PROPAGACAO IN VITRO DE CHAPEU-DE-COURO
(Echinodorus cf. scaber RATAJ), UMA PLANTA MEDICINAL
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RESUMO - A espécie Echinodorus cf. scaber € uma
planta nativa do Brasil conhecida popularmente como
chapéu-de-couro. Na utilizagéo de suas folhas na forma
de chd ou infusdo tem eficiente agdo diurética, antiofi-
dica, anti-reumética e antiinflamatdria, contra artrose e
gota e principalmente para normalizar o &cido Urico. A
reproducdo usual ocorre por meio de sementes que po-
dem trazer variag@o genética a espécie ou pelos seus ri-
zomas que sao muito sensiveis no plantio, podendo as
vezes secar as folhas das quais os principios ativos sdo
extraidos. Para evitar inconvenientes como estes, a mi-
cropropagacdo constitui uma alternativa eficaz para a
multiplicacdo dessas espécies que apresentam interesse
econdmico. O objetivo proposto neste trabalho foi o de
viabilizar a multiplicag&o in vitro do chapéu-de-couro e
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estabelecer um protocolo que permita a clonagem da
mesma apresentando uma alternativa ao processo
convencional de propagacdo. Segmentos nodais de
plantas estabelecidas in vitro foram excisadas e ino-
culadas em meio basico de MS (Murashige e Skoog,
1962) suplementado com 0,0; 1,0; 2,0; e 4,0 mg.L™*
de BAP em camara de fluxo laminar. Os explantes
foram cultivados em fotoperiodo de 16 horas sob
uma intensidade de luz de 2000 lux. Cada trata-
mento continha 15 explantes. Foi avaliado o nimero
de brotages, raizes, folhas e tamanho do explante.
O nudmero de brotagdes e folhas aumentou com niveis
de BAP, porém o tamanho de brotagdes e de raizes di-
minuiu. O tratamento mais eficiente foi com 1,0 mg.L™
de BAP.

TERMO PARA INDEXACAO: Echinodorus cf scaber, Plantas medicinais, micropropagacéo, chapéu-de-couro.

PROPAGATION IN VITRO OF “CHAPEU-DE-COUROQ” (Echinodorus cf.
scaber RATAJ), A MEDICINAL PLANT.

ABSTRACT - Echinodorus cf. scaber Ratg is a specie
with medicinal properties popularly known as leather
hat. Due to the action of its active principles it is
prescribed as depurative, antiophidian, diuretic,
antirheumatic, and antinflammatory being also utilized
for normalizing uric acid against both gout and
artrosis. Usual reproduction occurs either through
seeds, may bring genetic variation within the species,
or by its rhizomes which are greatly sensitive at
planting, being able, sometimes, to dry , the leaves
from where active principles are extracted. To avoid
such drawbacks as these, micropropagation constituted
an effective alternative for multiplication of species like

that which present economical value. The objective
proposed in this work was to become viable the in
vitro multiplication of leather hat and establish a
protocol which enable its clonagem by presenting an
alternative to the conventional process of
propagation. Nodal segments of plantlets in vitro
were inoculated at MS medium supplemented with
0.0;1.0; 2.0; 4.0 mg.L ™" of BAP. It was evaluated the
number of shoot, roots, leaves and size of the
explant. The shoot number and leaves increased
with levels of BAP, but the size of shoot and number
of roots decreased. The most efficient treatment was
with 1.0mg.L™ of BAP.

INDEX TERMS: Echinodorus cf scaber, Medicinal plants, micropropagation, “chapéu-de-couro” (leather hat).
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INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas que apresentam proprie-
dades medicinais vem perpassando os tempos desde os
primérdios da civilizagdo humana. Tais conhecimentos
adquiridos sobre 0 seu ambiente foram passados de ge-
racdo a geracdo por especidistas como 0s pgjés, cha
mas, mezinheiros, benzedeiras, raizeiros e druidas por
eficientes sistemas de transmissdo oral (Cardoso Janior,
1996).

Nas diferentes regides floristicas existentes no
Brasil, metade das espécies nativas apresentam alguma
propriedade medicinal; de acordo com estimativas oti-
mistas, cerca de 1% delas ja foi quimicamente estudada
(Clemente Filha, 1996). Entre os diversos exemplos de
substancias oriundas de plantas e de importancia, atu-
almente podem-se mencionar as aobtidas de Echinodo-
rus cf. scaber Rata, que apresentaram promissores
efeitos depurativo, antiofidico, diurético, anti-reumético
e antiinflamatdrio, sendo também utilizadas na medici-
na popular com muita seguranca para normalizar o aci-
do drico, combatendo a gota e artrose, servindo ainda
como base para a fabricagdo de refrigerantes (Corréa,
Batista e Quintas 1998).

Echinodorus cf. scaber Ratgj, também conheci-
da como chapéu-de-couro, cha de mineiro, cha de cam-
panha, congonha do bregjo, erva de bugre, erva do pan-
tano e cha de pobre é uma planta nativa amplamente
dispersa por quase todo o territério brasileiro, pertence
a familia Alismataceae. S8o herbéceas perenes, aquati-
cas emergentes, mantém suas partes inferiores imersas
e expdem suas folhas e inflorescéncias que ocorrem
principalmente nas margens de rios, lagos, canais de
drenagem e baixadas pantanosas conseguindo sobrevi-
ver totalmente imersas por um certo periodo, porém
ndo florescem. Toleram curtos periodos de seca, suas
flores sGo brancas com manchas amareladas na parte
basal, apresentam infrutescéncias arredondadas de co-
lorac&o castanha ha maturacéo

Os principais condtituintes quimicos encontrados
nesta familia foram taninos, flavondides, triterpenos, glico-
sideos, equinodorosideos, esséncias e sais minerais (Mar-
tinset al., 1995; Lainetti e Brito, 1980).

A aplicagdo da micropropagacdo destaca-se pela
hibridizacdo e desenvolvimento de novas cultivares, na
recuperacdo de substancias farmacéuticas, na multipli-
€ac80 segura de cultivares desgjavel's, na propagacao rapida
com dto coeficiente de multiplicacdo, e como auxiliar na
salvaguarda do patrimdnio genético de plantas ameacadas
pela exploracdo humana (Simdes, 1988).

N&o existem relatos disponiveis de trabahos na
literatura sobre a propagacéo in vitro da espécie. Por tal
motivo e por se tratar de uma espécie de grande interes-
se farmacol égico, carente de informagdes cientificas e
técnicas adequadas de cultivo, fazem-se necessarios
estudos sobre a propagacéo da espécie.

O objetivo deste trabalho foi viabilizar a multi-
plicagdo in vitro do chapéu-de-couro e estabelecer um
protocolo que permita a clonagem da mesma apresen-
tando uma alternativa ao processo convencional de

propagacéo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Departamento de
Agricultura da Universidade Federa de Lavras
(UFLA).

Utilizou-se a cultura nodal proveniente de ex-
plantes obtidos de pléantulas Echinodorus cf. scaber
Rata) estabelecidas in vitro em meio MS sem regulador
de crescimento. Em camara de fluxo laminar as plan-
tulas foram classificadas de acordo com o tamanho e
coloracdo como sendo grandes e verdes(GV) pois pos-
suiam suas folhas verdes e tinham +£1,5 cm; grandes e
amarelas(GA) possuiam suas folhas amarelas e tinham
+1,5 cm, pequenas e amarelas(PA) possuiam suas fo-
Ihas amarelas e tinham +£0,5 cm, foram excisadas e os
segmentos nodais foram inoculados em meio MS, su-
plementado com 0,0; 1,0; 2,0; 4,0 mg. L™ de BAP, soli-
dificado com agar a 0,47% e pH 5,7 £ 0,1 antes de se-
rem autoclavados.

Os explantes foram incubados a 26 + 1°C em
fotoperiodo de 16 horas luz sob intensidade de 2000 lux
(25 mmol m? s) em sala de crescimento. Aos 30 dias
avaliaram-se; nimero de brotagdes, nimero de raizes,
ndmero de folhas e tamanho do explante.

O delineamento experimental foi inteiramente ca-
sudisado (DIC), sendo que cada tratamento continha 15
repeticdes. Os dados foram submetidos a andlise de varian-
ciapelo teste F a0 nivel de 5%, com comparagdes de médi-
as pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Quando os explantes secundarios de chapéu-de-
couro foram inoculados em meio M S ausente de regu-
lador de crescimento (T1), observou-se que ndo houve
formacdo de brotagbes. Segundo Pinto e Pasgua
(1990), certos tecidos sintetizam as quantidades de
hormdnios que necessitam, enquanto outros sdo total-
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mente dependentes da adi¢do exdgena. O material ve-
getativo para multiplicar pode ser enquadrado em qua-
tro categorias. auséncia de regulador, presenca de cito-
cininas, presenca de auxina, interacdo entre auxina e
citocininas.

Nesse caso, 0 material vegetativo necessitou da
presenca de citocinina para que ocorresse a proliferacdo
de brotagfes. Os segmentos nodais cultivados em meio
suplementado com BAP formaram brotactes e estas fo-
ram induzidas em todos os tratamentos em que o BAP
foi utilizado. O maior nimero de brotagdes foi obtido
guando houve acréscimo nos niveis de BAP.

Entre os tratamentos, 0 meio MS que continha
4,0 mg.L™" de BAP (T4) foi o que apresentou maior
ndmero de brotacbes; de 5al9. No tratamento que con-
tinha 1,0mg.L™ de BAP (T2) constatou-se de 3 a 10
brotagdes; j4 no tratamento com 2,0 mg.L™ de BAP
(T3) obteve-se de 1 a 14 brotagdes. Mas a plantula que
apresentou melhor desenvolvimento normal foi com 1,0
mg. L™ que acaba sendo mais econémico e com menor
risco de ocorrer variacdo somaclonal. Um dos fatores
para induzir a variagdo somaclonal é concentractes
mais altas de reguladores de crescimento independente
do grupo a que pertenca

Observou-se que ocorreu significancia na forma-
¢80 de brotagbes nas avaliagdes dos diferentes tipos de

plantulas. Assim deduz-se que plantas estando grandes
e verdes e grandes e amarelas proporcionam melhor
desenvolvimento das brotagdes, enquanto plantulas es-
tando pequenas e amarelas sdo menos satisfatdrias. No
meio MS, que continha 4,0mg.L™* de BAP (T4), com
base em uma plantula GV, o maior nimero de brotactes
alcancado foi 19; em plantula GA, 0 maior nimero
de brotacGes obtido foi 12; para plantula PA o maior
nimero de brotagdes foi 6. No tratamento que conti-
nha 1,0mg.L* de BAP (T2) em plantula GV, o maior
nimero de brotagbes alcancado foi 10, em plantula
GA o maior nimero de brotagdes obtido foi 5, para
plantula PA o maior nimero de brotagdes foi 5; para
o tratamento com 2,0mg.L™* de BAP (T3) em plan-
tula GV 0 maior nimero de brotagdes alcancado foi
14; em plantula GA o maior nimero de brotacfes
obtido foi 13; para plantula PA o maior nimero de
brotacbes foi 2 (Figura 1l e 2). A diferenca no nime-
ro de brotacGes obtidas é muito dependente do tama-
nho do explante, por causa da diferenca no metabo-
lismo de cada plantula e da prépria reserva de meta-
bdlitos em cada explante. Portanto, € muito impor-
tante selecionar material com bom estado fisiol6gico
e tamanho homogéneos do explante para obter me-
Ihores resultados na proliferacéo das brotacdes ou na
morfogénese
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FIGURA 1 - Efeito do BAP no desenvolvimento in vitro de brotagfes de chapéu-de-couro 1) meio MS ausente de
regulador de crescimento; 2) meio MS+1,0mg. L™ 3) meio MS+2,0mg. L™ 4) meio MS+4,0mg. L™ UFLA, La-

vras, MG, 1999.
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FIGURA 2 - Efeito do BAP no desenvolvimento in vitro de brotages de chapéu-de-couro 1) grandes e verdes
(GV); 2) grandes e amarelas (GA) 3) pequenas e amarelas (PA) UFLA, Lavras, MG, 1999.

O cardter tamanho médio das brotacfes teve
efeito significativo, mostrando reducdo gradativa com a
incorporacdo de doses crescentes de BAP no meio. Essa
reducdo de tamanho é normal, porque o grupo da cito-
cinina é um regulador de crescimento para indugédo de
brotagdes. E este regulador induz a divisdo celular re-
duzindo o tamanho das céulas e aumentando o nimero
de células. O melhor tratamento foi favoravel no meio
MS com auséncia de regulador de crescimento (T1), o
gue era de se esperar, pois a presenca de BAP no meio
induz a proliferacdo celular dos tecidos. Nesse trata-
mento, as brotages atingiam de 0,5 a 1,5cm.

Os tratamentos restantes mantiveram o tamanho
médio de suas brotagdes entre 0,2 e 1,0cm (Figura 3).
Como ndo houve significancia nos diferentes tipos de
plantulas deduz-se que as mesmas ndo interferem no
tamanho das brotagdes.

Argollo e Shepherd (1997) também comprova-
ram isso por meio de seus estudos, quando, utilizando
apices caulinares de Artemisia annua conseguiram a
obtencdo de um grande nimero de plantas bem desen-
volvidas em meio MS bésico.

Saleh e Shepherd (1997) obtiveram resultados
semelhantes ao induzirem o desenvolvimento de plan-
tulas de Clusia nemorosa; 0 mesmo ocorreu em estudos
com plantul as de |pomoea batatas nas quais se obteve a
melhor resposta no crescimento e desenvolvimento das
mesmas quando se utilizava 0 meio MS sem regulador
de crescimento (Martins, 1997).

Com relag@o ao nimero de folhas, o tratamento
sem regulador de crescimento (T1) foi o que tinha me-
nor nimero de folhas, porém estas eram maiores, de
cor verde intenso, arredondadas, apresentando-se bem
caracteristicas da espécie. Nesse tratamento, o nimero
de folhas da planta toda chegou a ser de 4 a 15 para o
menor e maior nimero, respectivamente.

Nos demais tratamentos, como ocorreu formagéo
de brotagdes e estas organizavam-se em forma de rose-
ta, a tendéncia foi ocorrer um acréscimo no ndmero de
folhas, a medida que se adicionou BAP no meio de cul-
tivo. Contudo ocorreram modificagbes no formato das
folhas que se apresentavam alongadas, estreitas, peque-
nas e amarel ecidas a medida que se incorporavam doses
crescentes de BAP.

O tratamento que continha 4,0 mg.L™* de BAP
(T4) e o tratamento com 2,0 mg.L ™" de BAP (T3) foram
0s que apresentaram maior nimero de folhas. Obtive-
ram-se, nesses tratamentos rosetas que continham 63
(T4) e 60 (T3), folhas para 0 maior nimero e 22 (T4) e
14 (T3) folhas para 0 menor nimero. Pode-se definir
que 0 meio com 1,0 mg.L™ de BAP (T2) sga o trata-
mento intermedi&rio; obtiveram-se rosetas com 32 fo-
Ihas para 0 maior nimero e 10 para 0 menor nimero.
N&o houve diferenca significativa quanto aos diferentes
tipos de plantulas utilizados. Infere-se que o tipo de
plantula ndo compromete formagdo de folhas, pois em
todos os tratamentos houve a presenca delas, ainda que
deformadas, o que se atribui a divisdes celulares provo-
cadas pelo BAP (Figura 4).
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FIGURA 3 - Tamanho médio de brotos formados a partir de segmentos nodais de chapéu-de-couro cultivados in
vitro em diferentes concentragdes do meio MS. 1) meio MS ausente de regulador de crescimento; 2) meio
MS+1,0mg. L™; 3) meio MS+2,0mg. L™%; 4) meio MS+4,0mg. L™. UFLA, LavrasMG, 1999.
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FIGURA 4 - Nimero de folhas formadas em brotagdes de chapéu-de-couro cultivadas in vitro em diferentes con-
centragdes do meio MS. 1) meio MS ausente de regulador de crescimento; 2) meio MS+1,0mg. L™; 3) meio
MS+2,0mg. L™; 4) meio MS+4,0mg. L™ UFLA, LavrassMG,1999.
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Para o cardter nimero de raizes tratamento sem
regulador de crescimento (T1) e o tratamento que con-
tinha 1,0 mg.L™* de BAP (T2) foram os que promove-
ram o maior crescimento delas entretanto, o tratamento
T2 foi mais eficiente, no qual 0 menor nimero de rai-
zes obtido foi 5 e 0 maior 37; para o tratamento T1 o
menor nimero de raizes obtido foi 6 e o maior 30. O
esperado era que 0 meio ausente de regulador apresen-
tasse a melhor resposta para essa varidvel. E provavel
que o BAP na concentragdo de 1,0 mg.L™ (T2) sga o
mais indicado para induzir a formagdo de raizes, pois
estas mantiveram suas caracteristicas morfoldgicas
idénticas aquelas crescidas em meio M S ausente de re-
gulador de crescimento (T1) (Figura5).

A medida que o regulador de crescimento foi
acrescido ao meio de cultivo, observou-se que 0 nimero
de raizes tendeu a diminuir; no tratamento com 2,0
mg.L ™" de BAP (T3) o menor nimero de raizes obtido
foi 7 e o maior 21; o tratamento com 4,0mg.L ™" de BAP

(T4) obteve 1 para o menor nimero de raizes e 0 maior
12, mas na maioria das repeticdes desse tratamento,
apresentavam-se ausentes de raizes. A diminuicdo no
ndmero de raizes com o suplemento de BAP normal-
mente ocorre, porgque a citocinina € um regulador de
crescimento que inibe o sistema radicular. A indugédo e
ainibicdo dependeréo do balanco e da interacdo entre o
fitohormdnio que é enddgeno e o regulador de cresci-
mento que é exdgeno.

Como ndo houve significancia nos diferentes ti-
pos de pléantulas conclui-se que as mesmas ndo interfe-
rem na formagdo de raizes.

Estudos com Srelitzia reginae demostraram que o
desenvolvimento radicular ocorre em meio MS indepen-
dente da presenca de BAP ou néo, sem promover diferen-
¢as no tamanho das raizes (Paiva, 1998). JA Lameira
(1997) acangou o melhor enraizamento de propagulos de
Cordia verbenacea aos 32 dias gpds aincubaco inicia em
meio M S sem regulador de crescimento.
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FIGURA 5 - NUmero de raizes formadas em brotaces de chapéu-de-couro cultivadas in vitro em diferentes con-
centragdes do meio MS.1) meio MS ausente de regulador de crescimento; 2) meio MS+1,0mg. L™ 3) meio
MS+2,0mg. L™; 4) meio MS+4,0mg. L™ UFLA, LavrasMG, 1999.
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CONCLUSOES

A concentragdo de 4,0 mg.L™* BAP no meio MS
€ amais eficiente para se obter multiplicag@o de brota-
¢Oes, porém, estes, antes de serem levados para a acli-
matacdo devem ser repicados no meio MS sem regula-
dor, para atingirem maior tamanho e melhor desenvol-
vimento foliar e radicular. De forma comercial, 0 meio
MS adicionado de 1mg.L™ BAP seria 0 mais indicado,
pois nele consegue-se um numero satisfatério de brota-
¢des com boa formacado de folhas e raizes.

Independente do tipo de plantulas utilizadas, to-
das desenvolvem-se bem nas concentracbes usadas, e
somente agquelas estando pequenas amarelas compro-
metem ainducdo de brotacdes.
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