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MICROPROPAGAÇÃO E CONSERVAÇÃO in vitro DE Croton antisyphiliticus MART. 

 

Autora: Bióloga Taíce Gonçalves de Oliveira 

Orientadora: Dra. Ana Maria Soares Pereira 

 

RESUMO 

 

Croton antisyphiliticus Mart. ex M. Arg. popularmente pé de perdiz, é uma planta medicinal 

nativa do Cerrado, pertencente à família Euphorbiaceae. A raíz é utilizada popularmente na 

forma de decoctos e garrafadas para combater infecções do aparelho reprodutor masculino e 

feminino. A coleta da planta é realizada de forma extrativista e não há trabalhos a respeito da 

conservação da espécie. Desta forma, este trabalho teve como objetivo desenvolver um 

protocolo de micropropagação visando a multiplicação em larga escala de C. antisyphiliticus 

para que no futuro seja possível o desenvolvimento de um medicamento fitoterápico a partir 

desta espécie. Foram desenvolvidos experimentos de germinação in vitro, protocolos de 

micropropagação e conservação de germoplasma in vitro. Para determinar a melhor condição 

de germinação in vitro foi avaliada a ação do fungicida Cercobin na assepsia das sementes. No 

desenvolvimento do protocolo de micropropagação foram avaliados o efeito dos meios MS, 

WP e B5 e da concentração de sais no desenvolvimento das plantas; o efeito das citocininas 

BAP, cinetina, zeatina e 2ip na multiplicação dos explantes; a associação do BAP com a 

auxina AIA na intensificação das brotações; o tamanho do recipiente para o cultivo in vitro; o 

co-cultivo; a posição da gema em relação à brotação; a influência da auxina AIB no 

enraizamento in vitro; a aclimatação dos explantes; e o efeito de agentes de estresse osmótico 

no crescimento mínimo de explantes de C. antisyphiliticus. O meio MS/2 foi o meio mais 

eficiente para o desenvolvimento de plantas in vitro. Várias citocininas influenciaram na 

multiplicação dos explantes, no entanto, a BAP (1µM) foi selecionada como a mais eficaz para 

a multiplicação. A associação de BAP com AIA não apresentou resultado significativo no 

aumento das brotações. As plantas cultivadas em frasco tipo pote apresentaram melhores 
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resultados. Os explantes além de apresentarem tolerância ao co-cultivo in vitro mostraram-se 

vigorosos. A melhor posição da gema para multiplicação é a apical. O meio MS sem adição de 

reguladores foi o mais eficiente no enraizamento. A aclimatação de explantes de C. 

antisyphiliticus foi possível sem a presença de raízes desenvolvidas in vitro. Para conservação 

em Banco de Germoplasma, a presença ou ausência dos agentes osmóticos utilizados não 

garantiram a sobrevivência da maioria dos propágulos nesse ambiente. Assim, é possível 

concluir que a micropropagação da espécie C. antisyphiliticus é viável e faz-se necessário 

estudos futuros relacionados aos aspectos químicos e genéticos a fim de encontrar os 

genótipos elites para conservação. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Cerrado, planta medicinal, pé-de-perdiz, Euphorbiaceae. 
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IN VITRO MICROPROPAGATION AND CONSERVATION OF CROTON 

ANTISYPHILITICUS MART. Botucatu, 2011. 79p. Dissertação (Mestrado em 

Agronomia/Horticultura) – Faculdade de Ciências Agronômicas, Universidade Estadual 

Paulista. 

Author: Bióloga Taíce Gonçalves de Oliveira 

Adviser: Dra. Ana Maria Soares Pereira 

 

SUMMARY 

 

Croton antisyphiliticus Mart. ex M. Arg. popularly “pé de perdiz” is a medicinal plant native 

from Cerrado, belonging to Euphorbiaceae family. The root is used popularly in the form of 

decoctions and “garrafadas” to combat males and females tract infections. The collection of 

the plant is carried through of extrativist form and it doesn’t have works regarding the 

conservation of the species. So, this study had as aimed to develop a micropropagation 

protocol to a multiplication in a large scale of C. antisyphiliticus, so that in future it is possible 

to develop a fitotherapic medicament from this species. Experiments had been developed of in 

vitro germination, micropropagation protocols and in vitro conservation of germoplasm. To 

determine the best condition for in vitro germination was evaluated the action of the fungicide 

Cercobin in the asepsis of the seeds. In the development of micropropagation protocol had 

been evaluated the effect of media MS, B5 and WP and the concentration of salts in plant 

development; the size of the container for the in vitro cultivation; the effect of the cytokinins 

BAP, kinetin, zeatin and 2ip in multiplication of explants; the combination of BAP with IAA 

in enhancing shoot; the influence of the auxin IBA on in vitro rooting; the co-cultivation; the 

bud position in relation to the shooting and; the effect of osmotic stress agents in minimal 

growth of explants of C. antisyphiliticus. The MS was the most efficient with its concentration 

reduced by half resulted in better development of plants in vitro. Plants grown in flasks 

showed better results. Many cytokinins had influence on the multiplication of the explants, 
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however, the BAP (1 µ M) was selected as the most efficient for multiplication. The 

combination of BAP with IAA didn’t present weren’t significant results in the increase of 

shoots. The explants also to present co-cultivation in vitro tolerance shown to be vigorous. The 

best bud position for multiplication is the apical.  The MS medium without regulators was the 

most efficient in the rooting. The acclimatization of C. antisyphiliticus explants was possible 

without the roots presence developed in vitro. In order to in vitro germoplasm bank, the 

osmotic agents presence or absence used failed to ensure the majority survival of seedlings in 

this environment. So, it’s possible to conclude that the micropropagation of the C. 

antisyphiliticus is viable and necessary to further research related to chemical and genetic 

aspects to find the elite genotypes for conservation. 

 

 

 

_____________________________ 

Keywords: Cerrado, medicinal plant, pé-de-perdiz, Euphorbiaceae. 
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1. INTRODUÇÃO  

O Cerrado possui uma flora riquíssima com imenso potencial 

terapêutico. Dentre as numerosas famílias de plantas encontradas no cerrado destaca-se a 

Euforbiaceae e em especial a espécie Croton antisyphiliticus, que é uma planta medicinal 

utilizada pela população para o tratamento de fungos, algumas doenças sexualmente 

transmissíveis e de infecções dos sistemas reprodutores feminino e masculino.  

Não há até o presente momento estudos farmacológicos, químicos e 

agronômicos para a referida espécie, sendo as informações existentes oriundas apenas de 

levantamentos etnobotânicos. Além disso, as preparações fitoterápicas são realizadas a partir 

da raiz, que ao ser coletada de forma extrativista compromete a existência das populações 

naturais e aumenta o risco de extinção e ou erosão genética da espécie.  

Desse modo, este trabalho objetivou estabelecer uma metodologia de 

propagação in vitro de Croton antisyphiliticus, visando corroborar com informações relevantes 

e inéditas que possam ser utilizadas para a conservação e multiplicação da espécie, tornando 

possível no futuro, o desenvolvimento de fitoterápicos a partir desta espécie de maneira 

sustentável. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Cerrado 

 

As zonas tropicais abrigam cerca de 2/3 da diversidade biológica 

mundial, distribuída principalmente nos países em desenvolvimento. Na América Tropical 

encontra-se 90.000 espécies de fanerógamas sendo que o Brasil abriga aproximadamente 

60.000 espécies (VIEIRA e MARTINS, 2000). 

O Cerrado está localizado principalmente no planalto central do Brasil, 

é o segundo maior bioma do País (KLINK e MACHADO, 2005; RIBEIRO e WALTER, 

2008). De acordo com levantamento florístico para esse Bioma, a sua flora esta compilada em 

mais de 10 mil espécies vasculares (FELFILI et al., 2008). Sendo que, quarenta e quatro por 

cento dessa flora é endêmica, o que confere ao Cerrado o título da savana tropical mais 

diversificada do mundo (KLINK e MACHADO, 2005). 

Os principais tipos de vegetação descritos para o bioma são 

enquadrados em: formações florestais (Mata Ciliar, Mata de Galeria, Mata Seca e Cerradão); 

savânicas (Cerrado sentido restrito, Parque do Cerrado, Palmeiral e Vereda) e campestres 

(Campo Sujo, Campo Limpo e Campo Rupestre) (RIBEIRO e WALTER, 2008). 
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O bioma possui como característica a presença de dois períodos 

climáticos bem definidos, uma estação das chuvas, quando ocorre mais de 90% da 

precipitação e uma estação de seca, com ausência quase total das chuvas e baixa umidade 

relativa. A média da precipitação total anual varia entre 1400 e 1700 mm, e a temperatura 

média anual oscila entre 18° e 25° C. De modo geral, os solos são profundos e bem drenados, 

de baixa fertilidade, como os latossolos e as areias quartzosas; que necessitam de correção e 

adubação para o uso agrícola (MANTOVANI e PEREIRA, 1998). 

A metade dos 2 milhões de km² de cobertura original do bioma 

Cerrado está dominada por pastagens plantadas com gramíneas de origem africana (cerca de 

600.000 km²) e com culturas anuais como soja, milho e algodão (cerca de 100.000 km²), o que 

resulta no processo de fragmentação do bioma (KLINK e MACHADO, 2005; KLINK et al., 

2008). Esta ação antrópica tem gerado várias conseqüências danosas ao bioma como, por 

exemplo, a barreira e isolamento genético, introdução de espécies alóctones e efeito de borda 

(AQUINO e MIRANDA, 2008). 

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística - 

IBGE (2010), o Cerrado teve sua cobertura vegetal original e a secundária reduzida de 2 038 

953 km² para 1 052 708 km², com área desmatada de 986 247 km² (48,37%) até 2008. Para 

Machado et al. (2004b), a situação do Cerrado é bastante crítica e preocupante e apesar do 

esforços do Ministério do Meio Ambiente – MMA em  identificar áreas prioritárias para a 

conservação do bioma, essas ações não tem sido capazes de conter a tendência atual de 

utilização de áreas nativas, o que poderá causar a completa destruição do Cerrado até o ano de 

2030, caso as tendências de ocupação continuem causando uma perda anual de 2,2 milhões de 

hectares dessas áreas. 

Com o objetivo de minimizar a degradação do Cerrado por 

desmatamento e queimadas, o governo brasileiro lançou em setembro de 2010, um Plano de 

Ação para Prevenção e Controle do Desmatamento e das Queimadas no Cerrado, por meio da 

articulação de ações e parcerias entre os mais diversos âmbitos da sociedade brasileira 

(GOVERNO FEDERAL, 2010). 

Estratégias de utilização sustentável do Cerrado tem sido descritas em 
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várias regiões do país, a exemplo do Baru no Mato Grosso do Sul (ARAKAKI et al., 2009) e 

de seis espécies de  frutas do Cerrado no Norte de Minas (CARVALHO, 2007). Esses estudos 

relatam experiências locais na utilização dos recursos naturais de maneira sustentável. 

Diante do exposto acima fica evidente a necessidade de ações que 

possam evitar ou reduzir a acelerada destruição do Cerrado, a partir de estratégias que visem o 

uso sustentável do bioma, e em particular dos recursos terapêuticos relacionadas à flora. O 

desenvolvimento de protocolos eficientes de micropropagação e o estabelecimento de Bancos 

de Germoplasma in vitro e ex vitro são estratégias importantes para abrandar o processo de 

erosão genética das espécies do hotspot Cerrado. 

 

2.2 Plantas Medicinais e Fitoterápicos 

 

Plantas medicinais são aquelas que administrada sob qualquer forma e 

por alguma via ao homem, exercem algum tipo de ação farmacológica (FOGLIO et al., 2006).  

Por longa data o uso terapêutico das plantas medicinais esteve 

associado a questões místicas, desconhecendo tanto a causa da doença como o funcionamento 

dessas drogas no desaparecimento dos sintomas e/ou cura das enfermidades. Nesse sentido, 

alguns estudiosos, com destaque para Paracelso (1493-1541), no intuito de procurar 

estabelecer uma relação entre ambas acabaram adotando a “doutrina da assinatura”. Segundo 

essa doutrina, Deus teria indicado qual o agente medicinal para determinada enfermidade 

através de um “sinal”, ou seja, uma semelhança entre a planta e o órgão ou doença a ser 

tratada. Assim, o açafrão teria ação sobre a icterícia por apresentar rizomas de coloração 

amarela.  Essa “doutrina de assinatura” apesar de fundada na crença popular contribuiu 

significativamente para o desenvolvimento e progresso das ciências médicas 

(KOROLKOVAS, 1996). 

Embora a utilização de plantas medicinais pela humanidade seja tão 

antiga quanto a sua própria origem, a maioria das espécies existentes no planeta são 

desconhecidas sob o ponto de vista científico. De aproximadamente 500 mil espécies de 

plantas identificadas botanicamente apenas 5% foram estudadas do ponto de vista fitoquímico 
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e uma porcentagem ainda menor foi avaliada sob os aspectos biológicos. Na atualidade a 

intensificação do uso de fitoterápicos em países desenvolvidos se deve ao avanço das técnicas 

espectroscópicas que têm contribuído com a elucidação de estruturas moleculares complexas 

de constituintes naturais com relevante ação farmacológica, a exemplo do taxol, forscolina, 

artemisinina, e vários fármacos como, a digoxina da Digitalis spp., quinina e quinidina da 

Cinchona spp., vincristrina e vinblastina  da Catharanthus roseus, atropina da Atropa 

belladona e morfina e codeína da Papaver somniferum (CECHINEL FILHO, 1998; RATES, 

2001).  

O mercado mundial de fitoterápicos vem apresentando expressivo 

crescimento, algo em torno de 22 bilhões de dólares/ano, devido ao desenvolvimento, cada vez 

maior, de processos de padronização, controle de qualidade de drogas vegetais e produtos 

farmacêuticos fitoterápicos, bem como o estabelecimento de critérios de eficácia e segurança 

destes produtos (CECHINEL FILHO, 1998; SOUZA-MOREIRA et al., 2010).  

O Decreto nº 5.813, de 22 de junho de 2006 instituído pelo Governo 

Federal estabeleceu a Política Nacional de Práticas Integrativas e Complementares, visando 

oferecer ao Sistema Único de Saúde – SUS a possibilidade de tratamento com Plantas 

Medicinais e Fitoterápicos, conforme o disposto na Portaria nº 971, de 3 de maio de 2006, do 

Ministério da Saúde (BRASIL, 2006). Essa iniciativa tem estimulado estudos nas diversas 

áreas do conhecimento que envolvem as plantas medicinais além de retomar uma valorização 

a cerca do uso desta terapêutica. 

No Brasil a 5º ed. da Farmacopéia Brasileira lançada em dezembro de 

2010, apresenta expressivo número de monografias de plantas medicinais as quais são 

contribuições relevantes para a normatização de metodologias adequadas para o controle de 

qualidade de fitoterápicos, isso terá significativa repercussão técnica, científica e política na 

área de desenvolvimento de medicamento no país (FARMACOPÉIA BRASILEIRA, 2010). 
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2.3 O Gênero Croton  

 

A família Euphorbiaceae é composta de 8000 espécies, distribuídas em 

317 gêneros representada nas regiões tropicais e temperadas de todo o planeta (SÁTIRO e 

ROQUE, 2008). Estes estão agrupados em 49 tribos e cinco subfamílias, segundo o sistema de 

classificação proposto por Webster (1994). 

Levantamentos florísticos realizados no Brasil mostram que a família 

Euphorbiaceae é uma das mais ricas em número de espécies, com cerca de 1000, distribuídas 

em aproximadamente 80 gêneros. No Estado de São Paulo a família está representada por 37 

gêneros e cerca de 160 espécies (CARUZO e CORDEIRO, 2007), além disso, é considerada 

uma das famílias de maior importância econômica (FRANÇA, 1997; CARNEIRO et al., 

2002).  

A subfamília Crotonoideae é formada por cerca de 2400 espécies 

agrupadas em 67 gêneros e 12 tribos (WEBSTER, 1994). O gênero Croton L. é o segundo 

maior e mais diverso, somando mais da metade das espécies da subfamília, cerca de 1.200, 

distribuídas predominantemente no continente americano (LIMA e PIRANI, 2008). O Brasil é 

um dos principais centros de diversidade do gênero, com cerca de 300 espécies, que está 

representado nos mais variados ambientes e tipos vegetacionais (BERRY et al., 2005; SILVA 

et al., 2010). 

O reduzido número de estudos com o gênero Croton se deve a sua 

complexidade taxonômica, o que tem levado alguns autores a considerá-lo como “gênero 

problema” (LIMA e PIRANI, 2008). Apesar disso, recentemente alguns trabalhos têm sido 

publicados enfatizando os aspectos da distribuição geográfica e chaves de identificação 

(CARUZO e CORDEIRO, 2007; SÁTIRO e ROQUE, 2008; LIMA e PIRANI, 2008; 

BINGTAO et al., 2008; MEDEIROS et al., 2008; SILVA et al., 2009; SILVA et al., 2010) 
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2.4 A espécie Croton antisyphiliticus 

 

2.4.1 Descrição Botânica 

 

 Domínio: Eucariota 

    Reino: Plantae 

       Filo: Magnoliophyta Cronquist, Takht. & W. Zimm. ex Reveal 

          Classe: Magnoliopsida Brongn. 

             Ordem: Malpighiales 

    Família Euphorbiaceae  

       Subfamília: Crotonoidae Johannes Müller Argoviensis [Müll.Arg.] 

                      Tribo Crotoneae (Blume) Müll.Arg. 

                         Gênero Croton (L.) Müll.Arg. 

                            Seção Eucroton Müll.Arg. 

                               Espécie Croton antisyphiliticus (Mart.) Müll.Arg. (FLORA 

BRASILIENSIS, 2010) 

 

 

2.4.2 Taxonomia e habitat 

 

A espécie Croton antisyphiliticus Mart. (Figura 1), conhecida 

popularmente como pé-de-perdiz, canela-de-perdiz, alcanforeira, herva-mular, alcânfora e 

cocaleira (MOREIRA, 1862; OLIVEIRA, 1854; CASTRO, 1878 apud FENNER, 2006; 

FORZZA et al., 2010) é um subarbusto ou erva (MUNHOZ e FELFILI, 2007; PAULA, et al., 

2009), de ramos lenhosos, folhas lanceoladas, alternas, separadas por entrenós, eretas apoiadas 

por pecíolos; as flores são unissexuais, dispostas no ápice dos ramos em inflorescências 

espiciformes (FELFILI et al, 2007; SAINT-HILAIRE, 2009).  
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Figura 1: Croton antisyphiliticus (A) e detalhe da inflorescência (B). 

 

2.4.3 Distribuição geográfica da espécie  

 

Ocorre nos estados de Tocantins, Mato Grosso, Goiás, Distrito 

Federal, Minas Gerais, São Paulo, Paraná e Santa Catarina. É uma espécie nativa do bioma 

Cerrado, encontrada nas regiões de campo limpo, campo sujo e campos rupestres (FELFILI et 

al, 2007; MEDEIROS et al., 2008; FORZZA et al., 2010). 

 

2.4.4 Etnobotânica e etnofarmacologia 

 

A espécie C. antisyphiliticus é citada em levantamentos etnobotânicos 

como uma das plantas mais utilizadas por comunidades regionais (SILVEIRA et al., 2008). As 

raízes e folhas são utilizadas na forma de decoctos e garrafadas, no tratamento de cólicas, 

reumatismos, contra sífilis, contra fungos, feridas de úlceras e inflamações em especial das 

vias genitais (VILA VERDE et al., 2003; (MOREIRA, 1862; OLIVEIRA, 1854; CASTRO, 

1878 apud FENNER, 2006); TRESVENZOL et al., 2006; CAVÉCHIA e PROENÇA, 2007; 

SILVA et al., 2009) (Tabela1).  
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2.4.5 Atividade antimicrobiana  

 

Os estudos relacionados à atividade antimicrobiana dessa planta são 

praticamente inexistentes, até o presente momento existe apenas um estudo realizado por 

Nader et al. (2010), que evidenciou a ação dos extratos clorofórmico e hexânico de C. 

antisyphiliticus sobre a multiplicação da bactéria Staphylococcus aureus, causadora da mastite 

bovina, promovendo melhor atividade inibitória e bactericida in vitro. 

 

 

2.4.6 Fitoquímica 

 

Não há registros na literatura sobre estudos fitoquímicos realizados 

com a espécie C. antisyphiliticus, entretanto, foram relatadas em outras espécies do gênero 

Croton várias substâncias pertencentes a diferentes classes de metabólitos secundários como, 

por exemplo, as proantocianidinas, terpenos, alcalóides, flavonas, triterpeno lupeol e ésteres 

graxos do lupeol, os diterpenos ribenona, ácido caurenóico e a mistura dos esteróides sitosterol 

e estigmasterol (PERES et al., 1997, ABREU et al., 2001, HILL et al., 2001,  JONES, 2003, 

SALATINO et al., 2007). 

 

 

2.5 Tecnologias in vitro 

 

Alternativas que viabilizem a produção de plantas com propriedades 

terapêuticas cientificamente comprovadas, vêm sendo amplamente debatidas nos grupos de 

discussão sobre conservação de recursos naturais. A conservação ex situ em banco de 

sementes de plantas endêmicas do Cerrado é uma delas. No entanto, para espécies raras ou que 

apresentam sementes altamente predadas por insetos ou ainda para espécies cujo banco de 

sementes torna-se inviável (sementes recalcitrantes ou intermediárias), as tecnologias in vitro 

são indicadas. Essas tecnologias possibilitam a produção de centenas de plantas a partir de um 
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único explante, permitindo a conservação do genótipo através do desenvolvimento de duas 

tecnologias integradas, a micropropagação e o estabelecimento de banco de germoplasma in 

vitro, que são complementares aos bancos de sementes (MORAES et al., 2007; GONÇALVES 

et al., 2010).  

 

 

2.5.1Micropropagação 

 

A cultura de tecido é indicada para aquelas plantas que apresentam 

características botânicas que impeçam ou dificultam a propagação pelos meios clássicos 

(MELO et al., 2008).  

Na atualidade a micropropação vem sendo cada vez mais utilizada não 

apenas para propagar em larga escala genótipos de interesse comercial, mas também na 

limpeza clonal, por meio de cultivo de meristema apical, objetivando desinfectar plantas 

contaminadas por vírus (SOUZA et al., 2009b; NORTH, 2010 ).  

A micropropagação é a técnica que permite a produção de plantas em 

larga escala, indicada para multiplicar clones elites (PEREIRA et al., 2007a). O 

estabelecimento da cultura in vitro depende da eficiência do processo de assepsia e adaptação 

dos explantes ao meio de cultura (MORAES et al., 2007).  

Para a utilização da técnica de micropropagação alguns procedimentos 

básicos devem ser realizados como, seleção da planta matriz, nesse momento é importante 

considerar a sanidade e o estádio fisiológico da planta (juvenilidade) (SOUZA e PEREIRA, 

2007; PAUNESCU, 2009) além do tipo do explante a ser utilizado na etapa inicial do cultivo 

in vitro, que podem ser folhas, cotilédones, caule, segmentos nodais, entre outros. 

Na escolha do meio de cultivo deve-se considerar o meio basal que 

melhor atenda a necessidade nutricional da planta (sais minerais, fonte de carbono, vitaminas, 

aminoácidos), se necessário esse meio pode ser suplementados com reguladores vegetais, o 

que vai depender do nível endógeno de hormônio na planta e da fase do cultivo na qual ela se 

encontra. Apesar de não ser uma regra geral, a maioria dos estudos utilizam doses maiores de 
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citocininas para a produção de gemas e produção de múltiplas brotações, enquanto que para o 

enraizamento são utilizadas altas concentrações de auxinas. Em alguns casos as giberelinas 

são acrescentadas ao meio para promover o alongamento (FRANKLIN e DIXON, 1994; 

GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998; PEREIRA et al., 2003; CAMPOS et al., 2007; 

GONÇALVES et al., 2010;). 

As condições do ambiente também devem ser observadas. Para a 

maioria das espécies, o processo de incubação inicial é realizado em temperaturas entre 20 e 

27°C, intensidade luminosa de 20 a 70 25µmol m2/s e fotoperíodo de entre 12 e 16 horas 

(SUNGKUMLONG e DEB, 2009; GONÇALVES et al., 2010; NORTH et al., 2010). 

 

2.5.1.1 Etapas Básicas da Micropropagação 

 

Plantas com alta demanda comercial necessitam do estabelecimento de 

protocolo eficiente de micropropagação que possibilitem a multiplicação das mesmas em larga 

escala (NORTH et al., 2010). 

De acordo com Werbrouck e Debergh (1994), a micropropagação 

geralmente envolve cinco etapas: 

 

a) Estágio preparativo – Preparo da planta para introdução do material in vitro; o material é 

cultivado de preferência em casa de vegetação, com condições controladas. Pode-se tentar 

melhorar a aptidão fisiológica das plantas matrizes utilizando reguladores de crescimento ou 

outros tratamentos. 

b) Iniciação das culturas – Introdução do material in vitro; deve-se escolher o explante mais 

adequado para a introdução in vitro, estabelecer o procedimento de assepsia, escolher o meio 

de cultura a ser utilizado inicialmente e determinar as melhores condições na sala de 

crescimento para o processo de cultivo in vitro.   

c) Multiplicação e alongamento do broto – Promover a proliferação de brotos; deve-se 

aumentar o número de gemas nos explantes ou regiões meristemáticas, promover se necessário 

o alongamento dos brotos e manter as plantas matrizes.  
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d) Indução e desenvolvimento de raiz – promover se necessário o alongamento dos brotos e o 

enraizamento in vitro ou ex vitro.  

e) Aclimatação – Transferência para condições de casa de vegetação; o objetivo desta fase é 

assegurar a sobrevivência das plântulas sob condição ex vitro. 

 

2.5.1.2 Reguladores vegetais 

 

Os reguladores vegetais são amplamente utilizados na suplementação 

dos meios de cultura para suprir deficiências hormonais, e também estimular o 

desenvolvimento da planta durante todo o processo de micropropagação. O requisito para 

utilização de reguladores vegetais exógenos depende dos níveis endógenos na planta 

(WERBROUCK e DEBERGH, 1994). 

Quando sementes são utilizadas como explantes iniciais, a germinação 

é normalmente realizada em meio nutritivo sem reguladores de crescimento ou simplesmente 

em água e ágar (MELO et al., 2008). Na fase de multiplicação, as citocininas são empregadas, 

principalmente para que ocorra a quebra da dominância apical induzindo a proliferação das 

gemas laterais (FRANKLIN e DIXON, 1994; NORTH et al., 2010). De modo geral, o 

suplemento de citocininas no meio de cultura determina o sucesso da etapa de multiplicação 

(MORAES et al., 2007). 

A alta relação citocinina-auxina promove à formação de brotos, e o 

oposto ocasiona a diferenciação da raíz. Em alguns casos a indução de múltiplas brotações 

requer a combinação de citocinina e auxina, mas, isso não implica que seja necessário a 

presença concomitante de ambos no meio de cultura para que haja a formação de brotos 

(WERBROUCK e DEBERGH, 1994; MORAES et al., 2007). 

As citocininas mais empregadas no cultivo in vitro das espécies do 

Cerrado são BAP (6-Benzilaminopurina), 2ip (Isopenteniladenina), cinetina e zeatina, em 

ampla faixa de concentração promovendo múltiplas brotações (SOUZA et al, 2003; 

MALOSSO, 2004). De modo geral o fitorregulador BAP deve ser o primeiro a ser testado, 

seguido do 2ip, e como última opção a zeatina em função do alto custo (WERBROUCK e 
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DEBERGH, 1994). 

Na fase de enraizamento as auxinas são adicionadas ao meio de 

cultura, as mais utilizadas são ANA (ácido naftaleno acético) e AIB (ácido indolbutírico) 

(FRANKLIN e DIXON, 1994). Concentrações excessivas de auxina no meio podem gerar 

graves transtornos limitando a fase de enraizamento e podendo ser tóxica para a planta 

(SOUZA et al., 2004). Outros reguladores que não as auxinas podem comprometer a fase de 

enraizamento como, por exemplo, as citocininas, as giberelinas e o ácido abscísico inibindo a 

formação de raiz. 

 

 

2.5.2 Banco de Germoplasma 

 

Banco de Germoplasma in vitro são unidades conservadoras de 

material genético sob condições de crescimento lento. A conservação dos recursos genéticos 

por meio de bancos de germoplasma pode ser mantida através de armazenamento de semente 

em câmara fria, coleções de plantas conduzidas a campo ou em casa de vegetação, em jardins 

botânicos, em arboretos e através de coleções de plântulas e tecidos mantidos sob condição in 

vitro ou ainda em sistema de criopreservação (VIEIRA, 2000; PEREIRA, et al., 2007b). 

De modo geral Bancos Ativo de Germoplasma (BAG) estruturados são 

mantidos por universidades e empresas de pesquisas (EIRA et al., 1992; DINIZ e FERREIRA, 

2000; LEMOS et al., 2002; CANTO et al., 2004; FERREIRA, 2005b; SOUZA et al., 2009b; 

GABR e SAYED, 2010; RANGSAYATORN et al., 2010; RITSCHEL et al., 2010) e estas 

instituições têm por responsabilidade garantir a diversidade genética das coleções de 

germoplasma (seja pela iniciativa de coletar periodicamente recursos genéticos, seja por 

favorecer o intercâmbio com outros bancos de germoplasma), promover a sua caracterização 

molecular e/ou química por diferentes metodologias, multiplicar os acessos  afim de mantê-los 

e disponibilizar os materiais conservados a comunidade científica interessada em desenvolver 

projetos de melhoramento  (VIEIRA, 2000). 

Segundo Pereira et al. (2007b), as principais atividades desenvolvidas 
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nos Bancos de Germoplasmas são: missões de coletas de materiais; se necessário 

multiplicação do material antes de introduzi-lo no banco; introdução de acessos; a conservação 

propriamente dita; caracterização morfológica, molecular e química; avaliação preliminar dos 

acessos conservados; regeneração; e multiplicação para utilização e distribuição. Essas 

informações são depois documentadas e disponibilizadas num sistema de base de dados. 

Os acessos a serem conservados em Banco de germoplasma devem 

apresentar características químicas e agronômicas superiores aos demais acessos, e ao mesmo 

tempo serem representantes da diversidade genética da espécie (MORAES et al., 2007; 

SOUZA et al., 2009b). As plantas conservadas in vitro são mantidas em condições físicas 

(temperatura e intensidade luminosa) e/ou químicas (meios de cultura com baixa concentração 

de sais, adição de agentes osmóticos e inibidores de crescimento) adequadas para que resistam 

a intervalos longos de repicagens (MALOSSO, 2004; SOUZA et al., 2009b). A conservação in 

vitro em função das condições físicas e químicas pode promover instabilidade genética que 

pode ser monitorada por marcadores moleculares (WITHERS e WILLIAMS, 1998; 

PAUNESCU, 2009). 

No Brasil uma das iniciativas pioneiras no que se refere à conservação 

de recursos genéticos de plantas medicinais em cultura de tecidos foi a criação, em 1987, do 

Banco de Germoplasma in vitro de plantas medicinais da Universidade de Ribeirão Preto 

(UNAERP). O Banco foi instalado a partir de recursos advindos da CEME (Central de 

Medicamentos - Ministério da Saúde) com objetivo de reunir o maior número possível de 

acessos de Maytenus aquifolium e M. ilicifolia para disponibilizar à indústria de fitoterápico 

um amplo acervo de acessos dessas espécies. Em 2000, com a aprovação de vários projetos 

financiados pelo CNPq e Fapesp foram introduzidas dezenas de espécies medicinais do 

Cerrado e da Mata Atlântica na forma de plântulas e células. Posteriormente, em Janeiro de 

2001 o banco foi ampliado mais uma vez, a partir de um projeto temático dentro do Programa 

Biota-Fapesp, cujo objetivo foi a introdução in vitro de espécies medicinais da família 

Bignoniaceae com atividade antitumoral. Atualmente, o banco de germoplasma conserva 

também espécies medicinais nativas de outras famílias, como por exemplo, Amaranthaceae, 

Asteraceae e outras.  (ALVES et al., 2010; INÁCIO, 2010) 
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A Embrapa Amazônia Ocidental, em parceria com o Instituto Nacional 

de Pesquisas da Amazônia – INPA realizaram a instalação do banco de germoplasma de 

plantas medicinais e aromáticas na Base Física da Embrapa em Manaus, entre as espécies 

escolhidas encontra-se duas espécies do gênero Croton, a sacaca (Croton cajucara) e a 

sacaquinha (Croton sacaquinha). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral  

 

Desenvolver um protocolo de micropropagação e conservação em 

banco de germoplasma in vitro para Croton antisyphiliticus. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

Os experimentos foram realizados com os seguintes objetivos: 

 

1. Avaliar a germinação in vitro de C. antisyphiliticus; 

2. Avaliar o efeito do meio basal na multiplicação e a influência da redução da 

concentração dos compostos do meio de cultura no desenvolvimento dos explantes in 

vitro; 

3. Verificar a influência dos reguladores vegetais BAP, cinetina, zeatina e 2 ip na 

multiplicação de explantes de C. antisyphiliticus; 

4. Avaliar a influência da associação dos reguladores vegetal BAP e AIA na 



22 
 

 

intensificação de brotações 

5. Verificar a influencia do co-cultivo e do tipo de recipiente no desenvolvimento dos 

explantes in vitro; 

6. Avaliar o efeito da posição da gema na produção de brotações múltiplas;   

7. Avaliar o efeito do regulador AIB e do tempo de exposição deste regulador no 

enraizamento in vitro; 

8. Estabelecer metodologia para aclimatação de plântulas; 

9. Determinar a conservação de germoplasma in vitro de C. antisyphiliticus através de 

agentes de estresse osmótico. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Condições gerais dos experimentos 

 

Os experimentos foram realizados no Departamento de Biotecnologia 

de Plantas Medicinais da Universidade de Ribeirão Preto (UNAERP). 

As sementes foram coletadas em áreas de fragmento de Cerrado no 

município de Araxá, referenciadas por GPS (Latitude 19°48’53,6”, longitude 46°24’18,3” e 

altitude 1121), em fevereiro de 2008 e a exsicata foi depositada no Herbário de Plantas 

Medicinais da UNAERP e recebeu o voucher HPMU 1417. Os explantes tipo gema axilar e 

apical de C. antisyphiliticus utilizados nos experimentos foram obtidos a partir de plântulas 

germinadas in vitro e multiplicadas in vitro.  

Os explantes foram mantidos em sala de crescimento com temperatura 

de 25°C±2°C, fotoperíodo de 16 horas de luz e intensidade luminosa de 25µmol m2/s, 

fornecida por lâmpada fluorescente branca. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC). Os 

resultados foram submetidos à análise de variância, sendo as médias comparadas pelo teste de 

Scott Knott 5% com o auxilio do programa SISVAR (FERREIRA, 2005a). 
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4.2 Germinação de sementes in vitro 

 

Sementes de Croton antisyphiliticus foram submetidas ao método 

densimétrico em água destilada de acordo com o seguinte procedimento: as sementes foram 

colocados em proveta contendo um litro de água destilada e agitadas com bastão por 3 

minutos. Após meia hora aquelas localizadas no fundo do recipiente foram selecionadas como 

viáveis e as sobrenadantes foram descartadas. 

As sementes viáveis foram submetidas à assepsia com, imersão em 

solução de Cercobin 1% (p/v) por 1 h sob agitação, posteriormente foram colocadas e solução 

álcool/ água 70% (v/v) por 1 min e em seguida imersas em solução de hipoclorito de cálcio 

0,5% (p/v) por 30 min, também sob agitação. Após a assepsia superficial, as sementes foram 

lavadas com água destilada estéril e inoculadas em cubetas de vidro com 10 cm de altura e 

2cm de diâmetro contendo 5 mL meio de cultura MS basal e mantidas em sala de crescimento. 

Foram inoculadas 1.800 sementes distribuídas em 60 blocos de trinta 

cubetas. As sementes foram avaliadas a cada 3 dias, por 6 meses, quanto a porcentagem de 

germinação.  

 

 

4.3 Escolha do meio basal 

 

Os explantes (0,5 cm) foram inoculados nos seguintes meios: 

 

M1 = MS + 1,00µM BAP + 2 gL-1 Phytagel® + 20 gL-1 de sacarose 

M2 = WP + 1,00µM BAP + 2 gL-1 Phytagel® + 20 gL-1 de sacarose 

M3 = B5 + 1,00µM BAP + 2 gL-1 Phytagel® + 20 gL-1 de sacarose 

 

Para definição do melhor meio basal, foram utilizadas 6 repetições 
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composta de 5 explantes e a avaliação foi realizada aos 30 dias. 

 O meio de cultura que apresentou os melhores resultados foi o 

escolhido como o meio base para os demais experimentos. 

 

 

4.4 Concentração de sais do meio basal 

 

Os explantes (0,5 cm) foram inoculados nos seguintes meios: 

 

S0 - MS + 1,00µM BAP + 2 gL-1 Phytagel® + 20 gL-1 de sacarose 

S1 - MS/2 + 1,00µM BAP + 2 gL-1 Phytagel® + 20 gL-1 de sacarose 

S2 - MS/4 + 1,00µM BAP + 2 gL-1 Phytagel® + 20 gL-1 de sacarose 

 

Para definição da melhor concentração de sais do meio basal. Foram 

utilizadas 6 repetições composta de 5 explantes e a avaliação foi realizada aos 60 dias. 

 

 

4.5 Multiplicação in vitro 

 

Os explantes (0,5 cm) foram inoculados em meio de cultura MS 

suplementado com 2 gL-1 Phytagel® , 20 gL-1 de sacarose e acrescidos ou não dos seguintes 

fitorreguladores: BAP, cinetina, Zeatina e 2ip nas concentrações de   0,50, 1,00, e 2,00µM. 

Foram utilizadas 6 repetições composta de 5 explantes e a avaliação 

foi realizada aos 30 dias.  
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4.6 Produção de múltiplas brotações 

 

Este experimento foi realizado com uma gema por cubeta em meio de 

cultura MS suplementado com 1,0µM de BAP associado ou não com AIA em diferentes 

concentrações (0,01, 0,10 e 1,00µM) 

Foram utilizadas 6 repetições compostas de 5 replicatas. A avaliação 

foi realizada aos 30 dias. 

 

 

4.7 Co-cultivo  

 

Os explantes (0,5 cm) foram inoculados em frascos de 8 cm e Ø5cm 

com meio de cultura MS suplementado com 2 gL-1 Phytagel® , 20 gL-1 de sacarose e 1,0µM 

de BAP. Este experimento foi composto de dois tratamentos: frasco contendo 1 gema e outro 

contendo 5 gemas (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Frascos com meio de cultura MS suplementado com 1,0µM de BAP, com cinco 

gemas (A) e uma gema(B) de C. antisyphiliticus. 

 

Foram utilizadas 6 repetições composta de 5 explantes e a avaliação 

foi realizada aos 60 dias. 

FG 
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4.8 Tipo de recipiente  

 

Os explantes (0,5 cm) foram inoculados em meio de cultura MS 

suplementado com 2 gL-1 Phytagel® , 20 gL-1 de sacarose e 1,0µM de BAP.  

Este experimento foi composto de dois tratamentos: frasco tipo cubeta 

medindo 10cm e Ø2cm  com capacidade para 34mL e frasco tipo pote medindo 8cm e Ø5cm 

com capacidade para 160mL (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Tipos de recipientes utilizados no experimento: frasco do tipo pote (A) e do tipo 
cubeta (B). 

 

 

Para definição do melhor recipiente, foram utilizadas 6 repetições 

composta de 5 explantes e a avaliação foi realizada aos 60 dias. 

 

 

4.9 Posição da gema 

 

Os explantes oriundos da gema apical e da gema axilar localizada na 

parte basal na brotação (Figura 4) foram inoculados no meio MS suplementado com 1,00µM 

BAP  

Foram utilizadas 6 repetições composta de 5 replicatas e a avaliação 
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foi realizada aos 60 dias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Posições de gemas de plantas de C. antisyphiliticus utilizadas no experimento. 

 

 

4.10 Enraizamento in vitro 

 

Os explantes com duas gemas (basal e apical) foram transferidas para 

meio de cultura MS suplementado com 2 gL-1  Phytagel® ,  20 gL-1  de sacarose com ou sem 

AIB por tempo de exposição alternado ao meio com fitorregulador conforme descrita abaixo   

Os explantes foram mantidos no meio contendo 1, 2, 4, e 6µM de AIB 

por 5, 10, 15 e 30 dias, após esse período foram transferidos para o meio basal sem adição de 

regulador vegetal. Foram utilizadas 3 repetições composta de 5 explantes e a avaliação foi 

realizada aos 30 dias. 

 

 

 

Gema apical 

Gema basal 
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 4.11 Aclimatação 

Plantas multiplicadas in vitro sem raízes foram lavadas em água 

corrente até a retirada total de resíduos de Phytagel® e posteriormente plantadas em vaso 

contendo solo do Cerrado, autoclavado por 2 horas. Os vasos foram cobertos com saco de 

polietileno transparente e o fornecimento de água foi diário (10ml) vertido em recipiente raso 

alocado embaixo do vaso. Este foi mantido em condições controladas de temperatura 

(25°C±2°C) e umidade (70%). Uma semana após as transferências dos propágulos os sacos 

plásticos foram perfurados utilizando palitos de madeira (2,2mm) e aos cinqüenta os sacos 

foram removidos totalmente. 

Foram utilizados 3 repetições composta de 10 explantes e realizadas 

observações diárias quanto a sobrevivência das plântulas. 

 

 

4.12 Conservação de germoplasma in vitro 

 

Explantes com uma gema foram inoculados em cubetas contendo meio 

de cultura MS suplemtentado com 2,0 gL-1 Phytagel®, acrescido ou não de agentes de estresse 

osmótico em sala a 18°C, divididos nos seguintes tratamentos:  

 

T0 = 2% de sacarose; 

T1 = 2% de sacarose + 4% de sorbitol; 

T2 = 2% de sacarose + 4% de manitol; 

T3 = 2% de sacarose + 4% de sorbitol + 2mgL-1 pantotenato de cálcio; 

T4 = 2% de sacarose + 4% de manitol + 2mgL-1 pantotenato de cálcio; 

T5 = 2% de sacarose + 2 mgL-1 espermidina; 

T6 = 2% de sacarose + 4 mgL-1 espermidina.  

 

Foram utilizadas 6 repetições composta de 5 replicatas, a avaliação foi 

realizada 150 dias após a introdução do material em ambiente de banco de germoplasma 
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(18°C) e fotoperíodo de 12 horas de luz. Os parâmetros avaliados foram porcentagem de 

sobrevivência dos explantes, número de gemas, altura das brotações, porcentagem de 

enraizamento, número de raiz e tamanho da raiz. 

 

 



31 
 

 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Germinação de sementes in vitro 

 

Sementes ao serem utilizadas como explantes, em geral, apresentam 

menor incidência de contaminação quando comparada a gemas retiradas de matrizes advindas 

diretamente do campo ou mantidas em casa de vegetação, além disso as sementes apresenta 

maior resistência ao processo de desinfestação (MELO et al., 2008).  

 A porcentagem de germinação das sementes inoculadas in vitro foi de 

0,4% (±0,08), elas começaram a germinar a partir de 45 dias e não germinaram mais após 6 

meses. A porcentagem de contaminação das sementes foi baixa (20%) sendo que dessa 

porcentagem 6% (±1,2) apresentaram fungos, 10% (± 4,72) bactéria e 4% (±0,8) foram 

acometidas por contaminação mista (Figura 5). 

A reduzida porcentagem de germinação de sementes de C. 

antisyphiliticus  mostra que as mesmas apresentam dormência, considerando que toda semente 

que não germina no período de quatro semanas são enquadradas nesta categoria (BASKIN e 

BASKIN, 1998). Este fato evidencia a necessidade de realizar estudos futuros mais específicos 

que visem encontrar condições ideais de germinação destas sementes e ao mesmo tempo 
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mostra a importância de se estabelecer protocolo de micropropagação como uma  alternativa 

viável de se propagar esta espécie em   larga escala. 

A porcentagem de germinação in vitro de C. antisyphiliticus  foi muito 

inferior a de outras espécies nativas do Cerrado como por exemplo Hancornia speciosa 

(92,4%) (MACHADO et al., 2004a) e Copaifera langsdorffii Desf. (17%) (NOLETO; 

SILVEIRA, 2004). Vários fatores externos como temperatura, água, oxigênio e  luz bem como 

os internos, entre eles os inibidores e os promotores de germinação influenciam nesse processo 

(MELO et al., 2008) e portanto como já afirmado acima o mecanismo de dormência 

encontrado nas sementes de C. antisyphiliticus  precisam ser investigados.  

Quanto a contaminação apresentada pelas sementes o mais provável é 

que tenha ocorrido infestação por manipulação inadequada na câmara de fluxo laminar  em 

função das características morfológicas intrínsecas das sementes de C. antisyphiliticus   como 

superfície lisa e ausência de reentrâncias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Sementes de Croton antisyphilitcus, cultivadas em cubetas com meio MS basal, 

suplementado com sacarose e phytagel®, contaminada (A), não germinada (B), germinada (C) 

e plântula (D). 
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5.2 Escolha do meio basal 

 

Os meios nutritivos utilizados na micropropagação fornecem 

substâncias essenciais que influenciam diretamente no crescimento e controlam em grande 

parte, o padrão de desenvolvimento in vitro (CALDAS et al., 1998, SOUZA et al., 2003).  

Os explantes de C. antisyphilitcus cultivados por trinta dias, em meio 

B5 não sobreviveram, resultado diferente foi obtido com os explantes cultivados em meios MS 

e WP, os quais apresentaram uma porcentagem de sobrevivência de 80 e 90%, 

respectivamente. Não houve diferença significativa entre os meios MS e WP em todos os 

parâmetros avaliados aos trinta dias (Tabela 2). No entanto, foi observado (dados não 

mostrados) na segunda avaliação aos 60 dias que todos os indivíduos mantidos no meio de 

cultura WP morreram. Espécies de outras famílias e gêneros cultivadas in vitro como, por 

exemplo, Tainia latifolia, Baccharis tridentata, Cabralea canjerana, Phyllanthus stipulatus, 

codiaeum variegatum tiveram também melhor desenvolvimento em meio MS do que B5 e WP 

(CATAPAN et al., 2001; KAJIKI e SHEPHERD, 2006; ROCHA et al., 2007; NASIB et al., 

2008; SUNGKUMLONG e DEB, 2009). 

A principal diferença no teor de macronutrientes entre os meios WP, 

B5 e MS é que o último apresenta maiores níveis de nitrogênio e segundo alguns autores a 

presença deste elemento é um fator determinante no crescimento dos vegetais, além de ser um 

promotor de embriogênese somática em algumas espécies e estimulador de organogênese em 

outras (FRANKLIN e DIXON, 1994; CALDAS et al., 1998) (Anexo 1).  
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Tabela 2: Efeito do meio basal na porcentagem de calos e de sobrevivência, no número de 

gemas e brotos e na altura da brotação aos 30 dias, UNAERP, Ribeirão Preto – SP, 2010. 

Meio % calos % sobrev. nº broto nº gema Altura brotação 

MS 70,00a 80,00a 1,16a 2,22a 0,54a 

WP 76,67a 90,00a 1,07a 2,82a 0,63a 

B5 0 0 0 0 0 

CV 11.13 11.76 6.14 22.20 34.42 

Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si a 5% de probabilidade pelo 

teste Scott Knott. 

 

 

5.3 Concentração de Sais 

 

A alta concentração de sais do meio MS pode ser inadequada ao 

processo morfogenético de algumas espécies, para isso muitas modificações têm sido 

sugeridas com intuito de melhor adaptação das culturas in vitro e ao mesmo tempo redução 

dos custos (JESUS et al., 2003). 

Os explantes de C. antisyphiliticus cultivados em meio MS/2 

apresentaram o melhor resultado quanto ao número de gema (2,41), em relação ao MS na 

concentração original (1,88) e o MS/4 (1,53). Quanto à altura das brotações não houve 

diferença significativa entre MS e MS/2 (Tabela 3) o mesmo resultado foi observado com 

trabalho realizado com Baccharis tridentata cujo meio MS foi mais eficiente para promover 

elongação das brotações do que MS/2 e MS/4 (KAJIKI e SHEPHERD, 2006).  

Em relação à porcentagem de calos a redução da concentração de 

todos os elementos do meio de cultura MS não foi eficiente para reduzir a proliferação dos 

mesmos, todos os tratamentos apresentam elevada porcentagem de calos na base não diferindo 

estatisticamente entre si.  

A resposta de sobrevivência dos explantes de C. antisyphiliticus aos 



35 
 

 

meios MS e MS/2 foram superiores em relação ao MS/4. De modo geral, o solo do Cerrado é 

considerado pobre em macro e micronutrientes e as espécies nativas deste bioma apresentam 

boa adaptabilidade a essa condição. Apesar disso, a redução do MS/2 para MS/4 certamente 

ultrapassou a capacidade da espécie C. antisyphiliticus de resistir às deficiências nutricionais 

do último meio.  

Assim, podemos concluir que o meio MS reduzido a metade é o mais 

indicado para a multiplicação de C. antisyphiliticus, esse resultado corrobora com vários 

trabalhos realizado com outras plantas do cerrado a exemplo de Kielmeyera coriacea (PINTO 

et al., 1994), Anacardium occidentale (BOGGETTI et al., 1999) além das espécies  Sinnigia 

speciosa ( ARAÚJO et al., 2004), Vriesea inflata (PEDROSO et al., 2010). 

 

 

Tabela 3: Efeito da concentração de sais no número de gemas, porcentagem de calos, altura da 

brotação e na porcentagem de sobrevivência aos 60 dias, UNAERP, Ribeirão Preto – SP, 

2010. 

Meio nº gema Altura brotação % calos % sobrev. 

MS 1,88b 0,78a 91,67a 70,00a 

MS/2 2,41a 1,05a 85,00a 78,33ª 

MS/4 1,53c 0,43b 90,00a 45,00b 

CV 5.09 23.72 11.86 11.17 

Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si a 5% de probabilidade pelo 

teste Scott Knott. 

 

 

5.4 Multiplicação in vitro 

 

As citocininas participam de muitos processos celulares, sendo que o 

controle da divisão celular é o central, participando assim, do alongamento e diferenciação 
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celular, principalmente quando interagem com as auxinas (TAIZ e ZEIGER, 2009). A adição 

de citocininas é favorável ou em alguns casos é essencial para o desenvolvimento de explantes 

in vitro e a concentração utilizada depende da espécie e tipo de explante (GRATTAPAGLIA e 

MACHADO, 1998). 

Os reguladores apresentaram diferença significativa nas concentrações 

utilizadas conforme é mostrado na Figura 6. As citocininas BAP (1,0 e 2,0µM) e cinetina (0,5 

e 1,0 µM) apresentaram os melhores resultados quanto ao número de brotações 1,72 e 1,97 e 

2,00 e 1,81, respectivamente (Tabela 4). Estes resultados foram semelhantes ao encontrados 

por Souza et al. (2008), que ao avaliarem diferentes citocininas na multiplicação de Eugenia 

uniflora constataram que o maior número de brotos (2,33 – 2.44) foi produzido em meio de 

cultura contendo BAP,  o mesmo fitorregulador foi também o que mais induziu formação de 

brotos em explantes de Myracrodruon urundeuva  cultivados in vitro (ANDRADE et al., 

2000). Convém ressaltar que esta citocinina pode responder de maneira não favorável ao 

desenvolvimento in vitro de outras espécies, um exemplo disso foi demonstrado com 

explantes de Copaifera langsdorfii que não apresentaram nas concentrações avaliadas de BAP 

o aumento no número de brotos como o esperado (NOLETO; SILVEIRA, 2004). 

Quanto à altura das brotações os melhores resultados foram obtidos 

com a Zeatina na concentração de 2,0µM (1,49) e com BAP na concentração de 0,5µM (1,25). 

Embora a citocinina zeatina tenha mostrado o melhor resultado quanto a altura das brotações 

de C. antisyphiliticus sugere-se que seja utilizado o BAP para promover o elongamento das 

brotações por ser um fitorregulador mais barato e ter se mostrado semelhante eficiência.  

As citocininas 2ip, BAP e zeatina na concentração de 1µM 

apresentaram em média três gemas por explante. Um trabalho realizado in vitro por Biondo et 

al. (2007) com Mandevilla velutina,  uma espécie do Cerrado,  mostrou resultado diferente do 

encontrado C. antisyphiliticus, ou seja  entre as citocininas zeatina, 2ip e BAP apenas a última, 

na concentração de 0,44µM, mostrou-se eficiênte na multiplicação do número de gemas (6,7 

gemas/brotação). 

Quanto a presença de calos na base dos expantes as citocininas zeatina 

(0,5 e 1,0µM) e 2ip (1,0 e 2,0µM) foram as que promoveram as menores porcentagem de 
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calos 17 e 27% e 20 e 27%, respectivamente. Porém, foi observado durante o estudo que a 

formação de calos na base dos propágulos de C. antisyphiliticus não interferiu no 

desenvolvimento dos explantes in vitro.  

 

Tabela 4: Efeito da adição das citocininas, BAP, 2ip, cinetina e zeatina em diferentes 

concentrações na porcentagem de calos, no número de gemas e brotos e na altura da brotação 

aos 30 dias, UNAERP, Ribeirão Preto – SP, 2010.  

Médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem entre 

si a 5% de probabilidade pelo teste Scott Knott. 

Parâmetros 

analisados 

 Regulador Vegetal 

Concentração 2ip BAP CINETINA ZEATINA 

 

nº
 b

ro
to

s 

0,0 1,17aA 1,17bA 1,17bA 1,17aA 

0,50 1,46aA 1,25bA 1,93aA 1,42aA 

1,00 1,05aB 1,72aA 1,81aA  1,24aB 

2,00 1,05aB 1,97aA 1,45bB 1,12aB 
 

 
    

 

al
tu

ra
 

br
ot

aç
ão

 

0,0 0,45aA 0,45bA 0,45aA 0,45cA 

0,50 0,89aA 1,25aA 0,63aA 0,70cA 

1,00 0,67aA 0,79bA 0,44aA 1,00bA 

2,00 0,59aB 0,43bB 0,31aB 1,49aA 
     

 

nº
 g

em
as

 

0,0 1,59bA 1,59bA 1,59aA 1,59bA 

0,50 2,04bA 3,00aA 1,57aA 2,26bA 

1,00 2,98aA 2,90aA 1,89aA 3,02aA 

2,00 2,57aB 1,62bB 1,63aB 3,85aA 
     

 

%
 c

al
os

 

0,0 57bA 57aA 57aA 57bA 

0,50 40bA 47aA 43aA 17aA 

1,00 20aB 73aA 43aB 27aB 

2,00 27aB 80aA 47aB 43bB 
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A citocinina BAP na concentração 1,0µM promoveu 5,03 de taxa de 

multiplicação (n°broto x n° gema), sendo o maior valor em relação a todos os outros 

fitorreguladores (Tabela 5). A taxa de multiplicação é um parâmetro importante porque 

possibilita verificar a velocidade do processo de propagação in vitro (SANTOS et al., 2006). 

Conclui-se que a citocinina zeatina (2,0µM) é o fitorregulador mais 

indicado para promover a multiplicação de explantes de C. antisyphiliticus, seguido pelo BAP 

(1,0µM). A escolha entre um ou outro fitorregulador para produção em escala de propágulos 

de C. antisyphiliticus dependerá de avaliação de custo-beneficio.  

 

 

Tabela 5: Valores da taxa de multiplicação para as citocininas, BAP, 2ip, cinetina e zeatina em 

diferentes concentrações aos 30 dias, UNAERP, Ribeirão Preto – SP, 2010. 

 Taxa de multiplicação (n°broto x n° gema) 

Reguladores 

Concentração 2ip BAP CINETINA ZEATINA 

0,0 1,88a 1,88b 1,88a 1,88a 

0,50 2,77a 3,69b 3,49a 3,23a 

1,00 3,11b 5,03a 3,15b 3,70b 

2,00 2,73b 3,14b 2,31b 4,29a 

Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si a 5% de probabilidade pelo 

teste Scott Knott. 

 

 
 5.5 Produção de brotações múltiplas  
 

Segundo Paiva e Aloufa (2009), o emprego de dois ou mais 

reguladores de crescimento podem intensificar a proliferação de brotos e gemas in vitro. 

Estudos mostram que a combinação de auxinas e citocininas é decisiva no controle da 

morfogênese in vitro e podem possibilitar maior indução e desenvolvimento de brotação em 
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explantes cultivados in vitro (SANTANA, 2008; CAMPOS et al., 2007; SANTOS et al., 2006; 

SUNGKUMLONG e DEB, 2009) 

 A suplementação de várias concentrações de AIA no meio MS 

suplementado com 1,0µM de BAP não diferiu estatisticamente em relação à porcentagem de 

sobrevivência, altura das brotações, número de gemas e de brotos (Tabela 6). Quanto à 

presença de calos, foi observado que quanto maior o teor de AIA utilizado maior foi a 

proliferação dos calos na parte aérea dos explantes, este resultado, de certa forma, já era 

esperado, pois a ação do AIA sobre a proliferação celular é  uma das respostas mais 

previsíveis em experimentos com cultura de tecido. 

Estudos realizados in vitro com as espécies Sinningia allagophylla, 

Myracrodruon urundeuva e Tainia latifolia mostraram resultados semelhantes aos 

encontrados com C. antisyphiliticus (ALMEIDA e SHEPHERD, 1999; ANDRADE et al., 

2000; SUNGKUMLONG e DEB, 2009).  

Em relação a taxa de multiplicação a associação de AIA (0,01µM)  e 

BAP  mostrou  melhor resultado (4,32) em relação as demais concentrações (Tabela 6). No 

entanto, esse número foi inferior ao encontrado no experimento de multiplicação (item 5.6).   

Desse modo, a associação de AIA e BAP não se mostrou vantajosa para intensificar o número 

e brotações em explantes de C. antisyphiliticus. 
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Tabela 6: Influência da adição da auxina AIA no meio MS basal suplementado com 1µM de 

AIB na porcentagem de calos e de sobrevivência, no número de gemas e brotos, na altura da 

brotação e na taxa de multiplicação aos 30 dias, UNAERP, Ribeirão Preto – SP, 2010. 

Regulador % 

calos 

% 

sobrev. 

nº 

gema 

nº 

broto 

Altura 

brotação 

Taxa de 

multiplicação 

Controle 33,33a 76,67a 2,03a 1,00a 0,70a 2,03b 

0,01µM AIA 73,33b 90,00a 2,40a 1,80a 0,69a 4,32a 

0,1µM AIA 66,67b 93,33a 2,46a 1,03a 0,67a 2,53b 

1,0µM AIA 73,33b 93,33a 1,13a 1,00a 0,32a 1,13c 

CV 28,47 11,32 36,62 37,57 54,81 22,15 

Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si a 5% de probabilidade pelo 

teste Scott Knott. 

 

 

5.6 Co-cultivo  

 

Entre as principais causas de perdas em culturas é a competição entre 

as plantas pelos recursos disponiveis no meio ambiente. Essa disputa em condições in vitro 

torna-se um importante parâmetro físico que influência no crescimento das microplantas 

durante a micropropagação (SARKAR et al., 1997; PEREIRA et al., 1999). 

Os explantes de C. antisyphiliticus cultivados em número de um ou 

cinco por recipiente não apresentaram diferença estatística em relação à porcentagem de calos 

e de sobrevivência, número de brotos e altura das brotações, entretanto aqueles que foram co-

cultivados mostraram-se mais robustos (Figura 7). Este resultado corrobora com os dados 

obtidos por Pereira et al. (1999) que não obtiveram diferença estatística no número de brotos 

em relação aos explantes cultivados isoladamente ou em co-cultivo das espécies Cephaelis 

ipecacuanha  e Eclipta alba. 
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Figura 6: Explantes de C. antisyphiliticus cultivados em frasco do tipo pote de modo isolado e 

em co-cultivo.  

 

 

No entanto, para o número de gemas de C. antisyphiliticus, houve 

diferença entre os tratamentos, o cultivo de um explante por frasco apresentou valor superior 

(4,80) em relação ao co-cultivo com 5 explantes por frasco (3,22) (Tabela 7).  

 

 

Tabela 7: Efeito do co-cultivo na porcentagem de calos e de sobrevivência, no número de 

gemas e brotos e na altura da brotação aos 60 dias, UNAERP, Ribeirão Preto – SP, 2010. 

 % calos % sobrev. nº gema nº broto Altura brotação 

Pote Grupo 72,00a 97,33a 3,22b 1,21a 1,22a 

Pote Individual 53,33a 100,00a 4,80a 1,27a 1,51a 

CV 22,26 1,66 7,01 14,43 12,11 

Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si a 5% de probabilidade pelo 

teste Scott Knott. 
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A influência do co-cultivo no desenvolvimento de explantes in vitro 

esta relacionada ao tempo de permanência dos propágulos no meio de cultura. Um trabalho 

realizado por Sarkar et al. (1997) com duas variedades de batata mostrou que  o cultivo 

isolado de  1 explante por frasco e o co-cultivo de 5 explantes por frasco  apresentou positiva 

diferença nas duas primeiras semanas e não diferiu mais após quatro semanas de avaliação. 

Concluí-se que apesar dos resultados com C. antisyphiliticus terem 

mostrado que na maioria dos parâmetros avaliados não houve diferença estatística entre os 

explantes cultivados de modo isolado e os co-cultivados, é mais vantajoso estabelecer um 

protocolo de multiplicação com co-cultivo dos explantes, pois isso otimiza o espaço na sala de 

crescimento, reduz gastos com meios de cultura e reguladores e acelera o processo de 

repicagem viabilizando a produção em escala a nível de bio-fábrica. 

 

 

5.7 Tipo de recipiente 

 

O tipo de frasco e a quantidade de meio são variáveis que interferem 

diretamente no crescimento e desenvolvimento das culturas, no entanto, não são amplamente 

avaliadas em estudos de micropropagação (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).  

A influência do tipo de recipiente no desenvolvimento dos propágulos 

foi avaliada aos 60 dias e o frasco tipo pote apresentou os melhores resultados quanto ao 

número de gemas (4,80) e altura das brotações (1,51) quando comparado ao frasco tipo cubeta 

(Tabela 8). Esses dados corroboram com os estudos realizados com Pfaffia glomerata que 

mostram ser os recipientes grandes (25cm e Ø2cm) mais adequados para o crescimento em 

biomassa do que frascos menores (15cm e Ø2,5cm)  (NICOLOSO e ERIG, 2002). 

Em relação ao número de brotos, porcentagem de calos e de 

sobrevivência, não houve diferença estatística significativa entre os tipos de frascos avaliados. 

Apesar da não observância de diferenças estatísticas entre os tratamentos, os propágulos 

desenvolvidos em frasco tipo pote obtiveram valores superiores àqueles crescidos em cubetas, 

alem disso se mostraram mais robustos (Tabela 8). 



43 
 

 

Tabela 8: Efeito do tipo do recipiente na porcentagem de calos e de sobrevivência, no número 

de gemas e brotos e na altura da brotação aos 60 dias, UNAERP, Ribeirão Preto – SP, 2010. 

Tipo do frasco % calos % sobrev. nº gema nº broto Altura brotação 

Pote 53,33a 100,00a 4,80a 1,27a 1,51a 

Cubeta  73,33a 93,33a 1,60b 1,15a 0,46b 

CV 18,23 8,45 8,84 10,28 18,15 

Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si a 5% de probabilidade pelo 

teste Scott Knott. 

 

O sucesso do cultivo em recipiente do tipo pote pode estar relacionado 

ao fato do frasco apresentar maior área para a planta crescer, além disso, há uma maior 

disponibilidade de ar o que pode intensificar as reações de fotossíntese, permitindo assim 

maior desenvolvimento das plantas cultivadas nesses recipientes. 

Assim, conclui-se que o recipiente tipo pote é o indicado para o cultivo 

in vitro de explantes de C. antisyphiliticus. 

 

 

5.8 Posição da gema 

 

Em função da totipotência, teoricamente, qualquer tecido vegetal, pode 

ser usado como explante para iniciar a micropropagação. No entanto, na prática procura-se 

utilizar explantes com maior proporção de tecido meristemático ou que tenham maior 

capacidade de expressar a totipotência. Para a propagação in vitro os explantes mais indicados 

são ápices caulinares, gemas axilares e meristemas isolados, por terem crescimento vegetativo 

determinado e apresentarem capacidade de se desenvolverem normalmente quando supridas 

suas necessidades nutricionais (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). 

Os experimentos com gema apical e axilar basal de C. antisyphiliticus 

avaliados aos 60 dias apresentaram diferença estatística em relação a porcentagem de 
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sobrevivência, número de gemas, altura da brotação e taxa de multiplicação (Tabela 9). 

Respostas semelhantes foram encontradas em estudo realizado com Passiflora edulis, cujos os 

explantes advindos da gema apical ou das proximidades desta apresentaram melhores 

respostas, do que aqueles oriundos da gema basal ou mais próximos da mesma 

(ALEXANDRE et al., 2008), e em estudo realizado com Cordia verbenacea cuja  a gema 

apical originou maior número de gemas (2,6) e maior comprimento (10,5 mm) (LAMEIRA e 

PINTO, 2006). Outros estudos mostram resultados diferentes, ou seja, os segmentos nodais 

foram os explantes que apresentaram melhores resultados (PINTO et al., 1994; NOLETO e 

SILVEIRA, 2004; NICOLOSO e ERIG, 2002; PAIVA e ALOUFA, 2009; GONÇALVES et 

al., 2010).  

 

 

Tabela 9: Efeito da posição da gema apical e basal na porcentagem de calos e de 

sobvrevivênvia, no número de gemas e brotos, na altura da brotação e na taxa de multiplicação 

aos 30 dias, UNAERP, Ribeirão Preto – SP, 2010. 

Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si a 5% de probabilidade pelo 

teste Scott Knott. 

 

Conclui-se com esse experimento que a gema apical é o explante mais 

indicado para intensificar a multiplicação in vitro de C. antisyphiliticus. 

 

 

 

Posição da 

gema 

% 

calos 

% 

sobrev. 

nº 

gema 

nº 

broto 

Altura 

brotação 

Taxa de 

multiplicação 

Apical 60,00a 100,00a 2,23a 1,20a 0,72a 2,70a 

Basal 53,33a 76,67b 1,27b 1,27a 0,31b 1,69b 

CV 47,24 9,24 21,03 14,95 19,61 7,08 
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5.9 Enraizamento in vitro 

 

Um dos fatores mais limitantes no processo de micropropagação de 

plantas do Cerrado é a indução de raízes adventícias (KAJIKI e SHEPHERD, 2006; MORAES 

et al., 2007). O sucesso no enraizamento depende de vários fatores entre eles, da vitalidade das 

partes aéreas provenientes da fase de multiplicação, dos níveis de auxina endógena, da 

concentração de auxina exógena e do tempo de exposição dos explantes a mesma, da presença 

de substâncias como carvão ativado que diminuem a liberação de compostos fenólicos, além 

de condições ambientais entre outros inúmeros fatores (ASSIS e TEIXEIRA, 1998; SOUZA et 

al., 2004; MORAES et al., 2007; SOUZA et al., 2007). De modo geral plantas herbáceas 

enraízam com maior facilidade quando comparadas com as espécies lenhosas (ASSIS e 

TEIXEIRA, 1998; GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). 

As auxinas ANA e AIB são as mais utilizadas nos trabalhos de 

enraizamento in vitro devido a estabilidade em relação a outros fitorreguladores, a exemplo do 

AIA (ASSIS e TEIXIERA, 1998; SOUZA et al., 2007) e a rizogênese varia de acordo com a 

espécie estudada (ASSIS e TEIXIERA, 1998).  

O fitorregulador AIB foi a auxina escolhida para o desenvolvimento do 

experimento de enraizamento in vitro de C. antisyphiliticus em função da realização de 

experimentos prévios com ANA e AIB (dados não mostrados) e por este último ter 

apresentado resultados superiores quanto ao enraizamento. 

O meio MS basal sem fitorregulador produziu a maior porcentagem de 

enraizamento (80,0%) e a exposição das microestacas de C. antisyphiliticus a 1 µM de AIB 

por dez dias foi o tratamento que promoveu maior número de raízes (1,75) (Tabela 10). 

Apesar de ter ocorrido enraizamento nas microestacas de C. antisyphiliticus o 

desenvolvimento das raízes não foi expressivo, sendo 0,30 cm o maior tamanho observado.  

Resultado semelhante ao encontrado com C. antisyphiliticus foi 

relatado por SOARES et al. (2007), que obtiveram baixa porcentagem de enraizamento in 

vitro (20%) com microestacas de Hancornia speciosa, quando estas foram exposta por 15 dias 

a meio suplementado com AIB (SOARES et al., 2007). 
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Embora o presente trabalho não tenha apresentado bons resultados 

quanto ao desenvolvimento de raízes de microestacas de C. antisyphiliticus expostas a 

diferentes concentrações de auxina e variados tempos de exposição, há trabalhos que mostram 

a efetividade desse procedimento no enraizamento de explantes in vitro, de outras espécies do 

cerrado, a exemplo de Mandevilla illustris e Lychnophora pinaster quando as microestacas 

destas permaneceram 15 dias na presença da auxina ANA (SOUZA et al., 2004; 2009a) e 

também  com as microestacas de Jatropha elliptica,  que na presença de meio de cultura 

suplementado com ANA, no tempo de exposição de 5 dias, obtiveram resultados eficientes no 

enraizamento (CAMPOS et al., 2007). 

  As microestacas de C. antisyphiliticus mantidas em contato com 

diferentes concentrações de AIB, além de terem apresentado uma resposta inferior ao controle, 

quanto à porcentagem de enraizamento, mostraram-se amareladas com intensa formação de 

calos e aspectos de senescência, revelando que em todas as concentrações utilizadas houve 

algum nível de toxicidade, certamente em função dos explantes já apresentarem elevada 

concentração de auxina endógena (Figura 7). Vários trabalhos descritos na literatura relatam 

também o enraizamento de explantes em meio de cultura sem a adição de reguladores (DINIZ 

et al., 2006; KAJIKI & SHEPHERD, 2006; LAMEIRA e PINTO, 2006; SOUZA et al., 2009a; 

GONÇALVES et al., 2010). 
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Figura 7: Explantes de C. antisyphiliticus em meio MS, suplementado com AIB com 

aparência amarelada com provável nível tóxico de auxina (A) e sem adição de reguladores 

(B). 
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Tabela 10: Efeito da adição de IBA na porcentagem de enraizamento, número e tamanho das 

raízes, UNAERP, Ribeirão Preto – SP, 2011 

%
 e

nr
ai

za
m

en
to

  Dias  
Concentração 5 10 15 30 CV% 

0µM AIB 80,00aA 80,00aA 80,00aA 80,00aA 0,00 
1µM AIB 53,00bA 66,67bA 40,00bA 40,00bA 22,17 
2µM AIB 33,33cB 6,67eC 33,33bB 46,67bA 16,69 
4µM AIB 10,00dD 40,00cA 33,33bB 26,67cC 11,74 
6µM AIB 33,33cA 33,33dA 13,33cB 6,67dB 20,03 

CV% 10,65 6,39 23,72 12,09  
       

N
úm

er
o 

de
 r

ai
z 

 Dias  
Concentração 5 10 15 30 CV% 

0µM AIB 1,08aA 1,08bA 1,08aA 1,08aA 0,00 
1µM AIB 1,00aB 1,75aA 1,00aB 1,00aB 10,53 
2µM AIB 1,11aA 0,67bA 1,33aA 1,11aA 15,02 
4µM AIB 0,67aA 1,00bA 1,00aA 0,78aA 19,76 
6µM AIB 1,00aA 1,00bA 0,67aA 0,33aA 19,29 

CV% 27,00 25,93 36,21 48,19  
       

T
am

an
ho

 d
a 

ra
iz

  Dias  
Concentração 5 10 15 30 CV% 

0µM AIB 0,21aA 0,21aA 0,21aA 0,21aA 0,00 
1µM AIB 0,19aB 0,30aA 0,10bB 0,15aB 23,04 
2µM AIB 0,17aA 0,22aA 0,22aA 0,23aA 7,12 
4µM AIB 0,15aA 0,15aA 0,12bA 0,12bA 6,87 
6µM AIB 0,17aA 0,11aA 0,10bA 0,03cA 5,02 

CV% 33,64 47,21 32,91 37,49  
 

 

 

Considerando que há na literatura alguns estudos mostrando 

alternativas viáveis para estimular o crescimento de raízes produzidas in vitro, como a adição 

de carvão ativo no meio (SILVA et al., 2008) e também uso de diferentes tipos de vedação das 

cubetas (SANTANA et al., 2008) recomenda-se que novos experimentos sejam realizados no 

futuro com microestacas de C. antisyphiliticus visando otimizar a fase de enraizamento.  

Diante do exposto acima, conclui-se que para o enraizamento in vitro 
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da espécie de C. antisyphiliticus o meio de cultura sem adição de reguladores é o mais 

indicado para promover a indução de raízes. 

 

 

5.10 Aclimatação 

 

O processo de aclimatação de plântulas mantidas in vitro, é 

considerada como uma fase crítica e, em alguns casos, representa um fator limitante da 

micropropagação. Plântulas produzidas in vitro, com ou sem raiz, são aclimatadas em casa de 

vegetação. No entanto, a presença de raízes é sempre desejável por conferir vigor às plântulas, 

além de contribuir para a superação do estresse ocasionado pela mudança da condição 

heterotrófica para a autotrófica. Os principais fatores que interferem no processo de 

aclimatização são a umidade, a temperatura e o tipo de substrato utilizado (GRATTAPAGLIA 

e MACHADO, 1998; SOUZA et al., 2004; MORAES et al., 2007). 

A aclimatação de microestacas de C. antisyphiliticus apresentou índice 

de sobrevivência de 63,34% (Figura 8). O sucesso da aclimatação pode ser atribuído a 

associação dos seguintes fatores: uso de solo de cerrado autoclavado e controle de temperatura 

e umidade. Estes fatores certamente facilitaram a passagem da condição heterotrófica in vitro 

para autotrófica ex vitro. Os propágulos que não sobreviveram apresentaram proliferação de 

fungos os quais podem ser de origem endofítica, uma vez que o ambiente em que foram 

mantidos apresentava excelentes condições fitossanitárias.  

Muitos autores têm afirmado que o sucesso da fase de aclimatação está 

diretamente relacionada a plântulas que apresentam raízes bem desenvolvidas in vitro 

(SOUZA et al., 2004; SANTOS et al. 2006; BIONDO et al., 2007; SILVA et al., 2008; 

SUNGKUMLONG e DEB, 2009) no entanto, mesmo sem a presença de raízes nos propágulos 

de C. antisyphiliticus  a porcentagem de sobrevivência, ao processo de aclimatação, foi 

elevada.  
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Figura 8: Vaso coberto com saco de polietileno transparente e com recipiente de fornecimento 

de água foi diário (A) e plantas de C. antisyphiliticus após o processo de aclimatação (B). 

 

 

 

5. 11 Conservação de germoplasma in vitro 

 

A conservação de germoplasma in vitro é um método realizado a partir 

de técnicas de cultura de tecidos, sob condições de crescimento lento, com objetivo de 

preservar genótipos em ambiente especial, protegidos de eventuais perdas, garantindo a 

utilização em curto, médio e longo prazo. Para isso são adicionados ao meio de cultura 

substâncias como manitol, prolina, glicerol e sacarose que aumentam o potencial osmótico 

(ASSIS e TEIXEIRA, 1998; PEREIRA et al., 2007b). Além dessas substâncias a redução de 

nutrientes e a temperatura (12-18°C) da sala de crescimento, induzem os explantes a 

desacelerar seu crescimento (PEREIRA et al., 2007b; PAUNESCU, 2009).  

Aos 150 dias não houve diferenças estatísticas entre os tratamentos 

quanto à altura de brotação. Em relação ao número de gema os melhores resultados foram 

obtidos em meio de cultura contendo sacarose (1,44) (T0) e em meio suplementado com 2% 
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sacarose + 4% manitol + 2mg. L-1 pantotenato de cálcio sorbitol (1,33). Quanto ao 

enraizamento este último também foi o meio mais adequado (Tabela 11) 

 
 
 
Tabela 11: Efeito da sacarose, manitol, sorbitol, espermidina e pantotenato de cálcio sobre 

crescimento mínimo em explantes de C. antisyphiliticus mantidos in vitro em 15ºC, aos 150 

dias, UNAERP, Ribeirão Preto – SP, 2011. 

 
Tratamento 

Alt broto 
(cm) 

 
N gema 

 
% enra 

tam raiz 
(cm) 

 
N raiz 

T0-MS + 2% sacarose 0,28a 1,44a 40,00c 0,22b 1,00b 
T1-MS + 2% sacarose + 4% sorbitol 0,37a 1,89b 20,00b 0,35c 1,33b 
T2-MS + 2% sacarose + 4% manitol 0,34a 1,83b 0,00a 0,00a 0,00a 
T3-MS + 2% sacarose + 4% sorbitol + 
2mg.L-1 pantotenato de cálcio 

* * * * * 

T4-MS + 2% sacarose + 4% manitol + 
2mg. L-1 pantotenato de cálcio 

0,38a 1,33a 5,00s 0,07a 0,67a 

T5-MS +2% sacarose + 2mgL-1 
espermidina 

* * * * * 

T6-MS + 2% sacarose + 4 mgL-1 
espermidina 

* * * * * 

CV% 19,60 6,20 0,00 34,11 54,43 
Médias seguidas da mesma letra minúscula não diferem entre si estatisticamente a 5% de 

probabilidade pelo teste Scott Knott.  

* Não avaliados estatisticamente por morreram. 

 

 

Explantes de C. antisyphiliticus mantidos em todos os tratamentos 

apresentaram reduzida taxa de sobrevivência, sendo que no tratamento sorbitol e pantotenato 

de cálcio todos os explantes morreram em 30 dias.  

                          Propágulos mantidos em ambiente de banco de 

germoplasma apresentaram reduzido crescimento quando comparado aos mantidos em sala de 

crescimento, entretanto os agentes osmóticos utilizados não foram eficientes para manter vivo 

a maioria dos explantes. Estudos realizados in vitro com outras espécies, a exemplo de 
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Mandevilla velutina (BIONDO et al., 2007) e  Solanum tuberosum (FORTES e PEREIRA, 

2001), utilizando agentes osmóticos também apresentaram porcentagem de sobrevivência 

inferior a cinqüenta por cento. 

Aos 60 dias a porcentagem de sobrevivência foi reduzida à mais da 

metade na maioria dos tratamentos (Tabela 12). Aos 90 e 150 dias houve uma estabilização no 

índice de sobrevivência nos tratamentos T0, T1, T2 e T3 (16,67 a 23,33%) e morte de todos os 

indivíduos submetidos aos tratamentos T5 e T6. É possível que a adição de espermidina no 

meio tenha provocando intoxicação e morte dos propágulos. 

Novos estudos precisam ser desenvolvidos, no futuro, para que 

propágulos de C. antisyphiliticus possam ser conservados em ambiente de germoplasma. 

 

 

Tabela 12: Efeito da sacarose, manitol, sorbitol, espermidina e pantotenato de cálcio sobre 

crescimento mínimo de explantes de C. antisyphiliticus mantidos in vitro em 15ºC, aos 30, 60, 

90 e 150 dias, UNAERP, Ribeirão Preto – SP, 2011. 

 % sobrevivência 
Tratamento/dias 30 60 90 150 
T0-MS + 2% sacarose 23,33c 16,67b 16,67a 16,67a 
T1-MS + 2% sacarose + 4% sorbitol 43,33b 20,00b 20,00a 20,00a 
T2-MS + 2% sacarose + 4% manitol 60,00a 26,67a 23,33a 23,33a 
T3-MS + 2% sacarose + 4% sorbitol + 2mgL-1 
pantotenato de cálcio 

0,00d 0,00c 0,00b 0,00b 

T4-MS + 2% sacarose + 4% manitol + 2mgL-1 
pantotenato de cálcio 

70,00a 30,00a 23,33a 23,33a 

T5-MS +2% sacarose + 2mgL-1 espermidina 40,00b 13,33b 10,00b 0,00b 
T6-MS + 2% sacarose + 4 mgL-1 espermidina. 40,00b 3,33c 3,33b 0,00b 
CV% 24,69 40,49 46,07 38,67 

Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si estatisticamente pelo teste 
Scott-Knott 5%. 
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6. CONCLUSÕES 

 

1. Sementes introduzidas in vitro apresentam dormência e baixa porcentagem de 

germinação  

2. Explantes e propágulos desenvolvem-se melhor em meio de cultura menos nutritivo 

(MS/2).  

3. A multiplicação de explantes de C. antisyphiliticus é dependente de fitorregulador, 

sendo as citocininas zeatina e BAP as mais indicadas;   

4. A associação da auxina AIA e a citocinina BAP, nas concentrações avaliadas não 

promoveu um balanço hormonal eficiente para intensificar o número de brotações; 

5. Os explantes de C. antisyphiliticus além de apresentarem tolerância ao co-cultivo in 

vitro mostraram-se vigorosos; 

6. Frascos maiores, que alocam maior volume de gases, promoveram maior 

desenvolvimento e robustez dos explantes; 

7. O balanço hormonal adequado entre os tecidos da gema apical e a citocinina presente 

no meio MS/2 mostrou que esse tipo de explante é o mais adequado para multiplicação 

in vitro;  
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8. O elevado nível de auxina endógena nos tecidos dos explantes de C. antisyphiliticus 

isenta o uso de auxina ao meio de cultura para a indução de raízes in vitro. 

9. A aclimatação de explantes de C. antisyphiliticus é possível sem a presença de raízes 

desenvolvidas in vitro. 

10. Independente da presença ou ausência dos agentes osmóticos utilizados a maioria dos 

propágulos não sobreviveram em ambiente de banco de germoplasma. 

11. Em função dos resultados obtidos nos experimentos realizados in vitro com a utilização 

de fitorreguladores é possível compreender melhor que a arquitetura da espécie C. 

antisyphiliticus que apresenta reduzida parte aérea e exuberância do sistema radicular 

esta diretamente relacionada ao balanço hormonal.  
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Anexo1  

Composição de sais e concentração dos meios basais MS de Murashige & Skoog (1962), B5 de Gamborg et al. 

(1968) e WP de Lloyd et al. (1980). 

Concentração dos Componentes para 1 Litro de Meio de Cultura 
Componentes Meio MS Meio B5 Meio WP 

Macronutrientes (mg/L) 
Ca (NO3)2.4H2O - - 556 
NH4 NO3 1,650 - 400 
(NH4)2 SO4 - 134 - 
KNO3 1,900 2,500 2,500 
CaCl2.H2O 440 150 96 
MgSO4.7H2O 370 250 300 
KH2PO4 170 - 170 
KCl - - - 
Na2SO4 - - - 
NaH2PO4.H2O - 150 - 
K2SO4.4H2O - - 990 

Micronutrientes (mg/L) 
MaSO4.4H2O 22,3 - - 
MnSO4.H2O - 10 22,3 
ZnSO4.7.H2O 8,6 2,0 8,6 
H3BO3 6,2 3,0 6,2 
KI 0,83 0,75 0,83 
Na2MoO4.H2O 0,25 0,25 - 
CuSO4.5H2O 0,025 0,025 0,025 
CoCl2.6H2O 0,025 0,025 - 

FeEDTA (mg/L) 
Na2EDTA.2H2O 37,3  37,7 
FeSO4.7H2O 27,8  27,8 
Fe2(SO4)3 - - - 

Vitaminas e Aminoácidos (mg/L) 
Ácido nicotínico 0,5 1,0 0,5 
Piridoxina.HCl 0,5 1,0 0,5 
Tiamina.HCl 0,1 1,0 1,0 
Glicina 2,0 - 2,0 

Mio-inositol (mg/L) 
Mio-inositol 100 100 100 

Sacarose (g/L) 
Sacarose 30 20 20* 
pH 6,0 6,0 6,0 
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