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RESUMO

A Urtica dioica L. (Urticaceae), popularmente conhecida como urtiga, ¢ uma espécie
vegetal utilizada na medicina popular para o tratamento de artrite, reumatismo e paralisia
muscular. A planta medicinal cultivada no campo esta sujeita a variacdes ambientais e
agronOmicas, associadas a variacao na concentracdo de metabolitos secundarios nos tecidos
vegetais. Esses fatores podem ser ajustados na propagacao de plantulas onde ¢ possivel
controlar o ambiente, como na cultura de tecidos. A contamina¢do ¢ um dos maiores
problemas da propagacdo in vitro, quando presente, pode matar, enfraquecer ou alterar
significativamente as plantulas. Objetivou-se avaliar a sobrevivéncia e crescimento in vitro de
diferentes explantes de urtiga na fase de estabelecimento e repicagem. O delineamento
inteiramente causalizado (DIC) foi utilizado nos dois experimentos realizados. No primeiro,
os explantes foram coletados de planta matriz estabelecida em casa de vegetacdo, sendo 5
tratamentos com 4 repetigdes e 7 tubos por repeti¢do, os tratamentos eram representados por
cinco posi¢des diferentes do segmento caulinar, partindo-se do dpice para a base. No segundo,
os explantes foram coletados de plantulas estabelecidas in vitro, sendo 3 tratamentos com 4
repeti¢cdes, sendo 5 tubos por repeticdo, os tratamentos eram representados por trés posicoes
diferentes do segmento caulinar, partindo-se do dpice para a base. O meio de cultura MS foi
utilizado no estabelecimento e na propagagdo. Os explantes provenientes de segmento apicais
de U. dioica possuem menor contaminagdo ¢ maior taxa de sobrevivéncia que segmentos
nodais. Na propagacdo in vitro, o segmento apical obteve maior crescimento e acimulo de
biomassa que os segmentos nodais.

Palavras-chave: Urtiga, planta medicinal, contaminagdo, desinfestacdo e cultura de tecidos.
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1 INTRODUCAO

A espécie Urtica dioica L., pertencente a familia Urticaceae, possui uma variedade de
subespécies conhecidas popularmente como urtiga. Quando tocada provoca dermatite aguda
devido a presenca de mediadores bioquimicos nos tricomas das folhas e caule. Diferentes
partes da urtiga podem ser usadas como alimento, forragem, matéria-prima para cosméticos,
industria, medicina e na agricultura biodinamica. Apesar de ser conhecida como um vegetal
comestivel e altamente nutritivo, os estudos tém se concentrado mais no seu valor como fonte
de fibra e na medicina alternativa (RUTTO et al., 2013).

O tratamento com urtiga para artrite, reumatismo ¢ paralisia muscular tornou-se um
padrdo na medicina popular. Experimentos pré-clinicos evidenciam a presenca de atividades
antiasmaticas, anticaspa, adstringente, depurativa, diurética, galactagogo, hemostatica e
hipoglicémica provenientes dos compostos quimicos dessa planta (AHMED;
PARSURAMAN, 2014). Evidéncias farmacoldgicas comprovam a atividade anti-inflamatoria
e analgésica do extrato de folhas de U. dioica L., justificando o seu uso no tratamento de
artrite e outras complicagdes inflamatorias (HAJHASHEMI; KLOOSHANI, 2013).

A planta medicinal cultivada no campo estd sujeita a variagdes ambientais e
agrondmicas, associadas a concentragdo dos metabolitos secundarios nos tecidos vegetais.
Esses fatores podem ser ajustados na propagacdo de plantulas onde € possivel controlar o
meio ambiente, como na cultura de tecidos. Essa técnica se baseia no principio da totipoténcia
celular e depende da regeneracdo de novas plantas a partir de pequenos explantes (células,
tecidos ou orgdos) que sao isolados de plantas selecionadas, esterilizados e incubados em
tubos de ensaio com meio de cultura definido e sob ambiente controlado.

Um dos maiores problemas da técnica ¢ a contamina¢do por microrganismos, quando
presente, pode matar, enfraquecer ou alterar significativamente os explantes utilizados. Tudo
que entra em contato com o material vegetal passa a ser um contaminante em potencial, os
protocolos de esterilizag¢do, desinfestacao, higiene pessoal e limpeza do ambiente de trabalho
sdo fatores essenciais para ter um ambiente asséptico e gerar um produto livre de
contaminacao.

A desinfestagdo impede a contaminag¢do por microrganismos presentes na superficie
do explante, essa pode ser feita utilizando agua corrente e substancias quimicas. O processo
de descontaminagdo causa lesdes no tecido e muitas vezes levam a oxidacdo irreversivel,

ocorrendo vazamento fenolico e eventual morte do explante. As contaminagdes que persistem
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ap6s a desinfestagdo em laboratorio podem ser provenientes da microbiota enddgena que
estdo abrigados nas gemas apicais e axilares das plantas.

Através da cultura de meristema ¢é possivel eliminar os microrganismos endogenos,
desde que o explante seja retirado no limite da diferenciacdo do floema e xilema (LEIFERT;
CASSELLS, 2001). O tipo de explante (células, tecidos ou o6rgaos) escolhido depende das
condi¢cdes da planta-mae, da espécie, das cultivares, e dos objetivos a serem alcancados com a
micropropagacdo. Apesar dos segmentos caulinares serem mais velhos e potencialmente mais
contaminados (SIVASITHAMPARAM; K. W; BARRETT, 2007), o seu uso para a
propagacao clonal ¢ mais seguro, uma vez que normalmente nao inclui o estadio de calo ¢ a
probabilidade de variagdo somaclonal ¢ reduzida (ROUT, MOHAPATRA; JAIN, 2006).
Geralmente, os nos sdo mais robustos e podem sobreviver a tratamentos de esterilizagdo mais
severos, mesmo que ocorram danos externos, as gemas axilares sofrem menos danos e sdo os
primeiros locais de regeneracdo dos explantes nodais.

Nesse trabalho, objetivou-se avaliar a sobrevivéncia e crescimento de diferentes

explantes de Urtica dioica L. na fase de estabelecimento e propagacao in vitro.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas botanicas e agronomicas de Urtica dioica L.

A Urtica dioica L., pertencente a familia Urticaceae, ¢ a maior ¢ mais difundida
espécie dentro do género Urtica (DHOUIBI et al., 2020). Popularmente conhecida como
urtiga, essa espécie cosmopolita possui uma grande variedade de subespécies, geralmente, as
subespécies diploides ocorrem em habitats menos afetados pelos humanos e as subespécies
tetraploides ocorrem em habitats de todos os tipos (DI VIRGILIO et al., 2015; REJLOVA et
al., 2019). As plantas suportam todos os solos, especialmente aqueles que contém matéria
organica fresca (DHOUIBI et al., 2020). E comum encontrar espécies de urtiga crescendo em
areas ricas em nitratos inorganicos e metais pesados (UPTON, 2013).

A urtiga possui um extenso sistema simpodial de rizomas e estoldes, enraizando nos
nés e dando origem a plantas de até¢ 2 metros de altura (KREGIEL; PAWLIKOWSKA;
ANTOLAK, 2018; TAYLOR, 2009) As raizes sao numerosas, de cor marrom-acinzentada,
lisas, fibrosas e muito finas (JOSHI; MUKHIJA; KALIA, 2014). As folhas de urtiga possuem
coloragdo verde vibrante, bordas fortemente serrilhadas e venacdo na superficie inferior
(UPTON, 2013). Tanto a parte superior quanto a inferior das folhas sdo cobertas por tricomas
tectores unicelulares curtos (GRAUSO et al., 2020). O caule ¢ ereto, fibroso, simples ou
ramificado, quadratico, com 2 a 14 mm de espessura e com presenca de tricomas de 1 mm de
comprimento (JOSHI; MUKHIJA; KALIA, 2014). Os tricomas foram naturalmente
selecionados por proteger a planta de ataque de insetos (KREGIEL; PAWLIKOWSKA;
ANTOLAK, 2018). No verdo, ocorre a floragdo e frutificacdo, as flores sdao pequenas,
esverdeadas e unissexuais (DI VIRGILIO et al., 2015; TAYLOR, 2009). A semente possui cor
bronze e preenche completamente o interior do fruto (JOSHI; MUKHIJA; KALIA, 2014).

As folhas possuem a maior concentragdo de principios ativos (DHOUIBI et al., 2020).
Quando tocada causa dermatite aguda, isso ocorre devido aos mediadores bioquimicos, como
histamina e acetilcolina, presentes nos tricomas glandulares localizados nas folhas e no caule
(DI VIRGILIO et al., 2015). A sensacao de coceira e queimagao pode durar até 12 horas apos
as toxinas serem liberadas na pele (KREGIEL; PAWLIKOWSKA; ANTOLAK, 2018).



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 (2018)

As urtigas sdo consideradas plantas espontaneas devido ao seu rapido crescimento e
cobertura do solo, mas existem razdes econOmicas e ecologicas para o seu cultivo

(KREGIEL; PAWLIKOWSKA; ANTOLAK, 2018).

2.2 Usos da Urtica dioica L.

Diferentes partes da urtiga podem ser usadas como alimento, forragem, matéria-prima
para cosméticos, industria, medicina e na agricultura biodindmica (AKGUL, 2013). O seu uso
dependera de como e quando for colhida, por exemplo: para a producao de fibra a colheita

deve ocorrer a partir do segundo ano de plantio, quando as sementes estiverem maduras ou
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quando os colmos atingirem 80% da massa aérea, se o produto final for folhas, a colheita
pode ser feita em plantas jovens (KREGIEL; PAWLIKOWSKA; ANTOLAK, 2018).
Recentemente, extratos de U. dioica foram estudados para utilizagdo na agricultura
pela sua acdo antifungica (LANGA-LOMBA et al., 2021) e como fertilizante de feijao
(Phaseolus vulgaris L.) em sistemas organicos (MARICIC et al., 2021). O 6leo extraido das
sementes de urtiga possui potencial antioxidante e pode ser utilizado em alimentos,
cosméticos e farmacéuticos (MITROVIC et al., 2021). Apesar de a urtiga ser conhecida como
um vegetal comestivel e altamente nutritivo, os estudos tém se concentrado mais no seu valor

como fonte de fibra e na medicina alternativa (RUTTO et al., 2013).

2.2.1 Uso medicinal da Urtica dioica L.

O uso de plantas como remédio ¢ anterior a historia escrita da humanidade e o seu
conhecimento foi amplamente difundido nas civilizagdes antigas (HAYTA; POLAT; SELVI,
2014). A maioria das drogas farmacoldgicas foram desenvolvidas a partir de conhecimentos
de comunidades locais sobre plantas medicinais (PEREZ GUTIERREZ et al., 2021). Em
paises em desenvolvimento e sociedades rurais o uso de plantas medicinais oferece uma
alternativa real para os sistemas de satde de atengdo primaria (HAYTA; POLAT; SELVI,
2014). O tratamento com urtiga para artrite, reumatismo e paralisia muscular tornou-se um
padrao na medicina popular (UPTON, 2013).

Experimentos pré-clinicos evidenciam a presenga de atividades antiasmaticas,
anticaspa, adstringente, depurativa, diurética, galactagogo, hemostatica e hipoglicémica
provenientes dos compostos quimicos dessa planta (AHMED; PARSURAMAN, 2014).
Evidéncias farmacologicas comprovam a atividade anti-inflamatoria e analgésica do extrato
de folhas de U. dioica L., o que justifica o seu uso no tratamento de artrite e outras
complicacdes inflamatérias (HAJHASHEMI; KLOOSHANI, 2013). Estudos sugerem que a
raiz de urtiga, em combinacdo com outras ervas, como Saw Palmetto (Serenoa repens), pode
ser eficaz para o tratamento de hiperplasia prostatica, aliviando os sintomas urinarios, como
reducdo do fluxo urindrio, necessidade constante em urinar, esvaziamento incompleto da
bexiga e gotejamento apo6s urinar (AHMED; PARSURAMAN, 2014). A atuagdo da urtiga no
sistema nervoso central ¢ uma alternativa para desintoxicar, potencializar e estimular o

metabolismo (DHOUIBI et al., 2020).
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A planta medicinal cultivada no campo estd sujeita a variagdes ambientais,
agronOmicas, variabilidade genética da espécie, polui¢do, invasdo por fungos, bactérias,
viroses e insetos (ZOBAYED, 2005). Esses problemas estdo associados a variacdo na
concentracdo dos metabolitos medicinais nos tecidos vegetais e podem comprometer a
seguranca ¢ eficacia do tratamento a base de plantas medicinais (ZOBAYED, 2005;
ZOBAYED; SAXENA, 2004). Porém, esses fatores podem ser ajustados na propagacdo de
plantulas onde ¢ possivel controlar o ambiente, como na cultura de tecidos (NGUYEN;

XIAO; KOZALI, 2020).

2.3 Cultura de tecidos de plantas medicinais

A cultura de tecidos se baseia no principio da totipoténcia celular ¢ depende da
regeneragdo de novas plantas a partir de pequenos explantes (células, tecidos ou 6rgaos) que
sdo isolados de plantas selecionadas, esterilizados e incubados em vasos fechados com meio
de cultura definido e sob ambiente controlado (ROUT; MOHAPATRA; JAIN, 2006; GUPTA
et al., 2020). Todo tecido vegetal que possui células vivas e nucleadas ¢ totipotente e pode vir
a desenvolver crescimento e/ou diferencia¢do celular induzida pelo meio (SOUZA et al.,
2018).

Os fatores que afetam a regeneragdo da planta in vitro sdo: genotipo (espécie, cultivar
e variedade), a fonte de explantes (folha, raiz, caule, meristema, etc) ea condi¢do da cultur
(meio de cultura, luz, temperatura e vasilhame) (DE ANDRADE, 2002).

A propagacgdo in vitro € base para as pesquisas biotecnologicas, uma vez que quase
todos os usos da biotecnologia vegetal exigem o cultivo bem-sucedido de células, tecidos ou
orgaos vegetais (KUMAR, 2011). Um dos maiores problemas da técnica ¢ a contaminagao por
microrganismos, quando presente, pode matar, enfraquecer ou alterar significativamente os
explantes utilizados (ROUT; MOHAPATRA; JAIN, 2006). As contaminagdes podem ser
identificadas em cada etapa do cultivo in vitro e os explantes devem ser descartados. A perda
devido a contaminagdo por microrganismos pode ser o elemento de maior custo na
micropropagacdo quando expresso em termos de mao de obra, produtos quimicos, energia e

espaco (CASSELLS, 1997).
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2.4 Contaminacdes na cultura de tecidos

Tudo que entra em contato com o material vegetal passa a ser um contaminante em
potencial, os protocolos de esterilizagdo, desinfestacao, higiene pessoal e limpeza do ambiente
de trabalho sdo fatores essenciais para ter um ambiente asséptico e gerar um produto livre de
contaminagdo (ROUT; MOHAPATRA; JAIN, 2006).

A desinfestagdo da superficie dos explantes ¢ a primeira etapa do cultivo in vitro e
impede a contamina¢do por microrganismos presentes na superficie do material, como
bactérias, fungos e leveduras (DE ANDRADE, 2002). Pode ser feita utilizando agua corrente
e substancias quimicas, como: etanol, hipoclorito de sédio, cloreto de mercurio, etc (GUPTA
et al., 2020). Perdas podem ocorrer nessa etapa, pois o processo de descontaminagdo causa
lesdes no tecido e muitas vezes levam a oxidagao irreversivel, ocorrendo vazamento fenolico
e eventual morte do explante (SIVASITHAMPARAM; K. W; BARRETT, 2007).

Os microrganismos endofiticos ndo sdo eliminados através do tratamento de
superficie, posto que esses ndo sdo expostos ao esterilizante durante o tratamento (SINGH,
2018; SIVASITHAMPARAM; K. W; BARRETT, 2007). Portanto, as contaminag¢des que
persistem apds a desinfestacdo em laboratorio podem ser provenientes da microbiota
endogena que estdo abrigados nas gemas apicais e axilares das plantas (HORNER et al.,
2001).

Os microrganismos podem se expressar imediatamente apos a inoculagdo ou podem
permanecer latentes, ndao produzindo sintomas nas plantas e/ou crescimento visivel no meio
de cultura por longos periodos (LEIFERT; CASSELLS, 2001). Geralmente, fungos e
leveduras ndo permanecem latentes em cultura de tecidos vegetais, diferente de algumas
bactérias endofiticas (SIVASITHAMPARAM; K. W; BARRETT, 2007). As bactérias
sobreviventes em um ambiente rico em nutrientes (agucares e produtos organicos), podem
mudar para um modo saprofita, induzir mudangas no meio de cultura, reduzir o crescimento
da plantula e até matar (SIVASITHAMPARAM; K. W; BARRETT, 2007).

As contaminagdes por fungos podem ser facilmente identificadas, os micélios dos
fungos filamentosos cobrem o meio de cultura em poucos dias apdés a inoculacdo, o
crescimento de bactérias e leveduras sdo mais lentos e desenvolvem colonias claras ou

coloridas, podem ser diferenciadas entre si pelo tamanho da célula (bactéria 0,5-2,0um,
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leveduras 3-5um), bem como pela maior colonia nao translucida e pelo odor de fermentacao
(SIVASITHAMPARAM; K. W; BARRETT, 2007).

Os epicentros das colonias contaminantes no tecido do explante podem indicar se a
contaminagdo ¢ de origem enddgena ou pode ser atribuido a um tratamento superficial
ineficaz (SIVASITHAMPARAM; K. W; BARRETT, 2007). Alguns tratamentos quimicos
podem ser aplicados para diminuir a contamina¢do de microrganismos endogenos, incluindo
calor, agitacdo prolongada ou antibidticos (ROUT, MOHAPATRA; JAIN, 2006). Se uma
colonia ou turvacao nao forem detectadas e a suspeitas de bactérias endofiticas persistirem, a
deteccdo pode ser feita incubando o tecido macerado em um meio bacterioldgico

(SIVASITHAMPARAM; K. W; BARRETT, 2007).

2.5 Tipo de explante e contaminac¢ao

E amplamente conhecido que todos os microrganismos restritos ao sistema vascular da
planta s3o eliminados pela cultura de meristema, desde que o explante seja retirado no limite
da diferenciacdo do floema e xilema (LEIFERT; CASSELLS, 2001). Porém, o tipo de
explante (células, tecidos ou orgdos) escolhido depende das condigdes da planta-mae, da
espécie, das cultivares, e dos objetivos a serem alcangados com a propagagao in vitro (ROUT;
MOHAPATRA; JAIN, 2006).

A capacidade de regeneragdo dos explantes in vitro depende da maturidade do estadio
fisiologico e do tecido utilizado, em geral, tecidos jovens e em crescimento sdo utilizados
como fonte de explante (DE ANDRADE, 2002). Apesar dos segmentos caulinares serem mais
velhos e potencialmente mais contaminados (SIVASITHAMPARAM; K. W; BARRETT,
2007), o seu uso para a propagacdo clonal ¢ mais seguro, uma vez que normalmente nio
inclui o estddio de calo e a probabilidade de variacdo somaclonal ¢ reduzida (ROUT;
MOHAPATRA; JAIN, 2006).

Geralmente, os noés sdo mais robustos e podem sobreviver a tratamentos de
esterilizagdo mais severos, mesmo que ocorram danos externos, as gemas axilares sofrem
menos danos e sdo os primeiros locais de regeneracdo dos explantes nodais
(SIVASITHAMPARAM; K. W; BARRETT, 2007).

Apos germinagdo e crescimento vigoroso, os brotos axilares podem ser separados,

levados para a cultura posterior e enraizamento (ROUT; MOHAPATRA; JAIN, 2006). Para
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evitar contaminagdes, o explante do no original pode ser descartado, pois pode conter

contaminantes latentes (SIVASITHAMPARAM; K. W; BARRETT, 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de pesquisa e material bioldgico

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas
Medicinais, do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
localizado no municipio de Lavras, Minas Gerais, Brasil. A cidade, localiza-se a 21° 14’ de
latitude sul, 45° 00’ de longitude W.Gr. A altitude média ¢ 918 m. A temperatura média anual
¢ de 19,4 °C. O clima ¢ tipo Cwb da classificagdo de Koppen.

A planta matriz da espécie U. dioica L. cultivada em casa de vegetacao foi selecionada
como fonte de material vegetal. Os explantes foram coletados apos ficarem trés dias sem
irrigacdo para diminuir a proliferagdo de microrganismos na sua superficie. Exsicatas desse
espécime foram cadastradas no Herbario (index Herbariorum PAMG) da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), em novembro de 2018, sob o registro
58577.

3.2 Fase de estabelecimento

Caules jovens da planta matriz foram selecionados e retirados cinco segmentos a partir
do éapice (Figura 2): segmento apical (Apical), primeiro segmento nodal (Nodal 1), segundo
segmento nodal (Nodal 2), terceiro segmento nodal (Nodal 3) e quarto segmento nodal (Nodal
4). O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, sendo 5 tratamentos com 4
repeti¢des e 7 tubos por repeticao.

Os explantes foram lavados em agua corrente com 10 gotas de detergente comercial,
por 30 min. Posteriormente, os propagulos foram imersos em solucao de etanol a 70% (v/v)
por 1 min. Na sequéncia, os segmentos foram submersos em solu¢do de agua sanitaria a 50%
(v/v), por 15 min com agitagdo. A ultima etapa de desinfestagdo consistiu-se de triplice

lavagem em agua destilada autoclavada.
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Figura 2 — Esquema de posi¢ao dos explantes utilizados na etapa de inoculagao.

APICAL

1° NODAL

2° NODAL

3° NODAL

7
7

4° NODAL

Os segmentos apical e nodais foram padronizados em 1 cm de comprimento. Os
explantes foram inoculados em tubos de ensaio contendo 12,5 mL de meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L de sacarose e 5,5 g L' de agar.
O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 = 0,1, antes da autoclavagem por 20 min, a 121
°C. Os tubos de ensaios foram cultivados em sala de crescimento com fotoperiodo de 16h
luz/8h escuro, sob 5 lampadas de LED brancas com intensidade luminosa de 94 pmol m™s™,
a temperatura de 26 = 1 °C (COELHO et al., 2021).

Apds 40 dias da inoculagdo, as plantulas foram avaliadas quanto a porcentagem de
contaminagdo bacteriana, contaminacdo fungica, explantes oxidados e sobrevivéncia. Com o
uso de paquimetro, as plantulas foram avaliadas quanto ao comprimento da parte aérea e da
maior raiz. As medicdes da parte aérea foram feitas da base do caule até apice caulinar e as
medicdes da raiz foram da base do caule até o 4pice radicular. Esses resultados foram
expressos em centimetros. Também foram avaliados, visualmente o nimero de folhas, nimero

de raizes, nimero de segmentos nodais e niimero de brotos.

3.3 Repicagem do segmento apical e nodal das plantulas

As plantulas saudaveis que sobreviveram na fase de estabelecimento foram utilizadas

para a coleta de segmento apical (Apical), primeiro segmento nodal (Nodal 1) e segundo
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segmento nodal (Nodal 2). Essas trés posi¢des de explante constituiram os trés tratamentos
dessa andlise. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, sendo 3

tratamentos com 4 repetigdes, sendo 5 tubos por repeticao.

Figura 3 — Esquema de posicao dos explantes utilizados na fase de repicagem.

APICAL

1° NODAL

2° NODAL

Com auxilio de um bisturi, os explantes foram padronizados no tamanho de 1 cm e
inoculados em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), em condigdes de cultivo
semelhantes as descritas na se¢do 3.2.

Aos 40 dias de crescimento, as plantulas foram avaliadas quanto ao comprimento da
parte aérea e comprimento da maior raiz. As medi¢des foram realizadas com paquimetro
comecando da base da brotacdo até a ponta da gema apical para determinar a altura da
brotag¢do. Para o comprimento das radiculas, mediu-se da base da brotagdo até a ponta da raiz
mais longa. Os resultados foram expressos em centimetros. Também foi contabilizado niimero
de folhas, raizes, segmentos nodais e brotos. Na fase de multiplicacdo também foi avaliada a
massa de matéria seca. Para isso, foram colocados separadamente os caules, raizes e folhas
em sacos kraft, e depois postos em estufas de circulagdo forcada de ar a 37°C até alcancar
peso constante, com o tempo aproximado de 72 h. Apds o periodo de secagem, o material foi

pesado em balanga de precisao.
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3.4 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, 2019).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sobrevivéncia e crescimento dos explantes no estabelecimento in vitro

As diferentes posicoes dos explantes retirados da planta matriz influenciaram no

estabelecimento e crescimento ap6s 40 dias de cultivo in vitro.

Figura 4 — Plantulas de U. dioica estabelecidas in vitro a partir de segmento apical e diferentes
segmentos nodais.

Apical Nodal 1 Nodal 2 Nodal 3 Nodal 4

Na Tabela 1, observa-se diferencas significativas na porcentagem de contaminagdo
bacteriana, fungica, oxidacdo e sobrevivéncia. A taxa de contaminagdo por bactérias e fungos
diminuiu conforme a posi¢do do explante se aproximava do meristema apical (Tabela 1). A
taxa de contaminag@o por bactérias foi menor no segmento apical e a taxa de contaminagao
por fungo foi menor no segmento apical, nodal 1 e nodal 2 (Tabela 1).

Os resultados de contaminacao (Tabela 1) estdo de acordo com Cassells (1997), onde
reporta que a reducdo da distdncia do explante em relagdo ao meristema diminui a taxa de

contaminagdo por microrganismos endogenos.
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Tabela 1 — Valores médios de contaminagdo bacteriana, contaminagdo fungica, explantes
oxidados e sobrevivéncia de explantes de Urtica dioica L. oriundos de matrizes de casa de
vegetacdo, aos 40 dias.

Segmento Contaminacio Contaminacio Explantes Sobrevivéncia

bacteriana (%) fungica (%) oxidados (%) (%)
Apical 25,00 a 17,88 a 0,00 a 57,12 a
Nodal 1 49,98 b 28,60 a 7,40 ¢ 32,17b
Nodal 2 57,15¢ 37,75 a 3,70 b 21,45¢
Nodal 3 46,45 b 50,00 b 3,70 b 25,03 b
Nodal 4 50,00 b 53,58 b 7,40 ¢ 21,45¢
CV (%) 4,40 12,46 7,07 1,71

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

A taxa de explantes oxidados apresentou valor nulo apenas na cultura de segmentos
apicais de U. dioica (Tabela 1). A maior taxa de sobrevivéncia ocorreu na cultura de
segmentos apicais (Tabela 1). O segmento apical é um tecido mais jovem e em crescimento, o
seu estadio fisioldgico favorece a regeneracao do explante in vitro (DE ANDRADE, 2002).

O crescimento das plantulas estabelecidas apresentou variagdes significativas em
todos os fatores analisados (Figura 4 e Tabela 2). O explante que apresentou maior
crescimento das plantulas foi o Nodal 3 (Tabela 2). O fato de as gemas axilares regenerarem
mais rapido apds a desinfestacio (SIVASITHAMPARAM; K. W; BARRETT, 2007) pode
explicar o maior crescimento dos segmentos nodais 1 e 3 quando comparados com o

segmento apical (Tabela 2).

Tabela 2 — Valores de comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da maior radicula
(CR), nimero de radiculas (NR), numero de folhas (NF), nimero de segmentos nodais (NSN)
e numero de brotos (NB) de plantulas de Urtica dioica L., oriundas de diferentes posi¢des na

planta cultivada em casa de vegetagdo, cultivados in vitro, aos 40 dias.

Segmento CPA (cm) CR (cm) NR NF NSN NB
Apical 2,26 ¢ 1,64 b 1,8a 5,6b 2,8b 1,0b
Nodal 1 3,28b 0,68 ¢ 1,4b 6,0b 30b 1,6 a
Nodal 2 1,50d 0,18d 1,0c 32¢ 1,6 ¢c 1,2b
Nodal 3 3,82 a 3,08 a 1,8a 7,2 a 3,6a 1,4a
Nodal 4 1,26 d 0,30 e 1,0c 32¢ 1,6 ¢ 1,2b
CV (%) 17,78 13,76 10,9 9,8 7,9 10,2

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

O menor crescimento dos segmentos nodais 2 e 4 (Tabela 2) pode estar relacionado

com a presenca de microrganismos latentes. As bactérias que sdo patogénicas (in vivo) em um
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ambiente rico em nutrientes (aglicares e produtos orginicos) podem mudar para um modo
saprofita, induzir mudangas no meio de cultura e reduzir o crescimento da plantula in vitro
(SIVASITHAMPARAM; K. W; BARRETT, 2007). Para confirmar a presenca desses
microrganismos seria necessario fazer a incubacdo do tecido macerado em um meio

bacteriologico.

4.2 Repicagem dos segmentos apical e nodal

Apo6s 40 dias do subcultivo dos explantes sauddveis, verificou-se que ndo houve
contaminagdes em nenhum dos tratamentos, Apical, Nodal 1 e 2 (Figura 5). Foi observado um
escurecimento (oxidagdo) proximo da regido seccionada dos explantes provenientes de
segmentos nodais, porém a presenga de oxidacdo ndo causou danos ao crescimento.
Observou-se diferenca significativa no crescimento e acumulo de matéria seca entre todos os

tratamentos (Tabela 3 e Tabela 4).

Figura 5 — Plantulas de U. dioica micropropagadas a partir de segmento apical e diferentes
segmentos nodais.

1° Nodal 2° Nodal
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De modo geral, os maiores resultados de crescimento foram observados nas plantulas
provenientes do segmento apical, esse tratamento obteve maior valor médio de comprimento
da parte aérea e maior raiz, maior nimero de raizes, folhas e numero de segmentos nodais
(Tabela 3). Devido a maior produgao de folhas, o segmento apical seria o mais indicado para a
micropropagacdo com interesse medicinal (DHOUIBI et al., 2020).

O segmento nodal 1 apresentou o maior valor para nimero de brotagdes (Tabela 3), o
que pode ser uma caracteristica interessante durante a repicagem. O seccionamento do apice
caulinar evita o fluxo de auxinas do apice para as gemas axilares, com isso, uma alta
propor¢ao de citocinina estimula a formagao das brotagdes axilares (ROUT; MOHAPATRA;
JAIN, 2006; DE CARVALHO; COSTA; DOS SANTOS, 2006).

O segmento apical ndo apresentou brotacdes laterais (Tabela 3), uma vez que ndo ha a
quebra de dominancia apical nesse tipo de explante. A auxina, derivada do apice caulinar,

inibe o crescimento de gemas axilares (PINO-NUNES, 2009).

Tabela 3 — Valores de comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da maior raiz (CR),
numero de raizes (NR), nimero de folhas (NF), nimero de segmentos nodais (NSN) e numero
de brotos (NB) de plantulas de Urtica dioica L., na etapa de multiplicagdo.

Segmento CPA (cm) CR (cm) NR NF NSN NB
Apical 428 a 0,64 a 1,8a 5,6 a 2,8a 1,0c
Nodal 1 2,69b 0,38 b 1,4b 6,0a 3,0a 1,6 a
Nodal 2 2,50b 0,18 ¢ 1,0 c 32D 1,6 b 1,2b
CV (%) 10,3 11,9 18,1 8,10 12,3 10,6

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

Verificou-se maior quantidade de matéria seca de folhas, raizes e caule nas plantulas
provenientes de segmentos apicais (Tabela 4). Todos os tratamentos possuem distribui¢do de
biomassa, através do quociente entre a massa seca de raizes e da parte aérea, que favorece a
formacao da parte a¢rea (Tabela 4).

Nao houve diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos para a relagdo entre
matéria seca de raiz e matéria seca de parte aérea (Tabela 4). Porém, as plantulas provenientes
do segmento apical possuem maior comprimento de raiz (Tabela 3) o que pode ser uma

vantagem para a fase de aclimatizagao.
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Tabela 4 — Matéria seca das folhas (MSF), do da raiz (MSR), do caule (MSC), total (MST), da
parte aérea (MSPA) e relagdo entre matéria seca de raizes (MSR) e parte aérea (MSPA) de
Urtica dioica oriundas de diferentes explantes cultivados in vitro.

S MSF MSR MSC MST MSPA MSR/MSPA
egmentos R 1
mg plantula
Apical 5,12 a 4,61 a 4,10 a 13,83 a 9,22 a 0,5a
Nodal 1 3,81b 2,54 b 2,39b 8,74 b 6,2b 0,4a
Nodal 2 3,54b 2,37b 2,210 8,12b 5,75b 0,4a
CV (%) 8,3 19,1 18,1 10,8 12,6 17,3

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

Na fase de estabelecimento, os explantes provenientes de segmento apical de urtiga
possuem menor contaminagdo € maior sobrevivéncia. As plantulas formadas a partir desse
segmento possuem maior crescimento € acimulo de biomassa na fase de repicagem. Portanto,

o uso do segmento apical ¢ o mais indicado para a propagagao in vitro de U. dioica L.
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