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RESUMO

ABSTRACT

O jaborandi (Pilocarpus microphyllus Stapf) é uma arvore da
familia Rutaceae destacando-se por intensivo uso na industria far-
macéutica através de um dos seus principios ativos, pilocarpina, uti-
lizado no controle do glaucoma. O objetivo do presente trabalho foi
desenvolver um protocolo de micropropagacdo de jaborandi. Os
apices e segmentos caulinares utilizados na micropropagagdo foram
retiradas das plantulas germinadas in vitro cultivadas em meio MS
com diferentes concentragdes e combinagdes de reguladores de cres-
cimento. O tratamento com 3% de NaOCl (hipoclorito de s6dio) e
na auséncia de AG, (acido giberélico) promoveu maior percenta-
gem de germinagdo ¢ menor indice de contaminagdo. O segmento
apical foi o mais eficiente na emissdo e comprimento médio de bro-
tos de jaborandi sob diferentes concentracdes de BAP (6-
benzilaminopurina) e diferentes combinagdes de zeatina e cinetina.

Palavras-chave: Pilocarpus microphyllus, Rutaceae, pilocarpina,
reguladores de crescimento, in vitro.

Micropropagation of the jaborandi.

The jaborandi (Pilocarpus microphyllus Stapf.) is a tree
belonging to the Rutaceae family and is well known for its intensive
use in the pharmaceutical industry through one of its most active
principles, the pilocarpine, used to control glaucoma. The purpose
of'this research is to develop micropropagation protocols. Shoot tips
and stem segments used in the micropropagation were removed from
the seedlings grown in vitro and cultivated in MS medium with
different concentrations and combinations of growth regulators. A
treatment with 3% of NaOCI and the lack of GA, caused a higher
percentage of germination and a lower rate of contamination. The
apical segment was the most efficient for shoot emission with best
average length under different concentrations of BAP and different
combinations of zeatin and kinetin.

Keywords: Pilocarpus microphyllus, Rutaceae, pilocarpine, growth
regulators, in vitro.

(Aceito para publicacio em 4 de dezembro de 2.001)

flora Amazonica é rica em espé-

ies medicinais com grande potenci-
al econdmico para a extragdo de principios
ativos. Normalmente, as plantas medicinais
desta regido sdo exploradas através do
extrativismo, o que aliado a expansdo da
fronteira agricola na regido, em areas de
populagdes de ocorréncia natural dessas
espécies, vem provocando erosio genética
e colocando-as em risco de extingdo.

Muitas espécies de ocorréncia natural
da regido amazonica sdo largamente usa-
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das na medicina popular. Dentre as espé-
cies medicinais produtoras de principios
ativos de grande interesse mundial desta-
ca-se o jaborandi, que ¢ utilizado em pro-
dutos farmacolégicos. Das folhas desta
planta sdo extraidos sais de pilocarpina,
um alcaloide utilizado na fabricagdo de
um colirio indicado para o controle do
glaucoma (Santos ef al., 1988).

(0] jaborandi (Pilocarpus
microphyllus Stapf) é uma planta
arbustiva e bastante ramificada perten-

cente a familia Rutaceae, apresentando
altura média de 2 m, com folhas com-
postas medindo, em média, 40 cm e
foliolos coriaceos, de forma lanceolada.
As flores sdo pequenas dispostas em
racimos (cachos) compactos. Os frutos
sdo dispostos em cachos brancos conti-
dos em capsulas de cortex acinzentado e
liso (Marques & Costa, 1994). No Bra-
sil, ocorre principalmente na regido Les-
te da Amazodnia e nas regides do Centro-
Sul e Nordeste (Marques & Costa, 1994).
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Esta planta, conhecida por seu inten-
sivo uso na industria farmacéutica, des-
taca-se no controle do glaucoma, devi-
do a pilocarpina, alcaléide encontrado
em suas folhas. O prego médio de
comercializag@o do jaborandi nos Esta-
dos maiores produtores, Para, Maranhao
e Piaui ¢ de R$ 747,63 por tonelada de
matéria seca (IBGE, 1996). Esta subs-
tancia ndo tem efeitos colaterais, ao con-
trario das demais que visam o controle
do glaucoma. A coleta continua de fo-
lhas de jaborandi vem resultando na re-
ducdo significativa das populagdes de
ocorréncia natural, colocando esta es-
pécie em risco de extingdo.

A propagacao do jaborandi por se-
mentes ¢ viavel e a germinagdo ocorre
entre 10 e 30 dias., Entretanto, a propa-
gacdo assexuada ainda ndo ¢ um méto-
do recomendado devido a inadequagdo
dos métodos convencionais como o
enraizamento de estacas e enxertia
(Marques & Costa, 1994).

A cultura de tecidos vegetal tem
sido considerada ferramenta promisso-
ra para a preservacdo de fontes vege-
tais, bem como a propagagdo comercial
de plantas medicinais (Abreu, 1998). A
propagacao vegetativa in vitro, também
denominada micropropagagao, por cau-
sa do tamanho dos propagulos utiliza-
dos, ¢é a aplicagdo mais pratica da cultu-
ra de tecidos e a de maior impacto
(Grattapaglia & Machado, 1998).

A propagacdo in vitro de plantas
medicinais tem sido realizada por varios
autores (Pinto et al., 1994; Lameira,
1997) e incrementada nos ultimos anos
devido a varios fatores, entre eles, difi-
culdades na reproduc¢do, baixa taxa de
germinagdo ou exploragdo irracional,
resultando na quase extingdo de algu-
mas espécies e modificacdo do meio
ambiente, dificultando a coleta de plan-
tas saudaveis (Kajiki, 1996). Neste con-
texto, o objetivo do presente trabalho foi
desenvolver um protocolo de
micropropagacdo a partir de segmento
caulinar de jaborandi.

MATERIAL E METODOS

Experimento 1: Germinacio in
vitro de sementes de jaborandi

Sementes de jaborandi provenientes
do banco de germoplasma da Embrapa
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Amazonia Oriental serviram como fon-
te de explante para a obtencdo de
plantulas assépticas in vitro. As mesmas
foram coletadas apds a sua maturagdo
e, em seguida, levadas para o laborato-
rio de biotecnologia da Embrapa Ama-
zonia Oriental, para desinfestagdo. No
processo de desinfestagdo do material
foram utilizadas sementes com e sem
casca. Em ambos tratamentos as mes-
mas foram lavadas com agua corrente
por 30 a 60 minutos e logo apds mergu-
lhadas em alcool puro (96°GL) durante
3 minutos. A seguir foram mergulhadas
em solucdo de hipoclorito de sédio
(NaOCl) a 2% e 3% por 20 minutos;
sendo 10 minutos sob agitagdo e 10 mi-
nutos em camara de fluxo laminar em
repouso. Posteriormente foram lavadas
trés vezes em Aagua destilada
autoclavada.

Apos a assepsia, as sementes de
jaborandi foram inoculadas em tubos de
ensaio contendo 10 ml de meio
Murashige ¢ Skoog (MS) (1962) com
metade das concentra¢des dos sais (Y2
MS), solidificado com 0,7% de agar,
sem suplemento de regulador de cresci-
mento e 2 MS + 0,7% de agar + 4,33
mM AG, (4cido giberélico); onde per-
maneceram até a germinagao.

O pH foi ajustado para 5,8, antes da
autoclavagem, e a esterilizagdo foi feita
em autoclave a 120°C durante 15 minu-
tos. Em cada tubo foi inoculada uma
semente, sob camara de fluxo laminar.
A incubag¢do foi realizada em sala de
crescimento com temperatura de 26 +
1°C, umidade média em torno de 70% e
fotoperiodo de 16 horas luz branca fria
sob 25 umol.m?.s™! de irradiancia.

O delineamento estatistico utilizado
foi inteiramente casualizado com qua-
tro tratamentos e cinco repetigdes, sen-
do cada repeti¢do formada por quatro
tubos com uma semente por tubo. Apds
30 dias da inoculagdo, foram avaliadas
as percentagens de germinagao e conta-
minagdo, ¢ as médias comparadas pelo
teste de Duncan a nivel de 5% de
significancia.

Experimento 2: Micropropagacio
de jaborandi

Os experimentos foram conduzidos
no Laboratério de Biotecnologia da
Embrapa Amazonia Oriental. Os
explantes utilizados nos experimentos

seguintes foram retirados das plantulas
germinadas in vitro, de acordo com o
experimento anterior.

Efeito de 6-benzilaminopurina
(BAP) na regeneracdo de brotos de
jaborandi a partir de segmento caulinar

Das plantas germinadas in vitro fo-
ram excisados os segmentos nodal e
apical com aproximadamente 5 mm de
comprimento e inoculados em meio de
cultura MS solidificado com 0,7% de
agar e suplementado com diferentes
concentra¢des de BAP (2,22; 4,44; 6,66;
8,88 ¢ 11,10 mM) e pH de 5,8 antes da
autoclavagem. Em seguida foram leva-
dos para sala de crescimento sob as con-
di¢des do experimento anterior.

O delineamento estatistico utilizado
foi o inteiramente casualizado para dois
explantes (segmentos nodal e apical)
com cinco niveis de BAP para cada um,
com cinco repeti¢des, sendo que cada
repeticdo foi composta de cinco unida-
des experimentais. Cada unidade expe-
rimental foi constituida de dois frascos
com quatro explantes por frasco. Aos
30 dias apds a inoculacdo, foram avalia-
dos o niimero e o comprimento de bro-
tos e as médias comparadas pelo teste
de Duncan ao nivel de 5% de
significancia.

Efeitos da cinetina (KIN) e zeatina
(ZEA) na regeneracio de brotos de
jaborandi a partir de segmento
caulinar

Segmentos nodal e apical de
plantulas germinadas in vitro foram
excisados com aproximadamente 5 mm
de comprimento e, em seguida, inocu-
lados em tubos de ensaio com 10 ml de
meio MS liquido, com ponte de papel,
suplementado com diferentes concentra-
¢oes de KIN (0; 0,46; 2,32 ¢ 9,29 mM)
combinado com 0,45 mM de ZEA. O
pH dos meios de cultura foi ajustado
para 5,8 antes da autoclavagem. Os tu-
bos contendo os explantes foram acon-
dicionados em sala de crescimento sob
as mesmas condi¢des do experimento
anterior.

O delineamento estatistico foi o in-
teiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 (tipos de explantes) x 4 (regu-
ladores de crescimento), com quatro re-
peticdes. Cada repeti¢do foi constituida
de quatro unidades experimentais e cada
unidade experimental de um tubo de
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Tabela 1. Percentagem de germinacdo e de contaminacdo de sementes de jaborandi germinadas in vitro sob diferentes tratamentos de
NaOCl e na presenga ou auséncia de AG,. Belém, Embrapa Amazdnia Oriental, 2000.

% de germinagao

% de contaminagao

Auséncia AG, Presenca AG, Auséncia AG, Presenca AG,
2% NaOCl 60,40 bA 65,45aA 20,61 25,00
3% NaOCI 93,30aA 60,40aB 6,70 20,61

NaOCI= hipoclorito de sddio AG, = 4cido giberélico
Médias na mesma coluna seguidas pela mesma letra minuscula e na mesma linha pela mesma letra maiuscula ndo diferiram entre si pelo
teste de Duncan em nivel de 5 % de significancia.

Tabela 2. Valores médios do nlimero e comprimento (cm) de brotos de jaborandi em fungao de diferentes tipos de explantes e concentragdes
de BAP. Belém, Embrapa Amazonia Oriental, 2000.

Apice Nodal
BAP ((M) o QOmprimento o (Eomprimento
N° médio de brotos médio de brotos N° médio de brotos médio de brotos
(cm) (cm)
2,22 0,6 +£0,19b 2,0 £ 0,45ab 1,4 £ 0,26a 1,7 £0,21ab
4,44 0,7 £ 0,26b 2,5+ 0,36ab 1,2+ 0,41a 2,0+£0,23a
6,66 1,8 £0,34a 3,0 £0,34a 0,8+0,43a 1,5+ 0,24ab
8,88 1,1 +£0,37ab 1,5+0,27b 0,8 £ 0,54a 1,0+£0,18b
11,11 1,0 £ 0,42ab 2,0 £0,42ab 0,6 £ 0,29a 1,8 £ 0,23ab

BAP = 6-benzilaminopurina

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferiram entre si pelo teste de Duncan em nivel de 5% de significancia.; + erro padrao.

ensaio com um explante. Aos 30 dias
apos a inoculagdo, foram avaliados o
nimero e o comprimento de brotos ¢ as
médias comparadas pelo teste de
Duncan ao nivel de 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Germinacao in vitro de sementes
de jaborandi

Ocorreu efeito significativo somente
para a percentagem de germinagao, na
interagdo entre o NaClO e AG,. O trata-
mento com 3% de NaOCl e na auséncia
de AG, promoveu maior percentagem de
germinagdo quando comparado ao trata-
mento com 2% de NaOCI na auséncia
de AG, (Tabela 1). Provavelmente, 0 AG,
ndo influenciou a germinagdo das semen-
tes. E possivel que o AG, ndo apresente
efeito sobre a germinagdo de jaborandi
devido ao fato de que este processo fisio-
logico possa ser controlado por mais de
uma substancia promotora, além do AG,.
Segundo a teoria de Khan (1971), as
citocininas teriam um papel permissivo
na regeneracdo da dorméncia aumentan-
do a sensibilidade das sementes a acdo
das giberelinas.
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Os menores valores do nivel de ger-
minag¢ao de sementes observados na pre-
senca de AG, também podem ser devi-
dos a um efeito nocivo de altas concen-
tragdes de AG,, tendo em vista que al-
gumas sementes ja possuem este regu-
lador em niveis endogenos adequados
para o controle fisiologico da germina-
¢do. As sementes de jaborandi prova-
velmente devem apresentar um nivel
endégeno de AG, suficiente para o con-
trole da germinagdo, dispensando, por-
tanto, tratamentos exdgenos com
giberelinas.

Os resultados obtidos no presente
trabalho concordam com os obtidos por
Blank et al. (1997) que ndo verificaram
diferencas sobre a germinagdo de se-
mentes ex vitro de Campomanesia rufa
na presenga ou auséncia de AG, e por
Vieira et al. (1998) que ndo observaram
a completa germinacdo de semente de
braquiardo (Brachiaria brizantha) com
aaplicagdo do AG,. Entretanto, Subrata
et al. (1997) estudando a regeneragdo
de plantulas in vitro a partir de semen-
tes de Dendrocalamus strictus, verifi-
caram que concentragdes de AG, de 0,5
a 2,0 mg.L™' foram mais efetiva no au-

mento da germinagdo em meio MS li-
quido ou semisolido.

Efeito de 6-benzilaminopurina
(BAP) na regeneracdo de brotos de
jaborandi a partir de segmento caulinar

De acordo com a Tabela 2, verifi-
cou-se que ndo houve efeito das con-
centracdes de BAP, apenas para o ni-
mero de brotos no explante nodal. Para
o segmento apical verificou-se uma
maior emissdo de brotos (1,8 brotos/
explante) e comprimento médio de bro-
tos (3,0 cm) sob a concentragao de 6,66
mM de BAP, porém so diferiu signifi-
cativamente das concentragdes de 2,22
e 4,44 mM de BAP que promoveram
menor emissdo de brotos. A concentra-
¢do de 8,88 mM de BAP, promoveu o
menor crescimento dos brotos que atin-
giram apenas 1,5 cm de comprimento.
Lameira et al. (1994) verificaram na
regeneragdo de brotos de Cephaelis
ipecacuanha que a concentragao de 6,66
mM de BAP induziu maior emisséo de
brotos (5,4 brotos/explante).

Com relagdo aos segmentos nodais,
ndo houve diferenga significativa entre
as diferentes concentracdes de BAP tes-
tadas para a emissdo de brotos. Entre-
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tanto, foram verificados efeitos signifi-
cativos sobre o crescimento de brotos;
porém as concentragcdes de BAP pouco
diferiram, sendo o menos eficiente o tra-
tamento contendo 8,88 mM de BAP.

A menor emissdo de brotos no seg-
mento nodal pode ser devida a diversos
fatores. Provavelmente, o nivel de
auxina endogena presente no segmento
apical inibiu a emissdo de brotos axila-
res a partir do segmento nodal, caracte-
rizando a dominancia apical exercida
pelo segmento apical. Outro fator a ser
considerado ¢ a hipotese de que a proli-
feracdo de brotos in vitro pode ser
maximizada com o emprego de dois ou
mais reguladores de crescimento (Skoog
& Miller, 1957). Provavelmente a pro-
liferag@o de brotos de jaborandi neces-
site da combinacdo de citocininas com
auxinas.

E interessante ressaltar que os niveis
de reguladores de crescimento adequados
para proporcionar a maior quantidade de
brotos emitidos, variam de acordo com o
gendtipo da planta considerada, e que de-
vem ser determinadas para cada caso.
Entretanto, os dados obtidos concordam
com a afirmacdo de Pierik ef al. (1982) de
que ¢ fundamental a utilizacdo de
citocinina no meio de cultura para obter
boas taxas de multiplicag@o. A escolha de
citocinina e da concentragdo utilizada de-
pendera do material utilizado.

Efeitos da cinetina e zeatina na re-
generagdo de brotos de jaborandi a par-
tir de segmento caulinar em meio MS
liquido

Nao houve interagdo entre as con-
centragdes de reguladores de crescimen-

Micropropagagédo do jaborandi.

to com o tipo de explante, bem como,
ndo houve diferenga significativa entre
as concentragdes dos reguladores de
crescimento. Entretanto, houve diferen-
ca significativa entre o tipo de explante.
O segmento apical foi o mais eficiente
produzindo em média até 3,0 brotos por
explante, com 7,2 mm de comprimen-
to, enquanto o segmento nodal apresen-
tou 1,0 broto por explante, com tama-
nho médio de 1,3 mm. Este resultado
discorda de Pinto et al. (1994) que ob-
servaram em brotos de Kielmeyera
coriacea que segmentos nodais apresen-
taram maiores valores quanto a produ-
¢a0 média de brotacdes. Isso demonstra
que o tipo de explante a ser selecionado
dependera da espécie.
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