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NOTA CIENTIFICA
Multiplicacdo de anador (Justicia pectoralis) in vitro
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In vitro propagation of Justicia pectoralis
R6mulo Magno Oliveira de Freitas'*, Narjara Walessa Nogueira?, Sidney Carlos Praxedes?

Resumo: O trabalho teve como objetivo desenvolver um protocolo de micropropagacdo de segmentos nodais de anador
(Justicia pectoralis). Para isso foram realizados dois experimentos. O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente
casualizado, com 15 repeticdes. Os segmentos de J. pectoralis, apés desinfestados, foram cultivados em meio MS durante 30
dias. No primeiro experimento, esse material foi repicado em trés meios de cultura (MS, WPM e B5) e apds 77 dias foram
avaliados comprimento de plantula, nGmero de raizes, nimero de folhas e o nimero de segmentos nodais. Para 0 segundo
experimento foram testadas duas citocininas (BAP e Cinetina) nas seguintes dosagens 0,0; 0,5; 5,0 e 20,0 uM. Aos 60 dias
apos a repicagem foram avaliadas as seguintes caracteristicas: nimeros de folhas, nimero de raizes e nimero de explantes por
planta. O meio MS foi 0 que apresentou maior comprimento de plantula. As demais variaveis ndo diferiram entre 0s meios
utilizados. Por isso o meio MS foi utilizado para o segundo experimento onde se verificou que a utilizacdo de BAP
proporcionou maior nimero de folhas e de explantes quando submetido a concentracdo de 20 uM. Dessa forma, para
multiplicacdo de seg Justicia pectoralis, recomenda-se a utilizagdo de meio MS com adicdo de 20uM de BAP.

Palavras-chave: Cultura de tecidos. Meios de cultura. Plantas medicinais. Citocininas.

Abstract: The study aimed to establish a micropropagation protocol for Justicia pectoralis nodal segments. Two experiments
were conducted. The statistical design was the completely randomized with 15 repetitions. After disinfestation, the segments of
J. pectoralis were inoculated in the MS culture medium for 30 days. In the first experiment, the plant material was transferred
to three culture media (MS, WPM and B5). The length of seedlings, humber of roots, number of leaves, and humber of nodal
segments were evaluated at 77 days after transferring. In the second experiment two cytokinins (BAP and Kinetin) were tested
in the following concentrations: 0.0; 0.5; 5.0 and 20.0 uM. At 60 days after transplanting the number of leaves, number of
roots and number of explants per plant were evaluated. The MS medium induced the highest length of seedlings, but there was
no effect for the other variables. Therefore, this medium was used for the second experiment, when it was found that BAP
induced a larger number of leaves and explants when applied at 20 uM. Therefore, for multiplying J. pectoralis nodal
segments we recommend the use of MS medium with 20 uM BAP.
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INTRODUCAO

Cada vez mais se tém voltado os olhos em busca das
plantas medicinais e seus derivados como agentes
terapéuticos naturais por possuirem um custo mais acessivel a
populacdo e aos servicos publicos de  salde,
comparativamente aqueles obtidos por sintese quimica, que
sdo, em geral, mais caros, devido as patentes tecnoldgicas
envolvidas (TOLEDO et al, 2003). A demanda por
medicamentos a base de plantas vem crescendo
mundialmente. Nos paises desenvolvidos, como alternativa
mais saudavel, ou menos danosa, de tratamento. Em paises
em desenvolvimento, como resultado do baixo acesso aos
medicamentos farmoquimicos (FREITAS, 2007).

A Justicia pectoralis var. stenophylla Leon, também
conhecida como anador, vem sendo amplamente utilizada na
medicina popular, no tratamento de doengas respiratdrias,
infeccbes pulmonares e reumatismo (LEAL et al., 2000;
CHARIANDY et al.,1999). O principio ativo da espécie é a
cumarina, heterosideo que possui diversas formas basicas
como a metoxicumarina. Ele tem fungdo anticoagulante e
bactericida, havendo registro de seu uso no tratamento do
vitiligo e de sintomas da menopausa (MARTINS et al., 2000;
LOCKLEAR et al., 2010).

Ainda sdo muito escassas as informagdes disponiveis
sobre o comportamento das plantas medicinais, aromaticas e
condimentares quando estas sdo submetidas as técnicas de
produgdo agricola (PRAVUSCHI et al, 2010). Com o
aumento na demanda, tém crescido o extrativismo e a pressao
sobre determinadas espécies, o que pode levar a eliminagao
de individuos e populag¢fes, uma vez que cascas, sementes e
raizes sdo extraidas, muitas vezes sem a preocupacdo com a
manutenc¢do ou reposicao dos estoques naturais (MING et al.,
2003). Desta forma, faz-se de grande importancia estudos
sobre a propagacéo e conservacao desses materiais.

A micropropagacdo de plantas medicinais tem se
difundido devido a possibilidade de multiplicacdo répida de
mudas sadias, em qualquer época do ano, em tempo e espaco
fisico reduzido, com alta fidelidade genética, propiciando
maior produtividade, uniformidade e desempenho no campo,
contribuindo, desta forma, para reduzir a pressdo extrativista
em areas nativas (GEORGE, 2008). Na propagacdo in vitro a
composicao e a concentracdo dos reguladores de crescimento
no meio de cultura sdo fatores determinantes para o
crescimento e padrdo de desenvolvimento da maioria dos
sistemas de cultivo (COSTA, 2006).

Atualmente sdo utilizados diversos meios nutritivos,
porém os meios MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), B5
(GAMBORG et al., 1968) e WPM (LLOYD; MCCOWN,
1980) sdo os mais comuns, podendo na composi¢do destes
meios serem adicionados fitorreguladores, tais como as
citocininas, que estimulam a quebra da dominéancia apical,
aumentando a taxa de multiplicacdo por meio de brotacdes
laterais relacionadas a atividade promovida nos meristemas
(MOK et al., 2000).

A micropropagacdo tem sido ferramenta Util para
multiplicacdo clonal e producdo de mudas de muitas espécies
medicinais de importancia econémica, a exemplo de Pfaffia
glomerata (FLORES et al., 2009), Schinus terebinthifolius
(PAIVA; ALOUFA, 2009), Mentha arvensis (ARRIGONI-
BLANK et al, 2011) e Mentha x gracilis (GARLET et al.,
2011), no entanto ainda ndo existem relatos na literatura sobre
a micropropagacédo do anador.

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo
estabelecer um protocolo de micropropagacdo de segmentos
nodais de anador.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Cultura
de Tecidos (Biofabrica) do Departamento de Ciéncias
Vegetais da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), Mossor6-RN. O material vegetal foi coletado no
Viveiro de Plantas Medicinais da mesma instituicéo.

Apbs a coleta, os segmentos nodais de anador foram
levados para o laboratdrio sendo submetidos a uma lavagem
em solugdo comercial de hipoclorito de sédio a 1% com 3
gotas de Tween 20, em 100 mL de solucéo, por 30 minutos.
Apos este periodo, em camara de fluxo laminar, foram
lavados por trés vezes em agua destilada autoclavada, para a
remocao do desinfetante (FREITAS et al., 2009; OLIVEIRA
et al, 2008). Em seguida os explantes foram inoculados em
tubos de ensaio contendo meio de cultura MS bésico. Apds 30
dias foram eliminados os materiais contaminados, e os sadios
foram utilizados nos ensaios posteriores.

Teste de meios de cultura: explantes de anador foram
repicados e, em seguida, inoculados em tubos de ensaio de 25
x 150 mm contendo 15 ml dos seguintes meios de cultura;
MS, WPM ou B5, adicionados de 3% de sacarose. A seguir,
0os tubos foram levados para sala de crescimento a
aproximadamente 26°C e fotoperiodo de 16 h. Apo6s 77 dias
da repicagem foram avaliados: comprimento das plantulas
(mm); ndmero de raizes; namero de folhas; e nimero de
segmentos nodais das plantas. O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado, onde cada tratamento (tipo de meio
de cultura) foi formado por 15 repeticbes, sendo cada
explante considerado uma repeticao.

Teste de citocininas: o meio de cultura que apresentou
melhor resultado foi utilizado para testar dois tipos de
citocininas: BAP (6-Benzilaminopurina) e Cinetina, em
diferentes dosagens (0,0; 0,5; 5,0 e 20,0 uM). Apo6s 60 dias da
repicagem foram avaliados: nimero de explantes por planta;
nimeros de folhas; e nimero de raizes. O delineamento
experimental e as quantidades de repeticGes foram as mesmas
utilizadas no experimento anterior.

Pelo teste de Bartlett observamos que os dados do teste
de meios de cultura ndo foram homocedasticos, entdo as
diferencas entre os tratamentos foram comparadas pelo teste
de Kruskal-Wallis. Foram realizadas analises de regressao
polinomial quadratica para explicar o efeito das diferentes
concentragdes de fitorreguladores. Todas as analises foram
realizadas no software R (R Core Development Team, 2016),
versdo 3.3.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O meio de cultura MS proporcionou maior comprimento
da parte aérea em comparagdo com 0s meios B5 e WPM. O
menor comprimento de parte aérea (12 mm) foi observado
com 0 meio B5, sendo 66,7% menor que o encontrado no MS
(36 mm) (Figura 1.A). Os meios WPM e B5 apresentam baixa
concentracdo de nitrogénio total (14,7 e 27 uM,
respectivamente) quando comparados ao meio MS (60 uM)
(MORADKHANI, 2012), o que pode explicar o crescimento
mais lento dos explantes.
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Apesar de auséncia de diferenca estatistica, a maior
guantidade de segmentos por planta também foi obtida no
meio de cultura MS (Figura 1B). Ademais, este meio
proporcionou segmentos mais distanciados entre si em
relacdo aos meios B5 e WPM. A producdo de segmentos
nodais € um parametro importante na propagagdo in vitro,
pois reflete a producdo de novas plantas a cada subcultivo
(FLORES et al., 2009). Estudos realizados por Rocha et al.
(2007) com Cabralea canjerana evidenciaram que o nimero
de brotos/explante obtidos no meio WPM foi inferior ao
nimero obtido no meio MS, resultado semelhante ao obtido
no presente trabalho.

Néao houve diferenca para o nimero de folhas entre os
meios de cultura estudados (Figura 1C), no entanto, as folhas
de plantas cultivadas no meio B5 apresentaram-se deformadas
e com tamanho reduzido em relacéo as plantas cultivadas nos
meios MS e WPM. Este efeito também foi verificado por
Rocha et al. (2007), onde folhas de Cabralea canjerana
apresentam-se pequenas e clordticas, indicando que a
composicdao mineral do meio WPM ndo foi adequada para a
multiplicacéo da espécie. No entanto, o meio de cultura WPM
tem sido muito utilizado para a propagacdo in vitro de um
grande nimero de espécies lenhosas (VENGADESAN et al.,
2002).

Figura 1. Efeito dos meios MS, B5 e WPM no comprimento das partes aéreas (A), nimero de segmentos nodais (B), nimero
de folhas (C) e nimero de raizes durante a micropropagacédo de brotagdes de Justicia pectoralis. Letras diferentes na mesma
coluna representam diferencas estatisticas (p < 0,05) de acordo com o teste de Kruskal-Wallis. As barras de erro sobre cada

tratamento representam o erro padrao das médias (n = 15). UFERSA, Mossoro, RN.
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O meio de cultura WPM promoveu o surgimento de
maior nimero de raizes em relacdo aos demais meios (Figura
1D). Nas plantas cultivadas no meio B5 observou-se oxidacéo
das raizes, efeito ndo verificado para os meios MS e WPM.
Estes resultados corroboram com os obtidos por Costa et al.
(2007), em estudos realizados com Lippia sidoides, onde
verificou-se que o meio de cultura WPM proporcionou um
maior enraizamento dos explantes em relacdo ao meio B5. Os
meios de cultura MS e WPM proporcionaram resultados
estatisticamente semelhantes.

O aumento nas doses de citocininas no meio de cultura
promoveu aumento na quantidade de explantes,
principalmente quando se utilizou BAP, no entanto, foi
possivel observar efeito inibitdrio da Cinetina na dose mais
elevada (Figura 2A). Comportamento semelhante foi
observado para o nimero de folhas (Figura 2B). Este efeito
foi verificado por Vicente; Almeida e Carvalho (2009), onde

0 nimero de brotacGes por explantes de Vernonia condensata
aumentou a medida que se aumetaram as doses de BAP, a
partir dai aumentos das concentracfes de BAP promoveram
reducdo no percentual de explantes com brotacdes. Segundo
Cantagallo et al. (2005), brotacGes provenientes de meio de
cultura com concentracbes menores de reguladores
apresentam desenvolvimento vegetativo superior.

N&o observamos efeito significativo das citocininas
testadas no enraizamento dos explantes (dados néo
apresentados). Normalmente se verifica efeito inibitorio de
citocininas no enraizamento (FLORES et al.,, 2009). Este
efeito, no entanto, pode variar de acordo com a espécie e
idade fisioldgica do material vegetal. Em nosso experimento
provavelmente os explantes ainda eram muito jovens, ou seja,
ainda ndo tinham recebido o estimulo natural para produzir
raizes.

Figura 2. Efeito do 6-Benzilaminopurina (circulos pretos e linhas continuas) e da cinetina (circulos brancos e linhas
tracejadas) na micropropagacgdo de segmentos nodais de Justicia pectoralis. UFERSA, Mossoro, RN.
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CONCLUSOES Micropropagacéo de citrumelo 'Swingle' pelo cultivo in vitro

Baseado em nosso experimento, recomendamos para a
multiplicacdo de segmentos nodais de Justicia pectoralis a
utilizacdo de meio MS com adicdo de BAP em alta
concentragéo, até 20 puM.
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