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RESUMO

A alcachofra ¢ uma hortali¢a consumida tanto in natura quanto
industrializada. Seu alto valor nutricional e medicinal desperta inte-
resse pelo seu cultivo no Brasil. A micropropagagao ¢ uma técnica que
permite a produgdo de populagdes homogéneas e a rapida multipli-
cacdo de progénies selecionadas. Este trabalho objetivou estabelecer
um protocolo de micropropagagdo para progénies de alcachofra,
utilizando explantes obtidos de plantulas germinadas in vitro. Nos
cotiledonares de trés progénies (P1, P2 e P3) foram avaliados quanto
a taxa de multiplicag@o, altura e nimero de folhas, ao longo de quatro
subcultivos sucessivos, em dois meios de cultura (M1 e M2). Na fase
de enraizamento in vitro foram avaliados o enraizamento de mudas
(%), o comprimento da maior raiz (cm) e o volume de raiz (cm?).
E, na fase de aclimatizacdo foi avaliada a taxa de sobrevivéncia
das brotagdes com e sem raizes, aos 30 dias do transplante, em trés
diferentes substratos. O meio de cultura M1 (1,0 mg/L de BAP ¢ 0,1
mg/L de ANA) promoveu maior desenvolvimento de brotos axilares
e taxa média de multiplicagdo 5,1 para as progénies P1 e P2. A pro-
génie P1 apresentou maior frequéncia de enraizamento in vitro das
brotacdes (51,9%) em comparacdo com a progénie P2 (14,9%). Os
substratos S1 (Mecplant Horta 2*: 100%) e S2 (Mecplant Horta 2®:
50% e casca de arroz carbonizada: 50%) foram os mais adequados
para a aclimatizagdo das mudas micropropagadas das progénies P1 e
P2, respectivamente, sendo alcangada a frequéncia de sobrevivéncia
de 75%. Foi possivel estabelecer o processo de micropropagacdo de
duas progénies de alcachofra, selecionadas para o consumo in natura,
utilizando como fonte de explante no6 cotiledonar obtido a partir de
plantulas germinadas in vitro.

Palavras-chave: Cynara cardunculus, cultivo in vitro, taxa de
multiplicacdo, enraizamento, aclimatizagdo, substratos.

ABSTRACT

Artichoke micropropagation from in vitro germinated
seedlings

Globe artichoke is a vegetable that can be consumed both fresh
and industrialized, and its high nutritional and medicinal value arouses
interest in its cultivation in Brazil. Micropropagation enables rapid
multiplication of selected progenies. This study aimed to establish
a micropropagation protocol for artichoke progenies using explants
obtained from in vitro germinated seedlings. Cotyledon nodes of
three progenies (P1, P2 and P3) were evaluated for multiplication
rate, length and number of leaves over four successive subcultures
on two media cultures (M1 and M2). In rooting phase percentage of
rooted shoots, length of the longest root (cm) and root volume (cm?)
were evaluated. In the acclimatization phase survival rate of shoots
with and without roots was evaluated after 30 days of transplant in
three different substrates. The culture medium M1 (1.0 mg/L BA
and 0.1 mg/LNAA) promoted the best development of the axillary
shoots and the multiplication rate of 5.1 for the progenies P1 and P2.
The P1 progeny showed higher frequency of in vitro shoot rooting
(51.9%) compared to the progeny P2 (14.9%). The substrates S1
(Mecplant Horta 2®: 100%) and S2 (Mecplant Horta® 2: 50% and
burned rice husk: 50%) were the most suitable for acclimatization
of the micropropagated shoots of progenies P1 and P2, respectively,
reaching a survival frequency of 75%. It was possible to establish the
micropropagation for two progenies of artichoke selected for fresh
consumption using as source of explant the cotyledon node obtained
from in vitro germinated seedlings.

Keywords: Cynara cardunculus, in vitro cultivation, multiplication
rate, rooting, acclimatization, substrates.
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alcachofra, Cynara cardunculus
(Asteraceae), ¢ uma horticola
oriunda do Mediterraneo que apresenta
alto valor nutritivo e medicinal (Pandino
et al., 2010). Essa hortaliga produz ca-
pitulos bem desenvolvidos que, quando
imaturos, sdo utilizados na alimentacio
(Terna et al., 2012).
No Sul da Europa a alcachofra
apresenta uma substancial importancia
econdmica (Mauro et al., 2009). A Ita-
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lia se destaca como o maior produtor
mundial seguida da Espanha e Franca.
Na América Latina a alcachofra é cul-
tivada principalmente no Peru, Chile
e na Argentina (Ierna ef al., 2012). No
Brasil, a produgédo se concentra em Sao
Paulo e representa fonte significativa
de renda para os produtores (Camargo
Filho et al., 2009). O desenvolvimento
de genotipos adaptados e com caracte-
risticas que atendam as necessidades dos

produtores e do mercado consumidor
¢ de grande importancia para a maior
difusdo desta cultura no Brasil, especial-
mente no Rio Grande do Sul.

A Universidade de Passo Fundo ini-
ciou um programa de melhoramento de
alcachofra visando ao desenvolvimento
de cultivares de polinizagdo aberta para
0 consumo in natura, por meio da sele-
¢ao recorrente (Reolon-Costa, 2014).

A alcachofra pode ser propagada
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tanto via sexual quanto vegetativa, sen-
do que ambas apresentam limitagdes.
A multiplicacdo por rebentos resulta
na baixa taxa de multiplicacdo, disse-
minagdo de doencgas, heterogeneidade
do vigor da planta e no custo elevado
de transplante das mudas para o campo
(Ierna et al., 2012). A desvantagem da
propagacgao sexuada diz respeito a pro-
ducdo de descendéncia heterogénea de-
vido a segregagdo genética, o que resulta
no frequente aparecimento de plantas do
tipo silvestre com capitulos pequenos e
espinhosos (Cointry ef al., 1999).

A micropropagagao de alcachofra
permite a obtengdo de populagdes
homogéneas, livres de doengas, bem
como a produgdo de clones superiores
a partir de plantas selecionadas e o de-
senvolvimento de variedades sintéticas
(Ancoraetal.,2012). Protocolos de mi-
cropropagacao tém sido relatados para
algumas cultivares tardias de alcachofra,
principalmente na Italia (Ancora et al.,
1981; Lauzer & Vieth, 1990; Fortunato
et al., 2005; Bedini et al., 2012).

Problemas de contaminacdo, baixa
taxa de multiplicagdo e enraizamento
estdo entre os fatores que limitam
a micropropagacdo da alcachofra
(Lauzer & Vieth, 1990; Brutti et al.,
2000; Fortunato et al., 2005; Bedini et
al.,2012). No Brasil, pesquisas relativas
ao estabelecimento do cultivo in vitro
de alcachofra tém sido realizadas na
Universidade de Passo Fundo, princi-
palmente com a cv. Nobre, sendo que os
problemas relatados acima também tém
sido considerados fatores limitantes na
micropropagagao desta cultivar (Grando
etal.,2011).

O ajuste da técnica de micropro-
pagagdo para progénies selecionadas
de alcachofra ¢ de grande importancia
para o programa de melhoramento dessa
espécie, visando futuramente a dispo-
nibilizacdo de mudas de alta qualidade
genética para atender a demanda dos
produtores da regido sul do Brasil.

Este trabalho objetivou estabelecer
um protocolo de micropropagagado para
progénies de alcachofra selecionadas
para o consumo in natura, utilizando
como explantes nos cotiledonares ob-
tidos a partir de plantulas germinadas
in vitro.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido em labo-
ratério da Universidade de Passo Fundo
(UPF), no periodo de 2010 a 2012.

Sementes de trés progénies de uma
populagdo resultante da sele¢do recor-
rente do Programa de Melhoramento
Genético de Alcachofra da UPF, de-
nominadas P1(B2L4R6), P2(B1L4R7)
e P3(B1L3R1) foram utilizadas como
fonte de explantes. Estas progénies
foram provenientes do cruzamento
entre clones das cultivares Romanesca
e Verde Redonda Melhorada, ambas
pertencentes ao grupo Romanesco de al-
cachofra, selecionadas por apresentarem
caracteristicas desejaveis ao consumo in
natura (Reolon-Costa, 2014).

Assepsia da semente, germinacio
in vitro e obtenciao dos explantes -
Para a desinfestagdo as sementes foram
imersas em alcool 70% por 30 minutos,
logo apds, em hipoclorito de sodio a
1,5% de cloro ativo, por 10 minutos,
e depois mantidas imersas em agua
esterilizada por 48 horas, no escuro, em
camara de fluxo laminar. O tegumento
das sementes foi removido, em ambiente
estéril, por meio de corte longitudinal
com bisturi e da remog¢ao com auxilio de
uma ping¢a. Cinquenta sementes de cada
progénie foram germinadas em meio
de cultura MS completo suplementado
com 2% de sacarose, 0,7% de agar e
pH ajustado para 5,8, em frascos de 200
mL contendo 20 mL de meio de cultura.
Para cada progénie foram utilizados 10
frascos com 5 sementes em cada.

As culturas foram mantidas em tem-
peratura de 254+2°C, no escuro por sete
dias, e posteriormente transferidas para
a luz por mais 14 dias, com fotoperiodo
de 12 horas e irradiancia de 36,75 pmol/
m?%s. Apos 21 dias, explantes de n6 co-
tiledonar (sem os cotilédones) medindo
em torno de 2 cm (Figura la), foram
utilizados para iniciar o cultivo in vitro.

Aos 21 dias de cultivo foi avaliada a
taxa de germinagdo das sementes, bem
como a presenca de contaminagao.

Fase de estabelecimento do cultivo
in vitro - O n6 cotiledonar foi cultivado
em dois meios de cultura: meio M1,
composto pelos macronutrientes do
meio MS, micronutrientes de Nitsch

(Nitsch & Nitsch, 1969), metade da
concentragdo de FEEDTA do meio MS,
0,4 mg/L de tiamina HCI, 100,0 mg/L
de mio-inositol acrescido de 1,0 mg/L de
6-benzilaminopurina (BAP) e 0,1 mg/L
de acido a-naftalenoacético (ANA); o
meio M2 foi constituido de meio MS
(macro e micronutrientes) com vitami-
nas B5 (Gamborg et al., 1968) acrescido
de 1,0 mg/L de 6-furfurilaminopurina
(cinetina), 40,0 mg/L de sulfato de
adenina e 50,0 mg/L de fosfato monos-
sodico. Ambos os meios continham 2%
de sacarose, 0,7% de agar, pH ajustado
para 5,8 e foram autoclavados por 20
min a 120°C e 1 atm.

O meio M1 foi utilizado com suces-
so na UPF para a micropropagacdo da
cv. Nobre a partir de apices caulinares
obtidos de plantas adultas (dados ndo
publicados). J& o M2 (modificado de
El Boullani et al., 2012) foi usado na
micropropagacao de alcachofra a partir
de brotos axilares de plantulas obtidas
de sementes germinadas in vitro de um
acesso oriundo do Marrocos.

Os tratamentos constaram de trés
progénies e dois meios de cultura,
totalizando 6 tratamentos com 5 repe-
ticdes. Cada repetigdo foi constituida
por um frasco de vidro transparente
(com capacidade de 200 mL), contendo
20 mL de meio de cultura, vedado com
tampa plastica branca semitransparente,
contendo um explante. O delineamento
empregado foi inteiramente casualizado
(DIC). As culturas foram mantidas por
30 dias em camara de crescimento com
fotoperiodo de 12 horas, com lampadas
de luz fluorescentes sob intensidade de
luz de 36,75 pmol/m*/s e temperatura
de 25+2°C.

As variaveis avaliadas na fase de
estabelecimento foram as frequéncias
de contaminagdo e de desenvolvimento
dos nos cotiledonares aos 30 dias de
cultivo in vitro.

Fase de multiplica¢io - Decorridos
30 dias da fase de estabelecimento in
vitro as brotagdes foram transferidas
para a fase de multiplicagdo, empre-
gando somente o meio de cultura M1,
que promoveu maior frequéncia de de-
senvolvimento dos explantes na fase de
estabelecimento. Utilizou-se somente as
progénies P1 e P2 por apresentarem-se
mais responsivas ao estabelecimento in
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vitro. Os explantes de nd cotiledonar da
progénie P3 ndo se desenvolveram e ndo
produziram brota¢des nos dois meios de
estabelecimento utilizados.

As culturas foram mantidas em
camara de crescimento nas mesmas
condigdes descritas para a fase de esta-
belecimento. Foram realizados quatro
subcultivos consecutivos, a cada 30 dias.
O delineamento experimental foi o DIC
com 5 repeti¢des. As repeticdes foram
constituidas por um frasco de vidro
transparente (200 mL), contendo 20 mL
de meio de cultura, vedado com tampa
plastica branca semitransparente, con-
tendo 5 brotagdes (total de 25 explantes
por tratamento). Os tratamentos foram
constituidos de duas progénies.

Ao final de cada subcultivo foram
avaliadas a taxa de multiplicacdo, a altu-
ra do broto (base do broto até a altura da
maior folha em cm) e o nimero médio
de folhas por broto. As variaveis altura
e numero de folhas/broto foram deter-
minadas antes da separagdo dos brotos
axilares para o proximo subcultivo. A
taxa de multiplica¢do foi obtida me-
diante a contagem dos novos propagulos
(brotos axilares) originados a partir do
propagulo inicial.

Os dados foram submetidos a analise
de variancia e médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade
de erro.

Pré-enraizamento e enraizamen-
to - Apds quatro subcultivos, um total
de 54 brotagdes, 27 de cada progénie
(P1 e P2), foi transferido para o meio
de pré-enraizamento constituido de
meio MS sem a adi¢do de reguladores
de crescimento e 30,0 g/L de sacarose
e 6,0 g/L de agar em frasco de vidro
transparente (200 mL), contendo 20
mL de meio de cultura, vedado com
tampa plastica branca semitransparente,
contendo 1 brotagao/frasco. Os mesmos
permaneceram por 30 dias em camara
de crescimento sob as condigdes ja des-
critas anteriormente. Apos esse periodo
todas as brotagdes apresentavam em
torno de 3,5 cm de altura, sendo entdo
transferidas para meio de enraizamento
composto por macronutrientes do MS,
micronutrientes de Nitsch (Nitsch &
Nitsch, 1969), metade da concentragio
de FeEDTA do meio MS, 0,4 mg/L
de tiamina HCI, 100,0 mg/L de mio-
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-inositol acrescido de 10,0 mg/L de
acido indolil-3-acético (AIA) e 30,0 g/L
de sacarose (Fortunato ez al., 2005), em
frasco de vidro transparente (200 mL),
contendo 20 mL de meio de cultura,
vedado com tampa pléstica branca se-
mitransparente, contendo 1 brotagdo/
frasco, permanecendo por mais 30 dias
nesta etapa.

Nesta fase foram avaliadas frequén-
cia de enraizamento (%), comprimento
da maior raiz (cm) e volume de raiz
(cm?). O volume de raiz foi avaliado
mergulhando o sistema radicular da
planta numa proveta graduada contendo
um volume inicial conhecido de agua. O
volume lido na proveta apds o mergulho
da raiz, descontando o volume inicial,
foi utilizado para calculo do volume de
raiz em cm’ pela equivaléncia e unidades
(1 mL= 1 cm®). O delineamento experi-
mental foi o DIC, com 27 repetigdes por
progénie, sendo a unidade experimental
composta por uma brotagdo. A analise
estatistica foi realizada pela analise de
variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade
de erro.

Aclimatiza¢do - Mudas das progé-
nies P1 e P2, medindo em média 5,0 cm,
foram aclimatizadas em trés diferentes
substratos. Elas foram transferidas para
vasos plasticos de 500 mL contendo 640
cm® de substrato comercial Mecplant
Horta 2 e casca de arroz carbonizada
(CAC), em trés diferentes concentra-
¢oes: S1= Mecplant Horta 2 100%,
S2=50% substrato comercial Mecplant
Horta 2 e 50% CAC e S3=100% CAC.
A parte aérea das mudas foi inicialmente
coberta por frascos de vidro transparente
(500 mL) para evitar desidratag@o. Estes
frascos foram inclinados gradativamente
até serem completamente removidos
apos 10 dias de aclimatizagdo. As mudas
foram mantidas em camara de cresci-
mento com temperatura média de 25°C ¢
fotoperiodo de 16 horas, com 43,5 umol/
m?/s de irradidncia. Durante essa etapa
as mudas foram irrigadas em sistema
de floating em bandejas de aluminio
medindo 40x25x5 cm, comportando
um conjunto de 5 vasos. Os tratamen-
tos (2 progénies x 3 substratos) foram
distribuidos em DIC. Ao todo foram
aclimatizadas 27 mudas de cada progé-
nie nos trés substratos, sendo que para

a progénie P1 14 mudas apresentavam
raizes. Essas mudas foram equitativa-
mente distribuidas nos trés substratos.
A progénie P2 apresentava apenas 4
mudas com raizes e 23 ndo apresenta-
vam as mesmas. Estas mudas também
foram divididas entre os trés substratos
para aclimatizacdo. As mudas foram
avaliadas quanto a sobrevivéncia, 30
dias apds o transplante, sendo os dados
expressos em percentagem.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Assepsia da semente, germinaciio
in vitro e obtencao dos explantes - Aos
21 dias de cultivo in vitro, 100% das
sementes das trés progénies germinaram
em meio MS sem a presenga de con-
taminagdes. Desta forma, a utilizagdo
de explantes de plantulas de alcacho-
fra, obtidas a partir da germinagdo de
sementes in vitro, visando superar 0s
problemas de contaminagdo, ¢ uma
estratégia adequada.

O uso de explantes excisados de
plantulas de alcachofra, originadas de
sementes germinadas in vitro foi ante-
riormente relatado por Lauzer & Vieth
(1990) e El Boullani et al. (2012). Tenta-
tivas anteriores de estabelecer o cultivo
in vitro dessas mesmas trés progénies
(P1, P2 e P3), a partir de explantes
oriundos de plantas adultas cultivadas a
campo ou em casa de vegetacdo foram
infrutiferas (Didoné, 2013). A conta-
minagdo nas fases iniciais de cultivo in
vitro tem sido considerada uma das li-
mitagdes para a micropropagacao nessa
espécie (Lauzer & Vieth, 1990; Rossi &
De Paoli, 1992; Bedini et al., 2012). Este
trabalho ratifica que os entraves relati-
vos as contaminagdes in vitro podem ser
superados pela utilizacdo de explantes
excisados de plantulas originadas da
germinacgao in vitro de sementes, permi-
tindo o estabelecimento do cultivo, sob
condi¢des assépticas, para trés progénies
de alcachofra empregadas neste estudo.

Fase de estabelecimento do cultivo
in vitro - Somente os nos cotiledonares
de duas progénies (P1 e P2) apresen-
taram desenvolvimento quando foram
inoculados nos meios de cultura testa-
dos. Embora as sementes da progénie 3
tenham germinado in vitro e produzido
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Figura 1 a= Plantula de alcachofra da progénie P1 obtida aos 21 dias a partir da germina-
¢do in vitro da semente; destaque para o explante de no6 cotiledonar (artichoke seedling of
progeny P1 in vitro germinated for 21 days showing the cotyledon node used as explants);
b= Propagulo da progénie P1 contendo brotos axilares induzidos no meio de multiplicagao,
aos 30 dias no subcultivo II (P1 progeny of propagules containing induced axillary shoots
in the culture medium, after 30 days in the subculture II); c= Brotagdes axilares da progénie
P1 individualizadas para avaliagao da taxa de multiplicacdo no subcultivo II (progeny P1
individualized axillary buds for multiplication rate evaluation at subculture II); d= Muda
micropropagada da progénie P2 (progeny P2 micropropagated plantlet); e= Plantas de alca-
chofra da progénie P1 aclimatizadas apresentando raizes bem desenvolvidas, aos 60 dias apds
a aclimatizagdo (artichoke plants of progeny P1 showing well-developed roots after 60 days
of acclimatization); f= Plantas de alcachofra da progénie P1 apos 60 dias de aclimatizagdo
em estufa semi-climatizada (barra = 2.0 cm) {artichoke plants of progeny P1 after 60 days
of acclimatization in semi-heated greenhouse (bar =2 cm)}. Passo Fundo, UPF, 2012.

nos cotiledonares saudaveis, 0os mesmos
ndo se desenvolveram quando transfe-
ridos parta a etapa de estabelecimento,
evidenciando o efeito genotipico na ca-
pacidade de resposta in vitro. O meio de
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cultura M1 promoveu maior frequéncia
de desenvolvimento dos nos cotiledo-
nares (100% para P1 e 80% para P2),
comparado com o meio de cultura M2,
que estimulou o desenvolvimento de

somente 20% dos explantes para ambos
os genotipos. Em nenhum dos meios foi
observado contaminacao dos explantes.

A regido do n6 cotiledonar se de-
senvolveu promovendo a formagao de
brotos axilares utilizados no processo de
multiplicagdo in vitro. O no cotiledonar
tem se mostrado uma fonte de explante
eficiente para a proliferacao de brotos
axilares em varias espécies medicinais
(Singh & Tiwari, 2010) e também em
melao (Zhang et al., 2011) e orquideas
(Rajanna et al., 2011), mas ndo em al-
cachofra. Este é o primeiro relato de es-
tabelecimento de micropropagagdo em
alcachofra a partir de nds cotiledonares.

A combinagdo de citocinina (1,0
mg/L de BAP) e auxina (0,1 mg/L de
ANA), utilizada no meio M1, estimulou
a formagdo de brotos axilares. Este meio
foi utilizado com sucesso para a micro-
propagacdo da alcachofra cv. Nobre, a
partir de apices caulinares obtidos de
brota¢des de plantas adultas, mantidas
no campo (dados ndo publicados). Ja o
meio M2 (1,0 mg/L de cinetina e 40,0
mg/L de sulfato de adenina), ndo se mos-
trou eficiente para o estabelecimento
do cultivo in vitro das duas progénies
avaliadas no presente experimento.
Segundo Bedini et al. (2012), as cito-
cininas mais utilizadas para indug@o
de proliferacdo de brotos axilares, em
alcachofra, sdo cinetina (1,0 mg/L a 5,0
mg/L), BAP (0,5 a 1,0 mg/L) ou isopen-
teniladenina (2iP) a 10,0 mg/L. O efeito
positivo da combinagdo de cinetina e
sulfato de adenina com 2iP foi reportado
por Brutti ef a/.(2000) na multiplica¢do
in vitro da cv. Early French.

lapichino (1996) relatou que o BAP
foi mais eficiente que outras citocininas,
tais como N°-(4-hidroxi-3-metilbut-2
enil) aminopurina (zeatina), cinetina
e 2iP na inducdo de brotos axilares, a
partir de explantes obtidos de gemas
dormentes subterraneas, na cv. Violetto
Spinoso di Sicilia. Segundo Lauzer &
Vieth (1990), o uso de BAP nas con-
centragdes de 0,5 a 1,0 mg/L combinado
com 0,5 mg/L de ANA aumentou sig-
nificativamente a taxa de multiplicacao
da cv. Green Globe a partir de apices
caulinares de plantulas germinadas in
vitro. Neste trabalho a combinacao de
uma citocinina com uma auxina (BAP e
ANA) foi favoravel ao desenvolvimento
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Tabela 1. Taxa de multiplicag@o, numero de folhas e altura dos brotos (cm) de duas progénies de alcachofra em quatro subcultivos sucessivos
em meio de multiplica¢do contendo MS modificado suplementado com 1,0 mg/L de BAP ¢ 0,1 mg/L de ANA {multiplication rate, average
number of leaves and shoot length (cm) of two artichoke progenies in four successive subcultures in multiplication medium containing
modified MS medium supplemented with 1.0 mg/L BA and 0.1 mg/L NAA}. Passo Fundo, UPF, 2012.

Subcultivos

Progénies I I I v Média

Taxa de multiplicacdo
P1 5,3 (2-1D)f 6,4 (3,5-14) 3,5(1,5-10) 3,5(2-9)b 4,7
P2 4,0 (3-5) 6,5 (4-12) 4,4 (3-6) 6,8 (2,5-10)a 5,4
Mé¢dia 4,7 6,5 4,0 5,2 5,1
CV (%) 53,79 60,15 61,71 57,11

Numero de folhas/broto
P1 25,3 (11-49)+ 43,5 (11-99) 20,9 (11-51) 21,2 (9-32)b 27,7
P2 21,3 (14-31) 47,5 (21-63) 26,1 (15-50) 45,5 (9-15)a 33,5
Média 23,3 45,5 23,5 334 31,4
CV (%) 47,73 53,41 65,32 78,89

Altura dos brotos (cm)
P1 5,33 (4-6) T 4,40 (2,5-9) 3,47 (2-T)b 3,37 (3-5,3) 4,14
P2 6,00 (5-7) 5,50 (4-7) 5,38 (3,7-7)a 3,63 (2,3-4,0) 5,13
Média 5,66 4,95 44,43 3,50 4,64
CV (%) 14,58 38,69 26,94 29,96

Progénies P1= B2L4R6; P2= B1L4R7; = amplitude; Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)
{means followed by the same letter do not differ by Tukey test (p<0.05)};*Significativo a 5% pelo F teste (significant at 5% by F test); ns=
ndo significativo (not significant).

Tabela 2. Brotagdes enraizadas, comprimento da maior raiz e volume de raiz em duas progénies de alcachofra no final da fase de enraiza-
mento in vitro em meio MS contendo 10,0 mg/L de AIA (rooted shoots, length and volume of roots observed in two artichoke progenies at
the end of the rooting phase on MS medium supplemented with 10 mg/L IAA). Passo Fundo, UPF, 2012.

Progénie Brotagdes enraizadas (%) Comprimento da maior raiz (cm) Volume de raiz (cm?)
P1 51,8a 6,48 b 0,68 b
P2 148D 12,88 a 2,30 a
Meédia 34,0 8,26 1,13
Valores de teste F
Progénie 9,59 ** 9,75%* 8,21%*
CV (%) 132,60 47,10 95,40

Progénie: P1= B2L4R6; P2= B1L4R7; Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste Tukey 5% (means followed by the same

letter do no differ by Tukey test, 5%).

das brotagdes comparada ao uso de duas
citocininas simultaneamente (cinetina e
sulfato de adenina).

Fase de multiplicacio - A taxa mé-
dia de multiplicagdo ao longo dos sub-
cultivos I, IT e Il ndo revelou diferenca
para os dois genotipos testados, exceto
no subcultivo IV (Tabela 1).

No subcultivo I a taxa média de mul-
tiplicagdo foi 4,7. No entanto, a amplitu-
de observada foi maior para a progénie
P1, onde brotos individuais produziram
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até 11 novas brotagdes axilares (Tabela
1). No subcultivo II, a taxa média de
multiplicagdo aumentou para 6,5 (Figura
1b), constatando brotos que produziram
12 (P2) e 15 (P1) brotagdes axilares
(Figura 1¢). Nos subcultivos subsequen-
tes ocorreu reducdo da taxa média de
multiplicag@o para 4,0 (subcultivo III)
e 5,2 (subcultivo IV), comparada com
a do subcultivo II (6,5). No entanto,
no ultimo subcultivo, a progénie P2
apresentou taxa de multiplicacdo de

6,8, superior a P1 (3,5) (Tabela 1), o que
indica a possivel influéncia do genétipo
para esta caracteristica.

As taxas médias de multiplicacdo, ao
longo dos quatro subcultivos, foram de
4,7 para a progénie P1 e 5,4 para a P2
(Tabela 1), considerado satisfatorio para
alcachofra, quando comparadas com
valores relatados na literatura. Bedini
et al. (2012) observaram, em quatro
cultivares de alcachofra, uma taxa de
multiplicagdo inferior a 2,0. A taxa me-
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Tabela 3. Sobrevivéncia (%) de brotagdes com e sem raizes visiveis de duas progénies de
alcachofra em trés substratos (S1=100% H2; S2=50% CAC + 50% H2; S3=100% CAC),
aos 30 dias de aclimatizacdo em vasos plasticos {survival of shoots, with and without
visible roots of two artichoke progenies, cultivated in three substrates (S1= 100% H2; S2=
50% CAC + 50% H2; S3=100% CAC) at 30 days of acclimatization in plastic pots}. Passo

Fundo, UPF, 2012.

Brotacoes

Brotacoes

Progénie Substrato , , Total
com raizes  sem raizes
S1 60 100 77,8
P1 (B2L4R06) S2 00 100 50,0
S3 00 50 25,0
Média - 21,4 84,6 50,9
S1 00 100 54,5
P2 (B1L4R7) S2 50 100 75,0
S3 00 50 25,0
Meédia - 15,4 85,7 51,5

H2= substrato comercial de marca Mecplant Horta 2 (commercial substrate Mecplant Horta
2); CAC= casca de arroz carbonizada (carbonized rice husk).

dia de multiplicacdo mencionada para a
cv. Green Globe foi 3,7 (Lauzer & Vieth,
1990), para a cv. Early French foi de 3,0
(Brutti ef al., 2000) e para a Violet du
Provence a taxa de multiplicdo variou
de 3 a4,5 (Elia et al., 2007).

O BAP tem sido a citocinina mais
empregada na multiplicagdo in vitro de
alcachofra por varios grupos (Lauzer &
Vieth, 1990; Rossi & De Paoli, 1992;
lapichino, 1996; Fortunato et al., 2005;
Elia et al., 2007; Bedini et al., 2012,).
Lauzer & Vieth (1990) demonstraram
que o uso dessa citocinina nas concen-
tragdes de 0,5 a 1,0 mg/L combinado
com 0,5 mg/L de ANA permitiu alcan-
car uma taxa de multiplicagdo de 5,0
para a cv. Green Globe. Segundo esses
autores, o aumento da concentragdo de
BAP elevou a taxa de multiplicag@o para
6,5 mas causou reducgdo da altura das
brotagdes. Esse mesmo comportamento
foi observado por Brutti ef al. (2000).

Grando et al. (2011) testaram varias
combinagdes de BAP ¢ ANA na multi-
plicagdo in vitro da cv. Nobre, constatan-
do amaior taxa de multiplicagdo (4,1) no
meio contendo 0,4 mg/L de BAP + 0,1
mg/L de ANA indicando que o balango
adequado de auxina:citocinina influen-
cia a taxa de multiplicacdo.

El Boullani et al. (2012) relataram
uma elevada taxa de multiplicacao, 7,5
ao longo de 12 subcultivos, utilizando
como explante brotos axilares oriundos
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de plantulas germinadas in vitro do
acesso de alcachofra Art 21 no meio MS
suplementado com 1,0 mg/L de cinetina
+ 0,1 mg/L de ANA + 40,0 mg/L de sul-
fato de adenina. Segundo esses autores,
essa alta taxa de multiplicagao foi devi-
do a remoc¢do dos meristemas apicais e
das folhas, durante os subcultivos, para
estimular a formacao de brotos axilares.
Este procedimento ndo foi adotado no
presente trabalho.

O ntmero de folhas por broto nao
variou entre as duas progénies nos sub-
cultivos I, II e III. Ja no subcultivo IV
os brotos da progénie P2 produziram o
dobro do niimero de folhas/broto (45,4)
da P1(21,2) (Tabela 1).

Quanto a altura dos brotos, a progé-
nie P2 foi superior a P1 somente no sub-
cultivo III (Tabela 2). Em média, a altura
dos brotos foi de 4,64 c¢cm, variando de
3,50 cma 5,66 cm entre os subcultivos,
considerada adequada comparada aos
relatos da literatura para essa espécie.
Bedini ef al. (2012) observaram, no oi-
tavo subcultivo, uma variacdo de 3,81 a
6,19 cm entre quatro cultivares testadas.

A altura dos brotos obtidos in vitro
na fase de multiplicagdo neste trabalho
foi satisfatéria quando comparada a
outros relatos em alcachofra. Brutti et
al. (2000) obtiveram brotos de 0,47 cm
de altura da cv. Early French. Lauzer &
Vieth (1990), utilizando a mesma com-
binagdo e concentracdo de reguladores

de crescimento deste trabalho (1,0 mg/L
de BAP+ 0,1 mg/L de ANA) obtiveram
brotos da cv. Green Globe com 1,8 cm
de altura. Elia et al. (2007) obtiveram
brotagdes variando de 2,9 cm a 4,2 cm,
dependendo do meio de multiplicacao
utilizado para a cv. Violet du Provence.

Pré-enraizamento e enraizamento
- Um total de 54 propagulos, 27 de cada
progénie (P1 e P2), foi transferido para
o meio de pré-enraizamento por 30 dias.
Propagulos com altura média inicial de
3,5 cm cresceram 42%, apresentando,
em média, 5,0 cm ao final de 30 dias.
Observou-se também que as folhas se
expandiram e se tornaram verde escuras
ao final deste periodo.

A fase de pré-enraizamento € con-
siderada uma ectapa preparatoria para o
enraizamento, uma vez que, na auséncia
de citocinina (BAP) o propagulo reduz a
produgdo de novos brotos axilares, o que
permite seu alongamento e produgao de
folhas de tamanhos maiores, consistindo
assim, em uma etapa importante dentro
da micropropagacdo de alcachofra
(Ancora, 1986). Esse procedimento foi
utilizado por Fortunato et al. (2005),
Grando et al. (2011) e lapichino (2013)
no enraizamento de outras cultivares de
alcachofra.

Apds 30 dias, os propagulos foram
transferidos para meio de enraizamento
por mais 30 dias. Verificou-se maior
frequéncia de brotacdes enraizadas
na progénie P1 (51,8%) comparado a
P2 (14,%) (Figura 1d), evidenciando
o efeito do gendtipo no enraizamento
(Tabela 2). O efeito do genotipo na ca-
pacidade de enraizamento foi relatado
por lapichino (2013) e por Bedini et al.
(2012), onde o enraizamento de brotos
variou de 0 a42,5% em quatro cultivares
de alcachofra.

Fortunato et al. (2005) obtiveram
86% de brotacdes enraizadas na cv.
Catanese; Tavazza et al. (2004) 90%
na cv. Spinoso Sardo; Grando et al.
(2011) 62% de enraizamento na cv. No-
bre, empregando 10,0 mg/L de AIA no
meio de enraizamento. Estas diferencas
podem refletir o efeito do gendtipo e/
ou das condi¢des ambientais em que 0s
experimentos foram conduzidos.

Apesar da progénie P2 apresentar
baixa frequéncia de enraizamento
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(14,8%), suas brota¢cdes formaram
raizes mais longas (12,88 cm) e mais
volumosas (2,3 cm?®) comparadas as
da progénie P1 (6,48 cm e 0,68 cm’®)
(Tabela 2). Neste experimento, devido a
grande quantidade de raizes produzidas,
optou-se pela avaliagdo do volume ao
invés do ntimero. O enraizamento in
vitro é considerado uma das fases mais
criticas da micropropagagao de alcacho-
fra (Rossi & De Paoli, 1992; Brutti ez al.,
2000; Bedini et al., 2012). Para contor-
nar este problema varias estratégias tém
sido empregadas, entre elas a redugdo
de sais (Iapichino, 1996), a adi¢do de
acido giberélico (GA,) (Morzadec &
Hourmant, 1997) e de componentes al-
ternativos como as ciclodextrinas (Brutti
et al., 2000) ao meio de cultura.

Aclimatizag¢ido - Os brotos que
apresentavam raizes obtiveram menor
taxa de sobrevivéncia do que os brotos
nao enraizados (Tabela 3). Isso foi ob-
servado principalmente na progénie P1.
Como a progénie P2 produziu somente
4 brotos enraizados que foram dividi-
dos em trés substratos, € 23 brotos sem
raizes que também foram subdivididos
em trés substratos, ndo ¢ possivel fazer
comparagdes entre a capacidade de acli-
matacdo de brotos com e sem raizes para
este genotipo. Os brotos contendo raizes
da progénie P1 sobreviveram somente
quando cultivados no substrato S1 ¢
numa frequéncia de 60%. Por outro lado,
o substrato S2 foi 0 inico que permitiu a
sobrevivéncia dos brotos enraizados de
P2 (50%) (Tabela 3). Ja os brotos sem
raizes visiveis, de ambas as progénies,
alcancaram 100% de sobrevivéncia nos
substratos S1 e S2, e 50% no substrato
S3.

Grando et al. (2011) constataram
que aproximadamente 40% dos brotos
de alcachofra que ndo desenvolveram
raizes durante a fase de enraizamento,
formaram essas estruturas durante a
fase da aclimatizagdo, sugerindo que,
embora as raizes ndo fossem visiveis,
elas foram induzidas durante a fase de
enraizamento. O mesmo foi observado
por Rossi & De Paoli (1992). No geral,
considerando o comportamento dos bro-
tos enraizados e ndo enraizados, a maior
taxa de sobrevivéncia foi registrada no
substrato S1 para a progénie P1 (77,8%)
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e no substrato S2 para a progénie P2
(75,0%) (Tabela 3). Mesmo os brotos
que ndo apresentaram raizes durante
a primeira fase de aclimatizacao, esta-
vam com raizes desenvolvidas e com
boa sanidade ao final da aclimatizagao
(Figuras le e 1f).

Neste trabalho foi relatado o estabe-
lecimento de um protocolo eficiente para
micropropagacao de duas progénies
pertencentes ao grupo Romanesco de
alcachofra, utilizando como explante
inicial nds cotiledonares de plantulas
germinadas in vitro. Uma alta taxa de
multiplicagdo (5,1) foi obtida em meio
contendo 1,0 mg/L de BA + 0,1 mg/L
de ANA ao longo de quatro subcultivos.
Uma frequéncia de aclimatizagdo acima
de 75% nos substratos Mecplant Horta 2
100% e Mecplant Horta 2 50% e Casca
de arroz carbonizada 50%.
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