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Estabelecimento in vitro de boldo-de-jardim (Plectranthus ornatus, Lamiaceae).

Passinho-Soares, Helna Célial®; Meira, Paloma Ribeiro? David, Juceni Pereira de Lima®; David,
Jorge Mauricio*: Santana, José Raniere Ferreira de®

'Doutoranda do Programa de Pés-Graduacdo em Biotecnologia (PPGBIOTEC-UEFS), caixa postal 252-
294, CEP: 44031-460, email: helna@ufba.br; *IC/Bolsista AT3 FAPESB, Faculdade de Farmacia UFBA,
Campus Universitario de Ondina, email: lubmel@yahoo.com.br; *Professora da Faculdade de Farmécia
da UFBA, Av. Bardo de Geremoabo s/n Campus Universitario de Ondina, Salvador Bahia e-mail:
juceni@ufba.br ; “Professor da Faculdade de Quimica da UFBA, email;jmdavi@ufba.Br; ° Professor do
Departamento de Ciéncias Biolégicas da Universidade Estadual de Feira de Santana, email:
raniere@uefs.br

INTRODUCAO

O género Plectranthus L Her. pertencente a familia Lamiaceae, subfamilia Nepetoideae,
possui cerca de 300 espécies e inumeraveis hibridos pertencentes ao mesmo. Essas espécies
encontram-se distribuidas por regides tropicais e subtropicais da Asia, Africa, Australia e llhas
do Pacifico. Algumas espécies de Plectranthus tém importancia econémica por serem fontes de
Oleos essenciais aromaticos, sendo também cultivados como plantas ornamentais, comestiveis,
condimentares e medicinais. No Brasil, as espécies medicinais do género Plectranthus sdo
citadas em levantamentos etnobotanico sobre plantas medicinais (Alcantara, 2005) e sao
conhecidas popularmente como, boldo, boldo-de-jardim, boldo-do-Brasil, boldo-falso, dentre
outras sinonimias. Sao utilizadas na medicina popular como antidispéptica, anti-reumatica,
carminativa, colagoga, colerética, estomaquica, hiposecretora gastrica, hipotensora, tonica,
analgésica, dentre outras indicagfes (Fischman, 1991 ; Camara, 1998; Camara, 2003; Shultze,
2005).

A eficacia e seguranca de muitas plantas medicinais ja foram comprovadas
cientificamente, o que valida esse recurso como terapéutico benéfico e indispenséavel para a
humanidade (Tyler, 1994). Entretanto, existem problemas de varios niveis que limitam o seu
uso, entre eles pode-se citar o fato de que algumas espécies sintetizam os metabdlitos
secundarios em concentragdes muito baixas 0 que exige processos de extracdo dispendiosos e
elaboracdo de formulacdes farmacéuticas complexas; outras espécies apresentam enorme
variabilidade genética com altera¢des quantitativas e qualitativas nos metabdlitos secundérios o
que dificulta a obtencdo de droga padronizada; existe ainda o fato de que as plantas muitas
vezes estao sob forte pressdo antrOpica, expostas a erosdo genética e reducdo drastica de
populacdes endémicas o que dificulta a utilizacdo em escala comercial.

O estudo da micropropagacdo de espécies utilizadas na medicina popular tem sido
intensificado nos dltimos anos, devido ao crescente investimento em pesquisas para a
descoberta de novos farmacos. Desse modo, a utilizagdo de técnicas biotecnolégicas em
plantas, tais como, micropropagacao, cultura de células e tecidos vegetais, pode resolver ou
minimizar alguns dos problemas relacionados acima e visam também o aumento e o
direcionamento da propagacao de plantas medicinais e producdo de metabdlitos secundarios
que tenham relevancia do ponto de vista terapéutico e que por algum tipo de impedimento ndo
podem ser produzidos por sintese (Debnath, 2006, Zhang, 2007; Zhao, 2005).

A utilizacdo de substancias reguladoras de crescimento apresenta importancia
fundamental para o estabelecimento da competéncia e determinagdo, imprescindiveis para a
formacdo de meristemas caulinares e/ou radiculares (Kerbauy, 1999). Os reguladores de
crescimento exercem sua acdo por reconhecimento de receptores especificos, presentes em
células responsivas, traduzindo sinais hormonais em eventos bioquimicos e fisiolégicos (Guerra
et al., 1999).

O presente trabalho teve por objetivo promover o estabelecimento in vitro de Plectranthus
ornatus Codd.
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METODOLOGIA

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do Horto
Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS).

Os explantes foram obtidos a partir de segmentos nodais e internodais, excisados de
brotacdes jovens, provenientes de plantas matrizes com 6 meses de idade, mantidas em
canteiro.

A desinfestacédo foi realizada através da lavagem inicial das folhas em agua corrente por
60 minutos. A seguir, em camara de fluxo laminar, as folhas foram imersas inicialmente em
alcool 70% (v/v) por 1 minuto e em solugdo de hipoclorito de sddio (2,0% de cloro ativo)
acrescida de 3 gotas de detergente neutro por 15 minutos. Em seguida, os segmentos foram
lavados (3 vezes) em agua destilada e estéril.

Os explantes com cerca de 1,5 cm de comprimento foram inoculados individualmente em
tubos de ensaio contendo 10 mL do meio MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado com
3% de sacarose, 0,7% de agar e diferentes combinacdes entre 6-Benzilaminopurina — BAP (1;
2; 4 mg.L'Y) e &cido naftalenoacético — ANA (0; 1; 2; 4 mg.L™"). O pH do meio de cultura foi
ajustado para 5,7 + 0,1, utilizando-se KOH ou HCI 0,1N, antes da autoclavagem.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento, a temperatura de 25 + 3°C, sob
fotoperiodo de 16 horas, com umidade relativa de 60% e radiacdo fotossintética ativa de
30pmol.m?.s™.

Apbs 60 dias da inoculacdo, foram avaliadas as seguintes variaveis: presenca de calos no
apice e na base do explante, nimero de raiz, nimero de brotos e numero de folhas.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em arranjo fatorial
3x4 (BAP x ANA) com 4 repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo formada por 10 tubos.
Os dados foram avaliados estatisticamente, mediante a analise de variancia testando-se as
médias pelo teste de Tukey. Os dados de percentagens foram transformados em arco-seno

\/o_/oe 0s numeros de contagem, em +/X+1. Os dados foram analisados usando o programa
SISVAR, v 4.3, desenvolvido pela UFLA (Ferreira, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados na Tabela 1 demonstram que a calogénese e a formacédo de
brotos e raizes em Plectranthus ornatus € influenciada pelo balanco entre os reguladores de
crescimento BAP e ANA.

N&o foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos sobre a formacéo de
calos na base do explante. Foi obtido até 100% de explantes responsivos para esse parametro
na presenca de 2 ou 4 mg.L-1 de BAP e auséncia de ANA, o que indica que ndo € necessaria a
adicdo de auxina para a inducdo de calogénese na base do explante em P. ornatus. Esses
resultados diferem dos encontrados por Silva et al (2003) em carqueja, nessa espécie a
presenca de auxina em combinacdo com citocinina é essencial para a formacéao de calos.

Com relacdo a calogénese no 4pice do explante, houve interagdo significativa entre os
tratamentos utilizados. Para este parametro ndo houve diferenca entre as concentracdes de
ANA, no entanto em meios sem ANA ou com 1 mg.L de ANA os melhores resultados foram
obtidos com a utilizagédo de 2 mg.L de BAP diferindo significativamente da concentragédo 4 mg.L,
0 que indica que balangos auxina/citocinina favoraveis a auxina séo benéficos para a formacéo
de calo no apice do explante da espécie em estudo.

Foram observadas interacdes entre 0s tratamentos para as variaveis enraizamento,
namero de brotos por explante e nimero de folhas por broto.

Os melhores resultados para o0 enraizamento foram obtidos em meio com 4 mg.L de BAP
e auséncia de ANA (67,5%).
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TABELA 1- Valores médios para presenca de calos na base do explante (CB), presenca de calos no dpice
do explante (CA), presenca de raiz (R), nimero de brotos (NB) e nimero de folhas (NF) em Plectranthus
ornatus em funcdo de diferentes concentractes de BAP e ANA.
ANA BAP (mg.L™)
(mg.L™) 1,0 2,0 4,0
Médias Médias Médias Médias Médias Médias
originais transformadas  originas  transformadas  originais  transformadas

Calos na base do explante

0,0 90,8 77,2aA? 100,0 90,0aA 100,0 90,0aA
1,0 100,0 90,0aA 96,4 84,2aA 87,5 78,7aA
2,0 100,0 90,0aA 100,0 90,0aA 100,0 90,0aA
4,0 100,0 90,0aA 93,7 82,5aA 100,0 90,0aA
Calos no épice do explante
0,0 30,8 32,2abA 415 40,6aA 12,5 11,2bA
1,0 33,3 31,9abA 50,0 45,08A 8,3 8,7bA
2,0 50,0 44 9aA 25,0 26,2aA 34,8 36,0aA
4,0 32,0 34,5aA 31,2 37,58A 13,7 18,7aA
Presencade Raiz
0,0 12,5 14,8bB 31 5,0bA 75,0 67,5aA
1,0 24,9 26,2abAB 0,0 0,0bA 41,6 36,2aB
2,0 13,3 15,4aB 0,0 0,0bA 0,0 0,0aC
4,0 50,0 50,2aA 0,2 0,0bA 10,2 16,00BC
Numero de brotos
0,0 14 1,5aAB 1,8 1,6aA 2,2 1,7aAB
1,0 1,3 1,5aB 1,3 1,58A 3,1 2,08A
2,0 3,1 1,98A 0,9 1,3bA 10 1,4bB
4,0 0,8 1,3aB 0,9 1,3aA 1,2 1,4aB
Numero de folhas

0,0 5,2 2,4bA 71 2,8bA 12,3 3,6aB
10 3,8 2,1bA 54 2,5bAB 22,0 4,7aA
2,0 6,8 2,7aA 2,7 1,8bBC 3,9 2,2abC
4,0 3,3 2,0aA 0,5 1,1aC 3,4 2,1aC

? - Médias seguidas pela mesma letra mintscula em cada linha e pela mesma letra maitiscula em cada coluna ndo
diferem entre si ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.

Obteve-se uma média de 0,9 a 2,0 brotos de P. ornatus nos tratamentos utilizados. As
maiores médias foram obtidas em meios suplementados com 4 de BAP na auséncia ou
presenca de 1mg.L de ANA.

Os melhores resultados observados para numero de folhas foram obtidos com 4 mg.L de
BAP na presenca de 1 mg.L de BAP.
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