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MICROPROPAGACAO DE ALCACHOFRA A
PARTIR DE PLANTULAS GERMINADAS IN VITRO
SILVANA FATIMADIDONE *

RESUMO - A alcachofra Cynara cardunculus L. Var. scolymus Fiori
¢ uma planta herbacea, de fecundagdo cruzada, pertencente a familia
Asteraceae, ¢ uma hortalica de alto valor nutricional e medicinal
oriunda do Mediterraneo. O cultivo da alcachofra apresenta fatores
limitantes relacionados as formas de propagagdo sexual e vegetativa.
A micropropagacao ¢ considerada uma alternativa para a obtencao de
populagdes homogéneas, de boa qualidade e livre de doencas. Com o
objetivo de estabelecer protocolo para micropropagacao de alcachofra
selecionadas para consumo in natura, foram realizados experimentos
para: (I) avaliar a capacidade de estabelecimento de cultivo in vitro a
partir de apices caulinares obtidos de plantas adultas cultivadas no
campo e de plantulas obtidas de sementes cultivadas em casa de
vegetagao; (II) avaliar a possibilidade de estabelecer o cultivo in vitro
a partir de explantes obtidos de sementes germinadas in vitro; (III)
avaliar a taxa de multiplicacdo de progénies selecionadas em
diferentes meios de cultura; (IV) avaliar a porcentagem de plantas
enraizadas e aclimatizadas em diferentes substratos. Este estudo foi
constituido de trés experimentos e foram conduzidos no Laboratério
de Biotecnologia Vegetal, ¢ no Setor de Horticultura, da FAMV da
UPF. No experimento | foram utilizados &pices caulinares obtidos de

plantas adultas de trés cultivares cultivadas no campo para estabelecer

! Bidloga, mestranda do Programa de Pos-Graduagio em Agronomia (PPGAgro) da
FAMV/UPF, Area de concentracdo em Produgdo Vegetal .
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o processo de micropropagagao. No experimento II apices caulinares
obtidos de plantas germinadas em ambiente semi-protegido de seis
progénies selecionadas de alcachofra foram avaliadas quanto a
possibilidade de multiplicag@o in vitro. No experimento III diferentes
explantes obtidos de sementes germinadas in vitro de trés progénies
((P1)B2L4R6, (P2)B1L4R7 e (P3)B1L3R1) foram avaliados quanto
ao seu potencial de multiplicagdo in vitro utilizando os meios de
cultura (M1 e M2) e as plantulas multiplicadas a partir do apice
caulinar foram enraizadas e aclimatizadas em trés diferentes
substratos. Nesse experimento o delineamento experimental utilizado
foi o completamente casualizado sendo a unidade experimental
composta por um apice/propagulo/plantula para os estadios da
micropropaga¢do e de acordo com a disponibilidade de material. Para
analise estatistica os dados foram submetidos a andlise de variancia
com médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro. No experimento I e II, observou-se alto indice de contaminagdo
por bactérias e fungos, na fase de isolamento, mesmo sendo utilizado
hipoclorito de so6dio e gentamicina no meio de cultura. Na fase de
multiplicagdo também foi observada alta taxa de contaminacao, de
provavel origem endogena. No experimento III o cultivo in vitro foi
estabelecido com sucesso sem a presenga de contaminantes. No
entanto, somente apices caulinares foram capazes de multiplicar in
vitro. Na fase de multiplicacdo foi obtida a média da taxa de
multiplicagdo que variou entre 2,09:1 e 6,4:1 entre as duas progénies
utilizadas, em quatro subcultivos. O meio de cultura 1 (M1) foi o
mais adequado (1,0 mg.L'1 de BAP e 0,1 mg.L'1 de ANA). A

frequéncia de enraizamento ¢ influenciada pela progénie sendo que
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51,9% dos propagulos da progénie 1 (P1) enraizaram e somente
14,9% da progénie 2 (P2). As brotacdes sem raizes visiveis
apresentaram maior sobrevivéncia na fase de aclimatizagdo. Os
substratos mais adequado para a aclimatizagdo nas duas progénies
avaliadas foi o substrato 1 (S1: Mecplant Horta 2®: 100%) e Substrato
2 (S2: Mecplant Horta 2®:50% e Casca de arroz carbonizada:50%).
A taxa de sobrevivéncia na aclimatizacgao final de 75 %, para substrato
1 (S1). Foi possivel estabelecer o processo de micropropagacao de
progénies de alcachofra selecionadas para o cultivo in vitro, utilizando

como fonte de explantes as sementes germinadas in vitro.

Palavras-chave: Cynara cardunculus L. Var. scolymus Fiori, cultivo
in vitro, taxa de multiplicac¢do, enraizamento, aclimatizagao.
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MICROPROPAGATION ARTICHOKE FROM IN
VITRO GERMINATED SEEDLINGS

ABSTRACT - The artichoke Cynara cardunculus L. Var. scolymus
Fiori is a herbaceous plant, outcrossing, belonging to the family
Asteraceae, is a vegetable of high nutritional and medicinal value
coming from the Mediterranean. The cultivation of the artichoke has
limiting factors related to forms of sexual and vegetative propagation.
Micropropagation is considered an alternative for obtaining
homogeneous populations of good quality and free of disease. In order
to establish protocol for micropropagation artichoke selected for fresh
consumption, experiments were conducted to: (I) assess the ability of
in vitro establishment from shoot tips obtained from adult plants
grown in the field and seedlings obtained from seeds grown in the
greenhouse, (II) to evaluate the possibility of establishing in vitro
culture from explants obtained from seeds germinated in vitro, (III)
evaluate the multiplication rate of selected progenies in different
culture media, (IV) evaluate the percentage of rooting and
acclimatized plants in different substrates. This study consisted of
three experiments and was conducted in the Laboratory of Plant
Biotechnology, and Department of Horticulture, the Passo UPF. In
experiment I used apexes obtained from adult plants of three cultivars
grown in the field to establish the micropropagation process. In
experiment II Apical obtained from plants germinated in semi-
protected environment six progenies artichoke were evaluated for the
possibility of in vitro multiplication. In experiment III different
explants obtained from seeds germinated in vitro three progenies ((P1)

B2L4R6, (P2) and B1L4R7 (P3) BIL3R1) were evaluated for their
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potential in vitro multiplication using culture media (M1 and M2) and
multiplied plantlets from shoot apex were rooted and acclimatized in
three different substrates. In this experiment, the experimental design
was completely randomized and the experimental unit consists of an
apex / propagules / seedlings for stages of micropropagation and
according to the availability of material. For statistical analysis, the
data were subjected to analysis of variance with means compared by
Tukey test at 5% probability of error. In experiment I and 11, we found
high levels of contamination by bacteria and fungi in the phase of
isolation, even if used sodium hypochlorite and gentamicin in the
culture medium. In the multiplication phase was also observed high
rate of contamination of probable endogenous origin. In experiment
III in vitro was established successfully without the presence of
contaminants. However, only apexes were able to multiply in vitro. In
the phase of proliferation was obtained at an average rate of
multiplication varied between 6,4:1 and 2,09:1 between the two
progeny used in four subcultures. The culture medium 1 (M1) was the
most appropriate (1.0 mg.L-1 BAP and 0.1 mg L-1 NAA). The
frequency of rooting is influenced by the progeny of which 51.9% of
the progeny seedlings 1 (P1) rooted and only 14.9% of the progeny 2
(P2). The shoots without visible roots had higher survival during the
acclimatization phase. The most suitable substrates for acclimatization
in the two progenies evaluated was the substrate 1 (S1: Mecplant
Horta 2 ®: 100%) and substrate 2 (S2: Mecplant Horta ® 2: 50% and
Burnt rice husk: 50%). The survival rate at the end of acclimatization

75% for the substrate (S1). It was possible to establish the
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micropropagation process progenies selected for artichoke cultivation

in vitro, using as source of explants seeds germinated in vitro.

Key words: Cynara cardunculus L. Var. scolymus Fiori; cultivation
in vitro, multiplication rate, rooting, acclimatization, substrates.
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1 INTRODUCAO

A alcachofra Cynara cardunculus L. Var. scolymus Fiori é
uma espécie pertencente a familia das Asteraceae, originada da Bacia
do Mediterraneo, de onde foi difundida para a Europa e América
(FOURY, 1967). E uma planta alogama e diploide com 2n=2x=34
cromossomos (SCARASCIA et al.,, 1969). Essa hortalica produz
capitulos bem desenvolvidos que podem ser consumidos in natura ou
na forma industrializada. Apresenta alto valor nutricional sendo
inclusive considerada uma espécie nutracéutica e medicinal e de alta
rentabilidade.

Apesar de a alcachofra ser cultivada em varios paises, a
Italia se destaca por ser o maior produtor mundial, seguido pela
Espanha. Na América Latina ¢ cultivada principalmente na Argentina,
Chile e Peru.

No Brasil, a produ¢do desta cultura se concentra no estado
de S@o Paulo, onde ¢ comercializada para o mercado in natura e
representa fonte significativa de lucro para pequenos produtores da
regido. No Rio grande do Sul, uma pequena area foi cultivada, no
norte do estado e se destinou a industrializagdao (Globo Rural, 2004),
sendo que ha caréncia de progénies com aptiddo para consumo in
natura adaptados as condigdes microclimaticas deste estado. O
desenvolvimento de material genético adaptado a condigcdes
ambientais € com caracteristicas que atendam as necessidades dos
produtores e mercado consumidor (rendimento, precocidade e

qualidade de capitulo), bem como a disponibilidade destes materiais
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aos produtores rurais, ¢ de extrema importancia para que ocorra maior
difusdo desta cultura no Brasil, especialmente no Rio Grande do Sul.

A producdo de mudas de progénies selecionadas de
alcachofra para consumo in natura através da micropropagagio sendo
uma das formas de incentivar o cultivo da alcachofra na regido o norte
do Rio Grande do Sul. Neste sentido, a Universidade de Passo Fundo
iniciou um programa de melhoramento nesta espécie. Inicialmente
uma pequena colecdo de germoplasma foi estabelecida constando de
materiais introduzidos da Itdlia e Argentina, coletados em hortas
domésticas e de cultivares comerciais. Esta colecao foi avaliada
morfologicamente e acessada quanto a variabilidade disponivel
(REOLON DA COSTA et al., 2009). Plantas selecionadas foram
clonadas e se iniciou os cruzamentos sexuais, gerando progénies que
se encontram em fase de avaliagdo. O material selecionado pode ser
utilizado para a micropropagacdo visando o estabelecimento e
desenvolvimento de cultivares de polinizagdo aberta. Sendo que
clones podem ser utilizados para o desenvolvimento de variedades
sintéticas.

Embora a propagagao da cultura seja predominantemente
vegetativa através de brotagdes que surgem na base da planta matriz, a
alcachofra pode ser propagada por métodos sexuais, ou seja, por
sementes, obedecendo a um sistema de alogamia. As multiplas formas
de reproducdo da alcachofra proporciona flexibilidade na forma de
conducao e melhoramento. Segundo Cointry et al. (1999), a existéncia
de variabilidade genética em alcachofra, somada a possibilidade de
propagacdo vegetativa ou sexual, permite o emprego de diferentes

estratégias de melhoramento que mantenham a uniformidade dos
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clones ou que promovam a criagdo de novos clones por hibridizagao
sexual.

Conforme Grolli (2000), a propagacdo vegetativa € o
método que utiliza partes das plantas, que ndo sejam as sementes, com
a finalidade de produzir novas mudas. Este método proporciona a
obtencdo de plantas bastante uniformes e produtivas, quando as
condi¢des de clima e solo sdo favoraveis, apresentando vantagens,
como a rapidez de producdo das mudas, reproducao fiel da planta
matriz € maior precocidade para entrar em producdo. A propagacao
vegetativa ¢ de grande importancia quando se deseja multiplicar uma
progénie que ¢ altamente heterozigoto e que apresenta caracteristicas
consideradas superiores, que se perdem quando propagadas por
sementes (PAIVA & GOMES, 2001).

No entanto, de acordo com Mauromicale (1984) a
multiplicagdo vegetativa por rebentos em alcachofra apresenta
inconveniente como: heterogeneidade fisiologica dos oOrgdos de
multiplicagdo, determinando uma variabilidade morfologica e
biologica nas plantas originadas desses 0Orgdos; problemas
fitossanitarios da planta-matriz, que pode concentrar agentes
patogénicos como virus, fungos e bactérias. Outros problemas
observados da propagagdo clonal sdo: a baixa taxa de multiplicacao,
cerca de trés a cinco rebentos por planta/ano na maioria das cultivares
e de oito a dez nos progénies mais prolificos (HARBAOUI &
DEBERGH, 1980; PECAUT et al., 1983); dificuldade na introdugao e
difusdo da cultura; elevado custo de implantagdo do matrizeiro e
escassa possibilidade de mecanizagdo (MAUROMICALE, 1984;
MAUROMICALE et al., 1989; GIL ORTEGA, 1996).
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A propagacdo de alcachofra por sementes apresenta
algumas vantagens, tais como a possibilidade da semeadura mecanica,
reduzindo custos de mao-de-obra e a rotacdo com outras espécies,
para o controle de moléstias e nematdides (BASNIZKY & ZOHARY,
1987). Outro aspecto importante da propagacao sexuada ¢ a prevengao
de viroses, que ndo sdo transmitidas através da semente (BASNIZKY
& ZOHARY, 1994; CAMARGO, 1992). As sementes geralmente
funcionam como um filtro na disseminacdo de doengas,
principalmente viroses.

As cultivares de alcachofra sdo altamente heterozigotas,
segregando quando propagadas por semente (BASNIZKY &
MAYER, 1985). Portanto, a propagacdo por sementes origina
descendéncia heterogénea, nao reproduzindo exatamente os caracteres
da planta matriz, sendo frequente o aparecimento de formas do tipo
silvestre com capitulos de tamanho pequenos e espinhosos, nao
comestiveis (CAMARGO, 1992; COINTRY et al., 1999).

No entanto, atualmente, devido as vantagens da
propagacao sexual da espécie, programas de melhoramento da Europa
(Italia, Franga e Espanha) e Argentina concentram seus esfor¢os no
desenvolvimento de cultivares de polinizacdo aberta e hibridos de
alcachofra. O programa de melhoramento de alcachofra da
Universidade de Passo Fundo, em colaboracdo com a Universidade
Nacional de Rosario, Argentina, vem empregando o sistema de
selecdo recorrente para produgdo de uma cultivar de polinizacao
aberta com aptiddo ao consumo in natura. Este trabalho envolve
ciclos de selecao e recombinagdo entre as plantas selecionadas com

auxilio de abelhas (REOLON DA COSTA et al.,, em preparagdo),
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buscando-se aumentar a frequéncia de genes desejaveis na populagao.
A propagacdo vegetativa de materiais segregantes de alcachofra,
obtidos a partir de plantas selecionadas para o consumo in natura,
pode auxiliar na producao rapida de mudas para avaliagdo, selegao e
disponibilizagdao destas mudas para o produtor.

Além da reproducdo por rebentos e por semente, a
alcachofra pode ser também propagada vegetativamente in vitro, pelo
processo denominado de micropropagagdo. Segundo Lauzer & Vieth
(1990), a propagacao por cultura de tecidos oferece um método para
produzir uma populacdo grande, homogénea e livre de enfermidades,
permitindo também a répida instalacdo de progénies selecionados em
uma regido especifica.

Segundo Cointry et al. (1999) o emprego da
micropropagacdo pode ajudar a superar os fatores limitantes da
multiplicagdo vegetativa e sexual da alcachofra, pois surge como uma
alternativa para a producdo de mudas de qualidade, saudéaveis e
uniformes, podendo promover aumento da area de cultivo, além de ser
de grande auxilio em trabalhos de melhoramento genético, visando
gerar clones uniformes a partir de plantas selecionadas ou
desenvolvimento de linhagens sintéticas (ANCORA et al.,2012;
RUTA et al., 2012).

Segundo Bedini et al. (2012), a micropropagagdo de
alcachofra permite a rdpida proliferacio de um grande numero de
clones de plantas selecionadas pelo seu valor usado nas caracteristicas
fisiologicas e reprodutivas. As plantas de alcachofra propagadas in

vitro apresentam maior taxa de multiplicagdo, maior vigor e
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produtividade comparada as plantas multiplicadas vegetativamente no
campo.

A micropropagacdo ¢ realizada mediante uma série de
estadios, cada um com objetivos diferentes. O sucesso da
micropropagacdo esta na dependéncia ndao somente de fatores
genéticos, mas de fatores fisioldgicos e ambientais, principalmente em
relacdo a composicdo dos meios de cultura e reguladores de
crescimentos utilizados, os quais somados geram grande variabilidade
nas respostas in vitro.

De acordo com Caldas et al. (1998), a composicdo e
concentracdo hormonal no meio de cultura nos diferentes estadios da
micropropagacdo determinam o crescimento e o padrdo de
desenvolvimento. As auxinas, citocininas e giberelinas sdo as classes
de reguladores de crescimento mais utilizadas nessas etapas.

Apesar do cultivo in vitro de alcachofra ter se difundido
nos ultimos anos pelos beneficios na produgdo de mudas uniformes e
saudaveis, protocolos de micropropagacdo em alcachofra t€ém sido
relatados para poucas cultivares (PECAUT et al, 1992; BRUTTI et al.,
2000; MORONE FORTUNATO & RUTA, 2003; TAVAZZA et al.
2004; MORONE FORTUNATO et al., 2005; ELIA et al.,, 2007,
GRANDO et al, 2011; BEDINI et al.;2012). Brutti et al. (2000)
comentam que a maior parte das pesquisas sobre propagacao in vitro
de alcachofra estdo limitadas a cultivares européias e a cultivar Green
Globe. Da mesma forma, Mauromicale & Ierna (2000) afirmaram que
pesquisas relacionadas a micropropagacdo de alcachofra tém sido
limitadas a grupo restrito de cultivares, sendo utilizada para

propagacao comercial somente na Italia. Segundo Ancora et al. (1981)
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¢ Tavazza et al. (2004), a propagacdo in vitro de alcachofra ¢é
principalmente utilizada na Itdlia para poucas cultivares tardias e
permite a produgdo de plantulas para distribui¢cao aos produtores.

Problemas de contaminagdo, baixa taxa de multiplicagdo e
dificuldade de enraizamento sdo fatores que limitam a
micropropagacao desta espécie, sendo necessario o estabelecimento de
protocolos adequados para que se tenha sucesso no uso desta técnica
em alcachofra (BRUTTI et al., 2000; CASANOVA et al., 2002;
MORONE FORTUNATO et al.,, 2005; AUGUSTIN et al. 2002;
GRANDO et al., 2011; BEDINI et al., 2012).

Os problemas de contaminagdo durante o cultivo in vitro
de alcachofra se relacionam a dificuldade de desinfec¢do do material
utilizado como fonte de explante devido a proximidade dos mesmos
com contaminantes do solo, como Dbactérias, e também ao
desenvolvimento de bactérias de origem enddgena durante os estadios
mais avangados do cultivo in vitro (SUZIN, et al., 2008).

A baixa taxa de multiplicagdo da alcachofra in vitro ¢
considerada outro fator importante que limita a utilizagdo da
micropropagacdo em escala comercial. Taxas de multiplicacdo em
torno de 4:1 tem sido registradas entre os relatos de maior sucesso
para a espécie. Taxa de multiplicagdo de 4,5:1 foi obtida por Ancora
et al. (1981) para a cultivar Romanesco e por Elia et al. (2007) para a
cultivar precoce Violet du Provence. Da mesma forma, Grando et al.
(2011) obtiveram uma taxa de multiplicagdo de 4:1 na cultivar
brasileira Nobre cultivada em meio contendo uma combinagdo

especifica de reguladores de crescimento citocinina e auxina.
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A micropropagagao de cultivares precoces de alcachofra
apresenta um problema adicional referente a perda da precocidade em
parte das plantas micropropagadas (PECAUT et al., 1992; ELIA et al.,
2007). No entanto, estratégias tém sido desenvolvidas especificamente
para esse tipo de material, com o objetivo evitar a alteragdo do ciclo
causado pela passagem do material pelo cultivo in vitro (MORONE
FORTUNATO et al., 2003, 2005; TAVAZZA et al., 2004; ELIA et
al., 2007).

Para que a técnica de micropropagagdo seja empregada
com sucesso na producdo de mudas uniformes de alcachofra visando a
disponibilizagdo de mudas para os produtores do sul do pais, €
necessario desenvolver protocolos que proporcionem adequado
controle de infec¢do e alta taxa de multiplicagdo para as progénies
selecionadas.

Com a finalidade de estabelecer protocolo eficiente para
micropropagacao de clones e progénies de alcachofra selecionada para
consumo in natura (Tipo Romanesco), foram realizados experimentos
com o objetivo de: (I) avaliar a capacidade de estabelecimento de
cultivo in vitro a partir de apices caulinares obtidos de plantas adultas
cultivadas no campo e de plantulas obtidas de sementes cultivadas em
casa de vegetacdo; (II) avaliar a possibilidade de estabelecer o cultivo
in vitro a partir de explantes (hipocotilo, epicétilo e apice caulinar)
obtidos de sementes germinadas in vitro; (III) avaliar a taxa de
multiplicagdo de progénies selecionadas em diferentes meios de
cultura; (IV) avaliar a porcentagem de plantas enraizadas e

aclimatizadas em diferentes substratos.



29

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Origem, taxonomia e descri¢éo botanica

O termo “alcachofra” Cynara cardunculus L. var.
scolymus Fiori ¢ derivado do arabe “Al Kharshuf”, que significa
receptaculo com espinhos. Na regido do Mediterraneo a planta era
conhecida como Alcacilera, que significa alcachofra silvestre,
proveniente do grego, encontrada em quase toda a Europa como
“alcachofra silvestre” ou cardum (cardo) (BIANCO, 1990). Segundo a
mitologia, o nome cientifico Cynara ¢ devido a cor acinzentada, e
scolymus, derivado também do grego, da traducdo latina cardo
(LAFEPE, 2005).

A alcachofra foi primeiramente colhida em seu estado
silvestre, e posteriormente foi desenvolvida na forma cultivada
(RAYDER et al., 1983). Os povos do Mediterraneo usam a alcachofra
ha séculos como alimento em seu estado silvestre, devido,
principalmente, as suas propriedades medicinais (BIANCO, 1990). O
grande numero de cultivares de alcachofra plantada no mundo se deve
aos estudos iniciados na Idade Média, na Italia, onde foram realizados
0s primeiros cruzamentos sexuais.

O médico grego Dioscoérides, na época do nascimento de
Cristo, foi o primeiro a descrever a alcachofra. Os arabes levaram a
alcachofra para a Espanha a partir de Marrocos. Com a queda do
Império Romano, houve um periodo, até o século XV, que a cultura
perdeu o destaque, mas se manteve cultivada e melhorada por monges

em mosteiros cristdos, evoluindo para a alcachofra atual. A sua
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importancia foi retomada em 1466, quando a familia Strozzi a levou
de Florenga para Napoles, onde recebeu o nome de carciofi, iniciando
o cultivo em maior escala e expandindo-se para a Silicia, Sardenha e
outras regides da Italia (ROBLES, 2001).

O género Cynara ¢ nativo do mediterraneo. Segundo
Mauro et al. (2009), a espécies C. cardunculus L. consiste da
alcachofra cultivada (var. scolymus (L.) Fiori), o cardo cultivado (var.
altilis DC.) ¢ o cardo selvagem (var. sylvestris (Lamk) Fiori). Estas
trés cultivares sdo compativeis geneticamente entre si e formam
hibridos inter-varietais férteis (BASNIZKI & ZOHARY, 1994).
Conforme Lapefe (2005), a partir do século XV a alcachofra passou a
ser difundida na Europa, Asia, América Latina e, posteriormente, no
Brasil, onde foi bem aclimatada e apresenta grande prestigio alimentar
e medicinal.

A alcachofra ¢ uma hortalica herbacea, perene, rica em
propriedades medicinais, e nutricionais. Camargo (1992) descreve a
parte aérea como um tufo de folhas longas, com colorac¢io variando de
verde claro a verde forte, profundamente recortada, formando lobos
estreitos, com peciolo largo e carnoso.

Possui inflorescéncia do tipo capitulo formado pelo
conjunto das flores tubuladas hermafroditas e de simetria radial. A
corola ¢ do tipo gamopétala com cinco lobos iguais. O célice ¢
constituido de sépalas modificadas com aspecto piloso, denominadas
“pappus”, que auxiliam no processo de dispersdao do fruto
(anemofilia). O androceu caracteriza-se por apresentar cinco estames,
com filetes livres e anteras soldadas, que envolvem o estilete. O

ovario ¢ infero e unilocular, envolto pelas anteras em sinanteros, que
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recebem a denominacdo de colar de anteras, ja descrita para 56
espécies da familia Asteraceae (MEIRI & DULBERGER, 1986).

As inflorescéncias se originam do centro das folhas,
conhecido como “roseta”, onde a haste se desenvolve, empurrando a
inflorescéncia para fora. Esta ¢ formada, inicialmente, por células em
intensa divisdo celular, as quais, com o passar dos tempos, vao dando
formato a inflorescéncia principal (MORAES et al., 2007), coberta por
filarias membranosas, imbricadas, com a base carnosa, conhecidas por
escamas, que se inserem num receptaculo também carnoso e achatado.

Segundo Mauromicale & Ierna (2000), a alcachofra ¢ uma
planta aldogama, de estrutura genética altamente heterozigota, com
2n=2x=34 cromossomos. Apresenta dicogamia do tipo protandria
(flores hermafroditas com o6rgaos masculino e feminino viaveis em
momentos diferentes). Conforme o referido autor, em cada flor as
anteras maturam primeiro e o estilete, que ainda estd se alongando,
empurra o pdlen para cima. As duas superficies estigmaticas maturam
2 ou 3 dias apés a disseminacdo do podlen. O podlen germina
imediatamente, mas o estigma sé se torna receptivo de 5 a 7 dias,
impedindo a autofecundacdo nas flores individuais, e evitando a
ocorréncia de depressdo consangiiinea devido a autofecundagdo. O
grau de depressdo varia entre as cultivares. As cultivares diferem
consideravelmente na quantidade e qualidade do pdlen (FOURY,
1967).

A biologia floral da cultivar brasileira de alcachofra Nobre
foi descrita por Baggio et al. (2009). Estes autores descreveram a
existéncia de aproximadamente 1.400 flores por inflorescéncia, as

quais apresentavam morfologia tubulada, hermafrodita e com simetria
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radial e estabeleceram uma escala de 15 estadios de desenvolvimento
do capitulo, compreendendo desde a emissdo do capitulo até a
dispersdo dos frutos, indicando o estddio quatro como o estadio de
coleta para comercializacao.

A alcachofra possui um ciclo vegetativo que se renova
anualmente, sem interferéncia do produtor, ou seja, a planta ndo
morre, permanecendo as raizes (rizoma), parte do caule abaixo do
nivel do solo e acima deste. Assim, o ciclo se repete todos os anos,
com o surgimento dos rebentos apds o término das colheitas
(CAMARGQO, 1992).

Apresenta raizes, fasciculadas, medindo cerca de 0,50 m
de comprimento, de cor parda, com inumeras radiculas. Durante o
crescimento vegetativo ocorre a brotagdo de algumas gemas
localizadas no rizoma, formando rebentos. O rizoma permanece vivo
por muitos anos. Cada rebento tem seu sistema radicular, podendo
constituir plantas completas e independentes. Estes sdo usados como
material de propagacdo para iniciar novos plantios. O nimero de
rebentos varia de um, em plantas jovens e fracas, at¢ doze ou mais, em
plantas vigorosas, de dois ou mais anos (CAMARGO, 1992).

Segundo Portis et al. (2005), o germoplasma cultivado de
alcachofra tem sido classificado em quatro grupos principais, €
principalmente com base na aparéncia do capitulo: (i) O grupo
Spinoso, caracterizado pela presenca de longos e afiados espinhos nas
bracteas e folhas, de capitulos conicos (ii) O grupo violetto, precoce
com capitulos de cor violeta, de tamanho médio e com pequenos
espinhos; (ii1) O Grupo Romanesco, tardia e vigorosa com capitulos

grande, esféricos e sub-esféricos e sem espinhos; (iv) O grupo
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catanese com capitulos relativamente pequenos, alongados e sem
espinhos. Um quarto grupo ¢ citado por Robles (2001), como sendo o
grupo Bianco Tarantino, tardia de capitulo esférico, tamanho pequeno
verde e espinhosos. Segundo Portis et al. (2005), outro critério de
classificacdo ¢ baseado no periodo de colheita: tipos precoces podem
serem forcados a produzir capitulos entre outono e primavera
enquanto que os tipos tardios, produzem capitulo somente durante a
primavera e inicio de verao.

Segundo Mauromicale & lerna (2000), as principais
cultivares de alcachofra cultivadas na Italia sdo Violetto di Sicilia
(70%), Spinoso di Palermo (20%), Violet du Provence, Spinoso

Sardo, Romanesco, Tema 2000 e Terom (10%).

2.2 UtilizacBes, importancia econémica e cultivo da alcachofra

A alcachofra ¢ uma cultura de grande relevancia
econdmica e com importantes caracteristicas nutricionais e
medicinais, sendo considerada nutracéutica. Como alimento, ¢ rica em
proteinas, vitamina do complexo B, vitamina A, vitamina C, potéssio,
calcio, sédio, fosforo, magnésio e ferro, além de ser fonte de fibras
(RYDER et al., 1983).

Sua principal forma de consumo ¢ como hortalica,
podendo ser consumida in natura na preparagdo de saladas, molhos e
grelhados ou industrializada, na forma de conservas. Seu consumo ¢
fundamentalmente in natura durante o periodo de produg@o inverno-

primavera (GARCIA et al., 2005; GARCIA, 2007).
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A existéncia de importantes compostos medicinais
justifica as aplicagdes farmacologicas da alcachofra. O extrato das
folhas de alcachofra é comercializado na forma de fitoterapico para o
tratamento de diversas doencas. Estudos comprovam que as folhas
possuem potentes atividades antioxidantes, diurético, hepato-
estimulante e efeito terapéutico no tratamento de doengas géstricas.
Atua também na inibicdo da biossintese do colesterol (LDL),
prevenindo a arteriosclerose e contra os radicais livres, diminuindo a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (CECCARELLI et al.,
2010; KUCUKGERGIN et al., 2010; CHRISTAKI et al.; 2012).

Conforme Murayama (1972), a cinarina, composto
quinonico éster,1-4 dicaféico do 4cido cinico, é o principio
medicamentoso mais conhecido e estudado da alcachofra, é obtido das
folhas mais desenvolvidas, apds o término de colheita, empregada no
combate as moléstias do figado e por aumentar, nesse 6rgao a agao
antitoxica, além da cinarina, a alcachofra possui principios ativos
como antioxidantes naturais, derivados de acido cafeico
(KUCUKGERGIN et al., 2010) que estimula a formacdo da bile
hepatica e regularizam a formacao de sais e substancias antioxidantes
que ajudam no combate aos radicais livres . E diurético, regulando o
metabolismo do colesterol e dos triglicerideos, prevenindo, desta
forma, a arteriosclerose e problemas cardiacos (PECAUT & FOURY,
1992).

Atualmente, tem se observado um aumento da demanda de
mercado por alimentos funcionais, com propriedades antioxidantes. A
concentracdo desses compostos ¢ considerada importante pardmetro

de qualidade para os vegetais, assim a aquisicdo e difusdo de
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informacdes cientificas avaliando as propriedades nutricionais e os
efeitos da alcachofra na satde, tem estimulado o consumo desta
cultura. A espécie foi definida como alimento funcional pela
Comissao Européia da Functional Food Science in Europe (FuFoSE),
(CECCARELLI et al., 2010).

Segundo Mauro et al. (2009) ha um renovado interesse na
cultura da alcachofra devido a presenca de uma série de produtos
alternativos, incluindo a inulina nas raizes, considerado um anti-
cancerigeno de colo (LATTANZIO et al., 2001; CHRISTAKI et al.;
2012), bio-farmacos nas folhas (GEBHARDT, 1997, BROWN &
RICE-EVANS, 1998; PEREZ-GARCIA et al., 2000; WANG et al.,
2003), dleo nas sementes e ragao dos residuos (MACCARONE et al.,
1999), bem como para uso forrageiro (MONTEMURRO & CIANCI,
1976) e producao de papel e bicombustivel (FOTI et al., 1999;
GOMINHO et al., 2002).

Conforme Escartin (1996), a Europa ¢ o maior produtor de
alcachofra do mundo, destacando-se em primeiro lugar com maior
area de cultivo e maior producdo a Italia, seguida pela Espanha e
Franga. Do total da producdo destes paises 75% destina-se para o
consumo interno e apenas 5% sdo destinados para a exportagao.

A Espanha participa com aproximadamente 27,5% da
producdo mundial distribuida em cinco regides produtoras. Na Fran¢a
se destacam duas zonas produtoras, que correspondem a 14% da
producdo mundial. Segundo o autor, o comércio internacional de
alcachofra a fresco ¢ muito baixo, em torno de 55.000 toneladas (5%
da produ¢dao mundial). A Franga ¢ a principal importadora, seguida da

Alemanha e Bélgica. A Espanha exporta para a industria de conservas
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aproximadamente 22.500 toneladas, com destino fundamentalmente
aos Estados Unidos e Canada.

De acordo com Escartin (1996), a California (EUA) se
destaca pela producdo de alcachofra verde. Na América Latina, a
alcachofra ¢ cultivada na Argentina, Peru, Chile e Brasil, sendo que a
Argentina ¢ o quarto maior produtor mundial (FAO, 208), (Tabela 1).
Tabela 1- Producao mundial de alcachofra, segundo a FAO, 2011

Top production - Artichokes - 2011

Production {Int $1000)
|
[} uopenpaody

——10

B Production (Int $1000)
[ Production (MT)

- Area J
Fonte: Food and Agriculture Organization (FAO, 2011).

Segundo Portis et al. (2005), a Italia possui em torno de
51.000 ha cultivados com alcachofra, representando ao redor de 35%
da superficie cultivada no mundo com essa hortaliga. A cultura da
alcachofra e considerada bastante rentdvel, originando um ingresso
anual médio de USS 6.375/ha na Argentina (ASPRELLI, 2000).

No Brasil, a alcachofra foi introduzida pelos imigrantes

europeus, principalmente italianos, ha cerca de cem anos, no inicio do
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século XX (DONIDA, 2004). E cultivada no sul e sudeste, sendo S&o
Paulo o maior produtor, responsavel por 80% da area cultivada no
pais. A cultivar mais utilizada nessa regido ¢ a “Roxa de Sao Roque”,
que produz capitulos roxos e ¢ destinada principalmente ao consumo
in natura (FILHO et al., 2009).

O Rio Grande do Sul a alcachofra foi introduzida pela
Cooperativa Triticola Erechim Ltda. (COTREL), na regido do Alto
Uruguai, em 1994. Nessa instituicdo houve o desenvolvimento da
cultivar brasileira Verde Nobre, destinada exclusivamente para fins
industriais. A area cultivada na regido do Alto Uruguai chegou a
aproximadamente 50 ha, distribuidos em 21 pequenas propriedades
(DONIDA, 2004). No entanto, o referido estado ndo tem tradicdo no
cultivo da alcachofra para fins de consumo in natura, e uma das
razOes para isso € a falta de progénies desenvolvidas e adaptadas a
regido e inexisténcia de material vegetal disponivel para o plantio. No
entanto, o cultivo de alcachofra no sul do Brasil ¢ percebido como
uma alternativa rentdvel para a pequena propriedade rural (GRANDO
etal., 2011 ).

Atualmente, a produ¢ao de alcachofra ocorre em
diferentes condi¢cdes de ambiente, porém para a producao comercial
preferem-se climas mais amenos, com temperaturas noturnas
relativamente baixas e alta umidade durante a maior parte do ano, pois
em climas quentes ocorre o amadurecimento precoce das gemas e
endurecimento das partes comestiveis, o que afeta a qualidade da
cultura para consumo comercial (SIMS et al., 1968).

A melhor época para o plantio das mudas ¢ de abril a fins

de maio, quando as chuvas sdo mais espacadas e os dias mais frescos
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(MURAYAMA, 1983; ISECHI et al., 1998). A colheita dos capitulos
ocorre de outubro até dezembro, e € feita manualmente cortando-se a
haste com 20 a 30 cm de comprimento. O ponto de colheita é quando
os botdes apresentarem as bracteas aderentes e carnosas
(MURAYAMA, 1972).

Nas plantacdes comerciais a temperatura ideal, para a
alcachofra ¢ de 15 °C a 18 °C, sendo que podera ter uma variagao de 8
°C para mais ou para menos, sendo que temperaturas abaixo de 5 °C
podem inibir o desenvolvimento. Em local quente ocorre abertura
precoce do botdo, que prejudica a qualidade da por¢cdo comestivel
(ISECHI et al., 1998).

Segundo Foury (1967), as alcachofras sdo plantas de dias
longos com um foto periodo critico de cerca de 10,5 horas. Em
individuos propagados por sementes, a transicdo do estadio vegetativo
para o reprodutivo depende das interagdes entre os trés seguintes
determinantes: obtencdo de plantulas de tamanho adequado;
temperatura baixa e fotoperiodo. As plantas de alcachofra necessitam
de 210 horas de frio par passar do estado vegetativo para o
reprodutivo (GARCIA, COMUNICACAO PESSOAL, 2009).

A alcachofra deve ser cultivada em lugares de solo fértil e
bem drenado (MURAYAMA, 1972). Segundo Isechi et al. (1998), a
alcachofra ¢ muito exigente em solos, preferindo condi¢des de elevada
fertilidade, profundidade e drenagem. Além de exigir agua em
abundancia e nutrientes basicos (NPK), necessita de calcio, magnésio
e boro, ndo dispensando adubagdo organica, desenvolvendo-se melhor
em solos com pH entre 5,5 ¢ 6,5. Como as condi¢des de temperatura e

umidade limitam as areas favordveis para plantios comerciais,
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algumas vezes o solo ideal ¢ deixado em segundo plano para atender
as condi¢des climaticas propicias (CAMARGO, 1992).

Filgueira (1982) reafirma que a alcachofra produz melhor
em solos argilo-arenosos, de consisténcia média, com boa
permeabilidade, sem problemas de drenagem, com pH entre 5,7 ¢ 6,8,
sendo exigente em calcio e magnésio. Em solos excessivamente
argilosos hd maior risco de apodrecimento e o aparecimento de
fungos, pulgdes ou nematoides nas raizes (CASTRO & CHEMALE,
1995). Apesar de a alcachofra utilizar bem a fertilidade natural ou
residual do solo, a obten¢do de uma producdo comercial, seja pelo
tempo de colheita ou pela quantidade e qualidade produzida, somente
pode ser atingida com um apropriado programa de fertilizagao
(RYDER et al., 1983).

O cultivo da alcachofra apresenta algumas vantagens, tais
como valor econdmico e estabilidade de renda; qualidade alimentar,
higiénica e farmacoldgica; multiplicidade de utilizagdo; e grande

biodiversidade (MAUROMICALE & IERNA, 2000).

2.3 Métodos de Propagacéao de Alcachofra

2.3.1 Propagacéo sexual e vegetativa

A alcachofra pode ser propagada por sementes (sexual) ou
por meio vegetativo (assexual). A propagagdo vegetativa ¢ de grande
importancia quando se deseja multiplicar uma progénie que ¢
altamente heterozigoto e apresenta caracteristicas consideradas

superiores que se perdem quando propagadas por sementes devido a
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segregacao genética (PAIVA & GOMES, 2001). Podem ser utilizados
rebentos e os talos do rizoma, em que os primeiros sdo plantas novas
com seu proprio sistema radical (BRAVO, 1983). O processo de
multiplicagdo por rebentos, também denominados “filhotes” ou
mudas, ¢ geralmente utilizado para antecipar inicio da colheita e
reproduzir com seguranga a cultivar (BORREGO, 1986; CAMARGO,
1992).

De acordo com Cointry (2001), na propagagdo vegetativa
cada progénie obtida constitui um clone com homogeneidade
fenotipica, independente da sua constituicdo genética, podendo um
conjunto de clones formarem uma populacao.

A propagacdo de alcachofra ¢ preponderantemente do tipo
vegetativa (CRAVERO, 2001) e oferece uma série de inconvenientes
como, a grande heterogeneidade no vigor e na produgao em virtude de
diferencas no desenvolvimento e enraizamento dos brotos
(MAUROMICALE, 1984; MAUROMICALE et al., 1989).

Ha também problemas fitossanitarios da planta-matriz,
que pode concentrar agentes patogénicos como virus, fungos e
bactérias (MAUROMICALE, 1984), baixa taxa de multiplicagao,
cerca de trés a cinco rebentos por planta/ano, e de oito a dez nas
cultivares mais prolificas, dificuldade na introdugdo e difusdo da
cultura, elevado custo de implantacio do matrizeiro e escassa
possibilidade  de  mecanizaggjo  (MAUROMICALE, 1984;
MAUROMICALE et al., 1989).

Assim, o desenvolvimento de cultivares propagadas
por semente tem sido priorizado pelos programas atuais de

melhoramento desta espécie (MAUROMICALE & IERNA, 2000).
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Segundo Cravero (2002), a producdo de sementes melhoradas pode
auxiliar na superacdo dos inconvenientes da propagacdo vegetativa.
As principais vantagens de cultivares reproduzidas por sementes sdo:
a possibilidade de implantacdo mecanica do cultivo, a redugdo dos
custos de implantagcdo, a garantia sanitaria, que impede a transmissao
de enfermidades e infecgdes virais, possibilidade de rotagdo de
cultura, reducdo do tempo de permanéncia da cultura na lavoura e o
aumento do sistema radicular das plantas (MAUROMICALE &
IERNA, 2000; BARZNISKY & ZOHARY, 1994).

Novas cultivares obtidas por cruzamentos tem sido,
desenvolvidas com o objetivo de proporcionar um incremento em
qualidade e produtividade, bem como a tolerancia a estresses
climaticos e resisténcia a doengas. De maneira que o programa de
melhoramento tem concentrado seus esfor¢os no desenvolvimento de
cultivares hibridas propagadas por sementes. A producao desses
hibridos tem a vantagem de garantir a integridade genética destas
novas cultivares (BIANCO, et al., 2011).

Por outro lado, a propagac¢do por sementes apresenta
problemas, pois forma plantas heterogéneas, ndo reproduzindo
exatamente os caracteres da planta-matriz, originando grande
quantidade de plantas com espinhos, com capitulos de baixa
consisténcia e qualidade, baixa precocidade, recapitulando as
progénies mais selvagens (CAMARGO, 1992; GIL ORTEGA, 1996).
Segundo Cravero (2001), essa heterogeneidade se deve a alta
heterozigose dos clones que originam as sementes. Além disso, a
propagacdo sexual ¢ limitada pela baixa produg¢do de sementes.

Diante dos problemas existentes com a multiplicagdo sexual e
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vegetativa, a micropropagacdo surge como uma alternativa para a
produ¢do de mudas de alta qualidade sanitaria, com elevada
uniformidade entre os clones.

Segundo Cravero (2001), a micropropagacao permite
produzir uma populacao grande, homogénea e livre de enfermidades,
permitindo, também, a rapida instalacdo de progénies selecionadas em
uma regido especifica (LAUZER & VIETH, 1990). Esta técnica tem
proporcionado resultados interessantes em outras espécies, 0 que

ainda nao se alcancou em alcachofra (GIL ORTEGA, 1996).

2.3.2 Cultura de Tecidos e Micropropagacao

A técnica de cultura de tecidos estd fundamentada no
principio da totipotencialidade celular, a qual se refere a capacidade
das células vegetais para regenerar plantas completas através de
divisdes, crescimento e diferenciacdo, mesmo quando isoladas da
planta que lhes deu origem (MANTOVANI, 2008).

A propaga¢ao vegetativa in vitro, também denominada de
micropropagacao, devido ao tamanho dos propagulos utilizados, ¢ a
aplicacdo mais pratica da cultura de tecidos e aquela de maior impacto
econdmico (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). A
micropropagacdo possibilita propagar vegetativamente, ou clonar,
progénies de interesse, representando uma alternativa para a
multiplicacdo de plantas que apresentam dificuldades de reprodugao
sexuada e, também, onde a aplicagdo dos métodos convencionais de

propagacao vegetativa ndo se tornam vidveis (MANTOVANI, 2008).
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A proliferacdo in vitro a partir de gemas ou meristema, ¢
basicamente a extensdo da propagacdo vegetativa e tem sido também
aplicada quando hé escassez de material para o plantio, propiciando a
producao de plantas uniformes e sadias com uma velocidade superior
de crescimento em relagao aos métodos convencionais de propagacao,
devido a maior produgio menor tempo e espago fisico (CROCOMO,
1986). O cultivo in vitro ainda possibilita a conservagdo de
germoplasma, garantindo a manuten¢do da biodiversidade para uso no
melhoramento genético de plantas por meio da associacao de métodos
de cultura de tecidos e regeneragdo de plantas in vitro (SERAFINI,
2001).

No caso da alcachofra, a micropropagacdo tem sido
empregada por varios motivos, como possibilidade de aumento rapido
do numero de individuos geneticamente idénticos a partir de plantas
selecionadas, producao de plantas com elevada qualidade sanitaria, em
geral livres de bactérias, fungos e nematdides, obten¢do de plantas
altamente homogéneas a partir de plantas heterozigotas (BEDINI et
al.; 2012), possibilitando o aproveitamento da heterose, sem as
limitagdes da produgdo de semente.

A micropropagacao ¢ geralmente realizada através de
uma seqiiéncia de estdgios, conforme originalmente proposto por
Murashige (1974). O estadio inicial (Estadio 0) envolve o cultivo de
plantas doadoras de explantes, o segundo (Estadio I- isolamento)
compreende o estabelecimento da cultura asséptica, onde € preciso
definir o tipo de explante a ser utilizado e o estimulo necessario ao seu
crescimento em condigdes de isolamento in vitro. O terceiro (Estadio

ITI- multiplicagdo) tem por objetivo a obtencdo de grande quantidade
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de plantas, a partir de rotas organogénicas ou embriogénicas, diretas
ou indiretas, em sucessivas subculturas. Neste estagio consegue-se
aumentar e manter o estoque de plantas em condigdes in Vitro por
tempo ilimitado. Este aumento no estoque de plantas depende
basicamente da técnica utilizada, dos reguladores de crescimento
presentes no meio de cultura, do tipo de explante, do niimero e
intervalo dos subcultivos e da taxa de multiplicagdo que ¢ obtida em
cada subcultivo (DEBERGH & READ, 2000).

O ultimo dos estagios adotados no processo de
micropropagacdo (estdgio III - enraizamento e aclimatizacdo) tem
como objetivos o enraizamento e aclimatizacdo, o qual se refere ao
processo de transferéncia da planta da condigao in vitro para ex vitro.
O enraizamento das partes aéreas que foram produzidas na fase de
multiplicagdo via organogénese, pode ser estimulados pela adi¢ao de
reguladores de crescimento, no meio de cultura, especificos para este
fim. A indug@o e o desenvolvimento radicular podem ocorrer in vitro,
ou alternativamente, o enraizamento pode ser induzido in vitro e o
desenvolvimento radicular ocorrer posteriormente em substrato ex
vitro (DEBERGH & READ, 2000).

Ainda, neste Ultimo estadgio ocorre a preparagdo das plantas
para a conversdo de uma condigdo heterotréfica para autotrdfica e dela
depende, em grande parte, o sucesso de um protocolo de
micropropagacdo. As condigdes estabelecidas durante o cultivo in
vitro podem, muitas vezes, provocar disturbios fisiologicos, estruturais
e anatomicos que reduzem a eficiéncia fotossintética e dos tecidos de
sustenta¢do e de transporte de 4gua e nutrientes. A prepara¢do para a

transferéncia das plantas do laboratorio para ambientes de casa de
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vegetacao envolve uma fase de aclimatizagdo, em que, geralmente,
sdo adotadas medidas como alteragdes quimicas do meio de cultura da
fase de enraizamento, como a reducdo das concentracdes de sais e
fontes de carboidratos, ¢ ainda mudancas nas condi¢des ambientais de
luz, temperatura e umidade (DEBERGH & READ, 2000).

A abertura gradual dos frascos de cultura ainda na sala de
crescimento, no laboratorio, permite uma maior troca gasosa,
estimulando assim a corrente transpiratoria do explante aumentando
sua sobrevivéncia ex vitro (MANTOVANI, 1997).

As condi¢des Otimas devem ser estabelecidas em cada
estagio em funcdo do material vegetal utilizado e da espécie
propagada. A variabilidade existente na resposta morfogenética in
Vvitro, ndo esta apenas entre espécies do mesmo género, mas também
de progénies da mesma espécie, leva a necessidade de se definirem
protocolos diferenciados da cultura de tecidos (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998).

Os tecidos com alto potencial morfogenético podem se
diferenciar diretamente em gemas, sem passar pela fase de calo, num
processo denominado organogénese direta, ou pelo processo de
diferenciacdo das gemas para a formag¢ao de um novo 6rgdo, que ¢
precedido da formacgdo de calos. A partir das células ndo organizadas
do calo surgem gemas adventicias e se desenvolvem em novas partes
aéreas, esse processo denomina-se organogénese indireta
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). A multiplicacao de
plantas in vitro também pode ocorrer através do processo de

embriogénese somatica direta ou indireta, pela formacdo de embrides
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somaticos que recapitulam o processo de embriogénese zigdtica, mas
a partir de células somaticas.

De acordo com Caldas et al. (1998), a composi¢do e
concentracdo hormonal no meio de cultura determinam o crescimento
e o padrao de desenvolvimento na maioria dos sistemas de cultura de
tecidos. Para isso, as auxinas, citocininas e giberelinas sdo as classes
de reguladores de crescimento mais utilizadas.

As auxinas atuam no ciclo celular, no alongamento celular,
dominancia apical, formacdo de raizes adventicias e embriogénese
somadtica. Os principais tipos de auxinas sintéticas utilizadas no cultivo
in vitro sd3o: ANA (4cido naftaleno-acético, 2-4,D (acido
diclorofenolacetico), ao passo que as que ocorrem naturalmente nas
plantas s3o: a AIA (4cido indolacético) e o IBA (4cido indolbutirico)
(TRIGIANO & GRAY, 2010).

As citocininas promovem a divisdo celular, proliferacao de
brotos e a formacao de calos, sendo que as mais utilizadas sdo: Benzil-
amino-purina (BAP), zeatina, kinetina, 2-isopenteniladenina (2iP) e
Tiazurom (TDZ). Estas promovem a formagao de brotos axilares.

As citocininas s3o muito utilizadas durante a fase de
multiplicagdo in vitro, pois promovem a quebra da dominancia apical,
maximizam o numero de brotos regenerados, favorecendo a
propagagdo in vitro. Dentre os fatores que mais influenciam para a
maximizagdo do potencial genotipico na multiplicagdo in vitro, estdo
os reguladores de crescimento, em especial as citocininas como a
BAP. A multiplicidade de brotagdes ¢ caracteristica do BAP, que ¢
eficaz para promover a multiplicacdo de partes aéreas ¢ inducao de

gemas adventicias em diversas espécies (GRATAPAGLIA &
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MACHADO, 1998), o que resulta em alta taxa de multiplicagdo. No
entanto, em concentragdes ndo adequadas, as citocininas podem
causar disturbios fisioldgicos caracteristicos nas plantas, como
redu¢do no alongamento, encurtamento dos entrenos, hiperhiricidade,
inibicdo do enraizamento, entufamento e outros. De acordo com
Flores et al. (2007), uma alternativa para minimizar os efeitos das
citocininas no crescimento da parte aérea e no enraizamento de plantas
in vitro ¢ a transferéncia dos brotos para um meio nutritivo isento de
regulador de crescimento.

A combinagdo de auxina e citocinina tém sido também
bastante utilizadas na fase de multiplicacdo e o balango hormonal
adequado ¢ bastante dependente da espécie e cultivar empregada. E
esse delicado balanco auxina: citocinina que define os padrdes de
morfogénese que serdo assumidos pelo tecido cultivado (SKOOG &
MILLER, 1957). Outro regulador vegetal utilizado no cultivo in vitro
¢ o acido giberélico (GA3). O efeito mais conhecido desta giberelina
in vitro é no alongamento das partes aéreas quando estas nao estdo em
condi¢des de serem individualizadas para o enraizamento, devido ao
seu pequeno tamanho (GRATAPAGLIA & MACHADO, 1998).

Além dos reguladores de crescimento e dos componentes
basicos do meio de cultura, macronutrientes, micronutrientes,
sacarose, agar e agua outras substancias podem ainda ser incorporadas
aos meios de cultura com fins especificos.

As contaminagdes flngicas e bacterianas, principalmente
observadas na fase de isolamento do cultivo in vitro, representam um
grande problema que pode levar ao insucesso o emprego da

micropropagacdo. O hipoclorito de sddio tem sido usado com sucesso
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na esterilizagdo de meio de cultura para o cultivo in vitro, pois
apresenta excelente atividade antibacteriana relacionada com a
formagdo de compostos contendo cloro ativo (como o 4acido
hipocloroso e o ion hipoclorito) (TEIXEIRA et al., 1997). Segundo
Grattapaglia e Machado (1998), a utilizacao de antibidticos no cultivo
in vitro ¢ interessante para o controle de contaminagdes bacterianas
endogenas que frequentemente representam sérios problemas no
estabelecimento in vitro das culturas. No entanto, ¢ consenso que
mesmo assim, dificilmente se consegue eliminar completamente as
bactérias, pois os antibidticos normalmente utilizados em cultura de
tecidos vegetais possuem acdo bacteriostatica e ndo bactericida. Além
disso, sdo caros e dificeis de adquirir, e favorecerem o surgimento de

cepas resistentes quando utilizados inadequadamente.

2.3.3 Micropropagacao de Alcachofra

De Leon e Greco (1976), utilizaram pela primeira vez a
propagacao in vitro para produgao de alcachofra. No entanto, pesquisas
relacionadas a micropropagacao de alcachofra t€ém sido limitadas a um
grupo restrito de cultivares, principalmente cultivares européia
(ANCORA et al., 1981; PECAUT et al., 1983; ANCORA, 1986;
BRUTTI et al. 2000; MORONE FORTUNATO & RUTA, 2003;
TAVAZZA et al., 2004; BEDINI et al.; 2012) e para a Cv. Green
Globe (LAUZER & VIETH, 1990). Segundo Mauromicale & Ierna
(2000), a micropropagacao comercial de alcachofra tem sido
empregada somente na Italia, principalemtne com o tipo de alcachofra

Romanesco.
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Segundo Rossi e De Paoli (1992), Bedini et al. (2012), a
micropropagacdo de alcachofra apresenta taxas de multiplicagdo mais
elevadas que pelos métodos tradicionais in vivo; plantas de alcachofra
obtidas de plantulas produzidas in vitro exibem maior vigor e
aumentada produtividade no campo.

A difusdo da micropropagagdo comercial esbarra no
elevado custo comercial das mudas produzidas por cultura de
meristemas (MAUROMICALE & IERNA, 2000) e principalmente
pelas dificuldades de estabelecimento da técnica de micropropagagao
para esta cultura, como a dificuldade de desinfeccdo do material
utilizado como fonte de explante, em virtude da proximidade dos
orgdos utilizados com contaminantes do solo, como bactérias, ¢ a
dificuldade de formacdo e indu¢do de raizes (BRUTTI et al.; 2000;
SUZIN, 2008; BEDINI et al.; 2012). Além disso, a baixa taxa de
multiplicagdo ¢ considerada uma limitagdo para o emprego da
micropropagacdo de alcachofra em escala comercial (BRUTTI et al.,
2000). Taxas de multiplicagdo em torno de 4:1 tem sido registradas
entre os relatos de maior sucesso para a espécie. Taxa de multiplicacao
de 4,5:1 foi obtida por Ancora et al. (1981) para a cultivar Romanesco
e por Elia et al. (2007) para a cultivar precoce ‘Violet du Provence’.
Da mesma forma, Grando et al. (2011) obtiveram uma taxa de
multiplicag¢do de 4:1 para a cultivar brasileira Nobre cultivada em meio
contendo uma combinacdo especifica de reguladores de crescimento
citocinina e auxina. Tavazza et al. (2004) também obtiveram similar
taxa de proliferagdo da cultivar “Spinoso sardo” em meio de cultura
contendo essa combinac¢do. Uma taxa de 5:1 foi obtido para a cultivar

“Early French” em meio contendo alta concentragdo de citocinina BAP
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(Benzilamino-purina) isoladamente, porém os propagulos apresentaram
reduzido alongamento (BRUTTI et al., 2000).

Outra estratégia para melhorar o enraizamento de
alcachofra foram empregadas com o uso de ciclodextrinas (BRUTTI et
al.; 2000) e uso de perlita adicionada ao meio liquido (BEDINI et al.;
2012).

Quanto a dificuldade de enraizamento, Morone-Fortunato
et al., (2005) testaram varias concentracoes de diferentes auxinas e
observaram que a frequencia de enraizamento de plantas no meio MS
suplementado com 10 mg.L" AIA foi de 62% para Cv. Catanese,
com uso de micorrizas na aclimatizagdo de plantas.

Na Italia tem ocorrido sucesso no estabelecimento de
protocolos para assepsia, isolamento, multiplicagdo e enraizamento in
vitro, bem como aclimatizagdo de alcachofra (MORONE
FORTUNATO, 1982; MORONE FORTUNATO & TAGARELLI,
1989; MORONE FORTUNATO & RUTA, 2003; TAVAZZA et al.,
2004; ELIA et al.,, 2007). No entanto a propagagdo in vitro da
alcachofra ¢ principalmente empregada para poucas cultivares de
primavera (tardias) e permite a produgdo de plantas para distribui¢ao
para produtores rurais italianos (ANCORA et al., 1981; TAVAZZA et
al., 2004).

O processo de micropropagacdo de cultivares precoce
apresenta maiores dificuldades, associadas principalmente com a
perda da precocidade em parte das plantas micropropagadas
(PECAUT & MARTIN, 1992) e com baixa taxa de multiplicacdo e

baixa porcentagem de enraizamento (ELIA et al., 2007).
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Tavazza et al. (2004) utilizando meio modificado com
nitrato de amonia obtiveram a formag¢ao de brotos de qualidade e uma
satisfatoria propagagdo in vitro da cultivar de outono Spinoso sardo,
sendo que a taxa de multiplicagdo obtida foi incrementada pelo uso de
cinetina combinada com baixas concentracoes IBA.

De acordo com Elia et al. (2007), na fase de multiplicacao,
o equilibrio entre as concentragdes de citocininas e auxinas pode
promover oOtima formagdo e desenvolvimento dos brotos
especialmente na presenca de GA;. Para a Cv. “Violet du Provence”,
estes autores demonstraram que uma maior concentracdo hormonal
nao ¢ necessaria, ocorrendo uma redugao no crescimento dos brotos se
o balanco hormonal citocinina:auxina for maior que dez. Morone
Fortunato et al. (2003,2005) tem relatado o desenvolvimento de
metodologias de para a cultivar precoce Catanese.

No Brasil, pesquisas relativas ao estabelecimento do
processo de micropropagacao de alcachofra tém sido realizadas na
Universidade de Passo Fundo, principalmente com a Cv. de
primavera (tardia) Nobre, sendo que problemas com contaminagdes
iniciais, baixa taxa de multiplicacdo e de enraizamento também se
mostraram com fatores limitantes na micropropagacao desta cultivar
(AUGUSTIN et al., 2006; GRANDO et al. 2011). Taxas de
multiplicagdo em torno de 3:1 foram observadas por nestes estudos.
No entanto, recentemente, Grando et al. (2011) alcangaram uma taxa
de multiplicacdo satisfatéria para esta cultivar (4.2:1), utilizando um
meio de multiplicagio suplementado com 0,4 mgL' de BAP
combinado com 0,1 mg.L'1 de ANA. Boscardin et al. (2007), ao

avaliarem meios de isolamento de &pices caulinares da Cv. Nobre, e
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agentes bactericidas no meio de cultura para controle das
contaminagdes iniciais, concluiram que o uso de gentamicina numa
concentragdo de 20 mg.L™" e o hipoclorito de s6dio (1 ml.L™") foram os
mais efetivos. Da mesma forma, Suzin et al. (2008), ao tratarem
brotos com diferentes agentes bactericidas, observaram que, tanto o
cloreto de mercurio a 1% como o hipoclorito de sédio a 50%,
resultaram em indices de contaminag¢dao bem inferiores ao tratamento-
controle, onde ndo foi usado nenhum tipo de agente desinfestante.

A aclimatizacdo das mudas oriundas do cultivo in vitro foi
estabelecida por Comin et al. (2007), que recomendaram o uso do
substrato comercial Mecplant e temperatura de 10 °C para a eficiente
recuperagdo das plantas.

O cultivo in vitro de alcachofra também tem sido estudado
pelos cientistas como técnica de conservacdo de germoplasma de
progénies selecionadas, considerando os inconvenientes das
metodologias tradicionais utilizadas na manutengdo de recursos
genéticos encontrados na espécie. As vantagens associadas a
manuten¢do de coleg¢des in vitro de alcachofra sdo de pouco espago
requerido, facilidade de manuseio, homogeneidade do progénie
conservado, evitando a erosao genética e garantia da sanidade do
material conservado (BEKHEET, 2007).

O sucesso da micropropagacdo pode estar na
dependéncia de fatores genéticos, fisioldgicos ou ambientais, podendo
ser encontrada grande variabilidade nas respostas in vitro. A
variabilidade existente na resposta morfogenética in vitro, ndo apenas

entre espécies do mesmo género, mas também entre progénies da
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mesma espécie, leva a necessidade de se definirem protocolos
diferenciados.

A micropropagagdo ¢ uma alternativa para produgdo de
mudas uniformes, com manutencdo de caracteristicas genéticas e
livres de viroses e bacterioses. Porém, para que a técnica de
micropropagacdo seja empregada com sucesso na produ¢do de mudas
de alcachofra, é necessario desenvolver protocolos adequados para

multiplicagdo in vitro de progénies selecionados.

2.4 Substratos Horticolas

Diversos materiais podem ser utilizados como substratos
horticolas, sendo divididos em duas grandes categorias: minerais,
como por exemplo, a areia, vermiculita e a 1a de rocha, e organicos,
como por exemplo, a turfa, casca de arroz, casca de café, palha,
serragens. Os substratos de origem mineral apresentam como maior
vantagem sua inércia quimica. Os de origem organica podem sofrer
alguma decomposi¢do durante o periodo em que estdo em contato com
as raizes das plantas. Essa decomposi¢dao se for intensa, pode
modificar o equilibrio mineral do meio radicular (CARON, 2004).

Os substratos exercem grande importdncia no
crescimento e desenvolvimento das plantas. Substrato ¢ o meio onde
se desenvolvem as raizes das plantas cultivadas fora do solo, servindo
de suporte para as planta, podendo regular a disponibilidade de
nutrientes para as raizes. Pode ser formado de solo mineral ou

organico, e de um ou diversos materiais em misturas (KAMPF, 2000).
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De acordo com Calvete (1998), o substrato ¢ o meio de
sustentacdo ou de suporte das raizes e apresenta grande importancia
como meio de enraizamento inicial de mudas jovens, pois, conforme
suas propriedades podem facilitar ou impedir o crescimento das
plantas. O desenvolvimento das raizes em recipiente ¢ diferente do
apresentado no campo, considerando as restrigdes de espacgo. Portanto,
o substrato deve ser melhor que o solo, em caracteristicas como a
economia hidrica, aeracdo, permeabilidade, poder de tamponamento
para pH e capacidade de retencdo de nutrientes. O material deve
apresentar alta estabilidade de estrutura, para evitar compactagao; alto
teor em fibras resistentes a decomposi¢do, para impedir a
compostagem no recipiente; e estar livre de agentes causadores de
doencas, de pragas e de ervas daninhas (KAMPF, 2000). Como
normalmente ¢ dificil encontrar todas as caracteristicas ideais num
unico componente, sao utilizadas misturas de materiais para
proporcionar a obten¢do de um melhor substrato (WENDLING et al.,
2002). Para melhorar as caracteristicas fisicas e quimicas, se
adicionam materiais melhorados denominados condicionadores
(FERMINO & BELLE, 2000).

Conforme Taveira (1996) sdo varios os critérios para a
escolha do substrato mais adequado, como o custo e as caracteristicas
fisico-quimicas, dificeis de avaliar numa primeira andlise, mas a
primeira recomendacdo ¢ escolher em fungdo do sistema de irrigagao
ou fertirrigagdo que sera adotado no viveiro. De acordo com Verdonck
et al. (1981), as propriedades fisicas e quimicas dos diferentes
substratos horticolas diferem de acordo com a origem dos seus

componentes. Portanto, ¢ necessario conhecer essas propriedades
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antes do seu uso para poder ajusta-los as diferentes circunstancias de
uso.

Entre as caracteristicas fisicas mais importantes na
determinagdo da qualidade de um substrato, destacam-se a densidade
seca (DS), a porosidade total (PT), o espago de aeracdo (EA), a dgua
facilmente disponivel (AFD), a 4gua disponivel (AD) e a dgua de
reserva ou tamponante (AT). Quanto as caracteristicas fisico-quimicas
dos substratos que mais influenciam na resposta das plantulas, ¢ a
agua facilmente disponivel, a mais importante a ser observadas na
escolha de um substrato para aclimatizagao.

A porosidade total (PT) ¢ a diferenga entre o volume total e
o volume de solidos em dado volume de um substrato horticola
(CALVETE, 1998). A porosidade quantifica a fragdo do volume total do
solo ocupado pelos poros, os quais podem estar preenchidos por ar
(macroporos) ou por agua (microporos).

O espaco de aeragdo (EA) corresponde ao volume de ar
apresentado pelo substrato, apds a drenagem. Esse valor ¢ dado pela
diferenca entre a porosidade total e a porcentagem do volume de agua a
10 cm de sucgdo (DE BOODT & VERDONCK, 1972)

A agua disponivel (AD) corresponde ao volume de agua
liberado entre 10 ¢ 100 cm de sucgdo. Este valor compreende a agua
facilmente disponivel (AFD), entre 10 e 50 cm, e a dgua de reserva ou
tamponante (AT) entre 50 e 100 cm.

As caracteristicas consideradas ideais segundo Boodt &
Verdonck (1972), sd@o de porosidade total, PT (> 0,85), espaco de
aeracao, EA (0,2 e 0,3), dgua facilmente distribuida, AFD (0,2 ¢ 0,3) e
agua tamponante, AT (0,04 ¢ 0,1). A qualidade de um substrato para
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semeadura de hortalicas em bandejas depende de sua estrutura fisica e
de sua composi¢cdo quimica. Deve ser de baixa densidade, absorver e
reter adequadamente a umidade e conter macro e micronutrientes em
niveis suficientes, pois as espécies olericolas, regra geral, crescem
rapidamente, sendo bastante exigentes (SILVA JUNIOR &
VISCONTI, 1991).

A determinagdo da curva de retencdo de dgua de um
substrato, segundo Fermino et al. (2000), ¢ importante na medida em
que informa o volume de agua disponivel as plantas dentro de cada
faixa de tensdo em uma determinada amostra. Maior volume de 4gua
disponivel a baixas tensdes representa menor gasto de energia pela
planta para absorvé-la. Plantas submetidas a estresse moderado por
falta de 4gua ou salinidade excessiva sdo estimuladas a acumular e
manter niveis elevados de solutos organicos no citoplasma, a custa de
energia desviada de fungdes de crescimento. Esse acimulo de solutos ¢
uma forma de reduzir o potencial osmoético interno das células, e,
assim, o potencial da agua da planta como um todo, gerando um
gradiente favoravel a absorcao de dgua. Esse fenomeno ¢ denominado
de ajuste osmotico (TAIZ & ZEIGER, 1998) ou condicionamento
osmotico, e reduz a taxa de crescimento da planta.

Comin et al. (2007) testaram varios substratos para a
aclimatizacao de mudas de alcachofra produzidas in vitro na
Universidade de Passo Fundo e recomendaram o uso do substrato
comercial Mecplant e temperatura de 10 °C para a eficiente recuperacao

das plantas.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi constituido de trés Experimentos (I,
II e III) os quais foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia
Vegetal e Setor de Horticultura da Faculdade de Agronomia e
Medicina Veterinaria (FAMV) da Universidade de Passo Fundo
(UPF).

3.1. EXPERIMENTO | — CULTIVO IN VITRO DE APICES
CAULINARES DE TRES CULTIVARES DE ALCACHOFRA
PRODUZIDAS NO CAMPO

3.1.1 Material

Foram utilizadas trés cultivares de alcachofra neste
estudo: Romanesca, Verde Redonda ¢ Verde Redonda Melhorada.
Foram doadoras de explantes (5 clones da cultivar Romanesca, 12
clones da cultivar Verde Redonda e 12 clones da Verde Redonda
Melhorada), num total de 29 clones anteriormente selecionadas por
apresentarem caracteristicas desejaveis para o consumo In natura,
capitulo grande, redondo, apresentando colora¢do roxa e sem espinhos
(REOLON DA COSTA, et al., 2011). As plantas doadoras de explante
foram cultivadas no campo experimental da FAMV da Universidade
de Passo Fundo em marg¢o de 2010 até a producdo de novos rebentos

de onde foram obtidos os apices caulinares.
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3.1.2 Fase de Assepsia e isolamento

Brotacdes jovens (rebentos) dos clones selecionados de
alcachofra (25 a 30 cm) foram coletados, no campo, nos meses de
fevereiro e marco, e estabelecidos em floreira com substratos
composto de 50% casca de arroz carbonizada + 50% substrato
comercial Mecplant Horta-2® em estufa semi-climatizada, onde
receberam tratamento fitossanitario, utilizando fungicida com
principio ativo de Metalaxyl-M + Mancozeb, trés dias antes da coleta
dos propagulos, e adubagdo por aproximadamente trés meses (Figuras

la,b).

Figura 1 - (a) Brotagdes de alcachofra coletados do campo e
cultivados em substrato, em estufa semi-climatizada; (b)
Plantas desenvolvidas apds trés meses, antes da retirada
dos apices caulinares. FAMV — UPF, Passo Fundo/RS -
2011.

Para obtencdo dos 4pices caulinares, as folhas adultas,
juntamente com a por¢do radicial dos brotos foram eliminadas,
restando apenas um material constituido de parte das folhas mais

internas € uma pequena por¢do basal, medindo cerca de 3,0 cm de
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comprimento (Figura 2d). Este foi submetido a assepsia em etanol
70% por 5 minutos, seguido pela imersdo em solucdo de hipoclorito
de sodio (2,5% de cloro ativo) por 20 minutos (Figura 2b).

Os apices caulinares de aproximadamente 0,5 cm, foram
isolados em camara de fluxo laminar com o auxilio de um
estereomicroscopio (Figura 2c) e inoculados no meio de isolamento,
em tubos de ensaio, constituido por meio MS modificado (MORONE-
FORTUNATO & RUTA, 2003), suplementado com 1,0 mg.L" de 2iP
6-(y,y-dimetil-alilamino)-purina) + 1,0 mgL"' de AIA (acido-
indolacético) + 0,025 mg.L "' GA; (4cido giberélico) + 20 gL' de
sacarose + 7,0 g.L"! de 4gar.

Para controle de microrganismos foram adicionados ao
meio de isolamento a) hipoclorito de soédio 1,0 mLL"' (NaClo)
comercial contendo 2,5% de cloro ativo apds a autoclavagem; b)
gentamicina 20 mg.L™', ¢) Combinagdo de hipoclorito + gentamicina.
As culturas foram mantidas no escuro por uma semana, €
posteriormente expostas a luz com fotoperiodo diario de 12 horas
utilizando, luz branca fluorescente de 20 watts com 6,75 p.mol.m™.s™
de lux e temperatura de 25 °C.

Foram cultivados em cada um dos tubos de ensaio um apice

caulinar, constituindo assim uma repeticao.
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Figura 2 — Etapas do preparo do material vegetal de alcachofra para o
cultivo in vitro (a) Material vegetal medindo cerca de 3,0
cm apods a remocao das folhas adultas e porcdo radicial;
(b) Processo de Assepsia das brotagdes de alcachofra; (c)
Retirada de 4pice caulinar com auxilio de lupa
estereomicroscopica; (d) Apices caulinares em meio de
isolamento. FAMV/ UPF, Passo Fundo — RS - 2011.

3.1.3 Fase de Multiplicacao

Decorridos 30 dias, os propagulos foram transferidos do
meio de isolamento para o meio de multiplicagdo composto por meio
MS modificado com os seguintes suplementos: MS modificado
suplementado com 0,4 mg. L' BAP +0,1 mg.L" ANA (GRANDO et
al., 2011), em frascos de 10 cm de altura, de vidro transparente, com
tampa plastica de coloragdo branca, e com aproximadamente 30 ml de
meio de cultura, mantidos em camara climatizada com temperatura de
25°C e fotoperiodo didrios de 12 horas, utilizando luz fluorescente

branca de 20 watts de aproximadamente 6,75 p.mol.m™.s’ de lux.
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Foram realizadas trés subcultivos consecutivos a cada 30 dias

utilizando a mesma composicao do meio de multiplicagdo.

3.1.4 Delineamento experimental e Variaveis analisadas

O delineamento experimental foi o completamente
casualizado para todos os estadios da micropropagagdo e a unidade
experimental foi composta por um apice/propagulo/plantula com um
numero varidvel de repeticoes, conforme a disponibilidade do
material.

Na fase de isolamento foram observadas as frequéncias
de contaminagdo e sobrevivéncia dos apices caulinares ap6s 30 dias de
cultivo. Os tratamentos foram: 3 genétipos x 3 agentes anti-
microbianos adicionados ao meio de cultura, no total de 9 tratamentos,
sendo o numero de repetigdes variavel para cada cultivar de acordo
com a disponibilidade do material selecionado.

Na fase de multiplicagdo foram avaliadas as taxas de
multiplicacdo observada em trés subcultivos sucessivos. A taxa de
multiplicagdo diz respeito a média do nimero de novos brotos axilares
obtidos por broto pré-existente. Os tratamentos foram: Gendtipos x

Meio de cultura.
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3.2 EXPERIMENTO Il — CULTIVO IN VITRO DE APICES
CAULINARES DE PROGENIES DE ALCACHOFRA
PROVENIENTES DE PLANTULAS OBTIDAS DE SEMENTES

3.2.1 Material

Foram utilizados para este experimento apices caulinares
de plantulas provenientes de sementes de seis progénies selecionadas
do programa de melhoramento de alcachofra da UPF. Estas progénies
sdo originadas da populagdo CO de selecdo recorrente resultante do
cruzamento de Romanesca ¢ Verde Redonda melhorada, selecionadas
de acordo com as seguintes caracteristicas: formato do capitulo,
coloracdo, tamanho, curvatura das bracteas, auséncia de espinhos,
auséncia de umbigo (orificio) nos capitulos, boa produtividade e maior
numero de capitulos secundario sendo elas: BIL3RI1, B2L4R6,
B3L4R2, B3L5R2, B4L5R6 e B5L1R4, foram semeadas o total de
100 sementes de cada progénie, totalizando 600 sementes, em
bandejas de isopor com 72 células, (Figura 3a) com substrato

esterilizado Mecplant Horta 2 ®, mantidas em estufa semi-climatizada,

com controle fitossanitario regular a cada 30 dias, utilizando fungicida
com principio ativo de Metalaxyl-M + Mancozeb, e também a cada 3
dias, antes da retirada da plantula para processo de cultivo in vitro. A
semeadura ocorreu em fevereiro de 2012. Apds 90 dias estas plantas
foram transferidas e cultivaras em floreiras, mantidas em substrato
comercial e estufa semi-climatizada, seguindo assim a retirada dos

apices caulinares (Figura 3b).
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Figura 3 — (a) Plantulas de alcachofra provenientes de sementes de
plantas selecionadas de seis progénies C0O, com 20 dias;
(b) Plantulas de alcachofra doadoras dos apices caulinares
aos 60 dias de cultivo em estufa semi-climatizada, da
FAMYV - UPF- Passo Fundo- RS - 2012.

3.2.2 Fase de Assepsia e Isolamento

Apds 90 dias da semeadura, foram coletadas plantulas
de alcachofra para obtengdo dos explantes utilizados in vitro. As
folhas das plantulas, juntamente com a por¢do radicular foram
eliminadas, restando apenas um material constituido de parte das
folhas mais internas e uma pequena por¢do basal, medindo cerca de
3,0 cm (Figura 4a). Para assepsia os explantes foram imersos em
alcool 70% por 3 minutos, e a seguir imersos em hipoclorito de sodio
a 1,5% de cloro ativo com ajuste para pH 6,0, durante 10 minutos, em
camara de fluxo laminar. Apoés foram lavados 4 vezes em &gua
esterilizada, onde foram mantidos até a retirada do &pice caulinar

(Figura 4b).
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Os apices caulinares de aproximadamente entre 0,3 e 0,5
cm, foram isolados em camara de fluxo laminar com o auxilio de uma
lupa estereomicroscopica (Figura 4b) e inoculados no meio de
isolamento constituido por meio MS modificado (MORONE-
FORTUNATO & RUTA, 2003), suplementado com 1,0 mg.L'1 2iP 6-
(y,y- dimetil-alilamino-purina) + 1,0 mgL"' de AIA (4cido
indolacético) + 0,025 mg.L" GAs (4cido giberélico) + 20 gL de
sacarose + 7,0 g.L’1 de 4gar. Para controle de microrganismos foi
adicionado ao meio de isolamento 20 mg.L™' de gentamicina apos a
autoclavagem.

Foi cultivado em cada tubo de ensaio um apice caulinar
constituindo uma repeti¢do. Para cada progénie foram utilizadas 55
amostras diferentes, contabilizando 55 repeti¢des. Os tubos foram
mantidos no escuro por uma semana, € posteriormente expostos
fotoperiodo de 12 horas, utilizando fluorescentes, luz branca de 20
watts de aproximadamente 500 a medida de luz fotossintética e

temperatura de 25°C.

Figura 4 — a) Obten¢do das brotacdes de alcachofra proveniente de
plantulas jovens obtidas de 6 progénies de alcachofra; (b)
processo de assepsia das brotacdes. (c) Retirada de apice
caulinar de alcachofra com auxilio de Ilupa
estereomicroscopica em camara de fluxo laminar. FAMV
/UPF- Passo Fundo — RS — 2012.
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3.2.3 Variaveis analisadas

Foi avaliada a frequéncia de contaminagdo e
sobrevivéncia com identificacao visual dos propagulos contaminados
ap6s 30 dias de cultivo. O delineamento experimental foi o
completamente casualizado e a unidade experimental foi composta por

um apice/propagulo com 55 repetigdes.

3.3 EXPERIMENTO Il - MICROPROPAGACAO DE
ALCACHOFRA A PARTIR DE SEMENTES GERMINADS IN
VITRO

3.3.1 Material

Sementes de trés progénies de uma populacdo CO de
selecdo recorrente do Programa de Melhoramento Genético de
Alcachofra da UPF denominadas de (P1)B2L4R6, (P2)BIL4R7,
(P3)BIL3R1, foram utilizadas como fonte de explantes. Estas
progénies sdo provenientes do cruzamento entre clones selecionados
das cultivares Romanesca ¢ Verde Redonda Melhorada, selecionadas
por apresentarem caracteristicas desejaveis ao consumo in natura, ou
seja, capitulo grande, redondo, apresentando coloragdo roxa e sem
espinhos (REOLON DA COSTA et al., 2011). Estas cultivares sao
classificadas como cultivares tardias de alcachofra pertencente ao

grupo Romanesco.
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As plantas foram cultivadas no campo experimental da
FAMYV da Universidade de Passo Fundo em marco de 2010, de onde

foram obtidas as sementes utilizadas neste experimento.

3.3.2 Assepsia da semente, germinacdo in vitro e obtencdo dos

explantes

As sementes foram tratadas com fungicida Derozal plus,
utilizando 2 ml/Kg de sementes. O procedimento foi realizado com a
aplica¢do de fungicida dentro de saco plastico, homogeneizado com as
sementes, sendo, em seguida as mesmas mantidas em temperatura
ambiente até a secagem. Para a assepsia as sementes foram embebidas
em alcool 70% durante 30 minutos, logo apds em hipoclorito de so6dio
puro por 10 minutos, com concentragao de 1,5% de cloro ativo, com
pH ajustado para 6,0 em seguida foram mantidas em agua
esterilizadas por 48 horas, no escuro.

Apo6s este periodo foram lavadas em agua esterilizadas
por trés vezes. O tegumento das sementes foi retirado com auxilio de
pingas e bisturi, em camara de fluxo laminar, em ambiente estéril
sendo estas semeadas em meio de cultura MS completo
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) para a germinagdo. As sementes
colocadas in vitro foram mantidas no escuro durante sete dias, ¢ apos
este periodo expostas a luz por mais 14 dias, com fotoperiodo de 12
horas e com temperatura controlada de 25 °C. Assim, ap6s 21 dias do
cultivo as plantulas obtidas in vitro foram clivadas em trés regides

compreendendo a regido do apice caulinar, epicétilo e hipocotilo,
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conforme mostrado na Figura 5, as quais foram utilizadas como

explante.

Figura 5 — Regides de corte da plantula de alcachofra proveniente de
semente germinada in vitro por 21 dias: regido contendo o
apice caulinar, segmento do epicotilo e segmento do
hipocotilo.

3.3.3 Fase de estabelecimento do cultivo in vitro

Cada explante foi cultivado em dois meios de cultura.
O meio 1 (MI1) foi composto do meio MS modificado com
microelementos de Nitsch (NITSCH & NITSCH, 1972) acrescido de
1,0 mgL"' de BAP ¢ 0,1 mgL' de ANA. O meio 2 (M2) foi
constituido de meio MS com vitaminas B5 (GAMBORG et al., 1968)
acrescidos de 1 mg.L'1 de kinetina, 40 mg.L'1 de sulfato de adenina e
50 mg.L"' de fosfato monossodico (modificado de SERGHINI et al.,
2012).

Os tratamentos constaram de trés progénies, trés

explantes e dois meios de cultura, totalizando 18 tratamentos com 5
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repeticoes. Cada repeticdo foi constituida por um frasco contendo um
explante, e o delineamento empregado foi o completamente
casualizado. As culturas foram mantidas por 30 dias em camara de

crescimento com fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25 °C.

3.3.4 Fase de Multiplicacao

Decorridos 30 dias, os propagulos foram transferidos da
fase de estabelecimento in vitro para o meio de multiplicagao
composto por Meio de cultura 1 (M1) e Meio de cultura 2 (M2),
conforme descritos acima. Entdo foram mantidos em camara
climatizada nas mesmas condi¢des descritas acima. Foram realizadas
quatro subcultivos consecutivos a cada 30 dias utilizando meio fresco
da mesma composicao inicial.

O delineamento experimental foi o completamente
casualizado com 5 repetigdes. As repeticdes foram constituidas de um
frasco com 5 propagulos. Os tratamentos foram constituidos de trés

progénies selecionadas, trés explantes e dois meios de cultura.

Validacdo da taxa de multiplicacdo em progénies de alcachofra

utilizando a metodologia descrita acima

Para validar a metodologia descrita para a
multiplicagdo in vitro de alcachofra, o experimento foi repetido
utilizando somente a regido do apice caulinar de sementes germinadas
in vitro de trés progénies de alcachofra (P1= B2L4R6; P2=B1L4R7,
P3=BI1L3R1) cultivados nos meios de multiplicacio M1 e M2.
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Na etapa de validacao a unidade experimental foi um frasco
contendo 5 unidades experimentais, num total de 8 repeti¢cdes, de onde
foi avaliada a taxa de multiplicagdo, comprimento das brotacdes
medindo pela altura da maior folha (cm), nimero médio de folhas por

brotagao.

3.3.5 Variaveis e analise estatistica para a fase de estabelecimento

e multiplicacéo

Na fase de estabelecimento in vitro foi avaliada a
frequéncia de explantes desenvolvidos, apresentando brotagdes e
contaminados.

Na fase de multiplicagdo foi avaliada, ao final de cada
subcultivo, a taxa de multiplicacdo, comprimento das brotagdes
(medido pela altura da maior folha / cm), nimero médio de folhas por
brotacdo, massa fresca (g) e massa seca das brotacdes produzidas em
quatro subcultivos sucessivos. Também foram contabilizadas as
plantas sobreviventes, vitrificadas e contaminadas. A taxa de
multiplicagdo foi obtida mediante a contagem dos novos propagulos
(brotos axilares) originados a partir de um propagulo inicial. Para
obtencdo da massa seca, os propagulos foram colocados em estufa
com temperatura constante de 65 °C, por 72 horas, seguido de
pesagem em balanca digital.

Para analise estatistica os dados foram submetidos a analise de
variancia e médias das variaveis comparadas pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade de erro.
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3.3.6 Enraizamento

Propagulos de duas progénies P1 (B2L4R6) e P2
(BIL4R7) obtidos apos quatro subcultivos foram transferidos para o
meio de pré-enraizamento constituido de meio MS sem suplementagao
de reguladores de crescimento e permanecendo por 30 dias em camara
de cultura com fotoperiodo de 12 horas, com lampadas de luz
fluorescentes sob intensidade de aproximadamente 6,75 ;,L.mol.m'z.s'1
de lux e Temperatura de 20 °C.

Em seguida foram transferidos para meio de
enraizamento composto por MS modificado + 10 rng.L‘1 de AIA + 30
gL' de sacarose (MORONE-FORTUNATO et al, 2005),
permanecendo por mais 30 dias.

ApOs este periodo as plantas enraizadas e os propagulos
que ndo apresentaram raizes visivelmente desenvolvidas, foram
conduzidas para a fase de aclimatizagdo. Na fase de enraizamento
foram avaliadas a frequéncia de enraizamento (%), comprimento da
maior raiz (cm), volume de raiz (cm3) e numero de folhas. O
delineamento experimental foi o completamente casualizado ¢ a
unidade experimental foi composto por um broto/plantula de duas
progénies. A andlise estatistica foi realizada através da analise de
variancia e as médias das varidveis comparadas pelo teste de Tukey a

5% de probabilidade de erro.
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3.3.7 Aclimatizacao

A primeira etapa de aclimatizagdo foi efetuada em camara
climatizada com temperatura média do ar no interior do ambiente de
aproximadamente 25 °C, e fotoperiodo de 16 horas, com lampadas
fluorescentes luz do dia de 110 watts, com aproximadamente 1000 a
medida de luz fotossintética. Quando as plantlulas das progénies P1 e
P2 apresentaram de 3,0 a 7,0 cm, foram retiradas do meio de
enraizamento e, apds lavagem das raizes em 4agua corrente,
transferidas para vasos plasticos de 500 ml e protegidas por frascos de
vidro transparente, individualmente, durante 10 dias e mantidas nas
condi¢des acima descritas.

Durante essa etapa as mudas foram irrigadas em sistema
de floating, através de bandejas de aluminio medindo 40x25x5 cm,
por subcapilaridade, compostas de um conjunto de 5 vasos, conforme
a necessidade destas. Nao houve adi¢do de solug¢do nutritiva, por um
periodo de 30 dias.

Os tratamentos constituiram-se de duas progénies (P1 e
P2) e trés substratos, sendo utilizado o substrato comercial Mecplant
Horta 2 ® e Casca de arroz carbonizada, em trés diferentes
concentragdes: S1: Mecplant Horta 2 ® 100%, S2: 50% substrato
comercial Mecplant Horta 2 ® e 50% Casca de arroz carbonizada
(CAC) e S3: 100% Casca de arroz carbonizada (CAC). Os
tratamentos (progénies X substratos) foram distribuidos em
delineamento completamente casualizado. Apds 30 dias de
aclimatiza¢ao foram obtidas as frequéncias das plantas sobreviventes

nos diferentes substratos.
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Nos substratos foram analisadas as caracteristicas fisico-
quimicas nos Laboratorios de Fisica dos Solos e de Solos, da
FAMV/UPF. Para caracterizagdo quimica, determinou-se o pH em
H,O, condutividade elétrica (CE) e capacidade de troca de cations
(CTC). Para a caracterizacao fisica, efetuou-se densidade (DS),
porosidade total (PT), espaco de aeracdo (EA), 4gua facilmente
disponivel (AFD) e dagua tamponante (AT) obtidas através da curva
de reten¢do de dgua pelo método do funil de placa porosa, a partir das
succoes de 0; 10; 50 e 100 cm (0; 1; 5 e 10 Kpa), fundamentado por
De Boodt & Verdock (1972) e Libardi (1995) e descrito por Calvete
(1998).

Apb6s o periodo de aclimatizagdo, as plantulas foram
transferidas para floreiras retangulares de plastico, de coloragdo preta,
medindo 35x15x12 c¢cm em substrato comercial Mecplant Horta 2 ®
(100%) e mantidas em estufa plastica com ambiente semi-controlado,
medindo 499,20 m? (12,8x39m) e coberta por filme de polietileno de
baixa densidade (PEBD) do tipo difusor e anti-UV, permanecendo a
temperatura média do ar ao redor de 25 °C, no periodo de
dezembro/2012 até marco/2013, sendo avaliadas quanto a taxa de
sobrevivéncia ap6s 30 dias do transplante. Os dados coletados foram

avaliados através do calculo de porcentagem.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 EXPERIMENTO | — CULTIVO IN VITRO DE APICES
CAULINARES DE TRES CULTIVARES DE ALCACHOFRA
PRODUZIDAS NO CAMPO

4.1.1 Fase de Isolamento

Os éapices caulinares de alcachofra obtidos de rebentos
produzidos no campo apresentaram alto nivel de contaminagao
bacteriana e fungica quando cultivados in vitro. A adi¢do de
hipoclorito de s6dio no meio de isolamento ndo foi efetivo para o
controle por contaminacdo. A contaminagdo esteve presente em
explantes das trés cultivares utilizadas (Tabela 2).

Do total de 74 apices caulinares, 45,9 % sobreviveram a
fase de isolamento e 54,1 % foram perdidos devido a contaminagdo. A
figura 6 mostra aspectos das contaminagdes observadas neste
experimento.

A perda de mais de 50% dos explantes iniciais por
contaminagdo ¢ um fato esperado e relatado para a espécie, devido ao
explante ser originado do campo. Alternativamente poderiam ser
testadas outras fontes de explantes como discos foliares, gemas
dormentes subterraneas entre outros locais onde € possivel reproduzir

uma nova planta.
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Tabela 2 — Porcentagem de 4pices caulinares de alcachofra
sobreviventes e contaminados por fungos e bactérias,
durante o cultivo em meio de isolamento contendo
hipoclorito de sodio, hipoclorito de sddio + gentamicina, e

gentamicina
Tratamento  Cultivares Apices Apices Apices
infeccao de caulinares caulinares caulinares
no alcachofra* cultivados sobreviventes  contamina
Meio de N.° N° % dos
isolamento N° %
Hipoclorito RM* 15 05 33,3 10 66,7
de sodio VR* 23 13 56,5 10 43,5
VRM* 09 03 33,3 06 66,7
Subtotal 47 C21 44,7 26 55,3
Hipoclorito RM* 02 01 50,0 01 100,0
+ VR 03 00 50,0 03 37,5
Gentamici VRM 08 04 80,0 04 50,0
na
Subtotal 13 05 38,5 08 61,5
Gentamici RM* 02 01 50,0 01 50,0
na VR 06 03 50,0 02 50,0
VRM 06 04 66,7 03 333
Subtotal 14 08 57,2 06 428
Total 74 34 45,9 40 54,1

* RM: Romanesca; VR: Verde Redonda; VRM: Verde Redonda melhorada.



75

Figura 6 — Apices caulinares de alcachofra no meio de isolamento:
contaminac¢do de diferentes clones por bactérias e fungos
(‘apos 15 dias de cultivo in vitro )

A utilizagdo da combinacdo de hipoclorito de s6dio com o
antibiotico gentamicina, ou somente gentamicina, adicionados ao
meio de isolamento, também ndo foi eficiente para controlar as
contaminagOes nesta fase do estabelecimento do cultivo in vitro de
alcachofra, de forma que houve perda de mais de 50% do material
inoculado pela presengca de bactérias e fungos provenientes dos
tecidos cultivados.

As contaminacdes ocorreram por bactérias (42,5%), por
fungos (32,5 %) e pela associagdo de bactérias e fungos (25%),
conforme demonstra a tabela 3. Dos 34 explantes que sobreviveram 4

(11,8%) foram perdidos por oxidagao.
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Tabela 3 — Porcentagem de 4pices caulinares de trés cultivares
alcachofra contaminados por bactérias, fungos e bactérias
+ fungos apos 30 dias de cultivo em meio de isolamento
contendo hipoclorito de so6dio, hipoclorito de sddio +

gentamicina, e gentamicina

Tratamento  Cultivares Apices  Bactérias Fungos  Bactérias
infec¢do no de caulina + Fungos
Meio de alcachofra*  res
isolamento contam N° (%) N° (%) N° (%)
inados

Hipoclorito ~ RM* 10 05 50,0 03 30,0 2,0 20,0

de sddio VR* 10 01 10,0 02 20,0 7,0 70,0
VRM* 06 02 333 03 50,0 1,0 16,7

Subtotal 26 08 30,8 08 30,8 10 38,4

Hipoclorito =~ RM* 01 01 100,0 00 - 00 -

+ VR 03 01 333 02 66,7 00 -

Gentamicina VRM 04 03 75,0 01 25,0 00 -

Subtotal 08 05 62,5 03 37,5 00 -

Gentamicina RM* 01 01 100,0 00 - 00 -
VR 03 03 100,0 00 - 00 -
VRM 02 00 - 02 100 00 -

Subtotal 06 04 66,7 02 33,3 00

Total 40 17 425 13 325 10 25,0

*RM: Romanesca; VR: Verde Redonda; VRM: Verde Redonda melhorada.

O alto nivel de contaminacdo observado pode ser

atribuido ao fato de que as plantas matrizes usadas como doadoras dos

explantes serem provenientes do campo e ndo foram submetidas a

controle fitossanitario, ou este controle nao foi satisfatorio, indicando
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a importancia da qualidade fitossanitaria das plantas doadoras dos
explantes.

Medeiros (1999) afirmou que o nivel de contaminagdo
tende a ser maior quando as plantas matrizes, usadas como fonte de
explantes, sdo provenientes do campo. O hipoclorito de sédio tem
sido usado com sucesso na composi¢do do meio de cultura para
controle das infec¢des nos estadios iniciais do cultivo in vitro, pois
apresenta excelente atividade antibacteriana relacionada com a
formacdo de compostos contendo cloro ativo (como o 4&cido
hipocloroso e o ion hipoclorito) (TEIXEIRA et al., 2008). A adi¢ao de
antibidtico no meio de cultura tem sido utilizada com esta mesma
finalidade (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). A utilizagdo de
antibidticos no cultivo in vitro, ¢ também interessante para o controle
de contaminagdes bacterianas endogenas que freqiientemente
representam problemas no estabelecimento in vitro das culturas.

Chaves et al. (2005) ratificam que um dos maiores
entraves do cultivo in vitro esta na dificuldade de obter tecidos livres
de contaminagdo, principalmente por bactérias, pois nem sempre se
pode elimina-las com o uso de antibidticos. O uso de diferentes
agentes germicidas ¢ fundamental para a redugdo da contaminagao dos
explantes. A concentracdo da solu¢do desinfetante, a combinagdo dos
principios ativos e o tempo de exposi¢do podem variar muito
(MONTARROYOS, 2000), por isso € necessario a adequagao do
protocolo de desinfestagdo de acordo com a espécie, cultivar e a
sensibilidade do tecido a ser desinfestado (CHAVES et al., 2005).

Mesmo os compostos antiflingicos e antibacterianos de

amplo espectro frequentemente apresentam dificuldades em eliminar
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todos os microorganismos alvo, além de causarem efeitos colaterais
negativos no crescimento das culturas vegetais in vitro (LEIFERT et
al., 1991; OTONI et al.,, 2003). O efeito microbiano ¢ somente
suprimido pelos tratamentos antimicrobianos de modo que as bactérias
sdo capazes de retornar a sua multiplicagdo apds a interrup¢ao do
tratamento (CASSELLS, 1994).

De acordo com Grando et al., (2011), o hipoclorito de
sodio e o antibiotico gentamicina foram eficazes, no estabelecimento
da cultivar Nobre que apresentou 53% de contaminagdo em meio de
isolamento sem adicao de bactericidas, adicionado hipoclorito de
sodio no meio de isolamento, ocorreu  somente 15 % de
contaminagdo, ¢ com o uso de gentamicina os autores observaram
somente 5 % de contaminacao bacteriana.

Este resultado sugere que a adicao de agentes bactericidas
para o meio de isolamento pode reduzir significativamente a perda de
explantes devido a contaminacdo bacteriana, a qual foi considerada
como um dos fatores que limitam a aplicagdo da técnica de
micropropagacao para a referida cultivar.

Outro problema comum encontrado no estabelecimento da
cultura de dapices caulinares e meristemas em alcachofra ¢ o
escurecimento do explante no meio de isolamento. Este processo de
escurecimento se da pela oxidagdo dos tecidos, e tem sido controlado
pelo tratamento do explante de alcachofra com solugdes antioxidantes
contendo acido ascorbico e/ou acido citrico (ANCORA et al.; 1981;
IAPICHINO, 1996; BRUTTI et al.; 2000; ELIA et al.; 2007,
TAVAZZA et al.; 2007; BEDINI et al.; 2012).
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No entanto, no presente experimento a frequéncia dos
explantes oxidados foi baixa, ou seja, dos 34 explantes, apenas 4
oxidaram mesmo sem a utilizagdo de pré-tratamentos com agentes
antioxidantes. Isso pode ser devido as diferengas genéticas dos
materiais utilizados neste estudo e/ou diferenca ambiental no cultivo.

A contaminagdo por patdgenos nas fases iniciais de cultivo
in vitro de explantes, provenientes do campo tem sido amplamente
relatado em alcachofra e ¢ considerada uma das limita¢des
encontradas para a aplicagdo da micropropagacdo nesta espécie
(LAUZER & VIETH, 1990; ROSSI & De PAOLI, 1992; BEDINI et
al.; 2012). Rossi & De Paoli (1992), obtiveram de 50 a 60 % de
explantes contaminados utilizando 2-3% hipoclorito de sédio.

Muitos trabalhos relatam a utilizacdo de cloreto de
mercurio para a assepsia de 4apices caulinares de alcachofra com
algum nivel de sucesso (BRUTTI et al.; 2000; TAVAZZA et al;
2007). No entanto, Bedini et al. (2012) observou 54% de
contaminagdo em apices esterilizados principalmente por cloreto de
mercurio e hipoclorito de sodio, sugerindo que os contaminantes
podem serem de origem enddgena.

O cloreto de mercurio potencialmente mais téxico que
outros agentes e sua utilizacdo na desinfec¢do ndo se mostrou mais
eficiente que a combinacdo de hipoclorito de sddio e gentamicina
aplicados durante a assepsia ou adicionados no meio de isolamento de
apices caulinares de alcachofra C. Nobre (SUZIN et al. 2008).

A dificuldade com as contaminagdes observadas no
cultivo in vitro de apices caulinares ¢ meristemas tem levado alguns

pesquisadores a utilizar embrides maturos, obtidos das sementes de
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alcachofra como explantes para a micropropagacao (LAUZER &

VIETH, 1990; BOULLANI et al.; 2012).

4.1.2 Fase de Multiplicacéo

Ap6s 30 dias do isolamento, 30 propagulos saudaveis foram
transferidos para o meio de multiplicagcdo, sendo subcultivados em
meio de multiplicagdo fresco, de mesma composicao, a cada 30 dias,
por trés subcultivos.

Ao longo dos subcultivos, os propagulos cresceram,
formando folhas bem desenvolvidas (Figura 7), mas ndo apresentaram
formagdo de novas brotagdes que permitisse a multiplicagdo dos

mesSmos.

Figura 7 — Propagulo de alcachofra no meio de multiplicagdo no
Subcultivo II. FAMV - UPF - Passo Fundo - RS -2011.

Durante os subcultivos também foi observado o

desenvolvimento de bactérias, o que por sua vez pode ter interferido

no desenvolvimento de novos brotos. Hipoclorito e gentamicina para o
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controle de patdégenos nao foram acrescentados no meio de
multiplicagdo e 41% dos propagulos foram perdidos por

contaminagdes, principalmente bacteriana (Figura 8).
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Figura 8 — Numero e Frequéncia de propagulos de alcachofra: morte e
sobreviventes apd6s 3 subcultivos em meio de
multiplicagdo — FAMV-UPF. Passo Fundo — RS- 2011.

No final do periodo de trés subcultivos, somente
permaneceram vivos e sauddveis sete propagulos (23,3%) dos 30
iniciais. A figura 8 apresenta a frequéncia de infeccdo por bactéria
(30%), e por bactérias + fungos (11%) durante a fase de multiplicacao
e também 10 propagulos morreram (37%) mesmo sem apresentar
sinais visiveis de contaminacdo. Isso pode indicar a ineficiéncia do
meio de cultura no desenvolvimento dos propagulos. Os sete
propagulos sobreviventes ndo se multiplicaram em 3 subcultivos

realizados. As plantas apenas se mantiveram no meio de cultura, sem
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nenhuma multiplicacdo, indicando que talvez a composicao do meio
de cultura utilizado pode ndo ser eficiente para induzir a brotagdes
axilares nos progénies de alcachofra utilizados, ou ainda que
substincias toxicas provenientes de contaminacgdes bactérias possam
ter impedido o tecido de apresentarem respostas morfogénicas.

O fato de bactérias surgirem de propagulos saudaveis e ja
na fase de multiplicagdo indica que as mesmas sdo de origem
endogena. O aparecimento de bactérias apos um periodo maior de
cultivo in vitro indica que elas sdo bactérias que vivem no interior do
tecido vegetal e passam a viver fora dele quando se adaptam ao meio
nutritivo e condigdes de cultura. Segundo Pierik (1988), as bactérias
podem necessitar de condigdes de adaptacdo in vitro, ou pode nio
estar apta a multiplicar-se até que a cultura seja transferida para um
meio favoravel para seu crescimento.

Durante a micropropagacao, ¢ comum ocorrer perdas
significativas de material devido a contaminagdo por microrganismos
endofiticos, principalmente fungos e bactérias. A ocorréncia desse tipo
de contaminagdo ¢ mais freqiiente quando se realiza a
micropropagacao de espécies lenhosas, ou quando a assepsia ¢ dificil
de ser executada, devido as caracteristicas do explante, ou por este
estar localizado em regides da planta matriz proximas do solo (SUZIN
et al., 2008), como ¢ o caso da alcachofra (MAUROMICALE, 1984).
Em alcachofra, o aparecimento de contaminantes endogenos também
foi relatado por Bedini et al. (2012), quando estabeleceu o cultivo in
vitro de quatro cultivares de alcachofra Toscana.

Em trabalho realizado por Leifert et al. (1991), das 240

bactérias isoladas em 12 meses de cultivo de 12 diferentes espécies de
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plantas, 75% foram gram-positivas e apenas 25% gram-negativas,
onde mais da metade sdo habitantes da pele ou outros tecidos
humanos e outros animais, também de outras fontes e, distintos
métodos de tratamento podem ser necessarios. Segundo Pierik,
(1988), os contaminantes enddogenos nao podem ser eliminados por
tratamento superficiais, pois as contaminagdes latentes ndo revelam
imediatamente sua presenga visivel no material propagado ou no meio
de cultivo. Frequentemente infec¢des latentes podem ser identificadas
apenas apos a cultura ter sido mantida por varios meses. No entanto,
durante esse tempo, podem ter ocorrido transferéncias para muitos
frascos durante os subcultivos, contribuindo para a ocorréncia de
novas contaminagdes. Como por exemplo, a contaminagdo pode nao
surgir no meio de isolamento e multiplicagcdo, mas pode aparecer no
meio de enraizamento (BOXUS & TERZI, 1987).

Os microorganismos competem com os explantes pelo
espaco ¢ carboidratos (fonte de energia) nutrientes e outros
compostos, podendo liberar no meio de cultivo substincias toxicas
prejudiciais ao crescimento do material vegetal in vitro (LEIFERT et
al., 1991).

Os resultados nos levam a crer que antibioticos devessem
ser acrescidos ao meio de multiplicagdo para contornar estes
problemas. Os antibidticos atuam de diversas maneiras como a
inibicdo da sintese de peptideoglucano da parede celular bacteriana,
lesao da parede citoplasmatica, interferéncia na sintese de &cidos
nucléicos e proteinas. Pelczar et al. (1996) relataram a eficiéncia

comprovada da combinag¢dao de antibidticos visto que € muito mais
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dificil um microorganismo tornar-se resistente contra dois antibidticos
simultaneamente.

O meio de multiplicacdo utilizado nesse experimento
contendo 0,4 mg.L"' BAP + 0,1 mgL' ANA foi utilizado com
sucesso para a multiplicagdo in vitro da Cv. Nobre de alcachofra
(GRANDO et al., 2011), onde foi obtido uma taxa de multiplicacao de
4:1, considerada adequada para a alcachofra. Outros meios de

multiplicacdo deverao ser testados para estas progénies de alcachofra.

4.2 EXPERIMENTO Il — CULTIVO IN VITRO DE APICES
CAULINARES DE PROGENIES DE ALCACHOFRA
PROVENIENTES DE PLANTULAS OBTIDAS DE SEMENTES

4.2.1 Fase de isolamento

Dos 330 apices caulinares obtidos de plantulas de sementes
germinadas em ambiente protegido e cultivados in vitro 22
sobreviveram (6,7%) aos 30 dias de cultivo, sendo que 308 apices
caulinares (93,3%) ndo sobreviveram por problemas de contaminagao
por bactérias e fungos, e em alguns casos por oxidagao dos propagulos

(Tabela 4).
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Tabela 4 — Apices caulinares de seis progénies de alcachofra,
sobreviventes e ndo sobreviventes apos 30 dias de cultivo
no meio de isolamento

Progénie Apices Sobreviventes Nao
cultivados N° N° % Sobreviventes
N° %

BIL3R1 55 02 53
B2L4R6 55 05 50
B3L4R2 55 02 53
B3L5R2 55 04 51
B4L5R6 55 05 50
B5L1R4 55 04 51

Total (%) 330 22 6,7% 308 93,3%

A figura 9 mostra que a perda dos dpices caulinares de
alcachofra cultivadas em meio de isolamento foi principalmente por
contaminagdes bacterianas dos explantes, seguidas por fungos e
bactérias associadas com fungos, inviabilizando assim o
desenvolvimento dos propagulos. As infecgdes bacterianas foram em
maior nimero, com valores entre 47% e 76%, entre as progénies
(Figura 9). Foi observado também que uma pequena porcentagem de
perdas foi devido a oxidagdo (2,4%) do propagulo. Alguns explantes
simplesmente nao desenvolveram e estdo classificados como outros
(1,2%).

Para Leggatt et al., (1988) mesmo apds uma adequada
esterilizacdo, ¢ possivel que contaminantes microbianos sejam
introduzidos na cultura com o explante, como componente de uma
microflora sistémica natural a qual sobreviveu a desinfestacao
superficial. O elevado grau de contaminagdo e a localizagdo sistémica de
microorganismos sdo responsaveis, em alguns casos, pelo insucesso da

implantagdo de culturas in vitro. A contaminagdo tem prejudicado
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inclusive experimentos em fun¢do da redugdo do numero de explantes

(PASQUAL, 2001).

76 % 74 %
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Figura 9 — Porcentagem de morte dos apices caulinares obtidos de
plantulas provenientes de sementes de seis progénies de
alcachofra, por infec¢do bacteriana, fungica e associacao.
FAMV-UPF. Passo Fundo — RS- 2011.

Para superar os problemas de contaminagdo de explantes
provenientes do campo, George (1993) sugere a utilizacdo de explantes
obtidos de plantulas obtidas de sementes. No entanto, esta estratégia ndo
se mostrou util no caso da alcachofra, visto que os &pices caulinares
utilizados neste experimento foram obtidos de plantulas provenientes de
sementes de seis progénies estabelecidas em estufa semi-climatizada e
mantidas sob tratamento fitossanitdrio, com o uso fungicida com
principio ativo de Metalaxyl-M + Mancozeb, a cada 30 dias e 3 dias
antes da coleta das plantulas, e sendo assim, o nivel de contaminagao
observado ndo era esperado.

O tratamento fitossanitario aplicado as plantas doadoras de
explante tem sido eficaz na prevencdo de contaminagdes in Vitro.

Irrigagdo e pulverizagdo, com solucdes de agentes sistémicos
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(Benzimidazole e terramicina) com sulfato de estreptamicina
alternados com fungicidas ndo sist€émicos com principios ativos
diferentes, tem sido empregados com sucesso (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998).

O hipoclorito de sodio causa alteragdes biossintéticas no
metabolismo celular e a destruicdo de fosfolipidios formando
clorominas que interferem no metabolismo celular. Gera reagdes
oxidativas com inativacdo enzimatica irreversivel em bactérias e a
degradacao de lipidios e acidos graxos (ESTRELA et al., 2002). Para
uma desinfestacdo mais efetiva do material vegetal, o hipoclorito deve
ser usado com um pH entre 6 e 7. A gentamicina foi utilizada no meio
de cultura, no meio de isolamento, porém nenhuns destes compostos
foram eficientes no controle das contaminagdes bacterianas que foi a
maior causa da morte dos apices caulinares de progénies de alcachofra
utilizados neste experimento.

Outros compostos quimicos podem ser utilizados para o
processo de assepsia dos explantes, como o cloreto de merctrio. Em
experimento realizado com explantes excisados a partir de
crescimento ativo de ramificagdes radiciais de quatro cultivares de
alcachofra cultivadas em campos experimentais Bedini et al. (2012)
esterilizaram superficialmente os explantes em solugcdo aquosa de
cloreto de mercario (5 g.L') durante 3 minutos e lavadas trés vezes
com agua esterilizada. Apds foram embebidos em solucdo aquosa de
20% de solugdo de hipoclorito de sodio (8% de cloro ativo) durante 15
minutos, e subsequentemente lavadas trés vezes com agua esterilizada.
Mesmo assim, durante a fase de inducdo, mais da metade dos

explantes (54%) da Cv. Empolese foi contaminada. Os autores
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discutem que as possiveis causas destas contaminacgdes podem ser de
origem enddgena transitadas de plantas-mae, uma vez que a superficie
esterilizagdo foi realizada com cloreto de mercurio e de hipoclorito de
sodio, foi eficiente para a assepsia de todas as outras cultivares.
Medeiros (2001) afirmou que os niveis de contaminac¢dao tendem a
serem maiores quando as plantas matrizes, usadas como fonte de
explantes, sdo provenientes do campo. No entanto, mesmo as plantas
submetidas controle fitossanitario, ¢ mantidas em viveiro protegido ou
casa de vegetagdo, sdo fontes potenciais de microorganismos, podendo
tornar-se limitantes aos procedimentos de cultivo in vitro.

Neste experimento foi observado alto nivel de
contaminagdo por bactérias, mesmo havendo adequada assepsia. Na
fase inicial, a contamina¢do por fungos foi reduzida devido a
utilizacdo de fungicida como tratamento fitossanitario. Desta forma
nao foi possivel estabelecer a micropropagacao de alcachofra a partir
de 4apices caulinares obtidos de plantas originadas de sementes
germinadas em condi¢des controladas. Novos estudos poderdo ser
realizados para o desenvolvimento de técnicas diferenciadas de acordo

com a origem do explante utilizado.

43 EXPERIMENTO 1ll - MICROPROPAGACAO DE
ALCACHOFRA A PARTIR DE SEMENTES GERMINADS IN
VITRO

Na busca de uma alternativa para obter explantes livres
de contaminagdo para iniciar o cultivo In Vitro e estabelecer o
processo de micropropagacdo de material selecionado de alcachofra,

optou-se por trabalhar com sementes germinadas in vitro.
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4.3.1 Germinagao in vitro

Apds 10 dias de cultivo 100% das sementes de
alcachofra cultivadas em meio MS germinaram e se mostraram sadias,
sem a presenca de contaminagdes (Figura 10), de forma que foi
possivel acessar explantes para iniciar o0 processo de
micropropagacdo. Este resultado indica que os tratamentos
empregados para assepsia das sementes foram eficientes.

A micropropagacdo de alcachofra tem encontrado entraves
no que diz respeitos a assepsia do material utilizado como fonte de
explante. Este experimento, no entanto, mostra que o uso de sementes
germinadas in vitro como fonte de explantes, propiciou maior
frequéncia de explantes ndo contaminados, como foi observado nos
propagulos com os experimentos anteriores, quando foi empregado o
apice caulinar de brotacdes obtidas de plantas cultivadas no campo
(54,1 % de contaminacdes) ou de sementes cultivadas em substrato

esterilizado em ambiente controlado (93,3 % de contaminagao).
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Figura 10 — (a) Germinag@o de sementes de alcachofra in vitro em
meio MS; (b) Plantulas apds 21 dias da germinacdo in
vitro das sementes. FAMV — UPF- Passo Fundo - RS -
2012.

A estratégia de utilizar explantes obtidos de plantulas
originadas de sementes germinadas in vitro como forma de superar os
problemas de contamina¢do no inicio do cultivo in vitro, foi utilizada
por Lauzer & Vieth (1990) e depois por Serghini et al. (2012) que
obtiveram plantulas de embrides maturos cultivados in Vvitro
respectivamente de Green globe e  globe artichoke (Cynara

cardunculus Var. scolymus L.) de origem no Marrocos.
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4.3.2 Estabelecimento do cultivo in vitro

Conforme mostrado na tabela 5, os explantes hipocétilo e
epicdtilo ndo se desenvolveram ou mostraram qualquer expressdo de
morfogénese nos meios testados. No entanto, a regido do apice
caulinar apresentou desenvolvimento em duas progénies (P1) B2L4R6
e (P2) BIL4R7. Para ambos os progénies responsivos, (P1) B2L4R6 e
B1L4R7 (P2) o meio de cultura 1 (M1) promoveu maior frequéncia de
apices caulinares desenvolvidos, 100% para P1 e 80% para P2,
comparado com o meio de cultura 2 M2 (20%) para ambos os
genotipos (Tabela 5).

Nenhum dos explantes testados da progénie P3 (B1L3R1)
apresentou desenvolvimento no meio M2. No meio M1 100% dos
explantes desta progénie foram perdidos por contaminagdes, nao
permitindo a avaliacdo do potencial de desenvolvimento dos mesmos
nesse meio. Estas contaminacdes sdo provavelmente de origem
endogena, visto que as plantas doadoras dos explantes eram saudaveis.
Entdo sementes nao sdao fontes 100% confidveis quanto a

contaminagao.
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Tabela 5 — Fase de estabelecimento in vitro de explantes do apice
caulinar obtidos de sementes germinadas in vitro de trés
progénies de alcachofra cultivados em dois meios de
cultura

Progénie Expl. Explantes Explantes Tipo de
Meio de Cult. desenvolvidos Nao desenv. Contamina
Cultura N° N° (%) N° (%) cdo

M1 05 05 100 00 00 -
(P1)
B2L4R6 M2 05 01 20 04 80 F
M1 05 04 80 01 20 -e——--
(P2)
B1L4R7 M2 05 01 20 04 80 -
M1 05 00 00 05 100 F
(P3)
B1L3R1 M2 05 00 00 05 100
Total 30 11 12,2 19 87,8  —-mmeee-
N° exp. Cult.: Numero de explantes cultivados (nimero de repeti¢des).
Tipo de contaminantes: - = sem contaminag¢do; F=Fungos;

As sementes sdo portadoras de patdogenos naturalmente, e
estes podem ser transportados nas sementes e associar-se as mesmas de
diferentes maneiras, contaminando-as superficialmente, ou colonizando
os tecidos internos (TEIXEIRA et al., 1997).

A presenca de fungos no interior da semente pode
permanecer macroscopicamente indetectavel por um longo periodo de

tempo, durante o qual o crescimento fingico continua além dos tecidos
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desse orgdo causando danos que podem levar a completa perda de
viabilidade da semente (BERJAK, 1987). Em muitos casos, a semente
com baixa incidéncia de fungos germina quando semeada em condigoes
ambientais favoraveis. No entanto, em ambiente adverso, a germinagao
¢ lenta e os fungos infectantes tém oportunidade de colonizar a semente e
a plantula em desenvolvimento, ou mesmo podem causar a morte das
mesmas apds a semeadura. Isso ocorre devido a rapidez de
desenvolvimento e a alta agressividade de certos patégenos latentes na
semente, 0os quais retornam a atividade assim que encontram condicdes
favordveis, causando a morte da semente antes que essa evidencie 0s
primeiros indicios de germinagdo (CASA et al. 1995).

A figura 11 mostra a resposta diferencial dos explantes de
alcachofra utilizados para estabelecer o cultivo in vitro. Os explantes
epicotilo e hipocotilo ndo responderam nos dois meios testados. Nenhum
indicio de morfogénese, proliferacdo celular ou formagdo de calos foi
observada. A regido do apice caulinar, ao contrario, se desenvolveu
promovendo a formagdo de gemas e brotos axilares e novas folhas,
necessarios para o inicio do processo de multiplica¢ao in vitro. Este
comportamento pode ser explicado pelo fato do explante apice
caulinar apresentar maior quantidade de células ndo diferenciadas,
comparado com os outros dois explantes, que se encontram mais
diferenciados.

Para responder in vitro, as células diferenciadas cultivadas
in vitro devem passar pelo processo de desdiferenciagdo, a qual se
refere a perda da especializagdo e a reversao da célula diferenciada em
um estddio meristematico. As células desdiferenciadas podem
reiniciar a divisdo celular, através do fornecimento de nutrientes e

hormonios adequados levando a regeneracdo de uma planta, devido ao
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processo de regulagdo da expressdo génica € manutencdo de seu

genoma (KERBAUY, 1998).

Figura 11 — Fase do estabelecimento do cultivo in vitro de diferentes
explantes de alcachofra: (a) segmentos de hipocotilo

(base) nao desenvolvidos; (b) segmentos de epicoétilo

(apical) ndo desenvolvidos; (c) Regido do é&pice caulinar

com brotagdes apos 30 dias de cultivo. FAMV — UPF/

Passo Fundo — Rs.

A proliferacdo de células e a criagdo de uma nova
organizag¢do celular nos tecidos e formacdo de novos 6rgdos onde eles
antes nao existiam ¢ chamada de organogénese ou morfogénese. A
morfogénese ¢ a consequencia dos processos de divisdo e
diferenciagdo integrados, bem como de alteragdes na regulagdo génica
e depende da intensidade de determinagdo, competéncia e
diferenciagdo das células (THORPE, 1980).

A micropropagacdo por gemas adventicias via
organogénese, ocorre pela formacdo de gemas vegetativas em tecidos
onde, em condigdes naturais ndo seriam formadas na planta. Em
condigdes in vitro as gemas adventicias sdo induzidas a se formar

diretamente (organogénese direta) em tecidos do explante primario, ou

indiretamente (organogénese indireta) a partir de células que se
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multiplicam de forma desordenada no explante, formando uma massa
celular chamada de calo (MANTOVANI et al.; 2008).

A resposta do explante ao cultivo in vitro depende muito
do seu nivel de diferenciacao celular, o qual esta relacionado com os
conceitos da determinagdo e competéncia celular.

A determinagdo ¢ como o grau de comprometimento da
célula com uma rota especifica de desenvolvimento, ou seja, uma
célula ¢ determinada quando estd comprometida em seguir um destino
e se especializar numa funcdo por causa da ativagdo de genes
especificos. A competéncia se refere a capacidade da célula em
responder ao estimulo de sinais, como os reguladores de crescimento,
necessarios a diferenciagdo celular de um 6rgdo ou da planta completa
(CHRISTIANSON & WARNICK, 1983).

Quanto menos diferenciadas as células do explante, mais
competéncia elas apresentam para responder in Vitro, seja pela
organogénese ou pela embriogénese. A resposta diferencial entre os
explantes de uma mesma planta pode ser explicada pelas variagdes
nos niveis de hormoénios endogenos do explante (NORSTOG, 1970).
Além disso, Wernicke & Brettell (1982), colocam que diferentes
explantes obtidos a partir de uma unica progénie nao respondem
identicamente ao cultivo, provavelmente devido as variagcdes de
gradiente dos hormonios endogenos.

Os dados mostrados no presente experimento evidenciam
o efeito do explante no estabelecimento do cultivo in vitro de
alcachofra. Esta diferenga na resposta reflete a existéncia de diferentes

tipos de células e graus de diferenciacdo entre os mesmos.
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Quanto aos meios de cultura empregados para o cultivo
dos apices caulinares das duas progé€nies responsivos, observou-se que
o meio M1 promoveu maior frequéncia no desenvolvimento de brotos
comparado ao meio M2. O meio M1 (I mg.L" de BAP ¢ 0,1 mg.L"
de ANA) ¢ uma combinagao de citocinina e auxina. J4 o meio M2 (1
mg.L'1 de kinetina e 40 mg.L™" de sulfato de adenina) foi empregado
com sucesso na multiplicacdo de brotos a partir de explantes obtidas
de plantulas produzidas de sementes germinadas in vitro em um
progénie Marroquino de alcachofra (SERGHINI et al., 2012). Este
meio, no entanto, ndo se mostrou eficiente para o estabelecimento do
cultivo in vitro das trés progénies de alcachofra utilizadas no presente
experimento, provavelmente devido as diferengas genotipicas.

Iapichino (1996) testou varias concentracdes de BAP e sua
combinacdo com ANA para determinar a combinagdo Otima de
reguladores de crescimento para a multiplicagdo da cv Violetto
Spinoso de alcachofra a partir de gemas dormentes subterraneas e
concluiu que a concentragio de 1 mg.L"' de BAP sem ANA foi a
combinacdo que resultou num maior numero de brotacdes axilares
induzidas. Este mesmo autor testou outras citocininas, entre elas
Kinetina, zeatina e 2ip (2-isopentenil-adenina) as quais foram menos
efetivas que a citocinina BAP na inducdo de brotos axilares.
Recentemente Bedini et al., (2012) relataram a possibilidade de
multiplicag@o in vitro de 4 cultivares de alcachofra da Toscana a partir
de brotos cultivados em meio contendo 0,03 mg.L'1 de BAP ¢ 0,05
mg.L" de Gas. Combinagdes semelhantes a estas, sio utilizadas por
Rossi e De Paoli (1992) para a multiplicagdo in vitro de propagulos de
alcachofra (0,05 mg.L'1 de BAP ¢ 0,5 mg.L'1 de Gas). Segundo estes
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autores, para indugdo de proliferacdo de brotos as citocininas mais
utilizadas sdo kinetina (1-5 mg.L'l) ou BAP (em baixas concentragdes
(0,050) ou 2iP (10 mg.I""). Para multiplicagio de alcachofra do tipo
catanese, Morone Fortunato et al. (2005) utilizaram 0,05 mg.L'1 de
BAP.

Em trabalho realizado por Grando et al. (2011) onde foram
testados oito meios de cultura que combinaram quatro concentragdes
de BAP (0,05: 0,1; 0,2; 0,4 mg.L'l) e presenca ou auséncia de ANA (0
¢ 0,1 mg.L™") para multiplicacio in vitro da cv Nobre de alcachofra, o
meio contendo 0,4 mgL' BAP + 0, mgL' ANA foi o que
apresentou maior taxa de multiplicagdo o que permitiu afirmar que o
balango adequado de auxina:citocinina influencia o desenvolvimento
da planta.

Lauzer & Vieth (1990) demonstraram que o uso de BAP
nas concentracdes de 0,5 a 1 mg.L-' combinados com 0,5 mg.L-' de
ANA aumentou significativamente a taxa de multiplicagdo comparado
ao uso de kinetina e 2iP em varias concentragdes e combinagdes com
auxinas quando utilizaram plantulas de alcachofra obtidos de embrides
maturos cultivados in vitro como explantes. Por outro lado,
SERGHINI et al. (2012), demonstraram a efeito positivo da
combinag¢do de kinetina + sulfato de adenina + ANA na indugdo de
novas brotacdes a partir de explantes obtidos de plantulas de embrides
maturos de alcachofra cultivados in vitro.

O efeito positivo da combinagdo de kinetina + sulfato de
adenina+ 2iP foi também reportado por Brutti (2000) na multiplicag@o
in vitro da Cv. Early French de alcachofra. Embora a Kinetina tenha

se mostrado muito importante na indu¢ao da formagdo de gemas em



98

alcachofra (ANCORA et al., 1981; BIGOT E FOURY, 1984,
LAUZER & VIETH, 1990; PECAUT & MARTIN, 1992;
MOZARDEC & HOURMANT, 1997; BRUTTI et al.; 2000;
TAVAZZA et al.; 2004. APOSTOLO et al.;, 2005. SCHNEIDER,
2005; BEKHEET, 2007), a melhor taxa de multiplicagdo para a
cultivar Violet du Provence foi obtida em meios contendo a citocinina
BAP na dose de 0,5 mg.L'], pois estimula a formagdo de brotos
axilares nesta cultivar (ELIA et al., 2007). A citocinina BAP também
se mostrou mais eficiente que outras citocininas (zeatina, Kinetina e
2iP) na indug@o de maior numero de brotos por explante na cultivar de
alcachofra Violetto Spinoso di Sicilia (IAPICHINO, 1996).

Skoog & Miller (1957) demonstraram que a formagao de
dois orgdos in vitro, caules e raizes, era controlada pelas
concentragdes relativas entre auxina e citocinina (PERES, 2002).
Segundo Caldas et al. (1998) a composi¢ao e concentragao hormonal
no meio sdo fatores determinantes no crescimento e no padrio de
desenvolvimento na maioria dos sistemas de cultura de tecidos. Para
1sso, as auxinas € as citocininas sao as classes de reguladores de
crescimento mais utilizadas, sendo que a formacao de raiz, parte aérea
e calo, ¢ regulada pela disponibilidade e interacdo entre os
reguladores. Entretanto, existem diferengas entre as citocininas, sendo
que o BAP induz a formagdo de grande niimero de brotos e alta taxa
de multiplicagdo em sistemas de micropropagagdo, para algumas
espécies. No presente trabalho a combinagdo de BAP + ANA, uma
citocinina com auxina, foi favoravel ao desenvolvimento das
brotagdes comparado com o uso de duas citocininas simultaneamente

(Kinetina + sulfato de adenina).
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4.3.3 Fase de Multiplicacao

Somente as brotacdes obtidas do cultivo da regido do
apice caulinar obtidos no meio M1 das progénies P1 e P2 foram
individualizadas e transferidas para a fase de multiplicacdo, onde

foram subcultivados por 4 vezes (4 subcultivos) um a cada 30 dias.

Taxa de Multiplicagdo

A média de numero de novo brotos formados a partir do
broto inicial foi contabilizada em cada subcultivo. No subcultivo I a
taxa média de multiplicagao foi de 4,7, sendo que nao houve diferenca
estatistica entre as taxas observadas entre as duas progénies estudadas.
No entanto, a amplitude observada foi maior para a progénie P1, onde
se observou brotos individuais que produziram até 11 novas brotagdes
axilares (tabela 6).

No subcultivo II, a média da taxa de multiplicacio
aumentou para 6,5, havendo brotos que produziram 12 e 14 novas
brotagdes axilares (Figura 12). A taxa de multiplicagdo de 12 e 14 ¢
considerada elevada para alcachofra. As duas progénies nao diferiram
em seu potencial de multiplicagdo nesse subcultivo.

Na figura 12 e 13 se observa diferentes brotos, das
progénies de alcachofra, produzidos pelo meio de cultura 1 (M1), no
subcultivo II. As novas brotagdes obtidas neste experimento tiveram
um bom desenvolvimento e as plantas tinham aspectos saudaveis. Nos
subcultivos subsequentes ocorreu uma redu¢do da taxa de

multiplicagdo para 4,0 (subcultivo III) e 5,2 (subcultivo IV). No



100

entanto neste ultimo subcultivo, a progénie P2 apresentou uma taxa de
multiplicagdo de 6,8, sendo superior ao P1 (3,5) (tabela 6), o que

indica a possivel influencia da progénie para esta caracteristica.

Tabela 6 — Taxa de multiplicagdo de duas progénies de alcachofra em
4 subcultivos em meio de multiplicacdo contendo MS
modificado suplementado com 1,0 mg.L'1 de BAP ¢ 0,1

mg.L'1 de ANA
Progénie SUBCULTIVOS
I 11 11 v Média
™ ™ ™ ™
(amp) (amp) (amp) (amp)
P1 5,3 6,4 3,5 3,5b 4,7
(2-11) (3,5-14) (1,5-10) (2-9)
P2 4.0 6,5 4.4 6,8 a 5,4
(3-5) (4-12) (3-6) (2,5-10)
Média 4,7 6,5 4,0 5,2 5,1
Fonte de Valores de F teste
variagao
Progénie 0,64 ns 0,003 ns 0,458 ns 6,274 *
CV(%) 53,79% 60,15% 61,71 % 57,11 %

Progénies: P1= B2L4R6, P2= BI1L4R7; TM= taxa de multiplicagdo; Amp=
amplitude.Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0.05).* Significativo ao nivel de 5% pelo F teste; ns= ndo significativo.

A média da taxa de multiplicagdio ao longo de 4
subcultivos foi de 4,7 para o progénie P1 e 5,4 para o progénie P2.
Esta taxa de multiplicacdo ¢ considerada adequada para alcachofra,
comparado as melhores taxas publicadas para esta espécie, de 4.0 a
6,5 ( DEBERG et al. 1981; ANCORA et al. 1981; DRIDI, 2003; ELIA
et al. 2007, BRUTTI et al. 2000; LAUZER & VIETH, 1990; ¢
SCHNEIDER, 2005).
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Figura 12 - (a) Brotacdes axiliares produzidas pelos propagulos de
alcachofra em meio de multiplicacdo, subcultivo II; (b)
Brotacdes individualizadas para contabiliza¢do da taxa de
multiplicacdo e transferéncia para o subcultivo III. FAMV
— UPF — Passo Fundo - RS —2012.

Figura 13 - (a) Meio de Multiplicacdo em camara de fluxo laminar (b)
Brotagdes axiliares produzidas pelos propagulos de
alcachofra em meio de multiplicagdo, subcultivo III.
FAMYV - UPF - Passo Fundo - RS - 2012.
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Em trabalho realizado por Grando et al. (2011) onde foram
testados oito meios de cultura que combinaram quatro concentragdes
de BAP (0,05: 0,1; 0,2; 0,4 mg.L'l) e presenca ou auséncia de ANA (0
e 0,1 mg.L™"), foram obtidas taxas de multiplicacdo variando de 1:1 a
3:1 em dois subcultivos sucessivos utilizando a cultivar Nobre. No
entanto, Grando et al. (2011) alcancaram uma taxa de multiplicagdo
satisfatoria para esta cultivar (4,2), utilizando o meio de multiplicagdo
MS modificado suplementado com 0,4 mg.L"' BAP + 0,1 mg.L" de
ANA, o que permite afirmar que o balango adequado de
auxina:citocinina € importante para induzir a produg¢do de brotos
axilares em alcachofra.

No presente trabalho, a maior taxa de multiplica¢ao
obtida para o progénie P2 foi superior (6,8) ou relatado por Grando et
al. (2011) também utilizando uma combinagdo semelhante de 1,0
mg.L"' BAP + 0,1 mg.L"' ANA. No campo, a taxa de multiplicacdo
encontrada ¢ cerca de trés a cinco rebentos por planta/ano, na maioria
das cultivares de alcachofra (HARBAOUI & DEBERGH, 1980;
PECAUT et al., 1983).

Brutti et al. (2000), testando diferentes reguladores de
crescimento (Kinetina, BAP, 2ip e Sulfato de Adenina) no meio de
multiplicagdo de alcachofra da Cv. Early French obtiveram taxa de
multiplicagdo de 1:1 a 5:1. A taxa maxima obtida por estes autores foi
quando utilizaram 2,0 mg.L™' de BAP, no entanto, as brotacdes obtidas
nessa concentracdo apresentavam uma baixa estatura (0,57cm) e
portanto consideradas anormais.

Na micropropaga¢do de alcachofra a partir de gemas

dormentes subterraneas, lapichino (1996) testou a concentracdo BAP
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e a interagao com a concentragao de ANA, em dez niveis diferentes e
demonstrou que a maior multiplicagdo das brotagdes (cinco brotos por
explante 5:1) foi obtida com 1,0 mg.L™' BAP ¢ 0,0 mg.L" ANA, para
a cultivar Violetto Spinoso di Sicilia pode ser melhor utilizando
somente BAP.

Em trabalho realizado por Serghini et al. (2012), onde
embrides maturos foram cultivados in vitro para gerarem os explantes
para iniciar a cultura de tecidos para micropropagacdo de alcachofra
de origem Marroquina, foram obtidos embrides maduros e foi
registrado uma média de 17 gemas axilares (17:1) por explante na fase
de estabelecimento, alcancando uma taxa média de multiplicacdo de
7,56 brotos por explante em 12 subcultivos. Essas taxas foram
bastante elevado comparado com a taxa de multiplicagdo observada na
espécie. A reducdo da intensidade da luz 40-20 p.E.m-2.s-1 aumentou
a taxa de multiplicagdo de 2,8 para mais de 6,5 brotos em trés
geracdes. Alta intensidade de luz aumentou substancialmente o
nimero de folhas necroticas e diminuiu o nimero de rebentos recém-
formados . Além disso, a redu¢ao da densidade da cultura 6-7 para 3-4
explantes por recipiente (132 cm? de 4rea de crescimento) aumentou a
taxa de multiplicacdo de 3 para 6,3. O meio de proliferacdo contendo
fosfato monossodico e sulfato de adenina melhorou a taxa de
multiplicagdo e a qualidade das brotacdes em comparagdo com o
mesmo meio sem estes dois compostos. A redugdo da luminosidade e
da densidade do explante podem ser fatores importantes a serem
avaliados em experimentos futuros.

Lauzer & Vieth (1990), usando a mesma fonte de

explantes (plantula de sementes maturas) e o mesmo meio de cultura
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contendo sulfato de adenina obtiveram uma taxa de multiplicagdo 3,6
brotos por explante na cultivar de alcachofra Green Globe, muito
cultivada na America do Norte. Estes autores também avaliaram
outros meios de cultura contendo 0,5; 1,0 ¢ 2,5 mg.L'l de BAP
combinados com 0,5 mg.L'1 de ANA, onde obtiveram uma taxa de
multiplicagdo de 4,7; 5,2 e 6,4 respectivamente. No entanto, 2 mg de
BAP resultou em propagulos de baixa estatura, sendo recomendado
0,5e¢1,0 mg.L'1 de BAP + 0,5 de ANA para essa cultivar.

A elevacdo do nivel de BAP aumenta a taxa de
multiplicagdo, mas reduz o comprimento das brotacdes. Essa relagdao
também foi observada por Brutti et al. (2000) para a cultivar Early
French, de forma que se deve determinar a melhor concentrag@o para
cada material genético.

No presente experimento o meio contendo sulfato de
adenina nao se mostrou eficiente no estadio de estabelecimento e o
meio contendo 1 de BAP e 0,1 de ANA, e resultou numa taxa de
multiplicagdo considerada desejavel para alcachofra, ou seja 5,1. A
progénie P2 apresentou uma taxa de multiplicacio média de 5,4
enquanto que a progénie Pl a média foi de 4,7. As taxas de
multiplicagdo obtidas pelas duas progénies apresentaram uma

oscilagdo ao longo dos subcultivos, conforme mostrado na Figural4.
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Figura 14 - Comportamento de duas progénies de alcachofra, ao longo
de 4 subcultivos sucessivos. Progénies-P1: B2L4R6; P2:
BIL4R7.

Este comportamento de oscilagdo da taxa de multiplicagao
ao longo dos subcultivos poderia ser explicado, pelo fato de que a
producao de grande nimero brotos num determinado subcultivo,
consome grande quantidade reservas de nutrientes enddgenos
resultando na reducdo da taxa de multiplicacio no subcultivo
subseqiiente. Neste haveria a recuperagdo das reservas, permitindo que

no préximo subcultivo a taxa de multiplicagao volte a crescer.

Numero médio de folhas, comprimento, massa fresca e seca das

brotacOes

Durante os quatro subcultivos, realizados na fase de
multiplicag@o in vitro, também foram avaliadas o niimero médio de
folhas e comprimento das brotagdes, bem como a massa fresca e seca

das mesmas.
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O numero de folhas nao variou entre as progénies nos
subcultivos I, II e III. No entanto no subcultivo IV as brotagdes
produzidas pela progénie P2 produziram maior niimero de folhas
(45,4) que a progénie P1 (21,2) (tabela 7). O ntimero de folhas esta
relacionado com a taxa de multiplicacdo, visto que a progénie P2
também apresentou maior taxa de multiplicacdo no subcultivo IV (6,8)

comparado a progénie P1 (3,5).

Tabela 7- Nimero médio de folhas por brotagao produzida nas duas
progénies de alcachofra em quatro subcultivos durante a
fase de multiplicagdo in vitro

Subcultivos

Progénie 1 II 1 v Média
NF NF NF NF
(amp) (amp) (amp) (amp)

P1 25,3 43,5 20,9 212b 27,7
(11-49) (11-99) (11-51) (9-32)

P2 21,3 47,5 26,1 45,5a 33,5
(14-31) (21-63) (15-50) (9-15)

Média 23,3 45,5 23,5 33,4 31,4

Fonte de Valores de F teste

varia¢ao

Progénie  0,312ns 0,09169ns 0,408 ns 4,728 *

C.V(%) 47,73 % 53,41 % 65,32 % 78,89 %

Progénies: P1=B2LL4R6 P2= B1L4R7; NF: Numero de folhas; Amp: Amplitude.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0.05).
* Significativo ao nivel de 5% pelo F teste; ns= ndo significativo.

A adigdo exdgena de reguladores de crescimento no meio
de cultura desencadeia uma alteragdo no balango hormonal endégeno

dos tecidos dos explantes. Esta adequada combinagdo pode interferir
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no balango interno das citocininas enddgenas e desencadear uma
resposta de indugdo de novos meristemas e brotos, o que pode diferir
entre progénies. Isso foi demonstrado por Mercier et al. (2003) que
identificaram os niveis enddgenos de cinco citocininas em segmentos
foliares de abacaxizeiro e constataram que a aplicagao de ANA (1mg.
L") e BAP 2 mg.L™ produziu maior numero de brotagdes na base das
folhas, e que na sua auséncia nenhum broto era formado
demonstrando que o conteudo hormonal presente na por¢ao basal das
folhas foi correlacionado com a resposta organogénica das culturas.

Quanto ao comprimento das brotacdes, a progénie P2 foi
superior ao P1 somente no subcultivo III (Tabela 8). No geral 0
comprimento das brotagdes foi de 4,64, variando de 3,5 a 5,66 entre os
subcultivos.

O comprimento das brotagdes obtidas no presente
experimento foi alta (média de 3,5 cm) comparada com o relatado
para a espécie. Lauzer & Vieth (1990) observaram o comprimento
médio das brotacdes da cultivar Green Globe de 1,7 cm (taxa de
multiplicacdo de 3,7). Estes autores ainda relataram que o aumento de
BAP no meio de multiplicacdo de 0,5 para 2,5 mg.L™' aumenta a taxa
de multiplicagdo de 4,6 para 6,4, mas este aumento na concentracao de
BAP leva a reducdo do comprimento das brotacdes de 2,2 cm para
1,3, o que ndo e desejavel.

O mesmo foi observado por Brutti et al. (2000) para a
cultivar de alcachofra Early French, onde a adi¢io de 2,0 mg.L™ de
BAP produziu uma excelente taxa de multiplicagdo (5,0), mas este
aumento foi acompanhado pela redu¢do na altura das brotagdes, as

quais alcancaram somente 0,57 cm de estatura, foram consideradas
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brotagdes anormais. No presente experimento também foi utilizado
2,0 mg.L" de BAP ¢ esse fendmeno nio foi observado. A adigdo de
0,1 mg.L" de ANA no meio de multiplicagdo utilizado talvez tenha
estimulado, de alguma forma, o alongamento das brotagdes, ou talvez
este efeito possa ser relativo a diferencgas genotipicas.

Tavazza et al. (2004) relataram que para a cultivar precoce
Spinoso Sardo, o uso de BAP no meio de cultura (0,5 a 1,2mg.L™")
resultou num aumento da taxa de proliferacdo, mas este aumento foi
acompanhado pela gradual reducdo da estatura das brotacdes ao longo
dos subcultivos, possivelmente pelo acumulo de BAP nos tecidos. Isso
ndo foi observado para as progénies empregadas no presente
experimento. Elia et al., (2007) obteve brota¢des variando de 2,94 a
4,19 cm de altura dependendo do meio de multiplicagdo utilizado para
a cultivar Violet du Provence (taxa de multiplicag¢do variando de 2,3 a
4,5), demonstrando o efeito da combinagao de reguladores de
crescimento empregado no meio de multiplicagdio para esta

caracteristica.
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Tabela 8 — Comprimento das brotagdes (cm) produzidas por duas
progénies de alcachofra em quatro subcultivos durante a fase
de multiplicagdo in vitro

Comprimento das brotacdes - (cm)

Subcultivos
Progénie I II I v
(amp) (amp) (amp) (amp)
Pl 5,33 4,40 347 b 3,37
(4-6) (2,5-9) 2-7) (3-5,3)
P2 6,00 5,50 5,38 a 3,63
(5-7) 4-7) (3,7-7) (2,3-4,6)
Média 5,66 4,95 4,43 3,50
Fonte de Valores de F teste
variagao
Progénie 1,6 ns 1,189 ns 10, 239 ** 0,208 ns
C.V(%) 14,58 % 38,69% 26,94 % 29,96 %

Progénies: P1= B2L4R6 P2=B1L4R7 - A: Amplitude
Meédias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0.05).
* Significativo ao nivel de 5% pelo F teste; ns= ndo significativo.

Bedini et al. (2012) estudando quatro variedades de
alcachofra observou que a altura das brotacdes obtidas durante a fase
de multiplicacdo variam conforme a cultivar empregada e tende a
aumentar ao longo dos sucessivos subcultivos. No oitavo subcultivo
observaram uma variagao de 3,81 a 6,19 cm entre as quatro cultivares
testadas. No entanto a taxa de multiplicacao foi inferior a 2,0 em todos
os oito subcultivos avaliados para as quatro cultivares empregadas.

A figura 15 mostra o aspecto das brotacdes obtidas no

presente experimento.
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Figura 15 — Broto de alcachofra, no subcultivo IV, demonstrando o
comprimento das brotagdes. FAMV - UPF- Passo Fundo -
RS -2012.

A massa fresca e seca foram avaliadas somente nos
subcultivos II, III e IV, visto que a avaliagdo da massa seca e
destrutiva e, portanto, ha necessidade de maior quantidade de material
para tal.

A massa fresca e seca ndo variou entre as progé€nies, mas
variaram entre os subcultivos (Tabela 9). A quantidade de matéria
seca e fresca das brotacdes produzidas baixou ao longo dos
subcultivos (Figura 16). Esta redug¢do poderia ser explicada pela
formag¢do de novos brotos a cada subcultivo, sendo que cada
propagulo compartilha sua estrutura organica para formagdo de novos

tecidos.
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Tabela 9 — Massa fresca e massa seca das brotagdes (g) produzidas por
duas progénies de alcachofra em quatro subcultivos
durante a fase de multiplicagao in vitro

Progénie Massa fresca (g) Massa seca (g)
Pl 2,41 0,56

P2 3,72 0,67

Média 2,85 0,60

Fonte de variagdo Valores de F teste

Progénie 0,29 ns 1,76 ns
Subcultivo 5,23 * 10,93 **

Gen. x Subcultivo 0,88 ns 0,48 ns
C.V(%) 62,38 % 18,21 %

Progénies: P1= B2L4R6 P2= B1L4R7
Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0.05). * Significativo ao nivel de 5% pelo F teste; ns= ndo significativo.

Hiperhidricidade

Algumas plantas apresentaram hiperhiricidade no estagio
inicial da multiplicacdo. Do total de 34 plantas analisadas 10
apresentaram hiperhidricidade num total (29,4%), (Tabela 10) sendo
que estas plantas foram eliminadas no subcultivo I. A hiperhiricidade
¢ uma desordem fisiologica e morfologica que no momento da
propagacao in vitro, pode afetar plantas herbaceas e lenhosas. Nao ¢
um fendmeno frequente, e depende muito das condigdes in vitro para

que ocorra e se expresse em diferentes graus (PEREZ, 2002).
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Figura 16 - Médias de massa fresca e massa seca de brotacdes de
alcachofra produzidas durante os subcultivos II, III e IV.
Medias seguida pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P<0.05).

Tabela 10 — Porcentagem de plantas com hiperhidricidade no
subcultivo I, em duas progénies diferentes de alcachofra e
dois meios de cultura (M1 e M2)

Progénie Meio de cultura ~ Normal Hiperhidricidade
N° %
P1 Ml 19 05 26
M2 02 01 50
P2 Ml 13 04 31
Total - 34 10 294

Progénies: P1= B2L4R6 P2=B1L4R7
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Uma planta hiperhidrificada apresenta as seguintes
caracteristicas: desenvolvimento insuficiente, folhas quebradicas e
translicidas, estdmatos anormais, pouco desenvolvimento do domo
apical, primoérdios foliares alongados, grandes espagos intercelulares
na regiao do corpo subapical das gemas, incompleta conexao vascular
entre primordios foliares e cAmbio vascular, xilema menos lignificado
e mesofilo com tecido palicaddico e esponjoso ndo bem estruturado.
Em resumo, as plantas ndo tém valor comercial (DEBERGH et al.
1981). Entre as causas responsaveis pela hiperhiricidade, estdao a alta
concentracdo de citocinina ¢ a alta umidade dos tubos de ensaio, ou
placas de petry. Também h4a evidéncias de que o cloro, a amdnia e o
etileno estejam envolvidos nesse processo (ZIV, 1991).

A umidade relativa no interior dos tubos de ensaio ¢
influenciada pela temperatura externa e esse fator favorece a
condensacdo do vapor de agua nas paredes dos tubos por isso alguns
autores tém aumentado a concentra¢do de agar, a fim de diminuir a
vaporizagdo da dgua (DEBERGH et al., 1981). Outros fatores
envolvidos no fendmeno da hiperhiricidade dizem respeito ao tipo e
concentracdo do agar, a flutuagdo de temperatura na camara de
crescimento e acumulo de substancias toxicas no meio de cultura
(ROSSI & DE PAOLI, 1992).A hiperhidricidade ¢ um fenomeno
indesejavel e tem sido registrada no cultivo in vitro de alcachofra por
muitos autores. Foi relatada inicialmente por Debergh et al. (1981) e
Rossi e De Paoli (1992).

Lauzer & Vieth (1990) observou a ocorréncia de
hiperhidricidade durante a fase isolamento de multiplicagdo in vitro da

cultivar Green Globe de alcachofra. Os autores relataram que estas
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brotagdes cresceram dez vezes mais rapido que as brotagdes normais
se tornaram rapidamente necrdticas. Eles encontraram relagdo da
hiperhiricidade com o tamanho inicial do explante inicial e
observaram que essa pode ser reduzida evitando o contato com as
folhas dos brotos no meio de cultura. Os autores acima nao
encontraram relagdo da hiperhiricidade com a composi¢do do meio de
cultura. Castiglione et al. (2007), ao contrario, multiplicando 5
cultivares de alcachofra observaram que a frequéncia de
hiperhiricidade variou de 0 a 67%, sendo fortemente influenciada pelo
meio e cultivar. A Figura 17 mostra o aspecto de uma brotagdo com

hiperhidricidade de alcachofra observada no presente trabalho.

Figura 17 — (a) Brotos de alcachofra apresentando hiperhiricidade e
broto normal no subcultivo I. FAMV — UPF — Passo
Fundo- RS -2012.
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4.3.4 Validacdo da taxa de multiplicacdo em progénies de

alcachofra utilizando a metodologia

Na etapa de validacdo foi realizada a metodologia para a
multiplicagdo in vitro de alcachofra, o experimento foi repetido
utilizando somente a regido do apice caulinar de sementes germinadas
in vitro (Figura 18) das trés progénies de alcachofra (P1=B2L4R6 /
P2=B1L4R7 / P3=B1L3R1). Foram avaliados novamente os meios de
multiplicagdo M1 e M2.

Figura 18 - (a) Plantula de alcachofra germinada in vitro por 21 dias
indicando a regido contendo o apice caulinar; (b) Detalhe da
regido do apice caulinar (1 a 2,0 cm) utilizado com explante
para inicio do cultivo in vitro - FAMV — UPF- Passo Fundo -
RS - 2012.

No subcultivo I foi observada diferenca significativa entre
as progénies ¢ meio de cultura na taxa de multiplicacdo, no entanto
ndo houve interagdo entre estes dois fatores. A progénie P1 apresentou

maior taxa de multiplicacdo comparada a progénie P3 (tabela 11). Isso



116

confirma o desempenho inferior da progénie P3 observado no ensaio
anterior. O efeito da progénie na capacidade de proliferagdo in vitro
foi observado em alcachofra também por outros autores ( PECAUT et
al.,, 1992; ELIA et al., 2007). O nimero de folhas produzidas por
brotacdo e altura das brotagdes nao variaram entre as progénies

avaliadas (Tabela 11).

Tabela 11 — Taxa de multiplicagdo, nimero de folhas e comprimento
das brotagdes de trés progénies de alcachofra cultivadas
dois meios de cultura no final do subcultivo I

Progénie = Taxa de Numero de Folhas Comprimento das
multiplicacdo brotagdes (cm)
P1 2,88 a 10,97 4,48
P2 2,42 ab 8,75 4,53
P3 1,57b 17,46 2,72
Meédia 2,09 12,27 1,55
Fonte de Valores de F teste
variagao
Progénie 5,373 * 0,479 ns 2,514 ns
Meio 9,496 ** 6,433 * 1,864 ns
Progénie x 0,800 ns 0,661 ns 0,383 ns
Meio
C.V(%) 31,42 % 74,32 % 39,54 %

Progénies: P1=B2L4R6 P2=B1L4R7 G3=BI1L3R1
M¢édias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0.05).
* Significativo ao nivel de 5% pelo F teste; ns= ndo significativo.

O meio M1 induziu maior numero de brotos axilares,
exibindo, desta forma, maior taxa de multiplicagdo que o meio M2
(Tabela 12), confirmando a superioridade da combinagao de 1,0 mg.L"
"BAP ¢ 0,1 mg.L" de ANA (M1) comparado a 1,0 mg.L™" de kinetina

e 40 mg.L"' de sulfato de adenina (M2) observado no ensaio anterior.
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Os brotos gerados no meio M1 exibiram maior nimero de folhas
(17,68) que o meio M2 (5,51), no entanto ndo houve diferenca no

comprimento das brotagdes (Tabela 12).

Tabela 12 - Taxa de multiplicacdo, numero de folhas e comprimento
das brotacdes de trés progénies de alcachofra cultivadas em
dois meios de cultura no final do subcultivo I

Meio de Taxa de Numero de Folhas ~ Comprimento
cultura multiplicacdo das brotagoes
(cm)
M1 2,60 a 17,68 a 4,23
M2 1,45 b 551 b 3,51
Média 2,09 12,27 1,55
Fonte de Valores de F teste
Variagao
Progénie 5,373 * 0,479 ns 2,514 ns
Meio 9,496 ** 6,433 * 1,864 ns
Progénie x 1,852 ns 0,661 ns 0,383 ns
Meio
C.V(%) 31,42 % 74,32 % 39,54 %

Progénies: P1=B2L4R6 P2=B1L4R7 G3=B1L3R1 Meio de cultura: M1 e M2
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0.05).
* Significativo ao nivel de 5% pelo F teste; ns= ndo significativo.

A média da taxa de multiplicagdo nos subcultivos
subsequentes II, [T e IV foi de 3,14; 3,31 e 5,5, respectivamente,
ndo havendo diferenca na resposta entre os trés progénies avaliados
(Figura 19). A figura 19 a e b mostram a comparagdo dos resultados
das taxas de multiplicacdo observadas entre os dois ensaios (ensaio
original e validacdo).

O comportamento oscilatorio da taxa de multiplicacdo ao

longo do subcultivos foi observado na progénie P1.
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Figura 19 — Comparagdo da taxa de multiplicacdo de progénies de
alcachofra cultivados meio M1 (MS modificado
suplementado com 1,0 mg.L" BAP ¢ 0,1 mg.L" de ANA
em quatro subcultivos. (a) Ensaio original; (b) Ensaio de
validacao.
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4.4 Enraizamento

A fase de enraizamento in vitro visa a indugdo e
desenvolvimento de raizes na base das brotagcdes produzidas na fase
de multiplicag@o, e isso ¢ geralmente obtido pela transferéncia das
brota¢des de um meio com alta concentragdo de citocinina (meio de
multiplicagdo) para um meio com baixa concentracdo ou ainda, mais
frequentemente, na presenc¢a de uma auxina.

Um total de 54 propagulos, 27 de cada progénie (P1 e P2),
foram transferidos para o meio de pré-enraizamento (MS sem
suplementagdo de reguladores de crescimento) por 30 dias. Este
procedimento favoreceu o crescimento dos propagulos e o
fortalecimento do mesmo, de forma que as folhas se tornaram mais
robustas e de tonalidade verde escuro. Os propagulos com
comprimento médio inicial de 3,5 cm cresceram 42%, apresentando
em média 5,0 cm. A Figura 20 mostra o aspecto dos propagulos ao

final do periodo de pré-enraizamento.

Figura 20 - Propagulo de alcachofra apds 30 dias em meio de pré-
enraizamento (meio MS sem reguladores de crescimento).
FAMYV — UPF- Passo Fundo- RS- 2012.
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A fase de pré-enraizamento ¢ considerada uma etapa
preparatoria para o enraizamento, uma vez que na auséncia de
citocinina (BAP), o propagulo reduz a producdo de novos brotos
axilares, o que permite seu crescimento, desenvolvimento,
alongamento e producdo de folhas maiores consistindo em uma etapa
importante dentro da micropropagacdo de alcachofra (ANCORA
1986). Isso foi confirmado por lapichino (1996) para a Cv. de
alcachofra Violetto Spinoso di Sicilia, demonstrando que brotos
transferidos diretamente para o enraizamento, nao produziram raizes.
Esse procedimento também foi empregado com sucesso por Morone
et al. (2005), no enraizamento in vitro de alcachofra Cv. Catanese, e
por Grando et al. (2011) na Cv. Brasileira de alcachofra Nobre.

Ap6s 30 dias em meio de pré-enraizamento, os propagulos
foram transferidos para meio de enraizamento, composto por MS
modificado + 10 mg.L™" de AIA por mais 30 dias. Verificou-se maior
frequéncia de brotagdes enraizadas no progénie Pl (51,9%)
comparado ao progénie P2 (14,9%) (Tabela 13), evidenciando o efeito
do progénie no enraizamento in vitro de alcachofra.

Em publicacao recente, Bedini et al., (2012) avaliaram a
possibilidade de micropropagar quatro progénies cultivados na regiao
da Toscana, na Italia, e relataram o efeito da progénie na capacidade
de enraizamento, a qual variou de 0 a 42,5%. As -cultivares
apresentaram, também, comportamento diferenciado em relagdo ao
enraizamento em agar e em perlita. A Cv. Empolese, cultivar do tipo
Romanesco, produziu maior taxa de enraizamento em meio
solidificado com agar (30%), enquanto a Terom em meio liquido,

contendo perlita como suporte (42,5%).
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Tabela 13 — Brotos enraizados e ndo enraizados em duas progénies de
alcachofra cultivados in vitro em meio de enraizamento

por 30 dias
Progénie Brotacoes Brotacdes nao
enraizadas enraizadas

P1 0,518 a 0,48 b

P2 0,148 b 0,85a
Média 0,34 0,67
Fontes de Variacao Valor de F teste
Progénie 9,59 ** 9,49 **
C.V.% 132,60 % 66,2 %

n=27/ Progénies: P1=B2L4R6 P2= B1L4R7 - Médias seguidas pela mesma
letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0.05). * Significativo ao nivel de
5% pelo F teste; ns= ndo significativo.

Comparando os resultados obtidos com os dados descritos
na literatura, observou-se que a frequéncia de enraizamento da
progénie P1 (51,9 %) esta dentro dos valores observados na espécie,
mas pode ser otimizada, por outro lado a porcentagem de
enraizamento da progénie P2 foi inadequada para estabelecimento de
um protocolo eficiente de micropropagagao.

No experimento realizado com a Cv. Nobre, a frequéncia
de brotos enraizados foi de 62%, utilizando o mesmo meio de cultura
desse experimento. No entanto, Morone-Fortunato et al. (2005)
obtiveram 86% de brotos enraizados da Cv. Catanese de alcachofra e
Tavazza et al. (2004) aproximadamente 90% de enraizamento na Cv.
Spinoso Sardo, com a mesma formula¢do de meio de cultura (10 mg.I’
' de AIA). Estas diferencas podem refletir o efeito do progénie ou das

condi¢des ambientais em que os experimentos foram conduzidos.
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Segundo Morone et al. (2005), o AIA ¢ a auxina mais
eficaz no enraizamento de alcachofra, sendo ANA e IBA ndo tdo
efetivos para o enraizamento da Cv. Catanese, pois o excesso dessas
auxinas inibe o processo de enraizamento. Como o AIA perde parte de
sua eficiéncia durante o cultivo in vitro por ser foto-degradavel, pode
ser utilizado em alta concentracdo. Esse autores relataram que a
concentragio de 10 mg.L" de AIA resultou em 86% dos brotos
enraizados, enquanto que 2,0 mg.L™' deste mesmo regulador induziu
a brotagdo em somente 23% dos brotos. Esses resultados justificaram
o emprego de alta concentragcdo desta auxina no presente experimento.

Para a Cv. Green Globe de alcachofra, Lauzer & Vieth
(1990) obtiveram 65% de enraizamento empregando um meio
contendo 1 mg.L™' de AIA, mas esse resultado somente foi possivel
mediante a permanéncia dos brotos durante dois meses no meio de
enraizamento. Da mesma forma, Ancora et al. (1981), utilizando baixa
concentracio de auxina ANA (2,0 mg.I") nessa fase, necessitaram de
dois meses de cultivo da cv. Romanesco para obter 58% de
enraizamento. Cabe salientar que estes autores nao utilizaram a fase
de pré-enraizamento, o que pode ter postergado a inducao de raizes.

O enraizamento in vitro ¢ considerado uma das fases mais
criticas da micropropagagdo de alcachofra (ANCORA et al., 1981;
ANCORA, 1986; ROSSI & De PAOLI, 1992; BRUTTI et al., 2000;
BEDINI et al., 2012). Para contornar este problema varias técnicas
tétm sido empregadas, entre elas a modificacio na composicao
hormonal e mineral dos meios de enraizamento (MOZARDEC &
HOURMANT, 1997; TAVAZZA et al., 2004), pela adicdo de

componentes alternativos como as ciclodextrinas (BRUTTI et al.,



123

2000; BEDINI et al., 2012) ou pelo emprego de micorrizas (MORONE
FORTUNATO & RUTA, 2003; MORONE FORTUNATO et al., 2005).

Quanto ao uso de reguladores de crescimento, pode-se citar
o trabalho realizado por Morzadec & Hourmant (1997), que
demonstraram que o uso de GA3; combinado com auxina aumentou a
porcentagem de enraizamento de 50% para 92,3%, comparado ao
meio contendo somente auxina. Portanto, o acréscimo de GA3 no
meio de enraizamento pode ser uma das estratégias a serem utilizada
para aumentar o enraizamento das progénies empregadas no presente
experimento.

A redugdo de sais no meio de enraizamento é outra
estratégia comumente utilizada para alcachofra. O uso do meio MS
com elementos reduzidos pela metade tem sido relatado por Ancora et
al. (1981), Pecaut et al. (1983), lapichino (1996) e Lauzer & Vieth
(1990).

Quanto ao wuso de componentes alternativos no
enraizamento in vitro de alcachofra, Brutti et al., (2000) relataram que
o uso de 2 gl de B-ciclodextrina ¢ 3 mg.I" de ANA, aumentou em
trés vezes a porcentagem de raizes para a Cv. Early French
comparado ao uso isolado de ANA, ou seja, a frequéncia de
enraizamento aumentou de 20 para 60%. Ciclodextrina também foi
empregada por Bedini et al., (2012) no enraizamento in vitro de
alcachofra.

A auséncia de raizes pode prejudicar a fase de
aclimatiza¢do, no entanto, experiéncias anteriores com esta espécie
mostrou que aproximadamente 40% dos brotos ndo enraizados

produziram raizes na fase da aclimatizacdo (GRANDO et al., 2011),
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demonstrando que embora as raizes ndo sejam visiveis nessa fase,
houve inducao de raizes nesses brotos, durante a fase de enraizamento.

O mesmo foi observado anteriormente por Rossi & De
Paoli (1992). Segundo estes autores somente brotos desenvolvidos em
meio de enraizamento, mesmo sem raizes, podem ser transferidos com
sucesso para a aclimatizagdo. No entanto, as folhas devem estar
abertas e de cor verde escura. A figura 21 e 22 mostra aspectos das
plantulas enraizadas e ndo enraizadas das progénies P1 e P2 de

alcachofra.

Figura 21 — Plantulas de alcachofra da progénie P1 (B2L4R6) ap6s 30
dias de cultivo em meio de enraizamento contendo 10
mg.l" de AIA. a) plantulas nio enraizadas; b) Plantula
enraizada. FAMV- UPF - Passo Fundo - RS - 2012.
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Figura 22 — Plantulas de alcachofra da progénie P2 (B1L4R7) apds 30
dias de cultivo em meio de enraizamento contendo 10
mg.l'1 de AIA. a e b) Plantulas enraizadas e nao
enraizadas. FAMV — UPF- Passo Fundo - RS - 2012.

Também foram observadas muitas plantas com
caracteristicas heterogéneas, tanto no tamanho das raizes, quanto as
folhas, demonstrando assim a grande variabilidade existente dentro da
mesma progénie de alcachofra.

A média do maior comprimento de raiz foi observada no
progénie P2 (12,88) o qual também apresentou maior volume de raiz
(2,3 cm?), (Tabela 14). Nesta progénie, apesar de apresentar baixa
frequéncia de enraizamento (14,9%) as brotagdes enraizadas
apresentaram raizes longas e com grande volume. Para a varidvel
numero de folhas nao houve diferenca significativa entre os progénies

(Tabela 14).
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Tabela 14 - Médias de maior raiz, numero de folhas € volume de raiz
observadas em duas progénies de alcachofra no final da fase
de enraizamento

Progénie Maior raiz Volume de N¢ de folhas
(cm) raiz (cm’)

Pl 6,48 b 0,68 b 10,46

P2 12,88 a 2,30 a 12,80
Média 8,26 1,13 11,11

Fontes de Variagao Valores de F teste

Progénie 9,752%* 8,21 ** 1,21 ns
C.V(%) 47,10% 95,40 % 36,28 %

Progénie: P1= B2L4R6 P2= B1L4R7
Teste ANOVA comparagdo de médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo
teste Tukey 0,05% de erro.

O namero de raizes obtidas nas brota¢des cultivadas in
vitro neste estudo foi maior do que o comumente relatado para
alcachofra, entre 1 a 3 (IAPICHINO, 1996). Neste experimento nao
foi possivel a contabilizagdo do numero de raizes devido ao seu
grande nimero e pela consisténcia fina (Figura 22), portanto, optou-se
pela avaliacdo do volume das mesmas. Segundo Rossi e De Paoli
(1992) se a planta apresentar um sistema de enraizamento contendo 3
ou 4 raizes, sua transferéncia para a casa de vegetagdo sera
satisfatoria. Ao contrdrio plantas pequenas e fracas e apresentando
somente uma raiz tem pouca chance de sobreviver ao processo de
aclimatizacgao.

De acordo com Bedini et al., (2012) os brotos de boa
qualidade sdo um pré-requisito bdsico para um enraizamento e
aclimatiza¢ao das plantas com estabelecimento em todas as fases da

micropropagacao e posterior cultivo a campo.
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O processo de formagao de raiz adventicia ocorre de uma
a trés semanas e pode ser dividido em trés fases: indu¢ao, iniciacdo e
elongacdo. As fases de inducdo e iniciagdo, geralmente sdo
dependentes de auxina, mas o crescimento (elongacao) das raizes pode
ser inibido pela presenca dessa classe de substancias
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

A relagdo existente entre aplicacdo de auxina exdgena e
concentracdo da auxina endogena, também deve ser levada em
consideragdo nesse processo. (GRATTAPAGLIA & MACHADO,
1998). Segundo esses mesmos autores, plantulas conduzidas ao
enraizamento com reduzido numero de folhas e pouco alongadas ndo
enraizam bem e o comprimento ideal da planta ¢ em torno de 1,0 cm e
a presenca de folha ¢ importante, considerando que estas sdo
fundamentais na producdo de auxinas, nutrientes, sacarose ou

compostos nitrogenados necessarios para a formagao de raizes.

4.5 Aclimatizacéo

Apo0s a fase de enraizamento in vitro, plantulas/brotagdes
das duas progénies de alcachofra foram transferidos para trés
substratos: S1: Mecplant Horta 2 ® 100%, S2: 50% substrato
comercial Mecplant Horta 2 ® e 50% Casca de arroz carbonizada
(CAC) e S3: 100% Casca de arroz carbonizada (CAC). Apo6s 30 dias
de aclimatizacdo foi obtida a frequéncia de sobrevivéncia destes
materiais nos diferentes substratos.

O conceito de substrato pode ser definido como sendo o

meio em que as raizes das plantas desenvolvem-se quando ndo
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cultivadas no solo in situ, apresentando como principal fungdo
conceder suporte as plantas, podendo ainda regular a disponibilidade
de 4gua e nutrientes (KAMPF, 2000).

Na figura 23, se observa as diferengas quanto as
caracteristicas fisicas dos substratos. Observa-se que o substrato com
100% do produto comercial Horta 2 ® (S1) apresentou menor espago
de aeragao (EA) com 0,244 m’m™ embora dentro da faixa considerada
ideal (0,20-0,30 m’m™) por De Boodt & Verdonck (1972). Quando se
adicionou 50% de CAC (Casca de Arroz Carbonizada) a esse material
(S2) o valor de espago de aeragio aumentou para 0,442 m’m™. Porém,
valor menor do que o substrato contendo 100% de CAC, o qual
apresentou 0, 704 m’m>. A CAC ¢ um substrato utilizado para o
enraizamento de estacas de espécies ornamentais, pois destaca- se pelo
elevado volume de aeragao e por resistir a decomposicao, mantendo a

estabilidade do mesmo.
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Caracterizagao Fisica dos Substratos
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Figura 23 - Caracterizagdo fisica dos substratos utilizados na etapa de
aclimatizagdo de mudas de alcachofra produzidas in vitro
quanto a Porosidade Total (solidos - PT), Espaco de
Aeragdo (EA), Agua Facilmente Disponivel (AFD), Agua
Tamponante (AT) e Agua Residual (100 cm de pressdo de
suc¢do). FAMV - UPF - Passo Fundo -RS - 2012.

S1: Horta 2 ® 100%/ S2: Horta 2® + CAC 50% / S3: CAC 100%

Quanto a capacidade de retengdao de agua verificou-se ao
contrario, a medida que aumentou a CAC foi diminuindo a agua
facilmente disponivel (0,136 m’m™), a 4gua tamponante (0,007 m’m’
%) ¢ a 4gua residual (0,26 m°m™). Para as caracteristicas quimicas os
valores ideais situam-se na faixa de 5,5 a 6,5 (pH em H,0O), para
materiais minerais, ¢ de até 5,8, para materiais organicos Fermino e
Bell¢ (2000). Na anélise dos materiais os trés substratos apresentaram
valores de pH na faixa de 7,0 a 7,5, acima do ideal considerado por
esses autores (Figura 24).

O valor do pH determina a acidez relativa de um meio,
sendo o critério quimico de maior importancia para o0

desenvolvimento da planta, em razdo do efeito direto na
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disponibilidade de nutrientes, particularmente dos micronutrientes
(FERMINO & BELLE, 2000). Ja para a condutividade elétrica (CE)
os autores Ballester-Olmos (1993) consideram como ideal os valores
entre 0,75 a 2,0 m.Sem™.

No presente trabalho houve diminuicdo da CE a
medida que foi adicionado CAC, sendo os valores inferiores ao
determinado por esses autores como ideais. A respeito da capacidade
de troca de cations (CTC) houve resposta semelhante a encontrada
para a CE, sendo de 314,3 em S1, 256,7 em S2 ¢ 61,22 m.mol./kg em
S3. Neste experimento observou-se que nas progénies utilizadas (P1
e P2) mesmo as plantas sem raizes apresentaram bom
desenvolvimento e aclimatizacdo, talvez as raizes ja estavam
induzidas, no momento da transferéncia de meio de cultura para vasos

com substratos.
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Figura 24- Andlise quimica dos trés

substratos utilizados na

aclimatizacdo de plantulas de alcachofra produzidas in

vitro. M FAMV, 2012/13- Passo Fundo - RS.
S1: Horta 2 ® 100% S2: Horta 2® + CAC 50% S3: CAC 100%
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A CTC ¢ definida como a capacidade de absorver e trocar
cations. E representada pela quantidade de cations trocados, retidos em
uma unidade de massa ou de volume (DE BOODT & VERDONCK,
1972). Em altos valores de CTC ha reducao da lixiviagdo dos nutrientes e
aumentam a capacidade de tamponamento, prevenindo amplas variagoes
no pH e na disponibilidade de nutrientes. A capacidade de troca de
cations (CTC) estd diretamente ligada a disponibilidade de cations e a
redu¢do nas perdas por lixiviagdo, uma vez que quanto maior,
aumenta a reten¢do de cations absorvidos (FERMINO, 1996). Os
valores de 6 cmolc.L™" a 15 cmolc.L' sio recomendados por Fonteno
(1996) e 20 cmolc.L" por Martinez (2002). Assim, quanto mais alta
for a CTC de um substrato, mais cations ele pode reter. Os trés
principais fatores que afetam a CTC sdo a textura, a quantidade e tipo
de argila e o teor de matéria organica. As propriedades quimicas sdo
mais facilmente modificadas pela utilizagdo de solugdes que
contenham ions de minerais que serdo uteis para o desenvolvimento
das plantas (VERDONCK, 1981).

Um total de 27 plantulas/brotacdes da progénie P1, 14
plantulas contendo raizes e 13 brotagdes sem raizes foram
aclimatizadas nos trés substratos. A tabela 15 mostra a frequéncia
plantulas/brotagdes de sobreviventes, apos 30 dias de aclimatizacao.
As plantulas contendo raizes sobreviveram somente quando cultivadas
no substrato 1 (S1) e numa frequéncia de 60%. Ja as brotagdes sem
raizes tiveram 100% de sobrevivéncia no substrato 1 ¢ 2 (S1 e S2) e
50% no substrato 3 (S3), evidenciando assim que a maior taxa de

sobrevivéncia ocorreu em individuos sem a presenca de raizes.
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Tabela 15 — Porcentagem de plantulas/brotacdes de alcachofra
sobreviventes, em trés substratos diferentes com e sem
raiz, apods 30 dias de aclimatizacio (P1/P2)

Com raiz Sem raiz Total
Progénie* Substrato* N. Sobrev N. Sobrev Sobrev
plan N. brota N. %
tas % coes %
Pl S1 05 03 60 04 04 100 77,8
S2 05 00 00 05 05 100 50,0
S3 04 00 00 04 02 50 250
Total - 14 03 214 13 11 84,6 509
P2 S1 05 00 00 06 06 100 545
S2 04 02 50 04 04 100 75,0
S3 04 00 00 04 02 50 250
Total - 13 02 154 14 12 85,7 51,5

*Progénies: P1=B2L4R6 ;: P2: BIL4R7 S1: H2 100% - *Substratos: S2:50%CAC
50% H2, S3: 100% CAC

Em geral, as plantulas enraizadas sobreviveram em
menor nimero durante a aclimatizacdo (21,4%) comparada com as
ndo enraizadas (84,6%) (tabela 15). Isso demonstra que a auséncia de
raizes visiveis ndo impediu o desenvolvimento das brotacdes, e,
portanto, supde-se que as raizes ja estavam induzidas na fase de
enraizamento, garantindo a sua sobrevivéncia. A provavel explicagao
para a mais baixa sobrevivéncia de plantas ja apresentando raizes
quando transferidas para a fase de aclimatizagdo, pode ser pelo fato
das raizes produzidas na fase de enraizamento ndo serem funcionais

quando transferidas para substrato, necessitando da indu¢do de novas
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raizes. Como as raizes pré-existentes eram longas e bem
desenvolvidas talvez as reservas para o desenvolvimento de novas
raizes fosse escassa, ou foram danificadas durante o plantio.

Pierik (1988) afirma que as raizes formadas in vitro nao
se apresentam totalmente funcionais quando transferidas para in vivo,
sendo fracas e com poucos pélos absorventes, geralmente morrendo
nas etapas seguintes. Debergh & Maene (1981) citaram a mesma
razdo para a perda de crescimento das brotagdes enraizadas in vitro
apo6s transferidas para in vivo. As raizes crescidas em agar geralmente
ndo possuem pélos absorventes, podendo vir a morrer logo apds o
transplante.

A suposi¢do de que a aeragdo deficiente pode vir a ser a
causa da mé qualidade ou falta de funcionalidade das raizes formadas
em meio com agar, ¢ compartilhado por Pierik (1988). Com o uso de
substratos inertes, porosos € opacos, como a vermiculita, espumas de
poliuretano (e residuos industriais, como a cinza vegetal, embebidos
com meio nutritivo, podem ser alternativas de custo mais reduzido do
que o agar. Estes materiais, por promoverem maior aeracao do meio e
menor transmissao de luz, podem favorecer o enraizamento de plantas
in vitro (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

Debergh & Maene (1981) observaram que, quando as
plantas sdo avaliadas aproximadamente em duas semanas depois do
transplantio, as raizes produzidas em meio de cultura tinham morrido,
e outras tinham comecado a se desenvolver, indicando que para
algumas espécies, as raizes In Vitro ndo sdo funcionais apos

transferéncia para a condigdo ex vitro.
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A eliminagdo da etapa de enraizamento in vitro ¢
extremamente desejavel sob o aspecto economico (Debergh & Maene,
1981) e da qualidade, pois a regeneragdo de raizes durante a fase de
aclimatizacdo tende a produzir um sistema radicular mais
desenvolvido e funcional (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).
Ainda com relacdo a qualidade George, (1996) observou que raizes
que se desenvolvem in vitro podem ser danificadas quando as
plantulas sdo removidas da cultura e transplantadas para substrato, o
que aumenta as chances de infec¢dao por fungos e bactérias. Sabe-se
que em espécies herbaceas como as lenhosas com grande capacidade
de enraizamento de estacas, o enraizamento in Vvitro pode ser
eliminado sem causar danos a planta (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998).

Em alguns casos, o gasto extra com o enraizamento in Vitro
pode ser justificado se este resultar em mudas de melhor qualidade, ou
se perdas durante a aclimatizacdo podem ser reduzidas (GEORGE,
1996). Esta estratégia pode ser utilizada futuramente em alcachofra.

Em geral, para a progénie P1 o substrato 1 (S1) promoveu
maior frequéncia de sobrevivéncia (77,8%), comparado ao substrato
S2 (50%) e substrato S3 (25%). (Tabela 15). O substrato 1 (S1),
composto por substrato comercial Mecplant Horta 2 ® (100%), parece
ser o mais adequado para as progénies estudadas, com caracteristicas
de maior retencao de agua, menor espagco de aeragdo, maior agua
residual (AR) e pH (7,0). Também a condutividade elétrica (CE) e
capacidade de transporte de cations (CTC) foi maior em comparagdo

aos demais substratos analisados (Figura 25).
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Na progénie P2, 13 plantulas brotagdes com raizes e 14
brotagdes sem raizes foram transferidas para os trés substratos. As
plantulas j& enraizadas somente foram capazes de sobreviver no
substrato S2 (50% de sobrevivéncia), enquanto que todas as brotagdes
nao enraizadas (100%) sobreviveram nos substratos 1 e 2, e somente
50% no substrato 3. Da mesma forma que observado para a progénie
P1, as plantulas enraizadas da progénie P2 sobreviveram menos a
aclimatizagdo (15,4%) comparada com as ndo enraizadas (84,7 %).Em
geral, para a progénie P2, o substrato S2 promoveu maior frequéncia
de sobrevivéncia (75%), comparado ao substrato S1 (54,5%) e
substrato S3 (25%).

Considerando o total das 54 plantulas/brotagdes
pertencentes as duas progénies de alcachofra estudadas, 30 (55,55%)
sobreviveram nos primeiros 30 dias de aclimatizagdo, sendo do total
da progénie P1, 21,42% com raizes e 78,57% sem raizes, ¢ da
progénie P2 14,28% com raizes e 85,71% sem raizes. A maior taxa de
sobrevivéncia foi no substrato S1 com 77,8% para a progénie 1 (P1) e
no substrato 2 (S2) de 75,0% para a progénie 2 (P2). O substrato S3,
contendo 100% de CAC, nao se mostrou favoravel a aclimatizagdo de
mudas de alcachofra produzidas in vitro.

A provavel explicacdo pode ser o fato de a CAC
apresentar maior espago de aeracdo(EA) e com isso drenar a 4gua
ministrada pela irrigacdo, sendo insuficiente para o desenvolvimento
das plantas sobreviventes. Por outro lado, nas caracteristicas quimicas
se observa que a medida que foi adicionado casca de arroz
carbonizada (CAC), houve aumento do pH, diminuicdo da

condutividade elétrica (CE) e da (CTC), Provavelmente, isso indica
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que talvez seja necessario complementar com adubacao externa, para
repor as perdas com esta caracteristicas.

Segundo Fonteno (1981) a alcachofra ¢ pouco
tolerante a acidez com pH entre 5,7 e 6,8. Quando ¢ produzida no solo
procura-se atingir o pH de 6,5. A faixa de pH ideal para demais
plantas cultivadas, na horticultura, de acordo com alguns autores, fica
entre 6,0 e 6,5, porque possibilita a absor¢do da maioria dos
nutrientes. Ja sem a presenca de solo, o pH pode variar de 5,4 a 6,0
(FONTENO, 1996), de 5,5 a 6,3 (HANDRECK & BLACK, 1999), de
54 a 6,4 (BAILEY et al., 2000) e de 5,5 a 6,5 (FERMINO & BELLE,
2000). J4 a capacidade de troca de cations, segundo Gruszynski, et al.
(2002), esta diretamente relacionada com o nivel tecnolégico (manejo
de fertirrigagdo) do produtor de mudas, capaz de controlar a ampla
reserva dos nutrientes. Trabalhos com a cultura da alcachofra indicam
que progénies dessa cultura ajustam-se melhor em materiais com uma
relacdo equilibrada de ar e dgua, como foi verificado no substrato 1
(S1).

Grando et al. (2011) observaram que 40% dos brotos ndo
enraizados produzidos in vitro da Cv. Nobre produziram raizes na fase
da aclimatizagdo quando transferidas para substrato Mecplant ®,
demonstrando que embora as raizes ndo sejam visiveis nessa fase,
houve induc¢do de raizes nesses brotos. O mesmo foi observado
anteriormente por Rossi & De Paoli (1992). Segundo os autores
somente brotos crescidos em meio de enraizamento, mesmo sem
raizes, podem ser transferidos com sucesso para a aclimatizagao desde
que as folhas estejam bem abertas e de cor verde escura. Esse fato

nem sempre ¢ observado em outras espécies. Ao contrario Araujo et
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al., (2006), relataram que mudas de Aloe vera enraizadas in vitro
apresentaram 80 a 95% de sobrevivéncia na aclimatizacdo, enquanto
que aquelas desprovidas de raizes a taxa de sobrevivéncia caiu para
30%.

A Figura 25 mostra aspectos das plantulas com 30 dias de

aclimatizacdo em camara climatizada e aspectos do desenvolvimento

de raizes em brota¢des inicialmente ndo enraizadas.

Figura 25 — Plantas aclimatizadas de alcachofra apos 30 dias de
cultivo em camara climatizada; a) plantas cultivadas em

vasos de 500 ml, com trés diferentes substratos; b)

plantula inicialmente ndo enraizada mostrando o

desenvolvimento de novas raizes. FAMV — UPF — Passo

Fundo —2013.

Um total de 22 individuos aclimatizados, 14 de cada
progénie, foram transferidas para a segunda etapa da aclimatizacao.
As plantulas foram transferidas para o substrato Mecplant Horta 2® e
mantidas em estufa agricola semi-climatizada. Apos 30 dias nessas
condi¢des, 81,1% das plantulas (18 plantas), sobreviveram e se
mostraram saudéveis (Figura 26) e 17,3% ndo tiveram sucesso na

aclimatiza¢do. As plantas ndo sobreviventes geralmente eram de

tamanho pequeno ou nio apresentavam raizes no final da primeira
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etapa de aclimatizacdo. Na Figura 26, observa-se, que mesmo as
plantas que ndo apresentaram raizes durante a primeira fase de
aclimatizacdo, estavam com raizes desenvolvidas e com boa sanidade
apos 60 dias de aclimatizagdo. As plantas climatizadas serdo avaliadas
futuramente em nivel de campo quanto as suas caracteristicas
agronomicas e de qualidade de capitulo.

A fase de aclimatizacdo de plantas micropropagadas ¢
uma das mais delicadas da micropropagagao e pode criar altos niveis
de estresse, devido as caracteristicas de plantulas cultivadas in vitro.
Alcachofras micropropagadas sdo particularmente sensiveis ao

processo de aclimatizacdo (BRUTTI et al., 2000).

Figura 26 — Plantas de alcachofra apos 60 dias de aclimatizagdo; (a)
planta da progénie P1 que foi transferida para
aclimatizagdo sem apresentar raizes e nesta etapa com
raizes bem desenvolvidas; (b) Plantas de alcachofra apds
60 dias de aclimatizacdo em estufa semi-climatizada.
FAMYV — UPF — Passo Fundo - RS - 2013.
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Na cultivar de alcachofra siciliana Violetto Spinoso di
Sicilia, a sobrevivéncia das plantulas produzidas in vitro foi de 70%,
durante a fase de aclimatiza¢do, quando novas raizes eram formadas.
Esses autores discutem que um eficiente sistema in vitro possibilita a
proliferagao de gemas subterraneas dormentes (IAPICHINO, 1996).

E possivel propagar alcachofra através da técnica de
micropropagacdo, e apesar das perdas por motivos adversos,
principalmente contaminagdes por bactérias e fungos de apices
caulinares, foi obtido resultados satisfatorios e plantas sadias. Estes
resultados indicam a possibilidade de cultiva-las no campo
futuramente, observando as caracteristicas fenotipicas de interesse
para o consumo in natura.

Neste trabalho foi demonstrado a micropropagacao de duas
progénies (P1: B2L4R6 ¢ P2: B1L4R7) de alcachofra, a partir de
explantes obtidos de plantulas germinadas in vitro, com taxa de
multiplicagdo de 5,5:1. Embora a frequéncia média de enraizamento
foi de apenas 33,3% mais de 75% das plantulas foram aclimatizadas
com sucesso no substrato S1, Mecplant Horta 2® em 100%. Esta
técnica deve ser otimizada para diferentes progénies selecionadas para
que sejam disponibilizadas mudas de qualidade para os produtores da

regido sul do Brasil.
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CONCLUSOES

EXPERIMENTO Il e 1

- Apices caulinares obtidos de plantas adultas cultivadas no campo e
plantulas originadas de sementes semeadas em substrato estéril
apresentam muitos agentes patogénicos que dificultam o
estabelecimento do cultivo in vitro;

- O meio de multiplicagdo utilizado (0,4 mg.L" de BAP ¢ 0,1 mg.L"
de ANA) ndo ¢ eficiente para induzir o desenvolvimento de novas

brotagdes nas 3 cultivares de alcachofra avaliadas.

EXPERIMENTO Il

- A germinagdo in vitro, proporciona a producdo de explantes
assépticos para iniciar o processo de cultivo in vitro;

- O explante apice caulinar das plantulas oriundas de sementes
germinadas in vitro é adequado para micropropagacdo de alcachofra;

- A taxa de multiplicagdo de 5:1 ¢ obtida pela utilizagdo do meio de
cultura MS suplementado com 1,0 mg.L " BAP 0,1 mg.L" de ANA;
- A frequéncia do enraizamento de propagulos de alcachofra ¢
influenciada pela progénie. No entanto a indug¢do de raizes visiveis
ndo ¢ necessaria para a aclimatizagao.

- Os substratos S1(Mecplant Horta 2® 100%) e S2 (Mecplant Horta
2® 50% e Casca de arroz carbonizada 50%) sdo adequados para a

aclimatizacdo de plantulas de alcachofra.
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