicamo fonte de
segmentos apicais que foram coletados e lavadoséagmm corrente e sabao
neutro por 30 minutos. Em camara de fluxo lamioarexplantes foram imersos

em uma solugéo hipoclorito de sédio a 40% por 1utos, seguido de alcool
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etilico a 70% por 30 segundos e, finalmente, lagacinco vezes em &agua
destilada e autoclavada.

Ao concluir a assepsia, os explantes foram indogaem tubos de
ensaio contendo 15 mL de meio de cultura. Apéauiiacdo, os tubos foram
tampados e vedados com parafilme e mantidos emdsataescimento. Essas
plantulas estabelecidas serviram como fontes demes#g@s nodais, de
aproximadamente 2 cm de comprimento e com 2 gerilases, sem as folhas,
e segmentos apicais que foram representadosggmdntos com extensao do
meristema apical até a extremidade inferior do séguolha, sendo que as
folhas desenvolvidas foram excisadas.

A variavel altura de plantula (AL), expressa o @aamo da brotacdo
principal medida de sua base até a gema apicaleliacdo foi realizada com o
auxilio de paquimetro digital. As biomassas satmdolha (BSF), de caule
(BSC) e de raiz (BSR) foram mensuradas em balamgaetisdo apds secagem
em estufa de circulagéo forcada de ar a temperaturstante de 35 °C por trés
dias.

2.1- Efeito das orientacdes vertical e horizontal ;n crescimento de
segmentos apicais e nodais

Segmentos nodais e apicais foram inoculados negtacdes verticais e
horizontais em meio de cultura.

O delineamento experimental utilizado foi o irdeilente casualizado
(DIC) em esquema fatorial (2x2), sendo o fator tipoexplante com dois niveis
(apical e nodal) e, semelhantemente, o fator @@@&u do explante (vertical e
horizontal). Utilizaram-se cinco repeticbes e adade experimental constituida

por trés frascos contendo trés segmentos por ¢épeti
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Apés 40 dias, foram avaliadas as variaveis alteaplantula (AL),
nimero de broto (NB) e de folha (NF), biomassa skectolha (BSF), de caule
(BSC) e de raiz (BSR).

2.2- Efeito de diferentes niveis de irradidncia norescimento de segmentos
nodais

Segmentos nodais foram inoculados verticalmenteneio de cultura e
acondicionados em sala de crescimento com diferemeensidades de
irradiancia (16,5; 36,6; 47,6 e 73,2nol m'zs'l), provenientes da instalagédo de
lampadas fluorescentes brancas em ambiente catdrola

O delineamento experimental utilizado foi o irdeiente casualizado
(DIC), constituido de cinco repeti¢cfes e a unidadeerimental representada por
trés frascos contendo trés segmentos por repeticao.

Ap6s 40 dias, foram avaliadas as varidveis altdeaplantula (AL),
namero de broto (NB) e de folha (NF), biomassa skectolha (BSF), de caule
(BSC) e de raiz (BSR).

2.3- Efeito de diferentes tipos e concentra¢des dgocininas no crescimento
de segmentos nodais

Segmentos nodais foram inoculados verticalmentemeio de cultura
com diferentes tipos e concentracdes de citocininas

O delineamento experimental utilizado foi o irdelente casualizado
(DIC), em esquema fatorial com um tratamento adalig3x3+1). O tratamento
adicional foi caracterizado pela auséncia de citoaj o fator tipo de citocininas
com trés niveis (BAP, TDZ e Cinetina) e, semelhaetge, o fator
concentracdo de citocininas (0,5; 1,0e 2,0 r'ﬁ)g L

Utilizou-se trés repeticdes e a unidade experiatengpresentada por
trés frascos contendo trés segmentos por repeticao.
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Apés 40 dias, foram avaliadas as variaveis alteaplantula (AL),
namero de broto (NB) e de folha (NF), biomassaasde folha (BSF), de caule
(BSC) e de raiz (BSR).

2.4- Efeito de diferentes volumes de meio de cultarno crescimento de
segmentos nodais

Segmentos nodais foram inoculados verticalmentdraseos contendo
diferentes volumes de solucéo (20; 35; 50; 65 mBpdo meio de cultura.

O delineamento experimental utilizado foi o irdeiente casualizado
(DIC), constituido de quatro repeticdes e a unidexfgerimental representada
por trés frascos contendo trés segmentos por ¢épeti

Ap6s 40 dias, foram avaliadas as variaveis alteaplantula (AL),
nimero de broto (NB) e de folha (NF), biomassa skectolha (BSF), de caule
(BSC) e de raiz (BSR).

2.5- Andlise estatistica

As analises foram feitas utilizando-se o softw&ee o0s pacotes
estatisticoExpDes(FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2011) MASS
(VENABLES; RIPLEY, 2002), conforme R Developmentr€deam (2012).

Em relagdo as pressuposicfes béasicas da andlissiéecia, os testes
de Shapiro-Wilk e de Bartlett foram aplicados pessficar a normalidade e
homocedasticidade, respectivamente.

Para os tratamentos cujas médias apresentararerdifesignificativa
foi empregado o teste de Tukey, adotando-se 5% cdwed de significancia, e

analise de regresséo quando o tratamento foi datirdi
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2.6- Andlise da fracédo volatil por HS-CG/EM

Amostras de folhas de. ambrosioidegoram coletadas de plantulas aos
40 dias de cultivan vitro em diferentes tipos e concentracfes de citocirgénas
intensidades de irradiancia. As amostras foramsseoa estufa de circulacao
forcada de ar a 35 °C, por trés dias. O delineasregerimental utilizado foi o
inteiramente casualizado para o fator intensidadesradiancia e em esquema
fatorial com um tratamento adicional (3x3+1) para fatores tipos e
concentracbes de citocininas. Em ambos os expetdsientilizou-se de trés
repeticbes e a unidade experimental foi represamad60 mg de folhas secas.

As analises quimicas foram realizadas no Laboeatlér Fitoquimica do
DAG/UFLA. Para extracdo da fracdo volatil@eambrosioideempregou-se a
técnica de headspace estatico. Para isso, utdieoo- extrator/amostrador
headspace automatico CombiPAL Autosampler Systert (@nalytic AG,
Switzerland) acoplado ao sistema de CG/EM. Apoéscaufinentos de
otimizacdo das condigcBes operacionais foram esteides o0s seguintes
pardmetros: temperatura de incubacdo da amostid@€C durante 30 min,
temperatura de seringa a 120 °C. Foram utilizaolagad secas, acondicionadas
em vial para headspace de 20 mL, vedados com depsdicone/PTFE, até a
andlise; 500 pL da fase de vapor foram injetadosah#na cromatografica. A
fracdo volatil foi analisada em um sistema de atografia em fase gasosa
Agilent®7890A acoplado a um detector seletivo de massdsi&YiISD 5975C
(Agilent Technologies, Califérnia, EUA), operadorponizacdo de impacto
eletrbnico a 70 eV, em modo varredura, a uma veédale de 1,0 scan/s, com
intervalo de aquisicdo de massas de 40-400 miizdltise uma coluna capilar
de silica fundida HP-5MS (30 m de comprimento x50f@m de diametro
interno x 0,25 um de espessura do filme) (CaliggrEUA). O gas hélio foi

utilizado como gas de arraste com fluxo de 1,0 nih/ras temperaturas do
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injetor e a linha de transferéncia para o MS foraamtidas em 220 °C e 240 °C,
respectivamente. A temperatura inicial do fornodei40 °C, isotérmico por 1
min, seguido por uma rampa de temperatura de 3iACAt® 200 °C e
posteriormente de uma rampa de 10 °C/min at®Q@58 injecao foi realizada
no modo split a uma razdo de injecdo de 1:50. Ascemtracbes dos
constituintes presentes na fracdo volatil foramresgas pela percentagem de
area relativa dos picos cromatograficos.

Os constituintes da fracdo volatil foram idenétios por comparagéo
dos seus indices de retencéo relativos a co-ingedona solu¢éo padrdo de n-
alcanos (C8-C20, Sigma-Aldrigh St. Louis, USA) e por comparacdo dos
espectros de massas do banco de dados da biblt&GAEPA/NHI(NIST
SPEECH GROUP WEBSITE, 2013) e de literatura (ADAN2807). O indice
de retencao foi calculado usando
a equacdo proposta por (KOVATS, 1965) e para abuaides foram
consultados indices de retencao de literaturas (MBA2007; DAVIES, 1990).

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- Efeito das orientacdes vertical e horizontal o0 crescimento de
segmentos apicais e nodais

Para as variaveis nimeros de folha e broto naosehonteracéo
significativa entre orientacédo e tipo de explapitanto, realizou-se o estudo
dos fatores isoladamente (Tabela, 1). Entretardma @ltura de plantula e
biomassas secas de caule, de raiz e de folharagatefoi significativa e seu
desdobramento esta demonstrado na Tabela 2.

Na orientacdo vertical, houve maior producdo deaf por plantulas
(21,91) e o numero de brotos nédo foi influenciastatésticamente, assim como

o fator tipo de explante (apical e nodal) parassasaveis (Tabela, 1).
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Tabela: Numero de folha (NF) e de broto (NB) dehenopodium ambrosioides
cultivadasin vitro nas orientacdes verticais e horizontais e os tiges
explantes (gemas apicais e segmentos nodaispdtiliz UFLA, Lavras, 2013

ORIENTACAO NF NB
HORIZONTAL 17,69 b 2,00 a
VERTICAL 21,91 a 2,38 a
TIPO
APICAL 18,90 a 2,23 a
NODAL 20,70 a 2,15 a

"Médias seguidas de mesma letra mindscula na coliiaadiferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Ao comparar os tipos de explante nas orientag@espbserva que para
0S segmentos apicais, a biomassa seca do caulepmésentou diferencas
significativas entre as orientacées verticais eizbaotais, entretanto, esses
segmentos inoculados na orientacdo vertical api@sen maiores resultados
para altura de plantula, biomassas secas de follearaiz. O oposto pode ser
observado para os segmentos nodais, na qual a hiaimassa seca de caule
ocorreu na horizontal e para as demais variaves Induve influéncia
significativa da orientagdo nesses segmentos.

Observa-se ainda, que para as orientacdes emigekas tipos de
explantes, os maiores resultados para as biomsassas de folha e de raiz foram
obtidos para segmentos apicais na vertical e pal@ai@ de plantula e biomassa
seca de caule, os segmentos apicais e nodais fefiivadn significativamente
nessa orientacdo. Uma situacdo contraria foi cadfi para a orientacédo
horizontal, os segmentos nodais obtiveram maioscarento em altura de
plantula e biomassa seca de caule em relacdo &@ssap para as biomassas
secas de folha e raiz, tanto apicais quanto nodaisapresentaram diferencas

estatisticas (Tabela, 2).
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Tabela: Altura de plantula (AL - mm), biomassa seca de&4BISC - mg), de folha
(BSF - mg) e de raiz (BSR - mg) de gemas apiddi(segmentos nodais
(N) de Chenopodium ambrosioidesultivadasin vitro nas orientagdes
verticais e horizontais. UFLA, Lavras, 2013

ORIENTACAO

VARIAVEIS TIPOS VERTICAL HORIZONTAL
AL A 57,75 Aa 39,23 Bb
N 51,34 Aa 50,10 Aa

BSC A 10,74 Aa 7,80 Ab
N 8,50 Ba 16,04 Aa
BSF A 21,36 Aa 15,28 Ba

N 15,56 Ab 16,78 Aa

BSR A 12,42 Aa 7,84 Ba

N 8,54 Ab 9,96 Aa

"Médias seguidas de mesma letra maiGscula na liniascula na coluna, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukeyw@de significancia.

Para o porta enxerto de macieira, as orientagéisal ou horizontal de
segmentos nodais ndo apresentaram diferencasicatjuds para altura de
plantulas, entretanto, o maior numero de brotagdgemas e a maior taxa de
multiplicacdo foram obtidos com segmentos nodaisom@ntacdo horizontal
(ERIG; SCHUCH, 2002).

Conforme Erig e Schuch (2002), a obtencdo de utornmiimero de
brotacbes, com o0 segmento nodal na orientacdo ombgiz deve-se
principalmente & quebra da dominancia apical, (essan orientacdo pode ter
inibido a translocacdo polar de auxina, ocorrendw unmaior brotagdo nos
segmentos nodais. Entretanto, segundo Taiz e Z&@§6®), o transporte polar
da auxina ndo é afetado pela orientacdo do tepmlogsse ndo ser dependente
da gravidade e sim de energia metabdlica.

Portanto, pode-se explicar que as diferencas &nactas ndo estéo
relacionadas ao favorecimento do transporte umidin@l da auxina pela
gravidade, mas pela presenca da gema apical queeedeminancia e pela

facilidade de seu crescimento. Nos segmentos nodass brotacdes
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desenvolveram a partir de gemas axilares, ndoeinfiadas pela dominancia
apical (meristema apical cortado), e as orientacdée contribuiram,

generalizadamente, para maiores resultados. Emicdppsnos segmentos
apicais, o crescimento ocorre a partir de gemasaipi que verticalmente
inoculados, estdo em orientacao favoravel ao ragielscimento e na horizontal,
ha a necessidade de acimulo de auxina na regi&tacipduz para direcionar o

crescimento vertical dos brotos, consequentemdalengando o processo.

3.2- Efeito de diferentes niveis de irradiancia norescimento de segmentos
nodais

Todas variaveis respostas avaliadas apresentarafarengas
significativas em relacédo as intensidades de #@raui estudadas. Para a altura
de plantula e biomassa seca de folha observou-seresposta linear e para o
nimero de broto e folha, e biomassa seca de cadéeraiz, uma quadratica
(Grafico, 1).

A maior altura estimada foi de 70,64 mm para adiéncia de 73,2
pmol m?s®. O maior nimero de folhas (26,06) e nimero deobr(t,76) foi
estimado para as intensidades de irradidncia de946&,45,79 pmol s,
respectivamente. Em relac@o as biomassas secas) &feridos 26,93; 11,89 e
6,52 mg nas intensidades de 73,2; 50,14 e 55,6% mf‘?s')l para folha, caule e
raiz, respectivamente.

A qualidade e a quantidade de luz afeta o crestoneo
desenvolvimento de estbmatos e as respostas §jisldeWithania somnifera
e para essa espécie,intensidade de 30 pumol st proporcionou o maior
crescimentan vitro (LEE et al., 2007). A capacidade de enraizament®aisea
americanaMill, foi drasticamente reduzida em alto nivel Wediancia (80
pumol m?s?) (KRISTIANSEN; @RNSTRUP; BRANDT, 1999).
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Gréfico 1 A- altura de plantula (AL), B- log do nimero deHal(NF)*, C- nimero
de broto (NB), D- biomassa seca de folha (BSF)biBmassa seca de
caule (BSC) e F- biomassa seca de raiz (BSR)CHenopodium
ambrosioides cultivadas in vitro em diferentes intensidades de
irradiancia. UFLA, Lavras, 2013. *Variavel trangfuada por log (Y)

Para a micropropagacdo @gmbidium o enriqguecimento de GQhos
frascos sob nivel de irradiancia elevada promovaiomss taxas fotossintéticas
e, consequentemente, maior crescimentoncluindo que em condicdes
ambientais favoraveis para a fotossintese, asuytd&nsdo autotroficas vitro
(KOZAI; OKI; FUJIWARA, 1990).

Com base nos dados apresentados, a irradiandia @@ mol nts'foi a
mais adequada para micropropagacao Gleambrosioides,nas condi¢cdes
ambientais e nutricionais estudadas. Contudo, ests@lo necessarios, caso seja

de interesse, o favorecimento do autotrofismo despacidn vitro, talvez pela
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reducdo da concentra¢éo de sacarose no meio deagatimento da intensidade
de irradiancia e com o enriquecimento de,CO

3.3- Andlise da fracdo volatil por HS-CG/EM em difeentes niveis de
irradiancia

O Oleo essencial da espécie é uma mistura deafidsic(58,38%).p-
cimeno (16,20%)q-terpineno (9,70%), E-ascaridol (4,30%) e limonéh80%)
(CAVALLI et al, 2004). No estudo da cromatografia gasosa, foram
identificados todos os referidos constituintes, amecdo do limoneno. Com
relacdo aos principais constituintes da fracaotiali@ C. ambrosioidesos
diferentes niveis de irradiancia nao influenciaraignificativamente suas

percentagens, com excec¢do gterpineno que diminuiu linearmente (Gréfico,
2).

A Z-ascaridol: *ns

® p-cimeno:  *ns

B E-ascaridol: *ns

O o-terpineno: 3,97-0,05x R*=0,83
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24 “
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9
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|
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e ®
- .
< N . °
21 = ] - a
&, - =
T T T T
16,5 36,6 47,6 32

Trradiancia (umol m= s1)

Gréfico - Area relativa (%) de picos cromatogréaficos dos gipiais constituintes
da fragdo volatil deChenopodium ambrosioidesultivadain vitro em
diferentes niveis de irradidncia. UFLA, Lavras, 201
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3.4- Efeito de diferentes tipos e concentra¢des digocininas no crescimento
de segmentos nodais

Para as variaveis altura de plantula e biomassade caule ndo foram
observados interac@es significativas, ao contida®demais variaveis. Maiores
médias de altura de plantula e biomassa seca tefoeam obtidas em meio de
cultura acrescidas ou néo de cinetina (Tabela, 3).
Tabela: Altura de plantula (AL) e biomassa seca de cauleQBdeChenopodium

ambrosioidescultivadasin vitro em funcdo de trés tipos de citocininas.
UFLA, Lavras, 2013

CITOCININAS AL BSC
CINETINA 70,61 a 21,65a
BAP 27,64 Db 16,95 ab
TDZ 16,95 c 14,30 b
TESTEMUNHA 67,45 a 15,44 a

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na coliiaadiferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Em oposi¢cdo aos dados obtidos, para a espéaieornia speciosa
menor altura de plantula foi observada ao ndaatikssas citocininas e 2 mg L
'de BAP proporcionou melhor resultado (SOARES®I., 2011).

Diferentes concentragbes de citocininas adicionada meio néo
influenciaram, estatisticamente, a biomassa seceadk, entretanto, para a
altura de plantulas observou-se uma resposta dicad(@rafico, 3).
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Gréfico ¢ A- altura de plantula (AL) e B-biomassa seca deletd (BSC) de
Chenopodium ambrosioides cultivadas in vitro em diferentes
concentragdes de citocinina. UFLA, Lavras, 2018.No significativo
pelo teste F
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Concentracdes mais elevadas de citocininas, palmgnte o BAP, séo
eficientes para o aumento do numero de novos bhrataguanto que,
contrariamente, concentracfes mais baixas ou aneaséleste regulador
promovem o alongamento do explante (ASMARal., 2011). Esse fato foi
observado parcialmente pdata ambrosioideso BAP e o TDZ prejudicaram o
crescimento de plantulas e a cinetina ndo aprasémtcementos significativos
na altura do broto principal , entretanto, o nUndedorotos d€. ambrosioides
ndo aumentou com a utilizacdo dessas citocininas.

O numero médio de folha e broto e a biomassa deca@aiz nao
apresentaram diferencas estatisticas em relacéig@ale doses crescentes de
BAP no meio de cultura. A biomassa seca de folbgsen média, maior na

presenca de 1,47 mg-tessa citocinina (Grafico, 4).
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Gréfico ¢ A- biomassa seca de folha* (BSF), B- biomassa deaaiz** (BSR), C-
numero de folha** (NF) e nimero de broto** (NB) d@henopodium
ambrosioidescultivadasin vitro em diferentes concentracdes de BAP.
UFLA, Lavras, 2013. *Variavel transformada por lgy( **" N&o
significativo pelo teste F
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A biomassa seca de folha e de raiz e o nimermlta £ broto néo
apresentaram diferencgas estatisticas para a atticéioetina no meio de cultura
(Grafico, 5).

A biomassa seca de folha e 0 nimero de broto®kgéo as diferentes
concentracbes de TDZ foram ajustados a um polindaeoprimeiro grau,
enguanto a biomassa seca de raiz e o nimero de folbm de segundo grau.
Entretanto, para essas variaveis analisadas o ro@@ecimento de segmentos
nodais ocorreu na auséncia de TDZ (Gréfico, 6).

Como observado nos graficos, a adicdo das citmsnBAP e TDZ
prejudicaram o crescimento dos explantes e a nometido apresentou
acréscimos significativos, certamente por existimoentracfes enddgenas

adequadas desse regulador, tanto para formacadzes adventicias como para

brotos.
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Graficot A- Biomassa seca de folha* (BSF), B- biomassa deaaiz* (BSR), C-
namero de folha* (NF) e numero de broto* (NB) @aenopodium
ambrosioides cultivadas in vitro em diferentes concentracdes de
cinetina. UFLA, Lavras, 2013"N&o significativo pelo teste F
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A formacao de menor niumero de brotos com a utiaedo TDZ pode

estar relacionada ao fato de essa citocinina sisr atiga biologicamente que as

demais (SOARES®t al., 2011).

3.5- Andlise da fracdo volatil por HS-CG/EM em difeentes tipos e

concentragfes de citocininas

O constituinte volatip-cimeno ndo apresentou diferencas significativas

em doses crescentes de BAP. Entretanto, para oafidd, a-terpineno e o E-

ascaridol as maiores percentagens foram obsermadasoncentracdes de 0,27;

1,40 e 0 mg L de BAP, respectivamente (Gréfico, 7).
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Grafico 7 Area relativa (%) de picos cromatograficos dos gpais
constituintes da fracdo volatili dehenopodium ambrosioides
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Lavras, 2013

Para a cinetina, apenas 0s constituintes Z-astasd p-cimeno
apresentaram-se diferentes as doses crescentese desgmpilador e,
respectivamente, nas concentracdes de 1,52 e @32 nobtiveram maiores
resultados (Grafico, 8).

Todos o0s constituintes volateis identificados s@néaram-se em
percentagens diferentes, estatisticamente, eméeka@dicdo de concentracdes

crescentes de TDZ. Contudo, as maiores respostas fibservadas na auséncia
dessa citocinina (Grafico, 9).
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As citocininas apresentam diferentes efeitos, mggedo do metabdlito
secundario e da espécie em estudo (RAO; RAVISHANKARB02). Esses
autores citam alguns trabalhos na qual ocorreutimal® ou a inibicdo de
antocianinas em algumas espécies.

Tratamentos com concentracfes crescentes TDZrvabse reducdes
nas percentagens da area relativa dos principagitontes da fracéo volatil de
C. ambrosioidespor ndo permitir o crescimento dos segmentos nofaia a
BAP as maiores percentagens do Z-ascaridol foralizaglas em condi¢des
adequadas de cultivo, que se assemelha sem est@mlmEge para a cinetina, a

maior producdo desse constituinte foi observadedamonar 1,52 mg L

3.6- Efeito de diferentes volumes de meio de culrno crescimento de
segmentos nodais

As variaveis respostas estudadas apresentararardifer significativas.
A altura de plantula demonstrou comportamento cibi@s demais quadratico
(Grafico, 10).

Os valores maximos para altura, nimero de folhde ebroto, e as
biomassas secas (folha, caule e raiz) sdo 72,4343y82; 5,03; (28,86; 22,11 e
28,57 mg), respectivamente, nos volumes 40,60;1646@,34; (60,53; 60,06 e
63,02).
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caule (BSC) e F- biomassa seca de raiz (BSR) de Chenopodium
ambrosioidescultivadasin vitro em diferentes volumes de solucdo de
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O estudo de viabilidade econémica néo foi reatizadtretanto, pode-se

observar, de maneira genérica, que volumes de deedaltura superior a 50 mL

ndo proporcionaram incrementos crescentes no oreatd dos explantes.

Ressalta-se ainda, que ao multiplicar essa es&jiepor segmentos apicais ou
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nodais, ndo havera grandes diferencas no nimeptadilas que seréo obtidas
entre os volumes de 50 e 80 mL, com base no nudesbootos (gemas apicais)
e folhas (gemas axilares), de ambos os tratamefibdetanto, utilizara de 1,6 x

mais de meio de cultura, 80 mL quando comparado 5®mL, para obtencéo

de mesma taxa de multiplicacéo.

CONTROLE

apical  nodal
Horizontal

Figura 1 Plantulas micropropagadas @aenopodium ambrosioidesn A- diferentes
tipos e concentragdes de citocininas; B- diferemie®is de irradiancias
(umol mi’s™); C- diferentes volumes de solugéo nutritiva (m);diferentes
orientacdes e tipos de explantes. UFLA, Lavras3201
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4- CONCLUSAO

Para o cultivain vitro de Chenopodium ambrosioidegcomenda-se a
inoculacdo de segmentos nodais nas orientacdesav&xu horizontais e gemas
apicais na vertical com 50 mL de meio de cultur&qMS e 3% de sacarose),
ausente de citocininas, os quais devem ser mamulsala de crescimento com
47,6 pmol st de irradiancia. A identificagdo dos constituintedateis dessa
espécie nao foi influenciada pela intensidade @aliincia e uso de citocinina,

ao contrario de sua percentagem de area relatipicdo

AGRADECIMENTOS: FAPEMIG, CNPqg e CAPES pelo auxilio financeiro e

concessao de bolsas de estudo.
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