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RESUMO: Malva sylvestris L. (familia Malvaceae), conhecida como malva, € uma espécie
medicinal nativa da Europa, cultivada no sul do Brasil. A espécie tem propriedade adstringente,
suaviza a irritagcao dos tecidos e reduz inflamacdes, entre outras caracteristicas e atributos
medicinais. O estudo teve como objetivo verificar a eficiéncia dos hormdnios ANA (acido
naftalenoacético) e BAP (acido 6-Benzilaminopurina) na propagacdo vegetativa a partir do
estabelecimento in vitro de segmentos nodais. Segmentos nodais obtidos de plantas matrizes
mantidas em casa de vegetagdo foram submetidos a desinfestagdo e inoculados em meio
MS (Murashige e Skoog) com diferentes concentragées e combinagcdes de ANA (acido
naftalenoacético) e BAP (acido 6-Benzilaminopurina) totalizando oito tratamentos com 60
repeticdes cada. Os explantes foram mantidos em sala de crescimento e, ao completar sete
dias, as plantulas obtidas foram retiradas e avaliadas quanto ao ndmero de folhas, altura
total (cm) e massa fresca (g). As plantulas foram fixadas em substrato “Big bio” e transferidas
para casa de vegetacdo com nebulizagdo. Os dados obtidos foram submetidos a Analise de
Variancia, seguido pelo Teste de Tukey. As plantulas obtidas em meio MS acrescido de 2,0 mg/
L™ de BAP e de 0,5 mg/L™" de ANAforam as que apresentaram maior média nas trés variaveis
avaliadas, sendo entdo o mais indicado para a producdo de mudas. Em 10 dias foi observado
o enraizamento de todas as plantulas transferidas para casa de vegetagéo. A aclimatizacao
€ 0 enraizamento ex vitro ocorrem em uma unica etapa sem a necessidade da utilizagao de
enraizadores. A técnica desenvolvida demonstra a possibilidade de produgdo de mudas com
custos reduzidos, em larga escala, e com a garantia de fornecer mudas aptas para o cultivo
em apenas 17 dias.

Palavras chave: cultivo in vitro, espécie medicinal, reguladores de crescimento, enraizamento,
aclimatizagao.

ABSTRACT: Effect of different BAP and NAA concentration on microprapagation of
Malva (Malva sylvestris L.). Effect of different BAP and NAA concentrations on malva (Malva
sylvestris L.) micropropagation. Malva sylvestris L. (Malvaceae family), known as mallow, is a
medicinal species native toEurope, and it is grown in southern Brazil. It has astringent properties
and can sooth tissue irritation and reduce inflammations among other medicinal characteristics.
The study aimed to verify the efficiency of the hormones NAA (naphthalene acetic acid) and
BAP (6-Benzilaminopurine acid) in propagating the species from establishing in vitro nodal
segments. Nodal segments obtained from mother plants kept in greenhouses were disinfected
and inoculated in MS medium with different concentrations and combinations of BAP and
NAA, amounting to 8 processes with 60 repetitions each. The explants were kept in growth
rooms, and after seven days the resulting seedling were removed and assessed regarding
the number of leaves, total height (cm) and fresh mass (g). Subsequently, the seedling were
fixed on the substrate “Big bio” and transferred to greenhouses with nebulization. The data
obtained was subjected toVariance Analysis, followed by the Tukey’s test. In 10 days,rooting
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could be observed in all the plantules transferred to the greenhouse. The plantules obtained
in MS medium thatreceived 2.0mg/L' BAP and 0.5 mg/L"" NAA were the ones that presented
the highest average in the three variables assessed, therefore the most recommended to
producing seedlings of this species. The ex vitro acclimatization and rooting occur in a single
phase without the need of root promoters. The technique developed shows that it is possible
to produce seedlings of this species at reduced costs, in large scale and with the guarantee to
supply seedlings that can be planted in only 17 days.

Keywords: in vitro culture, medicinal species, growth regulators, rooting, acclimatization.

INTRODUGAO

O uso de plantas medicinais, tanto para
o tratamento e cura, como para a prevengao de
doencgas € uma das formas mais antigas de pratica
medicinal pela humanidade (Veiga Jr. et al., 2005).
Elas representam fator de grande importancia para
a manutengéo das condi¢cdes de saude, além de
fazer parte da cultura dos povos, sendo parte de
um saber utilizado e difundido pelas populagdes
ao longo de varias geragdes (Tomazzoni, et al.,
2006). Essa cultura medicinal tem despertado
cada vez mais o interesse de pesquisadores
em estudos envolvendo areas multidiciplinares
como, por exemplo, a botanica, a farmacologia
e a fitoquimica, que juntas enriquecem os
conhecimentos sobre a inesgotavel fonte medicinal
natural da flora mundial (Maciel et al., 2002).
Segundo Bosembecker (2001), mais de 40% dos
medicamentos farmacéuticos produzidos no Brasil
tém principios ativos retirados de plantas, com
efeitos colaterais menores aos pacientes e com
baixo custo. Consequentemente, é cada vez maior
o0 numero de centros de pesquisas dedicados a
fitoterapia nas universidades brasileiras.

Apesar disso, muitas espécies,
frequentemente utilizadas por populagdes locais,
ainda nao foram estudadas e nao tem identificados
ou seus principios ativos, ndo sendo validadas
como fitoterapicos (Berg, 1993). Com a divulgacao
da Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS),
realizada pelo Ministério da Saude, contendo 71
espécies vegetais medicinais (BRASIL, 2009),
esse quadro pode ser modificado, tendo em vista
que a finalidade da relagéo é orientar estudos e
pesquisas com essas espécies para subsidiar
a elaboracéo da lista de plantas medicinais e
fitoterapicos a serem disponibilizados para uso
pela populagao.

Além dos objetivos de aumentar a
disponibilidade de plantas medicinais como
fitoterapicos para a populagdo e de promover o
desenvolvimento de tecnologias e inovagdes em
plantas medicinais e fitoterdpicos nas diversas
fases da cadeia produtiva, o Programa Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF)

tem, dentre outras diretrizes, a de promover a
inclusdo da agricultura familiar nas cadeias e
nos arranjos produtivos das plantas medicinais,
insumos e fitoterapicos e ainda, estimular a
producédo de fitoterapicos em escala industrial
(BRASIL, 2006).

E neste contexto que a propagacao
vegetativa, em especial o cultivo in vitro de
plantas medicinais, aparece como alternativa a
ser adotada, pois permite a produgdo comercial
de mudas homogéneas e de qualidade, a
conservagao do germoplasma e auxilia na selegao
e no melhoramento de gendtipos com potencial
para uso pela industria farmacéutica (Rao &
Ravishankar, 2002). O sucesso da propagacéao
vegetativa pode ser favorecida pela utilizagao
de reguladores de crescimento adicionados
aos meios nutritivos em que os explantes sao
submetidos quando em cultivo in vitro, pois
estes suprem deficiéncias dos teores endégenos
de fitorreguladores nos explantes (George &
Sherrington, 1984). Dentre estes, esta a citocinina
acido 6-Benzilaminopurina (BAP) e a auxina acido
naftalenoacético (ANA), ambas muito utilizadas,
sendo a concentracdo um dos fatores que mais
influenciam o processo de desenvolvimento in vitro
(Mantovani et al., 2001).

Com o intuito de contribuir para o avancgo
das pesquisas e de estimular a implantacao de
atividades econdmicas com plantas medicinais, foi
selecionada a espécie Malva sylvestris L. (malva)
dentre as que compdéem a RENISUS (BRASIL,
2009). Trata-se de uma espécie nativa da Europa,
pertencente a Familia Malvaceae, de habito
herbaceo, ereta ou decumbente, com ciclo de vida
bianual ou perene (Boorhem et al., 1999, Alzugaray
& Alzugaray 1996). Os autores citam que a espécie
é considerada erva mucilaginosa e levemente
adstringente, citada na literatura etnofarmacolégica
como medicagao capaz de suavizar a irritagao
dos tecidos e reduzir inflamacdes, especialmente
da pele, da boca e da garganta. Diante dessas
propriedades, o presente estudo teve como obijetivo,
verificar a eficiéncia dos horménos ANA (acido
naftalenoacético) e BAP (acido 6-Benzilaminopurina)
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na propagacao vegetativa de Malva sylvestris a partir
do estabelecimento in vitro de segmentos nodais.
MATERIAL E METODO

O experimento foi conduzido no Laboratério
de Propagacao de Plantas e em casa de vegetagéo
do Centro Universitario UNIVATES. Plantas matrizes
de Malva sylvestris foram mantidas em casa de
vegetacao e submetidas a aplicagao diaria, por cinco
dias, do fungicida Orthocide. Segmentos nodais de
um centimetro foram obtidos de plantas matrizes
e submersos em recipientes com agua corrente
contendo uma gota de detergente neutro durante
10 minutos. Em seguida, em capela de fluxo laminar
horizontal, foram imersos em alcool 70% por 60
segundos, seguindo para solugao de hipoclorito de
sodio comercial (80%) com uma gota de detergente
neutro e 0,5mg.L™ do fungicida Orthocide por 20
minutos. Os explantes passaram por cinco lavagens
em agua destilada autoclavada.

O meio de cultura utilizado foi o MS
(Murashige & Skoog, 1962) solidificado com 7,0
g.L™ de agar e pH ajustado em 5,8 antes de ser
autoclavado a 121°C e 1,2 atm durante 20 minutos.
Ao meio de cultura foram adicionadas diferentes
concentragcdes dos reguladores de crescimento
BAP e ANA, constituindo oito tratamentos: MSI (0,0
mg.L'= controle); MSII (0,5 mg.L" de ANA); MSIII
(1,0 mg.L™" de BAP); MSIV (1,0 mg.L™* de BAP e 0,5
mg.L™" de ANA); MSV (2,0 mg.L™ de BAP); MSVI
(2,0 mg.L™ de BAP e 0,5 mg.L™ de ANA); MSVII
(4,0 mg.L™" de BAP) e MSVIII (4,0 mg.L™" de BAP e
0,5 mg.L™ de ANA). O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, com oito tratamentos,
cada um com 60 explantes.

Em capela de fluxo laminar, os explantes
foram inoculados individualmente em tubos de
ensaio contendo 25 mL do meio de cultura e
mantidos em sala de crescimento com temperatura
de 25+3°C e fotoperiodo de 16 horas/luz. O periodo
de cultivo in vitro foi planejado inicialmente para
30 dias. No entanto, em razdo do acentuado
crescimento apresentado pelas plantulas, estas
foram removidas dos tubos ao completar apenas
sete dias, sendo entdo avaliadas quanto as
variaveis: (1) altura total, (2) numero de folhas, (3)
presenga ou auséncia de raizes e (4) massa fresca.
Esta ultima foi verificada através da diferenca entre a
massa obtida pela pesagem dos explantes antes da
inoculacgao e das plantulas obtidas apds o periodo de
inoculagéo, utilizando-se de balanga digital analitica
com precisdo de 0,0001g. Para a obtencgéo da
massa fresca apoés o periodo de cultivo in vitro, as
plantulas foram lavadas e secas com o uso de papel
toalha, conforme proposto por Nakagawa (1994).

A normalidade dos dados foi testada pelo
teste de D’Agostino (Zar, 1999). Em razédo dos
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dados nao seguirem distribuicdo normal foram
transformados e normalizados utilizando-se a
logaritmizacéo (LN (X+1)). Os dados foram testados
por Analise de Variancia (ANOVA) e aplicado o Teste
de Tukey (Zar, 1999) nos casos de haver diferenca
na ANOVA.

As plantulas obtidas nos tratamentos in
vitro foram fixadas em substrato “Big Bio” sem a
utilizacéo de fitorreguladores, e mantidas em casa
de vegetagdo com umidade e temperatura médias
de 60% e 27°C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O indice de contaminagao por fungos e
bactérias, considerando as 480 inoculagdes, foi de
apenas 2%, confirmando a eficiéncia do método de
desinfestagdo adotado.

Em sete dias de cultivo in vitro ocorreu a
formacgdo de um broto a partir da gema presente
nos segmentos nodais de todos os tratamentos,
apresentando, inclusive, acentuado crescimento,
tornando necessaria a remogao das plantulas dos
tubos de ensaio antes do periodo previamente
planejado (30 dias). No entanto, nenhum segmento
apresentou raizes, fato causado, provavelmente
pelo curto periodo de tempo de cultivo in vitro, tendo
em vista que todas as plantulas obtidas, quando
submetidas ao processo de aclimatizagdo em casa
de vegetacdo, apresentaram raizes em dez dias
de cultivo sem a utilizagdo de hormdnio enraizador.
Conforme Rohr & Hanus (1987), as respostas as
auxinas nao sao universais, pois certas espécies,
nem mesmo na presenga de auxinas, conseguem
enraizar, enquanto algumas até dispensam o uso de
horménios enraizadores. Considerando o periodo de
cultivo in vitro e a aclimatizagéo (com enraizamento),
em apenas 17 dias foi possivel obter mudas de M.
sylvestris em grande quantidade e de qualidade.

A andlise estatistica das variaveis altura
(cm), numero de folhas e massa fresca (g),
obtidas aos sete dias de cultivo in vitro, mostrou
que no tratamento MSVI (2,0 mg.L™ de BAP e 0,5
mg.L™ de ANA) as plantulas apresentaram melhor
desenvolvimento. Neste tratamento a altura média
atingida pelas brotagées (3,71 cm), o numero de
folhas formadas (2,25) e o acréscimo médio de
massa fresca (0,38 g) foi maior quando comparado
aos demais tratamentos (Tabela 1; Figura 1).

A variavel massa fresca foi utilizada para
medir o crescimento celular (biomassa) durante o
periodo de cultivo in vitro. Considerando que a massa
fresca média dos explantes quando inoculados foi
de 0,04 g, o tratamento MSII apresentou o menor
incremento de biomassa (0,19 g), sendo seguido por
MSI (controle), diferindo pouco da média inicial de
massa fresca, indicando baixo crescimento celular.
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De forma inversa, o tratamento MSVI apresentou
maior acréscimo de massa fresca média (0,38 g),
diferindo significativamente de todos os demais
tratamentos que, por sua vez, nao diferiram entre
si. Ao considerar a variavel altura total, a diferenca
entre MSVI s6 nao foi significativa em relagdo ao
tratamento MSIV (1,0 mg.L™" de BAP e 0,5 mg.L™
de ANA), pois este apresentou a segunda maior
média de altura (3,19 cm). Quanto ao numero de
folhas, MSVI diferiu significativamente de MSI, MSl|I
e MSV, cujas médias foram muito inferiores (1,60,
1,78, 1,43, respectivamente).

As médias do numero de folhas, altura e
massa fresca foram baixas no tratamento controle
(MSI), dados que corroboram com Abreu et al.
(2003), pois ao trabalhar com a propagacao de
Cissus sicyoides L., constatou que a presencga de
reguladores de crescimento no meio de cultura
influenciou de modo significativo os resultados. Em
MSII, o desenvolvimento da plantula também foi
reduzido e ndo houve enraizamento, apesar de ser
esta uma das fungdes do hormdnio ANA, utilizada
no tratamento. Em MSIII, quando a concentragao de
BAP usada foide 1,0 mg.L™, as médias das variaveis
foram um pouco maiores e se elevaram ainda mais
em MSV, confirmando que o BAP, segundo Zaerr
& Mapes (1985), é a citocina mais eficaz para a
multiplicacdo das partes aéreas da maioria das
espécies.

No entanto, quando a concentragéo de BAP
passa a ser 2,0 mg.L™" acrescida de ANA, as médias
sao ainda maiores, mostrando que a presencga
de horménios ANA e BAP, de forma associada, é
essencial para a micropropagagao da espécie a
partir de segmentos nodais, confirmando que a
suplementagéo de auxina/citocina é necessaria na
regulagao da divisao celular, no alongamento celular,
na diferenciacao celular e formagdo de 6rgaos

(Dodds & Roberts, 1999). Macedo et al. (2003)
também constataram que pequenas concentragbes
de BAP conjugados com ANA proporcionaram maior
massa fresca de plantulas de Ananas comosus (L.)
Merr. A conjugacao dos hormdnios nem sempre é
favoravel para as espécies, tendo em vista que em
plantulas de Ocimum basilicum L., a adi¢ao de 2,0
mg/L"" de BAP ao meio promoveu melhor resposta
organogénica, sendo desnecessario o uso de ANA
(Rebougas, 2009). Tavano et al. (2009) constatou
que plantulas de Matricaria recutita L. apresentaram
maior taxa de multiplicacdo na presenca de BAP
em concentragbes abaixo de 1,0 mg/L", enquanto
que em diferentes concentra¢cdes com ANA houve
formacéo de calos.

No presente estudo, ao dobrar a dosagem
do BAP (4,0 mg.L™), nos tratamentos MSVII e
MSVIII, as médias das variaveis avaliadas volta
a reduzir (Tabela 1), indicando a possibilidade
de que a concentracdo testada comecga a exibir
efeitos inibitorios, como se agissem com toxicidade
na planta. Elevadas concentracdes de BAP
ocasionaram diminuicao da massa fresca de
Sinningia speciosa Lodd. Hiern, possivelmente
devido a emissao de grande numero de brotagdes
de menor tamanho (Silva, 2001).

A inducao e a expressao das possiveis
respostas morfogenéticas em cultura de células,
tecidos e 6rgéos in vitro sao dependentes de
fatores externos, quimicos e fisicos, como meio de
cultura e reguladores vegetais. Também dependem
das condi¢gbes de cultivo, como temperatura e
luminosidade, e de fatores inerentes ao material
vegetal, tais como genéticos e fisioldgicos da planta-
mae doadora do explante (Grattapaglia & Machado,
1990). A disponibilidade e interagdo de auxinas e
citocinas no meio de cultura levam ao crescimento
e morfogénese in vitro, tendo importante influéncia

TABELA 1. Média das variaveis altura, numero de folhas e massa fresca, obtidas nas plantulas de Malva
sylvestris durante o cultivo in vitro nos oito tratamentos (MSI= 0 mg.L™"; MSll= 0,5 mg.L™" de ANA; MSIII= 1,0
mg.L™" de BAP; MSIV= 1,0 mg.L™ de BAP e 0,5 mg.L™ de ANA; MSV= 2,0 mg.L™ de BAP; MSVI= 2,0 mg.L™
de BAP e 0,5 mg.L™ de ANA; MSVII= 4,0 mg.L™ de BAP e MSVIlI= 4,0 mg.L™ de BAP e 0,5 mg.L™" de ANA).
Valores médios que apresentam a mesma letra sobescrita, ndo diferem significativamente entre si.

Altura média Numero médio Massa
Tratamentos
(cm) de folhas fresca média (g)

MS | 2,60° 1,600 0,222
MS Il 2,63¢ 1,780 0,192
MS Il 2,70° 1,873bcd 0,242
MS IV 3,19% 1,95@bcd 0,232
MS V 3,01° 1,43 bcd 0,292
MSVI 3,712 2,253bd 0,38°
MS VII 2,60° 2,073 0,242
MS VIiI 2,63° 2,003 0,252
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FIGURA 1. Média e desvio padrao das variaveis altura, numero de folhas e massa fresca nos oito meios testados.

EmmAltura ——MN*folhas ——Massafresca

o 600 T T 070 o
1E % 1E
B= 500 Toe0 28
-] ]
on 1050 o2
£ 400 g
3 o losa B»
= £ 300 T m
w3 1030 ®E
S5 200 =i
28 “ 1020 3
= =

1,00 {010

0,00 - : 0,00

MS | MS Il MS Il MS IV MSV MS W MSVIL MS VI
Tratamentos

na formacao das raizes, parte aérea e calo em
cultura de tecidos. O efeito fisiolégico depende da
concentragao de cada regulador no meio, sendo que
cada parte da planta tem uma resposta diferente as
alteragdes nas concentragdes de auxinas e citocinas
(Pozo et al. 2005).

Conforme a espécie e os objetivos do
estudo, a sequéncia e o nimero de fases do processo
de micropropagacao podem ser alterados, conforme
realizado no presente estudo. Como nédo houve
enraizamento in vitro e as plantulas (Figura 2A)
apresentavam tamanho que impedia a continuidade
do cultivo nessas condigbes, as plantulas foram
transferidas para bandejas plasticas com substrato
“Big bio” e mantidas em casa de vegetacado para
aclimatizacdo e enraizamento. A vantagem nesse
procedimento é que evita a manipulagcdo de
plantas com raiz nua além da redugao no periodo
de produgdo no laboratério, economizando uma
fase de desenvolvimento de pesquisa. Wendling &
Dutra (2010) ressaltam que o enraizamento ex vitro
proporciona redugao de custos de mao de obra e

infraestrutura, economizando espaco na sala de
crescimento, energia elétrica e meio de cultura sem
a necessidade de aplicagao de fitorreguladores.
Além disso, o sistema radicular € mais completo e
funcional, apresentando maior numero de raizes
secundarias. Além dessas vantagens, o sistema
radicular quando formado no periodo de cultivo in
vitro é pouco ramificado, quebradico e isento de
pelos radiculares, com raizes pouco funcionais na
absorgcéo de agua e nutrientes (Hoffmann et al.,
2001).

Em sete dias as plantulas ja apresentavam
sinais de estarem aclimatizadas (Figura 2B),
sendo esta uma das fases mais criticas da
micropropagacao de plantas, pois requer atengéo e
cuidados devido a fragilidade das plantulas, ja que
apresentam perda de agua por evapotranspiracao
e, segundo Hararika (2003), um nimero expressivo
de individuos micropropagados nao sobrevive
quando transferidos das condigbes in vitro para
ambiente de casa de vegetagcdo ou campo. Aos
10 dias em casa de vegetagao, todas as plantulas

FIGURA 2. A. Plantulas aos seis dias de cultivo in vitro em meio MS V. B. Plantulas com sete dias de aclimatizagao

em casa de vegetacéo.
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estavam enraizadas. Acredita-se que a formagéao de
raizes, paralela ao processo de aclimatizagao, tenha
beneficiado a produgdo de mudas da espécie, em
grande quantidade e em menor periodo de tempo
que, somando-se o periodo de cultivo in vitro, foi de
apenas 17 dias.

CONCLUSAO

A produgao de mudas pela técnica de
cultivo in vitro de Malva sylvestris € viavel com
ou sem o uso de reguladores de crescimento, no
entanto, o tratamento constituido pelo meio MS
(MS VI), acrescido com 2,0 mg.L™ de BAP e 0,5
mg.L™ de ANA, apresentou as melhores médias
para altura, numero de folhas e de massa fresca,
sendo o mais indicado para a propagagao da
espécie. A aclimatizagado e o enraizamento ex vitro
da espécie podem ser realizados em uma unica
etapa, pelo periodo de 10 dias, com sucesso, sendo
desnecessaria a aplicagédo de enraizadores. Em 17
dias apo6s a inoculagao, as plantas estdo aptas para
o plantio em campo.
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