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Multiplicacao in vitro e aclimatagcao de Vernonia condensata Baker
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RESUMO: A espécie medicinal Vernonia condensata, vulgarmente conhecida por aluma,
pertencente a familia Asteraceae, possui propriedades analgésicas e de protegéo gastrica. A
crescente utilizacao dessa planta no Nordeste, pelas propriedades terapéuticas, justifica a
necessidade de medidas que minimizem o impacto de sua exploragéo nas reservas naturais. O
objetivo desse trabalho foi multiplicar in vitro plantas de aluma sob diferentes concentrages de
BAP e aclimata-las. Gemas axilares foram desinfestadas em solugéo de alcool etilico 70%,
durante 2 minutos e em solug&o de hipoclorito de sédio (2% de cloro ativo) na concentragdo de
3:1, durante 15 minutos, seguido de trés lavagens em agua destilada estéril. Os tratamentos
para multiplicagéo consistiram em doses de BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mg L") em meio
MS semi-solido. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 5 repeticdes,
contendo 10 gemas por repeticdo. Apds 30 dias de cultivo observou-se maior taxa de explantes
responsivos, 84% na concentragdo de 1,0 mg L' de BAP, com produgéo de 4,0 brotos/explante.
Nos tratamentos 3,0; 4,0 e 5,0 mg L' ocorreu hiperhidricidade nas folhas. As microplantas de
aluma provenientes da metodologia utilizada neste trabalho alcangaram 100% de sobrevivéncia
na aclimatacao.
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ABSTRACT: In vitro multiplication and acclimation of Vernonia condensata Baker. The
medicinal species Vernonia condensata, commonly known as “alum&”, belongs to the family
Asteraceae and has analgesic and gastric protective properties. The increasing use of this plant
in the Northeast of Brazil due to its therapeutic properties justifies the need of measures to
minimize the impact of its exploitation in natural reserves. The aim of this study was to multiply,
in vitro, “aluma” plants under different BAP levels, acclimating them. Axillary buds were sterilized
in 70% (v/v) alcohol solution for 2 minutes and in 75% sodium hypochlorite solution (2% active
chlorine) at 3:1 concentration for 15 minutes, followed by three washings in sterile distilled water.
Multiplication treatments consisted of different BAP levels (0.0; 1.0; 2.0; 3.0; 4.0 and 5.0 mg L")
in semi-solid MS medium. The experimental design was completely randomized, with 5 replicates
and 10 buds per replicate. After 30 days of cultivation, the highest rate of responsive explants was
obtained: 84% at 1.0 mg L' BAP, producing 4.0 sprouts/explant. In the treatments 3.0, 4.0 and
5.0 mg L, there were vitrified leaves. The “alum&” microplants used in this study had 100%

survival in acclimation.

Key words: biotechnology, medicinal plants, tissue culture

INTRODUGAO
A espécie Vernonia condensata Baker, e de protecéo gastrica (Boorhem, 1999).

vulgarmente conhecida por aluma, pertencente a
familia Asteraceae, nativa possivelmente da Africa
tropical, foi trazida ao Brasil nos tempos coloniais
pelos escravos (Lorenzi & Matos, 2002), que faziam
uso da mesma por possuir propriedades analgésicas
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A crescente utilizagdo dessa planta medicinal
no Nordeste, pelas propriedades terapéuticas, justifica
a necessidade de medidas que minimizem o impacto
de sua exploragao nas reservas naturais. Portanto, a
micropropagacao parece ser uma alternativa viavel,

Rev. Bras. PIl. Med., Botucatu, v.11, n.2, p.176-183, 2009.



pois permite a obtengdo de um grande numero de
plantas com autenticidade varietal em qualquer época
do ano (Nicoloso et al., 2001).

Quando se pretende explorar economicamente
uma determinada espécie vegetal, o ponto de partida
deve ser o0 estudo das formas de propagacao e se
elas apresentam viabilidade para o estabelecimento
de um sistema produtivo (Scheffer, 1992).

Atualmente, muitas plantas medicinais ja sdo
multiplicadas in vitro. Entre elas: Pfaffia glomerata
(Maldaner et al., 2006), Lychnophora pinaster (Souza
etal., 2003), Jatropha elliptica (Campos et al., 2007),
Aloe vera (Araujo et al., 2002), etc. Por meio da
biotecnologia, € possivel aumentar a produgéo e
diminuir o prego dos principios ativos fitoquimicos
(Bajaj et al., 1988). A proliferagao in vitro de plantas
medicinais, a partir da cultura de gemas e meristemas,
é basicamente uma extensdo da propagacao
vegetativa feita em muitas espécies. Entretanto, este
método pode ser usado nao so6 para a produgao de
mudas sadias e de boa qualidade, mas também
quando ha escassez de material para o plantio (Cunha
et al., 1999).

A cultura de tecidos de plantas € um método
biotecnoldgico ja consagrado pelos resultados
alcangados em varias culturas, as quais foram
beneficiadas pela produgéo de plantas uniformes e
sadias, pela velocidade superior de crescimento em
relagdo aos métodos convencionais de propagagao,
pela maior produgao em menor tempo e espaco fisico
e, ainda pela obtengao de plantas livres de virus e
outros patdgenos através da cultura de meristemas
(Crécomo, 1986).

A inducao de brotagdes in vitro ocorre pelo
desequilibrio hormonal induzido por uma concentragao
adequada e balanceada de reguladores vegetais
adicionada ao meio, como a citocinina que é muito
favoravel na fase de multiplicagao in vitro. A 6-
benzilaminopurina (BAP) tem sido muito eficaz para
promover multiplicacdo de partes aéreas e indugéo
de gemas adventicias em diversas espécies
(Grattapaglia & Machado, 1998).

Outro regulador vegetal utilizado no cultivo
in vitro é o acido giberélico (GA,). O efeito mais
conhecido das giberelinas in vitro € no alongamento
das partes aéreas quando essas nao estdo em
condigbes de serem individualizadas para o
enraizamento, devido ao seu pequeno tamanho
(Grattapaglia & Machado, 1998).

As exigéncias nutricionais requeridas para
o crescimento de um tecido em condi¢des in vitro
variam de espécie para espécie, de variedade para
variedade e até mesmo dentro da prépria planta,
necessitando-se, assim, otimizar os meios de cultura
(Nagao et al., 1994).

Uma etapa importante da micropropagacgéo
que inspira cuidado é a aclimatagdo. Um numero
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expressivo de espécies vegetais cultivadas in vitro
nao sobrevive quando transferidas das condi¢des in
vitro para ambiente de casa de vegetagédo ou campo
(Hararika, 2003). O sucesso da transferéncia de
plantas em condi¢cdes in vitro para a casa de
vegetacdo é essencial para um sistema de
micropropagacao bem sucedido (Hoffmann, 2002).

Devido a importancia desta planta para
obtencao dos principios ativos e outros multiplos
propdsitos, objetivou-se induzir a multiplicagdo de
brotos de aluma in vitro, através da adigdo dos
reguladores vegetais BAP e GA, ao meio de cultura,
bem como aclimata-los.

MATERIAL E METODO

Plantas de aluma oriundas do campo foram
utilizadas nesse trabalho. O experimento foi conduzido
no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas, do
Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas
da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia
(UFRB), em parceria com o Laboratério de
Biotecnologia da Faculdade Maria Milza (FAMAM).

Desinfestagdao do material: Gemas
axilares foram lavadas em agua corrente e
desinfestadas em solucdo de alcool etilico 70%,
durante 2 minutos. Em seguida foram imersas em
solugéo de hipoclorito de sodio (2% de cloro ativo) e
agua na proporg¢ao de 3:1, durante 15 minutos em
agitador magnético. O material vegetal foi lavado 3
vezes em camara de fluxo laminar com agua destilada
e autoclavada.

Estabelecimento in vitro: Apos o processo
de desinfestagdo, as gemas foram inoculadas em
placas de Petri contendo 20 mL do meio de cultura
MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado com
BAP (0,0;1,0; 2,0; 3,0; 4,0e 5,0 mg L"), 30 g L-"de
sacarose e solidificado com agar (0,8%). O pH do
meio de cultura foi ajustado a 5,8, anteriormente a
autoclavagem (121°C por 20 minutos). O experimento
foi conduzido em B.O.D, com temperatura de 27 +
2°C, fotoperiodo de 16 horas e 40 umol m2 s de
intensidade luminosa. Apés 15 dias de cultivo in vitro,
avaliou-se a porcentagem de explantes responsivos
(aqueles que formaram gemas e/ou brotos) nas
placas e porcentagem de contaminagao e oxidagao.

Multiplicagao in vitro: Os brotos obtidos
nas placas foram transferidos para frascos contendo
meio MS nas mesmas concentragées de BAP (0,0;
1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mg L") com o intuito de
aumentar a taxa de multiplicagéo. Apds 30 dias fez-
se a contagem dos brotos, os quais foram
individualizados e colocados em novo meio de cultura
MS, acrescido de 1 mg L' GA, e 1% de carv&o ativado
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com o intuito de alongar e induzir a formacao de raizes
nas brotagbes. Ao final de 75 dias, avaliaram-se o
numero de folhas, comprimento de parte aérea,
comprimento de raiz e porcentagem de sobrevivéncia.

Delineamento experimental: Para o
estabelecimento e multiplicagéo in vitro o
delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado,
com 5 repetigdes, contendo 10 gemas em cada
repeticdo. Os dados obtidos na multiplicagdo foram
analisados estatisticamente e submetidos a
regressao e teste de Tukey.

Aclimatagdo: Foram selecionadas 100
microplantas, retiradas dos frascos e lavadas com
agua corrente com o objetivo de remover 0 excesso
do meio de cultura. As microplantas foram
acondicionadas em garrafas plasticas transparentes
de refrigerante, de dois litros, com quatro pequenos
furos na base para drenagem do excesso de agua.
As garrafas foram cortadas na metade de sua altura
para facilitar a adicdo do substrato (terra vegetal
autoclavada) e transplante da muda, apds o que foram
novamente fechadas por sobreposi¢cao das metades.
No primeiro dia, no periodo matutino, retirou-se a
capsula (tampinha) da garrafa por 10 minutos, no
segundo dia por 20 minutos e foi-se aumentando o
tempo gradativamente até a retirada permanente da
tampinha, quando as mudas ja estavam adaptadas
ao meio ambiente. Apds trinta dias as mudas
encontravam-se totalmente aclimatadas. Durante o
periodo de aclimatagao, as garrafas com as
microplantas foram mantidas em telado com 30% de
sombreamento e irrigadas com auxilio de um
borrifador, de forma a manter a umidade relativa do ar
elevada. Esta exposic¢ao progressiva das microplantas
as condigdes ambientais teve o objetivo de reduzir o
estresse. A porcentagem de sobrevivéncia foi avaliada
ao final da aclimatacao.

RESULTADO E DISCUSSAO

Observou-se que a concentragdo de 1,0 mg L’
de BAP foi aquela que promoveu o maior percentual
de explantes responsivos (84 %). Essa porcentagem
de resposta diminuiu em concentragdes maiores
devido possivelmente ao efeito fitotdxico da citocinina
(Figura 1).

Além da provavel toxidez causada pela
citocinina, as perdas obtidas durante a inoculagao
dos explantes de aluma no meio de cultura foram de
4 a 38%, por contaminagao com fungos e bactérias
(Tabela 1). Segundo a analise estatistica,
aumentando-se as concentragdes de BAP, aumentou-
se também a contaminagao por bactérias nas gemas
axilares de Vernonia condensata, interferindo na
resposta morfogenética. E possivel que as maiores
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FIGURA 1. Porcentual de explantes responsivos de
aluma em fungao de concentragdes de BAP, apos 15
dias de cultivo.

concentragdes do regulador vegetal (BAP) tenham
contribuido para aumentar a multiplicacdo de
bactérias. Neste caso, necessita-se de estudos mais
aprofundados para melhor avaliagdo dos efeitos do
BAP no crescimento de bactérias, visto que ndo foram
encontrados relatos na literatura da existéncia desta
correlagéo. Entretanto, sabe-se que a contaminagao
€ muito dependente do material vegetal utilizado para
isolamento in vitro, que pode ser de casa de
vegetacado ou do campo. No caso da espécie Vernonia
condensata, o material vegetal utilizado foi retirado
de plantas do campo contendo elevada concentragao
de microrganismos. Segundo Tavares et al. (1992),
uma maior destreza no isolamento dos explantes e a
adocgao de uma assepsia superficial mais efetiva, com
emprego de uma maior concentragdo do agente
esterilizante, maior periodo de tratamento ou
utilizagdo de outro composto desinfestante podem
reduzir para niveis mais baixos as perdas aqui
ocorridas.

Outro problema comum em cultura de tecidos
€ a oxidacao de explantes, apesar do valor pequeno
encontrado no presente trabalho (2 a 14%), a qual
interferiu também na resposta morfogenética dos
explantes (Tabela 1). A oxidagdo ocorre em fungéo
da liberagdo de compostos fendlicos in vitro. Esses
compostos fendlicos sdo oxidados, produzindo
substancias toxicas que inibem o crescimento dos
explantes, além de escurecer o meio de cultura
(Grattapaglia & Machado, 1998).

Com relagado ao numero de brotagbes por
explantes, a concentragcao 1,0 mg L' de BAP foi
aquela de melhor resposta, com 4,0 brotagdes/
explante, diferindo significativamente das demais
concentragdes (Figura 2). Resultado semelhante foi
encontrado por Pasqual & Ando (1989), no cultivo in
vitro de gemas axilares de plantulas de Poncirus
trifoliata, onde elevadas concentragcdes de BAP
promoveram reducao no percentual de explantes com
brotacées, sendo que a concentragdo 6tima foi de
1,0 mg L' de BAP.
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TABELA 1. Porcentagem de perdas de explantes por contaminagéo e oxidagao, apos 15 dias de cultivo.

Concentragdo de Contaminagao por Contaminagio por Oxidagio de
BAP (mg L'1) fungos (%) bactérias (%) explantes (%)

0,0 10a 8a 14a

1,0 8a 4a 4a

2,0 14a 10ab Ba

30 14a 16ab 8a

4,0 8a 28bc 8a

50 14a 38c 2a

*Médias seguidas da mesma letra na coluna n&o diferem significativamente (Tukey 0,05).

Com relagao a altura (comprimento da parte
aérea) das brotagdes de aluma, nao foi observado
diferencas significativas entre as concentra¢des de
BAP, embora a concentragdo de 1,0 mg L' tenha
promovido a maior altura (8,38 cm), conforme Tabela
2. Segundo Grattapaglia & Machado (1998), as
citocininas estimulam a maior produgao de partes
aéreas das brotacdes até uma determinada
concentragao, a partir da qual ocorre diminui¢cao da
altura em virtude de um possivel efeito fitotdxico da
citocinina.
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FIGURA 2. Numero de brotagdes por explantes em

funcao de diferentes concentragdes de BAP, apds 45
dias de cultivo.

A toxidez causada pelo excesso de
reguladores vegetais no meio de cultura, ou pelo
prolongado periodo de tempo em que a cultura
permanece exposta a eles, pode provocar alteragbes

genéticas, fisioldgicas e morfoldgicas, resultando na
reducao da taxa de multiplicagao e no encurtamento
dos caules, o que dificulta a individualizagao das plantas e
o processo de enraizamento (Narayanaswamy, 1977).

Segundo Cantagallo et al. (2005), brotagbes
provenientes de meio de cultura com concentragbes
menores de reguladores apresentaram desenvolvimento
vegetativo superior. No presente trabalho nao houve
diferengas significativas entre as concentra¢des de
BAP, com relagdo ao nimero de folhas das brotagdes
(Tabela 2). Entretanto, a auséncia desse regulador
vegetal e a concentragédo de 2,0 mg L' resultaram
em baixa produgéo de brotos em aluma (Figura 2).
Da mesma forma, Andrade et al. (2006) verificaram
que o aumento no niumero de brotagbes de Eucalyptus
grandis foi inversamente proporcional ao aumento da
dosagem e do tempo de exposi¢cao ao BAP.

O efeito benéfico do BAP na multiplicagao
das brotacdes pode ser relacionado com a influéncia
desse regulador na divisdo celular e na quebra de
dorméncia das gemas axilares, até entao inibidas pela
dominancia apical (Brum et al., 2002). O mesmo foi
observado com o aluma (Figura 3).

Durante o desenvolvimento das brotagdes de
aluma mantidas em meio de cultura contendo BAP,
observou-se a ocorréncia de hiperhidricidade das
folhas nos tratamentos com 3,0; 4,0 e 5,0 mg L' de
BAP (Figura 4). Pinto et al. (1994), trabalhando com
segmentos nodais de Kielmeyera coriacea cultivados
em meio de cultura MS suplementado com
concentragdes acima de 8,0 mg L' de BAP, também
observaram aformacao de brotagdes hiperhidricas.

A hiperhidricidade € um evento comum na

TABELA 2. Numero de folhas, comprimento da parte aérea e comprimento da raiz de brotos de aluma em funcao
de diferentes concentracdes de BAP, apés 75 dias de cultivo.

Concentragcdo de NdOmero de folhas

Comprimento da

Comprimento da

BAP (mg L'1) (%) parte aérea (cm) raiz {cm)
0,0 825a* 818 a 975a
1,0 10.88 a 838 3 10.38 a
2,0 10.0a 6.94 a 7.63a

*Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente (Tukey 0,05).
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FIGURA 3. Multiplicagao in vitro de Vernonia condensata Baker a partir de gemas axilares. a) Resposta das
gemas ap6s 15 dias de cultivo. b) Detalhe da gema. ¢) Brotagées multiplas provenientes da concentragéo

1,0 mg L.

cultura de tecidos, gerando anormalidades fisiolégicas
e morfolégicas no tecido vegetal, afetando os
processos de fotossintese e trocas gasosas da planta
(Ziv, 1991). Um dos fatores que provoca essa
anormalidade é o excesso de regulador vegetal. As
plantas quando estao com hiperhidricidade ndo séao
aptas a serem aclimatadas (Abreu et al., 2003).

Em algumas culturas, como a do aluma, as

brotagdes obtidas na fase de multiplicagao geralmente
s&80 pequenas e nao se encontram em condigdes de
serem individualizadas para o enraizamento,
necessitando do uso de regulador vegetal que
promova o alongamento da parte aérea dessas
brotagoes.

A aplicagéo de 1,0 mg L-" de GA, no meio de
cultura conferiu um aumento na altura média das
brotacbes provenientes dos tratamentos 0,0; 1,0 e

FIGURA 4. Hiperhidricidade observada em brotagdes in vitro de aluma. a) Brotagbes de aluma apresentando
aspecto de hiperidricidade nas folhas em concentragdes de 4,0 e 5,0 mg L' de BAP. b) Hiperhidricidade na

concentragao de 3,0 mg L, onde o efeito foi menor.
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2,0mg L"(Figura 5), demonstrando o efeito benéfico
promovido por este regulador no desenvolvimento in
vitro de aluma. Os brotos com hiperhidricidade dos
tratamentos 3,0; 4,0 e 5,0 mg L' foram descartados.
Segundo Grattapaglia & Machado (1998), o efeito
mais conhecido das giberelinas in vitro é no
alongamento das partes aéreas quando essas nao
estdo em condi¢des de serem individualizadas para
0 enraizamento, devido ao seu pequeno tamanho.
Grosser & Gmitter Junior (1990) também obtiveram
alongamento satisfatério em plantulas de hibridos
somaticos de citros, utilizando 1,0 mg L' de GA, no
meio de cultura.

O aumento do tamanho da muda proveniente
da cultura de tecidos é de interesse pratico, pois em
razao do seu porte restrito, 0o manuseio torna-se mais
dificil e o tempo para a produgdo comercial da muda
é prolongado (Hoffmann et al., 2001).

O enraizamento das brotagées é fundamental
para a obtengao de plantas aclimatadas e em condigdes
de serem transferidas para campo. A utilizagdo de 1%
de carvao ativado no meio de cultura contendo 1,0 mg
L de GA, resultou no enraizamento das brotagtes de
aluma, ndo havendo necessidade da adi¢do de auxina
(Figura 5). Ribeiro et al. (2000) estimularam o
crescimento do sistema radicular em citros com 0,5 a
2,0 g L" de carvao ativado em cultivo in vitro.

Segundo Pasqual et al. (2001), o carvao
ativado em concentracbes de 0,2 a 3% pode ser
utilizado para o enraizamento de diversas culturas.
Fisicamente, ele simula a condigdo de escuro, no
qual as raizes normalmente se desenvolvem melhor.
Quimicamente, retém substancias inibitorias do meio
ou produtos téxicos liberados pelos explantes e
promove o crescimento de raizes.

Dois fatores podem ter contribuido ao bom
enraizamento do aluma in vitro sem o emprego de
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regulador vegetal. O primeiro devido possivelmente a
produgado endégena de auxina pela planta. Segundo
Coll et al. (1988), as partes aéreas sao fontes de
intensa produgao de auxina que, ao ser translocada
para a base, estimularia a rizogénese. Outro fator a
ser considerado é o tamanho das raizes. Brotos
pequenos em geral ndo enraizam bem necessitando,
portanto, de uma fase intermediaria adicional de
alongamento com o uso do GA,. Deste modo,
baseado no excelente enraizamento (100%) obtido
neste trabalho sem o uso de auxina, o tamanho dos
explantes (8 a 13 cm) utilizados neste experimento
revelaram competéncia na formagao de raiz (Figura 5b).

As microplantas de aluma apresentaram
100% de sobrevivéncia e bom desenvolvimento
durante o processo de aclimatagcao (Figura 6),
independente da concentragédo de BAP utilizada. Ja
Silva et al. (2003) concluiram em seu trabalho que
plantas de gloxinias apresentaram maior nimero de
plantas sobreviventes durante o processo de
aclimatagéo, quando provenientes de cultivo in vitro
com 1,0 mg L' de BAP. Da mesma forma, Ribas et
al. (2002) trabalharam com plantas de maracujazeiro
provenientes de cultivo in vitro e verificaram que as
concentragdes de 1,0 e 2,0 mg L' de BAP foram
fundamentais para a aclimatagéo onde obtiveram taxa
de sobrevivéncia em torno de 100%, independente
do meio de cultura utilizado.

Arauijo et al. (2002) relataram que mudas de
Aloe vera enraizadas in vitro apresentam 80 a 95%
de sobrevivéncia na aclimatizagédo, enquanto que
naquelas desprovidas de sistema radicular a taxa de
sobrevivéncia cai para 30%. A obtengéo de microplanta
com sistema radicular bem desenvolvido é de grande
importancia para a sua sobrevivéncia e crescimento em
novas condigdes ambientais, como as proporcionadas
na aclimatagao (Pio et al., 2002).

FIGURA 5. Alongamento e enraizamento de broto de alumé.a) MS contendo GA, e carvéo ativado, b) Avaliagdo

dos parametros antes da aclimatacao.

Rev. Bras. PIl. Med., Botucatu, v.11, n.2, p.176-183, 2009.



182

FIGURA 6. Aclimatagao de microplantas de aluma:
a) microplantas de aluma em garrafa PET; b) irrigadas
com auxilio de borrifador; ¢) plantas totalmente
aclimatadas.

A metodologia utilizada neste trabalho para
a aclimatagao das microplantas de aluma mostrou-
se eficiente e pode ser recomendada para a
micropropagacao desta espécie medicinal. Além
disso, constitui-se huma alternativa de reciclagem
para garrafas de refrigerante tipo PET, contribuindo
para a sustentabilidade ambiental.

CONCLUSAO

-A multiplicagao in vitro de gemas axilares
de Vernonia condensata Baker constitui-se em um
processo possivel e viavel nas condigbes avaliadas.

-E possivel micropropagar plantas de alum3,
nas condic¢des utilizadas neste trabalho, adicionando-
se a concentragdo de 1,0 mg L-"de BAP no meio de
cultura MS, na fase de multiplicagédo e acrescentar,
no mesmo meio de cultura, 1,0mgL'de GA,e 1,09
L' de carvao ativado para alongar e enraizar as
brotagbes, bem como obter 100% de plantas
aclimatadas.
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