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RESUMO

Avaliou-se o efeito de concentracdes de &cido
ascorbico, fitorreguladores e tipos de explantes na
regeneragdo in vitro de Maytenus ilicifolia. O meio de
cultivo basico utilizado foi o MS/2 (50% dos sais) com
ferro reduzido a ¥4, 30 gL™ de sacarose e 6 gL™ de &gar.
O pH foi ajustado para 5,8. No primeiro ensaio,
segmentos nodais foram imersos durante 30 minutos
em cinco concentracdes (0.05; 0.1 ; 0.2 ; 0.3 e 0.5 %)
de 4cido ascérbico, a fim de reduzir a oxidagéo fendlica.
No segundo ensaio, testaram-se cinco concentragfes
(05 ; 1.0 ; 15 ; 20 e 25 mgL') de BAP
(benzilaminopurina) ou de KIN (6-furfurilaminopurina) e
dois tipos (segmentos nodais e apicais) de explantes. A
solugdo contendo 0,05% de acido ascorbico
proporcionou o0s melhores resultados quanto a
regeneracdo de brotagbes e os menores indices de
oxidacdo. Nao houve efeito significativo quanto ao tipo
de explante testado. O BAP foi superior ao KIN quanto a
percentagem de explantes com brotagdes.

Palavras-chave: Maytenus ilicifolia, micropropagacao,
planta medicinal, acido ascorbico, oxidagdo fendlica,
BAP, KIN

ABSTRACT

IN VITRO REGENERATION OF MAYTENUS
ILICIFOLIA. This research work had the objetive of
evaluating the concentrations of ascorbic acid, growth
regulators and type of explants on in vitro regeneration
of Maytenus licifolia. The basal medium culture
consisted MS/2 (half strenght) with iron reduced at %4,
added of 30gL™ of sucrose and 6 gL of agar. The pH
was adjusted to 5.8. In the first assay, nodal segments
were immerged by 30 minutes in five concentration
(0.05; 0.1; 0.2; 0.3 and 5%) of ascorbic acid in order to
reduce the fenolic oxidation. In the second assay, five
concentration (0.5; 1.0; 1.5; 2.0e 2.5 mgL'l) of BAP or of
KIN and two different explants (nodal and apical
segments) were tested. The solution contends 0.05%
ascorbic acid showed the best regeneration rates and
the slowest oxidation rates. Nodal and apical segments

did not show significant diference. BAP was more
effective than KIN with regard to percentage of explants
regenerative.

Key words: Maytenus ilicifolia, mocropropagation,
medicinal plant, ascorbic acid, fenolic oxidation, BAP,
KIN

INTRODUCAO

Maytenus ilicifolia, também conhecida como espinheira-
santa, € uma planta medicinal nativa, comum nas matas
ciliares da regido sul do Brasil. As folhas do género
Maytenus sdo comumente utilizadas para o tratamento
de Ulceras no estdbmago, dispepsias e outros problemas
gastricos. SOUZA-FORMIGONI et al. (1991) relatam
gue os efeitos da Maytenus contra as ulceracbes no
estbmago em animais de laborat6rio tendem a confirmar
0 seu uso popular. A espinheira-santa também é usada
popularmente devido suas propriedades analgésicas,
anti-sépticas e cicatrizante (ALMEIDA, 1993). Pode ser
propagada usualmente por sementes (TAYLOR-ROSA,
1994), mas devido ao constante uso de suas folhas
corre o risco de extingdo, pela exploracao predatéria.

A proliferagédo in vitro de plantas inteiras, a partir da
cultura de gemas e meristemas, € basicamente uma
extensdo da propagacdo vegetativa feita em muitas
espécies. Esta metodologia vem sendo aplicada em
grande numero de plantas herbaceas e lenhosas, sendo
geralmente o mais rapido, eficiente e confidvel método
de micropropagacdo (HUSSEY, 1986). Porém, a
competéncia morfogenética in vitro é complexa e
indiretamente influenciada por fatores fisioldgicos e
ambientais (VASIL, 1987).

As citocininas sdo reguladores de crescimento que
desempenham um papel fundamental no crescimento e
morfogénese em cultura de tecidos, estimulando a
diviséo celular, bem como, a inducéo e a proliferacdo de
brotacbes adventicias (GEORGE & SHERRINGTON,
1984).

Protocolo altamente regenerativo e eficiente foi descrito
para M. emarginata, utilizando meio de cultura MS
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adicionado de BAP e AIA (Rathore, 1992). Brotacdes de
Maytenus ilicifolia foram obtidas a partir de segmentos
nodais, em meio de cultura MS, influenciadas pela
concentracdo de BAP utlizada e pelo grau de
juvenilidade do explante e sua posicdo no caule
(PEREIRA et al., 1995).

A oxidacdo fendlica é um dos sérios problemas que
podem dificultar o estabelecimento inicial do cultivo in
vitro. A liberacdo de compostos fendlicos ocorre devido
ao dano causado nas células durante a excisdo dos
explantes. Algumas enzimas oxidam os fendis formando
quinonas (LERCH, 1981). As quinonas sao
responsaveis pela coloragdo marrom das culturas, além
de causarem a inibicdo do crescimento e morte dos
explantes em grande niimero de espécies (MONACO et
al., 1977).

Existem substancias naturais das plantas que possuem
atividade antioxidante. O &cido ascorbico é considerado
antioxidante biolégico, estando presente em altas
concentracbes em muitos compartimentos celulares,
como o estroma dos cloroplastos (LARSON, 1988).
Desta forma, avaliou-se a influéncia do &cido ascoérbico
na oxidacdo dos explantes, bem como o efeito de
diferentes citocininas e de explantes na regeneracao in
vitro de Maytenus ilicifolia.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram no Laboratorio de Cultura de
Tecidos (Setor de Fisiologia Vegetal) do Departamento
de Biologia da Universidade Federal de Santa Maria,
Santa Maria, RS. Utilizaram-se como explantes
segmentos nodais e apicais (x1cm) de plantulas de
Maytenus ilicifolia com um ano de idade, mantidas em
casa de vegetacdo. Estes segmentos foram lavados em
agua corrente por duas horas, desinfestados em
solugdo contendo &lcool 70% durante 15 segundos e
solucdo de hipoclorito de sbédio 1% com 2 gotas de
detergente durante 15 minutos. Posteriormente, foram
lavados em &gua destilada e autoclavada. O meio
bésico de cultivo continha 50% dos sais de MS (MS/2)
(Murashige & Skoog, 1962) com ferro reduzido a %, 30
gL™ de sacarose e 6 gL™ de agar. O pH foi ajustado para
5,8 antes da autoclavagem.

As culturas foram mantidas no escuro por 10 dias,
sendo posteriomente, conduzidas a sala de crescimento
a 25 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas e +1000 lux.

O delineamento experimental foi o completamente
ao acaso com diferentes repeticbes para cada ensaio.
Os dados foram transformados segundo arco seno da
raiz quadrada de (X+1) e analisados pelo teste de
Duncan, com I 0,01 e 0,05.

Ensaio 1. Efeito do &cido ascérbico na oxidagéo e
regeneragao in vitro

Devido a alta taxa de oxidacdo, observada nesta
espécie, em testes preliminares, avaliaram-se cinco
concentracdes (0.05 ; 0.1 ; 0.2 ; 0.3 e 0.5 %) de &cido
ascorbico, a fim de reduzir a oxidagdo fendlica.
Utilizaram-se, como explantes, segmentos nodais, 0s
guais permaneceram, apds a assepsia, 30 minutos em
solucdo aquosa com as diferentes concentracbes de
acido ascorbico testadas. O meio de cultura basico foi
acrescido de 0.1 mgL'1 de ANA (4cido- naftalenoacético)
elo0 mgL'l de BAP (6-benzilaminopurina).

As avaliacdes foram apos 45 dias de cultivo
mediante a percentagem de explantes oxidados e
percentagem de explantes regenerativos.

Ensaio 2. Efeito do BAP e KIN na inducdo de
regeneracgao in vitro de segmentos nodais e apicais

Testaram-se cinco concentracdes (0.5 ; 1.0 ; 1.5;
20e25 mgL'l) de BAP (benzilaminopurina) ou de KIN
(6-furfurilaminopurina), combinados com 0.1 mgL™ de
ANA e dois tipos (segmentos nodais e apicais) de
explantes. Ap6s a assepsia, o0s explantes
permaneceram 30 minutos em solugcdo aguosa com
0,1% de &cido ascorbico. As avaliagcdes foram aos 45
dias de cultivo pela percentagem de regeneracéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito altamente  significativo das
concentracbes de acido ascorbico quanto a
percentagem de oxidagcdo e regeneracao dos explantes
(Tabela 1). Os melhores resultados foram para 0.05%
de acido ascorbico, havendo crescente percentagem de
explantes regenerativos (86,9%) e baixo indice de
oxidacao (1.5%). Com 0.2% de acido ascérbico nenhum
explante oxidou, entretanto, houve resultados inferiores
da regeneracdo dos explantes quando comparada com
0,05%.
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TABELA 1. Analise da variagdo para percentual de oxidacdo e regeneracdo de segmentos nodais de espinheira-

santa
Causa da variagéo GL Quadrado médio
% de oxidacéo % de regeneracao
Acido ascorbico (A) 4 7328,79** 4552, 72%*
Residuo 20 571,57 699,35
Média geral 43,40 26,49
CV (%) 58,00 85,36
** _Sjignificativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
O aumento da concentracdo do acido ascorbico abacateiro, verificaram que concentragdes mais

reduziu a percentagem de regeneracdo (Tabela 2),
provavelmente pelo efeito tdéxico do &acido ascorbico
para os explantes. BROOME & ZIMMERMAN (1978),
verificaram que agentes redutores como o0 acido
ascorhico, acido citrico e a cisteina sdo prejudiciais no
desenvolvimento de explantes de amora preta. BIASI et
al. (1994), trabalhando com micropropagacdo em

reduzidas (0.01 e 0.02%) de acido ascorbico e de acido
citrico reduzem a oxidagdo nos explantes. Acido
ascorbico e o citrico, em solugdo aquosa, também
reduzem a oxidagdo de explantes de Strelitzia (ZIV &
HALEVY, 1983) e Pelargonium (HILDEBRANDT &
HARNEY, 1988).

TABELA 2. Explantes regenerativos e oxidados de espinheira-santa em fung¢éo das concentragfes

de acido ascorbico

Variaveis Acido ascorbico (%)
(%)
0,05 0,1 0,2 0,3 0,5
Regeneracéo 86,9 a 46,6 a 46,5 a Ob Ob
Oxidacao 15¢c 46,6 b Oc 83,4 ab 100 a

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan a 5%

Além dos antioxidantes biolégicos (LARSON,
1988), a imersdo dos tecidos em meio liquido, diminui
dano nas células e reduzem a exposicdo do tecido ao
oxigénio (MONACO et al., 1977), reduzindo a oxidagao.
A diminuicdo da luminosidade na camara de fluxo
laminar, durante a excisdo dos explantes e a
manutencdo da cultura no escuro no inicio do cultivo,
também é benéfica (MARKS & SIMPSON, 1990), pois a
luz aumenta a producéo de fendis na planta. Observou-
se, também, que a reducdo em 50% a concentracéo de
sais do meio de cultura MS minimizou a oxidagéo
fendlica em espinheira-santa. Para o abacateiro, BIASI
et al. (1994) salientam que a adi¢do de antioxidantes ao
meio de cultura € menos vantajosa, uma vez que,
melhores resultados foram alcancados pela diminuicdo
da concentracdo de sais do meio de cultura. Resultados
similares foram obtidos

para 0 estabelecimento in vitro de porta-enxertos de
videira Jales e Campinas, que pode ser realizado em
50% dos sais de MS, suplementado com 10puM de BAP
(BIASI et al., 1997)

O resumo da analise de variacdo (Tabela 3) para a
percentagem de regeneracdo em funcdo dos tipos de
explantes, tipo de citocinina e concentracbes das
mesmas, mostra diferenca estatistica significativa
apenas para o tipo de citocinina (BAP e KIN) testada.
Entretanto, PEREIRA et al. (1995), verificaram que em
M. licifolia, o numero de brotos formados foi
influenciado pela concentragdo de BAP, idade do
explante e posicdo da gema no mesmo.

Conforme Figura 1, os melhores resultados, quanto
a percentagem de regeneracdo, foram com BAP,
independente do tipo de explante (segmentos nodais e
apicais) utilizado.
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TABELA 3. Andlise de variacdo percentual de regeneracéo de explantes de espinheira-santa

Causa da variagéo GL Quadrado médio
% de regeneracao
Tipo de explante (A) 1 166,89™
Tipo de citocinina (B) 1 15,2667,91 **
Concentracgdes de citocininas (C) 4 800,70™
A*B 1 1237,92"™
A*C 4 150,29 ™
B*C 4 300,74"™
A*B*C 4 481,36 ™
Residuo 60 388,29
Média geral 19,55
CV (%) 75,09

** _Sjgnificativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F

" _ N&o significativo

Explantes regenerativos (%)

Nodal

Figura 1. Regeneracdo de segmentos nodais e apicais de espinheira-santa
em meio de cultura com BAP e KIN

O BAP foi mais eficiente que o KIN na proliferacao
in vitro de brotos de crisantemo (OLIVEIRA &
PASQUAL, 1995) e, ainda, favoreceu a multiplicacdo e
desenvolvimento de brotagbes de Coffea arabica L.
(CARVALHO et al.,, 1996) e Maytenus emarginata. Para
BIASI et al. (1994) o BAP e o KIN exerceram o mesmo
efeito na multiplicagdo in vitro de brotacdes de
abacateiro.

As concentracdes de BAP e de KIN néo diferiram
estatisticamente, mas 2.0 mgL'1 de BAP e 15-25
mgL™ de KIN resultaram melhor inducdo de brotacdes
originadas de segmentos nodais, com médias de 59,7 e
9,2% respectivamente. Estes resultados sdo similares

aos obtidos por RATHORE et al. (1992) na multiplicagéo
in vitro de Maytenus emarginata em MS acrescido de
0.1 mgL'l de AlA e 2.5 mgL™ de BAP e aos de Pereira et
al.. (1995), que regeneraram plantas a partir de gemas
axilares de M. ilicifolia no meio MS suplementado com
3.0 mgL" de BAP, porém com baixa frequéncia. Na
micropropagacdo do cajueiro ando precoce, maior
namero de gemas em segmentos nodais, também foram
obtidos em meio acrescido de 2.0 mgL'1 de BAP
(CORREA & ALVES,1997). Neste trabalho, com
explantes juvenis de um ano, obteve-se baixa
proliferagdo de gemas, enquanto RATHORE (1992)
utilizou explantes de plantas adultas.
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CONCLUSOES

Nas condi¢cdes do trabalho, com espinheira-santa,
pode-se concluir que:

Acido ascorbico reduz a oxidagdo fendlica nos
explantes;

BAP induz pouca brotacao a partir de gemas.
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