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RESUMO

SOUZA, Ana Valéria de. Propagacido in vitro e aspectos anatdmicos de
(Lychnophora pinaster) MART.. LAVRAS: UFLA, 2003. 127p. (Dissertagdo -

Mestre)”

O emprego de plantas na cura de doengas remonta ao inicio da civilizagdo. No
entanto, o quadro atual ndo ¢ muito diferente de nossos antepassados, pois o
consumo de fitoterapicos pela popula¢do é cada vez mais significativo. Inimeras
plantas empregadas para tal fim vém sendo cada vez mais estudadas, no intuito
de assegurar sua sobrevivéncia no ecossistema, ja que muitas delas correm risco
de extingdo. A espécie Lychnophora pinaster ¢ uma planta medicinal do cerrado
brasileiro conhecida popularmente como amica, muito utilizada externamente
pela populagdo na forma de extrato alcodlico como antiinflamatorio, anestésico
e cicatrizante, em contusdes, machucados ¢ hematomas ¢ se encontra na
categoria das plantas vulneraveis a extingdo devido a sua grande dificuldade de
propagacdo. Como a técnica da micropropagacio dentro da cultura de tecidos
permite solucionar problemas dessa natureza, o objetivo deste trabalho foi
cstabelecer um protocolo para a propagagdo in vitro da amica e caracterizar
alguns aspectos de anatomia foliar em diferentes ambientes de cultivo. O melhor
meio para germinag¢do dos embrides de arnica in vitro e crescimento da plintulas
foi o MS/4 solido com 7,5 g de agicar (padrdo). Para a inducao de miltiplas
brotagSes, methores resultados foram obtidos quando o meio padrio foi
suplementado com 0,62 mg.L" de BAP, aos 45 dias apos inoculagio. Melhor
alongamento das brotagdes antes do enraizamento ocorreu quando essas foram
deixadas na presenca de 3 mg.L' de GA; por 19 dias. O enraizamento foi
a!cam;ado com sucesso quando as brotagdes permaneceram na presenga de 2,00
mg.L” dc ANA durantc 15 dias cm sala dc crescimento. Quando as plintulas
enraizadas foram aclimatizadas em casa de vegetagio, houve 100% de
sobrevivéncia no solo do local de ocorréncia da espécie e 0%, quando se utilizou
o plantmax®. Os estudos anatémicos comprovaram a eficiéncia da técnica da
micropropaga¢do no tocante as caracteristicas foliares essenciais a sua
sobrevivéncia em condigdes de campo. J4 nas plantulas mantidas in vitro, como
também nas aclimatizadas, foi possivel observar a diferenciagio de todos os
tecidos internos, além de caracteres xeromorfos comuns a espécies xerofitas,
como o tipo de tricomas.

* Comité Orientador: José Eduardo Brasil Percira Pinto - UFLA (Orientador),
Evaristo Mauro de Castro — UFLA.
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ABSTRACT

Souza, Ana Valéria de. In vitro propagation and anatomical aspects of
(Lychnophora pinaster) MART.. LAVRAS: UFLA, 2003. 127p. (Dissertation -
Master)

The use of plants in the cure of diseases come from the begning of civilization.
However, the current frame is not very different from our ancestry, because the
use of fitoterapics are more and more significant by the population. Some plants
used for this have been studied for its survival in the ecossistems. The species
Lychnophora pinaster, is a medicinal plant from Brazilian’s cerrado, well-
known popularly as “arnica”, used externally by population in the form of
alcoholic extract as antiinflamatory, anestesic and cicatrizant in contusions and
bruises, it is in the category of endangered plants, due difficulty of propagation.
As the technique of micropropagation inside the tissue culture permit to solve
this problem, the objective of this work was to establish a protocol for the
propagation in vitro of arnica and to characterize some aspects of the leaves
anatomy in different enviroment. The best medium for germination of the
embryos of the amica in vitro and growth of the plantets was a MS/4 solid with
7,5 g sugar (standart). For induction of the multiple shoots, the best results was
obtained when medium standart was supplemented with 0,62 mg.L-! of BAP
after 45 days inoculation. The best length of the shoots of the arnica before
rooting ocurred when this standed in 3 mg.L-! of GA;, for 19 days. The rooting
was obtained when the shoots standed in 2,00 mg.L-! of NAA for 15 days in
growth room. When plantets rooted were acclimatized in green house, ocurred
100% of survival in soil from occurrence local of the species and 0% in
plantmax®. Anatomical studies proved the efficiency of micropropagation
technique for characteristics leaves essential on field survival. In the plantets in
vitro and acclimatized were possible to observe the differentiation of the tissue
inside and characters xeromorfs commonness in the xerophyts species, as
tricomcs typc.

* Guidance committee: José Eduardo Brasil Pereira Pinto (Orientador), Evaristo
Mauro de Castro - UFLA.

iii



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

O emprego de plantas na cura de doengas ¢ uma realidade presente desde
o inicio da civilizagio. O homem primitivo, na busca de vegetais para sua
alimentagio, ja selecionava algumas plantas para o tratamento de suas
enfermidades, obtendo com esta pratica plantas que apresentavam propriedades
terapéuticas, podendo ser usadas como medicamentos ¢ plantas com principios
toxicos, que inviabilizavam sua utilizagio.

Esta base de conhecimento foi de grande relevincia no desenvolvimento
da fitoterapia, visto que, a partir de passado t3o remoto, atravessa geragtes por
entre as mais diversas culturas, baseando-se de modo significativo no
conhecimento empirico de curandeiros € de nossos antepassados que ha décadas
utilizam das plantas para fins terapéuticos.

Detenta de valiosas informagdes, a humanidade volta a reacreditar no
poder das plantas medicinais apés um periodo de estagnagio ocorrido entre os
anos de 1950 ¢ 1970, devido ao grande avango dos medicamentos alopaticos; € o
que se nota, atualmente, ¢ uma busca insensante por produtos naturais. Merece
destaque o consumo de medicamentos fitoterdpicos que vem aumentando
demasiadamente nos ultimos anos, ja que nio causam algum tipo de reagio
alérgica ou efeito colateral quando usados adequadamente, e também porque
apresentam um custo relativamente baixo. Ndo deixando de ressaltar o enorme
acervo ecoldgico representado pela exuberante ¢ valiosa flora do Brasil, que
oferece elevado numero de espécies nativas passiveis da utilizagdo como
medicamento e possibilitam o tratamento das mais diversas doengas.

Quando Sandes & Di Blasi (2000), relacionam a rica diversidade
genética vegetal do Brasil onde existe cerca de 55.000 espécies catalogadas de



um total estimado entre 350.000 ¢ 550.000 espécies, com as plantas como fonte
de substancias biologicamente ativas que apresentam alguma atividade sobre o
metabolismo de um organismo vivo, podendo constituir-se uma atividade
farmacologica: ressaltam como impressionante, a diversidade em termos de
estrutura ¢ de propriedades quimicas em que essas substincias ocorrem na
natureza, podendo servir muitas vezes dircta ou indiretamente para o
desenvolvimento ¢ a sintese de um grande nimero de farmacos.

Segundo Di Stasi (1996), no Brasil, 20% da populagio ¢ responsavel por
63% do consumo dos medicamentos disponiveis, o restante destes encontra-se
nos produtos de origem natural, especialmente plantas medicinais. Farias ef al..
(1994) ressaltam que os fitoterapicos tém sido, no caso do Brasil ¢ de muitos
paises, o suporte da indistria farmacéutica, sendo significativo o emprego de
matéria-prima vegetal na elaboragdo desses medicamentos por varias empresas
nacionais (Reis & Mariot, 2001).

Esse imensuravel valor expressado pela rica biodiversidade brasileira
vem sofrendo graves conseqiiéncias. A intensa exploragdo pelo homem vem
acarretando na extingdo de varias espécies nativas, como as espécies medicinais
nativas de ocorréncia dos cerrados brasileiros, ja que este ¢ um bioma possuidor
de fitofisionomias com caracteristicas peculiares essenciais a sobrevivéncia das
mesmas, mas que também mostram-se¢ indesejaveis quando busca-se a
viabilidade da propagagdo vegetativa pelo método convencional, levando 4 uma
exploragdo extrativista predatoria. |

Corréa Junior et al,. (1994) afirmam que, com a demanda pela utilizagdo
de plantas medicinais na cura ou prevengio de doengas, o cultivo e/ou
extrativismo destas plantas torna-se uma alternativa cada vez mais importante na
agricultura nacional.

O extrativismo, porém, ndo ¢ a forma mais adequada; visto que a

exploragdo de plantas de uso medicinal da flora nativa através da extragio direta



nos ecossistemas tropicais tem levado a redugdes drasticas das populagtes
naturais dessas espécies. Entretanto, Reis & Mariot (2001) afirmam que ainda é
relativamente pequeno o conhecimento acumulado sobre o cultivo ou manejo de
populagdes naturais de plantas medicinais da flora nativa; ¢ mesmo das espécies
exéticas, a geragdo de conhecimento e adaptacdo tecnoldgica também mostram
grandes caréncias. Como o processo de extrativismo das espécies de interesse
ainda perduram, somente o acesso a informagdes que permitem a estruturacio de
tecnologias pertinentes aos ambientes e diversidades existentes podem mudar
este quadro, tomando a domesticacio ¢ cultivo destas espécies questdes
prioritarias no tocante a preserva¢io genética dos recursos naturais, na tentativa
de reduzir o extrativismo ¢ ainda apresentar op¢les na obtengio de matéria-
prima de interesse farmacéutico (Reis & Mariot, 2001).

Tal realidade pode ser notada com a espécie Lychnophora pinaster
(Asteraceac), conhecida popularmente como amica. Planta nativa dos cerrados
brasileiros, mais precisamente de ocorréncia em campos rupestres, muito
utilizada pela populagio como antiinflamatério, anestésico e cicatrizante, na
forma de extrato alcdolico, o que lhe confere o atributo de planta medicinal, que
vem sendo explorada através de um significativo extrativismo predatério devido
a sua dificuldade de propagacio ¢ cultivo, colocando-a atualmente na categoria
das plantas vulneraveis a extingio.

Atualmente, ¢ considerivel o quadro de mudanga relativo ao
conhecimento empirico no qual se baseou o uso das plantas durante anos. Por
acreditar em todo este potencial, a incansavel busca pelo conhecimento faz da
ciéncia mestra essencial na descoberta de novas tecnologias e conhecedores do
enorme potencial medicinal das plantas, indmeros profissionais das mais
diversas areas vém recalizando pesquisas no intuito de validar cientificamente as
propriedades terapéuticas apresentadas pelas plantas medicinais, como também

solucionar questdes relativas & propagacdo das mesmas.




Esta vegetagdo caracteristica representada pelas formagdes vegetais do
cerrado, de acordo com Avila (2001), pode ser explicado pelas teorias
pedologicas, onde a vegetagio seria dependente de aspectos edificos e
geologicos como deficiéncias minerais, saturagio do solo por elementos como o
aluminio, diferencas de dremagem e profundidade do solo; pelas teorias
climaticas, onde a vegetagio seria o resultado do clima, principalmente em
fungdo da limitagdio sazonal de agua no periodo seco e pelas teorias biéticas, nas
quais a vegetacdo seria resultado da agdio do homem, principalmente pelo uso
freqiiente do fogo, ou ainda resultante de outros agentes da biota. Cabendo
ressaltar, que ndio se trata de uma cobertura vegetal uniforme, ja que o cerrado,
no sentido geral, ¢ um complexo vegetacional.

Além dos fatores ja citados, outras caracteristicas também identificam
este rico bioma. Apresenta duas esta¢des climaticas bem definidas, com invernos
secos € verbes chuvosos (Correia, 1999; Ribeiro & Walter, 1998). As
precipita¢des variam de 750 a 2000 mm, e a precipita¢io média anual estd em
tomo de 1500 mm, (Adamoli et al,1987). A temperatura média situa-se em
torno de 25°C, podendo chegar até 40°C em alguns locais, sendo que a época
mais quente do ano coincide com o pericdo chuvoso e a época mais fria coincide
com a seca ¢ a temperatura do més mais frio esta em tomo de 18°C (Correia,
1999). Segundo Einten (1994), o cerrado ocorre apenas onde nfio hi geadas ou
onde elas nio sejam freqiientes.

Nimer (1989) ressaita que, mesmo com a grande diversificagio térmica
presente no cerrado, ha uma certa tendéncia quanto & uniformidade
pluviométrica, pois o mecanismo atmosférico geral determina uma marcha
estacional de precipitagdo semethante em toda a regido.

Uma outra caracteristica dos cerrados diz respeito as diversas formagdes

rochosas, onde se encontram os mais variados tipos de solos, desde os mais



profundos como os latossolos até os litossolos, nos quais € possivel encontrar
diversos tipos de plantas nativas (Correia, 1999).

De acordo com Reatto er al., (1998), estes sdo solos rasos, que se
originaram de rochas areniticas e quartiziticas, geralmente acidos e pobres em
nutrientes, geralmente associados a muitos afloramentos de rocha, que no
cerrado correspondem a 7,3 % da sua rea, com apreciavel proporgdo pedras ou
cascalhos.

A fitofisionomia tipica notada nesse tipo de solo caracteriza as
vegetacdes de Campo limpo ¢ Campo rupestre, sendo que, as plantas de porte
arbdreo s0 se estabelecem ai, quando encontram aberturas ou fendas entre rochas
(Reatto et al., 1998).

Segundo Guerra & Nodari, (2001), uma das principais caracteristicas da
biodiversidade ¢ a distribui¢do relativa desigual de seus componentes no espaco
geografico, significando que a abundincia de espécies ¢ varidvel em
determinado ambiente e que existem gradientes geograficos da biodiversidade.

Esta grande diversidade em solo e clima expressando exuberante e
diversificada composicdo floristica caracteristica do bioma cerrado, possibilita a
exploragdo do potencial de suas espécies nas mais variadas formas, sendo de tal
maneira significativa a exploragio das propriedades farmacolégicas das suas
inimeras espécies empregadas para fins terapéuticos (Almeida ef al.,1998).

Reis & Mariot (2001) afirmam que varias espécies nativas tém sido
largamente empregadas pela populagio; algumas com estudos quimicos e/ou
farmacologicos que dido suporte 4 sua utilizagdo, outras, a partir do
conhecimento empirico ou tradicional da populagio.

De acordo com Bezerra, J., et al, (2002), muitas espécies do cerrado
brasileiro s3o usadas na medicina tradicional. As espécies Stryphnodendron
adstringens (Mart.), Stryphnodendron polyphyluum (Mant.) e Dimorphandra
molis Bth, sio usadas para tratamento de diarréia, problemas ginecoldgicos ¢



para cicatrizacdo de ferimentos. O extrato de cascas do tronco da espécie S.
adstringens, possui propricdades cicatrizantes, atividade antiinflamatoria e
cfeitos anti-ilcera gastrica. O oleo essencial das folhas da espécie Eugenia
dysenterica. DC apresenta ainda atividade anti-fingica. Oleo de frutos de
Caryocar brasiliensis Camb. é usado em doengas do pulmio; as folhas sdo
utilizadas como infusdo em desordens do figado; sementes de Annona
crassiflora Mart. sdo usadas para picadas de cobras ¢ o extrato de suas folhas
também apresenta atividade anti-fingica. Em seus trabalhos, quando testou a
atividade moluscicida destas espécies sobre Biomphalaria glabrata (Say.)
(lesma), s6 ndo obteve resultados positivos na concentragdo de 100 ppm, quando
utilizou as folhas de D. mollis ¢ A. crassiflora ¢ cascas da espécie E.
dysenterica.

As oportunidades para a identificagio de produtos com possivel
emprego econémico aumentam com a diversidade das espécies, ¢ o0s
pesquisadores da arca de produtos naturais mostram-se impressionados pelo fato
destes produtos encontrados na natureza revelarem uma gama quase que
inacreditavel de diversidade em termos de estrutura ¢ de propriedades fisico-
quimicas ¢ biologicas (Reis & Mariot, 2001).

Entre os tipos de vegetagdo que recobrem o Estado de Minas Gerais,
predomina o cerrado, com cerca de 60% da area (Avila, 2001). Dentre seus
principais tipos fitofisiondmicos, encontra-se¢ grande numero de plantas
medicinais empregadas como medicamento na cura de varias doengas, como ¢
notado na regido de campo rupestre, que ocorre em regides altas com muitas
pedras, onde pode ser encontrado a arnica, muito usada como antiinflamatério ¢
cicatrizante; a batata milhomem usada contra reumatismo; ¢ o gravata que tem

seu fruto muito empregado em xarope para tratar bronquite (Laureano, 1999).



2.2 O Campo Rupestre

O campo rupestre ¢ um tipo fitofisiondmico onde as formagdes vegetais
sdo predominantemente do tipo herbaceo-arbustivo, com a presenga eventual de
arvoretas pouco desenvolvidas de até dois metros de altura. Abrange um
complexo de vegetagdo que agrupa paisagens em microrelevos com espécies
tipicas, onde os arbustos crescem diretamente nas fendas de afloramentos de
rochas, como ¢ notado com a espécie Lychnophora pinaster, ou em trechos com
pouco ou nenhum solo. Ocupa trechos de afloramentos rochosos que geralmente
ocorrem no alto das serras em altitudes superiores a 900 metros, em areas onde
ha ventos constantes, dias quentes ¢ noitcs frias (Avila, 2001; Ribeiro & Walter,
1998).

A sua flora é caracterizada como endémica (Ribeiro & Walter, 1998), o
que também ¢é confirmado pelos autores Giullietti & Forero (1990); Filgueiras
(1994) e Harley (1995), ao ressaltarem como forte caracteristica dos campos
rupestres a presenga de muitos endemismos, gragas as suas particularidades
vegetais.

Este tipo de vegetagdio ocorre na Serra da Canastra, Serra do Cipd ¢
Serra do Espinhago em Minas Gerais, nas Chapada Diamantina (BA) e Chapada
dos Veadeiros (GO) e nas serras centrais do Estado de Goias (Dourada, Pirineus)
(Dias, 1992). As espécies que formam aquela vegeta¢dio sio em sua maioria
autdctones, selecionadas pelas condigbes do clima e especialmente dos solos
(Magalh3es, 1966).

Segundo Ribeiro & Walter, (1998), esta composicdo floristica tipica ¢
dependente das condig3es edéficas restritivas ¢ do clima peculiar, e pode variar
em poucos metros de distincia, sendo a densidade das espécies dependente do
substrato, como a profundidade do solo, fertilidade e disponibilidade de agua.

No caso de afloramentos rochosos, como ja citado anteriormente, os
individuos lenhosos concentram-se nas fendas das rochas, podendo a densidade



ser muito variavel, sendo comum, o agrupamento de individuos da mesma
espécie, cuja presenga ¢ condicionada, entrc outros fatores, pela umidade
disponivel (Ribeiro & Walter, 1998).

Entre as espécies comuns de ocorréncia nessa regiio, encontram-se
aquelas xeromorficas com folhas pequenas, espessadas € coridceas, além
daquelas com folhas densamente opostas cruzadas (Einten, 1994; Harley, 1995),
sendo mais freqiientes aquelas espécies pertencentes i familia Asteraceae,
(Baccharis, Lychnophora, Vernonia), Bromeliaceae, Cyperaceae, Myrtaceae;
dentre outras (Ribeiro & Walter, 1998).

2.3 Emprego e importéncia do género Lychnophora

O género Lychnophora pertencente a sub-tribo Lychnophorineae, tribo
Vernoniaceae ¢ & familia Asteraceae (Stafflen, 1981) ¢ abundante nos campos
rupestres do Brasil (Barreto, 1956; Magalhies, 1966; Ferreira & Magalhies,
1977, Andrade, Gontijo & Grandi, 1986 ¢ Semir, 1991), citados por Silva,
(1994); pais onde é considerado endémico.

Apresenta espécies com um microendemismo bastante pronunciado,
com distribuigdo restrita aos complexos rupestres de quartizito da Bahia, Goias ¢
Minas Gerais (Semir, 1991).

As espécies do género ocorrem em solos superficiais retidos em arenito,
quartmto ou depositos ferrosos, ou areia branca profunda, parecendo estar
edaficamente restritas & um substrato particular ou a diferentes regimes de
umidade (Coile & Jones, 1981).

Segundo Robinson (1999), citado por Sartori er al., (2002), cerca de
50% das 34 espécies descritas que o género compreende vém sendo estudadas
quimicamente, para se identificar compostos ou grupos destes, responsaveis pelo
seu efeito terapéutico, dado ao intenso uso popular delas ha décadas, como

10



antiinflamatério, anestésico ¢ cicatrizante, com resultados positivos e
comprovada eficiéncia terapéutica empirica.

De acordo com Silva (1994), pesquisas sobre as propriedades medicinais
de algumas espécies do género tem demonstrado o potencial destas plantas para
uso farmacéutico. Foi constatado 100% de atividade tripassonomicida em seis
espécies da familia Asteraceae, dentre estas encontram-se L. passeriana (Mart.
ex DC), Gardn. ¢ a espécie L. pinaster Mart.

Nestes estudos foi possivel identificar alguns dos principios ativos,
compostos ou grupos destes, em que se detectou que o perfil das substincias do
género ¢ basicamente caracterizado pela ocorréncia de sesquiterpenos,
diterpenos, triterpenos, lactonas sesquiterpenos pertencentes aos grupos
goiazenolideos, eremantolideos, guaianolideos e classes de audesmanolideos,
além de flavondides, esterdides e poiiacetilenos (Sartori, 2002), podendo-se
comprovar cientificamente a eficiéncia terapéutica das espécies.

Segundo Teske & Trentini (1997), os estudos mostram a importincia
das lactonas seéquiterpénicas como responsaveis pela atividade alergizante,
sendo que em muitas pessoas esta substincia pode causar sensibilizagio na
forma de dermatite de contato, ja que a atividade citotoxica (ou antitumoral),
como também a atividade antibiética estariam ligadas a esta substincia. Os
triterpenos sdo espamoliticos a nivel de musculatura lisa, principalmente na
musculatura dos vasos, e permite a disten¢do dos tecidos sujeitos a inflamagdo.
Os flavondides potencializam a atividade dos terpencs. As propriedades
antiinflamatoria e analgésica da amica se explicam pela diminui¢do da atividade
enziméitica no processo inflamatorio. O fitocomplexo bloqueia a inflamagio
causada por traumatismos, diminui a formagdo de exsudato e incrementa a
reabsor¢do e a agdo das células responsaveis pela diminui¢do dos fragmentos
biologicos de origem necroticas.

11



Bohlmann, ez al., (1980), estudando a espécie Lychnophora salicifolia,
conseguiram isolar o acido lychnoforinico e derivados de cariofilenos, além de
flavonas glicosideos. E em seus estudos fitoquimicos realizados em 1982, com a
parte aérea das espécies Lychnophora sellowii Sch. Bip., Lychnophora bahienis
Mattf. ¢ Lychnophora crispa Mattf. demonstraram que furanoeliangolideos sio
caracteristicos deste género e talvez também, da subtribo, sendo os derivados de
humulenos e cariofileno oxidados também de ocorréncia freqiiente.

Cunha et al,(1995), trabalhando com a parte aérea da espécie
classificada por Semir (1991), como Lychnophora rupestris, conseguiram isolar
alguns dos sesquiterpenos lactonas, como também flavonoéides.

No entanto, de acordo com Borsato ef al., (2000), entre as espécies do
género, a espécie Lychnophora ericoides (Mart) ¢ a mais popular, cujas folhas e
raizes sdo comercialmente usadas na forma de po, como analgésico e
antiiflamatdrio. Seus estudos fitoquimicos com extrato de diclorometano de
folhas € raizes desta cspécie, em cobaias albinas; permitiram concluir
significante atividade analgésica quando usado o extrato das raizes, o que ndo
foi obtido quando se utilizou o extrato das folhas desta mesma espécie.

Os estudos fitoquimicos realizados por Borella er al,, (1998) com as
espécies L. ericoides e L. pseudovillosissima, permitiram isolar sesquiterpenos
lactonas ¢ triterpenos. Duas dentre as varias substincias isoladas, o centraterino
¢ goiazenolideos, mostraram potente a¢do antiinflamatéria in vitro.

Duarte (1993), objetivando ampliar o nimero de drogas com atividade
tripanossomicida, em substitui¢do a violeta de genciana, por ter sido detectado
sua atividade carcinogénica ¢ mutégenicidade quando usada em camundongos,
optou por estudar os aspectos quimico-biolégico de L. pinaster, como atividade
tripassonomicida, onde esta em extrato etanélico se mostrou significativamente

ativa.
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Trabalhos realizados por Pinheiro (2002) com a espécie Lychnophora
pinaster Mart., testando a influéncia de diferentes métodos de secagem sobre o
rendimento de oleo essencial, permitiu obter como resultado, um maior
rendimento dele quando se empregou folhas frescas na extragfio por refluxo
etanolico, ndo havendo diferenga significativa quando se utilizou flores frescas;
validando cientificamente o uso empirico das folhas e flores como extrato
alcoolico pela populagio.

Segundo Reis & Mariot (2001) diversos autores tém apontado a
importancia dos estudos quimicos e farmacolégicos em espécies tropicais pela
intensa produc¢do de metabdlitos secundarios nas espécies destes ecossistemas.
Brito & Brito (1993) citados por Reis & Mariot (2001), apontam diversos
estudos quimicos e/ou farmacoldgicos realizados com espécies da flora nativa,
ressaltando as potencialidades de utilizagdo de varias delas, bem como a
necessidade de maiores estudos da riquissima flora tropical brasileira.

Como se pode perceber, a maioria dos estudos realizados até agora com
as inumeras espécies do género se voltaram para a parte fitoquimica, na busca de
identificar os compostos e validar cientificamente sua acdio terapéutica,
possibilitando a expansdo do seu uso de forma mais segura através da
comercializa¢do na forma de fitoterapicos.

No entanto, estudos voltados para outras areas, como cultivo e
propagacdo sdo indubitavelmente necessarios, pois além de serem endémicas,
algumas espécies apresentam expressiva dificuldade de propagacio e sua
exploragdo, portanto, é feita através de um extrativismo predatério, como é
notado com a espécie Lychnophora pinaster Mart. que atualmente se encontra na
categoria das plantas vulneraveis, cujas populagdes encontram-se em declinio
em conseqiiéncia da sua exploragio excessiva, destrui¢do dos habitats ou outra
alteragdo ambiental e cuja sobrevivéncia definitiva ainda nfo temha sido
assegurada, o que podera causar a extingfio da espécie (Sociedade Botinica do
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estado do Mato Grosso, constataram o emprego de espécies medicinais exéticas
¢ nativas do cerrado, dentrc elas, Brickelia brasiliensis (Spreng.) Robinson,
conhecida popularmente como amica da serra muito empregada em casos de dor
de dente. J

Segundo Semir (1991), a espécie L. ericoides Mart. é muito proxima da
Lychnophora pinaster Mart., e s vezes a separagio entre elas é dificil e
problemitica. Ambas e principalmente Lychnophora pinaster sio bastante
polimérficas no porte, didmetro dos ramos, forma, comprimento € largura das
folhas. A espécie L. ericoides Mart. ¢ conhecida popularmente como “amica,
“candeia”, “candieiro”, “pau-candeia” (Almeida, ef al., 1998)

A espécie L. pinaster ¢ encontrada nos campos rupestres, campos sujos
e campos limpos de altitude elevada (altos de serra) na regido de cerrado do Alto
Rio Grande em Minas Gerais (Rodrigues, 1998). De acordo com Semir (1991),
ocorre em ambientes extremamente xéricos, sendo encontrada em campos de
canga, como os existentes nas Serras do Rola Moga, Moeda ¢ do Curral,
podendo também ser encontrada crescendo entre blocos de rochas ou alto de
pequenos morros expostos a intensa insolagio e em carrancais nos serrotes como
visto nas Serras do Cipo6, Caraga ¢ Lavras, onde foi encontrada na Serrinha; em
Itumirim, foi encontrada na Serra da Bocaina/Morro Janela; e em Carrancas se
encontrou plantas na Cachoeira da Fumaca e Serra de Carrancas. Carvalho
(1992), observou arbustos de L. pinaster crescendo nos campos rupestres da
Serra da Bocaina sobre pequenas depressdes rochosas, onde hi acimulo de
matéria organica.

Segundo Silva (1994), a floragio ocorre entre os meses de agosto a
outubro; a dispersdo dos frutos se di entre os meses de dezembro, janeiro e
fevereiro; época mais provavel para a coleta dos aquénios.

A espécie possui folhas e flores aromaticas muito utilizadas

externamente pela medicina popular na forma de extrato alcodlico, como
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antiinflamatorio, anestésico, cicatrizante, em machucados, contusdes ou
hematomas ¢ também em picadas de insetos, além de pomadas para os mesmos
sintomas; também como cosmético, como o sabonete de amica, para eliminar
asperezas, rachaduras e suavizar hematomas ¢ contusdes (Almeida, et al, 1998).
Internamente pode ser usada em doses homeopaticas na prevengdo de
hematomas pds-cirirgico, mas em casos de super dosagem pode se tornar toxica.

Segundo Semir (1991), as plantas de L. pinaster variam de subarbusto
ereto com muitos ramos, a pequenos arbustos ericoides €, mais raramente,
arbustos mais altos candelabriformes com 0,4 a 2,4 m raramente até 3,6 m.
Ramos alternos a subverticilados flexuosos € delicados até mais robustos,
densamente tomentosos a velutinos ou curtamente subvilosos, geralmente de
coloragdio cinérea a nigriscente abaixo, € mais ou menos canescente acima, as
vezes variadamente ocracea até atrofusca com cicatrizes triangulares a
circulares, ou formando alvéolos subrébicos, dando aos ramos o aspecto
tosselado com 0,5 a 2,0 cm de didmetro, com o eixo principal basal (tronco)
atingindo 2,5 a 5,0 ¢cm de didmetro nas regiGes mais velhas das plantas
arbustivas maiores. Folhas muito imbricadas e ascendentes na parte superior dos
ramos ¢ mais potentes até pouco reflexas abaixo, geralmente lineares, linear-
oblongas, rosmarinidides a ericoides, as vezes longamente lineares em forma de
fita, base arredondada a auriculada as vezes ligeiramente acentuada, apice
obtuso a pouco arredondado, raramente pouco agudo, margem revoluta; venagio
broquidédroma; face adaxial densamente tomentosa canescente com nervura
principal subvilosa quando jovem, subglabrescente pemanecendo pouco
pubérula até totalmente glabra quando velha, geralmente muito rugosa e bulada,
as vezes quase lisa, nervura principal alargada afinando da base para o apice,
com indumento subviloso as vezes permanente, nervuras de outras ordens
variadamente evidentes € impressas; face abaxial inferior totalmente tomentosa

com tricomas subvilosos entremeados aos tomentosos, cobrindo todas as
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nervuras, com a principal subquadratica, ndo alada, sulcada longitudinalmetne ¢
bem evidente ¢ saliente com geralmente 0,5 a 6,0 cm de comprimento, mais
raramente podendo atingir até 12,0 cm de comprimento e cerca de 0.1 cm de
largura. Inflorescéncia em glomérulos simples folhosos, geralmente muito
congestos, hemisféricos com folhas esparsas entre eles com 1,0 a 1,5 cm de
comprimento ¢ 2,0 a 3,0 cm de didmentro em ramos folhosos com até 10,0 cm
de comprimento ¢ até¢ 0,3 cm raramente 1,0 cm de diimetro. Capitulos
campanulados a cilindricos com 3 a 5 flores; com 6,5 a 8,0 mm de comprimento
3,0 2 5,0 mm de didmetro (Figura 1). Bracteas involucrais em 4 a 5 séries com as
exteriores triangulares a subovais, as interiores mais lanceoladas a oval
lanceoladas, concavas de apice largamente obtuso a arredondado com mancha
marrom, margem inteira membranicea, escariosa de coloragdo mais palida,
superficie tomentosa quando jovem, glabrescente, com 2,0 a 8,0mm de
comprimento e 1,0 a 2,0 mm de largura. Flores lilazes a purpuras com 8,0 a 10,0
mm de comprimento, lacinios glabros, glandulosos com até 4,0mm de
comprimento (Figura 2). Anteras alvas com até 4,0 mm de comprimento.
Aquénio obcdnico a oval cilindrico, glabro, glandulosos olivaceo a castanho, as
vezes com manchas atropurpiireas, costado, as vezes com costas pouco
evidentes, anguloso, com 1,5 a 3,0 mm de comprimento e 0,8 a 1,5 mmde
didmetro, papus externo quadrético, pouco coroniforme com apice truncado a
ligeiramente eroso a crenulado com 0,5 a 2,0 mm de comprimento, série interna
s vezes pouco espiralada com 10 al5 paleas com 5,5 a 6,0 mm de

comprimento.
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2.5 Cultura de tecidos

Com o desenvolvimento da ciéncia moderna, novas tecnologias tém
surgido visando melhor qualidade de vida, como também ampliagio do
conhecimento humano. A possibilidade da reprodugio de fenémenos naturais
em condigbes de laboratdrio, torna-se cada vez mais significativo; e diversas
questdes problematicas podem ser resolvidas com grande sucesso.

Atualmente, a manipulagdo de plantas por meio da biotecnologia vegetal
tem merecido destaque, j4 que é possivel regenerar uma planta perfeita
simplesmente através de uma célula ou tecido, tornando interessante o
desenvolvimento de metodologias que visem uma complementagio entre
tecnologia e qualidade de vida.

No tocante as plantas medicinais, alternativas eficazes para incrementar
a produgdo de compostos valiosos no desenvolvimento de novos medicamentos,
como também otimizar um sistema de cultivo sdo bem vistas, sendo portanto, as
técnicas biotecnologicas necessarias e cada vez mais empregadas.

A manipulagdo de plantas in vitro apresenta-se como técnica altamente
segura e vidvel, neste contexto, ja que a cultura de tecido tem como definigio
basica o cultivo asséptico de qualquer parte viva da planta (explantes)
constituidos por fragdes de tecidos, 6rgdo ou mesmo células em suspensio em
meio de cultura sintético (nutrientes, reguladores de crescimento, etc.) sob
condigdes controladas de temperatura, umidade e luminosidade, a fim de gerar
uma nova planta (Pinto & Lameira, 2001).

A regeneragdo de plantulas in vitro através da cultura de brotos,
freqiientemente utilizada para obtengdo de clones que mantém todas as
caracteristicas da planta-mde, constitui uma técnica especialmente vantajosa
para a preservagio de gendtipos produtores de compostos medicinais (Franca,

2001).
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2.6 Micropropagacio

Virias sdo as técnicas que permitem a manipulagdo das plantas in vitro,
sendo a técnica da micropropagagdo, assim denominada devido o tamanho dos
propagulos utilizados aquela de aplicagio mais pratica ¢ de maior impacto
(Grattapaglia & Machado, 1998).

Destaca-se¢ dentro da técnica da cultura de tecidos como ferramenta
auxiliar essencial, quando o objetivo ¢ o cultivo de plantas que apresentam
fabulosa propriedade terapéutica ¢ certa dificuldade de propagaciio em campo
através do método convencional.

Ha décadas estio sendo desenvolvidos trabalhos nesta area, com
imimeras espécies de plantas horticolas, ornamentais, frutiferas e florestais, onde
grandes sucessos juntamente com um progresso significativo tém sido
alcancados. Atualmente, nos varios estudos de micropropagagio que vém sendo
realizados com as plantas medicinais, tem-se obtido grande éxito, destacando-se
as espécies ipeca, espinheira-santa, quebra-pedra, mama-cadela, marmelinho e
chapéu-de-couro, dentre outras (Pinto & Lameira, 2001).

Segundo Giles & Friesen (1994), de todas as tecnologias e técnicas que
influenciaram a horticultura nos Gltimos 25 anos, a micropropagacio teve o mais
significante impacto no desenvolvimento comercial.

Durante os ultimos 10 anos, com o aumento da populagio, a demanda
por plintulas micropropagadas dobrou em numero. Aproximadamente, sio
produzidas de 180 a 200 milhdes de plintulas via cultura de célula e tecido
(Giles & Friesen, 1994),

Segundo Grattapaglia & Machado (1998), o processo de
micropropagacdo pode ser conduzido de trés formas, conforme o explante
utilizado € sua subsegiiente manipulagio; multiplicacio por meio da proliferagio
de gemas axilares; multiplicagio mediante a indugio de gemas adventicias por
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multiplicagdo, possibilidade de multiplicar grandes quantidades de plantas
uniformes com gendtipos selecionados, em uma area reduzida a baixos custos,
maior controle fitossanitario do material propagado, manutengio em bancos de
germoplasma de espécies ameagadas de extingdo, incremento acelerado do
numero de plantas derivadas por gendtipo, para a obtencdo de metabélitos
importantes, ripida multiplicagio de plantas provenientes de ambientes
particulares que ndo dio sementes ou ndio tm boa capacidade de germinagdo,
obtengio de plantas em todas as épocas do ano (Bajaj ef al., 1988; Pinto &
Lameira, 2001), além de possibilitar a produ¢io de varias plantas medicinais,
com a mesma qualidade do principio ativo, quando cultivadas‘em condigdes de
campo, como no trabalho desenvolvido pelos pesquisadores Viol e al.,(2002),
onde procuraram investigar a composi¢do quimica e atividade antibacteriana de

plantas de caléndula cultivadas in vitro e no solo.

2.7 Enraizamento de plantas lenhosas

A producio de herbaceas medicinais, com ciclo de vida curto, ndo
oferece maiores dificuldades. Entretanto, a produgdo de arbéreas, cujas cascas
ou raizes contém substdncias bioativas, freqiientemente se constitui em um
desafio com limitagdes devido & germinagdo irregular, desenvolvimento lento
de propagulos e nio enraizamento (Franga, 2001).

Quando Silva R, et al.,(2002), estudaram a propagagdo vegetativa de
malva-santa (Coleus barbatus Benth.), uma planta medicinal herbacea que
possui o dleo essencial muito utilizado para fins farmacolégicos, obtiveram
100% de enraizamento quando utilizaram estacas medianas e basais ¢ 70,83%,
quando utilizaram estacas apicais.

Grattapaglia & Machado (1998) também afirmam que o enraizamento
de espécies herbaceas ¢ geralmente ficil € que 0 mesmo ndo ocorre quando se

trata de espécies lenhosas.
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De acordo com Assis & Teixeira (1998), a propagagio vegetativa
constitui um importante método para a multiplicagdo de plantas lenhosas, sendo
comumente utilizada com sucesso e em larga escala, o enraizamento de estacas.

Entretanto, isto nio acontece com todas espécies de plantas lenhosas.
Insucessos ocorreram nos diversos estudos ja realizados quando se buscou
enraizar estacas de plantas medicinais lenhosas pelo método convencional,
sendo necessario a utilizagio de reguladores de crescimento; realidade comum
em varios estudos com frutiferas e/ou ornamentais (Pivetta et al, 2002), como
também medicinais. Citam-se como exemplos, os estudos realizados com
estacas de alecrim (Coelho & Messias, 2000; Prado ef al., 2000); Tachia
grandiflora, conhecida popularmente como caferana (Silva ef al., 2002); Punica
granatum, conhecida popularmente como romi (Machado er al.,2002), dentre
outros.

Entretanto, mesmo utilizando reguladores de crescimento, muitas
plantas medicinais de ocorréncia do cerrado brasileiro nio respondem ao
enraizamento, como foi observado por Cardoso ef al., (2002), quando testaram a
influéncia de diferentes substratos ¢ das auxinas Acido indol-acético (AIA),
Acido indol-butirico (AIB) ¢ Acido naftaleno-acético (ANA), nas concentragdes
de 25, 50, 100 ¢ 150 ppm no enraizamento de estacas caulinares da planta
medicinal conhecida popularmente como bolsa-de-pastor (Zeyheria montana
Mart.).

Paron ef al.,(2002), também nio obtiveram grandes sucessos quando
estudaram a propagagdo vegetativa da espécie medicinal lenhosa Lychnophora
ericoides, por se encontrar na categoria das plantas vulneraveis, segundo a
ultima lista publicada pelo IBAMA, sobre as espécies vegetais ameagadas de
extingdo. Estacas apicais ¢ medianas da planta foram imersas em solugio
contendo ou ndo os antioxidantes acido citrico 0,05% + acido ascorbido 0,05%,

antes da imersdo durante 1 hora nos tratamentos: agua (T); acido indol-butirico
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(AIB) 0,001%, sacarose 6% + acido borico 0,01% ¢ AIB + sacarose. Apds 60
dias de condugdo do experimento das estacas em areia, a avaliagio permitiu
concluir que ndo ocorreu enraizamento em nenhuma estaca nas condigdes
avaliadas, mas que houve formagio de calos radiculares a nivel de 7% nas
estacas apicais, quando imersas em solugido contendo AIB e AIB + sacarose
(Paron et al.,2002).

Situagdio semelhante também foi encontrada quando se procurou
propagar vegetativamente a espécie Lychnophora pinaster. Estacas apicais e
medianas de amica imersas durante 24 horas em solu¢des contendo
antioxidantes ¢ auxina em altas concentragdes, sendo acido borico (100 mg.L")
+ 1000 mg.L" de AIB + 6% de sacarose ou acido borico (100 mg.L™") + 1000
mg.L" de ANA + 6% de sacarose; nfio apresentaram nenhuma formagio de raiz.

Neste contexto, a técnica da cultura de tecidos tem-se apresentado como
uma alternativa viavel de clonagem de espécies lenhosas, quer para a formagdo
de pomares, no caso de frutiferas, quer para a produ¢io comercial de mudas e/ou
multiplicagio de espécies medicinais lenhosas ameagadas de extingdo.

*  Segundo Einset (1991), duas estratégias tém sido utilizadas para a
micropropagacio de espécies lenhosas: a regeneragdo de calos € a multiplicagdo
de brotos. No entanto, como dito anteriormente, a regeneragdo de plantas a partir
da formagdo de calo pode ndo constituir um método seguro, no tocante a
manuten¢do da integridade genética desejada da espécie em estudo, Portanto, a
multiplicagio de brotos ¢ 0 método mais confiavel.

Segundo Assis & Teixeira (1998), algumas limitagGes desta técnica
ocorrem quando o objetivo ¢ o enraizamento de partes aéreas regencradas in
vitro, incluindo grande maioria das espécies lenhosas. Os maiores obstaculos ao
conhecimento adequado dos fendmenos envolvidos no processo de formacio de

raizes adventicias residem na dificuldade de isolar ¢ caracterizar os fatores que
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controlam estes fendmenos, em virtude da complexidade ¢ da grande interagio
existente entre eles.

Segundo Rao & Venkateswara, (1996), citados por Bonilla (2002), no
caso especifico de plantas lenhosas, alguns fatores como contaminacio,
liberagdo de substincias oxidantes no meio, bem como a grande variabilidade
genética existente, dificultam estudos de propagacdo in vitro, além da freqiiéncia
de regeneragio in vitro diminuir em fun¢iio da idade da fonte dos explantes.

Entretanto, sucessos tém sido obtido com algumas espécies medicinais
lenhosas ji estudadas, como nos trabalhos realizados por Bonilla, (2002);
Bertolucci, (2000); Coelho,(1999); dentre outros; sendo portanto, a
micropropagacio de grande valia nesta questdo por possibilitar a otimizacio de

protocolos viaveis ao cultivo, mesmo para as espécies medicinais lenhosas.

2.8 Meio de cultura e reguladores de crescimento na manipulacéio in vitro de
plantas medicinais

Os meios nutritivos utilizados para a cultura de células, tecidos e 6rgdos
de plantas fornecem as substincias essenciais para o crescimento dos tecidos €
controlam, em grande parte, o padrio de desenvolvimento in vitro. Eles se
baseiam nas exigéncias das plantas quanto aos nutrientes minerais, com algumas
modificacoes para atender as necessidades especificas das plantas in vitro
(Caldas er al., 1998).

Durante anos, o meio White foi utilizado como o meio basico para a
cultura de uma grande variedade de tecidos de diferentes espécies. Atualmente,
o meio identificado como basico refere-se a0 meio MS de Murashige e Skoog
(1962) (Caldas et al., 1998).

De acordo com Franga (2001), a presenca de reguladores de crescimento
no meio de cultura propiciou amplo avanco das técnicas que constituem a

biotecnologia atual, tornando-se portanto, indispensaveis ao desenvolvimento
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normal das plantas, uma vez que translocam de um érgdo para outro ¢ estio
envolvidos no comportamento de suas partes quando isoladas.

A partir do momento em gque partes da planta (explante) sdo
fragmentadas para que seu desenvolvimento possa ser estudado isoladamente, o
fluxo de reguladores, nutrientes orgénicos e inorganicos, ¢ mesmo agua de um
érgdo, tecido ou célula para outro estd inevitavelmente interrompido. Para
sustentar o explante, ¢ necessario entdo, prové-lo com todos nutrientes
essenciais, fonte de carbono e nitrogénio ¢ inclusive reguladores de crescimento
(Franca, 2001),

No inicio do cultivo in vitro, quando do estabelecimento do explante
inicial, tem-se usado diversas formulagdes de meio de cultura, na maioria das
vezes sOlido ou semi-sélido, onde nem sempre é benéfico a adicio de
reguladores de crescimento. O meio MS com algumas modificagdes ou dilui¢des
tem apresentado bons resultados para diversas espécies, mas com espécies
lenhosas, o0 meio MS em 100% de sua concentracio nio tem se mostrado
satisfatorio ém alguns casos, e composi¢des mais diluidas em macronutrientes
tém sido usadas apresentando Otimos resultados (Grattapaglia -& Machado,
1998).

Muitos trabalhos de micropropaga¢do vém sendo desenvolvidos com
plantas medicinais nativas e/ou exéticas, herbaceas e/ou lenhosas, visando o
estabelecimento de protocolos simples e diretos para propagagio daquelas
espécies medicinais com as quais isto nio é conseguido pelo método
convencional, até processos que abrangem técnicas mais demoradas e
cuidadosas, regenerando plantas a partir de diferentes tecidos via embriogénese
ou organogénese direta ou indireta.

As variantes estudadas nestes trabalhos ficam por conta do explante
inicial que pode ser embrido, meristema apical, gemas axilares, além de outros

orgdos ¢ tecidos da planta; concentragdo e tipos de meio de cultura; como
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também concentragio ¢ tipos de reguladores de crescimento empregados nas
diferentes fases do processo de micropropagagao.

A técnica da cultura de embrides zigéticos in vitro tem sido usada para
superar a dorméncia de sementes; estudar os aspectos nutricionais ¢ fisiologicos
do desenvolvimento do embrido; testar viabilidade de sementes; recuperar
hibridos raros de cruzamentos incompativeis; ¢ como fonte de explantes com
tecido de elevada poténcia, gragas a sua natureza juvenil com alto potencial
regenerativo; sendo este ultimo, na atualidade, o mais freqiiente, (Hu & Ferreira,
1998).

Algumas plantas medicinais apresentam sementes pouco vidveis para
sua multiplicagio sexuada em condigdes in vivo, como também alta taxa de
oxidagdio quando se inicia o cultivo in vitro a partir de gemas axilares, devido &
liberagiio de compostos fendlicos no meio de cultura, como se nota com a
espécie medicinal L. pinaster, dentre outras.

Logo, para que se inicie um sistema de micropropagacdo para espécies
como tal, torna-se necessario que este se faga a partir de embrides zigéticos
germinados in vitro, ja que a técnica permite selecionar embries viaveis ao
processo em condigSes altamente assépticas, como também obter plantulas
perfeitas para a continuagdo dos trabalhos.

Varios sdo os protocolos de micropropagacéo de plantas medicinais que
se iniciam com a cultura de embrides, onde tipo ¢ concentragdo do meio de
cultura ¢ de sacarose mais adequadas 4 germinagio e desenvolvimento das
plintulas também sio testados, como naqueles trabalhos desenvolvidos por
Bonilla, (2002); Azevedo e al.,(2002) com sementes de Copaiba (Copaiba spp),
¢ por Sousa et al.,, (2002), quando estudaram a espécie Catharanthus roseus,
conhecida como vinca, no tocante a germinagio e desenvolvimento de seedlings
in vitro a partir de diferentes concentragdes do meio de cultura MS e sacarose

para implantagdo, manutengio e sua multiplicagéo in vitro.
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Bertoni er al.,(2002), inocularam sementes de Zeyheria montana Mart.
uma planta medicinal do cerrado submetidas a diferentes protocolos de assepsia,
em meio de cultura WPM (Wood Plant Medium) (Lloyd & Mc Cown, 1981),
com o objetivo de utiliza-las como fonte de explante para o desenvolvimento do
protocolo de micropropagacgdo da espécie.

Quando o objetivo de estudo é somente a germinagio de embrides como
fonte de explantes; reguladores de crescimento nio devem ser adicionados ao
meio de cultura, desde que o embrido esteja vidvel e possibilite a formacgdo de
plantulas adequadas para posterior multiplicagio; visto que, quando isso ¢ feito,
o que ocorrera ¢ a indugdo de multiplas brotagdes no embrido. Tal fato, foi
observado por Percira ef al,,(2002), quando obtiveram maior porcentagem de
germinagdo a partir de embrides de unha-de-gato inoculados in vitro em meio de
cultura MS sem a adic¢io da citocinina BAP (6-benzilaminopurina), e também
uma maior comprimento da parte aérea. Quando esta citocinina foi adicionada
ao meio de cultura, houve formagio de multiplas brota¢Ges.

Entretanto, para a fase de multiplicacdo, a adigdo de reguladores de
crescimento, mais precisamente as citocininas, na grande maioria das vezes ¢
indispensavel.

Dentre as virias citocininas utilizadas durante o processo de
multiplicagdo, como a cinetina (CIN ou KIN), thidiazuron (TDZ), 2-
isopenteniladenina (2iP) ¢ 6-benzilaminopurina (BAP), esta altima vem sendo
usada na maioria dos trabalhos com obtengdo de grande éxito, tendo sua
concentragio variada de acordo com cada espécie estudada, mas geralmente
varia entre 0,1 e 5,0 mg.L"! (Grattapaglia & Machado, 1998).

Quanto ao meio de cultura, varias formulagdes sdo usadas, podendo ser
mais diluidas ou ndo, sendo muito comum a utiliza¢io dos meios basicos usados
no inicio do processo, quando do isolamento ou estabelecimento do explante

inicial.
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A qualidade das partes aéreas provenientes da fase de multiplicacdo,
como também a concentragio do meio de cultura ¢ que vai determinar o sucesso
do enraizamento. Meios de cultura mais diluidos tém possibilitado melhores
resultados. Diluigdes de 1/2, 1/3 ¢ 1/4 da concentragdo salina do meio MS sio
frequentes nessa fase (Lane, 1979; Hascgawa, 1980; Wemer & Boe, 1980,
Zimmerman & Broome, 1981; Anderson, 1984; Druart, et al., 1982; Valles E
Boxus, 1987) citados por (Grattapaglia & Machado, 1998), sendo os meios
solidos utilizados na grande maioria das vezes (Grattapaglia & Machado, 1998).

Como o tipo e concentragdo de citocinina exercem agéo direta durante a
fase de multiplicagiio; nesta fase também, tipos e concentragdes de auxina sdo as
variaveis que, em geral, vio atuar diretamente no processo de enraizamento. E
mesmo que tenha sido observado em 86% dos meio de enraizamento, algumas
plantas medicinais podem enraizar-se na sua auséncia. As auxinas podem ser
usadas sozinhas ou em combinagdo, onde as concentragbes também variam
conforme a espécie e o clone.

As auxinas mais utilizadas sdo o acido indol-butirico (AIB), o acido
naftaleno-acético (ANA) e o acido indol-acético (AIA), pois as demais como o
2,4-D ¢ o picloram, por exemplo, estimulam a produgio de calo.

Segundo Grattapaglia & Machado (1998), o ANA pareceu ser a auxina
mais eficaz para estimular o enraizamento in vitro, aparecendo em 53% dos
meios, contra 29% do AIB e 11% para o AlA.

A necessidade de alongamento das partes aéreas daqueles explantes, ou
seja, brotagbes que serdo levadas A fase seguinte de enraizamento, cuja espécie
possui crescimento lento, ¢ realidade para algumas espécies.

Quando determinadas plantas medicinais apresentam crescimento lento,
como por exemplo a espécie L. pinaster, o uso de giberelinas, mais comumente
o GA; durante o processo de micropropagacgio, antes da fase de enraizamento
pode auxiliar nessa questdo, j& que o efeito mais conhecido desta classe de
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reguladores se realiza sobre o alongamento de células, no caso, de partes aéreas.
Também uma combinacdo de citocinina em maior concentragio, com auxina em
menor concentracdo, durante a fasc de multiplicagio, pode favorecer o
desenvolvimento da parte aérea, dispensando esta etapa de alongamento,
podendo ocorrer as vezes a formagio de calos, como nos trabalhos
desenvolvidos por Coclho (1999), com a espécie sucupira-branca, quando
inoculou segmentos nodais para a indugfio de miltiplas brotagdes em meio de
cultura suplementado com BAP € ANA, houve um aumento na formagio de
calos proporcional  concentragdo da auxina.

Entretanto, para vérias espécies de plantas medicinais, apos a
individualizacdo das brota¢des, ndo ¢ necessirio a adigio de reguladores de
crescimento no meio de cultura para este objetivo.

Como a importancia das plantas medicinais no contexto cientifico, tem-
se sobressaido, havendo necessidade de mais pesquisas no tocante ao cultivo das
mesmas, como dito anteriormente; o uso dos referidos reguladores de
crescimento, como também diferentes formulagdes de meio de cultura e
diferentes concentragdes na busca de maximizar a produgdo in vitro é
significativo.

Coetho (1999), estudando a espécie medicinal conhecida como sucupira
branca, também utilizou sementes como fontes de explante para o
desenvolvimento dos trabalhos in vitro. Quando inoculou embrides e sementes
seccionadas e da referida espécie em meio MS liquido diluido para a metade da
for¢a dos sais dos macro e micronutrientes, suplementados com vitaminas de
MS ¢ 2% de sacarose, observou que em 7 dias os embrides apresentavam alto
indice de germina¢do ¢ maior velocidade, o que também ocorreu, quando
sementes escarificadas ¢ embrides foram inoculados in virro em diferentes
meios, havendo superioridade no meio liquido. O meio liquido também mostrou-

se melhor para ao crescimento dos embrides, quando comparado com diferentes



condigdes de geleificantes, como fitagel, agar lavado ¢ agar. Quando estabeleceu
segmentos nodais in vitro em meios MS ¢ WPM, observou a superioridade deste
altimo no desenvolvimento destes explantes e quando utilizou o meio MS
suplementado com 4gua de coco nas concentragdes de 0, 5, 10 ¢ 20%, ndo se
obteve o desempenho esperado. Os segmentos nodais inoculados em MS diluido
para a metade da forca dos sais dos macro ¢ micronutrientes com vitaminas de
MS. 2% de sacarose ¢ 0,7% de agar suplementados com 0,0; 2.5; 5,0 ¢ 10 pM de
BAP ¢ 0,0; 1,0; 3,0 ¢ 5,0 uM de ANA em diferentes combinagdes, foram usados
como explante para a multiplicacdo da espécie in vitro. A concentracdo de 5.0
uM de BAP proporcionou maior quantidade de multibrotagoes, em meédia 3,20
aglomerados por segmento nodal ¢ maior numero de brotos, média de 7,65
brotos por segmento nodal.

Bonilla (2002), estudando a propagag¢do in vitro da planta medicinal
lenhosa do cerrado Rudgea viburnoides, testou o efeito do BAP nas
concentragdes de 0; 2,0; 4.0 ¢ 6,0 mg.L" adicionado aos meios MS ¢ WPM
sobre a indugdo ¢ tamanho de brotagdes multiplas em segmentos nodais.
Melhores resultados foram obtidos em meio WPM, que se mostrou superior em
nimeros nos parimetros avaliados. A citocinina BAP, quando no nivel de 4,0
mg.L" propiciou melhores resultados quanto ao mimero de brotagdes (4.13).
porém maior tamanho dos brotos ocorreu quando foi utilizado 6,0 mg.L' de
BAP (3,95 cm). Os resultados em nimeros obtidos no meio MS foram menores,
havendo um aumento tanto no nimero quanto no tamanho das brotagdes
conforme o aumento na concentra¢io de BAP, ¢ o cnraizamento ocorreu aos 60
dias apds inoculados dos segmentos nodais com 1.0 cm de comprimento em
meio MS/2 suplementado com 0.5 mg.L™" de AIB.

Entretanto, estudos com a espécic Echinodorus cf scaber, conhecida
como chapéu-de-couro, propiciaram a indu¢do de brotagdes (1 a 7), a partir de

segmentos nodais inoculados em meio MS suplementado com 6.0 mg L' de
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BAP, e maior tamanho dos explantes (3,5 cm) em meio MS isento de regulador
(Pereira, 1999).

Em trabalhos desenvolvidos com horteld, objctivando sua multiplica¢do
em massa in vitro, Rosenbecker et al, (2002) nio observaram diferencas
estatisticas quanto a indugdo de miltiplas de brotagdes quando avaliaram o meio
de cultura MS nas concentragdes de 50, 75, 100, 125 ¢ 150% de sais ¢ vitaminas
¢ BAP nas concentragdes de 0,0; 0,5 ¢ 1,0 uM.

Estudos de micropropagacdo de camomila realizados por Thies ef al.,
(2002) possibilitaram a obtengdo de melhores resultados quando utilizaram o
meio MS com 75% da concentragdo de sais ¢ vitaminas suplementado com 0,3
1M de BAP, onde as brotagdes apresentaram porte mais adequado, nio havendo
formagdo de brotagdes na auséncia do regulador. Neste meio isento do
regulador, ocorreu formagdo de um maior nimero de raizes.

Bertolucei, (2000) também encontrou resultados semelhantes quando
trabalhou com a espécie Tournefortia cf paniculata, conhecida popularmente
como marmelinho. Para a realizagdio dos trabalhos de micropropagagao,
inoculou o segmento nodal em meio MS, MS/2 ¢ WPM advindo do explante
primario ja estabelecido in vitro. Os melhores resultados foram obtidos no meio
WPM que, quando suplementado com a citocinina BAP para indugio de
brotagdes nas concentragdes de 0,0; 0,5 ¢ 1,00 mg.L’, permitiu maior
crescimento das brotagdes na auséncia do regulador, como também a indugio de
multiplas brotagées nas outras duas concentragdes, sendo a melhor a
concentragdo de 1,00 mg.L". Todas as brotagdes quando individualizadas e
inoculadas no meio WPM sem regulador para alongamento formaram raiz.

Echeverrigaray et al., (2000) obtiveram éxito quando objetivaram
estabelecer um protocolo para a micropropaga¢cio de camomila romana
(Anthemis nobilis L.), através da organogénese dircta em folhas. Plintulas

obtidas a partir de entdo, foram multiplicadas com sucesso em meio MS
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suplementado com 2,25 uM de BAP ¢ 0,6 pM de AIA ¢ enraizadas em meio MS
suplementado com 0,5 uM de AIB.

Fracaro & Echeverrigaray (2001), ao estudarem a micropropagagio de
Cunila galioides, uma popular planta medicinal do sul do Brasil, testaram
diferentes meios de cultura, entre eles o MS e o efeito das citocininas BAP, CIN
e 2iP, sobre altura ¢ nimero de brotos a partir de gemas axilares coletadas da
planta adulta ¢ inoculados in vitro. Observaram um aumento no numero de
brotos proporcional as concentragdes de 0; 0,44; 2,2; 4,4 ¢ 8,8 M de BAP,
sendo esta ultima a melhor, nas duas caracteristicas avaliadas. Quanto a
frequéncia de enraizamento, nimero de raizes por explante ¢ comprimento das
raizes desta espécie, testaram diferentes concentragdes do meio MS e da auxina
AIB, respectivamente, MS, MS/2 e MS/4; ¢ 0; 0,5; 2,5 ¢ 5,0 uM de AIB. Os
melhores resultados quanto ao nimero de raizes por explante ¢ comprimento das
raizes foram obtidos em meio MS suplementado com 0,5 ou 2,5 uM de AIBea
reducdo da concentragio do meio MS ndo afetou a indugdo, porém, o
crescimento das raizes.

Tiwari et al., (2000), estudando a micropropaga¢io de Centella asiatica
(L.), a partir de segmentos nodais, obtiveram melhores resultados quanto &
porcentagem de explantes (91%), com brotagdes axilares, (4 a 5
brotos/explante), quando utilizaram meio de cultura MS suplementado com 22,2
uM de BAP em combinagiio com 2,68 pM de ANA. Os brotos foram alongados
neste mesmo meio suplementado com 6,7 uM de BAP ¢ 2,88 uM de AIA. O
meio MS completo quando suplementado com 2.46 uM de AIB enraizaram 90%
das plantulas, as quais revelaram maior mimero de raizes, como também maior
comprimento.

Tridax procumbens L. foi estudada por Cerqueira,(1999). Segmentos
nodais foram estabelecidos in virro em meio MS nas concentragdes de sais de

12,5; 25; 50 ¢ 100%, sendo os melhores resultados obtidos quanto a altura da
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brotagdo (11,9 cm) no meio MS com 50% da concentragio de sais. Quando se
testou o efeito do BAP nas concentragdes de 0,0; 0,5 ¢ 1.00 mg.L" em mcio MS
quanto a altura das brotagdes em segmentos nodais da espécie, isto foi
conseguido em meio MS isento de regulador (5,7) e quando se testou o efeito do
BAP ¢ TDZ nas concentragdes de 0,125; 0,25; 0,5 e 1,00 mg.L", quanto ao
numero de brotos/segmento nodal, altura das brotagoes ¢ mimero de raizes,
observou uma superioridade do BAP em todas caracteristicas avaliadas. Maior
altura das brotagdes ocorreu no meio com 0,125 mg.L™' de BAP (2,6); houve um
aumento no numero de brotos 2 medida que aumentou a concentragio de BAP
no meio, 4,1 brotos em meio suplementado com 1 mg.L" de BAP. Com relacdo
ao numero de raizes, ocorreu uma diminuigio & medida que aumentou a
concentra¢do do regulador, sendo 6,9 raizes/explante no meio contendo 0,125
mg.L" de BAP e 2,6 raizes/explante no meio contendo Img. L de BAP.

Nos trabalhos desenvolvidos com a planta medicinal espinheira santa,
Pereira, (1993) estudou a micropropagacdo das espécies Maytenus aquifolium e
Mapytenus ilicifolia. Como explante primario utilizou-se gemas axilares obtidas a
partir de plantas adultas das duas espécies € inoculadas em meio MS durante 30
dias. Para a multiplicagiio, 0 meio MS foi suplementado com 0,4; 1,0; 3,0 ¢ 6,0
mg.L"' de BAP; ¢ os melhores resultados para as duas espécies em estudo quanto
4 altura das brotagdes ocorreu na concentragio de 0,4 mg.L" de BAP (1,50 ¢
1,40 cm) respectivamente ¢ quanto ao nimero de brotagSes na concentragio de
3,0 mgl' de BAP (3,40 ¢ 3,60) respectivamente. Quando a mesma
pesquisadora estudou a agdo do BAP juntamente com a CIN, resultados
superiores quanto a altura das brotagGes € nimero de brotagdes também ocorreu
quando o0 meio estava suplementado com BAP nas mesmas concentragdes ja
citadas. A altura maxima das brota¢Ses para as duas espécies ocorreu quando se
adicionou juntamente ao BAP na concentragio de 0,4 mg.L' e 0,2 mgL" de

AIA (1,95 ¢ 1,90) respectivamente. Quando testou auxinas no meio para
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enraizamento das pléntulas, observou que 1 e 2 mg.L" de AIB apresentaram o
mesmo efeito quanto ao nimero, porcentagem ¢ tempo de indugdo de raizes,
sendo 0,1; 2 e 70 dias respectivamente. Quando adicionou 1 ¢ 2 mg. L' de ANA
ao meio, a porcentagem foi de 0,2 ¢ o tempo de indugdo de 78 dias.

Para a obtencio de sucesso no processo de multiplicagdio, pode-se
perceber a essencialidade da presenga de citocininas no meio de cultura, como
também um menor tamanho das brotagdes na sua presen¢a, ja que maiores
alturas das brotagdes sdo observadas no meio de cultura isento do regulador.
Segundo Grattapaglia & Machado (1998), o excesso de citocinina no meio de
multiplicag@io € toxico € caracteriza-se pelo demasiado entufamento ¢ falta de
alongamento das culturas, redugiio no tamanho das folhas, encurtamento dos
entrenos, engrossamento exagerado dos caules e vitrificagdo generalizada.

Kulkami er al., (2000) inocularam sementes de Withania somnifera L.
em meio MS como fonte de explante para o desenvolvimento dos trabalhos de
micropropagacéo da referida espécie onde testaram 0,1; 0,2; 0,3; 0,4, 0,5; 1,0 ¢
-5,0 mg.L"' de BAP ¢ 0,0; 0,05; 0,1; 0,2 ¢ 0,3 mg.L' de TDZ em explantes
nodais, internodais e hipocdtilo para obtengdo de multiplas brotagdes. Maior
namero de brotos foram obtidos a partir de explantes nodais, em MS nas
concentracoes de 0,5; 1,0 e 5,0 mg.L" de BAP, sendo 4,53; 4,58 e 4,07,
respectivamente. Quando o explante utilizado foi o internodal observaram alto
numero de brotos em maiores concentragdes de BAP, sendo 25 na concentragio
de 1,0 mg.L" ¢ 40 na concentragio de 5,0 mg.L". Quando utilizaram o TDZ,
observaram que 0,2 mg.L"! foi capaz de induzir maior nimero de brotos a partir
de explantes nodais (24,13), ndo ocorrendo inducdo de brotagdes nos explantes
internodais. Plantulas foram enraizadas em meio MS contendo 0,01 mg.L"' de
BAP ¢ também MS/2.

O tipo de explante, idade das sementes, tipo de meio, reguladores de

crescimento, diferentes extratos complexos e antioxidantes influenciaram os
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estudos de micropropagagdo in vitro realizados por Komalavalli & Rao (2000)
com a espécie Gymnema sylvestre, uma planta medicinal tipica de regides
tropicais e subtropicais, muito utilizada para diabetes. O méaximo nimero de
brotos (57,2%) foi induzido apds 30 dias em explantes nodais axilares em meio
MS contendo 1 mg L™ de BAP; 0,5 mg.L" de cinetina; 0,1 mg.L" de ANA 100
mg.L"' de extrato de malte e 100 mg.L"! de acido citrico ¢ alta freqiiéncia de
enraizamento (50%) foi obtido com a metade da forca dos sais do MS
suplementado com 3,0 mg.L" de AIB.

A micropropagacio in vitro da espécic Parthenium argentatum foi
conseguida com bastante éxito em cultura de brotos mantidos em meio MS
completo suplementado com 1,0 mg.L" de BAP ¢ 0,025 mg.L" de ANA para
indugdo de multiplas brotagdes, posteriormente individualizadas para a metade
dos sais do meio MS liquido sem vitaminas ou sacarose, suplementado com 100
mg.L" de AIB, ANA e AIA ¢ mantidas durante 14 a 18 horas no escuro, para
enraizamento. Quando o meio estava suplementado com 100 mg.L"' de AIB,
ocorreu 100% de enraizamento, contra 73% ocorrido nos meios contendo as
auxinas ANA ¢ AIA (Castillon & Comish, 2000).

Catalpa ovata (bignoniaceae) ¢ uma planta comum do norte da Asia,
cujas arvores sdo de interesse ornamental ¢ medicinal, usada no tratamento de
asma e diurético. Kataryna & Wysokinska (2000), ao estudarem a propagagio in
vitro da espécie, testaram o meio SH (Schenk & Hildebrant, 1972) ¢ WPM
sublémentados com BAP nas caoncentragdes de 2,2; 4,4; 8,9 pM  juntamente
com 6,6 uM de AIA e nas mesmas concentragdes mais a de 22,2 uM de BAP,
sem a auxina. Conseguiram 96% dos explantes produzindo brotos (4,6) quando
utilizaram brotos apicais inoculados em meio SH suplementado com 8,9 uM de
BAP ¢ 4,7 brotos/explante quando usaram 4,4 uM de BAP juntamente com 0,6
M de AIA. Quando o explante utilizado foi segmento nodal, também o meio
SH quando suplementado com 2.2 pM de BAP ¢ com 0.6 uM de AIA, propiciou
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melhores resultados, 98% dos explantes produziram brotos em uma média de
4.3. Na mesma concentragio de BAP em auséncia do AIA, a média de brotos
produzidos também foi de 4,3, porém apenas 84% dos segmentos nodais
produziram brotos. Quando utilizaram o meio MS suplementado com 0,5 mg.L*
de AIB, induziram 80% de enraizamento nas brotagdes.

Salvi et al, (2001) estudaram a regeneragdo de plantas de Nim
(Azadirachta indica) a partir de diferentes explantes, como cotilédones,
epicétilo, hipocétilo, raiz, folhas ¢ noés cotiledonares, inoculados em meio de
cultura MS suplementado com 2,0 mg.L"' de BAP + 0,1 mg.L" de AIA; obtidos
através da germinagio de embrides em meio de cultura MS sem adi¢do de
reguladores. Maior nimero de brotos/explante ocorreu nos nés cotiledonares, €
40% dos brotos produziram raiz no meio MS suplementado com 1,0 mg.L" de
AIB.

O protocolo de propagacdo in vitro a partir de segmentos nodais da
espécie Pittosporum napaulensis, uma planta medicinal endémica do Himalaia,
geralmente propagada por sementes, foi desenvolvido por Dhar e? al.,(2000). A
melhor proliferacio de brotos (83,1%), numero de brotos/explante (21) ¢
alongamento de brotos (5,5 cm), ocorreu em meio MS suplementado com 5,0
uM de BAP ¢ 0,1 uM de ANA ¢ o enraizamento foi conseguido quando os
brotos ja regenerados foram inoculados em meio MS liquido com a metade da
forga dos sais suplementados com 20 uM de AIB, por 48 horas.

Salles er al, (2002) desenvolveram a propagagdio in vitro da espécie
Valeriana glechmifolia através de brotos apicais em meio MS/3 suplementado
com 15 g.L" de PVP ¢ 30 g.L"' de sacarose sem regulador de crescimento ¢ de
brotos axilares inoculados neste mesmo meio suplementado com 0,4 mg.L" de
BAP.

Quando Bello ef al., (2002) avaliaram a influéncia da AIA, AIB ¢ ANA

nas concentragdes de 0,0; 1,0; 2,5 ¢ 5.0 mg.L"' no enraizamento de estacas
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micropropagadas da referida espécie, inoculadas em meio MS/3 semi-sélico com
30 g/L de sacarose, observaram que o os meios contendo AIB induziram a
formac3o de calos ¢ raizes em todas as concentra¢des, como as outras auxinas na
concentragdo de 5,0 mg.L"'. Os meios com concentragdes de 1 € 2,5 mg.L" de
ANA ¢ AIA promoveram o enraizamento, além de induzir raizes
morfologicamente similares is encontradas nas plantas a campo.

Sementes de L. ericoides também foram usadas como fonte de explante
para o desenvolvimento dos trabalhos de micropropagagio da espécie. Pereira er
al., (2002) conseguiram a germina¢io a partir de sementes assépticas coletadas
da planta adulta € inoculadas em meio MS cultivadas durante trés meses em
meio MS suplementado com 2,0 mg.L" de ANA ¢ 4,0 mg.L" de BAP. Quando
os brotages axilares foram repicadas para o meio MS contendo BAP nas
concentragGes de 0,25; 0,5; 1,0 € 2,0 mg.L" € 4,0 mg L' de BAP + 2,0 de AIA,
os resultados obtidos mostraram significante alteragio no mimero de brotos,
sendo a concentragdo de 0,25 mg.L"' a mais adequada para o desenvolvimento in
vitro, onde observaram uma média de 8,7 brotos por explante. O meio MS
suplementado com 1,0 mgL"' de AIB mostrou-se 0 mais adequado para o
enraizamento in vitro da espécie.

2,9 Anatomia de plantas medicinais

O conhecimento das estruturas internas dos vegetais sio de grande
importancia no entendimento das fungdes especificas desencadeadas em cada
orgio da planta, visto que diferentes condiges ambientais influenciam
diretamente a sua estrutura anatémica.

Segundo Castro (2002), a compreensio apropriada da estrutura basica de
uma planta ou orgdo ¢ essencial e indispensavel para se chegar a um

conhecimento preciso de um vegetal.
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As plantas medicinais por serem, pode-se dizer, microlaboratérios
naturais, apresentam estruturas ¢ fungdes especificas no processo de obtengio do
principio ativo, como tricomas, canais secretores, dentre outros, que podem ser
totalmente modificados dependendo das condigSes ambientais em que se
encontram.

Os niveis de luminosidade no ambiente influenciam as respostas
anatomicas de folhas, caules e raizes. A estrutura das folhas de um grande
nimero de espécies podem ser anatomicamente distintas quando cultivadas em
diferentes niveis de luz. Folhas de plantas crescidas em ambientes ensolarados
apresentam-se menores, mais espessas em relagdo as cultivadas a sombra,
devido a taxa fotossintética ser mais elevada na primeira condi¢io. Entretanto, €
normal na maioria das espécies crescidas 4 sombra o desenvolvimento de
diferentes estruturas anatémicas em folhas. Segundo (Spurr & Bames, 1980),
citados por Castro (2002), as folhas de sombra apresentam-se mais delgadas,
mais lobuladas, com epiderme mais fina e mais espacos intercelulares.

Plantas caracteristicas de regides com algumas limitagSes, como
precipitacdo, altas temperaturas, solos geralmente pobres em matéria orgénica e
freqiientemente salinos, sio chamadas de xeréfitas (Fahn & Cutler, 1992), onde
se encontra a espécie Lychnophora pinaster, caracteristica de ambientes
extremamente xéricos (Semir, 1991).

Essas espécies xerofitas podem apresentar caracteristicas anatdmicas
especificas de adaptagdo para condigdes aridas, como reducio da &rea de
transpiragdo, dentre outros. No entanto, algumas estruturas de adaptagio para
condi¢des aridas também podem ocorrer em algumas espécies de habitat imido
(Fahn & Cutler, 1992),

Fahn & Cutler, (1992) também ressaltam como importante

caracteristica, a presenga de um grande numero de tricomas que cobrem os
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o0rgaos fotossintetizantes, nos quais a parede de sua células basais sio
completamente cutinizadadas (Fahn & Cutler, 1992).

Entretanto, além do habitat da especie quanto ao suprimento hidrico e
regime de luz, em um estudo de anatomia foliar devem ser levados em
considera¢io também, a idade do 0rgdo ¢ sua posi¢do no ramo, devido a relagio
estreita entre morfologia ¢ anatomia foliar ¢ 0 ambiente em que a espécie se
desenvolve, além de outros fatores que também podem influenciar a estrutura
anatébmica em plantas, como o comprimento dos entrends, a formagdo de
pigmentos, o tamanho das nervuras, a espessura das paredes celulares da
epiderme, a forma, o tamanho e o nimero das células do mesofilo, sendo
também influenciados em respostas a mudangas na duracio diaria dos periodos
de luz (fotoperiodo) (Castro, 2002).

Quando plantas sio cultivadas fora do ambiente natural, anomalias
anatomicas que prejudiquem o seu desenvolvimento normal podem ou nio
ocorrer. Entretanto, de posse de tecnologias altamente benéficas, tais questdes
ndo apresentam grandes problemas nesse contexto; e plantas consideradas
endémicas, como a espécie L. pinaster, podem perfeitamente ser cultivadas fora
do local de origem.

A técnica da cultura de tecidos permite cultivar plantas em condigdes
semelhantes as condicdes naturais de campo, onde o suprimento hidrico e
principalmente o fotoperiodo que afetam diretamente a anatomia foliar, podem
ser controlados de acordo com o requerido pela espécie, permitindo a obtengdo
de plantas anatomicamente perfeitas e idénticas aquelas provenientes das

condi¢bes naturais.
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CAPITULO 2

MICROPROPAGACAO DE Lychnophora pinaster MART.

RESUMO

SOUZA, Ana Valéria de. Micropropagacao de Lychnophora pinaster MART.,
In___ . Propagagiio in vitro e aspectos anatdmicos de (Lychnophora
pinaster) MART.. 2003. Cap. 2. Dissertagio (Dissertagio — mestrado em
Fitotecnia) Universidade Federal de lavras, Lavras .

Este trabalho foi realizado com o objetivo de estabelecer um protocolo para a
micropropagacdo da arnica por meio de segmentos nodais obtidos de embrides
zigéticos assepticamente germinados in vitro, finalizando com a aclimatizagio
das plantulas em casa de vegetagdo, em diferentes substratos. Boa porcentagem
de germinagdo dos embrides ¢ melhor crescimento das plantulas in vitro foi
obtido em meio MS/4 sélido com 7,5 g de agiicar (padrio). Para a indugdo de
multiplas brotagdes, segmentos nodais com 2 gemas axilares inoculados no meio
padrdo suplementado com niveis de 0,0; 0,25; 0,50 ¢ 1,00 mg.L" de BAP ¢ TDZ
foram deixados em sala de crescimento e avaliados aos 45 dias. Pode-se inferir
que o BAP na concentragdo de 0,62 mg.L™ apresentou melhores respostas para a
multiplicacdo. Para o alongamento das partes aéreas das brotagdes (> 1,00 cm)
antes do enraizamento, ¢é preferivel que esatas sejam deixadas no meio padrio
suplemetado com 3 mgL™' de GA; durante 19 dias. Para a indugio de
enraizamento o meio padrdo foi suplementado com 1,00 ¢ 2,00 mg.L"' de ANA ¢
AIB, onde as brotagdes permaneceram por 24 hs, 5, 10, 15 ¢ 30 dias. Quando as
brotagdes permaneceram durante 15 dias na presenca de 2,00 mg.L” de ANA,
ocorreu melhor enraizamento. Na aclimatizagfio, obteve-se 100% de
sobrevivéncia das plantulas no solo do local de ocorréncia da espécie ¢ 0%
quando usado plantmax®.

* Comité Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto (Orientador), Evaristo
Mauro de Castro - UFLA.
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ABSTRACT

SOUZA, Ana Valéria de. Lychnophora pinaster MART. micropropagation.
In.___ . In vitro propagation and anatomical aspects of (Lychnophora
pinaster) MART.. 2003. Cap. 2. Dissertagdo (Dissertagio — mestrado em
Fitotecnia) Universidade Federal de lavras, Lavras .

This work was developed with the objective to establish a protocol for amica’s
micropropagation, by nodal segments obtained from zigotic embryos aseptically
germinated in vitro and finishing with plantets acclimatized in greenhouse using
differents substratum. Good percentage of the germination and the best growth
of the plantets in vitro, ocurred in medium MS/4 solid with 7,5 g of sugar
(standard). For the induction of the multiple shoots, nodal segments with 2
axillary shoots were inoculated in standart medium supplemented with 0,0; 0,25;
0,50 ¢ 1,00 mg.L! of the BAP and TDZ, maintained in growth room and
cvaluated at 45 days. Through results, the BAP in the concentration of the 0,62
mg.L-! showed the best results for the multiplication. For a length of the aerial
parts of amica’s shoots before rooting, is preferable that shoots larger 1,00 cm
stay in the standard medium supplemented whith 3 mg.L-! of GA;, for 19 days.
For induction to rooting the standart medium was supplemented with 1,00 and
2,00 mg.L-! of the NAA and IBA, in which the shoots stayed for 24 hs, 5, 10, 15
and 30 days. When the shoots stayed for 15 days in 2,00 of the NAA, ocurred
the best rooting. In the acclimatization, obtained 100% of survival of the plantets
in the soil of the occurrence local of the species and 0% when was used
plantmax®.

* Comité Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto (Orientador), Evaristo
Mauro de Castro - UFLA.
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1 INTRODUCAO

A grande importancia do emprego das plantas no tratamento de diversas
enfermidades ¢ expressiva no grande aumento no consumo de fitoterapicos pela
populagio no contexto mundial; e também no crescente interesse pela pesquisa
cientifica, tendo em vista os inimeros trabalhos que vém sendo realizados em
diversas areas que acreditam no poder terapéutico das plantas medicinais.

A espécie Lychnophora pinaster Mart. ¢ uma planta medicinal
conhecida popularmente como amica ou amica mineira muito utilizada pela
populagdo ha algumas décadas. E uma espécie nativa caracteristica dos campos
rupestres do cerrado brasileiro, considerada endémica, cujas plantas variam de
subarbusto ereto com muitos ramos a pequenos arbustos com 0,4 a 2,4 m e mais
raramente arbustos mais altos que geralmente ocorrem em varias popula¢des de
poucos individuos (Semir, 1991). Sua flora¢io acontece entre os meses de
agosto a outubro e a dispersdo dos frutos se da entre os meses de dezembro,
janeiro e fevereiro (Silva, 1994). Suas flores sio lilazes a purpuras com 8,0 a
10,0 mm de comprimento (Semir, 1991),

Seu emprego como medicamento ¢é consideravel e se faz através de suas
folhas e flores aromaticas na forma de extrato alcodlico, como antiinflamatério,
anestésico e cicatrizante, em machucados, contusdes, hematomas ¢ picadas de
insetos. Por ser uma espécie medicinal lenhosa, nativa e endémica, apresenta
certa dificuldade de propagacao vegetativa pelo método convencional através de
estaquia, como também pela forma sexuada, devido & baixa viabilidade dos
aquénios; levando a uma exploragio extrativista de forma predatoria.

Durante os ultimos anos, o interesse em massa pela propagacdo de
plantas medicinais in vitro aumentou claramente por serem elas as mais
importantes fontes de medicamentos e de outros produtos farmacéuticos (Bajaj

et al.,1988). Quando o cultivo convencional ¢ inviavel, o emprego de técnicas

58



biotecnologicas constitui ferramenta bastante til para a reproducio de
exemplares com propriedades desejaveis, como resisténcia a pragas ¢ a outras
condigdes de estresse, alta produtividade e rendimento em substéncias ativas de
interesse (Franga, 2001).

Varios problemas em biotecnologia de plantas podem ser resolvidos pela
técnica da cultura de tecidos, como micropropagagdo, biossintese e
biotransformagdo de compostos com atividade biologica, armazenagem de
orgdos e células de plantas e engenhana genética. A técnica da micropropagagio
tem sido a mais utilizada por possibilitar a obtengio de um grande nimero de
plantas idénticas a planta mie em curto periodo de tempo e espago reduzido,
producdo de clones uniformes, de raros e importantes germoplasmas, como
também a introdu¢do de novas variedades, além da manutengdo em bancos de
germoplasma de espécies ameagadas de extingio (Bajaj ef al., 1988).

Duas estratégias tém sido utilizadas para a micropropagacio de espécies
lenhosas: a regeneragdo de calos e a multiplicagio de brotos. No entanto, a
regeneracdo de plantas a partir da formagdo de calo pode ndo constituir um
método seguro no tocante 4 manutengio da integridade genética desejada da
espécie em estudo. A multiplicagiio de brotos constitui 0 método mais confiavel
(Einset, 1991).

Esta técnica vem sendo empregada com sucesso em estudos com
diversas espécies medicinais nativas e/ou exodticas e tem mostrado excelentes.
resultados, como naqueles trabalhos realizados com as espécies medicinais
conhecidas popularmente como folha-dura ou douradinha (Bonilla, 2002):
marmelinho (Bertolucci, 2000); chapéu-de-couro (Pereira, 1999); Sucupira-
branca (Coelho, 1999) e espineira-santa (Pereira, 1993), dentre outras.

Contudo, para a obtengdo de tio esperado sucesso em programas de

micropropagagdo com plantas medicinais, certas particularidades devem ser
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observadas. O uso de reguladores de crescimento nas diferentes fases do
processo pode ser considerado como essencial para a realizagio dos trabalhos.

Dentre as classes de reguladores de crescimento mais empregados
citam-se as citocininas, consideradas necessirias ¢ favoraveis na fase de
multiplica¢do, onde o 6-benzilaminopurina ou BAP te-se sobressaido, além das
giberelinas e auxinas, como o ANA, o AIB e o AIA, necessarias ou n3o na fase
enraizamento, dependendo da espécie (Grattapaglia & Machado, 1998).

Como a técnica da micropropagagdo possibilita a obtengio de grandes
sucessos neste contexto € por ndo existir estudos de propagagio com a espécie
em questdo, neste trabalho procurou-se desenvolver um protocolo de
micropropagacdo para a amica, por meio de segmentos nodais assepticamente
obtidos de embrides zigdticos germinados in vitro, € o posterior
desenvolvimento das plantulas na fase de aclimatizagdo em casa de vegetacdo,

com diferentes substratos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Localizagio do experimento
O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
¢ Plantas Medicinais do Departamento de Agricultura da Universidade Federal

de Lavras ¢ na casa de vegetagdo nas dependéncias do referido laboratério
2.2 Estabelecimento da cultura in vitro

2.2.1 Procedéncia das sementes

Como fonte de explantes foram utilizados aquénios (sementes) coletados
de plantas adultas pertencentes a uma populagdo da espécie localizada em uma
area de campo rupestre do Parque Florestal Municipal Abraham Kasinsk, no
municipio de Lavras - MG, com coordenadas de 21°14'30" S e 45°20'10" W e
cotas altimétricas variando de 900 a 1200 metros. O clima da regifo é do tipo
Cwb (mesotérmico), segundo a classificagio de Kdppen, caracterizado por um
periodo quente ¢ imido (outubro a margo) € outro periodo frio e seco (abril 4
setembro). A precipitagio média anual (média de 25 anos) é de 1529,7 mm e as
médias de temperaturas méxima ¢ minimas sdo 26,1° C ¢ 14,8° C,

respectivamente.

Os aquénios foram coletados durante os meses de outubro a dezembro
de 2000 ¢ beneficiados no Laboratério de Analise de Sementes da Universidade
Federal de Lavras, através da limpeza por fluxo de ar. Posteriormente foram
colocados em béquer de 1000 ml com 4gua destilada ¢ feita a determinagio entre
aquénios chochos (95%) e ndo chochos (5%) pelo método densimétrico, sendo
descartados os de menor densidade e utilizando-se para os diferentes tratamentos

apenas 0s que imergiram.

61



2.2.2 Desinfestac@io das sementes

Em um experimento preliminar de germinagiio de embrides de arnica, os
aquénios selecionados foram imersos em alcool 70% em agitacio durante 1
minuto e posteriormentc em Agua sanitiria 100% em agitagio durante 10
minutos. Depois foram lavados 4X com 4gua destilada autoclavada em cimara
de fluxo laminar horizontal.

A partir dos resultados obtidos com a assepsia descrita acima, tendo
notado um indice significativo de contamina¢io dos embrides inoculados;
procedeu-se da seguinte maneira: os aquénios sclecionados foram imersos em
alcool 70%, em agitagio durante 1 minuto e posteriormente em agua sanitaria
100% em agitagdo durante 20 minutos. Depois foram lavados 6X com agua

destilada autoclavada em cidmara de fluxo laminar horizontal.

2.2.3 Efeito do meio de cultura na germinacio de embriges de Lychnophora
pinaster (1).

Realizou-se um experimento preliminar de germinagdio de embrides de
arnica, para avaliar qual o melhor meio de cultura capaz de promover maior
porcentagem de germinagdo, como também plantulas vidveis para a continua¢do
dos trabalhos de micropropagacdo.

Os embrides foram retirados com o auxilio de pinga, bisturi ¢ uma lupa
estereoscopica em cimara de fluxo laminar horizontal e inoculados diretamente
em tubos de ensaio (25 x 150 mm) tampados com tampa plastica ¢ vedados com
parafilme. Os meios de cultura utilizados foram MS, MS/2 ¢ MS/4 na
consisténcia sélido e liquido; tendo a 4gua e agua + agar; como controle. Nos
meios solidificados utilizou-se 0,6% de agar. O pH foi ajustado em 5,7 £ 0,1
antes da autoclavagem. Os tubos foram colocados em sala de crescimento sob
condigdes controladas de temperatura 26 + 1° C, fotoperiodo de 16 horas e

intensidade luminosa de 25 pmol. m™ s’ fomecida por limpadas do tipo
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fluorescente branca fria. As mesmas condi¢des de preparo do meio sélido, como
também, as condi¢des de incubagdo dos tubos em sala de crescimento foram
adotadas em todos os outros experimentos.

Vinte e cinco embrides foram colocados nos diferentes tratamentos em
delineamento experimental intciramente casualizado (DIC) ¢ avaliados aos 15
dias apos a inoculagdo, quanto a porcentagem de germinagdo dos embrides, ¢

aos 45 dias quanto ao comprimento da parte aérea e comprimento de raiz.

2.24 Efeito do meio de cultura na germinagio dos embrides de
Lychnophora pinaster (2).

Os embrides foram retirados como descrito anteriormente. Os meios de
cultura utilizados foram o MS/4, WPM ¢ WPM/2 na auséncia e presenca de
sacarose cuja concentragido correspondeu proporcionalmente a concentragio de
meio.

Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial 3 x 2, onde o
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com
8 repeti¢Ges ¢ 5 tubos/repeticiio. As avaliagdes foram realizadas a cada 2 dias,
durante um periodo de 30 dias quanto & porcentagem de germinagdo dado pela
emissdo da radicula ou da parte aérea. Os dados foram transformados pela

equagdo \]X +0,5.

2.2.5 Efeito das citocininas BAP e TDZ na induciio de miltiplas brotagges
em segmentos nodais de Lychnophora pinaster

Com o objetivo de avaliar o efeito das citocininas BAP ¢ TDZ em
diferentes concentragdes capaz de promover a formagio de maior nimero de
brotos vidveis ao enraizamento e posterior desenvolvimento normal das
plintulas de Lychnophora pinaster, instalaram-se dois experimentos. No
primeiro experimento foram testadas doses crescentes de BAP: 0,25; 0,5 ¢ 1,00
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mg.L""; mais o controle, sem a adi¢do do regulador de crescimento; € no segundo
experimento, testou-s¢ o TDZ nas mesmas concentragdes citadas, mais o
controle, também sem a adi¢do do regulador de crescimento.

Foram utilizados segmentos nodais com aproximadamente 1 cm de
comprimento contendo 2 gemas axilares inoculados verticalmente em tubos de
ensaio (25 x 150 mm) tampados com tampa pléstica ¢ vedados com parafilme. O
meio utilizado foi MS/4 com 7,5 gL' de sacarose. As avaliagdes foram
realizadas aos 45 dias, quanto ao numero de brotagdes/segmento nodal e
comprimento das brotag3es.

Os experimentos foram conduzidos utilizando-se o delineamento
experimental inteiramente casualizado (DIC), sendo cada tratamento constituido
de 5 repetigoes e 4 tubos/repeticio.

2.2.6 Efeito do tempo de permanéncia em GA, no alongamento de partes
aéreas das brotagdes de Lychnophora pinaster

Com o objetivo de avaliar a influéncia do GA; no alongamento de partes
aéreas de brotagSes de amica, visto que estas nio apresentavam tamanho
adequado para o enraizamento, instalou-se esse experimento.

As brotagdes foram separadas em tamanho pequeno — (até 1 cm) e
tamanho grande (de 1 a 1,5 cm) ¢ medidas aleatoriamente as alturas de 10
brotagdes pequenas e 10 brotagGes grandes no dia da inoculagéo. .

Estas foram inoculadas verticalmente em tubos de ensaio (25 x 150 mm)
tampados com tampa plastica ¢ vedados com parafilme. O meio utilizado foi
MS/4 com 7,5 g.L" de sacarose, suplementado com 3 mg.L" de GAs.

As brotagdes permaneceram no meio com GA; durante 5, 10 ¢ 15 dias; ¢
posteriormente foram transferidas para o mesmo meio de cultura na auséncia do
regulador e¢ 30 dias, o qual foi considerado como periodo constante de

permanéncia.



Aos 30 dias apos a transferéncia, avaliou-s¢ o comprimento da parte
aérea de todas as plantulas grandes ¢ pequenas. Aquelas plantulas deixadas no
tratamento constante ndo foram transferidas. ¢ também foram avaliadas ao final
dos 30 dias.

O experimento foi conduzido em delincamento experimental
inteiramente casualizado (DIC), ondc os tratamentos foram dispostos em

esquema fatorial 2x4, constituido de 5 repetigdes e 4 tubos/repetigdo.

2.2.7 Efeito do tempo de permanéncia nas auxinas ANA e AIB sobre o
enraizamento de brotacgdes de Lychnophora pinaster

Com o objetivo de avaliar o tempo de permanéncia X efeito das auxinas
AIB e ANA em diferentes concentragdes sobre a indugdo de enraizamento em
plantulas de Lychnophora pinaster, instalaram-se dois experimentos. O meio
utilizado foi o MS/4 com 7.5 g.L"' de sacarose. No primeiro experimento. o meio
foi suplementado com doses crescentes de ANA nas concentragdes de 1,00 e
2.00 mg.L", onde alternou-se o tempo de permanéncia das plantulas em 24
horas, 5: 10; 15 e 30 dias. No segundo experimento, o meio foi suplementado
com AIB nas mesmas doses de ANA (I ¢ 2 mgL'), onde as plantulas
permaneceram durante os mesmos periodos de tempo citados (24 horas, 5; 10;
15 ¢ 30 dias).

As plantulas foram inoculadas verticalmente em tubos de ensaio (25 x
150 mm) tampados com tampa plastica ¢ vedados com parafilme. O periodo de
30 dias foi tomado como controle, ja que as plantulas permaneceram
constantemente. Nos outros tratamentos, apos o tempo de permanéncia, as
plantulas foram transferidas para o mesmo meio de cultura na auséncia do
regulador. As avaliagdes foram realizadas aos 30 dias apos a transferéncia,

quanto ao comprimento da parte aérea ¢ namero total de raizes.



O delincamento experimental utilizado para os dois experimentos. foi o
inteiramente casualizado, onde os tratamentos foram dispostos em esquema

fatorial 2 x 5, constituido de 5 repeti¢des ¢ 4 tubos/repeticio.

2.2.8 Efeito do tipo de substrato na aclimatizacio de plintulas de
Lychnophora pinaster

Com o objetivo de avaliar o tipo de substrato adequado para
aclimatizagdo de plantulas de Lychnophora pinaster obtidas a partir da cultura
de tecidos, quanto a sua sobrevivéncia e posterior desenvolvimento, instalou-se
este experimento.

As plantulas enraizadas in vitro foram levadas a casa de vegetagdo ¢
transplantadas para copos plasticos de 50 ml contendo plantmax®; solo do local
de ocorréncia da espécie ¢ plantmax® + solo do local de ocorréncia da espécie,
na propor¢do de 1:1 ¢ cobertos com saco plastico para manutengio da umidade
durante 7 dias. Apos a retirada dos sacos plasticos, as plantulas foram deixadas
em casa de vegetagdo sob sombrite, onde permaneceram por 45 dias. Durante
todo esse periodo de condugdo do experimento, as plantulas foram avaliadas
semanalmente quanto ao desenvolvimento da parte aérea, irrigadas quando
necessario. Ao final dos 45 dias, foi feita a avaliagdo final, quanto a
porcentagem de sobrevivéncia das plintulas nos diferentes substratos,
observando-se também o seu crescimento.

O experimento foi conduzido em delincamento experimental
inteiramente casualizado em casa de vegeta¢do, onde cada tratamento se

constituiu de 10 repetigdes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desinfestacdio das sementes e germinagio de embrides de arnica in vitro

Para o inicio da condugio dos trabalhos de micropropagagio de espécies
de interesse, uma das fases, pode-se dizer mais criticas, ¢ o estabelecimento do
explante inicial in vitro, pois como o material ¢ coletado no campo ou em casa
de vegetagio, fora de condigdes totalmente assépticas; certo indice de
contaminagio por patogenos, como fungos, pode ser significativo, se¢ a
metodologia desenvolvida para a assepsia deles ndo for adequada. Entretanto,
quando o explante inicial for no caso, embrides, a contamina¢io poderd ser
minima, ¢ talvez esse problema nio seja tdo significativo, visto que os embrides
das fanerdgamas estio alojados em dvulos protegidos pelas paredes do ovario,
estando portanto, encerrados dentro de um ambiente estéril. Nesse caso, é
necessario entdio, a adequada assepsia de sementes ¢ frutos para que os embrides,
quando excisados, nio sejam contaminados.

Segundo Hu & Ferreira (1998), hipoclorito de sodio ¢ etanol sdo os
desinfestantes de uso mais fregiiente ¢ humectantes como o Tween 20 ou 30, ou
detergentes de cozinha podem ser adicionados, no intuito de aumentar a eficicia
do procedimento.

Dependendo do tipo da estrutura fisica que envolve o embrido, como no
caso da arnica onde os aquénios possuem varias reentrincias, as metodologias de
assepsia a serem empregadas ja em condigles de laboratério, talvez devam ser
mais rigorosas quanto 4 concentragio da soluc¢do desinfestante e também quanto
ao tempo de exposi¢do do explante nesta solugdo. Entretanto, concentragSes das
solu¢des desinfestantes, assim como as combina¢des dos principios ativos

desinfestantes ¢ os tempos de exposigiio, podem variar muito (Grattapaglia &
Machado, 1998).
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Além do fator contaminagio, sabe-se que o meio de cultura a ser
utilizado nesta primeira fase também influencia diretamente no estabelecimento
do explante in vitro. A diversidade de formulagdes, concentragdes de macro e
micronutrientes, presenga ou auséncia de fonte de energia (sacarose), além de
sua condigdo solido, liquido, ou semi-s6lido devem ser consideradas.

Como ¢ a primeira vez que se estuda a propagacdo in vitro da espécie L.
pinaster, experimentos preliminares de assepsia e germinagio de embries como
explante inicial, se fizeram necessarios por permitirem avaliar qual a melhor
concentracdo do meio de cultura MS capaz de promover maior porcentagem de
germinacdo dos embrides e o desenvolvimento normal das plantulas, além da
eficiéncia da assepsia.

Durante a assepsia, quando o tempo de exposicio dos aquénios na
solucdo desinfestante ocorreu por apenas 10 minutos, mesmo utilizando-se dgua
sanitaria na concentra¢io de 100%, os resultados nio se mostraram satisfatorios
(Figura 'l).

Conforme os resultados apresentados na Figura 1, nota-se que a
metodologia de assepsia desenvolvida neste experimento preliminar nio foi
altamente eficiente para a desinfestacdo dos aquénios, visto a porcentagem de
contaminagdo consideravel dos embrides de armica inoculados in vitro em todos

os tratamentos, em geral.
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FIGURALI. Valores médios das varidveis de resposta para porcentagem de
contamina¢io de embrides de arnica in vitro inoculados em
diferentes meios de cultura em diferentes condigoes. UFLA, Lavras

- MG, 2003.
Z Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de
Tukey ao nivel de 5% probabilidade.

A concentracdo dos meios de cultura utilizados no estabelecimento do
explante inicial in vitro podem influenciar no seu desenvolvimento. Observa-se
pelos resultados apresentados na Tabela | que a germinagio dos embrides e o
crescimento das plantulas de amica foram influenciados pelos diferentes meios

no qual foram inoculados.
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TABELA 1. Valores médios para porcentagem de germinagiio de embrides in
vitro aos 15 dias seguida do intervalo de confianga (I.C.) ¢ valores
médios para comprimento da parte aérea - cm (PA) e
comprimento de raizes — cm (CR) de plintulas de Lychnophora
pinaster aos 45 dias. UFLA, Lavras ~ MG, 2003.

Tratamentos % sementes germinadas PA CR
Agua 56 0,54 0,28
) 1.C[0,36;0,76]
Agua + agar 56 0,41 1,14
1.C[0,36;0,76]
MS solido 48 0,55 0,95
1.C[0,28;0,68]
MS liquido 60 0,49 2,5
1.C[0,4]1;0,79]
MS/2 sélido 44 0,50 1,91
1.C[0,24;0,64]
MS/2 liquido 48 0,49 4,1
1.C.[0,28;0,68]
MS/4 sélido 68 0,80 2,97
1.C[0,50;0,86]
MS/4 liquido 56 0,69 4,0

1.C[0,36;076]

O meio MS em menores concentragdes proporcionou melhores
resultados, sendo o meio MS/4 sélido o melhor, com 68% de embrides
germinados ¢ maior comprimento da parte aérea. O tratamento MS/2, mesmo
com a concentragio mais diluida, apresentou porcentagem de germinagdo
inferior a 50%, tanto no liquido como sélido, e neste tltimo, as plantulas nio
apresentaram crescimento satisfatério da parte aérea ¢ da raiz, sendo os
comprimentos 0,50 cm e 1,91 cm respectivamente (Tabela 1).

De acordo com Grattapaglia & Machado (1998), meios geleificados sdo
mais utilizados na fase de isolamento, embora em alguns casos melhores

resultados possam ser obtidos quando se utiliza meios liquidos, como aconteceu
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para a caracteristica comprimento das raizes. Maior comprimento foi obtido em
condiges liquidas, mas também em menores concentragdes do meio MS, onde o
meio MS/4 nio diferiu do MS/2. Resultados semelhantes foram obtidos quando
Coelho (1999), conseguiu maior comprimento da raiz em embrides de sucupira
branca inoculados em meio MS liquido diluido para metade da forca dos sais
dos macro e micronutrientes, suplementado com vitaminas de MS e 2% de
sacarose.

Altas concentragdes de nutrientes como no meio MS completo, ndo se
mostraram adequadas quanto as caracteristicas avaliadas, como também a sua
auséncia, quando se utilizou apenas dgua, onde a porcentagem de germinagao foi
de apenas 56% nas duas condigdes, além do baixo crescimento da parte aérea e
das raizes (Tabela 1). No meio MS sélido completo, além da porcentagem de
germinagio ter sido menor que 50% e o comprimento médio das raizes ndo
terem atingido nem 1,0 cm, virias plintulas apresentaram-se vitrificadas, e
portanto, invidveis como fonte de explante secundario. Esse fato pode ter
ocorrido em fun¢dio da elevada concentragio de macronutrientes neste meio,
como também devido a alta concentragdo de sacarose, visto que concentragdes
acima de 4% de sacarose podem incorrer em problemas de redugio do potencial
hidrico do meio e causar alguns problemas nas plantulas (Grattapaglia &
Machado, 1998), dependendo da espécie, como neste caso, a ocorréncia de
vitrificagao.

De acordo com esses resultados, pode-se concordar quando Grattapaglia
& Machado (1998), afirmam que o meio MS em 100% de sua concentragio ndo
tem se mostrado satisfatorio em alguns casos para espécies lenhosas, e
composi¢des mais diluidas podem apresentar melhores resultados.

A espécie L. pinaster é caracteristica de ambientes pobres em fertilidade
do solo; quando estabeleceu-se o seu cultivo in vitro, exigéncia semelhante

quanto a nutrigdo mineral pode ter ocorrido, visto que aquelas plantulas obtidas
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a partir da germinagdo de embrides in vitro, cultivados em menores
concentragdes de nutrientes em condigdes de meio solido, apresentaram-se
perfeitamente viaveis como fonte de explante secundario (segmento nodal), para
a continuagdo dos trabalhos de micropropagagao, ao contrério daquelas obtidas a
partir de embrides germinados no meio MS completo, com maior concentragio.
Na Figura 2 observa-se os aquénios, embrides e o efeito das diferentes
concentragoes do meio MS em condigdo solido e liquido utilizado na

germinagdo de embrides in vitro de Lychnophora pinaster.

FIGURA 2: Aspecto geral dos aquénios, embrides e plantulas de Lychnophora
pinaster germinadas em agua; MS/4; MS/2 e MS, em condigoes
solida e liquida aos 45 dias. UFLA, Lavras — MG, 2003.

Quando Conceigido (2000), estudou a germinagdo de sementes de timbo
(Derris urucu), verificou que as variagdes nas concentragdes dos sais de macro e
micronutrientes do meio MS ndo interferiram no nimero de sementes
germinadas aos 12 dias de cultivo in vitro, ndo existindo diferenca estatistica

entre os meios MS; MS/2; MS/4; 1/8 e 1/16. Entretanto, em mesma data, o
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namero de sementes germinadas variou de 70 a 85% respectivamente, para os
meios MS/4 ¢ 1/8 das concentragdes dc sais dos macro ¢ micronutrientes do
meio MS.

Nos trabalhos de germinagdo de sementes ¢ propagagdo in vitro de
sucupira branca desenvolvidos por Coelho (1999), houve uma superioridade dos
embrides quanto ao indice de germinagdo in vitro, numero de folhas,
comprimento da raiz ¢ comprimento da parte aérea; quando comparados com
sementes escarificadas e/ou seccionadas, nas mesmas caracteristicas. Entretanto,
houve uma superioridade do meio liquido, tanto na germinagio quanto no
crescimento de embrides quando comparado aos meios em diferentes condigdes
gelificantes. Como se sabe que diferentes respostas dependem da espécie em
estudo, resultados diferentes foram encontrados com a espécie L. pinaster.

A partir dos resultados obtidos no experimento preliminar descrito
acima, deu-se continuidade aos trabalhos.

3.2 Efeito do meio de cultura na germinagiio de embrides de Lychnophora
pinaster

A partir dos resultados obtidos com a assepsia das sementes descrita
anteriormente, foi notado um indice significativo de contaminagio dos embrides.
Assim, quando se utilizou dgua sanitaria a 100% e se aumentou o tempo de
exposicdo dos aquénios nesta solugdo de 10 para 20 minutos em agitagdo,
lavando posteriormente seis vezes em é.gﬁa destilada autoclavada, obteve-se 0%
de contaminagdo dos embrides in vitro.

Sementes de L. ericoides também foram usadas como fonte de explante
para o estudo de micropropaga¢do da espécie. Estas foram lavadas em agua
corrente por 12 horas, posteriormente colocadas em agitagio em solucgiio
contendo 1% de Benomyl por 24 horas, depois imersas em alcool 70% durante 1

minuto ¢ finalmente imersas em solu¢do de hipoclorito de calcio 0,5% por 30
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minutos (Pereira ef al,, 2002). No entanto, mesmo que esta metodologia tenha
sido cficiente na desinfestagio das sementes da referida espécie, nota-se a
necessidade de maior tempo na sua condugio, podendo inferir, neste contexto,
que a metodologia de assepsia descrita acima para a espécie L. pinaster é
altamente eficiente quando o explante inicial ¢ embrido, como também bastante
rapida para o inicio da condugio dos trabalhos.

De acordo com os resultados do experimento preliminar de germinagio
dos embrides, selecionou-se dentre os meios utilizados, aquele que melhor
sobressaiu em todos as caracteristicas avaliadas, excetuando-se a contaminago,
ou seja, MS/4 sélido, com o objetivo de compara-lo aos meios WPM ¢ WPM/2,
e também a presenca de uma fonte de energia, aqui, sacarose; visto que,
dependendo da espécie, ndo ha necessidade de suplementagdo do meio com esta.

O experimento preliminar confirmou a necessidade da utilizagdo de
meios de cultura menos concentrados no estabelecimento do explante inicial da
espécic em estudo, no caso embries; e optou-se por essa compara¢ao, visto ser
o meio WPM, composto por baixa concentragdo de nutrientes e muito utilizado
para estudos com espécies lenhosas.

Como no experimento preliminar, aqui também houve diferenga na
porcentagem de germinagio de embrides de amica cultivados in vitro. Observa-
se que a germinagio dos embrides de amica ndo foram homogéneos,
necessitando de um periodo mais longo para se obter uma boa pocentagem de
germinagio. De modo geral, notou-se que embrides de amica quando inoculados
in vitro iniciaram a germina¢do a partir do 4° dia, e ja no 6° dia apos a
inoculacdo todos os tratamentos apresentavam embrides germinados, sem
diferenga estatistica (Tabela 2 e Figura 3).
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TABELA 2. Resumo da analise de varidncia para porcentagem de germinagio
de embrides de amica in vitro aos 6 dias apés inoculagdo. UFLA,
Lavras - MG, 2003. Dados transformados VX +0.5.

Fonte de variagio GL. QM % germinagao
Tratamento 5 0,0205 0,62"
Residuo 234 0,0330

CV (%) 23,27

™ - nfo significativo

20,

151

o
10/-
d

0 —

% germinagao

O0WPM2 com agicar O MS/4 com agicar BDIMS/4 sem aglicar
N WPM com agicar B WPM?2 sem agucar DWPM sem agGcar

FIGURA 3. Valores médios das varidveis de resposta para porcentagem de
germinagdo de embrides de arnica in vitro inoculados em
diferentes meios de cultura aos 6 dias apds inoculagio. UFLA,
Lavras - MG, 2003.

% Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% probabilidade.
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De acordo com os resultados obtidos através da analise de variancia
(Tabelas 3 ¢ 4), pode-se observar que os tratamentos utilizados influenciaram
significativamente na germinagio dos embrides de arnica cultivados in vitro aos

16 e 30 dias apos a inoculagdo.

TABELA 3. Resumo da anilise de varidncia para porcentagem de germinagdo
de embrides de arnica in vitro aos 16 dias apés inoculagio. UFLA,
Lavras — MG, 2003. Dados transformados vX +0.5.

Fonte de variacio GL. oM % germinaciio
Tratamento 5 0,2429 3,85+
Residuo 234 0,0630
CV (%) 26,59

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

TABELA 4. Resumo da analise de varidncia para porcentagem de germinagio
de embrides de amica in vitro acs 30 dias apds inoculagio. UFLA,
Lavras - MG, 2003. Dados transformados VX +0.5.

Fonte de variacio GL. oM % germinagio
Tratamento 5 0,2396 4,15%*
Residuo 234 0,0577
CV (%) 23,07

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

Apesar do meio WPM ser bastante empregado no cultivo in vitro de
espécies lenhosas; pode-se observar, de acordo com os resultados apresentados
na Figura 4, uma superioridade do meio MS/4, na porcentagem de germinacdo

dos embrides de amica in vitro.
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Aos 16 dias de cultivo, nota-se que nio ocorreu diferenga cstatistica
quando o meio MS/4 ¢ comparado ao meio WPM/2. Entretanto, aos 30 dias de
cultivo, o meio WPM/2 com ag¢uicar diferenciou.
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FIGURA 4. Valores médios das variaveis de resposta para porcentagem de
germinagdo de embriGes de amnica in vitro inoculados em
diferentes meios de cultura em diferentes concentragdes aos 16 e
30 dias apos inoculagdo. UFLA, Lavras - MG, 2003,

Z Médias seguidas da mesma letra nio diferem estatisticamente entre si pelo Teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% probabilidade.

Quando se comparam os tratamentos com presenga ou auséncia de
sacarose, pode-se inferir que os meios MS/4 ¢ WPM/2 sem agiicar no diferiram
estatisticamente dos meios MS/4 ¢ WPM/2 com agicar, principalmente aos 16
dias ap6s a inoculagdo, existindo uma superioridade do meio MS/4 em relagiio

ao meio WPM/2, principalmente na auséncia de sacarose. Aos 30 dias de
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cultivo, apenas o meio WPM/2 sem agiicar com 70 % de embrides germinados
iguala-se estatisticamente aos meio MS/4 com agticar, também com 70 % de
embriGes germinados ¢ ao meio MS/4 sem acucar, quando este apresentou 79%
de embrides germinados, valor este aproximado daqueles resultados obtidos por
Conceigdo (2000), quando estudou o cultivo in vitro de sementes de timbo e
obteve 70% de sementes germinadas, aos 12 dias.

Os embrides inoculados em meio WPM completo, tanto na presenca
como na auséncia de sacarose, nio apresemtaram boa porcentagem de
germinacio - menos que 50% em nenhuma das duas datas avaliadas (Figura 4).
Certa variabilidade também ocorreu durante a germinagio dos embrides in vitro;
esta foi maior até os 16 dias, quando os melhores tratamentos com mais
embrides germinados, apresentaram uma variabilidade entre 41 ¢ 59 %. Aos 30
dias, nota-se menor variabilidade; 70 e 79%, entre os tratamentos com maior
mimero de embrides germinados.

Fontes de carbono talvez possam ser dispensadas nesta primeira fase sc
o explante inicial for embriGes, como neste caso, por possuirem certa quantidade
de energia nos tecidos de reserva, como o endosperma, suficiente para o inicio
do processo de germinagiio, além do fato da presenga de sacarose no meio de
cultura para explantes iniciais desta natureza, dependendo da sua concentragio,
poder causar certa vitrificagio das plintulas.

No presente trabalho ndo foi observado a ocorréncia de nenhuma
plantula vitrificada apos a germinacdo. Entretanto, ocorreu um inconveniente:
plantulas germinadas a partir daqueles embrides inoculados em meio de cultura
sem acucar ndo apresentaram um bom crescimento, morrendo logo em seguida.
Esse fato pode ter ocorrido devido ao esgotamento das reservas dos embrides
para a germinagdo, nio possuindo eles quantidade suficiente para um

crescimento satisfatorio das plantulas, j4 que os embrides da amica sio
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pequenos; com 0,2 cm em média ¢ também por ndo existir no meio de cultura a
fonte de energia necessania.

No meio WPM/2 sem aglicar, mesmo com 70% de embrides
germinados, houve necessidade da transferéncia das plantulas quando ai
germinadas; para um meio contendo fonte de energia para o seu
desenvolvimento normal. Entretanto, nio havendo diferenca estatistica entre o
meio MS/4 sem agucar ¢ o meio MS/4 com agucar, mesmo este tltimo
apresentando 9% a menos de embriées germinados, optou-se pela sua selegdo,
como o meio mais adequado para a continuidade dos trabalhos de
micropropagacio com a espécie, visto ndo haver a necessidade da transferéncia
das plantulas germinadas.

Resultados semelhantes foram obtidos por Sousa et al,, (2002) quando
estudaram a germinagdo ¢ o desenvolvimento de seedlings de vinca in vitro, sob
trés niveis de concentracdo dos sais contidos no meio MS (0; 25 e 50%),
combinados com quatro niveis de sacarose (0; 2; 4 ¢ 6 %), na auséncia de luz ou
fotoperiodo de 16 horas. Maiores taxas de germinagio foram obtidas em
auséncia de luz, com menores concentragdes de sacarose. Entretanto, os
seedlings nio se apresentaram vidveis para manutengio da espécie in vitro.
Seedlings obtidos nos meios com 25 ¢ 50% da concentragiio de sais do meio
MS, combinados com as maiores concentra¢des de sacarose, sob fotoperiodo de
16 horas, mostraram-se melhores para implantar, manter ¢ multiplicar a cultura
in vitro.

Entretanto, quando Azevedo et al, (2002), estudaram o efeito de
diferentes concentragdes de sacarose na germinagio in vitro de sementes de
copaiba (Copaiba spp), juntamente com o acido giberélico, em meio MS,
concluiram que nfo houve diferenca estatistica na porcentagem de germinaggo,
independente do uso ou ndo de giberelina e 0 maior nimero de sementes
germinadas (92%) foi observada em meio sem a adi¢do de sacarose.
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Como € muito comum a utilizagio da mesma composicio basica do
meio de cultura no isolamento e na multiplicagio, além de meios mais diluidos
também apresentarem melhores resultados na fase de enraizamento ¢ sendo
nesse caso o meio MS/4 o melhor, ele foi empregado para todos os experimentos

seguintes.

3.3 Efeito das citocininas BAP e TDZ na indug#o de miiltiplas brotacGes em
segmentos nodais de Lychnophora pinaster

A suplementagio do meio de cultura com citocininas nesta fase é
essencial para a obtengdo de sucessos no tocante a multiplicagdo, dependendo da
espécie. Diferentes respostas, porém, também podem ser obtidas dependendo do
tipo € da concentragdo da citocinina empregada. No caso da espécie L. pinaster,
pode-se notar que a presenga, o tipo e a concentragio desta classe de reguladores
sdo fundamentais neste contexto.

Quando segmentos nodais de amica foram inoculados em meio de
cultura contendo citocinina, para a proliferagdo de multiplos brotos, notou-se
que, tanto o nimero quanto o comprimento dos brotos foram influenciados pelas
diferentes citocininas empregadas, como também pelas suas concentragdes
(Tabelas 5 e 6). Grattapaglia & Machado (1998) afirmam que o tipo de
citocinina e sua concentragio sio os fatores que mais influenciam o sucesso da
multiplicagdo in vitro.

Quando se testou diferentes concentra¢des de BAP, pdde-se notar que
esta influenciou significativamente as variaveis em estudo aos 45 dias, de acordo
com os resultados da anilise de varidncia apresentados na Tabela 5, ao passo que
resultados bem diferentes foram encontrados quando se testou o TDZ. Nesse
caso, ndo houve diferenga estatistica quanto ao nimero € comprimento dos
brotos entre as diferentes concentragdes testadas, como pode-se notar pelos
resultados da anélise de varidncia apresentados na Tabela 6.
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TABELA 5: Resumo da analise de varidncia para nimero de brotos (NB) e
comprimento de brotos (CB), aos 45 obtidos de segmentos nodais
de Lychnophora pinaster submetido a diferentes concentragdes de
BAP. UFLA, Lavras - MG, 2003.

Fontes de variacdo GL Quadrados médios
NB CB
BAP 3 3,124%* 0,022%*
Residuo 16 0,280 0,004
CV (%) 14,22 22,13

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

TABELA 6: Resumo da andlise de varidncia para nimero de brotos (NB) e
comprimento de brotos (CB) aos 45 dias, obtidos de segmentos
nodais de Lychnophora pinaster submetido a diferentes
concentragGes de TDZ. UFLA, Lavras - MG, 2003.

Fontes de variagio GL Quadrados médios
NB CB
TDZ 3 0,285™ 0,004™
Residuo 16 0,239 0,003
CV (%) 20,94 25,28

™ - ndo significativo

Diferentes respostas podem ser obtidas dependendo da espécie em
estudo, mas Grattapaglia & Machado (1998) afirmam que o BAP tém se
mosstrado muito eficaz e parece ser a citocinina por exceléncia para
multiplicagio de partes aéreas ¢ indugdio de gemas adventicias. Por outro lado, a

indu¢do de gemas axilares em Psiadia arguta (Asteraceae) foi satisfatoria em
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meio MS suplementado com TDZ na concentragio de 1,00 mg L' (Kodja, er al.,
1998).

Como pode-se verificar na Figura 5, no caso da espécie L. pinaster,
obteve-se uma diferenca no nimero de brotos/segmento nodal a medida que

variou a concentracio de BAP no meio de cultura.
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FIGURA 5 .Numero de brotos de Lychnophora pinaster aos 45 dias em fungio
de diferentes concentragdes de BAP. UFLA, Lavras - MG, 2003.

A concentracio da citocinina empregada na multiplica¢io de partes
aéreas in vitro, além de estar diretamente ligada ao nimero de brotos obtidos,
pode afetar diretamente o sucesso dos trabalhos, visto que quando se usa de
concentragdes maiores, dependendo da espécie, pode ocorrer uma toxidez que
causa entufamento e falta de alongamento das culturas, além de uma

vitrificacdo.
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Com relagio ao BAP, pode-sc observar na Figura 5 que maior namero
de brotos (4,6) foram obtidos em meio suplementado com menores
concentragdes, sendo mais precisamente a concentragio de 0,62 mglL’ a
melhor, apés 45 dias de cultivo. Maiores concentragoes de BAP nio
promoveram resultados satisfatorios quando comparadas ao nimero de brotos
obtidos em menores concentragdes, pois 2 medida que s¢ aumentou a sua
concentracdo no meio de cultura, houve uma diminuicio dos mesmos. Nos
segmentos nodais de arnica inoculados em 1,00 mg.L"! de BAP, o nimero médio
de brotos obtidos variou em torno de 3,8. Para Petasites hyhidus (Asteraceae),
um estudo determinou que entre varias concentragdes de BAP em combinaggio
com 0,10 mg L" de ANA, a dose de 3,96 mg.L" foi a mais eficiente na indugiio
de brotagbes. Segundo o autor, esta methor resposta em maiores concentragdes
de BAP se deve a reducdo na quantidade de polifenois livres (Wildi, 1998),

Nos tratamentos tomados como controle, ou seja, meio de cultura sem a
adi¢do do regulador, ndo houve multiplicagio; mas apenas a regeneragdo das
gemas axilares, visto que os segmentos nodais foram inoculados contendo em
média 2 gemas/segmento nodal.

Quando se avaliou o comprimento dos brotos aos 45 dias, os resultados
também foram diferentes entre as duas citocininas empregadas. Quando testou-
se o BAP, o comprimento dos brotos foi significativamente influenciado em
fungdo da sua concentragdo e maior comprimento (0,32 cm) foi obtido também
com menores concentragdes do mesmo, sendo mais precisamente a concentragio
de 0,07 mg.L", a melhor (Figura 6).

No meio contendo 1,00 mg.L' de BAP, além do nimero de brotos,
como também seus tamanhos terem sido menores quando comparados s outras
concentra¢des do mesmo, esles também se mostraram com sintomas de

entufamento e vitrificagio, como pode ocorrer com algumas espécies, quando
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maiores concentra¢des de citocinina sio adicionadas ao meio de cultura,
causando certa toxidez.
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FIGURA 6. Comprimento de brotos de Lychnophora pinaster aos 45 dias em

fun¢do de diferentes concentragdes de BAP. UFLA, Lavras - MG,
2003.

Esse fato também ocorreu nos tratamentos em que se utilizou TDZ.
Algumas brotagdes apresentaram-se vitrificadas sem desenvolvimento normal,
além de um entufamento, semelhantes também aos sintomas caracteristicos de
altas concentra¢Ges de citocininas. Fato semelhante ocorren em Perasites
hyhidus (Asteraceag); a adigio de TDZ em concentragdes entre 0,22 mg.L” e
2,22 mg.L"' induziu brotos com ma formagdo morfologica ¢ com concentragdes
de 0,0002 mg.L" a 0,022 mg.L", calo vitrificado (Wildi, 1998).

Nos meios com menores concentragdes de BAP, os brotos nio

mostraram nenhum sintoma prejudicial como vitrificagio ou entufamento que



pudesse comprometer o seu desenvolvimento. Todas as brota¢Ses apresentaram-
se perfeitamente viaveis a posterior repicagem.

Mesmo que maiores comprimentos dos brotos de amica (0,32 cm)
tenham sido obtidos em concentragdes 0,07 mg.L"' de BAP; quando o meio é
suplementado com 0,62 mg.L", além de permitir a obtengdio de um satisfatorio
numero de brotos, também ndo ha diferenga quanto ao comprimento, quando
comparados aqueles obtidos em 0,07 mg.L"' de BAP, sendo a média em torno de
0,29 cm. Portanto, de acordo com os resultados obtidos pode-se inferir que para
a espécic L. pinaster, 0 BAP mostrou-se superior quanto 3 multiplicacio de
partes aéreas, ja que o TDZ ndo apresentou diferenca estatistica entre as
diferentes concentrages testadas para nenhuma caracteristica avaliada.

Entretanto, resultados diferentes tém sido obtidos em alguns estudos
realizados com diferentes espécies de plantas medicinais, em que baixas
concentragdes de BAP nio sio suficientes para a indugio de miltiplos brotos.
Bonilla (2002) conseguiu maior numero de brotos (4,13) da espécie R.
viburnoides em meio de cultura suplementado com 4,00 mgL’' de BAP.
Resultados diferentes também foram obtidos quanto ao comprimento das
brotagdes, visto que, na maioria dos trabalhos um maior comprimento da parte
aérea ¢ conseguido em meios isentos ou com baixas concentragdes de citocinina,
nesse caso, o meio suplementado com 6,00 mg.L™' de BAP foi o que permitiu
mator comprimento dos brotos (3,95 cm).

~ Quando Pereira (1999) estudou a multiplicagdo da espécie Echinodorus
¢f scaber, conseguin um nimero de 1 a 7 brotagdes, também em maiores
concentragdes de BAP (6,00 mg.L™), porém maior comprimento das mesmas
também ocorreu em meio isento do regulador (3,5 cm).

Resultados semelhantes a espécie L. pinaster também foram obtidos por
Coelho (1999) quando conseguin uma média de 7,65 brotos de sucupira branca

por segmento nodal em meio suplementado com BAP; ou ainda com o
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marmelinho, quando Bertolucci (2000) conseguin maior crescimento das
brotagdes (4,93 cm) em meio de cultura também isento de regulador. Maior
nimero de brotos dessa espécic foi obtido na concentragdo de 1,00 mg.L" de
BAP (6,86), diferindo da amica, j4 que nesta concentragio de BAP, os
resultados ndo foram os melhores.

Em vérios estudos de multiplicagio em que se empregou juntamente o
TDZ, os resultados também mostraram certa superioridade do BAP; como
naqueles trabalhos desenvolvidos por Cerqueira (1999), quando obteve maior
nimero de brotos/segmento nodal e maior altura das brotacdes em meio
suplementado com essa citocinina. Neste trabalho, a concentragio de 1,00 mg.L°
! de BAP também foi a methor para niimero de brotos (4,1), mas para o tamanho
das brotagbes os resultados foram semelhantes a espécie L. pinaster; em meio
contendo 0,125 mgL"' de BAP (a menor concentragio testada), pois as
brotagses apresentaram 2.6 cm.

Em alguns trabalhos utilizando o TDZ para a multiplicagio de partes
aéreas, bons resultados puderam ser obtidos com concentragSes bem baixas
quando comparado ao BAP, dependendo da espécie ¢ do explante utilizado.
Quando Kulkami e al.,(2000) compararam o BAP ao TDZ na multiplicagio de
Withania somnifera L., conseguiu uma média de 24,13 brotos a partir de
explantes nodais na concentragio de 0,2 mg.L"' de TDZ. Quando utilizaram o
BAP, maior nimero de brotos foram obtidos em 0,5; 1,0 ¢ 5,0 mgL.”; sendo
4,53; 4,58 e 4,07 respectivamente. No entanto, quando utilizaram o segmento
internodal, observaram 25 brotos na concentragdo de 1,0 mg.L” de BAP e 40
brotos na concentragdo de 5,0 mg.L" de BAP e o TDZ, nio exerceu a¢iio nesse
tipo de explante.

Baixa concentragio de BAP (0,25 mgL™) também permitiu maior
nimero de brotos (8,7) em segmentos nodais de L. ericoides, cultivados

antecipadamente durante 90 dias em meio suplementado com 2,0 mg.L” de
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ANA ¢ 4,0 mg.L"' de BAP (Pereira ef al., 2002). Esses autores desenvolveram
esse cultivo preliminar em meio contendo citocinina/auxina, visando talvez o
desenvolvimento da parte aérea da espécie, tendo em vista que, semelhante a L.
pinaster, esta também apresenta um lento crescimento in vitro, dispensando a
etapa de posterior alongamento das brotagdes, como foi desenvolvido com a
espécie em estudo, como também o aproveitamento nesse caso, do efeito
residual da mesma, para também obtengdo de maior nimero de brotos com o
uso de baixas concentragdes.

As respostas obtidas quando se avalia a multiplicagdo in vitro, além de
ser dependente de diferentes concentragdes € de diferentes citocininas,
claramente ¢ variavel também entre espécies. Mesmo sendo essencial a presenga
da citocinina no meio de cultura para a multiplicagdo da espécie L. pinaster, os
resultados obtidos foram muito bons neste contexto, pois além da citocinina
mais barata ter se sobressaido, melhores respostas ocorreram em concentragdes
bem baixas, apresentando a consideravel vantagem de menor custo para a

multiplica¢fio da espécie in vitro.

3.4 Efeito do tempo de permanéncia em GA; no alongamento de partes
aéreas das brotacdes de Lychnophora pinaster

O uso de giberelinas na cultura de tecidos é empregado quando o
interesse ¢ o alongamento de partes aéreas durante a multiplicacdio ou antes do
enraizamento, onde pode-se variar o tempo de exposi¢do do explante neste
regulador,

Quando brotagdes de amica foram submetidas & agiio do GA; durante
diferentes pericdos de tempo, antes do enraizamento, pdde-se perceber que este
influenciou no alongamento de suas partes aéreas, apresentando diferentes
respostas sobre o tamanho da brotagiio utilizada.
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De acordo com o resultado da anilise de varidncia apresentado na
Tabela 7, pode-se verificar que os fatores em estudo, ou seja, comprimento das
brotag3es inoculadas e o tempo em que estas permaneceram na presenga do
GA,, apresentaram diferenca estatistica, como também quando se¢ estudou a
intera¢io entre os mesmos. Entretanto, quando se inoculou brotagdes
consideradas pequenas, apresentando até | cm de comprimento em meio
contendo GA;, pdde-se notar que os diferentes periodos de tempo nos quais
essas brotagdes ficaram expostas sob a agfio da giberelina nfo influenciaram
significativamente no tamanho das mesmas, ao passo que diferentes respostas
foram obtidas quando se utilizou brotagdes maiores. Quando brotagdes
apresentando de 1 a 1,5 cm, tomadas como grandes, permaneceram na presen¢a
de GA;, por diferentes periodos de tempo, notou-se que ocorreu uma diferenga

estatistica nos seus comprimentos entre os diferentes periodos avaliados.

TABELA 7: Resumo da anilise de varidncia para comprimento de brotagdes de
Lychnophora pinaster em fungdo de diferentes tempos de
permanéncia em 3 mg L de GA;. UFLA, Lavras - MG, 2003.

Fonte de variacdo GL Quadrado médio
DIAS 3 32,883 **
COMPRIMENTO 1 1288,225 **
DIAS*COMPRIMENTO 3 27,841 *
DIAS/BROT. PEQ. 3 9,913 ™
DIAS/BROT. GDE. 3 50,813 **
RESIDUO 152 7,613

CV (%) 24,10

™ - ndo significativo
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.
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Estabelecendo-se uma concentragio de GA; utilizada ¢ variando os dias
em que as brotagdes permaneceram em sua presenga, pdde-se perceber que bons
resultados foram obtidos quando se empregou brotagées maiores, onde o tempo
¢ fator fundamental a ser considerado.

Como as brotagdes tomadas como pequenas nio responderam a ac¢io do
GA;, nos periodos em que ficaram sob sua agio, pode-se notar na Figura 7 que o
comprimento das partes aéreas das brotagdes de amica com 1-1,5 ¢cm foram
crescentes proporcionalmente ao aumento de dias, onde existe um periodo de
tempo mais adequado para esse aumento das brotagdes maiores. Quando
permaneceram em GA; somente por 5 dias, sendo depois transferidas para o
mesmo meio de cultura, isento do regulador, nio revelaram um ganho
significativo nos seus comprimentos, visto que apds o periodo de avaliag3o,
estas apresentavam em média 1,23 cm. Situagdo diferente pbde ser notada
quando as brotagSes maiores permaneceram na presenga da giberelina durante
10 dias; houve um incremento consideravel nos seus comprimentos quando
comparado ao de 5 dias, essas apresentaram em média 1,50 cm. Entretanto,
percebeu-se que esses dois valores ainda estiio dentro do comprimento médio
inicial em que as brota¢des foram inoculadas.

Existindo um periodo mais adequado para o ganho de comprimento das
partes aéreas das brotagSes maiores, pdde-se notar que ele situa-se entre 15 a 19
dias aproximadamente, visto que aos 15 dias as brotagdes apresentaram 1,61 cm,
aumentando para 1,65 cm quando permaneceram durante 19 dias sob a agfio do
GA;; periodo em que se obteve maior comprimento. A partir de entfio, notou-se
um certo decréscimo no comprimento das partes aéreas das brotagdes, podendo
ter ocorrido um efeito inibitério causado pela maior exposigio na giberelina,
visto que os valores diminuiram a medida que se aumentou o tempo de

permanéncia das mesmas no GA;, talvez devido a uma toxidez (Figura 7).
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FIGURA 7. Comprimento de brotagdes de Lychnophora pinaster em fungio do
tempo de permanéncia em 3 mg.L"' de GA; e comprimento inicial.
UFLA, Lavras - MG, 2003.

Experimentos desta natureza, onde alterna-se tempo X concentragio de
determinado regulador de crescimento, sdo de grande interesse da cultura de
tecidos, visto que existe um tempo ideal em fun¢do da concentragdo do
regulador utilizado, para obten¢io de methores resultados conforme o objetivo.
Geralmente pode ocorrer uma indugdo durante os primeiros dias de exposi¢do a
agfio do regulador, € um processo inverso, se o explante permanecer sob efeito

No caso da espécie L. pinaster, além do comprimento das brotagdes ter
apresentado respostas diferentes, o fator tempo de exposi¢do na concentracio de
3 mg.L” de GA; foi de fundamental importincia. Nota-se que houve realmente
uma inducdo no alongamento das partes acreas, durante os primeiros 20 dias
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aproximadamente, podendo ser percebido a partir do momento em que estas
foram inoculadas em meio isento, como também uma inibigdio das mesmas,
quando permancceram por um periodo maior que 20 dias.

Semelhante ao periodo de 5 dias também foram os resultados obtidos
quando as brotagdes permaneceram por um periodo constante de 30 dias na
presenga de GA,, visto que apresentaram um comprimento de 1,40 cm (Figura
7.

Como a amica é uma espécie que apresenta um lento crescimento tanto
in vitro, como in vivo, o uso de giberelinas para um alongamento de suas partes
aéreas pode mostrar-se de grande valia na obtengio de plintulas aptas ao
enraizamento. Os fatores comprimento das brota¢des x tempo de exposicdo sob
a agdo do referido regulador, deve ser considerado, visto que periodos menores
que 15 dias ou maiores que 19 dias aproximadamente, ndo apresentaram boas
respostas quando o objetivo foi o alongamento de partes aéreas de brotaces de
arnicacom la 1,5 cm.

Similar a espécie L. pinaster, Figueiredo, Albarello e Viana (2001),
relatam a necessidade do GA; para o alongamento de partes aéreas de Rollinia
mucosa, assim como os resultados obtidos por Gomes (1999), quando
observaram que a utilizagdio de GA; em concentragdes que variam de 1 a 6
mg.L" favoreceu o alongamento in vitro de moreira.

Yui et al, (1993), também afirmam que sio necessarias a adigdo de
concentragdes superiores 2 1 mgL”' de GA; para a obtengio de Bmms de
macieira alongados, apropriados para a fase de enraizamento. No entanto,
Mishra er al, (1999), descreveram a elonga¢io de intemddios de Emblia
officinalis quando utilizaram 1 mg.L" de GAs, enquanto que 3 mg.L" causou o
desfolhamento de alguns explantes.

De Fossard et al,, (1978), citados por Grattapaglia ¢ Machado (1998),
também constataram cfeito deletério desse regulador em culturas de Excalyptus
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ficifolia, provocando alongamento excessivo, deformagio nas folhas e formagio

de calo na base das brotagdes laterais.

3.5 Efeito do tempo de permanéncia nas auxinas ANA e AIB sobre o
enraizamento de brotacées de Lychnophora pinaster

O enraizamento em plantulas de amica in vitro foi influenciado pela
auxina utilizada. Diferentes respostas quanto ao comprimento da parte aérea e o
numero de raizes/plintula foram obtidas entre as diferentes concentragGes
utilizadas, como também em relagio ao tempo em que as plintulas
permaneceram na presenga da auxina.

Quando se estuda o enraizamento in vitro, um fator a ser considerado ¢ a
dependéncia entre concentragdo da auxina utilizada e o tempo de exposigiio dos
explantes nestas, visto que podem estar diretamente relacionados, influenciando
além do enraizamento das plantulas, também o crescimento da parte aérea.

O tempo de exposi¢do de plantulas na presenca de auxina, quando estas
se faz necessaria ao ecnraizamento de determinadas espécies, influencia
diretamente nos resultados, além da sua concentragdo, porque pode ocorrer uma
toxidez quando esta ultima ¢ excessiva, acarretando na formagao de calo na base
do explante, comprometendo a rizogénese ¢ o crescimento da parte aérea.
Entretanto, outros sintomas de toxidez podem manifestar-se somente na fase de
alongamento das raizes, visto que-existe uma etapa auxina-dependente, na qual
ocorre a indugfo e inicia¢do do enraizamento, e se as plantulas permanecerem na
presenca da auxina, o crescimento das raizes ¢ inibido.

Entretanto, algumas espécies podem permanecer na presenca constante
de auxina, sem que se observe essa toxidez (Bonilla, 2002); o que nio ocorreu
com a espécie L. pinaster, pois o tempo de permanéncia das plantulas na
presenga das auxinas utilizadas realmente influenciou nas caracteristicas

avaliadas, ou seja, comprimento da parte aérea ¢ nimero de raizes.
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De acordo com os resultados da analise de varidncia apresentados na
Tabela 8, quando se avaliou o comprimento da parte aérea daquelas plantulas
deixadas em ANA durante diferentes periodos de tempo, pdde-se notar que entre
as diferentes concentra¢des utilizadas ndo ocorreu diferenga estatistica, como
também quando esta se interage com tempo de permanéncia. No entanto, pdde-
se¢ verificar que o tempo em dias em que as plantulas permaneceram na presenga
de ANA influenciou significativamente no comprimento da suas partes acreas.
Entretanto, quando se avaliou a caracteristica mimero de raizes/plantulas,
resultados diferentes foram obtidos, pois todos os fatores avaliados

influenciaram significativamente essa caracteristica.

TABELA 8: Resumo da andlise de varidncia para comprimento da parte aérea
(PA) (cm) e nimero de raizes (NR) em plantulas de Lychnophora
pinaster em funcio de diferentes tempos de permanéncia em
diferentes concentragdes de ANA, UFLA, Lavras - MG, 2003.

Fontes de Variagio GL Quadrados médios
PA NR
ANA 1 0,001 ™ 90,048 **
Dias 4 1,136 ** 78,161 **
ANA * Dias 4 0,091 ™ 33,663 **
Residuo 40 0,212 4,645
CV (%) 22,65 61,75

™ - ndo significativo

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.
Em relagdo ao AIB, quando se avaliou a sua influéncia no comprimento

da parte aérea ¢ no nimero de raizes in vitro/plantulas de amica, resultados

semelhantes foram encontrados. De acordo com a analise de varidncia (Tabela
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9), pdde-se notar que apenas o tempo de permanéncia das plantulas na presenca
da referida auxina em dias influenciou no crescimento da parte aérea.
Semelhantemente aos resultados obtidos com o ANA sobre o nimero de raizes
das plantulas, aqui também todos os fatores em estudo apresentaram diferenga
significativa.

TABELA 9: Resumo da anilise de varidncia para comprimento da parte aérea
(PA) (cm) e nimero de raizes (NR) em plantulas de Lychnophora
pinaster em fungdo de diferentes tempos de permanéncia em
diferentes concentragdes de AIB. UFLA, Lavras - MG, 2003.

Fontes de Variagiio GL Quadrados médios
PA NR
AIB 1 0,003 ™ 28,426 **
Dias 4 0,560 ** 46,243 **
AIB * Dias 4 0,050 ™ 10,393 *
Residuo 40 0,077 3,129
CV (%) 13,84 49,33

™ - n3o significativo
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Na Figura 8, pode-se verificar a influéncia dos diferentes periodos de
tempo em que as plantulas de amica permaneceram na presenca das auxinas
ANA e AIB, no comprimento das partes aéreas de plantulas de arnica.

Nido houve diferenga estatistica entre as concentrages das auxinas
utilizadas. Entretanto, o fator dias foi fundamental, pois maior comprimento das
partes aéreas das plantulas de amica ocorreu entre os dias 10 e 20
aproximadamente, nas duas auxinas. Aos 10 dias de cultivo, as plantulas
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aprcsentavam um comprimento das partes aéreas de 2,31 cm em ANA ¢ 2,20 cm
em AIB. Entretanto, maior comprimento das plintulas foi observado quando elas
permaneceram na presenca de ANA durante 17 dias, quando atingiram 2,46 cm;
e quando permaneceram na presenga de AIB durante 18 dias, quando

apresentaram um comprimento de 2,30 cm (Figura 8).
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FIGURA 8: Comprimento da parte aérea (cm) de plantulas de L. pinaster em
fun¢do do tempo de permanéncia em dias em ANA e AIB. UFLA,
Lavras - MG, 2003.

Como ja discutido anteriormente que a concentragio de auxina
influencia no crescimento da parte aérea; dependendo também do tempo em que
os explantes permanecem em sua presenga, podendo ocorrer uma toxidez, nesse
caso, mesmo sendo baixas as concentragSes das auxinas utilizadas (1 e 2 mg.L")
notou-s¢ que quando as plantulas permaneceram durante maior periodo de

tempo em sua presen¢a, houve uma inibicio no crescimento. Quando as
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plantulas foram deixadas até aproximadamente 15 ou 20 dias, e depois
transferidas para um meio isento de regulador, cresceram normalmente. Apos 20
dias aproximadamente, pode-se verificar também na Figura 8, que o crescimento
foi inibido. A toxidez ocorrida nesse caso, pode ndo sedever a concentra¢io
utilizada, mas talvez ao tempo de permanéncia das plantulas na auxina, visto
que ocorre um processo de indugdo e iniciagdio e se estas permanecerem no
mesmo meio; inibigdo do crescimento da parte aérea.

Pela concentragdo empregada ter sido consideravelmente baixa, quando
as plantulas permaneceram na presenga de ANA ¢ AIB, durante 24 horas, nio
ocorreu um crescimento satisfatorio de suas partes aéreas, quando comparada
aguelas que permaneceram durante 17 ou 18 dias, pois nas duas auxinas
utilizadas apresentaram um comprimento de 1,68 cm. Aos 5 dias de cultivo as
partes aéreas inoculadas em ANA e AIB apresentaram um comprimento de 2,0

cm ¢ 1,90 cm respectivamente. Nesse caso, quando o objetivo for menor tempo
de permanéncia em presenca de auxina, concentra¢Ses maiores devem ser

empregadas, tanto para um crescimento mais rapido das partes aéreas, como
também para a inducdo do enraizamento, como naqueles trabalhos de
enraizamento Eucalyptus desenvolvidos por Gupta et al., (1983) citados por
Grattapaglia & Machado, (1998) que utilizaram diversas auxinas isoladamente
ou combinadas em concentragdes de 0,1 a 10 mg.L", em intervalos de 24 a 96
horas. S

Quando as plantulas de amica permaneceram por um periodo constante
de 30 dias nas duas auxinas, notou-se realmente uma certa inibi¢io no
comprimento de suas partes aéreas. Apos 20 dias, aproximadamente, ocorreu um
decréscimo em valores dos mesmos, sendo 1,89 em ANA e 1,94 cm em AIB.

De acordo com o exposto acima, pode-se notar que a espécie L. pinaster,

ndo deve permanccer constantemente nas auxinas citadas, mesmo em
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concentragdes consideravelmente baixas; haja vista a ocorréncia de uma toxidez
no tocante ao comprimento de suas partes aéreas.

Aos 15 dias aproximadamente, as plantulas de amica ja apresentavam
um comprimento satisfatorio das partes aéreas necessario ao enraizamento, pois
se sabe que esse ¢ um fator essencial também ao desenvolvimento de um bom
sistema radicular.

Quando a caracteristica avaliada foi o nimero de raizes por plantula de
arnica inoculada, pdde-se inferir que este foi diretamente influenciado pelo tipo
e concentragdes das auxinas utilizadas, bem como pelo tempo em que as
mesmas permaneceram em sua presenca.

Pelos resultados obtidos, notou-se que existec uma interago entre tempo
de permanéncia das plantulas x concentra¢iio da auxina utilizada, pois as
respostas foram dependentes desses dois fatores. Sabe-se que a rizogénese
ocorre de uma a trés semanas ¢ pode ser dividida em inducdo, iniciagio e
alongamento de raizes; nas duas primeiras fases, elas podem responder ¢ serem
dependentes de auxina, ao contrario desta ltima, onde o crescimento das raizes
pode ser inibido pela sua presenca. No caso da espécie L. pinaster, pode-se
verificar na Figura 9 que ocorreu esse processo inicial de indugdo do
enraizamento no referido tempo, como também certa inibicdo apoés o mesmo,
para as concentragdes de 1 e 2 mg.L" de ANA ¢ 1 mg.L" de AIB. Maior niimero
de raizes (9,79) foi obtido em meio suplementado com 2 mg.L"! de ANA, aos 16
dias de cultivo. Esse nimero se mostrou superior em rela¢do a todos os outros,
pois quando a concentragdo utilizada foi de 1 mg.L"' de ANA, obteve-se 3,68
raizes aos 17 dias ¢ 4,61 aos 20 dias, quando se utilizou 1 mg.L"' de AIB. Na
concentragdo de 2 mg.L"! de AIB, o nimero de raizes foi menor dentro do prazo
avaliado (Figura 9).

97



Quando a avaliagdo foi realizada aos 10 dias, os resultados obtidos
foram de 3,1; 3,4; 8,3 ¢ aproximadamente 4, em 1 mg.L" de ANA ¢ AIB e em 2
mg.L"' de ANA ¢ AIB, respectivamente.

12

10 1

o
I

Numero raizes
[-/]

Tempo (dias)

-~ ®ANA(1) — AANA(2) ——=XAB(1) =—+AB(2) |

y (ANA 1) =-0,01223x* + 0,4174x + 0,1342 R*>=0,9283
y (ANA 2) = -0,0432x* + 1,3779x - 1,1628  R®*=0,8544
y (AIB 1) = -0,0106x* + 0,4327x + 0,2 R?=0,9675
y (AIB 2) = -0,0036x + 0,3737x + 0,06832  R®=0,9436

FIGURA 9. Nimero de raizes de plintulas de Lychnophora pinaster em fungio
do tempo de permanéncia em diferentes concentragdes de ANA (1 ¢
2mg.L ") e AIB (1 e 2 mg.L ). UFLA, Lavras - MG, 2003.

De acordo com 0 exposto anteriormente, pode-se notar na Figura 9 que
as duas auxinas em todas as concentragdes, excetuando-se a de 2 mg.L”' de AIB,
causaram certa toxidez em relagdo ao nimero de raizes/plantulas de amica.

Ocorreu um processo de iniciagdo e indugdo das raizes, mas como as plintulas
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permaneceram por mais tempo na auxina, as raizes nio cresceram, prejudicando
uma visualizagdo mais perfeita, pois algumas plantulas apresentaram um
aglomerado na base, como um calo, visto que os nimeros apresentados na
figura. sdo menores, sendo respectivamente 1.6 3,6 ¢ 1.3 quando em 1 meg.L" de
ANA ¢ AIBe 2 mg. L' de ANA.

Periodos menores de permanéncia como 24 horas ou 5 dias também ndo
foram suficientes para induzir um bom nimero de raizes nas plantulas de arnica,
talvez pela baixa concentragdo utilizada quando relacionada também ao baixo
periodo de exposi¢do. Quando as plantulas foram deixadas por 24 horas em 1
mg.L" de ANA e AIB, os valores obtidos em média foram menores que 1: 0,54
e 0,62 respectivamente. Na concentragdo de 2 mg L, as plantulas apresentaram
em média 0,2 quando inoculadas em ANA e 0,44 quando inoculadas em AIB.
Aos 5 dias de cultivo verificou-se um aumento significativo em relagdo ao 1°
tempo, pois os valores obtidos foram de 2,0; 2,1; 5,6 ¢ 2 quando as plantas
foram inoculadas em 1 mg.L"' de ANA ¢ AIB ¢ 2 mgL' de ANA ¢ AIB,
respectivamente. Neste caso, como também no comprimento das partes aéreas,
quando o objetivo for menor tempo de permanéncia das plantulas na presenca de
auxina, deve-se aumentar a concentragdo desta. Para a espécie L. pinaster, esta
deve ser maior que 1 ou 2 mg.L" de qualquer uma das duas auxinas empregadas
(Figura 9).

Apos ter observado a superioridade do ANA na concentragio de 2 mg.L
L quanto a 0 nimero de raizes em plantulas de amica, verificou-se um efeito
crescente/decrescente proporcional ao periodo avaliado, pois o nimero de raizes
aumentou até aproximadamente 15 dias, e depois decresceu conforme aumentou
o tempo de permanéncia das plantulas em sua presenga. Naquelas plantulas
inoculadas em 1 mg.L"' tanto de AIB quanto de ANA. o efeito sobre o aumento
no numero de raizes, conforme o tempo de permanéncia foi mais brando, como

também sua diminuigdo, que comegou a ocorrer aproximadamente aos 20 dias.
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Nao houve aumento nem decréscimo exagerado quando se comparam as curvas
de regressdo em relagdo aquela obtida em 2 mg. L' de ANA.

O uso de dois meios de cultura quando do enraizamento de plantulas de
espécies lenhosas ¢ sugerido por Grattapaglia & Machado (1998). ¢ tem sido
utilizado freqiientemente para espécies lenhosas como FEucalyptus, Tectonas
grandis, diversas espécies de coniferas ¢ frutiferas como Prunus, macicira ¢
mamoeiro. No caso, o primeiro, no qual as partes aéreas permaneceriam desde
algumas horas at¢ alguns dias, é rico em auxina, deve-se alternar concentragdo x
tempo, favorecendo a indugdo e iniciagdo; ¢ o segundo meio, sem qualquer
regulador de crescimento, estimularia a exteriorizacdo ¢ o crescimento das
raizes. Este fato foi observado com a espécie L. pinaster, como pdde-se verificar
de acordo com o que foi exposto acima, mesmo que ndo se¢ tenha usado altas
concentragdes de auxina, como nos trabalhos de Gupta et al., (1983) citados por
Grattapaglia & Machado, (1998) para o enraizamento de Eucalyptus, Aqui
também notou-se a inibi¢do do crescimento das raizes.

Estes resultados podem ser interessantes para a espécie L. pinaster, pois
ndo foi preciso utilizar altas doses de auxinas para se obter um niimero
satisfatorio de raizes, visto que aos 15 dias aproximadamente, as plantulas
inoculadas em 2 mg.L"' de ANA apresentavam um nimero consideravel de
raizes, perfeitamente aptas ao transplantio em casa de vegetagao.

Menor comprimento das raizes as vezes pode ser preferivel, por estas-se
apresentarem em fase de crescimento ativo. Todos os tratamentos apresentaram
plantulas com raizes pequenas, excetuando-se aquelas obtidas em meio contendo
2 mgL"' de ANA que aos 10 e¢ 15 dias apresentaram raizes com um
comprimento consideravel, quando comparada as raizes das plantulas dos outros
tratamentos. No entanto, este fato ndo ¢ considerado como um inconveniente,
visto que as raizes maiores podem ser podadas durante a toalete, antes do

transplantio.
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A resposta da agdo das auxinas sobre o enraizamento in vitro pode ser
variavel entre o grande nimero de espécies em que sio empregadas; também a
ndo ocorréncia de toxidez pode ser observado. No caso da espécic Rudgea
viburnoides, as plantulas permaneceram durante 60 dias na presenga de 0,5
mgL? de AIB (Bonilla, 2002). Nesse caso, pela concentragio ser
consideravelmente baixa ¢ menor que aquelas utilizadas nesse experimento,
pode ndo ter ocorrido um efeito toxico sobre o crescimento das raizes desta
espécie. Entretanto, o tempo em quc as plintulas permaneceram na presenga
dessa auxina foram 45 dias a mais quando comparado & espécie L. pinaster que
ja aos 15 dias apresentava um nimero médio de raizes satisfatorio para serem
aclimatizadas. Echeverrigaray ef al, (2000) também conseguiram melhores
respostas, empregando a auxina AIB na concentragio de 0,5 pM no
enraizamento in vitro de camomila romana.

Pereira (1993) também testou as auxinas ANA e AIB no enraizamento
in vitro das espécies M. aquifolium e M. ilicifolia, nas mesmas concentragdes
testadas para a espécie L. pinaster. Entretanto as duas concentragdes de AIB
utilizadas ndo apresentaram diferenga estatistica quanto ao numero de raiz,
porcentagem e tempo de indugdo, diferindo dos resultados obtidos com a amica,
Quando testou 0 ANA, a porcentagem foi de 2% e o tempo de indugdo 78 dias.

Bello ef al., (2002) também obtiveram bons resultados com o0 ANA e
AlA quando comparado aos da auxina AIB no enraizamento de Valeriana
glechmifolia, pois observaram que o os meios contendo AIB induziram a
formagdo de calos; e os meios suplementados com ANA e AIA nas
concentragdes de 1 e 2,5 mg.L', além de promoverem bom enraizamento,
induziram também raizes morfologicamente similares as encontradas nas plantas

a campo.
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3.6 Efeito do tipo de substrato na aclimatizacio de plantulas de
Lychnophora pinaster

A etapa de transplantio ¢ aclimatiza¢io de plantulas obtidas in vitro é
considerada uma passagem critica € em alguns casos representa um fator
limitante do processo de micropropagacido. O sucesso desta etapa depende da
qualidade das plantas provenientes da fase anterior, em que o tipo do sistema
radicular ¢ fator fundamental neste contexto.

Os fatores umidade e substrato, além de outros também sdo pontos
fundamentais a serem considerados na obtencdo de sucessos durante a fase de
aclimatizagfio das plantulas. A umidade porque estas passam de uma condigio
heterotrofica in ﬁitro, onde a umidade relativa é bem alta, para uma condi¢do
autotrofia in vivo, (Pinto & Pasqual, 1990); ¢ o substrato, porque algumas
espécies podem ndo se adaptar a um determinado tipo utilizado.

Substratos comerciais, como o Plantmax® sdo muito usados para
diversas espécies de plantas obtidas através da cultura de tecidos, como
medicinais, omamentais ¢ frutiferas. Entretanto, diversas formulages,
utilizando-se areia, vermiculita, solo ¢ adi¢do de matéria organica através de
humus ou composto, também tém sido bastante empregadas.

Por ser uma espécie endémica, restrita a um tipo particular de ambiente
¢ substrato, a sobrevivéncia das plintulas de amica advindas da cultura de
tecidos, em casa de vegetagdo foi significativamenté”influenciada pelo tipo de
substrato utilizado.

Quando se transplantou plantulas de L. pinaster para o substrato
comercial Plantmax®, se obteve 0% de sobrevivéncia; e quando se testou o solo
do local de ocorréncia das espécie, se obteve 100% de sobrevivéncia das
plantulas. Quando se procedeu a mistura solo do local de ocorréncia da espécie +
Plantmax® na proporgdo 1:1, obteve-se 80% de sobrevivéncia das plantas de

amnica. Portanto, a utilizacio dos sacos plasticos para manutengdo da umidade
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nos primeiros dias de aclimatizagio foi eficiente, visto que aquelas plantulas
sobreviventes apresentaram um bom crescimento.

Espécies desta natureza podem apresentar algumas exigéncias em
relagdo ao substrato, para seu desenvolvimento. Além dos fatores fertilidade,
acidez, pH, matéria orgdnica (MO), dentre outros (Tabela 10); a textura (Tabela
11) também pode ter influenciado no processo.

TABELA 10: Resultado na analise quimica e matéria orgnica do solo do local
de ocorréncia da espécie L. pinaster. UFLA/DCS. Laboratério de
Andlise de Solo. Lavras — MG, 2003.

Varidiveis Unidades Valores

PH (H-0) 5,0
P mg.dm’ 3,1
K mg.dm’ 47
Ca"™ cmol..dm’ 0,5
Mg*? cmol..dm’ 0,2
AI" cmol..dm’ 1,1
H+ Al cmol,.dm’ 5,0
SB cmol..dm’ 0.8
(1) cmol,.dm’ 1,9
(T) cmol..dm’ 58
v % 14,1
M % 57
P-rem mg.L" 18,8
MO dag kg’ 3,1
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TABELA 11. Resultado na anilise granulométrica do solo do local de
ocorréncia da espécie L. pinaster. UFLA/DCS. Laboratorio de
Andlise de Solo. Lavras - MG, 2003,

Textura Unidades Valores
Areia dag kg ™' 56
Silte (dag.kg ™' 34
Argila (dagkg ™ 10
Classe Textural Arenosa

Considerando-se existir além dos fatores citados acima, algum outro
essencial 4 sobrevivéncia da espécie neste tipo particular de substrato, pode-se
inferir que a ndo sobrevivéncia das plantulas no substrato comercial foi porque
ele ndo apresentou algumas dessas caracteristicas semelhantes ao substrato do
local de origem; além de ser estéril, pois a questio da microbiota local para
plantas medicinais endémicas nativas, deve ser considerada ja que podem
influenciar de forma direta a sobrevivéncia das plintulas, visto que as mesmas
advém de um local totalmente asséptico, ¢ os microrganismos sio também
importantes agentes na associagdo planta-ambiente.

De posse destes dados, quando se realizou um procedimento no
Laboratorio de Microbiologia do Solo do Departamento de Ciéncia do Solo da
mesma institui¢do, no intuito de identificar a ocorréncia ou nio destes, houve
confirmagéo real do fato.

No solo do local de ocorréncia da espécie foram identificadas a presenga
de micorrizas nativas, como também a colonizagio das raizes das plantulas. A
espécie predominante de ocorréncia identificada foi a Scutellospora heterogama,
que deve ter influenciado diretamente a sobrevivéncia das plintulas provenientes

da cultura de tecidos. Logo, quando se procedeu a mistura de substratos, pode ter
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ocorrido uma associagdo e/ou multiplicagdo destes microrganismos nativos
essenciais, favorecendo ainda a sobrevivéncia das plantulas nesse tratamento.

Neste contexto pode-se inferir que a espécie L. pinaster é dependente de
uma microbiota nativa essencial 4 sua sobrevivéncia em outros locais. A ndo
sobrevivéncia das plantulas no substrato comercial pode ter ocorrido porque ele
era isento de microrganismos, ainda que benéficos. No entanto, cabem estudos
mais detalhados na quantificagio e qualificagio destes microrganismos
essenciais a sobrevivéncia da arnica fora do habitat natural.

Algumas espécies de plantas medicinais ndo apresentam restrigdes
quanto ao tipo substrato para aclimatizagio. Quando Bertolucci (2000) utilizou o
substrato comercial Plantmax® para aclimatizagio de plantulas da espécie
Tournefortia cf paniculata, obteve 100% de sobrevivéncia. 100% de
sobrevivéncia, também foi conseguido com plantulas de chapéu de couro foi
obtida por Pereira (1999), quando utilizou composto + latossolo vermelho (2:1),
para aclimatiza-las.

Na Figura 10, observam-se a micropropagacao de L. pinaster, & partir de

miultiplos brotos até a fase final de aclimatizagdo.
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FIGURA 10.




FIGURA 10: Micropropagaciio de amica: A ¢ B) Indugdo de miitiplos brotos
em 0: 0.25: 0,50 ¢ 1.00 mg.L"' de BAP e TDZ, respectivamente, aos
45 dias; C, D, E e F) Enraizamento de brotagdes de amica em 24
hs. 5, 10. 15 ¢ 30 dias em 1,00 ¢ 2,00 mg.L" de ANA ¢ 1,00 ¢ 2,00
mg L' de AIB respectivamente; G, H ¢ I) Aclimatizagio dc
plantulas de amica em Plantmax®; Plantmax® + solo do local de
ocorréncia da espécie e Solo do local de ocorréncia da espécie,
respectivamente aos 52 dias; J) Plantas de amica com 12 meses —
HORTO PLANTAS MEDICINAIS. UFLA, Lavras - MG, 2003.
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4 CONCLUSOES

Embrides sdo bons explantes para o estabelecimento da espécie
Lychnophora pinaster in vitro.

Meios de cultura menos concentrados permitem melhor desenvolvimento
das plantulas, sendo o meio MS/4 o mais indicado para o cultivo in virro dessa
espécie.

A multiplicagdo in vitro de amica é perfeitamente possivel, utilizando-se
citocininas em baixas concentragSes, onde o BAP apresenta bons resultados;
como também brotacdes maiores sdo preferidas quando o objetivo for o
alongamento de suas partes aéreas.

Para um enraizamento satisfatorio das plantulas de arnica in vitro € um
crescimento normal de suas partes aéreas, estas devem permanecer na presenca
de 2,00 mg.L™ de ANA durante um periodo de 15 a 20 dias aproximadamente.

Plantas de Lychnophora pinaster aptas a serem levadas ao campo podem
ser perfeitamente obtidas, quando se utiliza o solo do local de ocorréncia da
espécie para aclimatizagio das plantulas advindas da cultura de tecidos.
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CAPITULO 3

ASPECTOS ANATOMICOS COMPARATIVOS EM
DIFERENTES AMBIENTES EM FOLHAS DE Lychnophora
pinaster Mart.

RESUMO

SOUZA, Ana Valéria de. ASPECTOS ANATOMICOS COMPARATIVOS
EM FOLHAS DE Lychnophora pinaster MART. EM DIFERENTES
AMBIENTES. In.___ . Propagaciio in vitro e aspectos anatémicos de
(Lychnophora pinaster) MART.. 2003. Cap. 2. Dissertagio (Dissertagio —
mestrado em Fitotecnia) Universidade Federal de Lavras, Lavras .*

O conhecimento das estruturas internas dos vegetais ¢ de grande importancia no
entendimento das fungdes especificas desencadeadas em cada érgdo da planta.
Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de caracterizar alguns aspectos de
anatomia foliar das plantulas obtidas in vitro ¢ posteriormente aclimatizadas,
comparando-as aquelas provenientes do habitat natural. Através de segdes
transversais das folhas das plantas dos diferentes ambientes de cultivo, pode-se
comprovar a eficiéncia da técnica. J& nas condi¢Ses in vitro, foi possivel
observar uma perfeita distingio dos parénquimas palicadico ¢ esponjoso dos
tricomas caracteristicos das espécies xerofitas, a ocorréncia de tricomas
glandulares em ambas as faces da epiderme, semelhantemente as plantas
provenientes das condi¢des naturais. Houve diferenca estatistica entre as
espessuras de todos os tecidos, nos diferentes ambientes de cultivo. Folhas das
plantas cultivadas in vivo mostraram-se menos espessas quando comparadas is
folhas das plantas in vitro ¢ aclimatizadas, porém, a cuticula das folhas das
plantas in vivo apresentou-se mais espessa em relagdo as folhas das plantas dos
outros ambientes de cultivo. As diferengas observadas podem ser relacionadas a
sobrevivéncia das mudas propagadas in vitro apos transferéncia para o campo.
Nas segdes transversais do caule apical ¢ mediano de plantas provenientes do
habitat natural, observou-se a ocorréncia de anéis de lignina (esclerénquima).

* Comité Onentador; José Eduardo Brasil Pereira Pinto (Orientador), Evaristo
Mauro de Castro - UFLA.
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ABSTRACT

Souza, Ana Valéria de. COMPARATIVE ANATOMICAL ASPECTS IN
LEAVES OF Lychnophora pinaster MART. IN DIFFERENT
ENVIROMENTS. In.____. In vitro propagation and anatomical aspects of
(Lychnophora pinaster) MART.. 2003. Cap. 2. Dissertacido (Dissertagdo -
mestrado em Fitotecnia) Universidade Federal de Lavras, Lavras .”

The knowledge of the internal structures of the vegetables are very importante in
the understanding of specific functions unchained in each organ of the plant.
This work was development with objective of characterize some aspects of leaf
anatomy of plantets obtained in vitro and acclimatization, comparing them to
those from native habitat, regarding the anatomical characteristics of the
essential leaves to its survival. Through transversal section of plants leaves from
different environments, it could prove the efficiency of the technique. Already in
vitro conditions, were possible to observe parenchymatous palisade and spongy
of tricomas characteristic of the species xerophites, tricomas occurrence
glandular in both epidermis faces, likely to the plants from native terms. There
was difference statistics among thicknesses of all tissues, in the different
environments cultivation. Leaves from cultivated plants in vivo, showed
thickless, when compared to the leaves of the plants in vitro and acclimatized.
However, the leaves cuticle of plants in vivo, is significantly thicker regarding
the leaves of plants from other enviroment of cultivation. In the apical stem’s
section and medium of plants from native habitat, it was observed the occurency
of lignine rings(esclerenchyma).

* Comité Orientador: Jos¢ Eduardo Brasil Pereira Pinto (Orientador), Evaristo
Mauro de Castro - UFLA.
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1 INTRODUCAO

Lychnophora pinaster Mart. (Asteraceae) é uma espécie medicinal
lenhosa conhecida popularmente como arnica ou arnica mineira, encontrada nos
campos rupestres de algumas rcgiées do cerrado brasileiro, ocorrendo em
ambientes extremamente xéricos, parecendo estar restrita também a um tipo
particular de substrato. As plantas variam de subarbusto ereto com muitos ramos
a pequenos arbustos ¢, mais raramente, arbustos mais altos (Semir, 1991).
Possuem folhas e flores aromaticas muito utilizadas externamente na medicina
popular, hd décadas, na forma de extrato alcodlico, como antiinflamatério,
anestésico ¢ cicatrizante, em machucados, contusdes ou hematomas.

Plantas de ocorréncia em regides mais &ridas, como a amica, pedem
apresentar algumas caracteristicas anatdmicas especificas que comprometem sua
sobrevivéncia fora do seu habitat natural.

A espécie em estudo apresenta certa dificuldade de sobrevivéncia
quando se busca sua propagagdo vegetativa pelo método convencional através de
estaguia, como também seu cultivo em outros locais, onde esta n3o sobrevive;
acarretando numa exploragio predatoria, pelo seu uso significativo, colocando-a
atualmente na lista de espécies ameacadas de extingiio publicada pelo IBAMA.
Entretanto, sendo possivel manipular as condigdes ambientais para a
manutencdo de espécies dessa natureza fora do local de origem, e estas
apresentando as caracteristicas anatomicas especificas essenciais a sua
sobrevivéncia; grandes sucessos podem ser alcangados e problemas de extingéo
de determinadas espécies, como nesse caso, podem ser solucionados.

Neste contexto, algumas consideragdes devem ser observadas, pois os
niveis de luminosidade no ambiente influenciam as respostas anatomicas de
folhas, caules e raizes, podendo afetar entiio, as caracteristicas ditas essenciais a
manutencdo da espécie fora do habitat natural.
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Pela técnica da cultura de tecidos ¢ possivel manipular plantas nas mais
variadas formas, dependendo do objetivo proposto, permitindo cultiva-las em
condigdes perfeitamente semelhantes aquelas observadas no campo, bem como
obter plantas com morfologia interna e externa semelhantes aquelas
provenientes das condi¢bes naturais.

Por essa espécie se encontrar em risco de extingdo, e sendo possivel a
obtencdo de plantas sem variabilidade genética e mais homogéneas através da
cultura de tecidos, o objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade das plantulas
obtidas in vitro e posteriormente aclimatizadas, comparando-as aquelas
provenientes do habitat natural, no tocante as caracteristicas anatomicas das

folhas essenciais & sua sobrevivéncia.
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2 MATERIAL E METODOS

O presente experimento foi conduzido no Laboratorio de Anatomia
Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras.

As plantas utilizadas foram plantulas da espécie L. pinaster obtidas em
cultura de tecidos, plintulas aclimatizadas no solo do local de ocorréncia da
espécie durante 30 dias em casa de vegetagio e plantas colhidas em uma
populagiio da espécic localizada em uma area de campo rupestre do Parque
Florestal Municipal Abraham Kasinsk, no municipio de Lavras - MG, com
coordenadas de 21°14'30" S e 45°20'10" W e cotas altimétricas variando de 900 a
1200 metros. O clima da regifo é do tipo Cwb (mesotérmico), segundo a
classificacdo de Képpen, caracterizado por um periodo quente ¢ umido (outubro
a margo) ¢ outro periodo frio e seco (abril & setembro). A precipitagio média
anual (média de 25 anos) é de 1529,7 mm e as médias de temperaturas maxima ¢
minimas sdo de 26,1° C e 14,8° C, respectivamente.

O material vagetal da cultura de tecidos, como também o aclimatizado,
foram fixados diretamente em alcool 70° GL e o material coletado no campo foi
fixado em solugio de F.A.A. 70% (Johansen, 1940), por 72 horas ¢
posteriormente conservado em alcool 70° GL. O estudo anatdmico das folhas se
baseou no exame microcdpico de segdes obtidas & méo livre, na regido mediana
das folhas .

Os cortes transversais foram clarificados em solugio de hipoclorito de
sédio a 20% do produto comercial, por um periodo que variou de trés a cinco
minutos ¢ em seguida lavados em agua destilada, neutralizadas em dgua acética
1% e montadas em glicerina a 50%. O corante usado foi a mistura de azul de
astra-safranina, seguindo-se os métodos descritos por Kraus e Arduin, 1997.

A partir das secgbes transversais, foram efetuadas 3 medigdes, com o
auxilio de ocular micrométrica, de 5 folhas, das espessuras das epidermes
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adaxial e abaxial ¢ também dos parénquimas esponjoso e pali¢adico. Portanto. a
amostra foi constituida de 15 medig¢ées para cada ambiente estudado.

As fotomicrografias foram obtidas utilizando-se fotomicroscopio
Olympus BX 60 existente no Depatamento de Biologia da Uinversidade Federal
de Lavras.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com
tratamentos representados por 3 ambientes de cultivo (in vitro, in vivo ¢

aclimatizadas), com 5 repeti¢des e uma folha por repeticio.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Diferentes condi¢des ambientais de cultivos podem influenciar a
estrutura anatomica foliar das espécies em fungdo principalmente da
luminosidade, além de outros fatores.

Em relagdo a espécie L. pinaster, observou-se que diferencas
significativas ocorreram na espessura da epiderme das faces adaxial e abaxial,
parénquima pali¢adico, parénquima esponjoso, como também na espessura total
do limbo foliar das plantas cultivadas nos diferentes ambientes, como pode ser
observado na Tabela 1.

TABELA 1. Espessura (um)dos tecidos epidérmicos, parénquima palicadico,
parénquima lacunoso e espessura total de plantas de Lychnophora
pinaster Mart. em diferentes condi¢es ambientais, na posi¢io
mediana do ramo. UFLA, Lavras - MG, 2003.

Tratamentos Face Face Parénquima Parénquima Espessura do
Abaxial Adaxial Palicadico esponjoso Limbo
Invitro 18,51 v 26,14c 4288 b 5288 a 140,21 a
Aclimatizada 21,80a 29,71 b 494l a 4643 a 147,36 a
In vivo 798¢ 3742a 3326c 2584 b 104,51 b

“Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-knott
ao nivel de 5% de probabilidade.

Epiderme

De acordo com os resultados apresentados na Tabela I, em secio
transversal da lamina foliar observam-se varia¢des na espessura da epiderme da
face adaxial ¢ abaxial. Observa-se na Tabela 1, para os diferentes ambientes, que

a superficie adaxial das folhas provenientes de plantas de campo apresentou
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maior espessura quando comparadas as das folhas de plantas in vitro e
aclimatizadas, o que nio ocorrcu com a espessura da face abaxial, pois esta se
revelou maior nas folhas das plantas aclimatizadas ¢ cultivadas in vitro.

Essa maior espessura da face®axial das folhas nas condigées de campo,
pode se dever & maior espessura da cuticula, como pode-se notar na Figura 1,
espessura mais desenvolvida ocorre respectivamente em plantas do campo,
aclimatizadas ¢ in vitro.

Como o habitat natural apresenta algumas limitagdes como altas
temperaturas, maior espessura da cuticula ¢ justificada como um mecanismo de
prevencdo da perda de agua. Essa maior espessura em condigdes de campo é til
para refletir a irradidncia excessiva e evitar a excessiva perda de agua e pode
também ser um mecanismo de protegio dos cloroplastos contra altas
intensidades luminosas.

Pela Figua 1, nota-se também que as plintulas in vitro e aclimatizadas,
apesar de menor espessura, nio apresentam pobre formagiio de cera epicuticular,
fato que em muitas espécies nio ocorre, devido a diversas anormalidades
induzidas pelas condi¢Ses de cultivo in vitro (Sutter, 1988; Fuchigami et al.,
1981) o que contribui para a perda excesssiva de 4gua, acarretando na
dessecacdo e conseqiiente morte das mudas apés o transplantio para a fase de
aclimatizacdo.

Pinto & Pasqual (1990) afirmam que durante o processo de transferéncia
das plantulas obtidas in vitro para a condigio ex vitro, a cuticula ¢
freqitentemente menos desenvolvida devido a alta umidade relativa dos frascos
ser de aproximadamente 100%.

Espécies de ambientes mais aridos apresentam caracteres comuns aos
das espécies xerofitas. Uma dessas caracteristicas especificas, dentre outras, ¢ a
ocorréncia de um grande nimero de tricomas que cobrem os Orgdos

fotossintetizantes em folhas e tecidos jovens. Segundo Ehleringer (1984), o valor

119



adaptativo dos tricomas esta relacionado 4 economia de agua pela planta através
de um aumento na reflexio da radiagio solar, que reduz a temperatura foliar ¢
conseqiientemente, a transpiragdo, ou através do acumulo da espessura da
camada de ar pela qual o vapor d’agua deve difundir.

Nas folhas de plantas cultivadas in vitro, como também naquelas de
plantas aclimatizadas, jia foi possivel observar a ocorréncia de tricomas
caracteristicos da espécie que apresentam a parede das células basais
completamente cutinizadadas (Fahn & Cutler, 1992) (Figura 1). Observou-se
também a presenga de tricomas glandulares em ambas as faces da epiderme das
folhas das plantas dos trés sistemas de cultivo (Figura 1).

Na seqdo transversal das folhas cultivadas in vitro, aclimatizadas ¢ in
vivo, observou-se que tanto a epiderme adaxial como a abaxial s3o constituidas
por uma camada de células uniseriada, relativamente retas, sem ondulagdes,
como relatado por Fahn & Cutler (1992), como caracteristica de plantas
xerofitas. Nas folhas in vitro e in vivo, as células da epiderme adaxial
apresentaram-se em formato mais retangular, diferenciando-se das células das
folhas aclimatizadas que, além das células retangulares, apresentou também
células em formato arredondado. As células da epiderme adaxial das folhas das
plantas provenientes do ambiente in vivo mostraram-se mais justapostas quando
comparadas aquelas das plantas aclimatizadas, nas quais pode-se notar a
ocorréncia de alguns espagos intercelulares (Figura 1).

Mesofilo

Observando as médias de espessura para parénquima paligadico ¢
esponjoso, notou-se que diferengas significativas tambgm ocorreram entre 0s
diferentes ambientes de cultivo (Tabela 1).

Nas se¢Bes transversais da ldmina foliar, em todos os ambientes, o

mesolfilo possui uma organiza¢do dorsiventral, em que o parénquima pali¢adico
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apresentou uma camada de células alongadas em direcdo perpendicular a
_superficic da folha (Figura 1).

Na secdo transversal das folhas das plantas aclimatizadas, pode-se
verificar na Figura 1, que as células do parénquima palicadico sdo maiores ¢
bem regulares quanto ao tamanho. Nas folhas das plantas cultivadas in vivo € in
vitro, as células sdo menores, ¢ neste ultimo ambiente nota-se uma variagao
consideravel no tamanho das mesmas.

O parénquima esponjoso apresentou variagdo na espessura ¢ formato das
células entre os diferentes ambientes de cultivo (Tabela 1 e Figura 1). Pelas
médias de espessura apresentadas na Tabela 1, pode-se notar que essa foi maior
nas plantas cultivadas in vitro e aclimatizadas. Na Figura 1 observa-se a
ocorréncia de 2 a 3 estratos celulares constituidos por células arredondadas ou
lobadas que delimitam espagos intercelulares de diferentes dimensdes.

Quanto a espessura total do limbo foliar, notou-se que as plantas do
habitat natural apresentam folhas menos espessas que as do ambiente in vitro ¢
aclimatizadas (Tabela 1). No entanto, pode-se notar ainda na Figura 1 que nas
plantas in vitro nio houve reduzida diferenciagdo do mesofilo das folhas e nem
alta proporgio de espagos intercelulares, segundo afirmagdo de varios autores
(Dimassi-Theriou, et al., 1997; Capella des ef al., 1990; Lee et al., 1988), como
anormalidades induzidas pelas condi¢des de cultivo in virro.

Nas sec;oes transversais das nervuras centrais, observou-se também
grande semelhanqa anatomica entre os tecidos. J4 nas folhas das plantas
cultivadas in vitro, nota-se perfeitamente a presenca de feixes vasculares, porém
todas as células do parénquima cortical se mostraram menores quando
comparadas aquelas das folhas das plantas aclimatizadas e provenientes do
habitat natural. A nervura central das folhas das plantas aclimatizadas
apresentou maior numero de feixes vasculares. Nas folhas das plantas do local

de origem a nervura central apresentou uma estrutura anatémica mais arranjada

12]



quando comparada aos outros dois ambientes. Nas se¢Oes transversais da
nervura central de todos os trés ambientes de cultivo, nota-se a presenca de um
grande nimero dos tricomas caracteristicos da espécie (Figura 2).

Entretanto, resultados diferentes foram obtidos por Fidelis ef al., (2000),
quando estudaram as caracteristicas anatdmicas de estruturas vegetativas da
planta medicinal do cerrado Brosimum gauudichuddi TREC., conhecida
popularmente como mama cadela, pois as organizagdes dos tecidos foram
diferentes em fungio do material in vivo e in vitro. A segio transversal da folha
in vivo, mostrou uma camada de células de parénquima palicadico e¢ duas
camadas de células de parénquima esponjoso; nos tecidos das plantas cultivadas
in vitro o mesofilo consistia de trés a quatro camadas de células, sem distingio
entre elas. O corte transversal do caule in vifro mostrou uma grande quantidade

de tricomas que ndo foram formados in vivo.

Neste contexto, percebe-se que, para a espédie L. pinaster, a técnica da
micropropagacdo ¢ perfeitamente valida para a obtengdo de plantulas aptas a
serem levadas ao campo; ainda nas condigdes in vitro, nota-se perfeitamente a
diferenciagdo entre os tecidos, além de tricomas caracteristicos da espécie
(Figuras 1 € 2), como também a presenga de feixes vasculares (Figura 2),
semelhante 4 das plantas provenientes do habitat natural.
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FIGURA 1. Seg¢des transversais da folha de Lychnophora pinaster Mart. em
condicdes de cultivo in vitro (A), aclimatizada aos 30 dias (B) e in

vivo (C). Barras = 50 um. UFLA, Lavras — MG, 2003.

FIGURA 2. Seg¢des transversais da nervura central de folhas de Lychnophora
pinaster Mart. em condigdes de cultivo in vitro (A), aclimatizada
aos 30 dias (B) e in vivo (C). Barras = 50 um. UFLA, Lavras —
MG, 2003.



Nas segGes transversais do caule apical e mediano de plantas de
Lychnophora pinaster, provenientes do local de origem, observou-se o
ocorréncia de um grande niimero de tricomas caracteristicos da espécie como
discutido acima; além da presenga de grande quantidade de lignina (Figuras 3A
e 3B). Em detalhe na Figura 3A, quando se realizou a se¢do transversal do caule
apical, observou-se que a camada de lignina ndo se apresentou continua como
ocorrido na segao transversal do caule mediano (Figura 3B). Nesse ultimo, além
de maior quantidade de lignina, percebeu-se também que a camada é continua e
os vasos condutores estdo totalmente cobertos (Figura 3 B). Essa consideravel
quantidade de lignina pode ser o motivo do ndo enraizamento de estacas apicais

e medianas, quando se busca a propagagdo vegetativa in vivo.

FIGURA 3. Segdes transversais do caule apical (A) e caule mediano (B) de
plantas de Lychnophora pinaster Mart. em condigdes in vivo,

UFLA, Lavras — MG, 2003.
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4 CONCLUSOES

A cultura de tecidos ¢ altamente segura na producio de plantulas da
cspécie Lychnophora pinaster com qualidade, ja que a técnica da
micropropagacio ndo afetou a anatomia das plantulas de arnica.

Nas condigdes in vitro foi perfeitamente possivel observar a
diferenciagdo dos tecidos, como também sua grande semelhanca quando
comparados aos das plantas provenientes do habitat natural, além de caracteres
xeromorfos caracteristicos da espécie, como 0s tricomas.

O ndo enraizamento de estacas dc amica in vivo, pode ser devido a
presenga de anéis de lignina (esclerénquima), caracterizando ser a presenga de

uma barreira anatémica ao enraizamento.
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