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RESUMO

Na Amazbnia existe uma diversidade vegetal, onde se encontram muitas plantas com propriedades medicinais e, que durante
milénios sdo utilizadas pelas comunidades nativas. Uma dessas plantas é a unha-de-gato (Uncaria guianensis), cujo valor medicinal
se atribui a efeitos imuno-estimul antes, anti-inflamatério e inibidores de crescimento de células cancerigenas. Atualmente, a espécie
vem sendo submetida a uma extracgo indiscriminada e intensiva, podendo levéa-la a sua extingdo. A micropropagac&o permite solucionar
problemas dessa natureza. Objetivou-se com este trabalho identificar um protocolo de propagacdo in vitro desta espécie. O melhor
meio para germinagdo dos embrifes foi ¥ de M S independente da presenga ou ndo de sacarose. A posi¢éo de inoculagéo do explante
da espécie Uncaria guianensis demonstrou exercer influéncia no nimero médio de brotagdes/explante original, assim como no nimero
de gemasiniciais. Presenca ou auséncia de &cido giberélico ndo exerceu efeito nesta caracteristica, exceto quando explantes com uma
Unica gema foram inocul ados na horizontal.

Termos para indexacao: Micropropagacao, planta medicinal, embrides, unha-de-gato.

ABSTRACT

In the Amazon Rain Forest there are a great botanical diversity where can be found alot of plants with medicinal proprieties,
and for ages it has been used by the native people. One of those plants is Uncaria guianensis known as Cat’s Claw to which is
believed to have antinflammatories, immunostimulating and growth inhibitors effects on cancerigenic cells. Nowadays, those species
have been under uncontrolled and long extraction that could take to extinction. The micropropagation can solve these problems. The
purpose of thiswork was to identify in vitro propagation protocol from these specie. The best medium for embryo germination was
%2 MS independent from presence or absence of saccarose. The explant inoculation position from Uncaria guianensis specie
influenciated the shoots average number/original explant, as well as, the initia buds numbers. The giberelic acidpresence or absence
had not effect on this characteristics, except when explants with only one bud were inoculated in the horizontal position.

Index terms: Micropropagation, medicinal plant, embryos, Cat’s Claw.

(Recebido para publicagdo em 26 de janeiro de 2005 e aprovado em 27 de junho de 2005)

INTRODUCAO

Uncaria guianensis, conhecida popularmente
como unha-de-gato, € uma trepadeira lenhosa de
ocorréncia na Amazonia peruana, parte da Amazonia
brasileira e também no Mato Grosso. O nome popular
esta associado aos espinhos encontrados na base de
cada par de folhas. Essa planta tem sido usada
tradicionalmente pel os indigenas peruanos e brasileiros
ha centenas de anos e 0os rumores de suas curas
milagrosas despertaram, nos ultimos trinta anos, o

indiscriminada e intensiva, o que podera leva-la a
diminuicdo da variabilidade genética ou até mesmo a sua
extingdio (CAROTENUDO, 1997).

A propagacdo da unha de gato pode ser feita por
sementes, que em geral apresenta boa germinacdo. No
entanto, plantas advindas de sementes apresentam grande
variabilidade quanto a morfologia e ao teor de metabdlitos.
O problema principal da unha de gato, € a diversidade
genética dentro da espécie por ser muito variada, devido a
cruzamentos ou por ecoétipos ligados a distribuicao

interesse cientifico e comercia (SILVA et al., 2002).

O interesse medicinal é decorrente da indicacao
popular como imuno-estimulante e anti-inflamatorio.
Atualmente, a espécie vem sendo submetida a extracéo

geogréfica, gerando heterogeneidade das caracteristicas
quimicas desgjadas (TORREJON, 1997).

Para a micropropagacdo em plantas duas estratégias
tém sido utilizadas. aregeneracdo de calos e a multiplicacéo
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de brotos. A regeneracdo de calos resulta em alta
porcentagem de variagdo somaclonal, sendo questionavel
paraa multiplicacdo clonal em larga escala. Por outro lado,
amultiplicacéo de broto, € um método que pode ser utilizado
na propagacdo clonal de diversas espécies (EINSET, 1986).

A regeneracdo de plantas in vitro tem obtido
sucesso a partir de gemas apicais e axilares e explantes
nodais para vérias espécies da familiaMoracea (HOSSAIN
eta., 1992; MHATRE et al., 1985; PATTNAIK et al., 1996).

As auxinas e as citocininas sdo as classes de
reguladores de crescimento mais utilizadas na cultura de
tecidos. A formagéo de raiz, parte aérea e calo em cultura
de tecidos sdo regulados pela disponibilidade e interacdo
dessas duas classes de reguladores de crescimento
(SKOOG & MILLER, 1957). O efeito desses reguladores
pode esta relacionado com os fatores genéticos proprios
de cada espécie (MORALES, 1990).

As giberelinas tém como principal efeito estimular o
crescimento de 6rgéos ja formados, mas podem inibir a
iniciacdo de outros processos de formagdo de 6rgados
(GEORGE & SHERRINGTON, 1984; MURASHIGE, 1974).
As giberelinas incrementam tanto a divisdo celular quanto o
alongamento das células formadas (TAIZ & ZEIGER, 1991).

Objetivou-se com este trabalho estudar a
propagacéo in vitro de unha-de-gato por meio de
germinagdo in vitro de embrides e avaliar o efeito do &cido
giberélico (GA,) e segmentos nodais pela adicéo de acido
giberélico ao meio de cultivo MS,

MATERIAL E METODOS

As sementes utilizadas de unha-de-gato (Uncaria
guianensis) sGo provenientes da Embrapa Acre (AC),
coletadas de plantas adultas de populages naturais do
municipio de Bocado Acre-AM.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério
de Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais do Departamento
de Agricultura daUniversidade Federal de Lavras (UFLA).

Para andlise estatistica de todos os experimentos
utilizou-se o programa Sisvar (FERREIRA, 2002).

Germinagéoin vitro

Inicialmente as sementes foram lavadas em agua
corrente por 10 minutos e posteriormente desinfestadas em
camara de fluxo laminar, com solucéo de hipoclorito de sodio
(1,25%) durante 15 minutos. Apds a desinfestagdo, as sementes
foram lavadas quatro vezes com dgua destilada e autoclavada
pararemocdo do excesso da solucdo desinfestante.

Os embriBes foram excisados e inoculados em tubos
de ensaio de 25 x 150 mm, contendo 10 mL de meio de cultura

Murashige & Skoog (1962), em duas concentragtes. MS
completo e ¥2de MS, solidificado com 6,0 g.L de égar em
combinagdo com 0,0 e 15 g.L de sacarose. O pH do meio foi
gjustado em 5,7 antes da autoclavagem. Apds ainoculagdo, 0s
embrifes foram mantidos em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas, nivel deirradianciade 15 mmol.m2s?,
e temperatura de 25 °C, durante 34 dias, quando se avaliou a
porcentagem de germinacdo e comprimento das plantul as.
O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado (DIC) com quatro tratamentos e cinco
repeticOes de 4 tubos cada uma constituindo um fatorial
2 x 2 sendo duas as concentractes do meio de cultivo (MS
completo Y2 de MS) suplementados (15 g.L) ou n&o
(0,0g. L) com sacarose. Utilizou-se o teste de Tukey ao
nivel de 5% para a comparagdo das médias dos tratamentos.

Avaliacdo do acido giber éico e posicéo do explante no
alongamentoin vitro de unha-de-gato

Segmentos nodais de plantulas estabelecidas
invitrooriundoscom 1, 2 e 3 gemas, foram inoculados
em meio de culturaM S (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
na concentracéo padréo dos sais, vitaminas e inositol
e 30g. L desacarose, acrescido de 6 g.L* de &gar, pH
gjustado para 5,7 £0,1 antes da autoclavagem.

Os tratamentos consistiram na combinacéo de duas
posi¢cdes de inoculacdo (horizonta e vertical) presenca ou
ausénciade GA, (0ou05g9. L") com 1, 2e3. Ostubos foram
mantidos em sala de crescimento, com fotoperiodo de 16 horas,
intensidade luminosa de 15 mmol.nt2.s?, e temperatura de 25°C.

O experimento foi disposto em delineamento
inteiramente casualizado em esquemafatorial (2 x 2 x 3),
totalizando 12 tratamentos com trés repeticoes (8 tubos/
repeticdo). Apds 45 dias, foram avaliados nimero e
comprimento das brotacdes, fitomassa fresca e seca das
plantulas e presenca de raizes.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Germinagdoin vitro de unha-de-gato

As sementes de Uncaria guianensis apresentaram
porcentagem médiade germinagdo de 90% uma semana
apobs a inoculagéo dos embrides. Nao houve efeito
significativo da adicéo de sacarose e concentracéo do meio
de cultura na germinagéo dos embrides de unha-de-gato.
Percentuais de germinag&o de 100% ocorreram na presencga
de 15 g.L"* de sacarose, independente da concentrag@o do
meio de cultivo MS. O meio contendo ¥2 de M S na presenca
de sacarose proporcionou maior comprimento da parte
aéreadas plantulas (Tabela ).
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Estes resultados encontram suporte semel hante aos
relatados por Pinheiro et al. (2001), que verificaram que as
maiores taxas de germinacdo em sementes de mangaba
(Hancornia speciosa Gomez) foram encontradas quando
se utilizaram baixas concentracdes de sacarose. Souza (2003),
trabalhando com Lychnophora pinaster Mart., obteve
melhor porcentagem de embriGes germinados e maior
comprimento da parte aérea em meio contendo “2de MS.
Grattapaglia & Machado (1998) afirmam que em aguns casos
para espécies lenhosas, 0 meio MS em 100% de sua
concentracdo ndo mostrou melhores resultados. George
(1996) admite que as solugdes de sais organicos e aglcares
gue compdem os meios de cultura de tecidos ndo possuem
efeito puramente nutritivo, mas influenciam o crescimento
celular e amorfogénese por meio de propriedades osméticas.

Na Figura 1 mostra-se o efeito das diferentes
concentragdes do meio MS na auséncia e presenca de
sacarose na germinagéo de embrides deUncaria guianensis.

Avaliacdo do acido giberélico e posicdo do explante no
alongamentoin vitro de unha-de-gato

A posicdo de inoculagdo do explante demonstrou
exercer influéncia no niimero médio de brotagbes alongadas/
explante original, assim como o nimero de gemasiniciais.
Presenca ou auséncia de GA, ndo exerceu efeito nesta
caracteristica, exceto quando explantes com uma Unica gema

foram inoculados na horizontal, proporcionando nimeros
reduzidos de brotagBes finais, comparado aos explantes
inoculados na vertical, independente do nimero de gemas
iniciaisou GA, (Tabela2).

Explantes inoculados na horizontal em meios com
GA, respondem ao acréscimo de gemas iniciais,
aumentando o ndmero de brotagdes finais, fato nao
observado quando estes foram inoculados em auséncia
de GA, Yui et al. (1990), trabalhando com macieira cv.
“Golden Delicious”, observaram que ndo houve diferenca
significativa paraos niveisde 0,0; 0,01; 0,1 e1,0mg L de
GA, Os mesmos autores concluiram que o GA, é
dispensével nos trabalhos de multiplicacdo da macieirain
vitro, estando de acordo com as informagdes de Melo-
Farias et al. (1998) e Ochatt & Caso (1983); George (1996)
afirma que o efeito do GA, na proliferagdo de brotacoes
varia conforme a interacdo existente com outros
reguladores de crescimento, dependendo da espécie que
estd sendo micropropagada.

Maior comprimento de plantulas originais foi
observado em explantes inoculados na horizontal,
independente da suplementacdo com GA, e do nimero de
gemas iniciais. Explantes inoculados na vertical com uma
gema inicial e na presenca de GA, apresentaram
comprimento comparével aos melhores tratamentos, ou
sgja, aos inoculados na horizontal (Tabela 3).

TABEL A 1 - Porcentagem de germinacdo de embriBes e comprimento de brotaces de Uncaria guianensis inoculados
em diferentes concentragdes de meio M S na auséncia e presenca de sacarose. UFLA, Lavras-MG, 2004.

Tratamentos Germinacéo (%) Comprimento de brotacdes (cm)
A 92,50 a 05b
B 92,50 a 0,6b
C 100,00 a 05hb
D 100,00 a 12a

Médias seguidas pela mesma letra na posi¢ao vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. (A= MS; B=4MS; C= MS + sacarose; D= ¥4 MS + sacarose).

FIGURA 1-(A) Plantulas obtidasin vitro a partir de sementes de Uncaria guianensis e (B) apds 34 dias de inoculagdo
em meio M S com diferentes concentragdes na auséncia e presenca de sacarose. (A= MS; B=Y2MS; C= MS + sacarose;

D=%1MS + sacarose).
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TABELA 2-Numero médio de brotagdes em segmentos nodai s de unha-de-gato com diferentes nimeros de gemas (G),
inoculados em posi¢des horizontal e vertical em meio MS suplementado ou néo com de GA .. UFLA, Lavras-MG, 2004.

Posicdo de NUmero de brotos

inoculagéo 1G 2G 3G

Horizontal 1,25Bb 183 Aa 2,25 Aa
Presenca de GAs (+) .

Vertical 1,08 Bb 1,08 Bb 1,20Bb

. Horizontal 2,17 Aa 2,00 Aa 2,08 Aa

Ausénciade GAz(-) .

Vertica 1,00 Bb 1,17Bb 1,17 BA

M édias seguidas na linha pela mesma letra maitscula (tipo de explante) e minuscula na coluna (posi¢ao de explante)
ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

TABEL A 3— Comprimento médio de brotactes em explantes foliares de unha-de-gato com diferentes nimeros de gemas
(G), inoculados em posi¢Oes horizontal e vertical em meio MS suplementado ou ndo com GA, UFLA, Lavras-MG, 2004.

Posicdo de Comprimento das brotagdes (cm)

inoculacéo 1G 2G 3G

Horizontal 2,25 Aa 2,47 Aa 3,08 Aa
Presenca de GAz (+) .

Vertica 2,33Aa 1,34Bb 1,24Bb

o Horizontal 2,81 Aa 2,64 Aa 2,67 Aa

Ausénciade GA;3(-) )

Vertica 1,38Bb 1,58 Bb 1,28Bb

M édias seguidas pela mesma letra mailscula na mesma linha (tipo de explante), e mindscula na mesma coluna (posicéo
de explante) ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

De modo semelhante, Oliveira et al. (2001),
trabalhando com (Averrhoa bilimbi L.) em meio de cultura
contendo 1,0 mg.L*de GA, verificaram que a presenca de
giberelina pouco contribuiu para o crescimento dos
explantes, significando que as giberelinas ndo promovem
respostas positivas.

Mishraet al. (1999) descreveram o alongamento
dosinternddios de Emblica officinalis Gaertn., quando
utilizaram 1 mg.L%, enquanto 3 mg. L causou
desfolhamento de alguns explantes. Deccetti (2000)
relatou o efeito prejudicial do GA ;no desenvolvimento
de brotacdes de Annona glabra L., além da ocorréncia
de necrose apical e abscisdo foliar. No entanto,
Figueredo et al. (2001) relataram anecessidade do GA
para o alongamento das brotagfes de Rollinia mucosa
Jacq.

Presenca de GA,, no meio de culturando produziu
efeito benéfico ao acimulo de fitomassa. Namaioriaem
explantes inoculados na horizontal, 0 nimero de gemas
iniciais influenciou apenas em presenca de GA,, quando
explantes com uma Unica gema revelaram fitomassa inferior.
Ja, nos explantes inoculados na vertical, verificou-se menor

acimulo de fitomassa em explantes com uma Unica gema
naausénciade GA,(Tabela 4).

Plantulas com maiores acimulos de fitomassa
foram observadas em: explantes inoculados na horizontal
sem GA, independente do nimero de gemas com peso
entre 30 a 40 mg. Resultados semelhantes foram
encontrados por Fraguas (2003) em plantas
micropropagadas de figueira, quando o maior peso da
matéria fresca dos explantes inoculados foi de 43 mg, na
auséncia de giberelina. Quando se utilizou duas e trés
gemas na auséncia de GA ,, também ocorreu formagéo de
raizes semelhante aos explantes inoculados na vertical.
Kochba et al. (1974) citam que a presenca de &cido
giberélico no meio de cultura proporcionaainiciacdo de
uma zona radicular existente, mas quando aplicado em
concentracGes elevadas, impede a formacdo de raizes.
Alto percentua de enraizamento e maior nimero de raizes
em Annona glabra foram observados por Deccetti (2000)
na auséncia de regulador de crescimento. Brum (2001),
trabalhando com enraizamento de brotagdes de Ficus
carica L., também afirma que ndo é necessario utilizar
reguladores de crescimento para 0 enraizamento.
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TABEL A 4—Média de fitomassa seca de brotacoes em explantes foliares de unha-de-gato com diferentes ndimeros de gemas
(G), inoculados em posi¢des horizontal e vertical em meio M S suplementado ou ndo com GA, UFLA, Lavras-MG, 2004.

Posicdo de Fitomassa seca de br otagdes (mg)

inoculacdo 1G 2G 3G

Horizontal 22,3Bb 34,1Aa 33,73 Aa
Presenca de GAz (+) .

Vertical 18,33 Cc 17,61Cc 25,18 Bb

. Horizontal 30,10 Aa 37,60Aa 34,18 Aa

Ausénciade GAz(-) )

Vertical 16,58 Cc 23,46Bb 25,48 Bb

M édias seguidas pela mesma letra mai Giscula na mesma linha (tipo de explante) e mindscula na mesma coluna (posi¢éo
de explante) ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Desse modo, o comportamento observado no
desenvolvimento de Uncaria guianensiscultivadain vitro,
sugere que a metodologia apresentada pode ser
considerada para estudos do desenvolvimento vegetal.
Os resultados demonstram que o0 uso de segmentos nodais
com trés brotacBes e inoculados na horizontal séo de
relevante importancia na fase de multiplicacdo. Esse
comportamento corrobora com as observacfes de
Murashige (1974) com Nicotiana tabacum L. e naPfaffia
tuberosa (Spreng.) Hicken (MARTINS et al., 2000).

CONCLUSOES

Embrides de Uncaria guianensis sdo excelentes
fontes de explantes para o estabelecimento de culturain
vitro. Os melhores percentuais de germinacdo ocorrem na
presenca de 15 g.L de sacarose, independente da
concentracdo do meio de cultivo MS.

A posicéo de inoculagéo do explante demonstrou
exercer influéncia no nimero médio de brotagdes/explante
origina de Uncaria guianensis, assim como o nimero de
gemasiniciais. Explantes inoculados na horizontal em meios
com GA, respondem ao acréscimo de gemas iniciais,
aumentando o nimero de brotagdes finais.
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