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Desenvolvimento de protocolo de desinfestacédo de explantes de
chapéu-de-couro (Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schltdl.) Micheli.)

Development of a protocol for the disinfestation of leather hat explants

(Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schltdl.) Micheli.)
Bianca Maria Morais Biondo?, Lucas Loff Lunkes?, Glauco Vieira Miranda3

RESUMO
O objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo de desinfestacdo para explantes de Echinodorus
grandiflorus, conhecida como chapéu-de-couro, uma planta fitoterapica brasileira pertencente a familia das
alismataceae, se propaga por semente e raiz. E amplamente atrativa para fins medicamentosos, e de interesse
comercial. Para desenvolver a micropropagacao in vitro, os segmentos nodais foram excisados e mantidos
em meio de cultura suplementado com 30 mg de &cido indolacético (AlA) e 5 mg de benzilamina purina (BAP)
e aclimatadas em BOD devidamente regulada em fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 °C, e
intensidade luminosa de 108,17 umol m-2 s1. Quanto a avaliacdo, os explantes passaram por analise de
formacgGes de raizes, folhas e brotos. O protocolo eficiente para desinfestar explantes de Echinodorus
grandiflorus foi lavar com 4gua e detergente, imergir em alcool a 70% por 4 minutos e depois imergir por 15

minutos em solucéo de hipoclorito de sédio a 0,6% e finalizar com a triplice lavagem em agua autoclavada.
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ABSTRACT

The objective of this work was to develop a disinfestation protocol for explants of Echinodorus grandiflorus,
known as leather hat, a Brazilian herbal plant belonging to the alismataceae family, propagates by seed and
root. It is widely attractive for medicinal purposes, and of commercial interest. To develop in vitro
micropropagation, the nodal segments were excised and maintained in a culture medium supplemented with
30 mg of indoleacetic acid (AlA) and 5 mg of benzylamine purine (BAP) and acclimatized in BOD duly regulated
in a photoperiod of 16 hours, temperature of 25 °C, and luminous intensity of 108.17 umol m-2 s-1. As for the
evaluation, the explants underwent analysis of root formations, leaves and shoots. The efficient protocol to
disinfect Echinodorus grandiflorus explants was to wash with water and detergent, immerse in 70% alcohol for
4 minutes and then immerse for 15 minutes in 0.6% sodium hypochlorite solution and finish with triple washing
in autoclaved water.
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INTRODUCAO

A Echinodorus grandiflorus € popularmente conhecida por chapéu-de-couro,
aguapé, cha-de-campanha, cha-do brejo, cha-de-pobre, chad-mineiro, congonha-do-brejo,
erva-do-brejo, erva-do-pantano, dentre outros. E uma planta medicinal pertencente a
familia das alismataceae e é originaria da América do Sul, que se desenvolve em quase
todo Brasil e possui poucos estudos cientificos (PEREIRA, et al., 2000).

As plantas do género Echinodorus sdo encontradas em habitat aquético e
pantanoso, muito utilizadas para fins medicinais fitoterapicos, mas também utilizadas para
fins ornamentais e em alimentacdo e bebidas como mate e refrigerantes (mate couro ou
mineirinho). Além de todas suas funcionalidades, o chapéu-de-couro € uma planta
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considerada “daninha” em mananciais aquaticos por apresentar alto crescimento
espontaneo (PEREIRA, et al., 2000).

As plantas medicinais apresentam alto valor comercial, o que atrai desejaveis
producbes que atendam a demanda do mercado consumidor que podem causar O
extrativismo ndo sustentavel de plantas em ecossistemas frageis. Os principais
constituintes quimicos encontrados nesta familia foram taninos, flavonoides, triterpenos,
glicosideos, equinodorosideos, esséncias e sais minerais (PEREIRA, et al.,, 2000;
MARTINS et al., 1995; LAINETTI, et al., 1980). Possui a¢cdes de uso medicinal tradicional,
descrito em farmacopeias e documentos oficiais. Dentro a farmacologia ha resultados
satisfatorios em atividade vasodilatadora e hipotensiva, atividade diurética e renal, atividade
analgésica e anti-inflamatéria, atividade sobre o sistema circulatorio, colesterol e
obesidade, atividade no sistema imunoldgico e atividade antimicrobiana (GILBERT, et al.,
2022. Para cada finalidade do chapéu de couro hd uma posologia e dosagem em diversas
formas, mas a grande maioria abrange o uso de folhas e raizes, excepcionalmente o caule.

A micropropagacdo de plantas representa uma alternativa para a propagacao
comercial de espécies de interesse econdmico, entre as quais as medicinais com valor
farmacologico reconhecido. Embora esta técnica tenha como desvantagem o custo
elevado, a crescente demanda da industria farmacéutica por plantas indexadas, livres de
virus, com alta qualidade fitossanitaria e fisiolégica, bem como com capacidade de sintese
de metabolitos secundarios potencializada, por meio do melhoramento genético, justificam
a sua utilizacdo (LIMA, et al., 2007).

Diante ao fato de inUmeros beneficios da espécie, e a caréncia de informa¢des com
os estudos literarios encontrasse a necessidade de envolver estudos sobre o0 caso e
protocolos com meios eficientes da micropropagacédo in vitro do chapéu de couro para
producdo em massa de clones que sejam geneticamente iguais e atendam a fitossanidade
desejavel em um tempo bem mais curto.

MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no laboratério de Melhoramento e Sementes da
UTFPR (Universidade Tecnol6gica Federal do Parand) campus Santa Helena-PR. Para a
elaboracdo e estabelecimento do protocolo de desinfestacdo foram utilizados segmentos
nodais proveniente das hastes florais do chapéu-de-couro (Figura 1) de plantas matriz
provenientes do estado de Minas Gerais e mantidas em ambiente protegido com iluminacao

artificial com intensidade de 48,27 ymol/m?/s’.
Figura 1- Haste floral de onde sdo obtidos os segmentos nodais
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No desenvolvimento do protocolo otimizado foram realizadas variacoes de material
e métodos a fim de encontrar o ideal onde ndo ocorressem contaminagdo de agentes
patogénicos. Foram avaliadas diferentes solucfes desinfectantes e tempos de imerséo dos
explantes.

Para a primeira tentativa de protocolo foi desenvolvido a formulacdo com solucéo
comercial de hipoclorito de sddio (NaOCI) (solugdo a 2,5%) diluida a 0,6% com agua
destilada autoclavada, no qual os explantes foram imergidos em variacdes de tempos de 5
a 25 minutos.

No segundo protocolo visando diminuir a contaminacéo, foi acrescido a solucédo de
hipoclorito, o fungicida Cercobin 875 WG 1g/L e bactericida 0,2 mg/L de Quemicetina,
também testando variagfes de tempos de imersao.

No terceiro e atual protocolo desenvolvido, os explantes passaram por uma lavagem
em agua corrente e sessdes de imersdo em detergente por 10 minutos, seguidos de
enxague e transferéncia para a camara de fluxo laminar onde foram imersos em um béquer
contendo alcool 70% por 4 minutos, seguidos para uma solugéo de 0,6% de hipoclorito de
sédio, agua destilada e duas gotas de detergente, mantidos sob agitacdo nos tempos de
cinco, dez e quinze minutos, na sequéncia foram banhados em trés placas com agua
destilada autoclavada e secos em papel. Ver por exemplo a figura 2, em que demonstra

parte do processo e materiais utilizados.
Figura 2 — Materiais utilizados no processo de execucao do experimento em camara de fluxo laminar
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Nos trés protocolos, os explantes foram cortados e colocados em placas de petri
com meio de cultura MS (Murashige & Skoog) suplementado com 5 mg de Benzilamina
Purina (BAP) e 30 mg de Acido Indol-3-Acético (AIA), contendo 10 g L2 de &gar e 30 g L*
de sacarose com pH 5,8 antes da autoclavagem. Em seguida as placas foram vedadas,
identificadas por data e repeticéo, e entéo transferidas para a incubadora BOD devidamente
regulada em fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 °C, e intensidade luminosa de
108,17 umol m?2 st oriundas de lampadas fluorescentes brancas.

As placas foram avaliadas quanto ao desempenho dos protocolos por vinte e oito
dias.

O delineamento experimental utilizado foi o Delineamento Inteiramente Casualizado
(DIC) com um numero de cinco repeti¢cdes por tempo de imerséo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos referentes aos dois primeiros protocolos foram completamente
insatisfatorios com uma taxa de 100% de contaminacdo, mesmo adequando-se variacdes
de tempos, sendo assim, houve a necessidade de alteracdo de procedimentos, com uma
afunilada busca de conhecimentos e apoio, obteve-se entdo a ideia de acrescentar
procedimentos, excluir outros e ainda suplementar o meio com horménios.

Com o desenvolvimento do atual protocolo de desinfestacdo, melhores resultados
foram adquiridos, buscou-se observar o desenvolvimento dos explantes na tabela 1 quanto
ao numero de brotos, folhas e raizes. Ressaltando que cada tempo teve um nuimero de
cinco repeticdes, e uma porcentagem em taxa de sobrevivéncia de 0; 20 e 60% nos tempos
de 5; 10 e 15 min, respectivamente.

Tabela 1 — Niumeros de brotos, folhas e raizes para os tempos de imersao dos explantes em
hipoclorito de sddio

Tempo de Numeros de brotos Numero de folhas NUmero de raizes
imersé&o (Minutos)

5 0 0 0
10 1 2 0
15 3 3 0

Fonte: Biondo, B.M.M (2023)

Explantes submetidos a menores tempos apresentaram niveis de contaminacao
maiores, 0 que cessa 0 crescimento e desenvolvimento do explante levando-o a morte.
Sendo o tempo de quinze minutos o mais adequado. Melhorias e adequacdes precisam ser
continuadas para ndo haver perdas por contaminacao.
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CONCLUSAO

O protocolo mais eficiente para desinfestar explantes de Echinodorus grandiflorus é
lavar com agua e detergente, imergir em alcool a 70% por 4 minutos seguida por imersao
em solucéo de hipoclorito de sédio a 0,6% por 15 minutos finalizando com a triplice lavagem
em agua autoclavada.
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