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INTRODUCAO

Mikania glomerata sprenge e a Mikania laevigata Sch. Bip. ex Baker, Asteraceae,
popularmente conhecidas como guaco (JUDD et al, 1999) e Guaco cheiroso (BRASIL, 2019), se
destacam pelas suas propriedades medicinais (GASPARETTO et al., 2010). Elas sdo espécie
originaria da América do Sul, e pertencente ao género Mikania (tribo Eupatorieae, subtribo
Miikaniinae) (NAPIMOGA; YATSUDA, 2010) que compreende 430 espécies diferentes espalhas,
majoritariamente, em regides neotropicais (JUDD et al, 1999). A diferenca entre elas esta
principalmente no perfil de metabdlicos secundarios, visto que a morfologia anatomica e estrutural
sdao semelhantes (CRUZ et al. 2018). A M. laevigata, foi relatado ter maiores concentracdes e de
forma mais frequente de cumarina, entretanto, os compostos chave para a diferenciacao sdo os acidos
clorogénico e dicafeoilquinico que estdo em maiores concentragdes na M. glomerata (CRUZ et al.
2018), além disso, a M. laevigata pode ser identificada facilmente por meio do forte odor de
cumarino (BRASIL, 2019), o que pode ser um reflexo das maiores concentragdes encontrados nessa

espécie de cumarina.

O guaco tem como sua principal molécula terapéutica (marcador quimico) a cumarina
(BRASIL, 2014), e de acordo com a RDC N° 10, de 9 de marco de 2010, a recomendacdo de uso
seria por meio de chas para gripes e resfriados, bronquites alérgicas e infeciosas e como
expectorante, mas também ¢ possivel utilizar o guaco por meio da tintura (ALVARENGA et al,

2009).

Além do guaco ser citado como um dos medicamentos fitoterapicos de registro simplificado
(BRASIL, 2014), esta listada na Gltima versdo da farmacopeia brasileira (BRASIL, 2019) ¢ é umas

das 12 espécies de plantas fitoterapicas em que o SUS disponibilizada medicamente com base nelas
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(BRASIL, 2022), demonstrando, dessa maneira, o interesse nacional do potencial terapéutico da
Mikania glomerata sprenge e da Mikania laevigata Sch. Bip. ex Baker, Asteraceae. Entretanto, para
realizar a propagagdo dessa espécie somente ha registo na literatura de propagacdo por meio da
técnica de estaquia (LIMA et al, 2003; PEREIRA, FRANCA, CAMARA, 1999; SAO PAULO,
2021;), porém, utilizando a técnica da micropropagacdo ¢ possivel ter um elevado niimero de
explantes, otimizacdo do crescimento, permite estudos de metabolicos secunddrios, 5 realizar

clonagem, organogénese, entre outros possibilidades (QUISEN, CRISTINA, 2008).

Ademais, a técnica de micropropagacdo compreende 4 etapas diferentes, entre elas, a etapa
de introdugdo de uma cultura asséptica in vitro (GEORGE, HALL, KLERK, 2008), o qual este
trabalho tem como por objetivo para a espécie Mikania laevigata Sch. Bip. ex Baker, Asteraceae.
Para isso, neste trabalho iremos avaliar a efetividade de descontaminagdo de caules dos seguintes
agentes descontaminantes: Corynna 116-XC, Cercobin®, Hipoclorito de sédio e lodopovidona

comercial.

MATERIAIS E METODOS

No trabalho optou-se por utilizar 4 agentes desinfestantes diferentes, sendo eles o Cercobin,
Hipoclorito de Sédio, Coryna 166 X-C e lodopovidona, contendo 3 concentragdes diferentes para
cada tratamento (Tabela 1), com 25 repeti¢des cada protocolo. Foi utilizado o meio MS com adigao

de carvao ativo para evitar a oxidag@o dos explantes e estimular o crescimento de raizes.

Tabela 1. Protocolos de desinfec¢do avaliados para introdugio de guaco

Tratamento Protocolo Tipo de desinfetante Tempo de desinfec¢do (min.)
P1 Hipoclorito de sodio (NaOCl) 1% 15
T1 P2 NaOCl 1,25% 15
P3 NaOCl 1,5% 15
P4 Cercobin® 1g/L 15
T2 P5 Cercobin® 2/L 15
P6 Cercobin® 3/L 15
P7 Coryna 116 X-C 0,5% 15
T3 P8 Coryna 116 X-C 0,75% 15
P9 Coryna 116 X-C 1% 15
P10 Iodopovidona 1% 15
T4 P11 Iodopovidona 1,5% 15
P12 Iodopovidona 2% 15

FONTE: O autor (2024)

Para realizar a extragdo dos explantes, foi definido priorizar calos que contenham menos
lignina, ou seja, caules mais jovens, além disso, como ndo dispinhamos de uma planta matriz e
precisariamos de grandes quantidades de explantes, optou-se por adquirir mudas comercialmente.
Como método de identificagdo das mudas, foi utilizado a morfologia das folhas para a comprovagao

de mudas da espécie Mikania laevigata com base nos estudos de Cruz et al. (2018) e Santos (2005).

O método de assepsia consiste em 5 passos, primeiro ¢ realizado a pré lavagem em agitagio

utilizando detergente ¢ agua corrente para limpar sujeiras superficiais, apos isso, ¢ realizado a
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imersdo em agitacdo em solug¢do de alcool etilico 70% por 30 segundos para desfazer qualquer
acumulo de gordura e eliminar bolhas de ar, em seguida, imersdo em agitacdo em Hipoclorito de
sodio a 1% + 3 gotas de Tween 20 por 15 minutos, aplicagdo do tratamento por 15 minutos em
agitagdo (exceto para o tratamento com hipoclorito de sddio) e enxague 3 vezes em capela de fluxo

laminar com agua deionizada autoclavada.

Apos a introdugao in vitro os explantes foram deixados em uma incubadora a 24°C £ 2, além
disso, por 1 semana, os explantes foram deixados em uma cobertura feito com papel aluminio para

evitar a passagem de luz.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Na literatura existem poucos trabalhos publicados utilizando a técnica de micropropagacao
aplicado ao Guaco, entre os trabalhos, dois estudos descreveram seus protocolos de assepsia
utilizados. Mendes e Pezzopane (2012) utilizaram o hipoclorito de sédio a 2,5% por 30 min e Pereira,
Franga ¢ Camara (1999) utilizaram o hipoclorito de so6dio a 0,25 % por 30 min, posteriormente,
imergiram os caules em solugdo gentamicina a 0,001%, entretanto, somente o segundo trabalho
apresentou os seus resultados, apresentando 90% de contaminag@o dos explantes. Devido a isto, este
trabalho ndo tem muitas bases tedricas para comparar o resultado com outros protocolos aplicados a

M. laevigata.

Entretanto, podemos comparar com dados obtidos em outras espécies, mesmo ndo sendo o
cenario ideal. Os explantes ficaram um periodo médio de 18 dias in vitro, entretanto, houve uma
excegdo com o tratamento de hipoclorito de sodio a 1,50% que ficou por um més. Nos protocolos
utilizando hipoclorito de sdédio, o tratamento de 1,50% teve a maior taxa de descontaminacdo de
todos os tratamentos, alcangando a taxas de 84% de explantes vidveis, as concentragdes menores de

hipoclorito alcangaram taxas semelhantes, em torno de 45% (Fig. 1).

O antifingico Cercobin®, na concentracdo de 2 g/L, teve a segunda maior taxa de
descontaminagdo, alcangando 62,5% de explantes viaveis, onde foi possivel perceber que sua acao
contra a contaminag¢do fungica foi eficiente, apesar da presenga de contaminagdo bacteriana em 13%
dos casos. (Fig. 1). Em seu estudo Ishibashi et al (2017) relatou um indice de desinfestagdo de 62,5%
aos 14 dias de cultivo utilizando explantes de segmentos nodais de Acacia mearnsii. O ensaio
envolveu a imersao dos explantes por 2 g L-1 de Cercobin® 2 ml + L-1 Kasumin® por 20 minutos e
lavados em agua corrente por 10 minutos. Os autores afirmam que o uso de Cercobin® ¢é mais
favoravel quando ha a adi¢do do fungicida ao meio de cultura do que somente a imersdo em solucao

fungicida (ISHIBASHI et al, 2017).

A andlise do tratamento com Corynna revelou uma alta suscetibilidade a contaminagado
fingica, atingindo até 64% em certas concentragdes. Paralelamente, observou-se que a viabilidade
dos explantes, embora baixa, apresentou uma variagdo crescente conforme o aumento da

concentracdo, atingindo um pico de 28% a 1% (Fig. 2 - P9). Esses resultados demonstram que as



m IV Simpésio de Propagacao de

Plantase produgéo de Mudas ANAIS - ISBN: 978-65-88904-12-1

20 de setembro a 2 de outubro de 2024

concentracdes utilizadas foram baixas, dessa maneira, outros estudos deveriam ser feitos, entretanto,
com concentragoes mais altas. Com relagdo ao tratamento utilizando o Iodopovidona, a viabilidade
dos explantes manteve-se relativamente baixa, variando entre 33% e 42%, (Fig, 1) representando o

menor rendimento comparado aos demais tratamentos testados.

Figura. 1. Porcentagem de explantes introduzidas in vitro com sucesso 18 dias apds o cultivo in

vitro.
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Fonte: Os autores, 2024.

No geral, a oxidagdo nao foi um problema nos protocolos, exceto no protocolo 12, utilizando
lodopovidona a 2%, em que as taxas de oxidagdes chegaram a 41,7% (Fig. 2). Podemos associar a
baixa taxa geral de oxidagdo a utilizagdo do carvao ativado no meio de cultura, pois, o carvdo tem a
capacidade de absorver compostos fenolicos e outras substincias toxicas liberadas, promovendo a
desinfestacdo de forma ndo agressiva aos tecidos vegetais e, assim, minimizando a ocorréncia de

oxidacdo. (GEORGE, SHERRINGTON, 1984).

Ao realizarmos o qui-quadrado de independéncia, por meio do excel, a analise demostrou
que ha associagdo entre a quantidade de explantes viaveis e os tratamentos (X = 37.464; p <0,001).
Além disso, a analise dos residuos padronizados ajustados mostrou que o tratamento 1, 2 e 3
apresenta mais explantes viaveis do que o esperado.

Figura. 2. Taxa de contaminagdo bacteriana, fungica e oxidagao por protocolo
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Fonte: Os autores, 2024.
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Conforme podemos observar na tabela 2, o Guaco ao ser introduzido in vitro, tem um

comportamento de crescimento muito positivo, produzindo bastante brotacdes e tendo uma taxa de

até 38% de formacao de raizes sem a utilizacao de fitohormonios.

Tabela 2. Desempenho dos Protocolos de Cultura In Vitro: Taxa de Enraizamento e Porcentagem

Meédia de Brotagdes por Explante

Protocolo Taxa de raizes (%) Média de Brotacoes por Protocolo (%)

4| 4 54
P2 29 n
P3 20 96
P4 1 85
P5 38 100
P6 32 84
P17 12 28
P8 5 38
P9 24 52
P10 23 81
P11 12 12
P12 8 46

FONTE: O autor (2024).

CONCLUSAO

O Guaco (Mikania laevigata) tem um 6timo comportamento ao ser introduzido in vitro, com
apenas um tratamento simples utilizando alcool 70% e hipoclorito de sodio a 1,50, é possivel obter
84% por explantes descontaminados, embora ainda sejam necessarias otimizagdes na concentragao e
tempo, além disso, € uma espécie que cresce bem in vitro sem a necessidade de fitohormdrnios,

refletindo a sua propensao em ser micropropagada.
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