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Resumo 

RODRIGUES, Isabel Corrêa da Silva. Micropropagação, tolerância à salinidade e 
análise de betacianina em plantas de Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze 
cultivadas in vitro. 2009. 38f.. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação)-Curso 
de Ciências Biológicas, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 
 
Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de estabelecer um protocolo eficaz 
para multiplicação in vitro de A. brasiliana e investigar a resposta dessa planta 
quando submetida a estresse salino. Plantas de A. brasiliana foram estabelecidas in 
vitro a partir de segmentos nodais em tubos de ensaio contendo meio MS, sem 
regulador de crescimento. As plantas permaneceram em câmara de crescimento por 
15 dias, com temperatura de 25ºC±2 e fotoperíodo de 16 horas. Posteriormente, 
segmentos nodais oriundos dessas plantas foram usados como explantes e 
inoculados em diferentes meios de cultura: MS, WPM e B5, permanecendo em sala 
de crescimento por 45 dias. Após este período explantes de A. brasiliana foram 
inoculados em meio MS acrescido de diferentes concentrações de BAP (0; 1; 2,5; 5; 
10 e 15µM), onde permaneceram pelo mesmo período.  Em meio MS livre de 
reguladores de crescimento foram acrescidos concentrações crescentes de NaCl (0, 
10, 20, 50, 100 e 200mM). Após 45 dias, metade das plantas deste experimento 
foram aclimatizadas em casa de vegetação e a outra metade foi utilizada para 
análise fitoquímica, sendo quantificada betacianina, através de espectrofotometria. 
Foram retiradas folhas de cada tratamento para realização dos cortes anatômicos 
com auxílio de micrótomo. O delineamento experimental foi inteiramente 
casualizado, sendo os tratamentos dos dois primeiros experimentos compostos por 
cinco repetições, representadas por um frasco contendo quatro explantes. O 
experimento do estresse salino foi formado por doze repetições de cada tratamento, 
contendo quatro explantes em cada frasco. Os resultados foram submetidos à 
análise de variância, regressão polinomial e as médias comparadas pelo teste de 
Tukey ao nível de 5% de probabilidade de erro. Não houve diferença estatística 
entre as variáveis analisadas em função dos meios testados, já a adição de BAP ao 
meio MS apresentou efeito negativo sobre as variáveis analisadas, inibindo o 
crescimento radicular e não aumentando significativamente o número de brotações. 
As plantas de A. brasiliana mostraram-se tolerantes ao NaCl até a concentração de 
100mM. A concentração de 10mM apresentou os maiores valores para altura, 
número de folhas e raízes e comprimento radicular. As plantas apresentaram 100% 
de sobrevivência quando aclimatizadas, resultando no sucesso dessa etapa. 
Observou-se aumento da concentração de betacianina e da espessura do limbo à 
medida que aumentaram as concentrações de NaCl no meio de cultura. Conclui-se 
que o meio MS é o mais indicado para micropropagação de A. brasiliana in vitro, 
sem necessidade da adição de citocinina BAP para melhorar a resposta de 
multiplicação. As plantas apresentam tolerância a concentrações altas de NaCl no 
meio de cultura, e aumento na síntese de betacianina e da espessura do limbo foliar, 
mediante o estresse. Essa resposta sugere que essa planta possa ser utilizada na 
recuperação de dunas e nas indústrias farmacêuticas, alimentícias e de cosméticos 
devido a presença de betacianinas, um composto de ampla ação e interesse 
medicinal. 

 
Palavras-chave: Estresse salino. Metabólitos secundários. Plantas medicinais. 
Amaranthaceae. Dunas.  
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Abstract 
 
 

RODRIGUES, Isabel Corrêa da Silva. Micropropagation, salt tolerance and 
analysis of betacyanin plants Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze cultured in 
vitro. 2009. 38f.. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação)-Curso de Ciências 
Biológicas, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 
 
This work was carried out to establish an effective protocol for in vitro multiplication of 
A. brasiliana and investigate the response of this plant when subjected to salt stress. 
Plants A. brasiliana were established in vitro from nodal segments in test tubes 
containing MS medium without growth regulator. The plants remained in a growth 
chamber for 15 days at 25 ± 2 º C and a photoperiod of 16 hours. Later, the nodal 
segments coming from these plants were used as explants and inoculated in different 
culture media: MS, WPM and B5, where they remained in a growth chamber for 45 
days. After this period, explants of A. brasiliana were inoculated on MS medium 
supplemented with different concentrations of BAP (0, 1, 2.5, 5, 10 and 15μM), where 
they remained the same period. MS medium free of growth regulators were added 
increasing concentrations of NaCl (0, 10, 20, 50, 100 and 200mM). After 45 days, half 
the plants of this experiment was acclimatized in a greenhouse and the other half 
was for phytochemical analysis to quantify betacyanin by spectrophotometry. Leaves 
were taken from each treatment to achieve the cuts with the aid of anatomical plate. 
The experimental design was completely randomized and the treatments of the first 
two experiments consisting of five replicates, represented by a bottle containing four 
explants. The salt stress experiment consisted of twelve replicates of each treatment, 
containing four explants in each jar. The results were submitted to analysis of 
variance, polynomial regression and the averages compared by Tukey test at 5% 
probability of error. There was no statistical difference between variables with means 
tested, since the addition of BAP to MS medium has negative effects on the variables 
analyzed, inhibiting root growth and not significantly increasing the number of shoots. 
Plants of A. brasiliana were tolerant to NaCl concentrations of up to 100mM. The 
concentration of 10 mM showed the highest values for height, number of leaves and 
roots and root length. The plants showed 100% survival rate when acclimatized, 
resulting in the success of this step. There was an increase in the concentration of 
betacyanin and the blade thickness with increasing the concentration of NaCl in the 
culture medium. We conclude that the MS is the most suitable for micropropagation 
of A. brasiliana in vitro without the addition of cytokinin to improve the response of 
multiplication. The plants have tolerance to high concentrations of NaCl in the culture 
medium, and increased synthesis of betacyanin and the thickness of the leaf through 
the stress. This response suggests that this plant is indicated for use in land 
reclamation and in the pharmaceutical, food and cosmetics that the synthesis of 
betacyanin, composed of a wide action and medical interest. 

 
 

Keywords: Salt stress. Secondary metabolites. Medicinal plants. Amaranthaceae. 
Dunes. 
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1 Introdução  

 

A utilização de plantas medicinais no contexto mundial é expressiva, visto que 

dados da Organização Mundial da Saúde (OMS) relatam que cerca de 80% da 

população utiliza-se da prática de curar-se através dos extratos de plantas ou de 

seus princípios ativos (LUCCA, 2004). 

A procura pelas plantas medicinais, para utilização e comércio, tem 

aumentado a cada dia, por ser mais econômica, na maioria das vezes mais eficaz e 

com efeitos colaterais menores que os de remédios sintéticos (GALDINO, 2006).  No 

Brasil, o uso cada vez mais crescente, vem aumentando o consumo dessa forma de 

terapia, crescendo cerca de 15% ao ano, enquanto o crescimento anual de 

medicamentos sintéticos gira em torno de 3 a 4% (SIMÕES et al., 2005). 

Os efeitos medicinais ou tóxicos destas plantas, geralmente estão 

relacionados aos metabólitos secundários, aonde pertencem substâncias como 

taninos, lactonas, sesquiterpenos, entre outros (ZANETTI, 2002). 

Muitas espécies são utilizadas tradicionalmente para a cura de diversas 

enfermidades, tornando-se potenciais modelos para a síntese de novos fármacos. 

Porém, a demanda excessiva por certos recursos naturais ocasiona a escassez 

destes, fazendo com que muitas espécies, por serem exploradas, sem nenhuma 

restrição, se extingam do nosso ecossistema. (SILVA; BUITRON; OLIVEIRA, 2001).  

O gênero Alternanthera (Amaranthaceae), tem sido reconhecido pelas suas 

propriedades farmacológicas, pois foram identificados compostos biologicamente 

ativos, entre eles os triterpenóides (saponinas), compostos fenólicos e pigmentos da 

classe betalaínas - betacianinas e betaxantinas (SALVADOR; DIAS, 2004). 

Os pigmentos da classe betalaína, como as betacianinas que dão a coloração 

arroxeada e as betaxantinas que dão a coloração amarelada, foram identificados e o 

interesse por esses pigmentos cresceu desde que sua atividade anti-radical foi 

caracterizada, e passou a ser amplamente utilizada como aditivo para produtos 

alimentícios, fármacos e cosméticos devido as suas propriedades colorantes 

naturais e ausência de toxicidade (DORNENBURG; KNORR, 1996). 

Alternanthera brasiliana, conhecida como penicilina ou terramicina, possui 

atividade analgésica (MACEDO et al., 1999) e atividade antiproliferativa de linfócitos 

(BROCHADO et al., 2003), sendo encontrada no Brasil, nos estados de Santa 

Catarina e Rio Grande do Sul (PEREIRA et al., 2007), ocupando dunas internas ou 
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planícies (Resolução CONAMA, 1999).  

Estudos fitoquímicos revelaram a presença de terpenos, esteróides e 

compostos fenólicos, confirmando a presença de fitosterol e β-sitosterol, que juntos 

com outros compostos podem justificar a atividade analgésica (SANTOS et al., 

1995).  

Estudos anatômicos realizados por Betoni et al. (2006) relataram a presença 

de tricomas tectores pluricelulares e a presença de drusas. Tanto a seção 

paradérmica adaxial como a abaxial apresentam estômatos predominantemente 

diacíticos (Pereira, 2007).  

Técnicas de cultura de tecidos apresentam vantagens sobre o cultivo de 

plantas inteiras, como na produção de substâncias químicas de valor, principalmente 

quando o material vegetal manipulado tem alto crescimento e elevado acúmulo de 

metabólitos (BOLTA et al., 2000). 

A adição de reguladores de crescimento ao meio de cultura é uma importante 

forma de reproduzir o que ocorre naturalmente nas plantas, onde combinações 

destas substâncias podem proporcionar melhor crescimento e desenvolvimento do 

explante (ANDRADE, 2006). As citocininas, como a sintética benzilaminopurina 

(BAP) participa da superação da dominância apical e na indução da proliferação de 

gemas axilares, sendo considerada muito eficaz para a multiplicação de diversas 

espécies e indução de gemas adventícias (JESUS et al., 2002).  

A propagação in vitro tem sido muito útil na produção de plantas homogêneas, 

com alta qualidade sanitária, isentas de vírus, além de ser uma ferramenta 

importante para a manutenção e o intercâmbio de germoplasma (RIBEIRO et al., 

2007, SILVA et al., 2007). Além disso, as técnicas de cultura in vitro têm sido 

extensivamente usadas não somente pela rápida propagação clonal, mas também 

para o estudo de mecanismos de tolerância à salinidade de muitas espécies como 

possibilidade de serem utilizadas na recuperação de solos degradados. 
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2 Objetivos 

 

2.1 Objetivo geral  

 

Estudar aspectos da micropropagação de A. brasiliana e investigar a resposta 

dessa planta quando submetida ao estresse salino in vitro e seus efeitos após 

aclimatização. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

2.2.1 Testar três diferentes meios para a multiplicação in vitro.  

2.2.2 Verificar o efeito da citocinina, benzilaminopurina (BAP) na otimização 

da produção de brotos. 

2.2.3 Avaliar a resposta morfológica de plantas cultivadas na presença de 

diferentes concentrações de NaCl. 

2.2.4 Analisar quantitativamente a produção de compostos secundários em 

plantas submetidas ao estresse salino. 

2.2.5 Verificar a porcentagem de sobrevivência dessas plantas quando 

aclimatizadas em casa de vegetação. 

2.2.6 Observar e comparar estruturas anatômicas relacionadas à tolerância à 

salinidade em plantas submetidas e não submetidas ao estresse.   
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3 Revisão de literatura 

 

3.1 Utilização de plantas medicinais 

 

O uso de plantas medicinais é uma forma de tratamento muito antiga, 

relacionada aos primórdios da medicina e fundamentada no acúmulo de informações 

por sucessivas gerações (BRASIL, 2006). 

O emprego de plantas medicinais na recuperação da saúde tem evoluído ao 

longo dos tempos, desde as formas mais simples utilizadas pelo homem das 

cavernas, buscando na natureza recursos para melhorar sua condição de vida, 

aumentando assim suas chances de sobrevivência, até as formas mais sofisticadas 

empregadas pelo homem moderno. Em ambos os casos o que é percebido é a 

existência de “algo”, com propriedade de provocar reações benéficas no organismo, 

resultando na recuperação da saúde (LORENZI; MATOS, 2008).  

Durante séculos têm-se buscado nas plantas medicinais alternativas para o 

tratamento de diversas doenças, inclusive as dermatológicas (RASKIN et al., 2002), 

principalmente naquelas que apresentam processos cicatriciais de difícil resolução. 

(HSU, 2005). Na Antigüidade, de forma empírica, já eram conhecidas algumas 

propriedades medicinais atribuídas às flores da Calendula officinalis L., popularmente 

conhecida como calêndula (ALONSO, 1998). 

Com os avanços científicos, esta prática milenar cedeu espaço aos 

medicamentos sintéticos, entretanto, o alto custo destes fármacos e seus efeitos 

colaterais contribuíram para o ressurgimento da fitoterapia (OLIVEIRA; AMARAL; 

CASALI, 2001). 

 

3.2 Estudos com o gênero Alternanthera  

 

A família Amaranthaceae compreende cerca de 170 gêneros e 2000 espécies, 

ocorrendo 20 gêneros nativos e 100 espécies no Brasil. Muitas destas espécies são 

utilizadas como ornamentais ou na medicina popular, sendo comumente 

encontradas em ambientes abertos, porém algumas espécies são encontradas no 

interior de florestas (SOUZA; LORENZI, 2005). 

Estudos realizados por Marchioretto et al. (2008) mostram que o Rio Grande 

do Sul apresenta 11 gêneros e 43 espécies de plantas dessa família, sendo o gênero 
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Alternanthera o mais representativo, com 11 espécies. 

Plantas desse gênero são conhecidas por possuírem propriedades 

antimicrobianas e antivirais e em algumas espécies deste gênero tem sido reportada 

a inibição da atividade linfocitária, propriedades antivirais e hepatoprotetoras e 

atividade analgésica (FERREIRA et al., 2003). Possuem compostos biologicamente 

ativos conhecidos, entre eles betalaínas (betacianinas e betaxantinas), 

ecdisteróides, flavonóides, saponinas e triterpenos (FERREIRA; DIAS, 2000). 

Estudos etnofarmacológicos relataram atividades antiviral, antimicrobiana, 

hepatoprotetor, antifúngica, antidiarréico e analgésica de extratos de plantas desse 

gênero, como Alternanthera brasiliana, Alternanthera philoxeroides, Alternanthera sessilis e 

Alternanthera tenella. 

 

3.3 Espécie em estudo 

 

A espécie A. brasiliana é popularmente conhecida como penicilina, terramicina, 

doril ou carrapichinho, sendo uma planta herbácea perene, de base lenhosa 

atingindo até 120 cm de altura (LORENZI; MATOS, 2008). É amplamente 

encontrada nos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul (PEREIRA et al., 

2007), e além de ser cultivada como ornamental pelo colorido arroxeado de suas 

folhas é utilizada na medicina popular (LORENZI; MATOS, 2008), onde a infusão de 

suas folhas é utilizada como digestiva, depurativa e diurética e a maceração da 

planta inteira é utilizada contra a prisão de ventre (MORS; RIZZINI; PEREIRA, 

2000). 

Estudos in vitro com A.brasiliana confirmaram a presença de flavonóides 

como o canferol (Brochado et al., 2003), terpenos, esteróides, compostos fenólicos e 

pigmentos da classe betalaína (Ferreira; Dias, 2000). 

Os pigmentos da classe betalaína são pigmentos naturais de importância 

quimiotaxonômica  tipicamente associados com plantas da ordem Cariofilales. 

Dentre esses pigmentos estão as betacianinas, que são compostos glicosilados e 

derivam das agliconas betanidina e isobetanidina (CASTELLAR et al., 2003) e dão a 

coloração arroxeada e as betaxantinas que dão a coloração amarelada. O interesse 

por esses pigmentos cresceu desde que sua atividade anti-radical foi caracterizada, 

passando a ser amplamente utilizada como aditivo para produtos alimentícios, 

fármacos e cosméticos devido as suas propriedades colorantes naturais e ausência 
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de toxicidade (DÖRNENBURG; KNORR, 1996; STRACK et al., 2003).  

Análises anatômicas, desta espécie, realizadas por Delaporte et al. (2002) 

revelaram a presença de folhas anfiestomáticas, com tricomas tectores ornamentais, 

sendo observado alterações na disposição e no tamanho dos feixes vasculares na 

nervura principal, apresentando tecido esclerenquimático no pólo floemático. Tanto a 

seção paradérmica adaxial como a abaxial apresentam estômatos 

predominantemente diacíticos (PEREIRA, 2007). 

Conforme Resolução 261-CONAMA (1999) esta planta está classificada como 

vegetação de dunas internas e planícies, podendo desenvolver-se sobre dunas 

móveis, semifixas ou fixas, além de ocorrer em planícies arenosas após a praia ou 

associadas a dunas e lagunas, recebendo menor ou nenhuma influência marítima. 

Desta forma, sendo uma planta potencialmente tolerante ao sal, pode ser uma 

cultura alternativa para ser utilizada em solos salinizados. 

 

3.4 Cultura de Tecidos e Micropropagação 

 

A cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas que tem 

como princípio o isolamento de um explante, que é a parte excisada (célula, tecido 

ou um órgão) e seu cultivo sob condições de plena assepsia, em um meio nutritivo 

artificial (COSTA, 2006). 

A demanda das indústrias de medicamentos e cosméticas por compostos 

presentes em plantas é crescente, acarretando no aumento da busca de matérias de 

alta qualidade, o que pode ser obtido pela micropropagação in vitro. Atualmente, um 

grande número de pesquisas tem sido realizadas com o intuito de estudar 

estratégias para a propagação de plantas medicinais, tendo em vista a viabilização 

de plantios comerciais e também a otimização da produção de metabólitos 

secundários (OKSMAN-CALDENTEY; INZÉ, 2004).  

Em plantas medicinais, a micropropagação auxilia na produção de mudas 

homogêneas e de qualidade, na conservação do germoplasma, além de auxiliar na 

seleção e melhoramento de genótipos com potencial para ser utilizados pela 

indústria farmacêutica (RAO; RAVISHANKAR, 2002). 

Esta técnica permite um rápido aumento no número de plantas geneticamente 

idênticas partindo de plantas selecionadas, permite a produção de mudas durante o 

ano todo, a formação de plantas com elevada qualidade sanitária e, ainda, auxilia na 
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propagação de plantas cujas sementes têm baixo poder germinativo (SERAFINI; 

BARROS; AZEVEDO, 2001). 

Em muitas culturas o crescimento e a proliferação de brotos in vitro a partir de 

gemas axilares são maximizados pela incorporação de citocininas ao meio nutritivo 

(GEORGE, 1996). As citocininas são muito importantes na regulação do crescimento 

e da morfogênese, pois estimulam a divisão das células, a indução e a proliferação 

de brotações (HOWELL; LALL; CHE, 2003). Meios acrescidos de BAP, uma 

citocinina sintética, têm sido muito utilizados no cultivo in vitro de espécies da família 

Amaranthaceae (BENNICI et al., 1997). 

O estoque de plantas in vitro permite um fluxo contínuo de produção em todas 

as épocas do ano, e possibilita a produção de plântulas a partir de órgãos já 

desenvolvidos o que, em geral, não é conseguido em condições naturais de campo 

(KITTO, 1997). 

Além disso, as técnicas de cultura in vitro têm sido extensivamente usadas 

não somente pela rápida propagação clonal, mas também para o estudo de 

mecanismos de tolerância à salinidade de muitas espécies como possibilidade de 

serem utilizadas na recuperação de solos degradados (MACÊDO et al., 2003). 

Devido ao alto custo das práticas de recuperação de solos salinizados e do 

tempo exigido para sua execução, torna-se necessária a identificação e a seleção de 

culturas e cultivares tolerantes à salinidade para serem introduzidas nessas áreas 

salinizadas (TÁVORA; FERREIRA; HERNANDEZ, 2001). 

Elicitores bióticos e abióticos (como NaCl) vêm sendo amplamente 

empregados em cultura de tecidos vegetais, com o intuito de maximizar a produção 

de compostos químicos de interesse. A submissão de plantas a estresses salinos, 

tem sido apontada como estimulador da biossíntese de metabólitos secundários 

incluindo terpenos, flavonóides, alcalóides, betacianinas e fenilpropanóides, entre 

outros (BHUIYAN; ADACHI, 2003; ZHAO et al., 2005). 

 

3.5 Salinidade 

 

As comunidades vegetais ocorrentes em dunas litorâneas são caracterizadas 

por tolerarem altos níveis de salinidade, deficiência hídrica e de nutrientes, ampla 

variação de umidade e temperatura, além de injúrias causadas pelos fortes ventos 

(MAUN, 1994). 
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Durante o processo evolutivo, as plantas desenvolveram mecanismos de 

resposta aos diversos tipos de estresses sejam eles bióticos, como ataque de 

patógenos, ou abióticos como os estresses ambientais. As respostas de defesa 

iniciam com a percepção do estresse, seguido do desencadeamento de uma cascata 

de eventos moleculares que é finalizada em vários níveis de respostas fisiológicas e 

metabólicas podendo tornar a planta resistente ao estresse (MARGIS-PINHEIRO et 

al., 1999).  

Essas plantas capazes de tolerar ambientes salinos são denominadas 

halófitas e ocupam, em geral, locais pobres em nutrientes e submetidos à forte 

luminosidade (DICKISON, 2000). Sob tais condições estas espécies podem 

apresentar alterações morfológicas como redução do crescimento, aumento da 

suculência; ou fisiológicas, como diminuição na condutância estomática e do 

crescimento e acúmulo de solutos orgânicos no citoplasma, tais como, sorbitol, 

polióis, prolina, betaína, entre outros (HASEGAWA et al., 2000; KOYRO, 2006). 

Os fatores que atuam na tolerância a esses altos níveis de salinidade são 

freqüentemente dependentes da complexidade anatômica e fisiológica da planta 

(SHANNON, 1997). 

Além da escassez de informações sobre estratégias adaptativas, a ênfase 

maior dos trabalhos sobre salinidade é destinada a plantas de interesse econômico, 

como, por exemplo, os trabalhos com Oriza sativa L. (BENITEZ et al., 2008), Solanum 

lycopersicum L. (SAM et al., 2003) e Triticum aestivum L. (HU; FROMM; 

SCHMIDHALTER, 2005). Sobre as espécies nativas ocorrentes em dunas litorâneas 

pouco é conhecido, onde se destacam os trabalhos realizados com espécies de 

Poaceae (MARTINS; MACHADO; ALVES, 2008). 

O ambiente dunal tem despertado interesse científico por abrigar espécies 

endêmicas (FEEMA, 1988) que atuam na rápida colonização das dunas e na fixação 

do sedimento, reduzindo assim os danos causados pela erosão (MATIAS; NUNES, 

2001; CORDEIRO, 2005) e pelo relevante papel ecológico desempenhado pelas 

espécies na preservação da morfologia costeira (CORDAZZO; SEELINGER, 2003; 

CORDEIRO, 2005).  

Os solos são considerados salinos quando a concentração de sais é igual ou 

excede a 0,5%, e correspondem a aproximadamente 6% da superfície dos 

continentes, estes ocorrem em regiões onde a precipitação é menor que a 

evaporação, nas porções tropicais costeiras que apresentam grande aporte de sais 
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oriundos do mar (LARCHER, 1995), ou ainda, quando intensamente utilizados pela 

agricultura (KOYRO, 2006).  

A salinidade do solo (HOULE et al., 2001) e o borrifo marinho (CHEPLICK; 

DEMETRI, 1999) são condições ambientais que podem prejudicar a germinação das 

sementes e impedir o estabelecimento de plântulas de dunas (CORDAZZO, 1999), 

reduzir o tamanho da planta, sua capacidade reprodutiva e o tamanho das sementes 

(CHEPLICK; DEMETRI, 1999). Desta forma, a concentração de NaCl no substrato 

pode atuar seletivamente, determinando o estabelecimento de plântulas e 

sobrevivência em áreas costeiras (CORDAZZO, 1999).  

A alta salinidade diminui o potencial de água no substrato e deste modo 

restringe a água e nutrientes para absorção pelas raízes, além de poder causar 

descontrole iônico e toxicidade nas plantas (HOULE et al., 2001) podendo também 

influenciar no estabelecimento de espécies em função de diferentes respostas aos 

fatores abióticos (NOE; ZEDLER, 2000). 

Estudos envolvendo estratégias de sobrevivência sob salinidade têm sido 

realizados no mundo todo, considerando-se o interesse no reconhecimento das 

estruturas morfo-anatômicas que permitem a determinadas espécies a ocupação de 

regiões extremamente salinas (COSTA et al., 2003). 

O interesse pela fisiologia do estresse e seus efeitos no conteúdo de 

metabólitos secundários em plantas, em parte é explicado pela necessidade de se 

conhecer as possíveis adaptações que podem ocorrer no metabolismo desses 

compostos, maximizando a produção de constituintes ativos de plantas medicinais e 

condimentares (DIXON; PAIVA, 1995; VERPOORTE et al., 1999). 

 

4 Material e Métodos 

4.1 Estabelecimento in vitro 

 

Para a realização deste experimento foram utilizadas plantas de Alternanthera 

brasiliana (L.) Kuntze, provenientes de Joinville/SC, e devidamente identificadas no 

Herbário Pel do Departamento de Botânica da Universidade Federal de Pelotas, 

pelas biólogas Elen Nunes e Silvia Rubin, com auxílio da bibliografia técnica 

especializada (SIQUEIRA, 2002). Um exemplar do genótipo foi incorporado ao 

acervo do referido herbário como testemunha, sob o número PEL-24.531. As 
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plantas.foram mantidas em casa de vegetação até formarem novas brotações para 

serem estabelecidas in vitro. Estas foram levadas para o laboratório, lavadas com 

água corrente, imersas em álcool 70% por 2 minutos e lavadas com água 

autoclavada três vezes.  Posteriormente foram colocadas em hipoclorito de sódio 1% 

com três gotas de tween por 20 min, sob agitação mecânica, e enxaguadas três 

vezes com água destilada autoclavada novamente, para posterior inoculação no 

meio de cultivo. 

Segmentos nodais de aproximadamente 1,0cm, contendo duas gemas, foram 

seccionados das brotações e inoculados individualmente, em tubos de ensaio 

contendo 5 mL de meio de cultura, constituído da concentração de sais e vitaminas 

do MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), adicionado de 100mg L-1 de mio-inositol, 30g 

L-1 de sacarose, 7g L-1 de ágar, sendo o pH ajustado para 5,8 antes da adição do 

ágar. Os explantes foram acondicionados em sala de incubação com temperatura de 

25  2C, permanecendo por três dias no escuro e, após, transferidos para luz, onde 

permaneceram submetidos a 16 horas de fotoperíodo, sob densidade de fluxo de 

fótons de 48μmoles m-2 s-1, por 15 dias. 

 

4.2 Meios de cultivo para multiplicação in vitro 

 

Para testar a capacidade de multiplicação in vitro, foram utilizados três meios 

de cultura, MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), Woody Plant Medium - WPM 

(LLOYD; MCCOWN, 1980) e B5 (GAMBORG; MILLER; OJIMA, 1968).  Todos os 

meios tiveram a adição de 30g L-1 de sacarose e 100mg L-1 de mio-inositol e o pH 

ajustado para 5,8 antes da adição de 7g L-1 de agar. 

 

4.3 Utilização da citocinina BAP 

 

Após a escolha do meio mais indicado para a multiplicação foi testada a 

adição da citocinina benzilaminopurina (BAP), nas concentrações de 0; 1; 2,5; 5; 10 

e 15µM, com a finalidade de aumentar o número de brotações. A citocinina foi 

adicionada ao meio MS, contendo 30g L-1 de sacarose e 100mg L-1 de mio-inositol. 

Os meios tiveram seu pH ajustados para 5,8 antes da adição do ágar na 

concentração de 7g L-1.  
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4.4 Estresse salino 

 

A tolerância ao estresse salino foi avaliado em plantas cultivadas in vitro, em 

meio MS suplementado de diferentes concentrações de NaCl (0, 10, 20, 50, 100 e 

200mM) sendo mantida nas mesmas condições conforme os experimentos acima 

descritos.   

 

4.5 Aclimatização 

 

Na fase de aclimatização, as plantas oriundas dos tratamentos in vitro 

suplementado com NaCl, enraizadas e não-enraizadas, tiveram a vedação de seus 

frascos perfurada e foram mantidas desta forma pelo período de três dias em sala de 

incubação. Posteriormente, essas plantas foram lavadas para a retirada do meio de 

cultura aderido e transferidas para o substrato Plantmax ®. As plantas que não 

estavam enraizadas, antes da transferência, foram mantidas por cinco minutos em 

AIB (ácido indol 3-butírico) na concentração de 250mg L-1 e junto com as demais 

foram mantidas em casa de vegetação com umidade relativa de 70% e temperatura 

entre 25 e 30ºC, por 30 dias. 

 

4.6 Quantificação de betacianina 

 

A determinação quantitativa de betacianinas por espectrofotometria, foi 

realizada de acordo com a metodologia descrita por Cai et al. (1998), onde a parte 

aérea foi macerada com celite e acrescida de 10mL de água. O extrato obtido foi 

colocado em centrífuga a 1668 rpm a 4ºC por 25min, então foi realizada a leitura em 

espectrofotômetro do sobrenadante. A quantificação das betacianinas total foi obtida 

através da absorbância de 536nm e 650nm. A concentração de betacianina foi 

determinada levando em consideração o coeficiente de extração molar para 

amarantina (5,66 x 104).  
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4.7 Cortes anatômicos 

 

Folhas de seis repetições por tratamento foram coletadas e conservadas em 

álcool 70% , para análise anatômica de A. brasiliana.  

Foram realizados cortes longitudinais com auxílio de micrótomo manual, os 

quais foram clarificados com hipoclorito de sódio a 20%, por cerca de 1min e 

lavados com água destilada. As lâminas foram montadas com safra-blau (safranina - 

azul de astra) para visualização das estruturas presentes no limbo e na nervura 

central. 

 

4.8 Delineamento experimental 

 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, sendo os 

tratamentos dos dois primeiros experimentos compostos por cinco repetições, 

representadas por um frasco contendo quatro explantes. O experimento do estresse 

salino foi formado por doze repetições de cada tratamento, contendo quatro 

explantes em cada frasco. Ao final de cada experimento foi avaliado número de 

folhas, altura, número de brotos e número e comprimento da raiz. No processo de 

aclimatização foram utilizados seis repetições do experimento do estresse salino e 

foi avaliada porcentagem de sobrevivência por tratamento e porcentagem de 

enraizamento das plantas não-enraizadas submetidas ao AIB.  

Os resultados foram submetidos à análise de variância, regressão polinomial 

e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade, com 

auxílio do software WINSTAT (MACHADO; CONCEIÇÃO, 2002). 

5 Resultados e Discussão 

5.1 Meios de cultivo para multiplicação in vitro 

 

Para as variáveis número de folhas, brotos, raízes, altura e comprimento da 

raiz não houve diferença significativa em relação aos meios testados. As maiores 

médias para número de folhas (9,70), altura (4,34cm) e de brotos (1,66) foram 

obtidas nas plantas cultivadas em meio B5 e número (5,61) e comprimento médio 

(4,06 cm) de raízes nas plantas mantidas em meio MS (Tabela 1). 
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Tabela 1- Média do número de folhas, brotos e raízes, altura e comprimento de 
raízes de Alternanthera brasiliana, cultivadas em três meios de cultura: MS, WPM e B5, 
por 45 dias 
 

Meios nº folhas altura nº brotos nº raíz comp. de raiz 

B5 9,70 a 4,34 a 1,66 a 5,04 a 3,64 a 

MS 9,25 a 3,14 a 1,64 a 5,61 a 4,06 a 

WPM 9,21 a 3,46 a 1,27 a 5,49 a 3,02 a 

* Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna não diferem estatisticamente ao nível de 
5% de probabilidade de erro pelo teste de Tukey. 

 

Os meios de cultura MS, WPM e B5 proporcionaram resultados 

estatisticamente iguais, por isso optou-se pela utilização do MS por ser o de 

emprego mais amplo na cultura de tecidos. Thorpe; Harray; Kumar (1994) revisaram 

os meios de cultura utilizados para espécies de diferentes gêneros. Alguns desses 

meios foram especificamente formulados para fornecer os requisitos particulares à 

espécie em estudo, como o meio básico de cultura de Murashige e Skoog – MS 

(MURASHIGE; SKOOG, 1962), desenvolvido inicialmente para tecido medular de 

Nicotiana tabacum L. Hoje é um dos meios mais utilizados tanto para a 

micropropagação quanto para outras técnicas de cultura de tecidos (CALDAS; 

HARIDASAN; FERREIRA, 1998).  

Corroborando com os resultados obtidos neste trabalho com A. brasiliana, 

Costa et al. (2007) observaram que os meios de cultura MS, WPM e B5 

proporcionaram resultados estatisticamente iguais para multiplicação in vitro de 

Lippia sidoides, e também optaram pela utilização do meio MS. 

 

5.2 Utilização da citocinina BAP 

 

A utilização de concentrações crescentes de BAP não proporcionou um 

aumento significativo no número de brotos (Figura 1), permanecendo as médias 

próximas ao controle (1,81).  
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Figura 1- Número de brotos por plantas de Alternanthera brasiliana, cultivadas in vitro, 
em meio MS acrescido de diferentes concentrações de BAP, por 45 dias.  

 

Entretanto, para as demais variáveis, a ausência de BAP incrementou 

significativamente o número de folhas, raiz, altura e comprimento radicular (Tabela 

2). Juliani et al. (1999), em estudos com Lippia junelliana (Mold.) Tronc., também 

obtiveram maior média para o altura da parte aérea em MS na ausência de 

fitorreguladores. 

 
Tabela 2. Média das variáveis número de folhas e raízes, altura e comprimento 
radicular de A. brasiliana, cultivadas em meio MS com seis concentrações de BAP, 
por 45 dias. 
 

Meios nº folhas altura nº raiz comp. raiz 

MS 10.81 a 3.38 a 3.70 a 4.12 a 

MS + 1µM BAP 8.10 b 1.40 b 0.00 b 0.00 b 

MS + 2.5µM BAP 8.14 b 1.24 bc 0.00 b 0.00 b 

MS + 5µM BAP 7.83 b 1.12 bc 0.00 b 0.00 b 

MS + 10µM BAP 7.33 b 0.68 c 0.00 b 0.00 b 

MS + 15µM BAP 6. 59 b 0.56 c 0.00 b 0.00 b 

* Médias seguidas pela mesma letra maiúscula na coluna não diferem estatisticamente ao nível de 
5% de probabilidade de erro pelo teste de Tukey. 

 
A adição de BAP no meio de cultura levou a inibição do crescimento radicular 

e diminuição da parte aérea nas plantas de A. brasiliana. Este resultado vem 

corroborar com o estudo realizado por Luca et al. (2001), que utilizaram a mesma 

espécie e observaram que a maior taxa de multiplicação foi obtida cultivando-a em 

meio livre de fitorreguladores. Em estudos com abacaxizeiro, os tratamentos que 

não utilizaram BAP no meio de cultivo estimularam o enraizamento e um maior 
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crescimento dos explantes, sem, contudo, induzirem a proliferação de brotos 

(ARAÚJO; SIQUEIRA, CECON, 2008). 

Conforme Jesus et al. (2002) o BAP estimula maior produção de parte aérea, 

mas seu excesso pode ser tóxico e se caracteriza pela falta de alongamento da 

parte aérea e produção de calos, o que foi evidenciado nesse trabalho (Figura 2). 

 

 

Figura 2- Planta de Alternanthera brasiliana cultivadas in vitro em meio MS com 
diferentes concentrações de BAP, por 45 dias. 

 

5.3 Estresse salino 

O número de brotos foi gradualmente aumentado de 0,0164 unidades, 

conforme as concentrações de NaCl foram elevadas (Figura  3).  
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Figura 3- Número de brotos por plantas de Alternanthera brasiliana, cultivadas in vitro 
em meio MS, com diferentes concentrações de NaCl, por 45 dias. 

 

Similar a outras espécies de plantas de dunas, tais como Spartina ciliata, 

Blutaparon portulacoides, Cakile maritima (CORDAZZO, 1994), A. brasiliana apresentou uma 

significativa redução na altura (Figura 4), conforme aumentou a concentração de 

NaCl (exceto na concentração de 10mM), porém tolerando (sobrevivendo) até 

100mM de NaCl, concentração esta, maior que a concentração natural encontrada 

no substrato das dunas costeiras do sul do Brasil. Esta diminuição do tamanho das 

plantas em resposta ao aumento da salinidade do substrato comumente é observada 

em plantas de dunas (CORDAZZO; SEELINGER, 2003).  

Quando as plantas se desenvolvem sob condições de salinidade, um dos 

sintomas mais característicos é a inibição, pelos sais, do crescimento (CORDEIRO, 

2001). Esta inibição de crescimento, de acordo com Munns (2002), ocorre pela 

redução da habilidade das plantas absorverem água, sofrendo assim uma série de 

alterações metabólicas semelhantes às de plantas submetidas ao estresse hídrico. 

Segundo Cordeiro (2001) as plantas mantidas em condições de alta 

salinidade precisam realizar um ajuste osmótico, gastando a energia que em 

condições normais seriam utilizadas para o crescimento e também os sais 

aumentam a pressão osmótica da solução do solo fazendo com que a 

disponibilidade de água para as plantas diminua, provocando deficiência de água, o 
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que afeta seu crescimento. 
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Figura 4- Altura de plantas de Alternanthera brasiliana cultivadas in vitro, em meio MS, 
com diferentes concentrações de NaCl, por 45 dias. 
 

Maior número de raízes foi observado nas plantas cultivadas em meio livre de 

cloreto de sódio (7,57), e a diminuição destas foi proporcional ao aumento de NaCl 

(Figura 5). O comprimento médio das raízes apresentou um incremento em relação 

ao controle (5,29cm) quando as plantas foram cultivadas no meio de cultura 

contendo 10mM de NaCl (5,89cm), porém nas concentrações mais  elevadas 

ocorreu um decréscimo, conforme o aumento da concentração (Figura 6). 

Fernandes et al. (2003), no estudo sobre diferentes concentrações de 

salinidade no crescimento de Bactris gasipaes Kunth, verificaram que o sistema 

radicular foi a parte da planta mais afetada pela salinidade, diferentemente do que 

acorre na maioria das espécies, em que a parte aérea é mais sensível ao estresse 

salino do que a raiz. 
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Figura 5- Número de raízes por plantas de Alternanthera brasiliana cultivadas in vitro, 
em meio MS, com diferentes concentrações de NaCl, por 45 dias. 
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Figura 6- Comprimento das raízes em plantas de Alternanthera brasiliana cultivadas in 
vitro, em meio MS, com diferentes concentrações de NaCl, por 45 dias. 
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A maior concentração utilizada de NaCl (200mM) foi deletéria para as plantas, 

não ocorrendo o desenvolvimento do explante (Figura 7). 

 

 

Figura 7- Plantas de Alternanthera brasiliana cultivadas in vitro, em meio MS, com 
200mM de NaCl, por 45 dias. 

 

5.4 Aclimatização 

O processo de aclimatização das plantas foi bem sucedido apresentando 

100% de sobrevivência para todos os tratamentos (Tabela 2), portanto as plantas 

produzidas podem ser diretamente plantadas em substratos e levadas para casa de 

vegetação, sem precisar passar pelo processo de enraizamento in vitro. Grigoriadou; 

Maloupa (2008) obtiveram resultado semelhante com a espécie Crithmum maritimum L., 

uma planta medicinal, também tolerante ao estresse salino, sendo encontrada em 

regiões marítimas. 

Em relação ao enraizamento ex vitro das plantas que não possuíam raiz, foi 

observado uma porcentagem de 75,7% de enraizamento considerando todas as 

plantas de todos os tratamentos (Tabela 2). 

 
Tabela 2- Porcentagens de sobrevivência e enraizamento de plantas aclimatizadas 
em casa de vegetação por 30 dias 
 
Tratamento % de sobrevivência % de enraizamento sem 

AIB 
% de enraizamento com AIB 

MS 100 100 - 

MS + 10 mM 100 80 100 

MS + 20 mM 100 68,8 100 

MS + 50 mM 100 18,8 77 

MS + 100 mM 100 13,3 53,9 
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5.5 Quantificação de betacianina 

 

Plantas submetidas ao estresse salino apresentaram aumento da 

concentração do pigmento betacianina conforme ocorreu o aumento da 

concentração de NaCl. Esse pigmento pertence ao metabolismo secundário e 

participa da resposta de defesa da planta (Figura 8). 
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Figura 8- Concentração de betacianina em plantas de Alternanthera brasiliana cultivadas 
in vitro, em meio MS, com diferentes concentrações de NaCl, por 45 dias.  

 

5.6 Cortes anatômicos 

 

Alterações na espessura dos tecidos foliares são freqüentes em função do 

estresse imposto. Desta forma, a espessura do limbo foliar para a concentração de 

10mM de NaCl diminuiu em relação ao controle, porém não diferiu 

significativamente. No entanto, nas demais concentrações houve um incremento 

significativo com o aumento nas doses de NaCl (Tabela 1), corroborando com 

resultados obtidos por Hameed; Ashraf; Naz (2009), em plantas de Imperata cylindrica 

(L.) submetidas as concentrações de 0 a 200mM de NaCl, ocorrendo também uma 

diminuição da espessura na menor concentração testada (50mM) seguido de um 

aumento nas demais. Porém Hwang; Chen (1995), em estudo realizado com Kandelia 
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candel (L.) observaram que a menor concentração de NaCl apresentou a maior 

espessura, diminuindo conforme o aumento na concentração. 

Para a espessura na nervura central foi observada uma relação inversa, onde 

os aumentos nas concentrações de NaCl apresentaram uma diminuição significativa 

da sua espessura (Tabela 3).  

 
Tabela 3- Espessura do limbo foliar e nervura central de plantas de Alternanthera 

brasiliana cultivadas in vitro sobre estresse salino por 45 dias 

Características Avaliadas 

Tratamentos 

0mM   
NaCl 

10mM 
NaCl 

20mM 
NaCl 

50mM 
NaCl 

100mM 
NaCl 

Limbo Foliar (µm) 202,53 C 176,95 C 256,37 B 290,37 A 329,57 A 

Nervura Central(µm) 704,33 A 582,12 B 641,46 B 614,31 B 596,68 B 

* Médias seguidas pela mesma letra maiúscula na linha não diferem estatisticamente ao nível de 5% 

de probabilidade de erro pelo teste de Tukey. 
 

Não foram observadas estruturas de resistência ao estresse salino, como 

glândulas de sal. Em todos os tratamentos as folhas apresentaram tricomas tectores 

em ambas as faces da lâmina foliar (Figura 9), corroborando com o trabalho de 

Delaport et al. (2002) realizado com esta mesma espécie. Arruda; Viglio; Barros 

(2009) em estudo com Canavalia. rosea, Sporobulos. virginicus  e Miegia marítima 

encontraram esta mesma característica, já na espécie da família Amaranthaceae 

Blutaparon portulacoides não foram encontrados tricomas tectores. 

 

 

Figura 9- Detalhe dos tricomas tectores de Alternanthera brasiliana cultivadas in vitro em 
meio MS com 10mM de NaCl por 45 dias. 
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Segundo Lin; Ehleringer (1983) os tricomas atuam na reflexão da 

luminosidade e na alteração de características espectrais da folha, diminuindo a 

absorbância e evitando a fotoinibição. Em algumas espécies podem diminuir a 

absorção de ondas curtas, evitando elevação de temperatura e reduzindo a perda de 

água, sendo importantes para as plantas de ambientes intensamente iluminados, e 

sujeitos ao déficit hídrico (PRESS, 1999; GUTSCHICK, 1999), 

Em todos os tratamentos foram observados feixes vasculares na porção 

mediana do mesófilo (Figura 10), corroborando com estudo de B. portulacoides 

(ARRUDA ; VIGLIO; BARROS, 2009). 

 

 

 
 

Figura 10- Corte da porção central de folha de Alternanthera brasiliana cultivadas em 
meio MS sem adição de NaCl por 45 dias, mostrando feixes vasculares na porção 
mediana do mesófilo. 
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6 Conclusões 

 

A partir dos dados analisados, conclui-se que para a multiplicação de A. 

brasiliana in vitro pode se optar por utilizar os meios MS, WPM ou B5 sem alteração 

na resposta multiplicativa. A adição da citocinina BAP prejudica o desenvolvimento 

do explante no meio MS.  

A espécie Alternanthera brasiliana é uma planta tolerante ao estresse salino, e em 

resposta a esse estresse ela aumenta a espessura de seu limbo e a síntese de 

betacianina, um colorante natural utilizado nas indústrias alimentícias e de 

cosméticos. 
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