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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi estabelecer padrdes genotipicos para as espécies Plantago australis Lam.,
Plantago brasiliensis Sims. e Plantago major L. através de isoenzimas e avaliar o efeito do genétipo no
estabelecimento in vitro. Para andlise isoenzimdtica, sementes foram germinadas e as plantulas mantidas em meio MS
por 120 dias, quando as folhas foram coletadas e submetidas as técnicas de eletroforese horizontal. Foram usados os
sistemas enzimdticos: fostatase dcida (FAC), glutamato oxaloacetato (GOT), isocitrato desidrogenase (IDH) e 6-
fosfogluconato desidrogenase (6-PGD). Para avaliar o efeito do BAP, as plantulas foram transferidos para MS
suplementado com as concentracdes de 0; 0,1; 0,2 e 0,3 mg.L'1 de BAP. Dentre os sistemas testados para avaliar o
polimosfismo isoenzimético os sistemas GOT (glutamato oxaloacetato transaminase) e 6-PGD (6- fosfoglutamato
desidrogenase) evidenciam a variabilidade genética entre P. australis Lam., P. major L. e P. brasiliensis. As espécies de
tansagem apresentaram respostas genotipicas diferenciadas as concentracdes de BAP testadas.

Palavras-chave: micropropagacao, Plantago australis Lam., Plantago brasiliensis Sims., Plantago major L.

EFECTO DEL GENOTIPO EN LA PROPAGACION in vitro DE Plantago sp.

RESUMEN - El objetivo de este trabajo fue establecer patrones genotipicos para las especies Plantago australis Lam.,
Plantago brasiliensis Sims. y Plantago major L. a través de isoenzimas y evaluar el efecto del genotipo en el
establecimiento in vitro. Para andlisis isoenzimatica, semillas fueron germinadas y las plantulas mantenidas en medio
MS por 120 dias, cuando las hojas fueron recolectadas y sometidas las técnicas de electroforesis horizontal. Fueron
usados los sistemas enzimadticos: fostatase dcida (FAC), glutamato oxaloacetato (GOT), isocitrato desidrogenase (IDH)
y 6-fosfogluconato desidrogenase (6-PGD). Para evaluar el efecto del BAP, las plantulas fueron transferidos hacia MS
suplementado con las concentraciones de 0; 0,1; 0,2 y 0,3 mg.L-1 de BAP. De entre los sistemas probados para evaluar
el polimosfismo isoenzimético los sistemas GOT (glutamato oxaloacetato transaminase) y 6-PGD (6- fosfoglutamato
desidrogenase) evidenciam la variabilidad genética entre P. australis Lam., P. major L. y P. brasiliensis. Las especies de
tansagem presentaron respuestas genotipicas diferenciadas a las concentraciones de BAP probadas.

Palabras-1llave: micropropagagdo, Plantago australis Lam., Plantago brasiliensis Sims., Plantago major L.

EFFECT OF THE GENOTYPE IN THE PROPAGATION in vitro
OF Plantago sp.

ABSTRACT - This research aims to produce the isoenzyme profile and analyze of genotype effect for in vitro
propagation of three species of tansagem: Plantago australis Lam., Plantago brasiliensis Sims. and Plantago major L.
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For isoenzymatic analysis, the seeds were germinated in agar 1% and after maintained in MS medium for 120 days,
when the leaves were collected and submitted to horizontal electrophoresis. For analysis, the enzymatic systems used
were: acid phosphatase (FAC), oxalacetate glutamate (GOT), isocitrate desidrogenase (IDH) and 6-phosphogluconate
(6-PGD). In order to evaluate the BAP effect in propagation the explants with 120 days, placed in MS medium
supplemented with the followings concentrations of BAP 0; 0,1; 0,2 and 0,3. Among the systems tested to evaluate the
isoenzymatic polymorphism, the systems GOT (oxalacetate glutamate transaminase) and 6-PGD (6-phosphoglutamate
desidrogenase) evidenced the genetic variability among P. australis Lam., P. major L. and P. brasiliensis Sims. These
species exhibited significant genotypic differences in response to BAP concentration tested.

Key words: micropropagation, Plantago australis Lam., Plantago brasiliensis Sims., Plantago major L.

INTRODUCAO

Uma grande parte dos produtos farmacéuticos
utilizados nos paises ocidentais, cerca de mais de 40%,
sdo derivados ou parcialmente derivados de fontes
naturais (ROUT ez al., 2000). E bem provivel que das
200.000 espécies vegetais que possam existir no Brasil,
pelo menos a metade, pode ter alguma propriedade
medicinal (MARTINS et al., 2000). Dentre elas, podemos
destacar as espécies do género Plantago, as quais sdo
conhecidas popularmente como tansagem, transagem e
transage.

Suas partes aéreas sdo utilizadas na medicina
popular (MARTINS et al. 2000) e pesquisas comprovam
que alguns compostos quimicos isolados de P. major L.
apresentaram atividade antiviral e P. psyllium € relatada
como suplemento terapéutico para pacientes com diabetes
tipo II, pois ajuda a diminuir os niveis de lipideos e
glicose (MORAN, 1998).

A confiabilidade dos produtos fitoterdpicos parte
da certeza de que as espécies envolvidas estejam
corretamente identificadas (MENTZ & BORDIGNON,
2003). Dentre os diferentes marcadores genéticos
disponiveis na atualidade, as isoenzimas tém gerado uma
gama enorme de informagdes praticas na identificacio de
espécies principalmente pela relativa simplicidade,
rapidez e baixo custo das andlises em relagdo aos outros
marcadores (TEIXEIRA et al., 2004).

As manifestagdes de isoenzimas ao longo do
desenvolvimento das plantas relacionam-se com a
ativacdo e inativacdo de genes que controlam ou
modificam a sintese de enzimas (LANGE, 2001). As
alteracdes na seqii€éncia de DNA refletem-se diretamente
em mudangas na composicdo dos aminodcidos e essas
mudangas, manifestam-se através de diferentes
mobilidades eletroforéticas que tém sido utilizadas como
marcadores moleculares em estudos taxonOmicos,
genéticos, bioquimicos, fisioldgicos, deteccdo de
diferencas inter e intra especificas, entre outros (LANGE,
2001; ALFENAS, 1998).

O estudo da estrutura genética de populacdes
naturais e a base genética das caracteristicas de interesse
farmacolégico sdo imprescindiveis para o sucesso do
melhoramento destas caracteristicas e a utilizagdo de
plantas medicinais como recurso terapéutico ou para o
desenvolvimento de novos medicamentos (NODARI &
GUERRA, 2003).

Como isso a micropropagacgdo de plantas aliada a
analise isoenzimdtica pode contribuir no desenvolvimento
de novas cultivares, na recuperagdo de substincias
farmacéuticas, na multiplicacdo segura de cultivares
desejdveis e como auxiliar na salvaguarda do patrimdnio
genético de plantas ameacadas pela exploracdo humana
(SIMOES, 1998) além de permitir estudos fisiolégicos e
bioquimicos in vitro.

Assim, a regeneracdo de plantulas in vitro através
da cultura de brotos, freqiientemente utilizada pela
obtencao de clones que mantém todas as caracteristicas da
planta mée, € uma técnica especialmente vantajosa para a
obtencio de gendtipos produtores de compostos
medicinais (FRANCA, 2003).

Atualmente sdo utilizados diversos meios
nutritivos, porém os meios MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962) e B5S (GAMBORG, 1968) sdo os mais
usados no cultivo in vitro da maioria das espécies.
Entretanto, algumas modificagdes genotipo-especificas
podem ser feitas, no chamado meio bésico, com a intencéo
de aperfeicoar metodologias para o  melhor
desenvolvimento da espécie estudada (CALDAS et al.,
1998; TEIXEIRA E TORRES, 1998; TORRES et al.,
1998).

Alguns tecidos demonstram dependéncia da
presenga de reguladores de crescimento exdgeno no meio,
enquanto outros produzem o que necessitam. As auxinas e
as citocininas sdo as classes de reguladores mais
utilizadas. Entre as diferentes citocininas existentes
destaca-se o BAP (6-Benzil aminopurina), por induzir a
formacdo de grande nimero de brotos e alta taxa de
multiplicagdo em sistemas de micropropagacdo (CALDAS
et al., 1998; TEIXEIRA E TORRES, 1998, TORRES et
al., 1998).

Este trabalho teve como objetivo estabelecer
padrdes genotipicos para trés espécies de Plantago através
de isoenzimas e avaliar o efeito do gendtipo no
estabelecimento in vitro destas espécies.

MATERIAL E METODOS

Obtencao de padrio isoenzimatico

Foram coletadas a campo sementes de Plantago
major L., Plantago australis Lam. e Plantago brasiliensis
Sims. As quais foram germinadas in vitro, para tanto,
foram desinfestadas em 4lcool etilico 70% por 2 mim e
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hipoclorito 20% por 20 mim, inoculadas em tubos de
ensaio contendo dgar 1% e apdés mantidas em meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) por 120 dias., para
obtencdo de folhas.

Ap6s 120 dias de cultivo in vitro as folhas foram
coletadas e maceradas em tampdo usado no gel, na
proporgdo de 1:1, acrescido de 0,15% de 2-mercaptoetanol
para a obtencdo dos extratos. Logo apés, o papel filtro
(Whatmann 3MM), de 1,5 x 4mm, foi embebido nas
amostras e aplicado no gel de poliacrilamida, sendo
utilizadas 8 amostras de cada espécie.

Foi utilizada eletroforese horizontal para andlise
dos sistemas enzimdticos usados foram: fostatase 4cida
(FAC), glutamato oxaloacetato (GOT), isocitrato
desidrogenase (IDH) e 6-fosfogluconato desidrogenase (6-
PGD).

No sistema da fostatase 4cida e glutamato
oxaloacetato transaminase foi empregado o tampdo
descrito por SCANDALIOS (1969) e gel de
poliacrilamida na concentragdo de 6% e para os sistemas
isoenzimdticos da isocitrato desidrogenase e 6-
fosfogluconato desidrogenase foi utilizado o sistema de
tampdo descritos por SHIELDS et al. (1983) e géis de
poliacrilamida a 5%.

As migragdes eletroforéticas foram efetuadas em

camara fria com temperatura de 4 e 6°C. A diferenca de
potencial foi mantida ao redor de 10 volts.cm™ até que o
fronte, marcado pelo azul de bromofenol, atingisse 9 cm
do ponto de aplicag@o.
Na revelagdo dos géis foram usados sistemas de coloracio
descritos por SCANDALIOS (1969) para FAC,
VALLEJOS (1983) para IDH e 6-PGD e AYALA et al.
(1972) para GOT.

As mobilidades relativas foram calculadas
dividindo-se a medida de todas as bandas por uma,
tomada como referéncia.

Para andlise da estimativa de similaridade
genética entre as espécies, foi usado o coeficiente de
Jaccard, através do SIMQUAL (similaridade para dados
qualitativos), e para a andlise de agrupamento o UPGMA
(método da media aritmética ndo ponderada), através do
SHAN  (agrupamento seqiiencial, aglomerativo,
hierdrquico e exclusivo), conforme Sneath & Sokal,
citados por CRISCI & ARMENGOL (1983), empregando-
se o NTSYS (Numerical Taxonomy and Multivariate
Analysis for Personal Computers), v 1.7 (ROHLF, 1992).

Efeito do genodtipo no estabelecimento in vitro de
Plantago sp.

Para o estabelecimento in vitro de Plantago
major L., Plantago australis Lam. e Plantago brasiliensis
Sims. foram utilizadas sementes coletadas a campo,
desinfestadas em dlcool etilico 70% por 2 mim e
hipoclorito 20% por 20 mim, germinadas em tubos de
ensaio contendo dgar 1% e apds mantidas em meio MS.

Apés 120 dias em meio mineral bdsico MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), os explantes
germinados in vitro foram submetidos a meio MS com as
concentragdes 0; 0,1; 0,2 e 0,3 mg.L'1 de BAP. Os meios
de cultivos tiveram o pH ajustado para 5,8 utilizando
NAOH 1IN ou HCI 1IN e autoclavados a 120°C e 1,5 atm.
de pressdo por 20 minutos.

Todos os procedimentos de inoculagdo dos
explantes foram realizados em cimara asséptica de fluxo
laminar horizontal. Apés inoculagdo o material foi
mantido em cadmara de crescimento a 25 £ 1°C,
fotoperiodo de 16h e 42 pmol.m™.s ~' densidade de fluxo
de fétons.

Os explantes foram avaliados aos 4, 14, 21 e 28
dias onde foram analisados a altura do explante, o nimero
de folhas e a formagao de brotos.

O delineamento  estatistico utilizado foi
inteiramente casualizado com 4 repeti¢des e um fatorial A
x B x C (concentragdo x espécie x tempo). A andlise da
variacdo foi realizada utilizando-se o programa estatistico
SANEST (ZONTA & MACHADO, 1984).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Obtencao de padrio isoenzimatico

Os sistemas da fostatase acida (FAC) e da
isocitrato desidrogenase (IDH) por ndo apresentarem boa
resolugdo foram desconsiderados da andlise.

Nas trés espécies de Plantago sp. analisados,
foram observadas quatro bandas no sistema da GOT, com
duas bandas em cada espécie. O sistema 6-fosfogluconato
desidrogenase (6-PGD) apresentou seis bandas, com
variagdes de duas a trés bandas por espécies (Tab. 1).
Com estes sistemas foram consideradas 10 bandas que
permitiram a diferenciacdo das trés espécies de Plantago

sp. (Fig. 1).
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Tabela 1. Padrdes isoenzimdticos de glutamato oxaloacetato transaminase — GOT (A) e 6-fosfoglucomato desidrogenase

— 6-PGD em folhas de trés espécies de Plantago sp.

Enzima /Padrao Espécies Mobilidade Relativa
GOT/A P. australis Lam 0,97, 1,20
GOT/B P. major L. 1,00; 1,06
GOT/C P. brasiliensis Sims 1,00; 1,20
6-PGD/A P. australis Lam 1,03; 1,33
6-PGD/B P. major L. 1,00; 1,20; 1,41
6-PGD/C P. brasiliensis Sims 1,11; 1,41
(A) (B)
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Figura 1. Padrdes eletroforéticos de glutamato oxaloacetato transaminase — GOT (A) e 6-fosfoglucomato desidrogenase
— 6-PGD (B) em folhas de trés espécies de Plantago sp.

O coeficiente de similaridades calculado, com base na
presenga e auséncia de bandas isoenzimdticas, em folhas
de Plantago sp, foram de 0,00 entre P. australis Lam. e P.

major L., 0,14 entre P. australis Lam e P. brasiliensis
Sims e 0,29 entre P. major L. e P. brasiliensis Sims (Tab.

2).

TABELA 2. Similaridade genética, estimada pelo coeficiente de Jaccard, entre trés espécies de Plantago L.

Espécies P. australis Lam P. major L. P. brasiliensis Sims
P. australis Lam 1,00

P. major L. 0,00 1,00

P. brasiliensis Sims 0,14 0,29 1,00
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A andlise de agrupamento, pelo método UPGMA, permitiu a classificacio das trés espécies em grupos diferentes (Fig.

2).

P. australis

‘ P. major

‘ P. brasiliensis

012
Coefficient

FIGURA 2. Dendrograma de trés espécies de Plantago L., pelo método UPGA, baseado na andlise de isoenzimadtica.

Os resultados demonstram que a técnica de
eletroforese de isoenzimas pode ser usada para a distin¢gdo
de espécies de tansagem, sendo necessdria, no entanto, a
utilizacdo de diferentes sistemas isoenzimdaticos.

Também com a utilizagio de padrdes
isoenzimaticos ALMEIDA & FIGUEIREDO-RIBEIRO
(1986) observaram diferencas entre duas variedades
botanicas de Ocimum nudicaule Benth. Os dados gerados
confirmaram a existéncia das duas variedades, conforme
havia proposto anteriormente através de caracterizacio
quimica e morfoldgica, ou seja, var. anisifolia e var.
nudicaule.

TEIXEIRA et al. (2004), também consideraram
valiosos os estudos de caracterizacdo de camu-camu,
Mpyrciaria dubia (Kunth) McVaugh-Myrtaceae, com dois
sistemas enzimaticos (esterase e esterase-D).

SOUZA (2004) observou a diferenciacdo de trés
espécies de camomila: Anthemis nobilis L., Matricaria
chamomila e Matricaria recutita L. utilizando sete
padrdes isoenzimdticos. Bem como, diferentes sistemas
enzimaticos permitiram estabelecer padrdes individuais
em todos os acessos de Polygonum (erva-de-bicho),
analisados por LOPES et al. (2003).

Assim, as isoenzimas tem sido de grande
importancia, auxiliando na identificagdo
quimiotaxondémica de espécies, principalmente as
medicinais.

Efeito do genotipo no estabelecimento in vitro
de Plantago sp.

Para a varidvel altura de explante houve diferenca
estatisticamente significativa na interacdo entre dose
utilizada e espécie e na interacdo espécie e tempo de
cultivo in vitro (p<0,01). Através dos dados da Tabela 3
podemos analisar o efeito das diferentes concentracdes de
BAP utilizadas e as respostas dos explantes das espécies
de tansagem quanto a altura de explante, onde para as trés
espécies o meio MS suplementado com 0,2 mgL' de
BAP foi qualitativamente o melhor meio, porém nao
diferindo para P. australis Lam. do meio MS sem BAP,
para P. major L. ndo diferiu estatisticamente do meio
suplementado com 0,3 mgL"' de BAP e para P.
brasiliensis Sims. ndo houve diferenca entre os meios
testados.

Resultados obtidos para a planta medicinal
Parthenium argentatum Gray, (LOPES & TEIXEIRA,
2003) e para A. nobilis (BOSENBECKER, 2001)
utilizando diferentes concentracdes de BAP, sugerem que
doses mais baixas deste regulador propiciaram maior
altura de brotacdes, todavia neste trabalho com tansagem
ficou evidenciado que essa resposta € espécie-especifica.

Tabela 3. Efeito de diferentes concentracdes de BAP sobre a altura (cm) e nimero médio de folhas produzidas por trés

espécies de tansagem in vitro.

N° médio de folhas

Altura (cm)
BAP P. australis P. major P. brasiliensis
(mg.L™)

0 3,39 aA 1,79 bceB 1,22 aB
0,1 2,36 bA 1,26 cB 0,96 aB
0,2 3,86 aA 2,79 aB 1,41 aC
0,3 2,57 bA 2,42 abA 1,21 aB

P. australis P. major P. brasiliensis
1,69 aB 1,56 aB 8,69 aA
1,75 aB 0,69 aB 5,25 bcA
2,12 aB 1,57 aB 6,31 bA
3,00 aA 0,69 aB 4,56 cA

Meédias seguidas de letras distintas mindsculas nas colunas e maitsculas nas linhas diferem respectivamente entre si ao nivel de 1% e 5%

de significancia pelo teste de Duncan.
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Em capim elefante o uso de BAP teve efeito
significativo sobre cardter altura das brotacdes, mostrando
redugdo gradativa com a incorporag@o de doses crescentes
de BAP no meio (KARASAWA, 2002), resultados
diferentes dos obtidos neste trabalho, pois o aumento da
concentragdo parece ndo ter um resultado efetivo no
aumento de altura dos explantes.

Quando comparadas as trés espécies no mesmo
meio de cultivo quanto a altura da planta, podemos
observar que P. australis foi melhor que as outras duas
espécies em quase todas as concentracdes de BAP testadas
ndo diferindo apenas de P. major no meio contendo 0,3
mg.L"' de BAP. Este dado evidencia o efeito do genétipo,
pois podemos visualizar no dendrograma apresentado na
fig. 2 que estas P. australis € mais afastada geneticamente
das outras duas espécies. Estas respostas diferenciadas
entre gendtipos foram relatadas por vdrios autores para
diferentes espécies (LLORENTE E APOSTOLO, 1998:
VILA et al, 2004; GEORGE, 2004; BHATIA et al.,
2005).

Podemos observar analisando a tabela 3 que
houve diferenca estatistica na interacio entre concentragao
de BAP e genétipos (p<0,05) bem como dentro do mesmo
gendtipo (p<0,01) quando avaliada o nimero médio de
folhas por explante. Entre os diferentes genétipos a
espécie P. brasiliensis foi a que produziu maior nimero
de folhas diferindo das demais na maioria dos meios
testados excetuando P. australis no meio com 3 mg.L" de

BAP. Podemos observar também que o aumento da
concentragdo de BAP no meio reduziu o nimero de folhas
produzidas pela espécie P. brasiliensis diferindo das
outras espécies.

Resultados obtidos para outras espécies
medicinais (KADOTA et al., 2001) indicaram que o meio
MS sem reguladores de crescimento permitiu uma maior
producdo de massa fresca, resultados semelhantes aos
demonstrados neste experimento para P. brasiliensis e P.
major, onde podemos observar maior nimero de folhas no
meio sem BAP indicando provavelmente maior massa
fresca, pois ndo houve variagdo qualitativa no tamanho
das folhas.

Nao houve produgdo de brotos em nenhum dos
meios utilizados, alguns autores relatam que o uso de BAP
¢ essencial para a inducdo de brotagdes em macieira,
porém nas concentra¢des utilizadas ndo houve formacio
de brotagdes nas trés espécies de tansagem avaliadas
(DUNSTAN et al., 1985; PASQUAL & ISHIDA, 1992).

Quanto ao tempo de cultivo in vitro, ndo se
observou diferenca estatistica entre as respostas das trés
espécies com relagdo ao nimero de folhas produzidas.
Entretanto, para a varidvel analisada altura de explante,
houve diferenca estatistica significativa (p< 0,01) entre as
espécies avaliadas (Tab. 4). Porém, como esperado,
observou-se para ambas as varidveis um aumento
progressivo dos sete até os 28 dias de avaliacdo.

Tabela 4. Comparacido das trés espécies de tansagem quanto a altura atingida pelo explante in vitro durante o periodo

de avaliacdo.

Altura (cm)
Tempo P. australis Lam. P. major L. P. brasiliensis Sims
7 0,59 c A 045 cA 0,59 bA
14 249 b A 1,36 b B 1,24 ab B
21 423a A 290 a B 14la C
28 486a A 357a B 1,56a C

Meédias seguidas de letras distintas mindsculas nas colunas e maitsculas nas linhas diferem entre si ao nivel de 1% de significancia pelo

teste de Duncan.

Podemos visualizar na tabela 4 o efeito do gendtipo em
relacdio a altura de plantas in vitro conforme o tempo em
cultivo, a resposta de P. autralis foi maior que as outras
duas espécies a partir de 15 dias em cultivo, sendo que P.
brasiliensis e P. major mostram estas diferengas entre si a
partir da avaliagdo aos 21 dias. Respostas gendtipo
especificas sdo descritas por vdrios autores, onde
LLORENTE E APOSTOLO (1998) recomendam a
necessidade de otimizacdo individualizada de meios de
propagacdo in vitro para cada genétipo testado.

CONCLUSAO

O polimosfismo isoenzimdtico de GOT
(glutamato oxaloacetato transaminase) e 6-PGD (6-
fosfoglutamato desidrogenase) evidenciam a variabilidade
genética entre P. australis Lam., P major L. e P.
brasiliensis.

Houve efeito do gendtipo na resposta das trés
espécies estudadas ao meio de cultura e as concentracdes
de BAP utilizadas.
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