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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Agrobiologia
Universidade Federal de Santa Maria

PROPAGACAO, METABOLISMO SECUNDARIO E
GENOTOXICIDADE DE Solidago chilensis MEYEN (ASTERACEAE)
AUTORA: Lisiane Lobler
ORIENTADORA: Jucara Terezinha Paranhos
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 24 de maio de 2013.

Plantas nativas medicinais sdo amplamente utilizadas, porém as informac@es cientificas séo
insuficientes sobre a propagacdo e a citotoxicidade de algumas espécies. Este trabalho objetivou
estudar a propagacéo sexuada e vegetativa da espécie Solidago chilensis Meyen (Asteraceae), através
da germinagdo de sementes, micropropagagdo e estaquia, além de avaliar o potencial genotoxico e
quantificar o acimulo de metabdlitos secundarios das plantas obtidas. Estudos da germinagéo in vitro
e ex vitro das sementes foram desenvolvidos testando-se condigdes de armazenamento, doses de acido
giberélico (GA3), regimes de luz, tempos de embebicdo em &gua a 5°C + 1°C, temperaturas e
populagdes. Para a micropropagacdo, foram utilizados segmentos apicais e nodais e combinagdes de
benzilaminopurina BAP (0,0 e 2,0 mg L™) e 4cido naftaleno acético ANA (0,0 e 0,2 mg L™). No
estudo da estaquia foram utilizadas estacas de ramos aéreos e de rizomas subterrdneos. Porc¢des
apicais, medianas e basais de ramos foram mantidas em &gua destilada e solu¢Bes nutritivas de
Murashige e Shoog (20%), contendo ou ndo acido indol butirico (AIB) (5,0 mg L™). Para a estaquia de
rizomas, segmentos dos mesmos foram imersos em 0, 600 e 1200 mg L™ de AIB por seis horas e ap6s
cultivados em Plantmax®, areia ou vermiculita. Folhas apicais de quatro procedéncias: plantas
crescendo naturalmente em terreno baldio; plantas oriundas de terreno baldio e cultivadas em casa de
vegetacdo; plantas obtidas das estacas de rizomas e plantas micropropagadas foram coletadas para a
avaliagdo da genotoxicidade e quantificagdo de polifendis totais e flavonoides por espectrofotometria,
além de acido clorogénico, quercetina e rutina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. A
genotoxicidade foi avaliada através do teste Allium cepa, testando-se concentragdes de 5 e 20 g L™ de
extratos aquosos das folhas secas. As populagdes influenciaram na germinacdo de sementes, sendo as
de terreno baldio as que apresentaram em média 57,2% de germinacdo. As sementes germinaram sob
fotoperiodo de 16 horas (em média 2,4% e 22,3%) e escuro continuo (em média 3,5% e 17,6%) no
experimento 1 e 3, respectivamente. A embebicdo por 36 horas favoreceu a germinacdo (56% e
24,7%) e velocidade de germinagdo no experimento 2 e 3, respectivamente. A temperatura de 20°C, no
experimento 3, proporcionou a maior porcentagem de germinagdo das sementes, 26,6%. Na
micropropagacéo, a combinacdo de 2,0 mg L™ de BAP + 0,2 mg L™ de ANA, proporcionou 49% de
plantas completas e 37% de sobrevivéncia na aclimatizacdo. Na estaquia de ramos aéreos, ocorreu
superior enraizamento no substrato agua com a presenca de AIB (29%). O substrato Plantmax®
proporcionou 62% de enraizamento nas estacas de rizomas, ndo diferindo da areia (43%). Na
avaliacdo da genotoxicidade, foi detectado potencial genotoxico dos extratos oriundos das plantas
micropropagadas (5 e 20 g L™) e das cultivadas em casa de vegetagdo (5 g L™). Polifendis e
flavonoides foram encontrados em todos os extratos, sendo identificados, os flavonoides, acido
clorogénico e quercetina em maior concentracdo nas plantas de terreno baldio, 441,4 e 95,7 mg g™,
respectivamente, e rutina em concentracdo semelhante em todas as amostras (em média 46,9 mg g™).

Palavras-chave: Erva-lanceta. Propagacdo sexuada. Micropropagacdo. Estaquia ex vitro. Teste Allium
cepa.
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Native medicinal plants are widely used, but are insufficient scientific information on the
spread of some species and cytotoxicity. This study investigated the sexual propagation and vegetative
species Solidago chilensis Meyen (Asteraceae) through seed germination, micropropagation,
cuttings, evaluate the genotoxic and quantify the accumulation of secondary metabolites of plants
obtained. Studies of germination in vitro and ex vitro seeds were developed by testing storage
conditions, concentrations of gibberellic acid (GA?®), light regimes, soaking times in water to 5°C +
1°C, temperatures and populations. For micropropagation were used apical and nodal segments and
combinations of benzylaminopurine BAP (0,0 e 2,0 mg L™) and naphthalene acetic acid NAA (0,0 e
0,2 mg LY. In the study of stem cuttings were used cuttings of branches overhead and underground
rhizomes. Apical, middle and basal branches were kept in distilled water and nutrient solutions
Murashige and Shoog (20%), with or without indole butyric acid (IBA) (5,0 mg L™). For the cutting of
rhizomes, segments thereof were immersed in 0, 600 and 1200 mg L™ IBA for six hours and after
cultured in Plantmax, sand or vermiculite. Apical leaves from four different origins: natural plants
growing in wasteland; plants from wasteland and cultivated in the greenhouse, plants from cuttings
and rhizomes micropropagated plants were collected for the assessment of genotoxicity and
quantification of total polyphenols and flavonoids by spectrophotometry, and chlorogenic acid,
guercetin and rutin by High Performance Liquid Chromatography Efficiency. The genotoxicity was
assessed using the Allium cepa test, testing concentrations of 5 and 20 g L™ aqueous extracts of dried
leaves. Populations influenced the germination of seeds, and the wasteland of the ones who had
averaged 57,2% germination. The seeds germinated under 16h photoperiod (2,4% and 22,3%) and
continuous darkness (3,5% and 17,6%). The soaking time of 36 hours favored germination (56% and
24,7%) and germination rate in the experiment 2 and 3, respectively. A temperature of 20°C, in
experiment 3, provided the highest percentage of seed germination, 26,6%. In micropropagation, the
combination of 2,0 mg L™ of BAP and 0,2 mg L™ og NAA, provided 49% of complete plants and 37%
survival at acclimatization. In cuttings of new shoots, rooting in the substrate occurred over water with
the presence of IBA (29%). The Plantmax® provided 62% rooting in cuttings of rhizomes did not
differ from sand (43%). In the evaluation of genotoxicity was detected genotoxic potential of extracts
derived from micropropagated plants (5 and 20 g L™) and grown in a greenhouse (5 g L™).
Polyphenols and flavonoids were found in all the extracts and identified flavonoids quercetin and
chlorogenic acid in higher concentrations in plants of wasteland, 441,4 and 95,7 mg g'l, respectively,
and rutin in similar concentration in all samples (mean 46,9 mg g™).

Keywords: Herb-lancet. Sexual propagation. Micropropagation. Ex vitro cuttings. Allium cepa test.
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INTRODUCAO GERAL

A diversidade vegetal existente no Brasil é imensa, assim como a quantidade de
espécies que sao utilizadas pela populacdo como medicinais. Sdo inimeras as plantas nativas
utilizadas para essa finalidade, porém carecem estudos que contemplem as formas de
propagacao e a citotoxicidade para a maioria dessas. As espéecies medicinais sao retiradas de
seu ambiente natural para serem utilizadas pela populacdo em geral ou industria farmacéutica,
culminando em drasticas reducdes das populagdes, sendo importante o estudo de suas formas
de propagacado, visando o conhecimento e padronizacdo de um sistema de cultivo adequado,
como alternativa de matéria prima para os usuarios. Seu consumo na forma de infusbes na
medicina popular precisa ocorrer com seguranca, evitando que determinadas substancias
possam apresentar risco a salude humana, sendo essenciais estudos que avaliem a
genotoxicidade das infusdes consumidas a partir de diferentes populagbes e sistemas de
cultivo. Dentre as espécies utilizadas, merece destaque a Solidago chilensis Meyen, conhecida
como erva lanceta ou arnica, encontrada de maneira expressiva na regido sul e sudeste do
territorio brasileiro, apresentando crescimento vigoroso em terrenos baldios (LORENZI,
MATOS, 2008).

As formas de se propagar uma planta variam e conforme se observam avangos nos
métodos utilizados, procura-se aperfeicoar a maneira de propagar determinada espécie. A
propagacao sexuada, ou seja, a partir de sementes, € a mais comum, permitindo que a
variabilidade genética da espécie permaneca. Durante o desenvolvimento das sementes na
planta-mde, ou ap6s a dispersdo dos frutos, fatores ambientais podem afetar a sua
germinabilidade, como umidade, luz e temperatura, surtindo efeitos distintos sobre diferentes
espécies (FENNER, 1991; GUTTERMAN, 2000). Ren e Bewley (1998) acrescentam que
além dos fatores ambientais, o desenvolvimento da semente pode ser afetado por diferentes
fatores genéticos e fisioldgicos.

Vérias sdo as técnicas de propagacdo vegetativa empregadas com o objetivo de manter
as caracteristicas desejadas da planta matriz. Dentre elas destacam-se a estaquia, método
simples e rapido onde pode-se obter um elevado numero de plantas com um menor custo
(HARTMANN et al., 2002) e a micropropagacdo, aplicacdo mais eficiente da cultura de
tecidos vegetais e a de maior impacto, capaz de gerar plantas uniformes e de alta qualidade
fitossanitaria, multiplicadas rapidamente (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
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Fatores exdgenos e/ou enddgenos podem influenciar na obtencdo de um protocolo
eficiente para a propagacdo das espécies vegetais de interesse farmacoldgico bem como no
metabolismo secundario. Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007), a interferéncia de fatores
como disponibidade hidrica, nutrientes, temperatura, umidade relativa do ar, radiacédo
ultravioleta, ataque de patdgenos e sazonalidade, pode alterar a sintese e acumulo dos
metabdlitos secundarios. Esses metabolitos ndo apresentam funcao aparente nos processos de
crescimento e desenvolvimento vegetal, porém, podem atuar na defesa das plantas contra
radiacdes, predadores, patdgenos e outros, além de serem utilizados como fungicidas,
inseticidas e medicamentos (TAIZ; ZEIGER, 2009), sendo os ultimos, usados na prevencao e
tratamento de vérias doencas desde os tempos antigos em diversas populacdes de todo o
planeta.

O uso indiscriminado de plantas medicinais pode ndo ser benéfico para o homem
devido a possibilidade de muitos metabdlitos secundarios serem toxicos, com efeitos
mutagénicos (VICENTINI et al., 2001). Ensaios bioldgicos que utilizam espécies vegetais
como organismos alvos sdo usados no monitoramento da bioatividade de extratos, fragdes e
compostos isolados de plantas e tém sido incorporados a identificacdo e monitoramento de
substancias toxicas (NOLDIN et al., 2003). O teste Allium cepa é um dos sistemas vegetais
que vem sendo utilizado com eficacia para o estudo de efeitos de extratos vegetais de
diferentes espécies, objetivando a deteccdo de genotoxicidade (TEIXEIRA et al., 2003;
FACHINETTO et al., 2007; BAGATINI et al., 2009).

O objetivo geral do trabalho foi estudar a propagacdo sexuada e vegetativa da espécie
Solidago chilensis Meyen, através de protocolos para germinacdo de sementes,
micropropagacao e estaquia ex vitro, além de avaliar o potencial genotdxico dos extratos de
suas folhas oriundas de uma populacdo e trés sistemas de cultivo e quantificar o acimulo de
metabolitos secundarios desses extratos, tendo como objetivos especificos: a) Estabelecer
protocolos para germinacao in vitro e ex vitro das sementes; b) Obter regeneracdo de plantas
completas a partir da micropropagacéo; c) Estudar protocolos de enraizamento adventicio e
brotacbes com estacas de ramos aéreos e rizomas subterraneos; d) Verificar o potencial
genotoxico dos extratos aquosos obtidos a partir de folhas apicais de plantas oriundas de uma
populacéo (terreno baldio) e de trés sistemas de cultivo (casa de vegetacdo, micropropagacao
e estaquia) sobre o ciclo celular de cebola (Allium cepa L., Amaryllidaceae), além de

guantificar o acumulo dos metabdlitos secundarios presentes nesses extratos.



CAPITULO |

REVISAO DE LITERATURA

1.1 Familia Asteraceae e Género Solidago

Asteraceae, conforme o APG Il1l 2009, estd incluida nas Eudicotiledoneas, clado
Asteride e constitui-se a maior familia em nimero de espécies, possuindo em torno de 25.000,
reunidas em 1.500 géneros (SOUZA; LORENZI, 2012), ocorrendo no Brasil 2.000 espécies e
250 géneros. Esta representada em todo o mundo, podendo ser encontrada principalmente nas
regibes tropicais, subtropicais e temperadas (ANDERBERG et al.,, 2007). Conforme
Cronquist (1981) apresenta espécies hidrofiticas, heliofiticas, mesofiticas e xerofiticas, porém,
segundo Barroso et al. (1991) sdo mais abundantes nas regides aridas que nas florestas imidas
e apresentam espécies altamente diversificadas, tanto em habitat e forma de vida, quanto nos
métodos de polinizacgéo.

A familia esté representada por ervas anuais e perenes, lianas, subarbustos, arbustos e
arvores (MONDIN, 2006). Um dos fatores que garantem seu sucesso bioldgico é a elevada
capacidade de dispersdo, em funcdo da presenca de frutos com pappus, estruturas de
aderéncia, na maioria plumosos (VENABLE; LEVIN, 1983). Possui o maior nimero de
espécies que apresentam sementes com heteromorfismo (63%), sendo comum ocorrer
diferengas entre frutos localizados na periferia e no centro do capitulo, em relacdo ao
tamanho, massa e estrutura de dispersdo, considerando a familia, modelo biol6gico adequado
para avaliar a evolucdo das taxas de dispersdo ou estratégias de germinacdo (IMBERT, 2002).

As espécies apresentam importancia econémica, tendo destaque o predominio de
plantas medicinais e ornamentais, as quais vém sendo estudadas nos ultimos 25 anos néo
apenas em aspectos da sua morfologia, ecologia, anatomia e ontogenia, como também nas
areas de fisiologia, fitoquimica, citogenética e molecular (BREMER, 1994).

Dentre 0s géneros pertencentes a Asteraceae, Solidago é um dos maiores, com cerca
de 120 especies, distribuidas em varias partes do mundo (WEBER; JAKOBS, 2005), sendo a

maioria nativa da América do Norte, com caracteristica geralmente perene, porte herbaceo e
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caule ereto pouco ramificado (BURKART, 1979). Na América do Sul, destaca-se Solidago
chilensis, Unica espécie do género registrada no Brasil (CABRERA, 1974; CORREIA et al.,
1998).

1.2 Solidago chilensis Meyen

Solidago chilensis, conhecida popularmente como erva lanceta, lanceta, arnica, arnica
brasileira, arnica-do-campo, dentre outras denominac@es, é originaria da parte meridional da
América do Sul, podendo ser encontrada na maior parte do territorio brasileiro, com maior
frequéncia nas regibes Sul e Sudeste, apresentando como sinonimia o nome Solidago
microglossa DC., entre outros (LORENZI; MATQOS, 2008). Conforme os autores é uma
planta perene, sublenhosa, ereta, rizomatosa, sem ramificagdes, com altura de
aproximadamente um metro, apresentando crescimento vigoroso em beira de estradas e
terrenos baldios (Figura 1a e b), com florescimento no verdo e outono. As flores amarelas
estdo reunidas em capitulos e esses formam uma panicula vistosa (Figura 1b e c), atualmente
utilizadas como ornamentais. O fruto é simples, seco e indeiscente, origindrio de ovario
infero, denominado cipsela (Figura 1d) (GONCALVES; LORENZI, 2011). A espécie é erva
invasora de pastagens e toxica para o gado (BURKART, 1979).

O uso da S. chilensis como planta medicinal é muito antigo, estando inscrita na
Farmacopeia Brasileira, sob o nome de arnica silvestre (FARMACOPEIA, 1926). As folhas
desta espécie podem ser utilizadas como estimulante gastrointestinal, cicatrizante e como
agente anti-inflamatério (ROQUE et al., 1983). E empregada externamente no tratamento de
ferimentos, escoriacBes, traumatismos e contusdes, em substituicdo a Arnica montana L.
(CORREA et al., 1998), além de ser utilizada popularmente como antifingica (FENNER et
al., 2006). Estudos recentes comprovaram efeitos significativos no tratamento de feridas em
ratos (FACURY NETO et al., 2004).

Devido a utilizacdo de S. chilensis na medicina popular, é importante que seja avaliado
se as infusdes ou chés utilizados apresentam citotoxicidade. Bagatini et al. (2009) observaram
potencial antiproliferativo e auséncia de toxicidade de extratos de folhas de Solidago
microglossa nas células de Allium cepa, utilizando este sistema teste bioindicador de

genotoxicidade.



19

Vaérios estudos fitoquimicos foram realizados para a espécie S. chilensis, destacando-
se Corréa (1978) que isolou flavonoides em folhas, com possivel acdo antiespamodica. Torres
et al. (1987) observaram a presenca do flavonoide glicosidico quercitrina na parte aérea. Em
1989, esses mesmos autores demonstraram novamente a presenca da quercitrina, além de
saponinas, resinas e 0leos essenciais na parte aérea, assim como diterpenos inulina e rutina,
acido quinico, ramnosideos e &cido caféico, clorogénico e hidrocindmico e seus derivados nas
raizes. Nas raizes desta especie também foi isolado o diterpeno solidagenona (SCHMEDA-
HIRSCHMANN et al., 2005).

Muitos metabolitos secundarios, ainda ndo estudados, podem permanecer
desconhecidos, culminando na perda dessas substancias potenciais, tendo em vista o
desconhecimento de praticas de cultivo e a exploracéo predatoria, a qual que tém ocasionado

reducdes drésticas das populacdes naturais de plantas medicinais.

Figura 1 — Plantas de Solidago chilensis crescendo naturalmente em terreno baldio no bairro Camobi, em Santa
Maria-RS. a: vista geral em periodo vegetativo; b: vista geral no periodo de florescimento; c: inflorescéncia; d:
diasporo (cipsela + pappus), unidade organica destinada a propagacdo das plantas superiores, e que consiste
essencialmente no embrido, acompanhado de estruturas acessorias, podendo ser uma semente, um fruto, etc
(FERREIRA, 1994). Fonte: Lisiane Lobler
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1.3 Formas de Propagacgéo

1.3.1 Propagacao sexuada

O principal mecanismo de multiplicacdo das plantas vasculares ocorre através da
germinacdo de sementes, tendo como uma de suas caracteristicas a variabilidade que pode
ocorrer entre as plantas obtidas (FACHINELLO et al., 2005). O processo de germinacdo de
sementes corresponde a reativacdo do metabolismo do embrido, conduzindo ao aparecimento
de uma nova planta (HARTMANN et al., 2002).

O desenvolvimento da semente € um evento complexo, com inumeros sistemas de
controle e regulacdo, em que, dependendo de fatores internos e/ou externos, tem-se uma
semente quiescente ou dormente (CARDOSO, 2004a). Diferencas genéticas e fisioldgicas
bem como fatores ambientais afetam esse desenvolvimento, que pode ndo ser temporalmente
uniforme mesmo que as plantas sejam cultivadas em ambientes idénticos (REN; BEWLEY,
1998). A planta mae influencia nas caracteristicas germinativas da progénie através da
heranga genética e a movimentacdo de substancias quimicas dos tecidos maternos para a
semente em desenvolvimento (CARDOSO, 2004b). Dentre os fatores ambientais que
influenciam tem-se temperatura, luz e umidade, causando efeitos distintos nas diferentes
espécies (FENNER, 1991, BEWLEY; BLACK, 1994).

Segundo Cardoso (2004b), a disponibilidade de agua, temperatura e concentracdo de
oxigénio podem afetar o metabolismo germinativo. Conforme Ching (1972) para que a
germinacdo das sementes possa ocorrer, estas devem estar viaveis, sujeitas as condicdes
ambientais adequadas e qualquer condicdo primaria de dorméncia superada. A dorméncia faz
com que as sementes ndo germinem até as condicdes serem ideais para a sobrevivéncia das
plantulas (BEWLEY; BLACK, 1982). Para a superacdo da dorméncia de sementes, entre 0s
principais reguladores de crescimento envolvidos, estdo as giberelinas, as quais aceleram a
maturacdo do embrido e promovem a sintese de enzimas envolvidas no enfraquecimento dos
tegumentos e/ou a hidrdlise de reservas, eventos relacionados principalmente com a protuséo
da radicula (BEWLEY; BLACK, 1994; HARTMANN et al., 2002; ZAIDAN; BARBEDO,
2004).

Vérios sdo os estudos com o objetivo de superar algum tipo de dorméncia das

sementes em especies da familia Asteraceae e género Solidago (BRATCHER et al., 1993;
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WALCK et al., 2000; MACCHIA et al., 2001; ADEGAS et al., 2003; BEZERRA et al.,
2006). O controle da dorméncia é realizado em parte pela temperatura, fator ambiental mais
importante na regulacdo do tempo de germinacdo (HARTMANN et al., 2002). Diferentes
temperaturas combinadas com a presenca ou auséncia de luz sdo fatores desencadeadores da
germinacdo (FERREIRA et al., 2001). A temperatura étima para a germinacgdo € aquela que
resulta no maior nimero de sementes germinadas em menor tempo, ja em relagdo a luz, as
sementes podem apresentar germinacdo indiferente a luz (afotoblésticas), maior
germinabilidade e/ou velocidade de germinacdo sob luz (fotoblasticas positivas) ou
germinarem mais no escuro (fotoblasticas negativas) (CARDOSO, 2004a). Para a espécie S.
chilensis, estudo envolvendo os fatores fotoblastismo e temperatura foi realizado por Correia
et al. (1999), os quais observaram que as sementes sdo fotoblasticas positivas e a temperatura
de 20°C foi a mais eficiente, possibilitando o percentual mais elevado de sementes

germinadas (20%) aos 14 dias.

1.3.2 Propagacao vegetativa

Entre as diversas técnicas para se propagar plantas vegetativamente encontram-se
enxertia, mergulhia, alporquia, estaquia e micropropagacdo. A propagacdo vegetativa in vitro,
denominada micropropagacéo devido ao tamanho dos propagulos, € a aplicacdo mais eficiente
da cultura de tecidos vegetais, sendo seu sucesso dependente do estabelecimento de
protocolos que atendam as necessidades especificas de cada espécie (GRATTAPLAGLIA;
MACHADO, 1998).

Esta técnica baseia-se na capacidade que estruturas possuem de formar um novo
individuo completo e geneticamente idéntico ao progenitor, um clone (HARTMANN et al.,
2002; WENDLING et al., 2005). Segundo Hartmann et al. (2002), esse tipo de propagacao é
possivel devido a duas propriedades fundamentais das células vegetais: totipoténcia e
desdiferenciacdo. A primeira esta relacionada ao fato de que, teoricamente, toda célula viva
da planta contém a informacao genética necessaria para reconstruir as suas partes e funcoes e
a segunda refere-se a capacidade previamente desenvolvida das células de desdiferenciarem,
retornando a condi¢do meristematica, desenvolvendo um novo ponto de crescimento.

Um dos aspectos importantes dentro desta técnica é a selecdo da planta méde doadora

de explantes ou propagulos, principalmente no que diz respeito as caracteristicas geneticas,



22

epigenéticas e o condicionamento fisiologico para otimizar sua capacidade de estabelecer uma
cultura e controlar patogenos (GRATTAPLAGLIA; MACHADO, 1998).

O crescimento e o desenvolvimento das plantas sdo controlados por substancias
organicas naturais denominadas horménios vegetais (TAIZ; ZEIGER, 2009). O tipo e
concentragOes destas substancias sdo determinantes nas respostas in vitro, sendo as auxinas e
citocininas as mais utilizadas (CALDAS et al., 1998; CID; TEIXEIRA, 2010a). A adigéo
exogena de fitorreguladores ao meio de cultura desencadeia uma alteracdo do balango
hormonal enddgeno nos tecidos dos explantes, de maneira que dependendo da concentracéo
dos fitorreguladores auxina e citocinina isolados ou em combinacdo, podem proporcionar
variadas respostas (LEMOS, 2010). Além da divisdo celular, a razdo entre a auxina e
citocinina determina a diferenciacdo em raiz ou gema de tecidos vegetais cultivados, onde a
alta razdo auxina/citocinina estimula a formacdo de raizes e a baixa razdo proporciona a
formacdo de partes aéreas (SKOOG,; MILLER, 1957). Vaérios estudos de propagacdo
vegetativa in vitro para espécies de Asteraceae e do género Solidago utilizaram estes
fitorreguladores, obtendo resultados satisfatérios (WASSNER; RAVETTA, 2000; JOSHI;
DHAR, 2003; SOUZA et al., 2007; LI et al., 2012; VICTORIO et al., 2012).

Uma dificuldade frequente no cultivo in vitro é a oxidacdo dos explantes devido a
liberacdo, no meio de cultura, de compostos fendlicos pelas células danificadas dos mesmos,
por ocasido do corte. Como alternativas para minimizar essa ocorréncia in vitro, Fachinello et
al. (2005) propuseram a incubacdo inicial dos explantes no escuro ou sob intensidade
luminosa reduzida, pois a luz facilita a liberacdo dos compostos fendlicos. Cid e Teixeira
(2010b) sugeriram tratar o explante com um antioxidante (acido citrico ou ascérbico) e/ou
incluindo um material adsorvente destes compostos no meio de cultura (carvao ativado ou
polivinilpirrolidona), bem como, transferéncias mais frequentes do explante para um novo
meio de cultivo.

Outro importante processo de propagacgdo vegetativa é a técnica de estaquia, na qual se
promove a inducdo do enraizamento adventicio em segmentos de plantas, proporcionando a
multiplicacdo de plantas-matrizes selecionadas, mantendo as caracteristicas desejaveis das
mesmas (MELETT]I, 2000). Dentre os fatores que influenciam essa técnica estdo a posi¢do da
estaca no ramo, a diferenciacéo dos tecidos, a quantidade de reservas e o grau de lignificacdo
(HARTMANN et al., 2002).

Fatores enddgenos e exdgenos afetam a capacidade de uma estaca emitir raizes, como
idade e condicdo fisiologica da planta-matriz, tipo de estaca, potencial genético de

enraizamento, substrato, oxidagdo por compostos fenolicos, época do ano, temperatura, luz,
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umidade e balango hormonal (FACHINELLO et al., 2005). Dentre esses, segundo Pasqual et
al. (2001), para a emissdo de raizes pelas estacas, € necessario que ocorra um balanco
hormonal endogeno adequado, especialmente entre auxinas (promotores) e citocininas
(inibidores) no processo de iniciacdo radicular. Conforme Mercier (2004) a auxina estimula
células do periciclo a se dividirem formando o primérdio da raiz lateral, o qual se desenvolve
atravessando o cortex e emergindo através da epiderme. Auxinas séo utilizadas comercialmente
para a promocdo do enraizamento, especialmente em estacas de plantas que possuem
dificuldade no enraizamento. Dentre elas, o acido indolilbutirico (AIB) é o mais eficiente e
utilizado devido a sua propriedade fotoestavel, de acdo localizada e menos sensivel a
degradacdo biologica, quando comparada com as demais auxinas (BIASI, 2002;
FACHINELLO et al., 2005; TAIZ; ZEIGER, 2009). O enraizamento adventicio é composto
por fases que podem ter requisitos hormonais diferentes ou até opostos. Segundo De Klerk et
al. (1999), a auxina € necessaria para induzir a formacao de raizes a partir de 24 até 96 horas
apos a aplicacao, porém pode inibir o crescimento dessas a partir das 96 horas, sendo o tipo e
concentracdo variaveis para cada espécie.

Apo6s a inducdo da formacdo de raizes nas estacas, pelo balanco hormonal adequado,
conforme Wedling et al. (2002), o substrato apresenta uma importancia fundamental para o
desenvolvimento dessas raizes, devendo possuir boa capacidade de absorcdo e retencdo de
agua, baixa densidade, boa aeracdo e drenagem, isento de pragas, doencas e substancias
toxicas.

Correia et al. (1998) utilizando estacas de rizomas de S. chilensis, obtiveram maior
namero de raizes e a mais elevada massa seca dessas, através de substrato solo do local de
coleta (6,00 e 0,0979g), estacas apicais (18,40 e 0,1199) e estacas com 12 gemas (8,22 e
0,1259), respectivamente. Momenté et al. (2001) obtiveram resultados satisfatdrios utilizando
o fitorregulador AIB no enraizamento de estacas apicais de ramos aéreos de S. chilensis, em
gue a imersdo por uma hora em solucdo aquosa com 250 ppm de AIB promoveu maior

acumulo de massa seca nas raizes e parte aérea.

1.4 Potencial genotoxico

A utilizacdo de plantas na medicina popular de maneira indiscriminada pode causar

danos a saude publica, uma vez que infusdes ou chas de plantas medicinais podem conter
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substancias com potencial genotdxico (VICENTINI et al., 2001). Conforme Silva et al.
(2003a) a genotoxicidade refere-se a capacidade de substancias causarem danos ao material
genético vegetal e animal, agentes que alteram a sequéncia do DNA ¢ sdo “toxicos” para o
gene.

Um bioindicador frequentemente utilizado para avaliar o potencial de genotoxicidade
de extratos de plantas medicinais é o sistema teste de Allium cepa, de baixo custo, que analisa
as células meristematicas de raizes dessa planta tratadas com infusbes ou chés
(FACHINETTO et al., 2007; BAGATINI et al., 2009; DALLA NORA et al., 2010; SOUZA
et al., 2010). E um teste no qual as raizes sdo colocadas em contato direto com a substancia
testada e mensuram danos em sistemas expostos a agentes mutagénicos ou carcinogénicos
potenciais, permitindo a avaliacdo dos efeitos desses danos atraveés da observacdo de
alteracdes cromossémicas (BAGATINI et al., 2007).

O sistema teste Allium cepa é validado pelo Programa Internacional de Seguranca
Quimica (IPCS) e o Programa Ambiental das Na¢6es Unidas (UNEP) como um eficiente teste
para analise e monitoramento in situ da genotoxicidade de substancias ambientais
(CABRERA; RODRIGUEZ, 1999; SILVA et al.,, 2004). Foi utilizado para deteccdo de
genotoxicidade pela primeira vez por Levan (1938) e em 1985, Fiskesjo realizou as primeiras
adaptacOes do teste para a utilizacdo no monitoramento ambiental, avaliagdo de compostos
soluveis e insolUveis em &gua até avaliacdo de efeitos de misturas complexas.

Estudos de sensibilidade e correlacdo do teste Allium cepa com outros testes foram
realizados. Rank e Nielsen (1994) mostraram maior sensibilidade do teste de A. cepa em
relagdo a outros testes como o de Ames (avaliagdo do potencial mutagénico de agentes
quimicos) e Microscreen (deteccdo e identificacdo de microrganismos em ambientes
industriais e biomédicos) e correlacdo de 82% deste teste com o de carcinogenicidade em
roedores. Chauan et al. (1999) indicaram a sensibilidade do teste Allium cepa e o
correlacionaram com o sistema teste de mamiferos, validando sua utilizagdo para monitorar a
genotoxicidade em substancias de interesse e o potencial de quimicos ambientais. Teixeira et
al. (2003) realizaram um estudo com a comparacao entre o teste de A. cepa, células de medula
Ossea de ratos e linfécitos humanos e foram observados resultados similares nesses trés testes

in vivo.



CAPITULO 11

GERMINACAO DE SEMENTES DE Solidago chilensis MEYEN
(ASTERACEAE)

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito do armazenamento, do acido giberélico, da embebicédo, das
condicBes de luminosidade, da populagdo e da temperatura na germinacdo das sementes de Solidago
chilensis. Para tanto, foram realizados trés experimentos com uso do delineamento inteiramente
casualizado: 1) didsporos de uma populagéo de terreno baldio foram armazenados a 10 e 25°C + 1°C
por 15 dias e apds assepsia, inoculados em meio Murashige e Skoog 20%, testando-se &cido giberélico
nas concentracdes 0, 1,5 ou 3,0 mg L e entdo, mantidos a 25°C sob fotoperiodo de 16 horas ou escuro
continuo; 2) diasporos de duas populacdes (terreno baldio e casa de vegetacdo) foram armazenados a
temperatura ambiente (£ 20°C) por 20 dias e apds assepsia foram postos para embeber em &gua
destilada e autoclavada a + 5°C, durante 0, 12, 24 e 36 horas. Em seguida, foram colocados em caixa
gerbox sobre papel filtro e mantidos nas temperaturas de 20 e 25°C em fotoperiodo de 16 horas; 3)
diasporos da populacéo de terreno baldio passaram por assepsia e apds embebicdo e semeadura nas
mesmas condi¢Bes do estudo anterior foram mantidos nas temperaturas de 10, 20, 25 e 30°C em
fotoperiodo de 16 horas e escuro continuo. As populacdes testadas apresentaram diferencas na
germinacdo das sementes, sendo as de terreno baldio as que proporcionaram percentual superior de
germinacdo (57,2%). As sementes germinaram tanto sob escuro continuo (em média 3,5% e 17,6%)
quanto sob fotoperiodo de 16 horas (em média 2,4% e 22,3%) no experimento 1 e 3, respectivamente.
O tempo de embebicdo dos didasporos em agua a 5°C + 1°C por 36 horas, proporcionou maior
porcentagem de germinagdo (56% e 24,7%) e velocidade de germinagdo no experimento 2 e 3,
respectivamente. A temperatura de 20°C, para o0 experimento 3, proporcionou a maior porcentagem de

germinacédo das sementes de S. chilensis, 26,6%.

Palavras-chave: Erva-lanceta. Propagacéo sexuada. Dorméncia das sementes.



26

2.1 Introducao

O conhecimento sobre o comportamento germinativo de sementes € fundamental para
estudos futuros em relacdo a espécie, contribuindo para estratégias adequadas nos diversos
ambitos. Solidago chilensis Meyen (Asteraceae), denominada popularmente erva lanceta ou
arnica, originaria da América do Sul é um subarbusto ereto, com crescimento vigoroso em
beira de estradas e terrenos abandonados (LORENZI; MATQOS, 2008). Inumeros fatores
podem influenciar o processo de formacdo e germinacgédo da sua semente.

A planta mée influencia nas caracteristicas germinativas da progénie através da
heranga genética e a movimentacdo de substancias quimicas dos tecidos maternos para a
semente em desenvolvimento (CARDOSO, 2004b). Conforme Ren e Bewley (1998),
diferencas genéticas e fisiologicas bem como fatores ambientais ocorrem mesmo se as plantas
sdo cultivadas em ambientes idénticos. Os fatores ambientais incluem a temperatura, luz,
umidade e nutrientes, tendo esses, efeitos distintos sobre diferentes espécies (FENNER,
1991).

A temperatura é o fator ambiental mais importante na regulacdo do tempo de
germinacao por alterar a velocidade de absorcdo de agua e das reacdes quimicas, sendo que
tanto o seu efeito como o da luz, varia muito entre diferentes espécies e populacdes,
(BEWLEY; BLACK, 1994). Para Hartmann et al. (2002) a temperatura regula o tempo de
germinacdo devido ao controle e/ou superacdo da dorméncia e a adaptacdo climatica.
Conforme esses autores, os efeitos da luz na germinacdo podem envolver a qualidade
(comprimento de onda) e o seu fotoperiodo (duragdo), fatores que interferem na germinacéo
de sementes como determinantes, dentre outros, do fotoblastismo e da ocorréncia ou nédo de
dorméncia.

Para que a germinacdo ocorra, deve-se considerar alguns fatores extrinsecos
(ambientais) e intrinsecos (sementes), que se ndo estiverem favoraveis, podem ocasionar a
dorméncia das sementes (BEWLEY; BLACK, 1994). Apds serem dispersas, sementes de
muitas espécies ndo germinam até experimentar um periodo de pés-maturacdo (BASKIN;
BASKIN, 1998).

Vérios sdo os métodos de superacdo da dorméncia das sementes, dentre eles a
estratificagcdo (tratamento a baixas temperaturas), que parece agir atraves de uma combinacgao
de alteracd@es fisiologicas no embrido e seus tecidos circundantes (HARTMANN et al., 2002)

e as giberelinas, as quais estdo entre os principais grupos de reguladores de crescimento



27

envolvidos na superagdo da dorméncia em sementes, por modular o metabolismo celular
através da atividade de varias proteinas, de maneira a promover o alongamento embrionario
(ZAIDAN; BARBEDO, 2004). Alem da dorméncia, as sementes também podem apresentar
inviabilidade. Fatores como polinizacdo insuficiente e estresse ambiental podem influenciar
negativamente na viabilidade das sementes, interferindo na reproducdo sexuada das espécies
(VELTEN; GARCIA, 2005).

As condicOes para que a propagacdo por sementes seja bem sucedida dependem,
sobretudo, das caracteristicas da espécie a ser estudada. Na familia Asteraceae, estudos sobre
a germinacdo das sementes de varias espécies foram desenvolvidos (FERREIRA et al., 2001;
ADEGAS et al.,, 2003; VELTEN; GARCIA, 2005; MORAIS et al., 2010). No género
Solidago destacam-se as pesquisas de Bratcher et al. (1993) com a espécie S. petiolaris Ait. e
Walck et al. (2000) com S. altissima, S. nemorali e S. shortii. Em relacdo a espécie S.
chilensis, estudo realizado por Correia et al. (1999) demonstrou que a temperatura de 20°C foi
a que proporcionou maior porcentagem de germinacdo das sementes (20%), aos 14 dias apos
a semeadura e consideraram as mesmas como fotoblasticas positivas.

Diante da escassez de estudos sobre os aspectos da germinacdo das sementes de S.
chilensis e da baixa porcentagem de germinacdo das sementes (CORREIA et al., 1999), o
objetivo deste trabalho foi obter protocolos eficientes de germinacdo, testando-se no
Experimento | (in vitro): condigdes de armazenamento, condi¢fes de luminosidade e doses de
acido giberélico; Experimento 1l (ex vitro): temperaturas, tempos de embebicdo em agua a
baixa temperatura e populacdes; Experimento Il (ex vitro): temperaturas, tempos de

embebicéo e condigdes de luminosidade.

2.2 Material e métodos

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
pertencente ao Departamento de Biologia, do Centro de Ciéncias Naturais e Exatas da
Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria - RS.

Experimento | - Diasporos (cipsela + pappus) coletados em maio/2011 em uma
populagédo de plantas crescendo naturalmente em terreno baldio, Bairro Camobi, Santa
Maria/RS, foram selecionados visualmente, considerando uniformidade e descartando-se

impurezas e frutos deteriorados. Apos, foram acondicionados em sacos de papel e
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armazenados a 10 e 25 £ 2°C por 15 dias. A assepsia foi realizada em camara de fluxo
laminar, a qual consistiu de 30 segundos em etanol 70%, 15 minutos em hipoclorito de sodio
1,5% e finalizando com trés lavagens em agua esterilizada.

Como substrato foi utilizado 20% dos sais totais do meio MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), semi-solidificado com 6 g L™ de 4gar, pH ajustado para 5,8 + 2 e em seguida
autoclavado a 120°C, 1,5 atm, durante 20 minutos. Quando a temperatura do meio
encontrava-se a + 40°C, adicionou-se o fitorregulador acido giberélico (GA3) em camara de
fluxo laminar, nas concentragdes de 0, 1,5 ou 3,0 mg L™. Os diasporos foram inoculados em
frascos de vidro, em que cada vidro com 4 mL de meio recebeu um diasporo. O experimento
foi conduzido em sala de crescimento a 25 + 2°C sob duas condi¢bes de luminosidade:
fotoperiodo de 16 horas (radiacdo fotossinteticamente ativa (R.F.A.) de~36 pmol m? s™,
lampadas fluorescentes brancas) e escuro continuo.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado e o experimento
constituiu-se de um trifatorial 2 x 2 x 3 (duas condi¢fes de armazenamento, duas condic¢des
de luminosidade e trés concentragdes de GA3), totalizando 12 tratamentos, com trés repeti¢oes
cada tratamento e 30 frutos por repeticéo.

Experimento Il - Diasporos coletados em maio/2012 de duas populacdes, plantas
crescendo em terreno baldio em Dona Francisca/RS e plantas cultivadas em casa de vegetacdo
climatizada a 25 = 2°C (provenientes de terreno baldio — Camobi, Santa Maria/RS), no
Departamento de Biologia, CCNE, UFSM (Santa Maria/RS), foram selecionados
visualmente, acondicionados em sacos de papel e armazenados a temperatura ambiente (20 +
2°C) por 20 dias. Ap0s, passaram pela mesma assepsia do experimento anterior, sendo
acrescida imersdo durante cinco minutos em Carbendazim 500 mg L™, na concentracéo de
0,25mg L™

Os diasporos foram postos para embeber em agua esterilizada na temperatura de 5 +
1°C, por periodos de tempo de 0, 12, 24 e 36 horas. Ap6s a embebicdo, o experimento foi
conduzido em caixas tipo gerbox, em que 25 frutos foram distribuidos de modo uniforme
sobre trés folhas de papel-filtro, umedecidas com 15 mL de agua esterilizada. Os frutos foram
mantidos em camara BOD a 20°C e sala de crescimento a 25 + 2°C, ambas sob fotoperiodo de
16 horas, sendo a Gltima com R.F.A. de ~36 pmol m? s™.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado e o experimento
constituido de um trifatorial 2 x 4 x 2 (duas temperaturas, quatro tempos de embebicdo em
agua e duas populacdes), totalizando 16 tratamentos, com quatro repeti¢cbes formadas por 25

frutos.
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Experimento Il - Didsporos coletados em maio/2012 em uma populacdo de terreno
baldio em Santa Maria/RS foram selecionados visualmente e imediatamente ap6s a coleta e
selecdo passaram pela mesma assepsia dos experimentos anteriores, aumentando-se o tempo
de imersdo no fungicida de cinco para dez minutos. Apds a embebicdo, o experimento foi
conduzido em caixas tipo gerbox, em que 30 frutos foram distribuidos de modo uniforme
sobre trés folhas de papel-filtro, umedecidas com 15 mL de &gua esterilizada. Os frutos
permaneceram em camara BOD a 10 e 20°C, e em sala de crescimento a 25 e 30 + 2°C, sob
mesmo fotoperiodo ou escuro continuo. Nesse Ultimo caso, as caixas foram envoltas por duas
folhas de papel aluminio, de maneira que nenhum feixe de luz penetrasse nas sementes.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, constituido de
um trifatorial 4 x 4 x 2 (quatro tempos de embebicdo em &gua, quatro temperaturas e duas
condicdes de luminosidade), totalizando 32 tratamentos, com trés repeticdes formadas por 30
frutos.

Em todos os estudos foram consideradas sementes germinadas quando a protruséo da
radicula através dos tegumentos e fruto, se tornou visivel. Avaliou-se a porcentagem de
germinacdo para os experimentos I, Il e 111, aos 60, 21 e 23 dias, respectivamente; o indice de
velocidade de germinacdo (IVG) de acordo com Maguire (1962) nos estudos Il e Il e 0
comprimento de raiz no final do 3° experimento. O I\VVG foi avaliado pela contagem diéria das
sementes (protrusdo da raiz priméaria) na presenca e auséncia de luz, sendo que para essa
ultima, a avaliacdo foi realizada sob luz verde. O comprimento da raiz foi obtido medindo-se

desde o colo da plantula até a extremidade da raiz primaria, em centimetros.

2.2.1 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA), sendo transformados
guando necessario. As analises complementares ocorreram através do teste de Tukey e anélise
de regressao (p<0,05), ambos com auxilio do software SOC (EMBRAPA, 1997).

2.3 Resultados e discussao
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2.3.1 Experimento |

O resumo da andlise de variancia (Tabela 1) demonstra que ndo houve interacdo entre
os fatores. Os tratamentos testados ndo influenciaram significativamente a germinacdo das
sementes de S. chilensis (Tabela 2). De maneira geral, as porcentagens de germinagédo de
todos os tratamentos foram baixas. Embora alguns tenham apresentado o dobro ou mais de
sementes germinadas em relacdo a outros, ndo ocorreu diferenca significativa entre os
tratamentos, devido a repeticGes de um mesmo tratamento apresentarem elevada variacdo na
germinacdo, sendo muito ocorrente a auséncia de sementes germinadas em algumas
repeti¢des, ocasionada, possivelmente, devido ao heteromorfismo dessas, caracteristica

encontrada em espécies da familia Asteraceae (IMBERT, 2002).

Tabela 1 - Resumo da analise de variancia para a porcentagem de germinacdo das sementes de
Solidago chilensis, nos tipos de armazenamento a 10 e 25 + 2°C (TA), condicbes de
luminosidade fotoperiodo de 16 horas e escuro continuo (CL) e fitorregulador nas
concentracdes 0,0, 1,5 e 3,0 mg L™ de GA; (CF), totalizando 12 tratamentos, utilizando-se trés
repeticdes por tratamento, cada uma composta por 30 frutos. Santa Maria — RS (2012).

Quadrado médio

Fontes de Variacdo GL e
Germinagéo

Tipo de armazenamento (TA) 1 0,051"
Condicdes de luminosidade (CL) 1 0,051™
Concentragtes de GA3 (CF) 2 0,111"™
TAxCL 1 0,020
TA x CF 2 0,050"™
CLxCF 2 0,011™
TAXCLXxCF 2 0,045™
Residuo 24 0,104

CV (%) 24,531

ns - F ndo significativo a 5% de probabilidade de erro.

As maiores porcentagens de germinagdo ocorreram no T8 (6,66%) e T9 (4,44%), nos
quais a temperatura de armazenamento foi de 25°C, cultivo em escuro continuo e utilizagéo de

GA; nas doses 1,5 e 3,0 mg L™, respectivamente (Tabela 2). O fato de a germinacio ter
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ocorrido tanto em fotoperiodo como em escuro continuo se deve provavelmente a influéncia
de vérios fatores, dentre eles, as condigdes sobre as quais a planta gerou as sementes,
diferencas na maturacdo dessas, sendo comum a ocorréncia de heteromorfismo das sementes
de espécies desta familia. Quando comparada a germinacdo de sementes de distintas
populagdes oriundas de diferentes regides, possivelmente fatores ambientais como a
temperatura e luz, exercem elevada influéncia no desenvolvimento das sementes, culminando
em diferentes respostas em relacdo a sua germinacdo. A menor porcentagem (1,11%) ocorreu
nos tratamentos onde o armazenamento foi a 10°C, fotoperiodo de 16 horas, nas doses de 0,0
e 3,0 mg L™ de GA; (T4 e T6) e no T7 (armazenamento a 25°C + escuro continuo + 0,0 mg L™
de GA;3) (Tabela 2).

Tabela 2 - Porcentagem de germinagdo das sementes de Solidago chilensis, submetidas aos
tratamentos, com trés repeticdes, cada uma contendo 30 frutos. Santa Maria — RS (2012).

Tratamentos Germinacao (%)
T1: 10°C + escuro continuo + 0,0 mg L™ de GA; 333a
T2: 10°C + escuro continuo + 1,5 mg L de GA; 2,22 a
T3: 10°C + escuro continuo + 3,0 mg L™ de GA; 3,33 a
T4: 10°C + fotoperiodo de 16 horas + 0,0 mg L™ de GA3 1,11a
T5: 10°C + fotoperiodo de 16 horas + 1,5 mg L™ de GA; 3,33a
T6: 10°C + fotoperiodo de 16 horas + 3,0 mg L™ de GA; 1,11a
T7: 25°C + escuro continuo + 0,0 mg L de GA; 1,11a
T8: 25°C + escuro continuo + 1,5 mg L de GA; 6,66 a
T9: 25°C + escuro continuo + 3,0 mg L? de GA; 4,44 a
T10: 25°C + fotoperiodo de 16 horas + 0,0 mg L™ de GA; 2,22 a
T11: 25°C + fotoperiodo de 16 horas + 1,5 mg L™ de GAs 3,33a
T12: 25°C + fotoperiodo de 16 horas + 3,0 mg L™ de GA; 3,33a

“Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Esses resultados demonstram que as sementes desta espécie apresentam um tipo de
dorméncia, provavelmente provocada pela impermeabilidade a entrada de &gua e/ou trocas
gasosas, uma vez que o diasporo constitui-se da semente concrescida ao fruto. Trabalhos com
espécies de Asteraceae como Echinacea angustifolia, Bidens pilosa e Egletes viscosa, foram
desenvolvidos com o intuito de superar a dorméncia das sementes e obtiveram bons
resultados testando o efeito da luz, temperatura, GAs, resfriamento e etileno para Echinacea
angustifolia, embebicdo em &gua para Bidens pilosa e embebicdo em &dgua e GA; para Egletes
viscosa (MACCHIA et al., 2001; ADEGAS et al., 2003; BEZERRA et al., 2006).

As giberelinas estdo entre os principais reguladores de crescimento envolvidos na
superacdo da dorméncia de sementes, por promover a sintese de enzimas envolvidas no
enfraquecimento dos tegumentos, hidrdlise e mobilizacdo de reservas e no alongamento
embrionario, resultando na protusdo da radicula (BEWLEY; BLACK, 1994, BEWLEY, 1997,
HARTMANN et al., 2002; ZAIDAN; BARBEDO, 2004). A utilizacdo desse fitorregulador
ndo influenciou na germinacdo das sementes da espécie S. chilensis pois com 1,5 ou 3,0 mg
L de 4cido giberélico no meio de cultivo, a porcentagem de germinacao foi em média 3,4%,
ja a ndo utilizacdo proporcinou em média 1,9% de sementes germinadas (Tabela 2). Conforme
Agusti e Almela (1991), a resposta das plantas aos fitorreguladores depende de muitos fatores,
entre eles 0s genéticos e ambientais, por interferirem no nivel endégeno de horménios e de
suas substancias antagobnicas.

Muitas espécies produzem sementes que ndo germinam logo apds a dispersao e
requerem um periodo de armazenamento a seco (BASKIN; BASKIN, 1998). Esse
armazenamento foi testado no presente experimento sob duas condicbes (10 e 25 = 2°C),
porém nenhuma das temperaturas testadas teve efeito significativo sobre a germinacéo,
possivelmente devido aos 15 dias ndo terem sido suficientes para expressar alguma diferenca
na maturacdo das sementes, necessitando de um tempo mais elevado de armazenamento,
embora 0 armazenamento por 15 dias sob 25°C e escuro continuo tenha apresentado uma
tendéncia de maior germinacéo (6,66%) (Tabela 2). Isso pode ter ocorrido, devido a semente
em seu ambiente natural germinar em temperatura igual ou proxima aos 25°C. Fatores
ambientais como umidade, temperatura e oxigénio podem afetar a pds-maturacdo (BEWLEY;
BLACK, 1994) e conforme Cavers (1974), sementes de Rumex crispus (Polygonaceae) de
diferentes populacdes ou de plantas matrizes diferentes dentro de uma populacéo,
apresentaram respostas divergentes na germinacgao ap0s 0 armazenamento.

Embora as porcentagens de germinacdo tenham sido baixas no presente estudo, as

sementes de S. chilensis germinaram tanto na presenga como na auséncia de luz, alcangando
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um percentual medio de 3,5% em escuro continuo e 2,4% em fotoperiodo de 16 horas (Tabela
2), podendo ser consideradas fotoblasticas neutras. Klein e Felippe (1991) estudaram o efeito
da luz na germinacdo de sementes de ervas invasoras e constataram fotoblastismo positivo na
maioria das espécies, porém, esses resultados foram quantitativos, uma vez que, ocorreu
também germinacdo das sementes no escuro, como por exemplo, para a espécie Bidens pilosa
(Asteraceae), sendo considerada fotoblastica preferencial.

O tempo necessério para as sementes de S. chilensis germinarem foi relativamente
longo e desuniforme, iniciando a germinacgéo no terceiro dia de cultivo, estendendo-se até o0s
sessenta dias (dados ndo demonstrados). Essa € uma caracteristica das sementes de espécies
de Asteraceae, provavelmente devido as flores estarem reunidas num capitulo e a abertura das
mesmas ocorrerem da periferia para o centro, promovendo uma producdo e maturacao
diferencial dos frutos. Imbert e Ronce (2001) estudando a plasticidade fenotipica e a
habilidade na dispersao dos frutos de Crepis sancta (Asteraceae), observaram a existéncia de
diferencgas na alocacdo de recursos devido a estrutura do capitulo. Além disso, as sementes de
uma mesma populagdo, planta ou até mesmo na inflorescéncia, ndo experimentam as mesmas
condicdes ambientais durante o amadurecimento, podendo em um mesmo gendtipo,
apresentar diferentes graus de dorméncia (GUTTERMAN, 1985). Distintas condicdes e
tempo de armazenamento podem causar em sementes de ervas invasoras diferentes condigdes
de maturagdo, superando a dorméncia em intervalos de tempo irregulares, exibindo
germinacdo intermitente (QADERI et al., 2003), bem como diferencas na emergéncia das

plantulas.

2.3.2 Experimento 1l

Como no experimento | os resultados de porcentagem de germinacdo das sementes
foram menores que 10% neste experimento estudou-se outros fatores como embebicéo,
populacbes e temperaturas. O resumo da andlise de variancia (Tabela 3) mostra que para a
porcentagem de germinacdo das sementes, houve interacdo entre os tempos de embebicdo das
sementes em agua na temperatura de 5 + 2°C (0, 12, 24 e 36 horas) e as sementes coletadas de
duas populagdes (plantas crescendo em terreno baldio em Dona Francisca-RS e plantas
cultivadas em casa de vegetacdo climatizada a 25 + 2°C, em Santa Maria-RS). Para o indice

de velocidade de germinacdo, as temperaturas, os tempos de embebicdo e as populacdes
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interagiram entre si. Assim, cada uma dessas interagdes recebeu os desdobramentos que as

contemplassem.

Tabela 3 - Resumo da analise de variancia para a porcentagem de germinacdo das sementes
(G) e indice de velocidade de germinacédo (IVG) de Solidago chilensis, nas temperaturas 20 e
25°C (T), embebicéo durante 0, 12, 24 e 36 horas (E) e populacdo de terreno baldio em Dona
Francisca-RS e casa de vegetacdo climatizada 25 + 2°C (P), totalizando 16 tratamentos,
utilizando-se quatro repeti¢Ges por tratamento, cada uma composta por 25 frutos. Santa Maria
—RS (2012).

Quadrado Médio

Fontes de Variacéao

GL G IVG
Temperatura (T) 1 0,5630™ 106,2797"
Embebicéo (E) 3 7,2608" 154,3807"
Populagéo (P) 1 517,9668" 5116,6°
TXE 3 17,414"™ 63,1836
TxP 1 0,5630" 110,0765
EXP 3 6,6918" 156,9393"
TXExP 3 0,8251™ 59,0915
Residuo 48 0,9001 16,5640
CV (%) 26,0627 45,2550

- F significativo a 5% de probabilidade de erro, ns - F néo significativo a 5% de probabilidade de erro.

As temperaturas testadas, 20 e 25°C, ndo apresentaram efeito sobre a germinacao das
sementes de S. chilensis (dados ndo demonstrados), tendo percentuais de germinacgéo
semelhantes, respectivamente 21 e 23%, os quais ndo diferiram significativamente,
contrariando o estudo de Correia et al. (1999) com essa espécie, onde a temperatura de 20°C
foi considerada a mais efetiva para a germinacdo das sementes (20%), ja aos 25°C, a
germinacdo foi de apenas 2%. De acordo com Bewley e Black (1994), a temperatura afeta a
capacidade de germinacdo das sementes de cada populacdo, ocorrendo limites minimo,
maximo e uma faixa térmica 6tima, na qual é obtida a maior porcentagem de germinacdo, em
gue acima e abaixo desta faixa o processo € mais lento e a porcentagem pode ser menor.

Em relacdo as populacbes estudadas e os tempos de embebicdo, os resultados
evidenciam que o ambiente no qual as plantas se desenvolvem influencia na germinacdo das
sementes (Tabela 4). Observa-se que a populagdo 1 (plantas de terreno baldio), em todos os

tempos de embebicdo, apresentou 0s maiores percentuais de germinagdo, com um maximo de
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59%, diferindo da populagéo 2 (plantas de casa de vegetagdo climatizada), onde o maior valor
foi 0,5%. Para todos os tempos de embebicdo, as porcentagens de germinacdo apresentadas
pelas sementes oriundas da populacdo 1 diferiram da populacdo 2, a qual praticamente nao
teve sementes germinadas. Estas, das quais as sementes foram coletadas, eram oriundas do
rebrote dos rizomas em casa de vegetacdo climatizada. Provavelmente, as condigcfes de
umidade relativa do ar, fotoperiodo e temperatura, entre outros, tenham influenciado no
desenvolvimento das plantas, bem como nas sementes e na maturacdo do embrido. Além
disso, visualmente as sementes, por ocasido da coleta, mostravam-se com menores dimensdes
do que as oriundas das plantas crescendo naturalmente em terreno baldio (dados néo
demonstrados). Segundo Cardoso (2004a), a temperatura atua tanto na inducao e superacao de
dorméncia, como no crescimento embrionario e as flutuacdes térmicas as quais as sementes
sd0 expostas continuamente constituem importante sinal do ambiente no controle das distintas

etapas do desenvolvimento das plantas.

Tabela 4 — Porcentagem de germinacdo das sementes de Solidago chilensis nas populagdes
em cada um dos tempos de embebicdo. Santa Maria — RS (2012).

Tempos de embebicdo (horas)

Populacéo
bula 0 12 24 36
1 (terreno baldio) 26,50 aB” 36,00 aB 59,00 aA 56,00 aA
2 (casa de vegetacdo) 0,00 bA 0,50 bA 0,50 bA 0,00 bA

“Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha néo diferem pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade de erro.

Dentre os tempos de permanéncia das sementes em agua a 5 + 2°C, 24 e 36 horas de
embebicdo foram os tratamentos que forneceram maior porcentagem de germinacgdo, 59 e
56%, respectivamente (Tabela 4), atuando positivamente na superacdo da dorméncia das
sementes desta espécie, mostrando a necessidade das sementes em passar por algum método
de superacdo, a fim de apresentar porcentagens significativamente superiores de germinagéo
em relagcdo a ndo embebicdo ou essa por apenas 12 horas. Bezerra et al. (2006), observaram
gue sementes de Egletes viscosa (Asteraceae) embebidas em agua a 25°C por 24 e 48 horas,
elevaram a porcentagem de germinacdo de 50 para 60% e também a velocidade de

germinacdo, assim como, Macedo et al. (2009) em estudo com Magonia pubescente
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(Sapindaceae), constataram que a pré-embebicdo das sementes em agua por 24 horas,
proporcionou elevacdo no percentual de germinagdo de 41,5% para 80% e plantulas mais
vigorosas.

A temperatura da 4gua para a embebicdo é importante para a eficiéncia na superacao
da dorméncia das sementes. Segundo Hartmann et al. (2002) a temperatura € o fator mais
importante no controle da estratificacdo de sementes e pode diferir entre as espécies, estando
isso relacionado com a origem climética de cada uma, sendo as temperaturas entre -5 a 7°C
as mais eficazes. A estratificacdo de sementes hidratadas a temperatura entre 4 e 6°C é
utilizada para casos de dorméncia fisioldgica ou morfolégica (CARDOSO, 2004a). Bratcher
et al. (1993) testaram o efeito da estratificacdo a seco (5°C) apos 0, 2, 4, 6, 8 e 10 semanas,
em cinco espécies ornamentais, dentre as quais Solidago petiolaris Ait., sendo observado que
a porcentagem de germinacdo aumentou em todas as espécies apOs essas semanas de
estratificacdo. Para Solidago petiolaris, o tempo maximo de estratificacdo, 10 semanas, foi o
mais eficiente, com 95% de sementes germinadas.

Em relacdo ao indice de velocidade de germinagdo (IVG), a Tabela 5 mostra
primeiramente cada uma das populacdes submetidas a diferentes temperaturas e tempos de
embebicdo. Nota-se que as sementes obtidas da populacdo 1 apresentaram um IVG mais
elevado, diferindo significativamente das da populacdo 2 (praticamente ndo teve sementes
germinadas, por isso apresentou IVG quase nulo) em todas as temperaturas e tempos de
embebicdo avaliados, com excecdo na temperatura de 20°C e na auséncia de embebicdo. Esse
fato ocorreu provavelmente devido as sementes que ndo foram embebidas terem demorado
mais para germinar e assim nao ser suficiente para diferir da populacdo 2. Ainda na Tabela 5,
foi observado que o indice de velocidade de germinacdo ndo apresentou diferenca entre as
temperaturas nos distintos tempos de embebicdo, com excecdo do IVG significativamente
superior para a temperatura de 25°C, quando em embebic¢do por 36 horas em agua.

Estes resultados demonstram novamente o favorecimento do método de estratificacao
atraveés da embebicdo, proporcionando uma maior velocidade de germinagéo das sementes em
relagdo a ndo embebicdo, possivelmente auxiliando nas trocas gasosas e maturacdo do
embrido. Conforme Nakagawa (1999), quanto maior o IVG, maior é a velocidade de
germinacdo, permitindo inferir que mais vigoroso é o lote de sementes. Adegas et al. (2003),
estudando a germinacdo de sementes de Bidens pilosa, também observaram que o maior
periodo de embebicdo (48 horas), foi 0 que propiciou os maiores indices de velocidade de
germinacdo. O resultado positivo desse método de estratificagdo ocorreu provavelmente

devido a dorméncia das sementes de S. chilensis ter sido superada de maneira mais rapida.
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Segundo Cardoso (2004a), a agua além de ser um fator determinante no processo de

germinacao, também pode atuar na superacdo da dorméncia.

Tabela 5 — indice de velocidade de germinacio das sementes de Solidago chilensis oriundas
de duas populacGes (terreno baldio e casa de vegetacdo), duas temperaturas (20 e 25°C) e
quatro tempos de embebicdo (0, 12, 24 e 36 horas). Santa Maria — RS (2012).

Temperatura (°C) + Embebicao (horas)

Populagéo 20+0 25+0

1 (terreno baldio) 10,15 aA” 13,87 aA

2 (casa de vegetacdo) 0,00 aA 0,00 bA
20 +12 25 +12

1 (terreno baldio) 15,66 aA 11,28 aA

2 (casa de vegetacdo) 0,29 bA 0,00 bA
20+ 24 25+ 24

1 (terreno baldio) 17,66 aA 24,63 aA

2 (casa de vegetacéo) 0,00 bA 0,11 bA
20+ 36 25+ 36

1 (terreno baldio) 17,86 aB 32,34 aA

2 (casa de vegetacdo) 0,00 bA 0,00 bA

“ Médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna indicam comparacio entre as populagdes 1 e 2 em cada
uma das temperaturas e tempos de embebicdo, enquanto que letras maidsculas na linha indicam comparagédo
entre as temperaturas em cada um dos tempos de embebicdo e populacfes. Teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

Conforme ocorreu para a porcentagem de germinacdo de sementes, para o IVG
também foram ajustados modelos de regressao para a populagédo 1 (terreno baldio) (Figura 1)
e nenhum modelo se ajustou para explicar o comportamento da populacéo 2, devido a baixa
quantidade de sementes germinadas (0,5%).

A figura 1 indica que para a temperatura de 20°C, o periodo ideal em agua para que as
sementes germinem mais rapidamente, esta entre 24 e 36 horas. Na temperatura de 25°C o
tempo de embebicéo ideal foi o de 36 horas, proporcionando um IVG mais elevado (Figura
1).
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Figura 1 - indice de velocidade de germinacio das sementes de Solidago chilensis em fungdo dos tempos de
embebigdo na temperatura de 20 e 25°C para a populagdo 1 (terreno baldio).

A temperatura apresenta elevada influéncia na velocidade de germinacdo. Segundo
Carvalho e Nakagawa (2000), ela tem efeito na absorcéo de agua pela semente e nas reagdes
bioguimicas que regulam o metabolismo necessario para iniciar 0 processo germinativo.
Dentre os tempos de embebicdo em agua a 5 + 2°C utilizados neste estudo, o de 36 horas, tem
sido, na maioria das vezes, o mais eficiente como método de estratificacdo para superar a
dorméncia desta espécie, bem como fazer com que suas sementes germinem mais
rapidamente, tendo em vista a necessidade de 21 dias neste experimento (dados néo
demonstrados) para o término da germinacdo, periodo inferior ao de 60 dias necessarios no
experimento I, no qual outros métodos foram utilizados (armazenamento, tratamento quimico

com acido giberélico e dois regimes de luz).

2.3.3 Experimento IlI

Verificou-se pelo resumo da andlise de variancia (Tabela 6) que para a germinacao e o
indice de velocidade de germinacdo das sementes houve interacdo entre as temperaturas,
tempos de embebicdo e regimes de luz. Diante disso, as analises complementares foram
realizadas de modo a contemplar essa intera¢do. Para a varidvel comprimento de raiz, ocorreu
interacdo entre as temperaturas e os regimes de luz, recebendo os desdobramentos de forma a
contempla-la.

Conforme observado na figura 2a, quando as sementes ficaram em embebicdo durante

12 horas e fotoperiodo de 16 horas, proporcionaram uma maior porcentagem de germinagdo
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(55%) na temperatura minima testada (10°C). Nos tempos de embebicdo 24 e 36 horas -
escuro continuo, o maior percentual de germinagdo também foi na temperatura de 10°C. Tanto
na auséncia de embebicdo (0), como no tempo maximo (36 horas) e fotoperiodo, a
temperatura de 20°C foi a que proporcionou 23% e 33% de sementes germinadas,
respectivamente. De maneira geral, independente do tempo de embebicdo, a germinagéo de
sementes no escuro ocorreu em temperaturas mais baixas (20°C ou inferior) e no fotoperiodo
de 16 horas ocorreu em temperaturas mais elevadas (20°C ou superior). A interacdo ocorrida
entre luz e temperatura pode ter influenciado nesse processo, em que, dependendo da
temperatura que as sementes permaneceram expostas, foram fotossensiveis ou ndo. Conforme
Taylorson e Hendricks (1972) é comum haver interacdo entre luz e temperatura, sendo esta,
uma das mais importantes para promover a germinacdo das sementes. Ferreira et al. (2001),
também citam a auséncia ou presenca de luz combinada com diferentes temperaturas, fatores

que desencadeiam a germinacdo das sementes.

Tabela 6 - Resumo da andlise de variancia para a germinacao das sementes (G), indice de
velocidade de germinacdo (IVG) e comprimento da raiz principal (CRP) de Solidago
chilensis, nas temperaturas 10, 20, 25 e 30°C (T), embebicéo por 0, 12, 24 e 36 horas (E) e
condicdes de luminosidade fotoperiodo de 16 horas e escuro continuo (CL), totalizando 32
tratamentos, utilizando-se trés repeticbes por tratamento, cada uma composta por 30 frutos.
Santa Maria — RS (2012).

Quadrado Médio

Fontes de Variacéo

GL G IVG CRP
Temperatura (T) 3 1338,7345" 186,0152" 0,1314
Embebicéo (E) 3 884,1049" 235,5165 0,0005"™
Condicdes de luminosidade (CL) 1 535,1851" 210,6148" 0,5701"
TXE 9 247 4794 47,6938" 0,0068™
TxCL 3 195,6790" 66,7299" 0,1437
EXCL 3 59,5679™ 1,0978™ 0,0009"
TXxExCL 9 359,9794" 60,0371" 0,0048™
Residuo 64 77,5462 17,9717 0,0054
CV (%) 44,1836 49,9478 7,6498

“- F significativo a 5% de probabilidade de erro, ns - F néo significativo a 5% de probabilidade de erro.
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Na figura 2b, para a maioria das combinagdes de temperaturas e regimes de luz (10 e
25°C - escuro continuo; e 20 e 30°C - fotoperiodo), 36 horas em embebi¢do proporcionou o
percentual mais elevado de sementes germinadas (em média 30%). Algumas combinacdes de
temperatura, tempos de embebicdo e condigdes de luminosidade ndo estdo demonstradas na
figura 3, devido a ndo ocorréncia de ajuste destes modelos de regresséo para as tais, ndo sendo
significativas (0 horas em embebicdo e escuro continuo; 24 horas em embebicédo e fotoperiodo
de 16 horas; 25°C e fotoperiodo de 16 horas e 30°C e escuro continuo). Isso também ocorreu
para as seguintes combinacdes da figura 3 (0 horas em embebicdo e escuro continuo; 0 horas
em embebicédo e fotoperiodo de 16 horas; 12 horas em embebicdo e fotoperiodo de 16 horas;
24 horas em embebicdo e escuro continuo; 10°C e escuro continuo; 25°C e escuro continuo e

30°C e escuro continuo).
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10 15 20 25 30 0 12 24 36
Temperatura (°C) Tempos de embebicio (horas)
®0-F  y=.0,1182x +4,0778x - 12,101, R*=0,9779 ¢10-F y=-0,0733x> +2,1574x + 22,556, R*=0,469
12-F y=-2,419x+80,571, R*=0,9963 10-E y=0:463x+ 18333, RE=03015
Al12-E y=-0,097x2+2,8889x + 7,9798, R2=0,4744 A20-F y=0,0174x2-0,3565x + 26,278, R*=0,3073
X24-E y=-1,0159x + 38,254, R2 = 0,9426 X20-E y=-0,0251x2+1375x + 12,611, R?=0,4343
%36 -F y=-0,1667x>+7,2333x - 43,778, R2=0,8283 ¥25-E y=0,3889x+3,5556, R*=10,84
36-E y=-1,4095x + 53,841, R*=0,8093 30-F Y= 0,6296x +2,5556, R*=0,9437

Figura 2 — Porcentagem de germinacéo das sementes de Solidago chilensis submetidas a diferentes temperaturas,
tempos de embebicéo e regimes de luz.

0 - F = 0 horas em embebic&o e fotoperiodo de 16 horas;

12 - F = 12 horas em embebicéo e fotoperiodo de 16 horas;

12 - E = 12 horas em embebig¢do e escuro continuo;

24 - E = 24 horas em embebicéo e escuro continuo;

36 - F = 36 horas em embebicéo e fotoperiodo de 16 horas;
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36 - E = 36 horas em embebicéo e escuro continuo;
10 - F = 10°C e fotoperiodo de 16 horas;

10 - E = 10°C e escuro continuo;

20 - F = 20°C e fotoperiodo de 16 horas;

20 - E = 20°C e escuro continuo;

25 - E = 25°C e escuro continuo;

30 - F = 30°C e fotoperiodo de 16 horas.

Pode ser observado na figura 3, o indice de velocidade de germinacdo das sementes de
S. chilensis, em que aumentando-se o tempo de embebicdo (24 ou 36 horas) aliados ao
fotoperiodo, a temperatura ideal para um IVG méaximo foi 25°C. Em escuro continuo e 36
horas de embebicéo, as sementes germinaram mais rapido aos 20°C (Figura 3a), confirmando,
de maneira geral, 0 que ocorreu também para a porcentagem de germinacao, ou seja, quando
em escuro continuo as sementes germinaram em temperaturas mais baixas e em fotoperiodo
ISSO ocorreu em temperaturas mais elevadas.

A velocidade de germinacdo serd elevada em decorréncia de a temperatura ser
apropriada a eficiente atividade das enzimas envolvidas no controle da germinagdo
(LABOURIAU; LABOURIAU, 1997). De acordo com Carvalho e Nakagawa (2000),
temperaturas inferiores ou superiores a Otima tendem a reduzir a velocidade do processo
germinativo, expondo as plantulas a fatores adversos por maior periodo, podendo acarretar na
reducdo da germinacdo. Da mesma maneira que o Experimento Il, as sementes reduziram o
tempo de germinacdo em relacdo ao Experimento I, de 60 para 23 dias, mostrando que 0s
métodos para tentar superar a dorméncia da espécie foram aprimorados. Esse resultado é
benéfico, tendo em vista a maior uniformidade de sementes germinadas.

Na figura 3b, da mesma maneira que a figura 2b, para todas as temperaturas, com
excecdo de 10°C e fotoperiodo de 16 horas, o tempo de embebicdo de 36 horas foi o mais
adequado para que as sementes germinem mais rapidamente. Esse aumento da porcentagem e
IVG no tempo de embebigéo mais elevado (36 horas) concorda com o encontrado no processo
germinativo de espécies da mesma familia. Bezerra et al. (2006), verificaram que sementes de
Egletes viscosa, embebidas em agua a 5 £ 2°C por 24 e 48 horas aumentaram a porcentagem e
a velocidade de germinacdo, sendo que a velocidade aumentou linearmente, em funcdo do

tempo de embebicgédo das sementes.
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24-F y=-0,0442x2+2,1851x - 13,841, R*=0,6731 20-F v —0,0021x2+0,1265x + 8,8038, R?=0,4636
A20-E  y=-0,0102x2+ 0,698x + 4,8583, R2=10,5525
A36-F y=-0,1039x2+3,78x - 17,382, R>=0,8926
X25-F y=02508x +8,2512, R*=0,7794
X36-E  y=-0,0676x2+3,2039x - 20,788, R*=10,9619 €30-F  y=03879x +0.7039. RZ=0.9475

Figura 3 — Indice de velocidade de germinacdo das sementes de Solidago chilensis submetidas a diferentes
temperaturas, tempos de embebicéo e regimes de luz.

12 - E = 12 horas em embebig¢do e escuro continuo;

24 - F = 24 horas em embebicdo e fotoperiodo de 16 horas;
36 - F = 36 horas em embebicéo e fotoperiodo de 16 horas;
36 - E = 36 horas em embebicéo e escuro continuo;

10 - F = 10°C e fotoperiodo de 16 horas;

20 - F = 20°C e fotoperiodo de 16 horas;

20 - E = 20°C e escuro continuo;

25 - F = 25°C e fotoperiodo de 16 horas;

30 - F = 30°C e fotoperiodo de 16 horas.

Os melhores resultados para a germinacdo das sementes bem como para o IVG
ocorreram em temperaturas inferiores a maxima testada (30°C). ZHAO et al. (1994) relataram
gue para sementes de algumas espécies, temperaturas elevadas (x 40°C) promovem a
aceleracdo da atividade respiratoria, podendo acarretar reducdo ou ateé inibicdo do processo
germinativo. No presente experimento, observou-se de maneira geral, que as sementes de S.
chilensis submetidas ao fotoperiodo de 16 horas, apresentaram a maior porcentagem de
germinacdo e o maior IVG em temperaturas mais elevadas, aproximadamente 20 e 25°C,
respectivamente (Figuras 3 e 4). Quando mantidas em escuro continuo, a temperatura de 10°C
ou inferir promoveu a maior porcentagem e a de 20°C ou inferior a essa, 0 maior IVG. De

acordo com Cardoso (2004a), as faixas térmicas étimas de germinabilidade e de velocidade,
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em algumas situacgdes, ndo coincidem, conforme o ocorrido neste estudo. Braga et al. (2010)
obtiveram resultado similar na germinacdo das sementes de Senna alata (L.) Roxb (Fabaceae)
em que a temperatura de 15°C, a germinacdo e o IVG foram estatisticamente superiores no
escuro, ja entre 20 e 40°C predominaram as fotoblasticas neutras e a velocidade de
germinagdo e favorecida na presenca de luz.

Os efeitos da luz podem depender da temperatura (ZAIDAN; BARBEDO, 2004,
MORAIS et al., 2010). Algumas variedades de Lactuca sativa L. (Asteraceae) aos 25°C
necessitam de luz para germinar, porém germinam no escuro quando em temperaturas abaixo
dessa (WAREING; PHILLIPS, 1973). Gomes e Fernandes (2002) obtiveram para a espécie
Baccharis dracunculifolia D. C. (Asteraceae), as maiores porcentagens de germinagdo (x
80%) e indice de velocidade de emergéncia para frutos incubados a 15 e 20°C na presenca de
luz e a 15°C no escuro.

A Tabela 7 mostra as porcentagens de germinacao das sementes para as condi¢Ges de
luminosidade em cada uma das temperaturas e tempos de embebicdo. As sementes expostas a
12 horas de embebicdo em &gua a 5 + 2°C, temperatura de 10°C e ao fotoperiodo de 16 horas
apresentaram 55,5% de germinacdo e diferiram das porcentagens das sementes mantidas nas
mesmas condi¢bes e no escuro continuo (25,55%). Para as demais combinagdes, nao
ocorreram diferencas significativas entre as duas condi¢fes de luminosidade. Mesmo que em
algumas situacOes as porcentagens tenham apresentado elevada diferenga, essa ndo se
confirmou estatisticamente, devido a elevada variabilidade de sementes germinadas, ocorrida
entre as repeticbes de um mesmo tratamento, ocasionada, possivelmente, em funcdo do
heteromorfismo das sementes, caracteristica encontrada em espécies da familia Asteraceae
(IMBERT, 2002). Ferreira et al. (2001), estudaram a germinacdo de sementes de diversas
espécies nativas da familia Asteraceae no Rio Grande do Sul, sendo constatado que a maioria
das espécies € fotoblastica positiva, germinando em percentuais mais altos quando a
temperatura é em torno de 20°C ou mais baixa.

No presente estudo, a germinacdo das sementes de S. chilensis ndo foi restrita a
presenca de luz, uma vez que também ocorreu no escuro continuo. Segundo Klein e Felippe
(1991), as sementes desta espécie respondem como fotoblasticas positivas preferenciais pelo
fato de ter ocorrido germinacdo no escuro, mas preferencialmente essa foi favorecida na
presenca de luz. Esses resultados discordam de Correia et al. (1999), os quais encontraram
fotoblastismo positivo para esta espécie, possivelmente devido a interacdo que ocorreu entre
as condicdes de luminosidade, temperaturas e embebicdo, ndo estudada por esses autores.

Porém, concordam com FERREIRA et al. (2001), os quais classificaram, dentre as espécies



44

estudadas, Senecio oxyphyllus e Senecio selloi como fotoblasticas positivas preferenciais,
devido aos percentuais de germinacdo terem sido significativamente mais elevados na
presenca luz, porém ndo atingiram mais que o dobro do regime do escuro. Fonseca et al.
(2012) também encontraram para as sementes da espécie Vernonia polyanthes (Asteraceae),
fotoblastismo preferencial, cuja germinacdo é favorecida na presenca de luz, embora tenha

ocorrido no escuro continuo.

Tabela 7 - Porcentagem de germinagdo das sementes para as condi¢Ges de luminosidade em
cada uma das temperaturas e tempos de embebicdo para a espécie Solidago chilensis. Santa
Maria — RS (2012).

Temperatura (°C) + Tempos de embebicdo (horas)

Condicdes de Luminosidade

10+0 10+ 12 10+ 24 10 + 36

Fotoperiodo (16 horas) 16,66 a" 55,55 a 14,44 a 11,11a
Escuro continuo 17,77 a 25,55 b 27,77 a 35,55a
20+ 0 20+ 12 20+ 24 20 + 36

Fotoperiodo (16 horas) 23,33 a 33,33a 18,88 a 38,88 a
Escuro continuo 8,88 a 36,66 a 20,00 a 33,33 a
25+0 25+ 12 25+ 24 25+ 36

Fotoperiodo (16 horas) 14,44 a 21,11 a 26,66 a 26,66 a
Escuro continuo 555a 6,66 a 10,00 a 20,00 a
30+0 30 +12 30+24 30+ 36

Fotoperiodo (16 horas) 4,44 a 6,66 a 18,88 a 25,55 a
Escuro continuo 555a 12,22 a 8,88 a 6,66 a

“Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro.

Da mesma maneira que ocorreu no presente estudo, as sementes de uma determinada
espécie podem apresentar comportamento germinativo distinto. Isso ocorre segundo Cardoso
(2004a), pois a percepcao da luz pela semente se da através do pigmento fitocromo, sendo a
resposta dessa percepcdo, variavel, dependente de varios fatores, como as condi¢cfes de
maturacgdo, pré-tratamentos, potencial hidrico e temperatura.

Apo0s as avaliagdes de porcentagem e velocidade de germinagdo, aos 23 dias apos a
semeadura, finalizando o experimento, foi avaliado o comprimento de raiz das plantulas,

sendo as de maior expansdo do sistema radicular, diferindo significativamente, as obtidas a
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partir das sementes germinadas sob fotoperiodo de 16 horas, obtendo-se 0 maior comprimento
médio das raizes (2,14 cm) na temperatura de 25°C (Tabela 8). O fato de os maiores
comprimentos terem sido observados em plantulas originadas de sementes germinadas sob
fotoperiodo se deve provavelmente, ao fato de que as plantulas obtidas de sementes mantidas
no escuro continuo investirem mais recursos na formac&o das partes aéreas (estiolamento).

A Tabela 8 também mostra 0 comportamento do comprimento radicular em funcéo das
temperaturas, sendo a temperatura de 25°C a ideal para o maior desenvolvimento radicular
(2,14 cm de comprimento), entre todas as testadas, sob fotoperiodo de 16 horas, pois para o
escuro continuo ndo houve ajuste de nenhum modelo de regresséo, devido aos valores baixos
(menos de 2mm). Ferreira et al. (2012) constataram para a espécie Celosia cristata L.
(Amaranthaceae), ao final da germinacdo (26 dias ap6s a semeadura), a 25°C e sob luz
continua, que as plantulas apresentaram comprimento da raiz maximo de aproximadamente
3,5 cm no tratamento submetido a imersdo em agua fria por 24 horas. O fato de o maior
comprimento da raiz ter ocorrido em 16 horas de luz, nas temperaturas em torno dos 20 e
25°C pode ser explicado na figura 3a, a qual ilustra que em torno dos 25°C ocorreu VG

elevado, sendo consequentemente as mais vigorosas.

Tabela 8 - Médias para o comprimento da raiz principal (cm) em plantulas germinadas da
espécie Solidago chilensis nas condi¢cdes de luminosidade em cada uma das temperaturas.
Santa Maria — RS (2012).

Temperaturas (°C)

Condic¢es de Luminosidade

10 20 25 30
Fotoperiodo (16 horas) 0,34aC” 0,83 aB 2,14 aA 0,19 aC
Escuro continuo 0,18 aA 0,15 bA 0,09 bA 0,08 aA

“Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha néo diferem entre si pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro.

2.4 Conclusoes

1. As plantas crescendo naturalmente em seu habitat (terreno baldio) apresentam maior
percentual de germinacao.

2. As sementes germinam tanto sob fotoperiodo de 16 horas como em escuro continuo.
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3. O método de estratificacdo através da embebi¢do em agua supera a dorméncia das
sementes da espécie, sendo o tempo mé&ximo de 36 horas, 0 que proporciona a maior elevacao
da porcentagem e velocidade de germinagéo.

4. Para a porcentagem e velocidade de germinacdo, de maneira geral, independente do
tempo de embebicdo, em fotoperiodo de 16 horas, as sementes germinam a temperatura de
20°C ou superior, ja em escuro continuo as sementes germinam a temperatura de 20°C ou
inferior a essa.

5. A temperatura de 20°C proporciona na maioria dos tratamentos, a maior
porcentagem de germinacdo das sementes de S. chilensis.

6. O armazenamento das sementes de S. chilensis a 10 e 25 + 2°C e a utilizacdo de
4cido giberélico nas doses 1,5 e 3,0 mg L™ néo influenciam na germinacéo das sementes desta

espeécie.



CAPITULO 11

PROPAGACAO VEGETATIVA DE Solidago chilensis MEYEN
(ASTERACEAE)

RESUMO

O estudo teve por objetivo avaliar a propagacdo vegetativa da especie Solidago chilensis
através da micropropagacao e estaquia de ramos aereos e rizomas subterraneos. Para tais,
foram realizados trés experimentos no delineamento inteiramente casualizado: 1) segmentos
apicais e nodais, apds a assepsia, foram inoculados em tubos de ensaio contendo meio
Murashige e Skoog (MS) 100%, com as combinacdes 0,0 + 0,0 ou 2,0 + 0,2 mg L™ de
benzilaminopurina (BAP) e acido naftaleno acético (ANA), respectivamente, 30 g L™ de
sacarose, 6,0 g L™ de 4gar e 1,0 g L™ de carvéo ativado; 2) estacas apicais, medianas e basais
de ramos aéreos passaram por assepsia e foram submetidas aos substratos agua e solu¢cdo MS
20%, acrescidos de 0,0 ou 5,0 mg L™ de 4cido indolilbutirico (AIB); 3) estacas de rizomas
ficaram imersas por seis horas em 0, 600 e 1200 mg L™ de AIB e apés, mantidas em
substratos Plantmax®, areia e vermiculita. Nos trés experimentos, as culturas e estacas foram
mantidas em sala de crescimento a 25 + 2°C com fotoperiodo de 16 horas. A combinacgdo de
20 + 0,2 mg L' de BAP e ANA, respectivamente, proporcionou 49% de plantas
estabelecidas. Na estaquia de ramos aéreos, ocorreu enraizamento no substrato dgua com
auséncia ou presenca de AIB, porém, significativamente superior na presenca desse
fitorregulador (29%). O substrato Plantmax® proporcionou 62% de enraizamento na estaquia

de rizomas e as doses de AIB utilizadas foram desnecessarias.

Palavras-chave: Erva-lanceta. Propagacéo in vitro. Enraizamento de estacas. Reguladores de

crescimento.
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3.1 Introducgéo

Estudos sobre a propagacdo vegetativa de espécies medicinais sdo importantes,
servindo de base para o conhecimento e aprimoramento do cultivo dessas plantas, bem como
na manutencdo das caracteristicas genéticas da planta-mée. Entre as espécies medicinais,
encontra-se a Solidago chilensis (Asteraceae), conhecida popularmente como erva-lanceta e
arnica, de caracteristica sublenhosa, ereta, rizomatosa, com altura de aproximadamente um
metro, crescendo principalmente em beira de estradas e terrenos baldios (LORENZI;
MATOS, 2008).

Dentre as técnicas utilizadas para se propagar, tanto em condi¢fes in vitro como ex
vitro, destaca-se a micropropagacdo e a estaquia. A micropropagacdo possibilita a obtencédo
de elevado numero de plantas em um breve periodo de tempo e espaco reduzido, em
excelentes condicdes fitossanitarias (KITTO, 1997). A micropropagacdo via organogénese
direta, segundo os autores, é a técnica de maior aplicabilidade da cultura de tecidos, utilizada
frequentemente para multiplicar elevadas quantidades de plantas uniformes.

Diversos sdo os explantes utilizados na micropropagacao, os quais podem influenciar
nas respostas in vitro bem como na capacidade de regeneracdo e multiplicacdo das espécies in
vitro. Segundo Hartmann et al. (2002), as caracteristicas genéticas e epigenéticas da planta de
origem, seu condicionamento fisioldgico e o controle de patdgenos nas condicdes in vitro sdo
relevantes na otimizacdo do estabelecimento de uma cultura. Conforme Zhang et al. (2003),
um protocolo eficiente de regeneracdo envolve muitos fatores, como o tipo de meio basico de
cultura, seguido do suplemento de fitorreguladores, concentracdo de sacarose, iluminagéo,
explante, entre outros. A formulacdo do meio de cultura é essencial para o cultivo in vitro,
pois é composto por substancias necessarias para seu desenvolvimento, podendo apresentar
diferentes formulacGes de acordo com os requerimentos de cada espécie (FARIA et al., 2002).
Conforme Cid e Teixeira (2010a), quando acrescentados fitorreguladores no meio de cultura,
dentre 0s grupos existentes, auxinas e citocininas, em formas naturais ou sintéticas, sdo 0s
mais frequentemente utilizados.

Um numero expressivo de espécies vegetais micropropagadas in vitro ndo sobrevive
quando transferidas das condigdes in vitro para ambiente de casa de vegetagdo ou campo
(HAZARIKA, 2003). De acordo com Grattapaglia e Machado (1998), a maioria das espécies

cultivadas in vitro requer um processo de aclimatizagdo, o qual consiste de modificacGes
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morfolégicas, anatdmicas e fisioldgicas necessérias as plantas para que possam sobreviver e
crescer vigorosamente em um novo ambiente.

A estaquia é a técnica de propagacdo vegetativa na qual ocorre a inducdo do
enraizamento adventicio em segmentos destacados da planta mée, que, se submetidos a
condigdes favoraveis, originam uma nova planta (FACHINELLO et al., 2005). A partir desse
método, mantém-se as caracteristicas desejaveis da planta matriz de maneira simples e rapida,
onde se pode obter um grande nimero de mudas com baixo custo, tendo como fatores que
interferem, a posicdo da estaca no ramo, o grau de lignificacdo, a quantidade de reservas, a
diferenciacdo dos tecidos e o tipo de substrato (HARTMANN et al., 2002).
Outros fatores também afetam o enraizamento, entre eles, época de coleta, condicbes
fisioldgicas da planta matriz, potencial genético de enraizamento, balan¢o hormonal, oxidago
de compostos fenolicos, temperatura, luz e umidade (FACHINELLO et al., 2005).

Dentre os reguladores de crescimento, os mais efetivos para o enraizamento de estacas
sdo as auxinas, sendo utilizado principalmente o acido indolilbutirico (AIB) (DE KLERK et
al., 1999; MOMENTE et al., 2001; BIASI, 2002), devido a sua propriedade fotoestavel, de
acao localizada e menos sensivel a degradacdo bioldgica, quando comparado as demais
auxinas (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Tendo em vista a escassez de pesquisas sobre a propagacdo vegetativa in vitro ou ex
vitro para a espécie S. chilensis (CORREIA et al., 1998; MOMENTE et al., 2001), o objetivo
do trabalho foi estabelecer um protocolo de micropropagacédo e estaquia de ramos aéreos e

rizomas subterraneos para a espécie.

3.2 Material e métodos

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais
pertencente ao Departamento de Biologia, do Centro de Ciéncias Naturais e Exatas da

Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria - RS.

3.2.1 Experimento | - Micropropagacao
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3.2.1.1 Material vegetal — cultivo e coleta

Plantas provenientes de uma populacéo de terreno baldio localizado no bairro Camobi,
em Santa Maria/RS foram retiradas em condic¢Ges de senescéncia (inverno), apos seu periodo
de frutificacdo, cultivadas em potes de polietileno (3500 mL) com substrato Plantmax® +
solo do local de coleta (2:1), em casa de vegetagéo climatizada a 25 £ 2°C — campus (UFSM).
Neste local, se propagaram por rizomas, recebendo irrigacdo diaria, acrescida de solucédo
nutritiva MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) 20% a cada 15 dias e aplicacdo de
Carbendazim 500 mg L™, na concentracdo de 0,25 mg L™ a cada 20 dias, por um periodo de
dois meses, quando entdo, ramos aéreos de + 20 cm contendo 0s segmentos apicais e nodais

foram coletados de brotagdes jovens.

3.2.1.2 Assepsia e estabelecimento in vitro dos explantes

Os ramos foram lavados em &gua corrente por aproximadamente dois minutos,
transferidos para um recipiente contendo um litro de agua destilada acrescido de 10 gotas de
hipoclorito de sodio (NaClO) 11% por dois minutos e em seguida passaram por enxague em
agua destilada. Apos, em camara de fluxo laminar, fez-se a assepsia com etanol 70% por 30
segundos, seguida de hipoclorito de soédio 1,0% durante cinco minutos e trés lavagens em
agua destilada e esterilizada. Dos ramos foram retirados os segmentos apical e nodal com
cerca de 1 cm e inoculados em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio nutritivo MS 100%,
acrescido das combinag®es 0,0 + 0,0 e 2,0 + 0,2 mg L™ de BAP e ANA, respectivamente, 30
g L™ de sacarose e 6 g L™ de 4gar. O meio MS, apés ser preparado, teve seu pH ajustado a
5,8 £ 2 e passou por autoclavagem a 120°C, 1,5 atm durante 20 minutos. Logo em seguida,
foi acrescentado 1 g L™ de carvéo ativado a esse meio.

Os tubos contendo os explantes foram fechados com folha de papel aluminio e filme
plastico PVC, permaneceram em sala de crescimento a 25 + 2°C, sob escuro continuo durante
cinco dias e ap6s foram transferidos para sala de crescimento a 25 + 2°C com fotoperiodo de
16 horas (R.F.A. de ~36 pumol m? s). O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, sendo os tratamentos arranjados em esquema fatorial 2x2 (explantes

apical e nodal e auséncia ou presenca dos fitorreguladores), totalizando quatro tratamentos
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compostos por seis repeticdes, sendo cada repeti¢do constituida por 25 frascos, contendo um
explante cada.

Aos 40 dias apds a inoculacdo foram avaliadas as seguintes varidveis: porcentagem de
plantas completas estabelecidas, numero de brotos, nimero de folhas, nimero de raizes,

comprimento da maior raiz (cm), altura (cm), massa fresca total (g) e oxidacéo (%).

3.2.1.3 Aclimatizacéo

Ap06s 40 dias de cultivo in vitro, as plantas completas micropropagadas tiveram suas
raizes lavadas em agua destilada para remover o meio nutritivo e foram transferidas para
copos plasticos (400 mL) com substrato Plantmax® + vermiculita na proporcdo 2:1
(autoclavado duas vezes durante 50 minutos antes da utilizagcdo, com intervalo de 24 horas) e
cobertos por um copo transparente com quatro perfuracbes na base. As plantas foram
mantidas em sala de crescimento a 25 + 2°C com fotoperiodo de 16 horas (R.F.A. de ~36
umol m? s™?), recebendo irrigacéo diaria com agua destilada. Na medida em que as plantas
cresciam essas perfuracbes aumentavam, até que, aos 50 dias os copos foram totalmente
removidos.

Ao final da aclimatizacdo (120 dias de cultivo) foi avaliada a sobrevivéncia (%), o
namero de brotos, nimero de folhas, altura (cm), comprimento da maior raiz (cm), massa
fresca da parte aérea e das raizes (g), massa seca das raizes (g) e area foliar (cm?). A massa
seca foi obtida utilizando estufa com fluxo de ar forcado a uma temperatura de 60°C até massa
constante, e posteriormente seguiu-se a pesagem em balanca semi-analitica. A area foliar foi
determinada usando o integrador de area foliar portatil modelo AM 300 (ADC BioScientific,

Inglaterra).

3.2.2 Experimento 1l e 11l — Estaquia

3.2.2.1 Coleta e assepsia do material vegetal
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Ramos aéreos (Experimento IlI) e rizomas subterrdneos (Experimento I1l) foram
coletados de plantas oriundas de uma populacdo de terreno baldio, localizado no bairro
Camobi, em Santa Maria/RS. A coleta foi realizada no verdo, antes do florescimento da
espécie. As plantas matrizes foram pré-selecionadas no campo e dessas foram retirados ramos
de = 50 a 80 cm de comprimento (Experimento 1) e a planta completa contendo as estacas de
rizomas (Experimento I1). Primeiramente, o0 material vegetal foi lavado em &gua corrente por
aproximadamente dois minutos e apos, lavado em agua destilada. Como estacas (+ 10 cm de
comprimento) foram utilizadas as por¢des apical, mediana e basal dos ramos aéreos, cada uma
com um par de folhas e rizomas subterraneos contendo em torno de 10 gemas, a partir da base
da raiz. Apds, foram imersos em um litro de solucdo de &gua destilada contendo 10 gotas de
hipoclorito de sodio (NaClO) 11%, finalizando com enxégue em &gua destilada.

3.2.2.2 Procedimentos experimentais

Experimento 1l — As estacas de ramos aéreos foram postas em frascos de vidro (300
mL) envoltos por papel pardo e cobertos por papel aluminio, cada um contendo 250 mL de
substrato com quatro estacas, mantidos em sala de crescimento a 25 + 2°C com fotoperiodo de
16 horas (R.F.A. de ~36 umol m™ s™). Utilizaram-se dois substratos: agua destilada e solugo
nutritiva contendo 20% dos sais de MS, testando-se duas doses do fitorregulador AIB: (0,0 e
5,0 mg L™). Para desinfeccdo dos tecidos, nos dois substratos foi acrescido 0,5 mg L™ de
fungicida Carbendazim 500 mg L™ e o pH foi ajustado a 5,8 + 2 utilizando HCI ou NaOH.
Depois de transcorridos sete dias, foi realizada a substituicdo do meio liquido de todos os
tratamentos pelos mesmos constituintes, a fim de renovar a oxigenacdo e manter o pH
ajustado, apenas sendo retirado o fitorregulador AIB dos substratos que o possuiam. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, sendo os tratamentos arranjados
em um trifatorial 3 x 2 x 2 (trés tipos de estacas x dois tipos de substratos X duas
concentragOes de AIB), totalizando 12 tratamentos, com trés repetices cada tratamento e oito
estacas por repeticao.

Ao término do experimento (50 dias), foi determinado o enraizamento (%), 0 niUmero
de folhas, brotos novos e raizes, comprimento da maior raiz (cm), oxidacdo (%) e

sobrevivéncia (%) das estacas.
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Experimento 111 — As estacas de rizomas ficaram totalmente imersas por seis horas em
4gua destilada com 0, 600 e 1200 mg L™ do fitorregulador AIB e entdo, dispostas
horizontalmente em bandejas de polipropileno, com volume de 1600 mL (quatro estacas por
bandeja), testando-se os substratos Plantmax®, areia e vermiculita, ambas com granulometria
meédia. Os substratos foram autoclavados a 120°C, 1,5 atm durante 50 minutos duas vezes
(intervalo de 24 horas entre as autoclavagens), sendo o substrato areia, lavado e peneirado,
antes da autoclavagem. As unidades experimentais foram mantidas em sala de crescimento a
25 + 2°C com fotoperiodo de 16 horas (R.F.A. de ~36 umol m™? s™) e as estacas irrigadas com
agua destilada quatro vezes por semana. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, testando-se nove tratamentos arranjados em um bifatorial 3 x 3
(substratos e doses de AIB), com trés repeticdes por tratamento e quatro estacas por repeticéo.

Aos 90 dias de cultivo foi determinado o enraizamento (%), nimero de brotos, folhas e
raizes, altura (cm), comprimento da maior raiz (cm), massa fresca da folha, caule e sistema
radicular (g), massa seca do caule e sistema radicular (g) e area foliar (cm?). A obtencéo da

massa seca e area foliar ocorreu conforme a metodologia descrita na micropropagacao.

3.2.3 Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), sendo transformados
quando necessario. A analise de comparacao de médias foi através do teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro, utilizando-se o software SOC (EMBRAPA, 1997).

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Experimento | — Micropropagacao

O resumo da anélise de variancia (Tabela 1) aponta que para as variaveis raizes e
oxidacdo houve interacdo entre os tipos de explantes e a auséncia ou presenca de

fitorreguladores. Para as demais variaveis, ndo ocorreu interacdo, tendo efeito principal dos
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dois fatores ou apenas de um deles. Diante disso, as anélises complementares foram realizadas

de modo a contemplar essas ocorréncias.

Tabela 1- Resumo da andlise de variancia para o estabelecimento in vitro (E), nimero de
brotos (B), niumero de folhas (F), nimero de raizes (R), altura (A), comprimento da raiz
principal (CRP), massa fresca total (MFT) e oxidagéo (O) nos tipos de explante apical e nodal
(TE) e auséncia ou presenca (2,0 + 0,2 mg L™) dos fitorreguladores benzilaminopurina e
acido naftaleno acetico, respectivamente (F), utilizando-se quatro tratamentos, cada um
composto por seis repeticdes, constituidas de 25 frascos cada. Santa Maria — RS (2012).

Quadrado Médio

FV  GL E B F R A CRP  MFT @)

TE 1 322666™ 2232° 78916 0,010™ 0,527™ 0,021™ 0,000™ 352,666
F 1 9282,666 10,613" 350,829" 0,648 23,206° 29,313" 0,064 937,500
TExF 1 66,666"™ 0,135™ 5005™ 0,047 0,071™ 0,987™ 0,002™ 32,666
R 20 116266 0,080 2,994 0010 0,344 0,707 0,001 4,350

CV (%) 36,346 26,631 28,904 9,013 45276 52,126 47,407 22,148

"~ F significativo a 5% de probabilidade de erro, ns - F ndo significativo a 5% de probabilidade de erro, FV:
Fonte de variacdo, R: Residuo.

Na Tabela 2 sdo demonstradas as médias das variaveis de crescimento, na qual pode
ser observada a porcentagem de plantas estabelecidas significativamente superior (49,33%)
quando utilizada a combinacdo 2,0 mg L™ de BAP e 0,2 mg L™ de ANA em relacio a
obtencdo de 10% de planta completa no meio sem a presenca de fitorreguladores. Os
explantes ndo influenciaram nesse percentual, apresentando 26 e 33,33% de estabelecimento,
respectivamente em explantes apicais e nodais, ndo diferindo estatisticamente entre si. Houve
um favorecimento do meio contendo a combinacéo dos fitorreguladores, no estabelecimento
in vitro desta espécie, mostrando a insuficiéncia do balanco hormonal enddgeno em
proporcionar bons resultados na propagacdo in vitro de S. chilensis. Resultados similares
foram encontrados por Flores et al. (1998), os quais constataram 0S percentuais mais
satisfatorios de regeneracdo de espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart., Celastraceae),
utilizando BAP, independente do tipo de explante, sendo encontrado 42% de regeneracdo dos
segmentos nodais e 37% dos apicais. Arrigoni-Blank et al. (2011) obtiveram 100% de



55

regeneracdo das plantas de Pogostemon cablin (Lamiaceae) com o uso de 1,0 mg L™ de
cinetinae 0,5a1,0 mg L™ de AlA.

O segmento nodal apresentou médias superiores de brotos (1,37) e folhas (7,80), ndo
diferindo nas demais variaveis de crescimento avaliadas, embora apresente numeros
superiores em todas elas, com excecdo para massa fresca total (Tabela 2). Diante disso,
embora ndo tenha se destacado com unanimidade, o explante nodal apresentou resultados
mais favoraveis para a propagacéo in vitro de S. chilensis. O crescimento das gemas axilares
presentes nos segmentos nodais deve-se, provavelmente, a relacdo citocinina/auxina.
Resultados similares foram encontrados por Pinto et al. (1994) estudando kielmeyera coriacea
(Clusiaceae), os quais constataram que o segmento nodal foi o que apresentou a maior
producdo média de brotacdes, com a utilizacéo de até 2,0 mg L™ de BAP, da mesma maneira
que Flores et al. (2006) encontraram para a espécie Pfaffia tuberosa (Amaranthaceae) uma
maior taxa de multiplicacdo in vitro a partir de segmentos nodais quando comparada a dos
explantes apicais. A emissdo inferior de brotos dos segmentos apicais em relacdo aos nodais
ocorreu possivelmente em funcdo da dominancia da gema apical regulada pelo hormonio
vegetal auxina, no segmento apical. Essa dominancia do apice torna dificil o desenvolvimento

de novos ramos ou brotos das gemas laterais (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Tabela 2 — Plantas completas estabelecidas in vitro e varidveis de crescimento obtidas a partir
de dois tipos de explantes, submetidos a auséncia ou presenca dos fitorreguladores
benzilaminopurina (BAP) e &cido naftaleno acético (ANA), utilizando-se quatro tratamentos,
cada um composto por seis repeticdes, constituidas de 25 frascos cada. Santa Maria — RS
(2012).

Tipo de explante Fitorreguladores

Variaveis mg L
Apical Nodal 0,0 BAP +0,0 ANA 2,0 BAP + 0,2 ANA
Plantas estabelecidas (%) 26,00a 33,33a 10,00 b 49,33 a
Brotos (n°) 0,76 b 1,37 a 0,40Db 1,73 a
Folhas (n°) 417b 7,80a 2,16 b 98la
Massa fresca total (g) 0,07a 0,07a 0,02 b 0,12 a
Comprimentodaraiz g, 1644 0,50 b 271a

principal (cm)

Altura (cm) 114a 144a 0,31b 2,28 a
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“Médias seguidas pela mesma letra para cada fator na linha ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

A combinagéo de 2,0 mg L™ de BAP e 0,2 mg L™ de ANA favoreceu o crescimento e
desenvolvimento dos explantes desta espécie, diferindo da auséncia de fitorregulador, em
todas as varidveis avaliadas (Tabela 2). A auséncia desses fitorreguladores no meio de cultura
proporcionou insuficiente crescimento dos pardmetros avaliados, o qual ocorreu
provavelmente devido as citocininas e auxinas inerentes ao proprio explante. Muitos estudos
tem encontrado na citocinina Benzilaminopurina (BAP), elevada eficacia na indugdo e
desenvolvimento de brotos (SOUZA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011; LI et al., 2012;
LIMA et al., 2012), vérios deles obtiveram bons resultados utilizando combinac6es entre BAP
e ANA, como o de Li et al. (2012), os quais constataram que a citocinina BAP foi
significativamente eficaz para a proliferacdo de Solidago canadensis L., com a exigéncia da
razdo citocinina: auxina alta favoravel a inducdo de brotacGes a partir de segmentos nodais,
sendo a combinagdo de 1,0 mg L™ BAP e 0,1 mg L™ de ANA acrescentada ao meio MS, a
ideal para a multiplicacdo de mudas a partir de explantes nodais. Lima et al. (2012) também
constatou que para a micropropagacdo da espécie Orthophytum mucugense (Bromeliaceae) o
meio que proporcionou os melhores resultados foi MSY2 suplementado com 2,22 mM de BAP
e 0,65 mM de ANA.

Para a variavel numero de raizes, ndo houve diferenca estatistica entre os explantes
apical e nodal cultivados em meio contendo ou ndo BAP e ANA (Tabela 3), porém, a
combinacdo dos fitorreguladores (2,0 mg L* BAP + 02 mg L* ANA) contribuiu
significativamente para que os explantes apical e nodal formassem ndmeros superiores de
raizes, 2,56 e 2,10, respectivamente. O enraizamento adventicio envolve a conjugacdo de
auxinas endogenas e exdgenas, por isso quando a espécie possui uma concentracdo interna
adequada de &cido indol acético (AlA), a conjugacao com fitorreguladores como ANA ou
AIB, por determinados periodos, entre dez e vinte dias, aproximadamente, é suficiente para
induzir a formacéo de raiz in vitro (SOUZA et al., 2011). Em varios estudos, a utilizagdo de
auxina foi fundamental na formacdo de raizes pelos explantes (RADMANN et al., 2002;
BERTONI et al., 2006; SOUZA et al., 2011). Conforme Grattapaglia e Machado (1998), as
auxinas podem ser adicionadas sozinhas ou em combinagdo com outro regulador de
crescimento, sendo o tipo e a concentracdo empregada, os fatores que mais influenciam o

processo. Para Souza e Pereira (2007) a associacdo de auxinas e citocininas pode favorecer o
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enraizamento de algumas espécies. Segundo os autores, além dos fitorreguladores, fatores
como genétipo da planta matriz, juvenilidade e substancias como carvdo ativado
acrescentadas aos meios de cultura estdo relacionados ao enraizamento de plantas cultivadas

in vitro.

Tabela 3 — Numero de raizes e porcentagem de oxidacdo em segmentos apicais e nodais de
ramos aéreos de Solidago chilensis, cultivados em meio MS completo (Murashige e Skoog,
1962), acrescido ou ndo da combinacdo dos fitorreguladores BAP (benzilaminopurina) e
ANA (4cido naftaleno acético). Os fatores constituiram quatro tratamentos, cada um com seis
repeticdes, constituidas de 25 frascos cada. Santa Maria — RS (2012).

Fitorreguladores (mg L™)

Tipo de explante 0,0 BAP + 0,0 ANA 2,0 BAP + 0,2 ANA
Raizes (n°)
Apical 0,12 aB” 2,56 aA
Nodal 0,61 aB 2,10 aA
Oxidacéo (%)
Apical 20,66 aA 583aB
Nodal 10,66 bA 0,50 bB

“Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade de erro.

O percentual de oxidacdo mais elevado ocorreu nos explantes apicais (20,66%) tanto
na auséncia como na presenca dos fitorreguladores (Tabela 3). O fato de a oxidacao ter sido
mais elevada no explante apical possivelmente ocorreu por esse apresentar maior
sensibilidade aos danos fisicos durante o seccionamento dos explantes. O corte do explante
com bisturi desencadeia a oxidacao fendlica na cultura de tecidos in vitro (CID; TEIXEIRA,
2010b). E comum para algumas espécies que as células danificadas pelo corte ocasionem a
liberacdo de compostos fenolicos, difundindo-se rapidamente pelo meio de cultura, sendo
toxicos ao explante (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

A oxidagdo fenolica dificulta o estabelecimento do cultivo in vitro, podendo
comprometer ou inviabilizar o desenvolvimento do explante de varias espécies. Portanto,
como maneira de diminuir essa oxidacdo nos explantes de S. chilensis, foi utilizado carvéo
ativado no meio de cultivo de todos os tratamentos (Figura 1), o qual é indicado como

material adsorvente dos compostos fendlicos no meio de cultura (HARTMANN et al., 2002;
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CID; TEIXEIRA, 2010b). Foi constatada uma reducéo significativa na taxa de oxidag&o nos
tratamentos contendo os fitorreguladores BAP e ANA, sendo observado beneficios do
balango hormonal entre esses fitorreguladores ou possivelmente em combinagcdo com outros
fitohormonios enddgenos e até mesmo com o carvéo ativado e outras substancias do meio de
cultivo, ocasionando mecanismos atuantes no controle da oxidag&o.

O sucesso do estabelecimento de um protocolo eficiente para a micropropagagéo de
plantas depende da sobrevivéncia e desempenho das mesmas, quando submetidas as
condicdes ex vitro. Para que isso ocorra, € importante e preferivel que as plantas estabelecidas
in vitro estejam com satisfatoria formacdo de parte aérea, elevado numero de raizes e

caracteristicas fisiologicas favoraveis.

Figura 1 — Plantas de Solidago chilensis cultivadas em meio MS completo, suplementado com 0,0 + 0,0 mg L™ e
2,0 + 0,2 mg L™ de benzilaminopurina (BAP) e &cido naftaleno acético (ANA), respectivamente, 30 g L™ de
sacarose, 6 g L™ de 4gar e 1 g L™ de carvdo ativado, e mantidas em sala de crescimento a 25 + 2°C com
fotoperiodo de 16 horas (R.F.A. de ~36 umol m?s™).

As plantas estabelecidas in vitro de Solidago chilensis foram transferidas para
recipientes contendo substrato Plantmax® + vermiculita (granulometria média) na propor¢do
2:1, mantendo-se a origem. A parte superior inicialmente foi mantida fechada por copos de
polietileno transparentes, sendo gradativamente abertos, expondo as plantas ao ambiente
externo ou ex vitro (Figura 2 a e b). Apds 120 dias de cultivo, observa-se na Tabela 4 que as
mesmas apresentaram percentuais de sobrevivéncia de 12,5; 27,8; 26,3 e 37,2%,
respectivamente nas plantas oriundas dos tratamentos 1, 2, 3 e 4, ndo diferindo entre si.

Entretanto, as plantas estabelecidas in vitro a partir de segmentos nodais cultivados em meio
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de cultura contendo 2,0 mg L™ BAP + 0,2 mg L™ ANA (T4) tiveram um percentual de
sobrevivéncia trés vezes maior do que as plantas oriundas de segmentos apicais e sem
fitorreguladores (T1). Mesmo nas plantas de origem no T4, a sobrevivéncia pode ser
considerada baixa, concordando com Grattapaglia e Machado (1998), os quais comentam que
a aclimatizacdo das plantas na micropropagacdo € a fase mais critica e representa em alguns
casos, um fator limitante desse processo, devido a baixa sobrevivéncia das espécies apos esta

transicdo das condicOes in vitro para ex vitro.

Tabela 4 - Médias das varidveis sobrevivéncia e crescimento das plantas obtidas in vitro e
cultivadas em substrato Plantmax® + vermiculita na proporcéo 2:1, mantendo-se a origem das
mesmas. Santa Maria — RS (2012).

Variaveis T1 T2 T3 T4 CV (%)

Sobrevivéncia (%) 12500a  27.777a 26320 a 372433 35479

Brotos (n°) 0.250 a 0.250 a 0315a 0481a 82710

Folhas (n°) 98332 9.291 a 92232 11666a 60707

Comprimento damaior g5 4,083 a 4281 a 6.566 a 81.117
raiz (cm)

Altura (cm) 5187 a 5011 a 6.569 a 10526a 76431

Avrea foliar (cm?) 66,175 a 38,991 a 44121 a 54,323 a 52,053

Massa frescadaparte o0y o 0458 a 0,664 a 1,249 a 83.121
aérea (Q)

Massa fres(‘;% dasraizes ) 17g 0,096 a 0176 a 0209a 83,093

Massa Se‘ig)das ralizes  9009a 0,008 a 0,020 a 1383a 21,036

“Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
Tratamentos:

T1: segmentos apicais livres de BAP e ANA

T2: segmentos nodais livres de BAP e ANA

T3: segmentos apicais + 2,0 mg L* BAP + 0,2 mg L ANA

T4: segmentos nodais + 2,0 mg L' BAP + 0,2 mg L™ ANA

Na etapa in vitro, as plantas desenvolvem-se sob condicbes controladas, em ambientes
fechados que dificultam as trocas gasosas, com baixa densidade de fluxo de fotons e em
presenca de agticar como fonte de carbono e energia (POSPISILOVA et al., 1999). De acordo
com Barboza et al. (2006), uma planta, embora aparentemente saudavel in vitro, apresenta

deficiéncias anatdbmicas que dificultam o controle da transpiracdo, induzindo a uma rapida
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perda de agua. O estresse hidrico das plantas é geralmente uma dificuldade frequente durante
0 processo de aclimatizagdo. Silva et al. (2003b) também apontaram que fatores como o
gendtipo, estresse luminoso, tipo de substrato, qualidade das raizes formadas in vitro, estresse
hidrico, alteracdo do metabolismo heterotrofico (in vitro) para autotréfico, infecgdo por
patégenos, além das possiveis variacbes de temperatura influenciam no processo de
aclimatizacdo. Para Pasqual (2001) deve-se favorecer para as plantas in vitro a iniciacdo de

um mecanismo mixotrofico, intermediario entre os mecanismos heterotroficos e autotroficos.

Figura 2 — Aclimatizacdo de plantas micropropagadas de Solidago chilensis, oriundas de segmentos apicais e
nodais cultivados em meio MS completo (Murashige e Skoog, 1962), acrescido ou ndo da combinacdo de
fitorreguladores (2,0 mg L™ BAP + 0,2 mg L™ ANA), transferidas para substrato Plantmax® + vermiculita
(granulometria média) na proporcdo 2:1, mantendo-se a origem dos tratamentos e cultivadas em sala de
crescimento a 25 * 2°C, com fotoperiodo de 16 horas (R.F.A. de ~36 umol m? s™). a) Inicio do periodo de
aclimatizacdo (2% semana); b) Final do periodo de aclimatizagdo (122 semana).

A espécie em estudo e o substrato usado na fase de aclimatizacdo parecem ter papel
importante na sobrevivéncia das plantas propagadas in vitro. Ap0s quatro semanas de
transplantio, plantas de Solidago canadensis apresentaram 100% de sobrevivéncia em
substrato composto por solo esterilizado, turfa e vermiculita na proporcéo de 1:1:1 (LI et al.,
2012). Souza et al. (2007), em estudo com Lychnophora pinaster (Asteraceae), obtiveram
100% de sobrevivéncia das plantas cultivadas em solo nativo retirado do local de ocorréncia
da espécie; aproximadamente 80% sobreviveram em substrato contendo solo natural e
Plantmax® (1:1) e ndo houve sobrevivéncia em substrato com apenas Plantmax®. Entretanto,
para Tournefortia cf paniculata (Boraginaceae), a utilizacdo de substrato comercial
Plantmax® resultou em 100% de sobrevivéncia das plantas aclimatizadas (BERTOLUCCI et
al., 2000).
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Os tratamentos in vitro também podem refletir na capacidade das plantas suportarem
as mudancas de ambiente. No presente estudo, os tratamentos testados in vitro nao
promoveram efeitos diferenciais nas avaliagdes de crescimento e desenvolvimento das plantas
de S. chilensis regeneradas in vitro (Tabela 4). Embora as médias das variaveis ndo tenham
diferido estatisticamente, observa-se que as plantas obtidas a partir de segmentos nodais
cultivados em meio de cultura contendo 2,0 mg L™ BAP + 0,2 mg L™ ANA (T4) apresentaram
0s maiores valores dos pardmetros de crescimento da parte aérea e sistema radicular. Nesse
tratamento, as medias mais altas foram 11,66 folhas, 10,52 cm de altura; 1,38 e 1,24 g de
massa fresca da parte aérea e raizes, respectivamente e 0,20 g de massa seca das raizes.

O uso de citocinina e auxina no meio de cultura também favoreceu o maior nimero de
raizes em plantas oriundas de segmento apical ou nodal cultivados in vitro (Tabela 3), o que
possivelmente explique a maior porcentagem de sobrevivéncia destas plantas (embora nédo
tenha diferido estatisticamente dos demais tratamentos), conforme discutido anteriormente.
Alguns autores tém constatado que o éxito da fase de aclimatizacdo esta diretamente
relacionado as plantas que apresentam raizes bem desenvolvidas in vitro (ANDRADE et al.,
2000; GONCALVES et al., 2010). Independente do tipo de explante (segmento apical ou
nodal) e presenca ou auséncia no meio de cultura da combinacdo de citocinina e auxina, as
plantas regeneradas ndo diferiram quanto a area foliar, ficando estes valores entre 38,99 a
66,18 cm? (Tabela 4).

3.3.2 Experimento Il - Estaquia de ramos aéreos

Verificou-se pelo resumo da anélise de variancia (Tabela 5) que para o percentual de
enraizamento, nimero de raizes, comprimento da raiz principal e folhas, houve interacédo
tripla entre o substrato, fitorregulador e tipo de estaca, ja para 0 nimero de brotos e percentual
de sobrevivéncia houve interagdo entre o substrato e tipo de estaca. Diante disso, as analises
complementares para essas varidveis foram realizadas de modo a contemplar as interacbes
existentes. Para a variavel oxidacdo, ndo ocorreu nenhuma interacdo, por isso, as analises
foram realizadas para o efeito principal de cada fator.

Conforme a Tabela 6, dentre as por¢des do ramo utilizadas no estudo, os melhores
resultados para o percentual de enraizamento, nimero de raizes e comprimento da maior raiz,

foram das estacas medianas com 29,17%, 2,83 e 0,62 cm e basais com 25%, 1,54 e 0,50 cm,
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respectivamente, submetidas ao substrato 4gua e presenca de 5,0 mg L™ de AIB, diferindo
significativamente da estaca apical. O maior enraizamento de estacas oriundas das porcoes
medianas e basais do ramo pode estar provavelmente, relacionado a concentracdo mais
elevada de carboidratos presente nessas porces (NICOLOSO et al., 1999). No estudo de
Maia et al. (2008), com a espécie Hyptis suaveolens (L.) Poit. (Lamiaceae) as estacas que
apresentaram maior comprimento de raizes também foram as medianas (26,4 cm), superiores
as basais (20,9 cm) e as apicais (22,7 cm). Porém, Momenté et al. (2001), em estudo com S.
chilensis, obtiveram os resultados mais satisfatérios para o enraizamento e também parte
aérea, com estacas apicais imersas por uma hora em solucdo aquosa de 250 ppm do

fitorregulador AIB.

Tabela 5- Resumo da anélise de varidncia para porcentagem de enraizamento (E), nmero de
raizes (R), comprimento da raiz principal (CRP), nimero de brotos (B), numero de folhas (F),
porcentagem de oxidacdo (O) e porcentagem de sobrevivéncia (S) nos substratos agua e MS
20% (S), 0,0 ou 5,0 mg L™ do fitorregulador &cido indol butirico (F) e tipo de estaca apical,
mediana e basal (TE), totalizando 12 tratamentos, cada um composto por trés repeticoes,
constituidas de oito estacas cada. Santa Maria — RS (2012).

Quadrado Médio

FV GL E R CRP B F @) S

S 1 24,026° 0,771° 0,109 0,308" 2,070° 9,600°  11736,111"
F 1 15,488 0,723° 0,092° 0,017 0,857 13,039  850,694"
T 2 6,342 0,234" 0,028" 0,095 0,603 137,506° 15742,187"
SxF 1 15,488 0,723° 0,092° 0,017™ 0,857 4,975™  156,250"
SxT 2 6,342° 0,234 0,028° 0,095 0,603 3,352™  3259,548"
FxT 2 3,938° 0,213° 0,023° 0,006"™ 0,214° 3367™  264,756™
SXFxT 2 3,938° 0,213° 0,023° 0,006"™ 0,214~ 4471™  507,812"™
Residuo 24 3,938 0,042 0,004 0014 0048 1,702 203,993
CV (%) 48,767 24,089 8449 15093 23,210 28,314 34,278

“- F significativo a 5% de probabilidade de erro, ns - F néo significativo a 5% de probabilidade de erro, FV:
Fonte de variacéo.

Na Tabela 6 também pode ser observado que a porcentagem de enraizamento, nimero
de raizes e comprimento da maior raiz apresentaram valores significativamente superiores na

presenca de 5,0 mg L™ do fitorregulador AIB em substrato a4gua para estacas medianas e
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basais. A ocorréncia de um enraizamento mais satisfatorio para esta espécie remete a
necessidade de estimulos externos, no caso, o AIB, fitorregulador mais utilizado no
enraizamento de estacas (HOFFMANN et al., 1996; DE KLERK et al., 1999; MOMENTE et
al., 2001; BIASI, 2002). Embora tenha ocorrido a formacdo de raizes na auséncia de
fitorregulador (substrato 4gua + estacas medianas) (Tabela 6), segundo De Klerk et al. (1999)
a aplicacdo desse regulador aumenta o numero de raizes por estacas, embora ocorra a
regeneracdo de raizes sem a necessidade de auxina exdgena, em algumas espécies. A
concentracdo hormonal necessaria varia para cada espécie e o tipo de fitorregulador apresenta
resposta diferente devido as raizes serem muito sensiveis a essas substancias (HARTMANN
et al., 2002).

Em relacdo ao numero de folhas, as estacas medianas e basais ndo diferiram entre si,
com as médias de 4,00 e 2,45, respectivamente e sim da apical (0,00) no substrato agua e
auséncia de AIB (Tabela 6). A formacdo de folhas nas estacas apresentou comportamento
distinto ao enraizamento, pois a auséncia de fitorregulador é que proporcionou ndmeros

significativamente elevados de folhas nas estacas medianas e basais.

Tabela 6 — Porcentagem de enraizamento (E), numero de raizes (R) comprimento da maior
raiz em cm (CMR) e namero de folhas (F) em estacas de ramos aéreos de Solidago chilensis
para 0 substrato dgua na auséncia ou presenca de fitorregulador acido indol butirico (AIB).
Santa Maria — RS (2012).

_ Agua Agua
Tipo de estaca ; :
0,0mg L~ AIB 50mg L™ AIB
E R CMR F E R CMR F

Apical 0,00 aA” 0,00 aA 0,00aA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 aA
Mediana 417aB 0,04aB 0,04aB 2,45aA 29,17aA 2,83aA 0,62aA 0,16 aB
Basal 0,00aB 0,00aB 0,00aB 4,00aA 25,00aA 1,54aA 050aA 0,87 aB

“Médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna indicam comparacao entre tipo de estaca no substrato
com a auséncia ou presenca de fitorregulador, enquanto que letras maitsculas na linha indicam comparacéo entre
auséncia e presenca de fitorregulador dentro do substrato e tipo de estaca. Teste de Tukey a 5% de probabilidade
de erro.

Foi verificado que as estacas quando submetidas ao substrato MS 20% na auséncia ou
presenca de fitorregulador, ndo formaram raizes e novas folhas (Tabela 6), nem brotos

(Tabela 7) mostrando-se inadequado para a estaquia desta espécie, sendo constatado que para
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quaisquer das varidveis analisadas, a mesma respondeu positivamente ao substrato agua. I1sso
remete a possibilidade de as substancias presentes na solugdo nutritiva terem ocasionado
toxidez aos tecidos caulinares. Em estudo com as espécies Psychotria umbellata e leiocarpa
(Rubiaceae), Paranhos (2003) utilizou solugdo nutritiva MS 20% no enraizamento de estacas
apicais, cultivadas em sala de crescimento em fotoperiodo de 16 horas, obtendo 40% de
enraizamento na presenca de 10 mg L™ de AIB e 53% de sobrevivéncia, indicando que as
respostas dependem das espécies em estudo.

Na Tabela 7 pode-se constatar em relacdo a formacéo de brotos, que a estaca basal
apresentou 0 numero mais elevado (0,68), ndo diferindo da mediana (0,33) e sim da apical
(0,00), no substrato agua. Ja os trés tipos de estacas quando submetidos ao MS 20% né&o
formaram brotacGes. Bona et al. (2005) em estudo com a espécie Baccharis trimera
(Asteraceae) também obtiveram maior porcentagem de brotac6es nas estacas basais (88,3%) e
mediana (84,9%). O menor numero de brotos das estacas apicais pode ter ocorrido devido a
maior relacdo auxina/citocinina no &pice dos ramos, promovendo a dominancia apical em
detrimento do crescimento de gemas axilares. Assim, a remoc¢ao do apice caulinar por ocasiao
do corte das estacas, resultou no crescimento de uma ou mais gemas laterais, explicando a

maior brotacdo nas estacas medianas e basais (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Tabela 7 - Médias do nimero de brotos e porcentagem de sobrevivéncia das estacas de
Solidago chilensis para o tipo de estaca e cada um dos substratos. Santa Maria — RS (2012).

Substrato
Tipo de estaca Agua MS 20%
Brotos Sobrevivéncia Brotos Sobrevivéncia
Apical 0,00b A" 0,00c A 0,00a A 0,00c A
Mediana 0,33ab A 81,25b A 0,00aA 3750aB
Basal 0,68a A 9791a A 0,00a A 33,33bB

“Médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e maitiscula na linha ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Estacas basais enraizadas em &gua tiveram porcentagem de sobrevivéncia
significativamente superior as medianas (97,91%) e inferior a essas em MS 20% (33,33%),
sendo verificada necrose e consequente morte das estacas apicais. Conforme Nicoloso et al.

(1999) a porcdo apical do ramo possui limitagdo de reserva de nutrientes organicos e
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inorganicos em seus tecidos, sendo esta uma causa do seu baixo indice de sobrevivéncia.
Quando comparados os substratos dgua e solucdo nutritiva com 20% dos meios MS em
funcdo dos tipos de estacas, a &gua proporcionou porcentagem de sobrevivéncia superior para
ambas as porcdes do ramo, medianas e basais. Esses resultados reforcam a constatacdo de
que, dos substratos utilizados, o mais satisfatério foi a agua. Porém, quando as estacas
enraizadas foram transplantadas para substrato Plantmax® em casa de vegetacdo, néo
sobreviveram (dados ndo demonstrados).

O percentual de oxidacdo nas estacas foi mais elevado na agua, auséncia de
fitorregulador e nas estacas apicais e medianas, ndo sendo constatada oxidacdo nas basais
(Tabela 8). O fato das apicais e medianas oxidarem, possivelmente se deve a elevada
fragilidade dos tecidos aos cortes e manuseio, provavelmente pela liberacdo de compostos
fenolicos, dificultando a formacéo de raizes. Conforme Fachinello et al. (2005), os fendis, ao
entrarem em contato com o oxigénio, iniciam reacdes de oxidagdo nos tecidos, resultando em

produtos tdxicos a esses.

Tabela 8 - Médias de oxidacdo (%) das estacas de Solidago chilensis nos substratos, auséncia
ou presenca de fitorregulador &cido indol butirico (AIB) e tipo de estaca. Santa Maria — RS
(2012).

Substrato Fitorregulador Tipo de estaca
Agua MS 20% 00mgL* 50mglL™? Apical  Mediana  Basal
38,19a 23,61b 38,88 a 2291b 47,91 a 44,79 a 0,00 b

“Médias seguidas pela mesma letra para cada fator ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

Os nameros encontrados para a maioria das variaveis de crescimento estudadas foram
muito baixos, demonstrando que a dificuldade de propagar vegetativamente a espécie por esse
método pode ter ocorrido por diversos fatores, como por exemplo: substratos, doses de
fitorregulador ou genotipo da planta. Conforme Lorenzi (2008), a propagacao vegetativa por
estacas de rizomas € um metodo que pode ser utilizado com eficiéncia, devido a possibilidade

de estacas provindas da parte aérea da planta ser pouco responsivas ao enraizamento.
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3.3.3 Experimento Il1. Estaquia de rizoma subterraneo

N&o ocorreu interacéo entre os tipos de substratos e as concentracdes do fitorregulador
AIB utilizados para a estaquia por rizomas de S. chilensis. A Tabela 9 mostra o efeito dos
substratos na porcentagem de enraizamento e nos parametros de crescimento avaliados, sendo
observado que o Plantmax® diferiu dos demais (areia e vermiculita) para todas as variaveis,

exceto da areia em relacdo a porcentagem de enraizamento e nimero de brotos.

Tabela 9 — Médias das variaveis de crescimento em cada um dos substratos para a estaquia de
rizomas da espécie Solidago chilensis. Santa Maria — RS (2012).

o Substratos

Variaveis : A
Plantmax® Areia Vermiculita CV(%)
Enraizamento (%) 62,037a 43,148 ab 33,730 b 45,270
Raizes (n°) 7,551 a 2,796 b 1,186 b 14,459
Brotacoes (n°) 0,694 a 0,611 a 0,305 b 34,178
Folhas (n°) 13,416 a 3,244 b 0,577 c 11,648
Altura (cm) 13,415a 1,449 b 0,891 b 13,018
Comprimento da maior raiz (cm) 4,904 a 1,599 b 2,162 b 14,564
Massa fresca folha (g) 0,887 a 0,029 b 0,010 b 3,982
Massa fresca caule (g) 0,304 a 0,030 b 0,011 b 2,216
Massa fresca raiz (g) 0,071 a 0,007 b 0,016 b 1,027
Massa seca caule (g) 0,074 a 0,006 b 0,002 b 0,906
Massa seca raiz (g) 0,013 a 0,001 b 0,003 b 54,816
Avrea foliar (cm?) 62,400 a 1,910b 0,791 b 13,571

“Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Observa-se na Tabela 9 que a porcentagem de enraizamento das estacas foi de 62,03%
no substrato Plantmax®, o qual ndo difere da areia (43,14%), e média expressivamente
significativa de area foliar (62,40 cm?) para as estacas submetidas ao Plantmax®. Em relacdo
ao numero e massa seca de raizes, esse substrato também proporcionou médias
significativamente elevadas, 7,55 e 0,01 g, respectivamente. O Plantmax® proporcionou, de
maneira geral, o melhor desenvolvimento das estacas, seja em enraizamento ou parte aérea. A

sua superioridade provavelmente ocorreu devido a esse substrato compor uma mistura de
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diversos compostos, que combinados proporcionam melhores caracteristicas fisicas e
quimicas em relacdo aos compostos puros (KAMPF, 2000). Conforme Fachinello et al.
(2005) o substrato ¢ um dos fatores de maior influéncia na propagacdo por estaquia,
especialmente naquelas espécies com maior dificuldade de formacdo de raizes, ele deve
sustentar as estacas durante o enraizamento, mantendo sua base num ambiente Umido, escuro
e suficientemente aerado. Correia et al. (1998) também em estudo com a espécie S. chilensis,
constataram que o substrato solo do local de coleta e solo do local de coleta + areia (2:1)
foram os que apresentaram as médias mais satisfatdrias de numero de raizes por estaca (6,00 e
4,14) e massa seca foliar (0,26 e 0,15 g), respectivamente, em relacdo ao substrato areia,
também tendo destaque o solo do local de coleta para massa seca de raizes (0,09 g).

Fachinello et al. (2005) apontaram algumas vantagens e desvantagens dos substratos
solo, areia e vermiculita, utilizados no presente estudo, sendo o solo adequado para estacas
lenhosas, porém de facil disseminacdo de doencas; a areia, adequada para estacas herbaceas,
de baixo custo, porém possui pouca retencdo de agua e pode ser compactada e a vermiculita,
adequada para estacas herbaceas, de baixo peso, elevada porosidade, porém de custo elevado.

Além do substrato, diversos sdo os fatores que influenciam o enraizamento de estacas,
entre eles, o grau de lignificacdo dessas, a quantidade de reservas e a diferenciacdo dos
tecidos. A capacidade de uma estaca emitir raizes ocorre em funcdo de fatores endogenos e
exdgenos e da interacdo de tais fatores, principalmente, a translocacdo de substancias
localizadas nas gemas, onde estd o centro de producdo de substancias hormonais, que séo
translocados via floema para as diversas regides da estaca (FACHINELLO et al., 1995).

A utilizacdo do fitorregulador AIB nédo proporcionou qualquer efeito na formacgéo de
raizes para a estaquia de rizomas de Solidago chilensis. Esse fato pode estar relacionado a
concentracdo enddgena de auxinas nas estacas estar em niveis favoraveis ao enraizamento,
sendo desnecessaria a aplicacdo do fitorregulador, o que torna a propagacdo mais simples e
acessivel. As concentracGes de AIB utilizadas tiveram efeito apenas na massa fresca de raizes
(Figura 3).

Conforme a figura 3, o maior valor para esta variavel (0,05 g) ocorreu na auséncia do
fitorregulador, enquanto que as concentragdes de 600 e 1200 mg L™ tiveram efeito fitotoxico,

reduzindo a massa fresca das raizes, atingindo valores proximos de 0,01 g.
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Figura 3 - Efeito das concentragdes 0, 600 e 1200 mg L™ de 4cido indol butirico (AIB) na massa fresca de raizes
das estacas de rizomas de Solidago chilensis, cultivadas em sala de crescimento a 25 + 2°C, com fotoperiodo de
16 horas (R.F.A. de ~36 pmol m™ s™).

3.4 Conclusoes

1. A combinacdo 2,0 + 0,2 mg L™ de BAP e ANA, respectivamente, adicionada ao
meio de cultura MS completo, com 1,0 mg L™ de carvéo ativado, favorece a micropropagacéo
de S. chilensis.

2. O segmento nodal apresenta maior numero de brotos e folhas e menor percentual de
oxidacdo em relacédo ao apical.

3. O segmento nodal e 2,0 + 0,2 mg L™ de BAP e ANA proporcionam o mais elevado
percentual de sobrevivéncia das plantas estabelecidas in vitro.

4. O substrato agua proporciona 0 maximo de enraizamento para a estaquia de ramos
aéreos, além de apresentar maior formacdo de brotos, folhas, raizes e comprimento da raiz
principal, sendo desnecessaria a utilizacao de solucdo nutritiva MS 20%.

5. As estacas medianas e basais sdo vantajosas para a propagacdo vegetativa da
espécie. O enraizamento ocorre na auséncia ou presenca de AIB, porém, é significativamente
superior na presenca deste fitorregulador.

6. O substrato Plantmax® é o mais indicado para a propagacao por estacas de rizomas,

sendo o fitorregulador AIB desnecessario.



CAPITULO IV

AVALIACAO DO POTENCIAL GENOTOXICO DE Solidago chilensis
NO CICLO CELULAR DE Allium cepa E ACUMULO DE
METABOLITOS SECUNDARIOS

RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial genotéxico dos extratos de folhas
de Solidago chilensis Meyen (Asteraceae), oriundas de uma populacéo (terreno baldio) e de
trés sistemas de cultivo (casa de vegetacdo, micropropagacao e estaquia) sobre o ciclo celular
de cebola (Allium cepa L., Amaryllidaceae). Extratos aquosos de folhas apicais dessas plantas
foram preparados nas concentracdes de 5 e 20 g L™, sendo utilizada 4gua destilada como
controle negativo e glifosato 20% como controle positivo, além do flavonoide quercetina (1 g
L) e metanol (100%), totalizando 13 tratamentos, cada um composto por cinco cebolas
(repeticdes). As laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento, sendo observadas e

avaliadas 5000 células por tratamento. Em seguida, foi realizada analise estatistica usando o
teste Qui-quadrado (y®). Foram quantificados polifendis totais e flavonoides por

espectrofotometria e acido clorogénico, quercetina e rutina por Cromatografia Liquida de Alta
eficiéncia (CLAE). Os extratos em ambas as concentragdes ndo apresentaram potencial
antiproliferativo, sendo detectado potencial genotoxico dos oriundos das plantas
micropropagadas (5 e 20 g L™) e das cultivadas em casa de vegetagdo na dose de 5 g L™. O
extrato da populacdo de terreno baldio (20 g L™) ndo possui potencial antimutagénico.
Polifenodis e flavonoides estdo presentes em todos os extratos, sendo dos flavonoides
identificados o acido clorogénico e quercetina em maior concentragdo no extrato de terreno
baldio, 441,4 e 95,7 mg g, respectivamente, e rutina em concentracio semelhante em todas
0s extratos (em média 46,9 mg g*), com excecdo da ndo identificacdo de quercetina no
extrato provindo das plantas micropropagadas.

Palavras-chave: Erva lanceta. Planta medicinal. Genotoxicidade. Alteragfes cromossémicas.
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4.1 Introducéo

E vasto o nimero de espécies vegetais que apresenta potencial terapéutico e de
pessoas que fazem uso dessas propriedades medicinais. Dentre essas espécies, destacam-se as
nativas do Brasil, um pais que com a ampla diversidade vegetal que apresenta, ainda carece de
estudos que informem sobre a citotoxicidade que essas plantas podem apresentar aos seus
usuarios, os quais muitas vezes as utilizam de maneira indiscriminada, sem qualquer restricéo.
Segundo Vicentini et al. (2001), chas ou infusbes de plantas medicinais podem conter
substancias toxicas com efeitos mutagénicos aos organismos.

A espécie medicinal Solidago chilensis Meyen, conhecida popularmente como erva
lanceta ou arnica brasileira € originaria da parte meridional da América do Sul, podendo ser
encontrada na maior parte do territério brasileiro, incluindo as regibes Sul e Sudeste.
Apresenta caracteristicas subarbustivas, de aproximadamente um metro de altura, com
crescimento vigoroso em beira de estradas e terrenos baldios (LORENZI; MATOS, 2008). Na
medicina popular prevalece seu uso externo no tratamento de ferimentos, contusoes,
escoriacdes e traumatismos (CORREA, 1998). Internamente, suas folhas podem ser utilizadas
como estimulante gastrointestinal, cicatrizante e agente anti-inflamatério (ROQUE et al.,
1983), além de serem utilizadas como antifingica (FENNER et al., 2006). Em 2004, Facury
Neto et al. comprovaram efeitos significativos no tratamento de feridas em ratos.

Estudos fitoquimicos demonstrando os metabolitos secundarios presentes na parte
aérea e radicular foram realizados para S. chilensis (TORRES et al., 1987, 1989; GUNTNER
et al., 1999; DIAS, 2001; SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2005; GRIZA, 2007). Esses
metabolitos sdo compostos que, aparentemente, ndo tém funcdo direta no crescimento e
desenvolvimento das plantas, sendo muitos, utilizados como medicamentos, entre outras
aplicacBes (TAIZ; ZIEGER, 2009). O acimulo desses metabolitos é o resultado de complexas
interacdes entre biossintese, transporte, estocagem e degradacdo (WINK, 1990). Entretanto, a
maioria dos mecanismos que regulam tanto a sintese quanto a estocagem e a degradagédo
permanecem ainda desconhecidos (SIMOES et al., 2010). Cada um desses processos é
comandado por genes influenciados pelo estadio de desenvolvimento, hereditariedade e
ambiente no qual as plantas estdo se desenvolvendo (ROBBERS et al., 1996).

Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007) algumas condicbes ambientais que
possivelmente alteram a producdo e concentragdo dos metabodlitos secundarios séo

temperatura, sazonalidade, disponibilidade de agua, radiacdo ultravioleta, nutrientes do solo,
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altitude, composicdo atmosférica e fase de desenvolvimento das plantas. Sendo assim, uma
mesma espécie provinda de diferentes populacbes ou sistemas de cultivo, pode apresentar
diferencas na sintese e acumulo dessas substancias. Considerando esses fatores, muitas vezes,
0 uso indiscriminado de plantas pode ndo ser benéfico para o usuario, devido a possibilidade
de muitos metabdlitos serem toxicos.

Um dos bioindicadores mais utilizados com eficacia para o estudo da genotoxicidade
em extratos vegetais € o sistema teste Allium cepa (VICENTINI et al., 2001; TEIXEIRA et
al.,, 2003; FACHINETTO et al., 2007; BAGATINI et al., 2009), sendo validado pelo
Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS) e Programa Ambiental das Nacdes
Unidas (UNEP) como um eficiente teste para analise e monitoramento in situ da
genotoxicidade de substancias ambientais (CABRERA; RODRIGUEZ, 1999; SILVA et al.,
2004; LEME; MORALES, 2009). Esse sistema também pode ser benéfico para avaliar a
atividade mutagénica de drogas especificas devido a sua sensibilidade e correlacdo com testes
em mamiferos (FISKESJO, 1993; CHAUAN et al., 1999; CAMPAROTO et al., 2002;
TEIXEIRA et al., 2003).

Diante do exposto, os objetivos dos estudos foram avaliar o potencial genotoxico e
acumulo de metabolitos secundarios em extratos de folhas de plantas de S. chilensis Meyen
(Asteraceae), oriundas de uma populacdo de terreno baldio e de trés formas de propagacédo
(cultivo em casa de vegetagdo, micropropagacgéo e propagacao por estaquia).

4.2 Material e Métodos

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratorio de Citogenética Vegetal e
Genotoxicidade pertencente ao Departamento de Biologia do Centro de Ciéncias Naturais e
Exatas, Laboratorio de Farmacognosia e Laboratério de Quimica Farmacéutica pertencentes
ao Departamento de Farmacia Industrial do Centro de Ciéncias da Salde, ambos da

Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria - RS.

4.2.1 Material vegetal
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As folhas apicais utilizadas tiveram quatro distintas origens:

| (plantas de terreno baldio) - Populagéo de um terreno ndo sombreado (29°42°12,11”°S
e 53°44°18,28°’0) localizado no bairro Camobi, em Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil,
sendo que a coleta ocorreu no verdo, ainda no periodo de desenvolvimento vegetativo da
espécie. O solo desse terreno pertence a classe textural franco argiloso e apresentou pH éacido
(4,3), 1,7% de matéria organica, 0,7 mg/dm? de fésforo e 44 mg/dm® de potéssio.

Il (plantas cultivadas em casa de vegetacdo) - Plantas provenientes desta mesma
populacdo foram retiradas em condi¢bes de senescéncia (inverno), apos seu periodo de
frutificacdo e levadas para serem cultivadas em casa de vegetacdo climatizada a 25 + 2°C,
localizada no campus da UFSM. As plantas foram cultivadas em potes de polietileno (3500
mL) contendo substrato Plantmax® + solo do local de origem (2:1), sob irrigacéo diaria com
solucdo nutritiva MS 20% a cada 15 dias (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e aplicacdo de 0,5
mg L™ de Fungicida Carbendazim 500 mg L™ a cada 20 dias, por um periodo de dois meses.
Nos ultimos seis meses de cultivo foi realizada uma poda e as folhas apicais das brotagdes
jovens foram utilizadas como material vegetal.

I11 (plantas micropropagadas in vitro) - Plantas micropropagadas a partir de segmentos
apicais e nodais, retirados das brota¢des jovens oriundas das mudas cultivadas em casa de
vegetacdo citadas na origem Il, foram aclimatizadas em copos plasticos (400 mL), contendo
substrato Plantmax® + vermiculita (2:1) e mantidas em sala de crescimento a 25 + 2°C,
fotoperiodo de 16 horas (R.F.A. de ~36 umolm™? s™), irrigacéo diaria (4gua destilada) por um
periodo de 120 dias.

IV (plantas propagadas por estaquia) - Estacas de rizomas foram coletadas em plantas
da populacdo do terreno baldio, citada na origem 1, no verdo, antes do periodo de
florescimento. As estacas ficaram imersas por seis horas em trés diferentes doses de acido
indol butirico (AIB): 0, 600 e 1200 mg L™ Apés, foram transferidas para bandejas de
polipropileno (1600 mL) contendo trés diferentes substratos, Plantmax®, areia e vermiculita,
mantidas durante 90 dias em sala de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas (R.F.A. de ~36

umol m2s™), temperatura de 25 + 2°C, recebendo irrigacdo diaria com &gua destilada.

4.2.2 Extratos aquosos e tratamentos
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Folhas apicais de plantas provenientes das quatro origens foram desidratadas em
temperatura ambiente por um periodo de 40 dias e entdo usadas para obtencdo de extratos
aquosos por infusdo durante 10 minutos em agua destilada a 100°C, nas concentracGes de 5 e
20 g L, sendo apés, filtrados e deixados esfriar & temperatura ambiente (+ 25°C).

Os bulbos de cebola foram postos para enraizar em agua destilada durante quatro dias,
até as raizes atingirem no minimo 0,5 cm de comprimento, quando entdo foram expostas aos
13 tratamentos, com cinco repeticGes cada (uma cebola por repeti¢do): T1- controle negativo
(dgua destilada); T2 a T9 - extratos das folhas de plantas oriundas das quatro origens (I, I1, 111
e IV) nas concentragdes 5 g e 20 g L™; T10- flavonoide quercetina (1 g L™); T11- metanol
(100%); T12- glifosato 20% + 24 horas em extrato da origem | (20 g L™); T13- controle
positivo (glifosato 20%).

A utilizacdo do flavonoide quercetina foi devido a esse metabodlito secundario estar
presente na constituicdo quimica da parte aérea desta espécie, a fim de verificar se o efeito
dessa substancia se assemelha aos extratos testados. A quercetina foi dissolvida em solvente
metanol, por isso, também foi testado o efeito desse composto isoladamente. O tratamento 12
recebeu apenas o extrato da origem | (20 g L™) em funcdo de ser o mais abundante em
guantidade, tendo em vista a insuficiéncia dos demais. O tratamento controle (T1)
permaneceu em agua e os demais grupos de cebolas foram submetidos aos tratamentos por 24
horas. Apos esse periodo, todos os bulbos permaneceram em agua destilada por 24 horas, com
excecdo do T12, o qual foi submetido a 24 horas em extrato da origem | (20 g L™*). Depois de
transcorrido esse periodo, as raizes foram coletadas e fixadas em etanol: acido acético na
proporcdo 3:1 durante 24 horas e em seguida, armazenadas em etanol 70% sob refrigeracao

até a confeccdo das laminas.

4.2.3 Analise do ciclo celular de Allium cepa

Cada tratamento foi composto por cinco repeti¢cdes (cinco bulbos de cebola), sendo
que cada cebola teve duas raizes avaliadas. Com aproximadamente 1 cm, as mesmas foram
hidrolisadas em HCI 1N por 5 minutos, lavadas em &gua destilada e coradas com orceina
acética 2% (GUERRA; SOUZA, 2002). A regido meristematica foi esmagada com auxilio de
um bastdo de vidro e sobre o material colocou-se a laminula. Para cada raiz foi preparada uma

lamina e em cada uma delas, 500 células foram contadas, totalizando 1000 células por bulbo e
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5000 para cada um dos tratamentos. As contagens e avaliacfes foram feitas através de
microscopio optico com uma objetiva de 40X, sendo observada em cada célula a ocorréncia
de divisdo, de alteracbes cromossémicas e calculado o percentual de indice mitdtico,

IM = total de células em divisdo x100 (PIRES et al., 2001).

total de células

A analise estatistica para comparacdo entre os valores do IM e
taxas de alteragOes cromossomicas foi realizada através do teste Qui-quadrado (?), com 5%

de probabilidade de erro, usando o programa BioEstat 5.0 (AYRES, 2007).

4.2.4 Quantificacdo de polifendis totais e flavonoides por espectrofotometria e &cido

clorogénico, quercetina e rutina por Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia (CLAE)

O contetdo de polifendis totais dos extratos aquosos de folhas apicais secas das
quatro origens (plantas de terreno baldio, plantas cultivadas em casa de vegetacdo, plantas
micropropagadas in vitro e plantas propagadas por estaquia) na concentracio de 5 mg mL™,
foi avaliado através de método colorimétrico descrito por Chandra e Mejia (2004), o qual
utiliza 1,0 mL do reagente folin ciocalteau 2N, sendo adicionado em cada amostra de 5 mg
mL™. Apds 5 minutos, foram acrescidos 2 mL de carbonato de célcio 20% e depois de 10
minutos foi realizada a leitura em espectrofotdmetro a 730 nm, aparelho que verifica a
absorbancia das amostras e as compara com o branco (etanol absoluto) e o padrdo (&cido
galico). O teor foi calculado utilizando uma curva padrdo desenvolvida para &cido galico nas
concentracdes 0,001; 0,01; 0,02 e 0,03 mg mL™ (y=30,767x-0,0087, R=0,9992) e o resultado
foi expresso em miligramas de equivalente de acido galico por grama de amostra.

A quantificacdo de flavonoides seguiu o método descrito por Woisky e Salatino
(1998), com o uso de 1 mL de cloreto de aluminio 2% e leitura em espectrofotémetro a 420
nm. Para o célculo do teor de flavonoides foi utilizado o padrdo quercetina nas concentragdes
0,002; 0,006; 0,01; 0,014 e 0,018 mg mL™ (y=40,175x+0,001, R=0,9998) e os resultados
foram expressos em miligrama de equivalentes de quercetina por grama de extrato.

O é&cido clorogénico, a rutina e a quercetina foram quantificados em extratos aquosos
das folhas apicais das quatro origens citadas anteriormente, na concentracdo de 5 mg mL™,

segundo a metodologia de Huber et al. (2007), com modifica¢Ges. Foi utilizado o sistema de
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cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD, Shimadzu, Kyoto, Japan), coluna
Phenomenex C-18 (250 mm x 4,6 mm), empacotada com particulas de Sum de diametro,
sendo a fase movel constituida por agua destilada e metanol (v/v), acidificados com 0,3% de
acido formico, com eluicdo em gradiente. O gradiente iniciou com 20:80 de MeOH:H,0
(acidificados), mudou para 45:55 em 5 minutos, e 48:52 nos 17 minutos, passando para 20:80
em 20 minutos, até o final da corrida, em 30 minutos, com gradiente linear e fluxo de 0,8
mL/min, com volume de injecdo de 20 uL. Os picos foram identificados em comparagdo com
0 tempo de retencdo da solugdo dos padrdes, no comprimento de onda de 370 nm. As
amostras foram testadas em triplicada. As curvas analiticas dos padrdes acido clorogénico
(0,5; 1; 2; 3 e 4 mg mL™), quercetina (1,2; 2,5; 3 e 4 mg mL™) e rutina (0,75; 1; 1,25; 25 e 5
mg mL™) foram: 4799,255x + 1406,102, R=0,9983, y = 90997,588x — 41747,088, R= 0,9956
e y = 32761,794x + 7594,339 e R=0,9911, respectivamente. O tempo de retencdo do acido
clorogénico foi 4,9 minutos, da rutina 20 minutos e da quercetina foi 23 minutos.

A comparacdo de médias entre as amostras foi realizada atraves do Teste t de Student,
no aplicativo Office Excel.

4.3 Resultados e discussao

A Tabela 1 mostra 0 nimero de células em intérfase, mitose (profase, metafase,
anafase e teldfase) e indice mitético (IM) das raizes de Allium cepa submetidas aos 13
tratamentos. Observa-se que o metanol 100% (T11) foi o que proporcionou o indice mitdtico
mais elevado, apresentando 4,96% das células em divisdo, diferindo dos demais, que variaram
de 1,28 a 3,34%. Pelo fato desse composto quimico ser considerado toxico a satide humana, o
mesmo pode ocasionar algum tipo de alteracdo no ciclo celular de qualquer organismo, seja
ele animal ou vegetal. Assim, possivelmente a sua composi¢cdo alterou 0 comportamento da
divisdo celular, ocasionando este aumento no nimero de divisdes.

Os extratos oriundos de folhas de plantas micropropagadas in vitro (5 g L™) e de
plantas cultivadas ex vitro em casa de vegetacdo (20 g L™) promoveram indice mitético de
3,34 e 2,66%, respectivamente, ndo diferindo entre si. Estes resultados demonstram que néo
had um padrdo especifico na influéncia das concentracbes dos extratos no indice mitotico,
mesmo em baixas concentracdes podera ocorrer um aumento da divisdo celular ou vice-versa,

dependendo de cada espécie estudada, bem como das formas de propagacgdo e sistemas de
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cultivo destas. Trabalho realizado com Pluchea sagittalis (Asteraceae) também demonstrou
que o IM ndo esta relacionado com concentracBes elevadas de extrato aquoso vegetal
(ROSSATO et al., 2010). O menor IM encontrado foi no controle negativo (agua destilada),
com 1,28% de células em divisdo, o qual ndo diferiu significativamente dos tratamentos T2
(terreno baldio - 5 g L™), T5 (plantas micropropagadas - 20 g L™), T6 (casa vegetacdo - 5g L’
1), T8 (estaquia- 5 g L™) e T9 (estaquia - 20 g L™).

Tabela 1 — Namero de células em intérfase, mitose (profase, metafase, anéafase e telofase) e
indice mitdtico das raizes de Allium cepa submetidas aos tratamentos. Santa Maria — RS
(2012).

Mitose IM
Tratamento Intérfase Préfase Metafase Anafase  Telo6fase

n° n° n° n° n° %
T1 4936 39 7 5 13 1,28 ¢
T2 4907 50 21 6 16 1,86 de
T3 4888 67 16 9 20 2,24 cd
T4 4833 99 34 9 25 3,34 b
T5 4927 36 14 10 13 1,46 €
T6 4917 43 17 7 16 1,66 de
T7 4867 79 19 8 27 2,66 bc
T8 4904 49 18 12 17 1,92 de
T9 4930 56 7 2 5 1,40¢€
T10 4879 83 16 11 11 2,42 cd
T11 4752 142 31 36 39 4,96 a
T12 4878 92 8 10 12 2,44 cd
T13 4892 73 19 4 12 2,16 cd

“Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste Xza 5% de probabilidade de erro. IM:

indice mitotico. Cada tratamento conteve cinco repetigdes (cinco bulbos de cebola). Cada repetigdo constou de
duas laminas com uma raiz de aproximadamente 5 mm de comprimento, com a regido meristematica fixada com
etanol: acido acético na proporcédo 3:1, sendo em cada uma observadas 500 células em microscopio dptico com
uma objetiva de 40X.

T1: dgua destilada;

T2: terreno baldio (5 g L™);

T3: terreno baldio (20 g L™);

T4: plantas micropropagadas (5 g L™);

T5: plantas micropropagadas (20 g L™);

T6: casa de vegetagdo (5g L™);

T7: casa de vegetagdo (20 g L™);

T8: estaquia (5 g L™);

TO: estaquia (20 g L™Y);

T10: quercetina1 g LY,

T11: metanol 100%;

T12: glifosato 20% + 24h terreno baldio (20 g L™);
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T13: glifosato 20%.

A auséncia de efeito antiproliferativo ou antimitético, ou seja, reducéo significativa no
indice mitdtico em relagdo ao controle, encontrada nas duas concentracdes dos extratos (5 e
20 g L), discorda do encontrado por Bagatini et al. (2009) para esta espécie, no qual o
extrato na maior concentracdo utilizada (14 g L), de todas as populacBes testadas,
demonstrou um efeito antiproliferativo nas células de Allium cepa, devido ao aumento
significativo do IM do extrato, em relagdo ao controle negativo (agua). A espécie medicinal
Achyrocline satureidoides (Asteraceae), que possui taninos e flavonoides em sua constituicéo,
também indicou a presenca de atividade antiproliferativa de seus extratos (5 e 20 g L™) sob as
células de Allium cepa (FACHINETTO et al.,, 2007). Outros estudos realizados com as
espécies Baccharis trimera, B. articulata e Mikania glomerata, pertencentes a Asteraceae,
também encontraram uma reduc#o significativa no indice mitético dos extratos (15 e 75 g L™,
4 e 16 g L™ respectivamente, em relacdo ao controle negativo (4gua) (FACHINETTO;
TEDESCO, 2009; DALLA NORA et al., 2010).

Em concordancia com o presente estudo, Camparoto et al. (2002) constataram que as
infusdes das folhas de Maytenus ilicifolia (Celastraceae) e Bauhinia candicans (Fabaceae),
apesar de apresentarem em sua constituicdo taninos e flavonoides, ndo apresentaram inibicéo
da divisdo celular, assim como Teixeira et al. (2003), em estudo com Psidium guajava L.
(Myrtaceae) e Achillea millefolium L. (Asteraceae), 0os quais comentam que sdo plantas que
também contém taninos, podendo ser responsaveis pela inibicao da divisao celular no teste de
A. cepa, porém segundo esses autores, o efeito inibitorio desse metabdlito requer uma
exposicao continua das células a essas substancias.

Na Tabela 2 estd demonstrada a porcentagem total de células com alteracdes
cromossémicas ocorridas em funcdo do nimero de divisdes celulares, nas raizes de Allium
cepa, submetidas a cada um dos tratamentos. Observa-se que ocorreu variagdo nesse nimero
entre os tratamentos, sendo observado que, 0s que continham os extratos aquosos de folhas de
plantas micropropagadas nas concentracdes 5 e 20 g L™, T4 e T5 respectivamente, e T6
(folhas de plantas cultivadas em casa de vegetacdo - 5 g L™) apresentaram os maiores
numeros de células com alteracbes cromossdmicas, diferindo do controle negativo (dgua
destilada), mostrando que essas infusdes possuem efeito genotoxico, assim como o T10
(quercetina 1 g L™), T11 (metanol 100%), T12 (glifosato 20% + 24 horas plantas de terreno
baldio - 20 g L™) e T13 (glifosato 20%). O tratamento 12 (glifosato 20% + 24h em extrato
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oriundo de plantas de terreno baldio - 20 g L) para testar o possivel efeito antimutagénico da
espécie, aumentou o nimero de alteracBes em relacdo ao glifosato 20% (controle positivo),
embora esse numero ndo tenha diferido significativamente, sendo observada auséncia de

recuperacdo das alteracdes cromossdmicas ocasionadas pelo glifosato 20%.

Tabela 2 - Alteracbes cromossdmicas (cromossomo desorganizado, cromossomo solto ou
quebrado, cromossomo atrasado ou adiantado e ponte em anafase) nas células meristematicas
de raiz de Allium cepa submetidas aos tratamentos. Santa Maria — RS (2012).

Total Cromossomo Cromossomo Ponte
Cromossomo Total de

) solto ou atrasado ou em N
Tratamento ;s Desorganizado quebrado  adiantado  Anéfase alteragdes

n° n° n° n° n° n° %
T1 64 0 0 0 0 0 000b
T2 93 2 4 0 0 6 63lab
T3 112 1 5 1 0 7 625ab
T4 167 6 12 1 0 19 11,37a
T5 73 0 7 1 0 8 10,95a
T6 83 6 6 0 0 12 1445a
T7 133 5 3 0 0 8 6,0lab
T8 96 2 2 0 1 5 520ab
T9 70 1 2 0 0 3 428ab
T10 121 4 8 1 0 13 10,74 a
T11 248 11 10 0 1 22 8,87a
T12 122 14 0 0 1 15 12,29a
T13 108 6 4 0 0 10 9,25a

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Xz a 5% de probabilidade de erro. Cada

tratamento conteve cinco repeticdes (cinco bulbos de cebola). Cada repeticdo constou de duas I[aminas com uma
raiz de aproximadamente 5 mm de comprimento, com a regido meristematica fixada com etanol e acido acético,
em proporcdo 3:1, sendo em cada uma observadas 500 células em microscopio 6ptico com uma objetiva de 40X.
T1: agua destilada;

T2: terreno baldio (5 g L™);

T3: terreno baldio (20 g L™);

T4: plantas micropropagadas (5 g L™);

T5: plantas micropropagadas (20 g L™);

T6: casa de vegetagdo (5g L™);

T7: casa de vegetagdo (20 g L™);

T8: estaquia (5g L™);

T9: estaquia (20 g L™Y);

T10: quercetina1 g LY,

T11: metanol 100%;

T12: glifosato 20% + 24h terreno baldio (20 g L™);

T13: glifosato 20%.
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A ocorréncia de genotoxicidade constatada nos extratos oriundos de plantas
micropropagadas e de plantas cultivadas em casa de vegetacdo pode ser explicada através dos
resultados obtidos na Tabela 3, a qual expressa o conteido dos metabdlitos secundarios
polifendis, flavonoides, acido clorogénico, quercetina e rutina nos extratos das folhas das
plantas oriundas da populacdo de terreno baldio e das trés formas de cultivo. De maneira
geral, as quantidades dessas substancias observadas nas folhas das plantas micropropagadas e
cultivadas em casa de vegetagdo sdo semelhantes ao conteido encontrado nos demais extratos
(plantas de terreno baldio e plantas de estaquia), sendo assim, provavelmente o potencial
genotoxico tenha sido ocasionado por outros metabdlitos ndo identificados nas amostras
(Tabela 3), devido a caracteristicas dos proprios ambientes de cultivo (sala de crescimento e
casa de vegetacdo), os quais influenciam na sintese e acimulo de metabdlitos secundarios.
Segundo Duke (2000), especies da familia Asteraceae apresentam compostos toxicos, como
rutina, acidos taninicos, hidrocianicos, formicos e malicos, assim como, Ya-Qin et al. (2001)

mencionaram que flavonoides tém demonstrado possuir atividade citotoxica.

Tabela 3 - Contetdo de polifendis, flavonoides, acido clorogénico, quercetina e rutina em
extratos aquosos de folhas de plantas de Solidago chilensis oriundas diferentes formas de
propagacao e cultivo. Santa Maria — RS (2012).

Polifendis (mg  Flavonoides (mg  Ac. clorogénico Quercetina (mg Rutina (mg rut./
Amostras EAG/g amostra) EQ/g amostra) + (mg Ac. Clorog./g  quer./g amostra) + amostra)g+ D|'=>g
+DP DP amostra) = DP DP -

| - Plantas de terreno  0,16+0,0100 b 14,46+1,0000 a 441,40+0,0680 a 95,774+0,012 a 47,33+0,0004 a*
baldio

Il- Plantas de casade  0,24+0,0700b  14,20+1,2200 a 88,90+0,0380 b 91,948+0,024 b 46,63+0,0004 a
vegetacdo

I- Plantas
micropropagadas in
vitro

0,38+0,1100 b 2,03£0,1700 b 61,80+0,0010 ¢ N&o identificado ¢ 46,42+0,0001 a

'Vt- Plantas de  137+00200a  1,66+0,4600 b 63,700,014 ¢ 92,285:0,1890b  47,23+0,0350 a
estaquia

DP: Desvio Padrdo; mg EAG/g amostra: miligrama de equivalente de acido galico por grama de amostra; mg
EQ/g amostra: miligrama de equivalente de quercetina por grama de amostra; mg Ac. Clorog./g amostra:
miligrama de acido clorogénico por grama de amostra; mg quer./g amostra: miligrama de quercetina por grama
de amostra. mg rut./g amostra: miligrama de rutina por grama de amostra. "Médias seguidas pela mesma letra na
coluna néo diferem pelo Teste t de Student a 5% de probabilidade de erro.
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Embora o metabolismo vegetal seja distinto ao dos animais, o sistema teste de A. cepa
é um excelente pardmetro de anélise citotoxica (FISKESJO, 1994). Segundo Vicentini et al.
(2001) a observacdo da ocorréncia de alteracbes cromossémicas no ciclo celular de Allium
cepa tem sido usada como indicio para prevenir a populacdo humana sobre o consumo de
determinado produto.

As alteracGes cromossémicas encontradas podem ser observadas na figura 1, com
maior numero de ocorréncias as que apresentam cromossomos desorganizados (Figura 1b) e
cromossomos soltos (Figura 1a), sendo essas encontradas em trés das quatro fases da mitose:
préfase, metafase e anafase (dados ndo demonstrados). Bagatini et al. (2009) estudando trés
populagdes de Solidago microglossa ndo encontraram qualquer tipo de alteracéo
cromossémica nas células de raizes de Allium cepa, submetidas a infusGes de folhas nas
concentracdes 1,75 e 14 g L™, sugerindo a auséncia de efeitos mutagénicos. Resultados
distintos para a mesma espécie possivelmente ocorreram em funcdo das diferencas entre
populacbes, sistemas de cultivo e concentragdes. Dias (2001) em estudo fitoquimico da
espécie S. chilensis, relatou que a variacdo sazonal, clima, solo e o periodo de coleta podem
ser responsaveis pelas diferencas na composicdo quimica das plantas dessa espécie.

Considerando as quatro origens das plantas utilizadas neste estudo, sabe-se que
apresentavam diferencas nas formas de propagacdo e cultivos, variando nos fatores
ambientais como temperatura, radiacdo, umidade, entre outros. Conforme Hazarika (2003), as
condi¢cdes ambientais do cultivo in vitro e ex vitro como luminosidade (qualidade e
guantidade), umidade relativa do ar, nutrientes e os tipos de substrato sdo caracteristicas que
diferenciam fisiologica e anatomicamente as plantas, fatores que podem ocasionar diferente
producdo e acimulo de metabolitos secundarios.

Na Tabela 3 pode ser observado que a quantidade de polifendis nos extratos das folhas
de plantas propagadas por estaquia foi a mais elevada (1,37 mg g™, diferindo estatisticamente
das demais, plantas micropropagadas (0,38 mg g*), plantas cultivadas em casa de vegetacéo
(0,24 mg g™ e plantas de terreno baldio (0,16 mg g™). Diferentemente dos polifenéis totais,
para o contetdo de flavonoides, os maiores acumulos foram encontrados na amostra de
plantas do terreno baldio e casa de vegetagdo, 14,46 e 14,20 mg g™, respectivamente, nio
diferindo entre si e sim das demais, as quais apresentaram o teor de 2,03 e 1,66 mg g paraas
plantas propagadas in vitro e por estaquia, respectivamente. Em concordancia com o presente
estudo, Tavano et al. (2009) constataram em Matricaria recutita L. (Asteraceae) um maior
contetdo de flavonoides nas plantas do campo, enquanto que as plantas micropropagadas in

vitro acumularam maiores teores de fendis.
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Figura 1 - Células meristematicas de raizes de Allium cepa submetidas aos distintos tratamentos. A) Anafase
com cromossomo solto - T11: metanol (100%); B) Metafase com cromossomos desorganizados - T13: glifosato
(20%); C) Tel6fase com cromossomo adiantado - T3: plantas de terreno baldio (20 g L™); D) Anafase com
pontes - T8: plantas propagadas por estaquia (5 g L™); E) Anafases com cromossomos atrasados e adiantados -
T4: plantas micropropagadas (5 g L™); F) Préfase com quebras cromossdmicas - T9: plantas propagadas por
estaquia (20 g L™); escala 10 pm.

A biossintese e 0 acimulo de flavonoides estdo relacionados, em condi¢fes naturais, a
diversas fungdes nas plantas, dentre elas, a protegdo contra a incidéncia de raios ultravioleta e
visivel, aléem da protecdo contra insetos, fungos, virus e bactérias, atuando como mecanismo
de defesa contra estresses (SIMOES et al., 2010). As plantas de terreno baldio e cultivadas
casa de vegetacdo estavam mais expostas as intempéries e fatores estressantes, uma vez que as
condi¢Bes ambientais, tanto fatores abidticos quanto bidticos, ndo eram controladas, com
excecdo da temperatura na casa de vegetacdo. Isto pode ter favorecido o maior acimulo destes
compostos. Pasqua et al. (2003) constataram que para ocorrer a sintese de todos 0s compostos
ativos em plantas de Hypericum perforatum L., (Clusiaceae) propagadas in vitro, a
diferenciacéo de 6rgdos foi necesséria e ndo apenas células indiferenciadas ou calos, além de
as plantas terem que atingir um estagio avancado de crescimento. Isso se deve a diferenca que
pode existir na producdo de metabdlitos secundarios nos distintos estagios de
desenvolvimento das plantas. Conforme Simdes et al. (2010), em alguns casos a producéo
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pode estar restrita a um estagio especifico do desenvolvimento do vegetal ou a determinadas
condicBes ambientais ou ecoldgicas.

Extratos aquosos de folhas de plantas oriundas das quatro origens foram analisadas em
Cromatografia Liquida de Alta Performance (CLAE), sendo observados os flavonoides acido
clorogénico, quercetina e rutina (Tabela 3). O conteddo de &cido clorogénico foi
significativamente maior (441,40 mg g™) na amostra | (plantas de terreno baldio), diferindo
das demais. As amostras Ill e IV, extratos de plantas micropropagadas e propagadas por
estaquia, respectivamente, obtiveram valores inferiores, 61,80 e 63,70 mg g, ndo diferindo
entre si. A quantidade de quercetina na amostra | foi 95,77 mg g, diferindo estatisticamente
dos contetidos nas amostras Il e IV (91,94 e 92,28 mg g, respectivamente), ndo sendo
detectado acimulo em plantas oriundas da micropropagacdo (amostra I11). Em relagdo ao
conteddo de rutina, todas as amostras apresentaram esse flavonoide e as concentracdes
variaram entre 46,42 a 47,33 mg g*, néo apresentando diferencas significativas. Diante destes
resultados, pode-se constatar que existe variacdo no contetdo desses flavonoides em
diferentes ambientes, porém essa variacao ndo ocorre do mesmo modo para todos. Embora as
plantas do terreno baldio tenham apresentado as maiores concentracdes para 0S trés
flavonoides, o conteudo de rutina, por exemplo, ndo diferiu entre as plantas das quatro origens
e 0 de quercetina apresentou conteldos semelhantes em todas as amostras, com exce¢do da
Il.

Este perfil cromatografico de flavonoides revelou uma composicdo semelhante
aqueles ja encontrados em outras espécies do género Solidago (PIETTA et al., 1991; APATI
et al., 2002; APATI et al., 2003) e da espécie em estudo (GUNTNER et al., 1999; GRIZA,
2007; SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2005). Esses ultimos determinaram, entre outros
compostos, o contetdo de rutina e &cido clorogénico em rizomas de plantas silvestres de S.
chilensis e em plantas obtidas in vitro, sendo que a quantidade de acido clorogénico e rutina
nas plantas silvestres foi 27 e 17 mg g, respectivamente, e em plantas in vitro ndo foi
constatada a presenca desses dois flavonoides.

Segundo Rout et al. (2000), o acumulo de metabdlitos secundarios em culturas de
tecidos vegetais depende de muitos fatores, incluindo a fonte de explantes, tipos e
concentragfes de reguladores de crescimento e niveis de sacarose. Thiem et al. (2001),
compararam duas espécies de Solidago cultivadas in vitro e mostraram que 0S compostos
glicosideos fendlicos e flavonoides presentes nas plantas regeneradas in vitro, apresentaram
um padrdo semelhante ao observado nas plantas cultivadas a campo, com desvantagem apenas

para calos. As plantas propagadas in vitro podem apresentar teores adequados de
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determinados metabdlitos secundarios, conforme ocorreu para o conteddo de rutina no
presente estudo, sendo a micropropagagdo uma possivel alternativa de cultivo para a extracdo

de metabdlitos secundarios, evitando a intensa coleta de plantas em areas naturais.

4.4 Conclusdes

1. Os extratos aquosos das folhas de S. chilensis nas concentracdes 5 e 20 g L™
possuem auséncia de potencial antiproliferativo e o da populago de terreno baldio (20 g L™)
n&o recupera as alteragdes ocasionadas pelo controle positivo (glifosato 20%).

2. Plantas micropropagadas (5 e 20 g L™), cultivadas em casa de vegetacdo (5 g L™), o
flavonoide quercetina (1g L™) e o solvente metanol (100%) apresentam potencial genotéxico.

3. Plantas coletadas em terreno baldio e cultivadas em casa de vegetacdo apresentam o
contelldo mais elevado de flavonoides, sendo as de terreno baldio as que possuem maior
quantidade de acido clorogénico e quercetina.

4. Plantas oriundas da técnica de estaquia possuem o mais elevado contetdo de
polifendis.

5. O conteudo de rutina é semelhante nas quatro origens, sendo a propagacao in vitro
uma alternativa para extracdo desse metabolito secundario.

6. E necessario que mais estudos sejam realizados para avaliar com maior precisio 0s
riscos potenciais dos agentes genotdxicos, presentes nos extratos aquosos dessa espécie, a

saude humana.



CONCLUSOES GERAIS

As sementes da espécie S. chilensis apresentam dormeéncia, a qual foi superada a partir
das interacGes que ocorreram entre populacgdes, temperaturas, condi¢gdes de luminosidade e
estratificacdo através da embebicdo em &gua a 5 + 2°C. 36 horas em embebicao proporciona a
maior elevacdo da porcentagem e também da velocidade de germinacdo, favorecidas, de
maneira geral, quando em fotoperiodo de 16 horas, em temperatura de 20°C ou superior a essa
e em escuro continuo, em 20°C ou inferior. A temperatura que proporciona, de maneira geral,
a maior porcentagem de germinacdo das sementes é a de 20°C. A germinacdo prevalece em
sementes oriundas de plantas de terreno baldio (habitat natural da espécie), germinando em
fotoperiodo de 16 horas e também em escuro continuo.

Na propagacéo in vitro, a adicdo dos fitorreguladores BAP e ANA ao meio de cultura
MS 100%, favorece a micropropagacdo de S. chilensis, sendo o segmento nodal o que
apresenta 0os melhores resultados de crescimento e combinado com os fitorreguladores
proporciona 0 mais elevado percentual de sobrevivéncia das plantas estabelecidas in vitro.
Dentre 0os métodos de propagacdo vegetativa por estaquia ex vitro, o método que utiliza
rizomas subterrdneos é o que apresenta os melhores resultados tanto para o enraizamento,
como para a parte aérea, destacando-se em relacdo as porcdes de ramos aéreos.

A avaliacdo do potencial genotdxico dos extratos de plantas de terreno baldio,
cultivadas em casa de vegetacdo, micropropagadas e oriundas da estaquia de rizomas revela a
presenca de potencial genotéxico nos extratos das plantas micropropagadas (5 e 20 g L) e
cultivadas em casa de vegetacdo (5 g L™), auséncia de potencial antiproliferativo dos extratos
em ambas as concentracles, além da auséncia de recuperacdo de alteracbes cromossémicas
ocasionadas pelo glifosato 20%, do extrato das plantas de terreno baldio (20 g L™). A partir
disso, é necessario que mais estudos sejam realizados para avaliar com maior precisao 0s
riscos potenciais dos agentes genotdxicos, presentes nos extratos aquosos dessa espécie, a
salde humana. O conteldo de metabdlitos secundarios avaliado nesses extratos, revela, de
maneira geral, quantidades mais elevadas de flavonoides, acido clorogénico e quercetina em
plantas de terreno baldio e casa de vegetacao e conteddo semelhante de rutina nos extratos de

todas as origens.
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