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RESUMO

A Urtica dioica L., comumente chamada de urtiga, tem sido aplicada no alivio das dores
e tratamento da artrite reumatoide, devido a sua acdo anti-inflamatoria. A cultura de
tecidos permite a multiplicacdo em massa de plantas medicinais e visa produzir mudas
livres de patogenos e doencas. Entretanto, alguns fatores, como a concentracao de sais no
meio de cultivo, podem influenciar no crescimento e na atividade antioxidante da espécie
in vitro. Nesse contexto, objetivou-se avaliar a influéncia do crescimento, concentracao
de fendis totais e atividade antioxidante in vitro com diferentes concentragdes de sais do
meio basico do MS. Explantes nodais (1,0 cm) de plantulas in vitro foram inoculados em
tubos de ensaio com 12,5 mL de meio de cultivo MS com 4 diferentes concentracgdes de
sais: ¥4 MS, 2 MS, MS e 2MS, suplementados com 30 g L de sacarose, 5,5 g L™ de
agar e o pH ajustado para 5,7 e depois autoclavados. Os tubos de ensaio foram mantidos
em sala de crescimento com fotoperiodo de 16h luz/8h escuro, sob 5 lampadas de LED
com 94 pmol m? st e a 26+1°C, por 40 dias. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado (DIC), sendo 4 tratamentos e 5 repeti¢cdes, com 5 tubos de ensaio
por repeticdo e 1 explante por tubo. Avaliou-se o nimero de folhas, segmentos nodais e
brotacdes, comprimento da parte aérea e da raiz, area foliar, massa seca da raiz, do caule,
das folhas, clorofila a, clorofila b, clorofila total, carotendides, quantificacdo de fendis
totais e atividade antioxidante. Observou-se 0 maior comprimento da parte aérea (7,98
cm), numero de folhas (7,5), maior nimero de segmentos nodais (3,8), maior area foliar
(3,9 cm2), maior acimulo de matéria seca total (14 mg plantula™) e maior concentragéo
de clorofila a (1,03 mg g) em plantulas cultivadas em meio de cultivo na concentragdo
original de sais MS. O dobro da concentracao de sais foi toxico para a plantula e favoreceu
0 acumulo de compostos fendlicos e a atividade antioxidante. Desta forma, é indicado o
uso da concentracdo original de sais MS para melhores resultados de crescimento in vitro
e o0 dobro da concentracdo de sais (2MS) para 0 acimulo de compostos fendlicos e
atividade antioxidante na urtiga.

Palavras-chave: Urtiga. Cultura de tecidos. Planta medicinal.
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1. INTRODUCAO

A Urtica dioica L. (Urticaceae) tem sido utilizada ha centenas de anos na medicina
popular no tratamento de algumas doencgas como artrite, reumatismo, paralisia muscular e
diabetes mellitus (UPTON, 2013). Suas folhas sé&o a principal fonte de compostos bioativos e
servem como matéria-prima na producdo de extratos usados para producdo de alimentos
funcionais com maior teor antioxidante, fabricacdo de queijos e empregado nos setores de
avicultura e psicultura no preparo de racdes (BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2015; DE VICO
etal. 2018; DI VIRGILIO et al., 2015; VAN HAI, 2015).

A espécie também é empregada em outros setores comerciais, como no setor téxtil para
producdo de fibras sustentaveis para confeccdo de cordas, tecidos e redes de pesca (BISHT,;
BHANDARI; BISHT, 2012).

Na producdo comercial da espécie, a propagacao vegetativa tem grande potencial para
o cultivo de mudas pois a propagacao seminifera da espécie resulta em plantas ndo homogéneas,
em razdo do alto nivel de heterosigose. Uma forma de realizar a producédo dessas mudas com
alto padrdo de qualidade é através da cultura de tecidos, mais especificamente, através da
técnica de micropropagacao, que tem como finalidade a producdo de clones com alta qualidade
e mudas livres de patégenos e doencas (VOGL; HARTL, 2003).

Uma das dificuldades existentes na micropropagacéao é que um protocolo eficiente para
a producdo das mudas é especifico para cada espécie, em razdo a diferentes respostas
fisiolégicas e morfoldgicas de cada planta ao meio de cultura (ISAH, 2015). No caso da Urtica
dioica L. ndo ha um protocolo eficiente de micropropagacdo até o0 momento. Um dos fatores
que podem influenciar de forma direta nesse protocolo € a composi¢do do meio de cultura em
gue a plantula vai se desenvolver. O meio de cultura MS, foi desenvolvido por Murashige e
Skoog em 1962 e é um meio universalmente usado para a micropropagagdo. Esse meio é
constituido por macronutrientes, micronutrientes, compostos organicos e vitaminas (QUISEN
et al., 2008).

O meio de cultura e forma de propagacdo da urtiga podem influenciar no crescimento e
concentra¢do dos metabolitos secundarios e, como 0s compostos fendlicos, conhecidos por
apresentarem atividade antioxidante na espécie (DI SOTTO et al., 2015). Estes compostos agem
no sequestro de radicais livres produzidos no metabolismo e sdo utilizados na prevencéo de
doencas ligadas ao estresse oxidativo como disturbios inflamatorios, cancer e diabetes
(PISOSCHI; POP, 2015).



Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes concentragdes
de sais em meio de cultura MS no crescimento e no acumulo de compostos fendlicos, assim

como avaliar a atividade antioxidante em plantulas de Urtica dioica micropropagadas.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Urtica dioica L.

A Urtica dioica L. é pertencente a familia Urticaceae que compreende cerca de 53
géneros e aproximadamente 2655 espécies (CHRISTENHUSZ; BYNG, 2016), podendo ser
plantas monoicas e didicas distribuidas por diferentes regides tropicais e subtropicais do mundo
(KAVALALI, 2003). Dentre os 53 géneros existentes, no Brasil se encontram 13 deles
espalhados por todo o territério nacional, como por exemplo a Urtica e Laportea, chegando a
109 espécies com diferentes caracteristicas e habitos. As espécies conhecidas do género Urtica
sdo Urtica circularis (Hicken) Sorard, Urtica spathulata Sm., Urtica urens L. e Urtica dioica
L. (ROMANIUC-NETO; GAGLIOTI, 2015).

A Urtica dioica L. conhecida popularmente como urtiga, possui caule simples de
coloracdo esverdeada e dispde de poucas ramificacdes. A espécie presenta folhas ovais ou
lanceoladas e opostas, sendo seu caule e folhas cobertos por tricomas (BISHT; BHANDARI;
BISHT, 2012; TAYLOR, 2009). E uma espécie perene herbacea que pode atingir até 2 m de
altura (JAN; ZARAFSHAN; SINGH, 2016). Sua inflorescéncia se caracteriza pela formacéo
de cachos (racimio) de 2 a 8 cm chamado de panicula, com flores unissexuais e de coloracao
esverdeada (UPTON, 2013). Seus frutos sdo do tipo aquénio, possuem apenas uma semente e
medem cerca de 0,7 a 0,9 mm de largurae 1 a 1,5 mm de comprimento (REAUME, 2010).

A espécie é utilizada ha centenas de anos na medicina popular, sendo as folhas a
principal fonte de compostos bioativos, serve como matéria-prima na produgdo de extratos
usados para diversos fins (DI VIRGILIO et al., 2015). Algumas partes da planta como folhas,
caule e flores sdo usados em decoccdo ou infusdo para o tratamento de anemia, reumatismo,
artrite, problemas musculares, diabetes, entre outras doencas. Pode ser empregada também no
tratamento de “urticagdo” para estimular a circulacdo sanguinea (UPTON, 2013). Do ponto de
vista nutricional, a U. dioica contém vitamina A. C, célcio, ferro, sddios e acidos graxos
(RUTTO etal., 2013).

O desenvolvimento dessa espécie se d& melhor em solos ricos em nitrogénio, fosfato e
matéria organica (BISHT; BHANDARI; BISHT, 2012), podendo ter o pH variando entre 5,6 a



7,6 (DI VIRGILIO et al., 2015). A urtiga é naturalmente propagada através de sementes e
rizomas (JAN; ZARAFSHAN; SINGH, 2016), e é classificada como espécie anemocorica
(TAYLOR, 2009).

FIGURA 1- A — Espécie Urtica dioica L. (Urticaceae), cultivada em vasos na casa de
vegetacdo; B — Face adaxial da folha; C — Face abaxial da folha.

Fonte: José Eduardo B. P. Pinto (2018).

Para a producdo comercial da espécie, a propagacdo vegetativa tem grande potencial
para o cultivo de mudas, via estaquia (VOGL; HARTL, 2003) ou rizomas (JANKAUSKIENE;
GRUZDEVIENE, 2013; WURL et al., 2002), visando a producao uniforme de mudas com alto
teor de fibras e matéria prima para producdo de fitoterapicos. A urtiga apresenta elevado nivel
de heterozigose, assim, a propagacdo sexuada tem como resultado plantas ndo homogéneas
(VOGL; HARTL, 2003).

Algumas aplicagBes dessa espécie na industria incluem o setor alimenticio, que utiliza

seu extrato para produzir alimentos funcionais com maiores taxas de teor antioxidante



(BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2015), ou ainda pode ser usado para a fabricagdo de queijos,
auxiliando na coagulagdo do leite e alterando as propriedades organolépticas (FIOL et al.,
2016). E empregada também nos setores de avicultura e psicultura, por apresentar atividade
imunoestimulante e promover o crescimento em peixes (DE VICO; GUIDA; CARELLA, 2018;
VAN HAL, 2015) e induzir o aumento da resisténcia a doengas em aves (SANDRU et al., 2016).
Outro setor da industria a explorar o uso da urtiga é o setor téxtil para produzir fibras
sustentaveis na confecgdo de cordas, tecidos e redes de pesca (BISHT; BHANDARI; BISHT,
2012).

As plantas produzem micromoléculas de grande variagao estrutural como produto do
metabolismo secundario em resposta as alteracGes ambientais para sobrevivéncia ou adaptacdo
(TAIZ et al., 2017). Alguns fatores afetam diretamente o acumulo dos compostos bioativos e
metabolismo secundario da planta, como condi¢fes ambientais, hora do dia, idade da planta,
danos mecénicos, disponibilidade de COz e O, nutrientes disponiveis e sazonalidade (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007; NAIK; AL-KHAYRI, 2016).

Dentre os metabolismos secundarios estdo 3 grandes grupos: terpenos e esteroides,
alcaloides e os compostos fenolicos (AHMED; ARSHAD; KHAN, 2017). Esses compostos
bioativos sdo usados pela industria farmacéutica para a produgdo de medicamentos
fitoterapicos, por possuirem acdo antibidtica, anti-inflamatéria e antioxidante
(CANADANOVIC-BRUNET et al., 2009). Dentre estes compostos , 0s compostos fendlicos
apresentam atividade antioxidante (AO et al., 2008; KARIMI et al., 2013), e foram indicados
como responsaveis pela atividade terapéutica da Urtica dioica (JAN; ZARAFSHAN; SING,
2016). Estes antioxidantes sdo responsaveis por prevenir o aparecimento de cancer, retardar o
desenvolvimento de doencas crénicas e aumentar o tempo de prateleira de alguns alimentos
(OSKOUEIAN et al., 2011).

Héa estudos que relacionam a atividade antioxidante da urtiga a atividade anticancerigena
(ADHIKARI; BAJRACHARYA; SHRESTHA, 2016; FATTAHI et al., 2018), mais especifico
com 0 uso da espécie para o tratamento no cancer de mama (FATTAHI et al, 2013) seus rizomas
sdo utilizados producdo de fitoterdpicos para o tratamento da hiperplasia prostatica benigna
(MEN et al., 2016).

2.2. Cultura de tecidos de plantas medicinais

A cultura de tecidos vegetais € utilizada para a producdo de mudas de alto padrdo de
qualidade genética e fitossanitaria e em espécies de dificil propagacdo, sendo também
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empregada na transformag&o genética, no estudo de metabdlitos secundarios de valor comercia
e permite a producdo de plantulas in vitro a partir de células de qualquer parte do tecido vegetal
(ESPINOSA-LEAL; PUENTE-GARZA; GARCIA-LARA, 2018; ALTPETER et al., 2016).

A micropropagacdo é uma das técnicas da cultura de tecidos, usada para a produgdo em
larga escala de mudas sadias e livres de patdgenos durante todo o ano e em condigdes
ambientais controladas, tendo como objetivo final plantas com maior desempenho na area de
interesse seja ela a producdo de biomassa ou rendimento e composi¢cdo dos metabolitos
secundarios.  (ESPINOSA-LEAL; PUENTE-GARZA; GARCIA-LARA,  2018;
KARUPPUSAMY, 2009). Além disso, a técnica possibilita o estudo do ambiente no
crescimento, desenvolvimento e funcionamento do metabolismo secundario de plantas
medicinais. Através dela é possivel controlar o microclima dentro do tubo de ensaio e observar
as respostas morfofisiologica das plantas (DOU et al., 2017; RAMIREZ-MOSQUEDA;
IGLESIAS-ANDREU; BAUTISTA-AGUILAR, 2017).

Um dos desafios existentes para a micropropagacao é que um protocolo eficiente é
especifico para cada espécie, devido a diferentes respostas fisioldgicas e morfoldgicas (ISAH,
2015). No caso da Urtica dioica L. ndo foram encontrados estudos em rela¢do a um protocolo
eficiente de micropropagacéao até o momento.

O meio de cultura formulado por Murashige e Skoog (MS) em 1962 € um meio
universalmente usado em varias técnicas in vitro. E 0 meio com maior concentraco em sais
minerais e € constituido por: macronutrientes, micronutrientes, compostos organicos e
vitaminas (QUISEN et al., 2008). O meio MS é amplamente utilizado na micropropagacao de
plantas medicinais. De acordo com Hlatshwayo et al. (2020), 0 meio MS ¢é indicado para a
micropropagacao da Aloe peglerae, com enraizamento de 100% das brotacdes e aclimatizadas
com sucesso com uma frequéncia de sobrevivéncia de 100%, ap6s 6 semanas. Para o melhor
desenvolvimento in vitro de Stevia rebaudiana, € indicado o uso do meio MS na concentracdo
original dos sais, enriquecido com 1 mg L de acido indol-acético (AIA) (ROKOSA, M.T.;
KULPA, 2020). No orégano (Origanum vulgare L.) de acordo com Pandey et al. (2019), a
melhor forma de micropropagacdo foi o cultivo em meio MS com a concentragéo de 50% de
sais, suplementado com 50 uM de acido indol butirico (IBA) onde as brotacGes apresentaram
0 melhor enraizamento (PANDEY et al., 2019).

O boldo (Vernonia amygdalina) obteve 100% de enraizamento em meio MS fortificado
com &cido indol butirico (IBA) com média de 20,2cm de comprimento das raizes por brotagéo.
E para o desenvolvimento da brotagdo o melhor meio foi o MS suplementado com 6-

benzilaminopurina (BAP) e Acido 1-naftalenoacético (ANA) apresentando 98,89% de
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formacéo das brotacfes (JOSHI et al., 2020). Segundo Singh et al. (2019) para a Bergenia
ciliata 0 maior nimero de brotacGes regeneradas por explante foi obtido em meio sélido MS
suplementado com 6-benzilaminopurina (BAP) e acido indolacético (AIA) e 100% do
enraizamento das brotacdes apds 6 semanas de cultura em meio liquido MS.

Conforme Rajaram, Sriramji e Sureshkumar (2015), para o boldo
(Plectranthus bourneae) o meio MS combinado com os horménios 6-benzilaminopurina (BAP)
e Acido indol butirico (AIB) obteve as melhor taxas de enraizamento com sobrevivéncia de
83,2% das plantulas na fase de crescimento. De acordo com Carvalho et al. (2018) o0 meio MS
com sua concentracao de sais reduzida pela metade (1/2 MS) e a sacarose na concentracao de
30gL? éoindicado na micropropagacéo de erva-de-santa-maria (Chenopodium ambrosioides
L.) e proporcionam melhor crescimento in vitro de segmentos nodais. Pode-se citar ainda o
protocolo de micropropagacdo da Lippia gracilis, onde o uso da concentracdo com a memtade
dos sais MS (*2 MS) em combina¢do com membranas semi permeaveis promoveu 0s melhores

parametros de crescimento e resposta a area foliar dos explantes (LAZZARINI et al., 2019).

TABELA 1 — composicao dos sais do meio de cultura MS

Formula¢do meio de cultura Murashige e Skoog
Composto Quantidade Unidade

NH4NO3 1650 Miligramas (mg)
KNO3 1900 Miligramas (mg)
CaCl. 2H:0 440 Miligramas (mg) |
MgS04. TH20 370 Miligramas (mg)
KH:2PO4 170 Miligramas (mg)
NA:-EDTA 37,3 Miligramas (mg) |
FeSO4. TH20 27.8 Miligramas (mg)
H3BO3 6,2 Miligramas (mg)
MnSOs4. 4H20 22,3 Miligramas (mg) |
ZnSO4. 4H20 8,6 Miligramas (mg)
KI 0,83 Miligramas (mg)
Na:MoOs4. 2H20 0,025 Miligramas (mg)
CuSO4. SH20 0,025 Miligramas (mg) |
CoCl2. 6H20 0,025 Miligramas (mg)
Sacarose 30,00 Gramas (g)
_{&_gar 10 Gramas (g)
Agua destilada 1000 Mililitros (ml)

Fonte: Murashige; Skoog, 1962.
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2.3. Atividade antioxidante da Urtica dioica

Os metabolitos secundarios ndo possuem papel direto no crescimento e
desenvolvimento das plantas, mas desempenham um papel significativo no mecanismo de
defesa, tendo como principal fungdo promover a sobrevivéncia das plantas em condicdes
adversas (ZANDALINAS et al. 2017). Os metabdlitos secundarios sdo geralmente classificados
de acordo com sua via biossintética, sendo divididos em trés grandes grupos: terpenos e
esteroides, alcaloides e os compostos fendlicos (TIWARI; RANA, 2015).

O grupo dos compostos fendlicos é constituido por fendis, &cidos fenodlicos e
flavonoides (AHMED; ARSHAD; KHAN, 2017), sendo importantes para melhor adaptacéo ao
ambiente e resisténcia a patdégenos e predadores (LI et al., 2014). Na urtiga os principais
encontrados sdo: acido ferdlico, naringina, acido elagico, miricetina, quercetina, rutina,
isoquecitrina e o &cido 5-0-cafeoilquinico (FIGURA 2) (ESPOSITO et al.,, 2019; JAN;
ZARAFSHAN; SINGH, 2016.).

FIGURA 2 - Compostos bioativos encontrados em maior quantidade na Urtica dioica.
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Fonte: Esposito et al (2019); Jan, Zarafshan e Singh (2016).
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De acordo com Esposito et al. (2019) a Urtica dioica coletada na Italia possui 0s
seguintes compostos: acido ferdlico, naringina, acido elagico, miricetina e rutina, entretanto de
acordo com os autores Jan et al. (2016) encontraram 0S compostos: quercetina, rutina,
isoquecitrina e o &cido 5-0-cafeoilquinico como majoritarios. Essa diferenca na composicéo
quimica provavelmente ocorreu pela diferenca no local da coleta, uma vez que as condicbes
ambientais, disponibilidade hidrica, horario de coleta, nutrientes disponiveis e idade da planta
afetam a composicao quimica (NAIK; AL-KHAYRI, 2016).

Os compostos fenolicos sdo conhecidos por apresentarem atividade antioxidante (DI
SOTTO et al., 2015). Estes compostos agem no sequestro de radicais livres produzidos no
metabolismo e sdo utilizados na prevencdo de doencas ligadas ao estresse oxidativo
(PISOSCHI; POP, 2015). Uma das formas para quantificar a atividade antioxidante é pelo teste
de Capacidade de Absorcdo do Radical Oxigénio (ORAC) (OJHA et al., 2018).

O método da Capacidade de Absorcdo do Radical Oxigénio (ORAC) é baseado na
oxidacdo da fluoresceina por radicais peroxila adicionado ao teste (AAPH). Os antioxidantes
presentes no extrato das plantas protegem a fluoresceina, bloqueando a reacédo de oxidacgéo (OU,;
HAMPSCH-WOODILL; PRIOR, 2001), sendo esta atividade observada por meio de leitura da
absorbéancia via espectrofotometro (OJHA et al., 2018).

Existem alguns estudos que relatam a atividade antioxidade da Urtica dioica L.
Belmaghraoui et al. (2018) quantificaram a capacidade antioxidante no mecanismo in vitro,
usando métodos de 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) e capacidade de eliminacéo de radicais,
métodos de 2,2-azinobis (3-etilbenztiazolina sulfonato) (ABTS) demonstrando que 0s extratos
das sementes e folhas de U. dioica exibem atividade antioxidante (BELMAGHRAQUI et al.,
2018). Entretanto, os autores Kukri¢ et al. (2012) ao realizarem experimentos com espécies
selvagens de urtiga coletadas na regido da Republica Sérvia reportaram um 1Cso de 31,38 g
mL! para o extrato seco de folhas, considerando a espécie de fraca a moderada capacidade

antioxidante.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de conducéo e obtencédo do material vegetal

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas
Medicinais do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (DAG -
UFLA), localizada no municipio de Lavras, Minas Gerais. O material foi coletado de plantas
cultivadas em casa-de-vegetacdo. As exsicatas foram depositadas no herbario da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria (EPAMIG) em novembro de 2018, sob o registro 58577.

Plantas matrizes cultivadas em casa-de-vegetagdo foram utilizadas para coleta de
explantes. Segmentos nodais e apicais foram deixados em agua corrente por 30 minutos com 5
gotas de detergente comercial. Posteriormente, os explantes foram imersos em solugdo 50% de
agua sanitaria (15 minutos com agitagdo), seguidas de triplice lavagem em agua destilada
autoclavada em capela de fluxo laminar horizontal. Em seguida, segmentos de 1 cm foram
inoculados na vertical em tubos de ensaio contendo meio de cultura MS, suplementado com 30
g L de sacarose e 5,5 g L! de 4gar. O pH foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem
por 20 min, a 121°C. Os tubos foram encaminhados para sala de crescimento com 5 lampadas
LED sob intensidade luminosa de 94 pmol m2 s, de acordo com experimentos preliminares.
As plantulas foram repicadas a cada 40 dias até obtencdo de material necessario para a

montagem do experimento.

3.2. Descricéo dos tratamentos

Foram avaliadas 4 concentragcbes de sais do meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) nas seguintes formulagdes: ¥ MS, ¥2 MS, MS e 2MS. O meio de cultura foi
suplementado com 30 g L™ de sacarose e 5,5 g L ™! de 4gar. O pH do meio foi ajustado para 5,7
+ 0,1 antes da autoclavagem por 20 min, a 121 °C. Segmentos nodais (1 e 2° par de folhas — a
partir do &pice) foram inoculados na vertical em tubos de ensaio contendo 12,5 mL de meio de
cultura. Os tubos de ensaios foram cultivados em sala de crescimento com fotoperiodo de 16h
luz/8h escuro, sob 5 lampadas de LED com intensidade luminosa de 94 pmol m? s?, a
temperatura de 26+1 °C.

Ap0s 40 dias da inoculacdo, foram avaliado o nimero de folhas, de brotos, de segmentos

nodais, comprimento da parte aérea (cm) e da raiz principal (cm), area foliar (cm?), matéria seca
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das folhas, caule e raiz (mg), clorofila a, b e total (mg g* MF), carotenoides (mg g* MF),
compostos fenolicos totais e atividade antioxidante (via ORAC).
O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, totalizando 4 tratamentos

constituido de 5 repeti¢cdes, com 5 tubos de ensaio por repeticdo, sendo um explante por tubo.

3.3. Andlise de crescimento

Para analisar o crescimento, foram feitas as medidas com o uso de uma régua,
comegcando da base da brotacdo até a ponta da gema apical para determinar a altura da brotacéo,
e para 0 comprimento das raizes mediu-se da base da brotacdo até a ponta da raiz mais longa.
Para a obtencdo de biomassa seca, foi colocado dentro de sacos de papel kraft separadamente
os caules, raizes e folhas, e depois postos em estufas de circulacdo forcada de ar a 37°C até
alcancar peso constante, com o tempo aproximado de 72 horas. Apds retirado, o material foi
pesado em balanga de precisao.

3.4. Andlise dos pigmentos fotossintetizantes

Para a quantificagdo dos pigmentos fotossintetizantes foram analisados clorofila a,
clorofila b, relacdo b/a, clorofila total e carotenoides. A extragcdo desses pigmentos foi
executada de acordo com a metodologia descrita por Lichtenthaler (1987). Perante luz verde
em sala escura, foram coletados 50 mg de matéria fresca de folhas. Posteriormente, foi realizado
a maceragdo da matéria fresca coletada. Posteriormente o material foi colocado em tubos do
tipo Falcon, envoltos em papel aluminio, e acrescidos de 10 mL de dimetilsulfoxido (DMSO).
Logo apds, os tubos foram encaminhados para a estufa, a temperatura de 65 °C, por 24h. Depois
desse periodo, 3 mL do extrato foi coletado e colocado em cubetas de quartzo, para leitura das
absorbancias nos comprimentos de onda 480 nm (carotenoides) 649 nm (clorofila a) e 665 nm
(clorofila b) (HISCOX; ISRAELSTAM, 1979). As leituras das absorbancias especificas foram
realizadas pelo leitor TECAN INFINITY M200 PRO, operado com o sistema de processamento

de dados I-control versdo 3.37. As leituras foram realizadas em triplicata.
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3.5. Fendis totais
3.5.1. Preparacao do extrato

Folhas secas de Urtica dioica foram pulverizadas em gral e pistilo. Uma aliquota de 15
mg do pé de U. dioica foi pesada diretamente em microtubos. Aos microtubos adicionaram-se
2 mL de MeOH:H-0 (1:1), os quais foram agitados por 5 segundos no vortex e submetidos a
extracdo por sonicagdo por 15 minutos, a temperatura ambiente. Apos centrifugagéo a 10.000
RPM por 10 minutos, o sobrenadante foi recolhido e armazenado em freezer a -20 °C, até as

analises.

3.5.2. Quantificacdo de fenois totais

Para quantificar os compostos fendlicos, utilizou-se 20 pL do extrato de cada fracao,
em seguida adicionados 120 pL do reagente Folin-Ciocalteu (10%) por 5 minutos e a 120 pL
de Na,COs3 (7,0%), de acordo com o método de Folin-Ciocalteu, com modificacdes em
microplacas de 96 poc¢os.Todas as amostras foram incubadas por 2 horas no escuro em
temperatura ambiente. As leituras de absorcdo molecular no ultravioleta foram mensuradas na
leitora de microplacas TECAN INFINITY M200 PRO, operada com o sistema de
processamento de dados I-control ® verséo 3.37.

A curva de calibragdo foi constituida com padrao &cido galico (Sigma-Aldrich®, > 98%)
na faixa de 0,0078 a 0,25 mg mL™, y= 6,2873x+0,9239 (R?=0,9986). Os resultados foram
expressos em miligramas de equivalente de acido galico por grama de matéria seca de folha

(MgEAG gMSF™Y). Todos os tratamentos foram avaliados em triplicata.

3.6. Analise de antioxidante pela Capacidade de Absor¢éo do Radical Oxigénio (ORAC)

A anélise foi baseada no método de Ou, Hampsch-Woodill e Prior (2001), com
modificagdes. Em microplacas pretas de 96 pocos, foram adicionados 25 pulLL da amostra e 150
pL de fluoresceina (70 mM) preparada em tampao fosfato (75 mM e pH 7,4). A microplaca foi
pré-incubada durante 10 minutos, a 37 °C. Ap0s esse periodo, foram adicionados 30 pL do
radical AAPH [2,2'-Azobis (2-amidinopropano) dihidrocloreto] (12 mM), sendo a
fluorescéncia registrada a cada minuto, por 150 minutos. Como controle, foi utilizado o padréo

Trolox nas concentragdes de 0,25 a 0,015625 mg mL™. Como branco foram utilizados 30 pL
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do tampéo fosfato (75 mM e pH 7,4) em substituicdo ao AAPH. Todos os tratamentos foram
avaliados em triplicata.

Os resultados foram calculados usando uma equacéo de regressdo entre a concentracao
de Trolox e a AUC (area sobre a curva) liquida (AUCamostra-AUChbranco), Sendo o0s valores de
ORAC expressos como miligrama de equivalente de Trolox por grama de matéria seca da folha
(mgET gMSF).

3.7. Analises estatisticas
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias dos tratamentos

foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando-se o software
Sisvar®, versdo 5.6 (FERREIRA, 2017).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Anadlise de crescimento

A concentragdo dos sais do meio de cultura MS influenciou significativamente o
crescimento in vitro da urtiga (TABELA 2). De modo geral, apds 40 dias de cultivo os melhores
resultados de crescimento dos explantes foram encontrados no meio com a concentracao
original de sais MS, apresentando maior crescimento da parte aérea (7,98 cm), crescimento da
raiz (1,76 cm), nimero de folhas (7,5), nimero de segmentos nodais (3,8) e area foliar (3,9
cm?). Entretanto, ndo houve diferenca significativa para o nimero de brotacdes (TABELA 2 e
FIGURA 3).

O crescimento e desenvolvimento da Urtica dioica é beneficiado em solos ricos em
nitrogénio, fosfato e matéria organica (BISHT; BHANDARI; BISHT, 2012). O meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) possui alta concentracdo de nitrogénio (60 mM), apresenta
rigueza em sais minerais e é constituido por macronutrientes, micronutrientes, compostos
organicos e vitaminas (QUISEN et al., 2008). Provavelmente o crescimento da U. dioica foi
favorecido pela concentracdo de nitrogénio disponivel no meio de cultura.

Cada espécie responde fisiologicamente de maneira especifica a composi¢cdo do meio
de cultura. Assim, o desequilibrio tanto para o excesso quanto a falta pode acarretar em
problemas de absor¢do dos nutrientes pelas plantulas e prejudicar seu crescimento.

Rossato, Canto-dorow e Nicoloso (2015) reportaram que para a micropropagacao do
quitoco (Pluchea sagittalis Lam.) o melhor meio para o cultivo foi utilizando ¥4 dos sais em
meio de cultura MS. Contudo, de Carvalho et al. (2018) ao avaliar diferentes concentragdes de
sais no meio de cultura concluiu que o uso de Y2 sais MS promoveu o melhor crescimento de
plantulas de erva de Santa Maria (Chenopodium ambrosioides L.).

Em relagdo a area foliar, o melhor resultado foi observado com 0 uso do meio com
concentracdo original de sais MS (TABELA 2). De acordo com Yin et al. (2003), ha uma
relacdo direta quantitativa entre o indice de area foliar e a disponibilidade e distribuicdo de
nitrogénio na planta. Esse resultado esta relacionado ao melhor crescimento das plantulas nessa
concentracdo de sais, uma vez que a plantula consegue ter uma maior area de absorcéo da

radiacdo, favorecendo a fotossintese e um melhor crescimento.
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FIGURA 3 - Plantulas de Urtica dioica L. oriundas de segmentos nodais cultivados in vitro

com diferentes concentracfes de sais do meio de cultura MS, aos 40 dias.

1/4MS 1/2MS

TABELA 2 - Valores de comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da maior raiz (CR),
namero de folhas (NF), nimero de segmentos nodais (NSN) e area foliar (AF) de plantulas de
Urtica dioica L., oriundas de segmentos nodais cultivados in vitro com diferentes concentracfes

de meio MS, aos 40 dias.

Tratamentos CPA CR NF NSN AF (cm?)
(cm) (cm)

Y4 MS 468D 2,12a 56b 2,8b 1,2b

% MS 550b 1,94 a 55b 2,7b 19b

1 MS 7,98 a 1,76 a 75a 3,8a 39a

2 MS 5,64 b 0,82b 6,4b 32b 2,0b

CV (%) 11,1 22,5 15,8 16,0 10,5

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-

Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

Diferentes concentragdes de sais influenciaram na producgédo de matéria seca de Urtica

dioica micropropagada. Os melhores resultados foram observados no meio MS com

concentragdo original dos sais, sendo 5,3 mg por plantula para matéria seca das folhas, 4,6 mg

da raiz, 4,1 mg do caule e 14mg da matéria seca total. O meio de cultura suplementado com

apenas Y4 dos sais do meio MS obteve um ganho de matéria seca de 7,2 mg plantula’, isso
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representa 94% a menos de matéria seca em relacdo ao meio com a concentracdo original de
sais MS. Observa-se que o ganho de matéria seca foi até a concentracdo original de sais MS
ocorrendo uma queda de 31% no acumulo de matéria seca nas plantulas com maiores
concentragdes de sais (2MS) (TABELA 3). A maior concentracdo dos sais no meio de cultura
pode ter levado a redugdo do potencial hidrico, dificultando a absor¢do de &gua e nutrientes
pelas plantulas afetando o ganho de matéria seca e causado fitotoxidez nas plantulas (TABELA
3).

Pierine et al. (2019) constataram que em meio de cultura com % sais MS se obteve 0
maior acumulo de matéria seca total com 0,81g para a micropropagacado de Calabura (Muntingia
calabura L.). O aumento das concentracGes de macronutrientes e micronutrientes no meio
promovem incrementos em caracteristicas fitotécnicas, pois, a absor¢do de um dado nutriente

pode ser influenciada pela concentracao de outro (FIGUEIREDO et al. 2008).

TABELA 3 - Matéria seca das folhas (MSF), do caule (MSC), da raiz (MSR) e total (MST) de
Urtica dioica oriundas de segmentos nodais cultivados in vitro com diferentes concentracfes
de sais MS, aos 40 dias.

Tratamentos MSF MSR MSC MST
mg plantula™

Y4 MS 2,3¢C 2,7b 22b 7,2¢C

¥ MS 39b 25D 2,7b 9,1b

MS 53a 46a 4,1a 140 a

2 MS 3,8b 26D 43a 10,7 b

CV (%) 7,06 18,1 11,9 8,10

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

4.2. Anélise de pigmentos fotossintéticos

Houve diferenca significativa entre os tratamentos para os pigmentos fotossintetizantes.
O uso das concentracbes MS e 2 MS favoreceram a concentracdo de clorofila a e clorofila total,
ao passo que MS apresentou menor concentracdo de clorofila b. Nao houve diferenca
significativa para a concentracdo de carotenoides (variando de 0,19 a 0,22 mg/g MF). A relagéo
entre a clorofila a e b foi superior no meio com a concentracdo de MS (TABELA 4).

Segundo Taiz et al. (2017), as clorofilas tem um papel indispensavel na fotossintese,
sendo responsaveis por captar a energia luminosa para inicio de reacdes fotoquimicas, sendo a
clorofila a o principal pigmento fotossintético. Desta forma é possivel relacionar o crescimento

das plantulas com a concentracédo de clorofila.
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De acordo com Kukric et al. (2012) Urtica dioica selvagens colhidas durante o verao na
Republica Sérvia apresentam valores de clorofilas a igual a 0,882 mg g%, clorofila b 0,285 mg
g e clorofila total 1,174 mg g* MF, esses resultados se assemelham aos encontrados nesse

estudo.

TABELA 4 - Concentragdo de pigmentos fotossintéticos de plantulas de Urtica dioica L.
oriundas de segmentos nodais cultivados in vitro com diferentes concentracdes de sais MS, aos
40 dias.

Clorofila a Clorofila b Clorofilatotal  Carotenoides .
Tratamentos Relacéo a/b
mg/g MF

Y2 MS 0,73 ¢ 0,23 a 0,96 c 0,18 a 2,77¢c

% MS 0,89b 0,23 a 1,13 b 021a 3,80b

1 MS 1,03 a 0,20 b 1,23 a 0,19 a 5,05a

2 MS 0,99 a 0,25 a 124 a 0,22 a 401b
CV (%) 5,39 3,44 3,32 18,79 4,22

As médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. MF= matéria fresca

4.3. Compostos fendlicos totais e atividades antioxidante

Houve diferenca significativa entre os tratamentos em relacdo ao acimulo de compostos
fendlicos totais nas plantulas micropropagadas de urtiga (FIGURA 4). Observou-se que
maiores concentracdes de sais (2MS) levaram ao maior acimulo dos compostos e maior
atividade antioxidante (FIGURA 5). Provavelmente isso ocorreu devido ao estresse causado
pela alta concentracdo de sais no meio de cultura, levando a producdo de metabolitos
secundarios na tentativa de garantir a sobrevivéncia da plantula in vitro. Os compostos fenélicos
apresentam acdo antioxidante (KARIMI et al., 2013).

Neste estudo o uso de 2MS promoveu o acumulo de 7,3 mg de equivalente acido galico
por grama de folha seca, correspondendo 49% a mais em relacdo ao meio MS. Na atividade
antioxidante o meio suplementado com 2MS foi de 176 mg de equivalente TROLOX por grama
de planta pelo teste ORAC, isto representa 21% superior ao meio MS.
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FIGURA 4 - Teores de compostos fendlicos totais de plantulas de Urtica dioica cultivadas in
vitro, com diferentes concentracdes de sais MS aos 40 dias.
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As médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. MgEAG/g planta = miligrama de equivalente de acido
galico por grama de matéria seca de folha.

FIGURA 5 - Atividade antioxidante de plantulas de Urtica dioica cultivadas in vitro, com
diferentes concentracgdes de sais MS aos 40 dias pelo teste ORAC.
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As médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. mgET/g planta = miligrama de equivalente de

Trolox por grama de matéria seca da folha.
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5. CONCLUSAO

O meio de cultura com a concentragdo original de sais MS favoreceu o maior
crescimento e ganho de biomassa seca in vitro de Urtica dioica L. O meio suplementado com
0 dobro de concentracdo de sais (2MS) favoreceu o acimulo de compostos fendlicos e a

atividade antioxidante.
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