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Metodologia Cientifica:
Cultivo in vitro de Unha-de-gato

Introducao

As espécies Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis, popularmente conhecidas
por unha-de-gato, sao trepadeiras lenhosas pertencentes a familia das
Rubiaceas, originarias da Floresta Amazdnica e de outras areas tropicais das
Américas do Sul e Central. Seu nome é derivado dos espinhos semelhantes

a ganchos que crescem ao longo da trepadeira e parecem as unhas do gato
(Figuras 1 e 2). Conforme Pereira (2004), as duas espécies se atribuem efeitos
imunoestimulantes, anti-inflamatorios e inibidores de crescimento de células
cancerigenas. Os principios ativos de maior interesse sao os alcaloides
oxindolicos e os compostos glicosideos do acido quindvico, que demonstram
ser os responsaveis pelos efeitos anti-inflamatérios (AQUINO et al., 1991).
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As inumeras propriedades medicinais tém aumentado a demanda por essas
plantas, favorecendo assim o desmate e transporte ilegal, podendo provocar
uma reducgao de sua variabilidade genética e até mesmo sua extingao. Torna-
se necessario, portanto, o desenvolvimento de técnicas alternativas para a
propagacao e possivel domesticagao dessas espécies. Dentre elas, tem-se a
micropropagacao, que compreende varios métodos de propagacao assexuada
in vitro, ou seja, no laboratoério. Nessa técnica, pequenos fragmentos de tecido
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vivo, denominados explantes, sao isolados de uma planta matriz, desinfetados
e cultivados sob condigbes assépticas, por periodos indefinidos em um meio
de cultura apropriado (ANDRADE, 2002). A utilizacao desse método permite a
producao de mudas com alta qualidade fitossanitaria, durante todo o ano. Além
disso, todo o processo pode ser realizado em um pequeno espaco fisico, sob
condicoes controladas.

Entretanto, o uso da unha-de-gato como produto comercial (fitoterapico)
apresenta algumas dificuldades, entre elas a falta de homogeneidade na
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constituicao quimica das plantas comercializadas. Esse problema ocorre pelo
fato da matéria-prima ser proveniente de areas naturais sem nenhum controle
de qualidade. Nesse sentido, a tecnologia de clonagem in vitro, apoiada por
um trabalho de selecdo de caracteristicas desejaveis, podera contribuir para

a obtencao de plantas com maior homogeneidade e de qualidade garantida
(OBREGON VILCHES, 1996).
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Figura 1. Uncaria tomentosa com ramos floridos (a); ramos contendo espinhos retos (b).
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Figura 2. Uncaria guianensis com ramos floridos (a); ramos contendo espinhos curvos (b).

Metodologia

Os meios de cultura devem ser distribuidos em
tubos de ensaio (20 mm x 150 mm) ou frascos

de vidro transparente com capacidade de 250
mL, do tipo maionese, fechados com papel
aluminio e tampas plasticas, respectivamente, e
autoclavados por 18 minutos a 1,1 Kgf/cm?, em
temperatura de 121 °C. Antes da autoclavagem, o
pH do meio deve ser ajustado em 5,8. As culturas
devem ser mantidas em sala de crescimento com
temperatura controlada de 25 °C + 2 °C, dispondo
de luminosidade (38 umol.m2.s") fornecida

por lampadas fluorescentes tipo luz do dia, e
fotoperiodo de 16 horas de luz.

Etapas da micropropagacao:

1) Desinfestacao e germinacao das sementes in
vitro

As sementes devem ser lavadas em agua corrente
e depois em agua destilada. Em camara de fluxo
laminar, devem ser desinfestadas com a imersao
em alcool etilico a 70% (v/v), por 1 minuto e,

em seguida, mergulhadas por 30 minutos em
hipoclorito de sédio a 1,5% e lavadas por trés vezes
em agua destilada autoclavada.

Apbs esse procedimento devem ser inoculadas,
individualmente, em tubos de ensaio (20 mm x
150 mm) contendo 10 mL de meio de cultura de
MS/4 (com 25% da concentragao de sais do meio
de cultura de Murashige e Skoog (1962) e WPM
(Wood Plant Medium), elaborado por Loyd e
McCowb (1980), para U. tomentosa e U. guianensis,
respectivamente, suplementados com 30 g.L" de
sacarose e 6 g.L" de agar (a quantidade de agar
pode variar de acordo com o fabricante), onde
devem permanecer por 60 dias (Figura 3).

Figura 3. Plantulas de Uncaria guianensis em meio de cultura WPM (a) e Uncaria tomentosa em meio de cultura MS/4 (b), apo6s 60 dias

de inoculagao.
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2) Multiplicagao in vitro

Apds 60 dias de incubacao, as plantulas
germinadas in vitro, em camara de fluxo laminar,
devem ser retiradas dos tubos de ensaio com o
auxilio de uma pinca longa e colocadas sobre
placas de Petri contendo papel esterilizado. Em
seguida, com auxilio de bisturi, as folhas e raizes
devem ser retiradas e o caule seccionado, de
maneira que os entrends (segmentos nodais), com
aproximadamente 2 cm, permaneg¢am com pelo
menos duas gemas axilares.

Devem ser inoculados de quatro a cinco
segmentos nodais por frasco de vidro do tipo
maionese (250 mL de capacidade) contendo 30 mL
de meio de cultura MS/4 e WPM para U. tomentosa
e U. guianensis, respectivamente, suplementados
com 30 g.L" de sacarose e 6 g.L" de 4gar. Nao

€ necessario adicionar citocininas para induzir

a formacao de brotacoes multiplas, ja que se
mostraram toxicas para essas espécies, com uma
producao massal de calos na base dos explantes
(Figura 4).
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As culturas devem ser mantidas em sala de
crescimento e subcultivadas a cada 30 dias com a
renovacdo do meio de cultura. E possivel cultiva-
las por até cinco subcultivos sucessivos. O nimero
médio de brotos regenerados por segmento
nodal, em cada subcultivo, com a utilizacao desse
protocolo, é de 1,5 broto/explante.

3) Enraizamento

Brotos entre 3,0 cm e 4,0 cm de altura devem

ser retirados dos frascos, em camara de fluxo
laminar, com pin¢a longa, e colocados sobre
papel toalha, em bancada. Se ocorrer a presenca
de raizes, devem-se retira-las com um corte feito
na base do explante. Folhas velhas e amareladas
também devem ser retiradas. Os brotos devem
ser inoculados quatro a cinco por frasco de

vidro do tipo maionese (250 mL de capacidade)
contendo 30 mL de meio de cultura MS/4 e

WPM, respectivamente para U. tomentosa e U.
guianensis, suplementados com sacarose (15 g.L'),
carvao ativado (1,0 g.L" ) e gelificado com agar

(6 g.L"). As culturas devem permanecer entre 40 e
60 dias em sala de crescimento (Figura 5).

Figura 4. Brotagoes adventicias de Uncaria guianensis oriundas de experimento de multiplicacao utilizando a citocinina

6-benzilaminopurina (BAP): tratamento controle, sem adigao de BAP (a); tratamento com 4 mg.L' de BAP (b) e presenca de calos na

base do explante (seta).
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Figura 5. Enraizamento de brotagoes adventicias de Uncaria

tomentosa.
4) Aclimatizacao

Apds 50 dias, as brotagdes com raizes devem ser
retiradas do meio de enraizamento e lavadas em
agua destilada por duas vezes para remover o
meio de cultura aderido as raizes. Devem-se, entao,
transferi-las para recipientes plasticos esterilizados
com capacidade de 3 litros (camaras plasticas),
contendo uma parte de substrato comercial e uma
parte de vermiculita (Figura 6), e incuba-los em
camara incubadora tipo B.O.D., com temperatura
de 28 °C, fotoperiodo de 16 horas de luz. Apos

60 dias, as mudas devem ser transferidas para
tubetes, contendo substrato comercial, e mantidas
em casa de vegetacao, por cerca de 3 meses,
sendo irrigadas duas vezes ao dia. Passado esse
tempo poderao ser plantadas no campo.

Figura 6. Mudas de Uncaria guianensis (a) e U. tomentosa (b)

em processo de aclimatizagdo em camaras plasticas, contendo
uma parte de substrato comercial e uma parte de vermiculita.
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