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Micropropagag¢ao de Tournefortia cf paniculata Cham.
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RESUMO: Tournefortia cf paniculata Cham., é pertencente a familia Boraginaceae. Conhecida como
marmelinho, a decocgao de suas folhas é utilizada como potente diurético e antibidtico das vias urinarias.
Tournefortia cf paniculata foi propagada “in vitro” usando como explante o segmento nodal. A multiplicagao
dos brotos foi feita no meio WPM suplementado com 0,5 e 1,0 mg.L"' de benzilaminopurina (BAP). O
enraizamento dos brotos individuais no meio WPM sem regulador de crescimento. As plantulas foram
aclimatadas com 100% de sobrevivéncia em substrato comercial.

Palavras-chave: Biotecnologia, plantas medicinais, cultura de tecidos.

ABSTRACT: Micropropogation of Tournefortia cf paniculata Cham. Tournefortia cf paniculata Cham.
belongs to the family Boraginaceae. It is known as “marmelinho”, the decoction of its leaves is used as
potent diuretic and urinary tract antibiotic. The Tournefortia ct paniculata were propagated in vitro using
nodal segments as explants. Shoot proliferation was initiated on WPM medium supplemented with 0.5 e
1.0 mg.L-1 of benzilaminopurine (BAP). Excised shoots initiated roots when cultured on WPM without

growth regulators. Plantlets were successfully transferred to substrate with 100% survival.

Key words: Biotechnology, medicinal plants, tissue culture.

INTRODUGAO

A cultura de tecidos tem sido vista como uma
possivel fonte de produtos naturais, e um vasto
nimero de revisdes tem sido escrito discutindo o
seu potencial. Muitas destas revisdes tém se
concentrado em substancias com atividades
farmacolégicas com alto valor comercial. Neste
sentido, a regeneragao de plantulas “in vitro” atraves
da cultura de gemas é freqiientemente utilizada para
obtengdo de clones, que mantém todas as
caracteristicas da planta-matriz. Esta € uma técnica
especialmente vantajosa para a preservagao de
genétipos produtores de compostos medicinais
(Caldas, 1986; Scragg, 1994 e Franca, 1999), a qual
representa uma alternativa de produgado de
principios ativos Uteis e economicamente viaveis
(Pletsch, 1998).

Tournefortia cf paniculata Cham., conhecida
popularmente por marmelinho € um arbusto
pertencente a familia Boraginaceae. Esta familia
compreende, aproximadamente, 100 géneros com
mais de 2000 espécies, distribuidas em todo o
planeta (Joly, 1993). Segundo a medicina popular
suas folhas sao usadas na forma de decocto como
diurético e para infecgdes urinarias. E utilizada
também, por pacientes com litiase renal,
responsdvel por muitas urgéncias hospitalares. O
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presente trabalho teve como objetivo avaliar as
condigtes biotecnoldgicas para cultivo “in vitro” de
Tournefortia cf paniculata, visando um protocolo de
clonagem.

MATERIAL E METODO

A identificagao botanica da espécie em
estudo foi efetuada pela professora Dra. Neusa
Taroda' do Departamento de Boténica da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus
S3o José do Rio Preto e colaboragao do professor
Manuel Losada Gavilanes do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
Exsicatas estdo depositadas no Herbario SJRP
(UNESP-Sao José do Rio Preto), sob registro n®
20601 e no Herbario ESAL do Departamento de
Biologia da UFLA, sob registro n® 15818.

O experimento foi conduzido no Laboratorio
de Cultura de Tecidos do Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras
(UFLA). Em todos os experimentos, 0s explantes
foram cultivados em tubos de ensaio de 25 x 150
mm tampados com tampa plastica e vedados com
parafilme. Igualmente, para todos os experimentos
o0s meios de cultura foram solidificados com agar a

' Segundo a Dra. Meusa Taroda ndo existem estudos
agrondmicos e fitoquimicos com o genéro Tourmnefortia na Brasil
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0,6% e o pH ajustado em 5,7+1 antes da
autoclavagem, sendo os explantes cultivados em
fotoperiodo de 16/8 horas luz/escuro sob uma
intensidade luminosa de 25 mmol.m?.s”, a
temperatura de 26+1°C. Os explantes foram
excisados em tamanhos de 15 a 20 mm e inoculados
verticalmente no meio de cultura. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado. Segmentos nodais provenientes de
plantas cultivadas em casa de vegetagao com
idades de 6 meses, propagadas por estaquia foram
lavados em dgua corrente e desinfestados com
solugdo de hipoclorito de sddio a 40% sob agitagao
mecénica, por 10 minutos e inoculados em meio
basico MS (Murashigue & Skoog, 1962) nos
seguintes tratamentos: T1= MS + 100 mg.L" de
acido citrico + 1,0 mg.L" de AG, + 0,5 mg.L" de
ANA; T2 = MS + 100 mg.L' de &cido citrico; T3 =
MS/2 + 100 mg.L"' de acido citrico; T4=MS/2 + 100
mg.L"' de &cido citrico + 1,0 mg.L" de AG,+ 0,5
mg.L"' de ANA. A avaliagao foi realizada aos 28
dias quanto as varidveis de resposta:
desenvolvimento de brotagbes, altura média das
brotagbes, formacgao de calos, matéria fresca,
desenvolvimento foliar, formag&o de raizes e
oxidagao.

Com base nos dados deste experimento
avaliamos o efeito dos diferentes meios de cultura
basicos MS, MS/2 e WPM (Lloyd e McCown, 1980)
no estabelecimento do explante secundario do
marmelinho. Foram utilizados segmentos nodais de
plantulas cultivadas em meio basico WPM ausente
de regulador de crescimento. Neste avaliou-se o
numero, altura e matéria fresca e seca da brotagéao
e raiz, os quais foram avaliados em duas épocas,
aos 30 e 45 dias apds a instalagao do experimento.
Foram aplicadas as medias o teste de Tukey.

Apds o estabelecimento “in vitro” dos
segmentos nodais de marmelinho, avaliou-se o
efeito da suplementagao de BAP no meio basico
WPM nas concentragoes de 0; 0,5e 1,0 mg.L". Este
experimento foi avaliado aos 55 dias quanto ao
numero e altura da brotagao e matéria seca da parte
aérea. As médias foram ajustadas por equagdes
de regressao polinomial. Seguindo os estagios da
micropropagacgao, individualizou-se as rosetas
obtidas no experimento anterior e inoculou-as em
meio basico WPM ausente de regulador de
crescimento, para alongamento e enraizamento. O
parametro avaliado foi apenas a formagao completa
da plantula. Apods o estabelecimento das plantulas
no meio basico WPM, estas foram transferidas das
condigGes “in vitro” para “ex vitro”", as quais foram
transferidas para copos plasticos com capacidade
de 100 mL, contendo substrato comercial

Plantimax®. Apés 30 dias as mudas foram

transplantadas para vasos plasticos com capacidade
para 5 litros contendo o mesmo substrato. A
irrigagao foi feita com sistema de nebulizagao
automético para manter a umidade em 90%. A
manutengdo do nivel de luz na casa de vegetagao
foi feita com sombrite & 70%. A avaliagéo foi
realizada aos 30 e 150 dias, quanto a sobrevivéncia
da planta.

RESULTADO E DISCUSSAO

O estabelecimento “in vitro” do explante
proveniente de material “in vivo", & uma das fases
mais criticas em culturas de tecidos. Nesta fase o
indice de sobrevivéncia costuma ser baixo em
fungdao da resisténcia do explante aos
procedimentos de desinfestagdo, contaminagao,
oxidagdo e sua adequagao as condigdes de cultivo
estabelecidas.

Conforme ja mencionado, é a primeira vez
gue se estuda o marmelinho “in vitro”. Portanto, em
um estudo preliminar, observou-se que a
desinfestagao dos segmentos nodais inoculados no
meio basico MS foi 85% eficiente, entretanto, houve
100% de oxidagao. Para controlar a oxidagao dos
explantes, os segmentos nodais foram cultivados
em meios MS com a concentragao normal dos sais
e MS com a metade da concentragdo dos sais
suplementados com um antioxidante, o acido citrico.
Observou-se que, a concentragao dos sais do meio
MS foi determinante na indugdo da oxidagao.
Resultados semelhantes foram encontrados por
Caldas e Taketomi (1993), em testes iniciais com a
cultura “in vitro” da casca e cambio vascular de
jabuticabeira, Myrciaria caulifiora Berg. (Myrtaceae),
0s quais observaram morte em todos os explantes
devido a uma intensa oxidagao e alta porcentagem
de contaminagédo. A eliminagdo da oxidagéo foi
consequida pela exclusao de FeEDTA dos meios
nutritivos estudados, isto justifica-se pelo fato que
o ferro é cofator enzimatico.

Observando-se a Tabela 1 nota-se que a
concentragdo de sais no meio de cultura foi
importante para o crescimento e desenvolvimento
das brotagdes. Nos tratamentos onde havia metade
da concentragao dos sais, houve considerado
desenvolvimento de brotagoes. Foram utilizados no
meio de cultura uma auxina (ANA) e uma giberelina
(AG,) para auxiliar na sobrevivéncia e crescimento
do explante, entretanto, a suplementagao de
regulador de crescimento nao foi eficiente na
sobrevivéncia e qualidade destas brotagdes. A
auxina e a giberelina induziram vitrificagao (estado
hiperhidrico) das folhas nestes brotos, as quais se
apresentaram estreitas em relagao a folha normal
do marmelinho que possui uma folha larga. Em
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gemas apicais e basais de Solidago microglossa
D.C. (Compositae) oriundas de casa de vegetagao,
Faria, et al (1993) também observaram que a
utilizagao de reguladores de crescimento mesmo
em baixas concentragdes, ndo apresentaram
vantagens, ao contrario causaram fitotoxidez ao
tecido. Através dos resultados obtidos com o
marmelinho, os melhores tratamentos foram
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aqueles que utilizaram a metade da concentragao
dos sais do meio MS, isento de regulador de
crescimento. Quando os segmentos nodais foram
cultivados na concentragao normal de sais do MS,
com e sem reguladores de crescimento induziu a
formagéo de calos e ndo houve desenvolvimento
das brotagdes, justificando-se os maiores pesos da
matéria fresca apresentados na Tabela 1.

TABELA 1- Desenvolvimento de brotagdes; altura das brotagbes (cm); formagéo de calos; matéria fresca
(g); aspectos das folhas e raizes e oxidag@o nos segmentos nodais provenientes de Tournefortia ¢t paniculata
cultivadas em casa de vegetagao. Laboratério de Cultura de Tecidos, UFLA, Lavras, MG, 2000.

Variaveis de respostas T1 T2 T3 T4
Desenvolvimento d G
i e brotagoes i i 100% 86%
Altura média das brotacGes (cm
o (o) 0,96 0,58
Formagao de calos 100% 100% - -
Matéria Fresca (g) 1,55 1.17 0,55 0,42
Folhas normais cor verde intenso
- - 100% -
Folhas estreitas vitrificadas - - - 100%
Raizes grossas 100% - " =
Oxidagao severa (-) severa (+) ausente ausente

T1= MS+100 mg.L" de &cido citrico+1,0 mg.L” de AGs+ 0,5 mg.L" de ANA; T2 = MS+100 mg.L " de &cido citrico; T3 =
MS/2+100 mg.L" de dcido citrico; T4=MS/2+100 mg.L" de &cido citrico+1,0 mg.L" de AG,+ 0,5 mg.L" de ANA

Os segmentos nodais oriundos de explante
“in vitro" tiveram um crescimento e desenvolvimento
diterente em relagdo aos meios MS completo e
metade da forga dos sais, quando comparados com
os explantes provenientes de casa de vegetagao,
mostrando o quanto o explante interfere nas culturas
“‘invitro”. Os segmentos nodais inoculados em meio
MS; MS/2 e WPM, avaliados apds 30 e 45 dias nao
apresentaram diferengas significativas quanto ao
nimero de brotos entre os tratamentos e épocas
de avaliagdo, conforme mostra a Figura 1.
Entretanto, observando-se a Figura 2, a altura das
brotagbes apresentaram diferengas significativas
quanto ao fator época de avaliagao. A melhor epoca
de repicagem foi aos 45 dias, pois se observam um
desenvolvimento significativo a nivel de 5% na parte
aerea. Por outro lado, as médias das alturas das
brotagGes calculadas pelo teste de Tukey entre os
tratamentos nao apresentaram diferengas
estatisticas. Entretanto, comparando-se 0 meio
WPM com o meio basico completo do MS em
relagdo a altura das brotagdes, observou-se um
incremento de 30% nesta caracteristica. Notou-se,
também que o meio WPM em qualidade da plantula
foi melhor dentre os trés meios estudados, pois os
demais tratamentos apresentaram plantulas com
amarelamento em algumas folhas, o que foi

exacerbado no meio MS completo. O meio de
cultura MS & o meio mais concentrado em termos
de micro e macronutrientes, este comportamento
das plantulas pode ter ocorrido em fungdo de uma
fitotoxidez, causada pela alta concentragao de sais
deste meio. A mesma resposta foi encontrada em
estudos com Pterodon pubescens Benth.
(Leguminosae) realizados por Coelho (1999), em
gue os segmentos nodais foram melhor
estabelecidos em meio WPM quando comparados
com 0 meio MS.

[0 D 9045 D
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FIGURA 1- Numero médio das brotagbes formadas
a partir de segmentos nodais de marmelinho
cultivados “in vitro” em meios de cultura MS; MS/2
e WPM. Laboratdrio de Cultura de Tecidos, UFLA,
Lavras, MG, 2000.
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FIGURA 2- Altura média das brotagdes formadas a
partir de segmentos nodais de marmelinho
cultivados “in vitro” em meios de cultura MS; MS/2
e WPM. Laboratério de Cultura de Tecidos, UFLA,
Lavras, MG, 2000

Quanto ao numero e altura média das
raizes observou-se a superioridade do meio WPM.
Ao analisar as médias do numero e altura das raizes
entre os tratamentos observou-se que o0 meio WPM
diferiu dos demais a nivel de significancia de 5%,
pelo teste de Tukey (Figuras 3 e 4). Com isto,
podemos inferir que nao s os reguladores de
crescimento afetam a indugdo e crescimento das
raizes, mas também a concentragdo dos sais.
Resultados semelhantes foram encontrados por
Ishida et al. (1993), quando observaram que as
concentragbées dos sais do MS também
influenciaram no enraizamento “in vitro” de
brotagtes adventicias do porta-enxerto de macieira
‘M-7'.

1IN0 Dhas  ED435 Dias

BUMERD Db Kald

TRATAMENTO

FIGURA 3- Numero de raizes formadas a partir de
segmentos nodais de marmelinho cultivados “in
vitro" em meios de cultura MS; MS/2 e WPM.
Laboratério de Cultura de Tecidos, UFLA, Lavras,
MG, 2000.
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FIGURA 4- Altura média das raizes formadas a
partir de segmentos nodais de marmelinho
cultivados “in vitro” em meios de cultura MS; MS/2
e WPM, Laboratério de Cultura de Tecidos, UFLA,
Lavras, MG, 2000.

Em relagao a matéria seca das raizes do
marmelinho cultivadas “in vitro” (Figura 5) confirma-
se a superioridade do meio basico WPM em relagao
ao meio basico MS e MS/2. Certamente, uma boa
formagéo do sistema radicular “in vitro” propicia uma
melhor aclimatagéo das plantulas.
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FIGURA 5- Matéria seca da raiz e parte aérea dos
segmentos nodais de marmelinho cultivados “in
vitro" em meios de cultura MS; MS/2 e WPM.
Laboratério de Cultura de Tecidos, UFLA, Lavras,
MG, 2000.

O BAP tem sido muito eficaz para promover
multiplicagao em diversas espécies e, € citado como
a citocinina por exceléncia na multiplicagao de
brotagdes e indugdo de gemas adventicias,
(Grattapaglia e Machado, 1990).
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De fato, diante dos dados obtidos, o BAP
mostrou-se eficiente para a indugao de roseta
(multibrotos) em segmentos nodais de marmelinho
como mostra a Figura 6. Cerqueira (1999), em
estudos com a propagacao “in vitro” de Tridax
procumbens L. (Asteraceae), concluiu que entre o
BAP e o TDZ, o BAP foi o melhor regulador de
crescimento em todas as variaveis de respostas
analisadas (altura da plantula; nimero de brotos e
raizes, peso da matéria fresca e seca da parte
aérea). Os mesmos resultados ja haviam sido
obtidos por Franga et al.(1995), citados por Franga
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(1999), quando estudaram a indugéo de brotagdes
em segmentos nodais de Eclipta alba L. Hassk.
(Asteraceae).

Analisando a Tabela 2, pode-se observar
gue no meio basico WPM néo ocorreu indugao de
brotagbes multiplas, apenas o crescimento e
desenvolvimento das brotagbes gue apresentaram
uma média de 1,0278 brotagbes/explante.
Entretanto, na suplementagao deste meio com 0,5
e 1,0 mg.L"' de BAP notou-se indugédo de multiplas
brotagdes.

FIGURA 6- Efeito das concentragdes crescentes de BAP em segmentos nodais de Tournefortia cf paniculata
cultivadas in vitro em meio WPM suplementado com 0,0 (A); 0,5 (B); 1,0 (C) mg.L" do regulador de crescimento.
Laboratorio de Cultura de Tecidos, UFLA, Lavras, MG, 2000.

TABELA 2- Valores das médias ajustadas por equagao de regressao para AB (altura dos brotos em centimetros);
NB (numero de brotos) e PSPA (peso seco da parte aérea em gramas) em segmentos nodais de marmelinho
em concentragdes crescentes de BAP no meio WPM. Laboratério de Cultura de Tecidos, UFLA, Lavras, MG,

2000.
BAP (mg.L ") AB (cm) N B PSPA (g)
0.0 4.9300 a 1,0278 c 0,0325 a
0.5 2,8150 b 3,9444 b 0,0281 a
1,0 0,7000 ¢ 6,8611 a 0,0238 a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem enire sipelo leste de Tukey (p=<0.05)
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Apods a indugdo das multibrotagoes, e
necessario 0 alongamento e ¢ enraizamento das
brotagdes. Deste modo, os multibrotos formados
no meio basico WPM suplementado com 0,5e 1,0
mg.L' de BAP foram individualizados e cultivados
em meio basico WPM para alongar e enraizar
(Figura 7). As brotagbes provenientes de ambos 0s
meios de cultura enraizaram em WPM e tiveram
um bom crescimento e desenvolvimento, sem a
necessidade de utilizar requladores de crescimento,
conforme pode-se observar na Figura 8. Pereira
(1999), ao individualizar as multibrotagdes obtidas

na inoculagao de segmentos nodais de Echinodorus
cf scaber Rataj (Alismataceae) em meio MS
suplementado com 6 mg.L"' de BAFP, obteve,
também, enraizamento e desenvolvimento das
brotagées em meio MS ausente de regulador de
crescimento.

Todas as plantulas aclimatizadas
sobreviveram. Na Figura 9, observa-se plantas de
marmelinho aclimatizadas aos 30 e 150 dias, apés
a transferéncia para substrato comercial

Plantimax® em casa de vegetacao.

FIGURA 7- Multibrotagoes de Tournefortiact paniculata desenvolvidas no meioc WPM suplementado
com 0,5 e 1,0 mg.L"' de BAP. Laboratério de Cultura de Tecidos, UFLA, Lavras, MG, 2000.

Wy 2 -

FIGURA 9- Pléntulaé de Tournéfom'a cf paniculata con
30 e 150 dias apos a aclimatagao. Laboratdrio de Cultur
de Tecidos, UFLA, Lavras, MG, 2000.

FIGURA 8- Plantulas de Tournefortia cf paniculata
desenvolvidas a partir da individualizagao de rosetas
cultivadas em meioc WPM. Laboratorio de Cultura de
Tecidos, UFLA, Lavras, MG, 2000.
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Assim, concluimos que os segmentos
nodais sdo explantes eficientes para o
estabelecimento da planta “in vitro", sendo o meio
WPM ausente de regulador de crescimento, o meio
mais eficiente para o desenvolvimento e
crescimento da pléntula. A suplementagédo com 1,0
mg/L de BAP induz a formagédo de multiplas
brotagdes (7 brotagdes/segmento), as quais
enraizam no meio basico WPM, sendo as plantulas
aclimatadas com 100% de sobrevivéncia. Deste
modo, a micropropagagédo também pode ser
aplicada as espécies vegetais produtoras de
principios ativos (teis e ser explorada
economicamente, da mesma forma que a
micropropagagao de espécies leguminosas,
frutiferas, florestais e ornamentais (Pletsch, 1998).
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