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Micropropagacéo e conservagdo de Macrosyphonia velame (St. Hil.)
Muell. Arg. em banco de germoplasma in vitro

Micropropagation and conservation of Macrosyphonia velame (St. Hil.)
Muell. Arg. in vitro germoplasm bank

Leticia Maria Martins' Ana Maria Soares Pereira" Suzelei de Castro Franga"
Bianca Waléria Bertoni""

RESUMO

A Macrosyphonia velame é uma planta medicinal
do Cerrado, pertencente a familia Apocynaceae, e conhecida
popularmente como velame branco. Extratos de raizes de velame
sdo utilizados pela populagdo como depurativo e anti-sifilitico.
Este trabalho teve como objetivo desenvolver o protocolo de
micropropagacdo de M. velame, com vistas a conservacao da
espécie em Banco do Germoplasma in vitro. Sementes foram
coletadas nos municipios de Sacramento, Tapira e Araxa, MG,
e utilizadas como fonte de explantes. Segmentos nodais de
plantulas axénicas foram transferidos para meio MS/2
suplementado com BAP, Cinetina, 2ip e TDZ em diferentes
concentracdes (0,25; 5,0 e 1,0mg L?). Para o enraizamento,
brotagdes com 2cm de altura foram transferidas para meios
MS/2 suplementado com 1,0; 5,0; e 10,0mg L de IBA ou ANA
e cultivadas por 5, 10 e 30 dias, sendo em seguida subcultivadas
em MS/2 por mais trinta dias e s6 entdo avaliadas quanto a
formacgdo de raizes. Na aclimatizagdo e enraizamento ex vitro,
foram utilizados substratos Plantmax®, areia e solo
individualmente ou em combinagdes (1:1) de areia/Plantmax®;
areia/solo; Plantmax®/solo. Para o estabelecimento do Banco
de Germoplasma, brotagdes com 3,5cm foram transferidas
para meio MS/2 suplementado com 2% de sacarose + 4% de
manitol ou sorbitol; 2% de sacarose + 4% de manitol ou
sorbitol + 2mg L* de pantotenato de célcio; 2% de sacarose +
4% de manitol ou sorbitol + 2mg L* de espermidina. A
porcentagem de germinacdo in vitro foi baixa, 33%, 4% e 2%
das sementes coletadas em Araxa, Tapira e Sacramento,
respectivamente. O meio MS/2 sem adi¢do de citocinina
promoveu a proliferagéo de brotos (4,0 por gema), elongagédo
(5,2cm), numero de gemas (8,6) e reduziu vitrificacédo (4%).
Em relacdo aos substratos testados, as plantulas se
desenvolveram melhor no Plantmax®, sendo que 40% das
plantulas sobreviveram e a maioria apresentou formacéo de
raizes. Plantulas cultivadas por trés meses em meio de cultura

MS/2 + 2% de sacarose + 4% de manitol + 2mg L de
pantotenato de calcio, sob condicbes de Banco de
Germoplasma, apresentaram 40% de sobrevivéncia.

Palavras-chave: Apocinaceae, cultura de tecidos, planta
medicinal, Cerrado, velame.

ABSTRACT

Root extracts of Macrosyphonia velame an
Apocynaceae native of Brazilian Cerrado, known as white
velame have been popularly used as depurative and anti-
syphilitic agent. The aim of the present research was to develop
a micropropagation protocol for the in vitro conservation of
M. velame in a germplasm bank. Seeds of velame collected in
Sacramento, Tapira and Araxa, MG, Brazil, were used as initial
explants. Nodal segments from axenic plantlets were inoculated
on MS/2 medium supplemented with different concentrations
(0.25, 5.0 and 1.0mg L) of BAP; kinetin; 2iP or TDZ. For in
vitro rooting , plantlets (2cm high) were inoculated on MS/2
medium supplemented with IBA or NAA (1.0, 5.0, and 10.0mg
L1), maintained for 5, 10 and 30 days and sub-cultured to MS/
2 medium for an additional thirty days before evaluating
rooting. For acclimatization and ex vitro rooting plantlets
were transplanted into Styrofoam boxes containing either
Plantmax®, sand and soil one by one or in combinations (1:1)
of sand/Plantmax®; sand/soil; Plantmax®/soil. For the in vitro
conservation of M. velame in germplasm bank plantlets (3.5cm
high) were inoculated on MS/2 medium supplemented with
either 2% sucrose + 4% of mannitol or sorbitol; 2% sucrose +
4% mannitol or sorbitol + 2mg L calcium pantothenate; 2%
of sucrose + 4% of mannitol or sorbitol + 2mg L spermidine.
The proportion of seed germination was considered low, 33%,
4% and 2% for seeds collected in Araxa, Tapira and
Sacramento respectively. Explants cultured on MS/2 medium
without addition of cytokinin showed enhanced height (5.2cm),
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increased number of buds (8.6), proliferation of 4 shoots per
bud and minimal (4%) proportion of vitrification. Plantlets
acclimatized ex vitro developed better in Plantmax® substrate,
most plantlets presented root formation and survival reached
40%. M. velame plantlets cultured for three months on MS/2
added with 2% sucrose + 4% mannitol + 2mg L of calcium
pantothenate, under germoplasma bank conditions presented
40% of survival.

Key words: Apocinaceae, tissue culture, medicinal plant,
Cerrado, velame.

INTRODUGCAO

O Cerrado é o0 segundo maior bioma
brasileiro e apresenta caracteristicas peculiares por sua
constituicdo em mosaicos, com vegetacdo que varia
desde campos abertos até formacdes florestais. A
riqueza de espécies, tanto da flora quanto da fauna, é
expressiva, representando cerca de 30% da
biodiversidade brasileira (AGUIAR & CAMARGO,
2004).

Este bioma apresenta uma flora medicinal
riquissima e vem sofrendo um histérico processo de
degradagéo, principalmente pela producdo de
monoculturas, sobretudo de plantas anuais como soja,
arroz e milho que ocupam 4&reas extensas,
comprometendo a heterogeneidade e riqueza floristica
(ALMEIDA et al., 1998). Com a expansao da fronteira
agricola, a fauna e muitas espécies vegetais medicinais
bem como o conhecimento a elas associado vém
desaparecendo, o que contribuiu para que o Cerrado
se tornasse um dos 25 hotspots mundiais (MEYERS et.
al., 2000).

Segundo FACHIM & GUARIM (1995),
plantas como velame (Macrosyphonia velame), verga
teso (Anemopaegma arvense), barbatimao
(Stryphnodendron adstringens) e mangava brava
(Lafoensia pacari) estdo enquadradas na categoria
de espécies vulneraveis. Essa situacao é agravada pelo
fato de essas plantas conterem seus principios ativos
nas raizes, xilopddios e entrecasca, cuja retirada dos
6rgaos ou parte da planta compromete a sobrevivéncia
da espécie.

Macrosyphonia velame é uma espécie
medicinal nativa do Cerrado, pertencente a familia
Apocynaceae. E conhecida popularmente como
velame-branco, velame, babado, barbasco, flor-de-
barbeiro e jalapa-branca. Araiz ¢ amplamente utilizada
pela populacdo como antiinflamatorio, depurativo, anti-
sifilitico, coceiras, dermatoses, Ulceras externas e,
eczemas (SIQUEIRA, 1982; MACEDO & FERREIRA,
2004). Até o presente momento, embora a espécie M.
velame seja amplamente utilizada por comunidades
tradicionais que habitam o cerrado, ndo ha relatos de
um programa de conservacdo e utilizacdo de uso

sustentavel de populagdes naturais da espécie. Para
casos como esses, segundo AUGUSTIN etal. (2002), o
desenvolvimento de protocolo de micropropagacéo é
indicado por apresentar um potencial pratico de
producdo em larga escala de plantulas, o que podera
evitar a erosao genética.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver
um protocolo de micropropagacéo de Macrosyphonia
velame, com vistas a conservacdo da espécie em banco
de germoplasma in vitro.

MATERIAL E METODOS

Micropropagacéo

A coleta de sementes e material boténico
para confec¢do de exsicatas foi realizada nos municipios
de Sacramento, Tapira e Araxa (MG) no més de maio de
2006, as exsicatas foram depositadas no Herbario de
Plantas Medicinais da Universidade de Ribeirdo Preto
(Voucher HPMU-015).

As sementes foram submetidas a quatro
tratamentos de assepsia: 1-24 horas em solucéo de
cercobim 1% e logo apds transferidas para alcool 70%
durante 30 segundos; 2- 24 horas em solucédo de
cercobim 1% +10mg L? cefotaxima +10mg L* de
gentamicina + 10mg L de canamicina, transferidas para
alcool 70% por 30 segundos e, posteriormente,
permaneceram 30 minutos em solug&o de hipoclorito
de célcio 0,5%; 3-4 horas em solucéo de cercobim 1% +
10mg L* de gentamicina e transferidas para uma solugao
de hipoclorito de célcio 0,5%, durante 30 minutos. No
tratamento quatro, as sementes permaneceram 24 horas
em cercobim 1% + 10mg L* de cefotaxima + 10mg L de
gentamicina + 10mg L* de canamicina, em seguida,
foram transferidas para uma solugéo de alcool 70% por
30 segundos e, posteriormente, permaneceram 30
minutos em hipoclorito de célcio 1% pH 5,0. Apds os
tratamentos, as sementes foram lavadas em agua
autoclavada e inoculadas em meio Wood Plant (WP).
Apos 30 dias de cultivo, avaliaram-se a porcentagem
de germinac&o e o nimero de sementes axénicas.

Segmentos nodais retirados de brotacdes
axénicas advindas de sementes de M. velame
germinadas in vitro foram inoculadas em meio de cultura
MS/2, suplementado com 0,25; 0,5¢e 1,0mg L* de BAP
(Benzilaminopurina), Cinetina, 2ip (Isopentenil
aminopurina) e TDZ (Thidiazuron). Apds 30 dias,
realizaram-se avaliagbes quanto ao nimero e
comprimento de broto, nimero de gemas por broto e
presenca de calos nos explantes.

Brotagdes mantidas em MS/2 com 6¢cm de
altura e com cinco gemas foram utilizadas no
experimento de posi¢do da gema. Foram seccionadas
as gemas localizadas em quatro diferentes posicoes no
caule (gema apical, 22, 32 e 42 gema) e inoculadas em
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meio de cultura MS/2 suplementado com 0,5mg L de
BAP. Os explantes foram mantidos nesse meio de
cultura por 30 dias e posteriormente avaliados quanto
ao numero e a altura das brotagdes.

Brotagdes com 2cm de comprimento foram
transferidas para meios MS/2 basal e MS/2
suplementado com 1,0; 5,0 e 10,0mg L' de IBA (Acido
indolbutirico) ou ANA (Acido naftalenoacético) para
induzir o enraizamento. Os explantes permaneceram
nos respectivos meios por 5, 10 e 30 dias, sendo, em
seguida, transferidos para MS/2 isento de regulador,
permanecendo por 30 dias antes da avaliacdo em relagéo
a presenca ou auséncia de raizes.

Na aclimatizacdo foram utilizadas brotactes
com 5cm de comprimento, transferidas para sacos de
polietileno preto perfurados, nas dimensdes 10x15cm,
contendo como substrato: 1- solo; 2- areia; 3-
Plantmax®; 4- solo e areia (1:1); 5- solo e Plantmax®
(1:1); e 6- areia e Plantmax® (1:1). Foram utilizadas 15
brotaces por tratamento, as quais foram mantidas em
casa de vegetacdo e submetidas a irrigacdo diaria. As
avaliacdes foram realizadas apds 15, 30 e 45 dias em
relacdo a sobrevivéncia das plantulas e presenca ou
auséncia de raizes.

Conservagéo

Brotages mantidas em sala de crescimento
com 3,5cm de comprimento foram transferidas para os
seguintes meios de cultura: 1- MS/2 + 2% de sacarose
+ 4% de manitol; 2- MS/2 + 2% de sacarose + 4% de
sorbitol; 3- MS/2 + 2% de sacarose + 4% de manitol +
2mgL! de pantotenato de célcio; 4- MS/2 + 2% de
sacarose + 4% de sorbitol 2mg L de pantotenato de
célcio; 5- MS/2 + 2% de sacarose + 4% de manitol +
2mg Lt de espermidina; 6- MS/2 + 2% de sacarose +
4% de sorbitol + 2mg L de espermidina.

As brotagBes permaneceram por trés meses
em ambiente de Banco de Germoplasma in vitro a
temperatura de 18+1°C, fotoperiodo de 12 horas,
intensidade luminosa a 25mmol m2s? fornecida por
lampadas do tipo fluorescente branca fria. Foram
utilizadas 30 brotaces por tratamento.

Asandlises foram realizadas em triplicata e
o delineamento adotado foi o inteiramente casualizado.
Os resultados foram submetidos & anélise de variancia
e regressdo através do programa SISVAR V.4.3, sendo
as médias dos tratamentos comparados pelo teste de
Scott-Knott (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Micropropagacéo

Sementes de M. velame submetidas ao
tratamento com solugdo de cercobim 1%+10mg L de

cefotaxima, gentamicina e canamicina, por 24 horas,
posteriormente imersas em solugdo de alcool 70% por
30 segundos, transferidas em seguida para solucdo de
hipoclorito de célcio 0,5% durante 30 minutos e
finalmente lavadas em &gua autoclavada antes de serem
inoculadas mostraram eficiéncia de descontaminacao
de 85+8%.

Apesar do éxito na desinfestagdo, a
porcentagem de germinacao foi baixa, sendo 33+5%
para sementes advindas de Araxa, 4+0,8% de Tapira e
240,5% de Sacramento e, além disso, a germinacao foi
lenta e desuniforme. Algumas sementes iniciaram a
germinacdo apds 20 dias, mas a maioria emitiu a radicula
apenas 40 ou 60 dias apds a inoculacgdo. Esse resultado
provavelmente esta relacionado a diversidade genética
do material e ou dorméncia da semente.

O experimento de micropropagacéo (Tabela
1) mostrou que os explantes de M. velame
desenvolveram-se melhor em meio MS/2 sem adicéo
de citocinina com crescimento das brotagdes de 5,2cm
de altura, produzindo 8,6 gemas por haste e menor
porcentagem de vitrificacédo (4%).

Estudos realizados com espécies endémicas
do Cerrado tém revelado que, de modo geral, auséncia
ou reduzidas concentragdes de citocininas sdo mais
adequadas para o desenvolvimento in vitro dessas
espécies. Além disso, concentragdes menores de
reguladores de crescimento sdo preferidas por
diminuirem as possibilidades de ocorréncia de variacdo
somaclonal e também representam menor custo
(FLORESetal., 2007).

A posicdo da gema na haste interferiu no
desenvolvimento do explante. O melhor resultado foi
obtido com a gema apical que promoveu maior altura
das brotacdes (2,85cm) e maior nimero de gemas por
haste (6,15), o que possibilitou a obtencdo de um maior
indice de multiplicacdo in vitro da espécie. Trabalhos
realizados como outras espécies, a exemplo de
Maytenus ilicifolia e Mandevilla velutina, também
mostraram a importancia de se investigar a posicao da
gema para a obtengao de maior nimero de brotos por
explante (PEREIRA et al., 1995; BIONDO et al., 2007).

Com relacdo ao enraizamento, brotacfes que
permaneceram por 5 e 10 dias em contato com o0 meio
de cultura suplementado com ANA ou IBA néo
enraizaram. Foram necessarios 30 dias de exposicao as
auxinas para obtencdo de raizes. O IBA (10mg L?) foio
melhor tratamento, por ter estimulado o enraizamento
em 17% das plantulas, as quais apresentaram 1,5 raizes
por broto. De modo geral, a presenca de auxina no
meio de cultura promoveu também a proliferagdo de
calos. Segundo ANDRADE et al. (2000), a presenca de
calos na base do explante na fase de enraizamento ndo
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Tabela 1 - Efeito de diferentes concentracdes e tipos de citocininas em segmento nodal de M. velame.

Tratamentos N® N* Gemas Altura % Necrose % Calos % Vitrificacdo
Brotos por haste (cm)
MS/2 4,0a 8,6a 5,2a 7b 42 4c
MS/2 +0,25mg L™ BAP 44a 6,3b 3,3b 10b 10a 20b
MS/2 +0,50mg L™ BAP 3,8a 6,2b 2,9b 27a 27 20b
MS/2 +1,00mg L™ BAP 3,0b 3,5¢ 1,9¢c 443 10° 40a
CV(%) 9,54 15,91 13,30 14,27 10,94 11,53
MS/2 + 0,25mg L™ Cinetina 2,9a 5,3a 4,5a 4a 142 4c
MS/2 + 0,50mg L™ Cinetina 2,8a 4,6b 2,7b 1l4a 242 47a
MS/2 + 1,00mg L™ Cinetina 3,1a 4,9b 2,6b 30a 42 27b
CV(%) 17,69 23,57 13,20 23,08 16,19 11,41
MS/2 +0,25mg L™ 2ip 34a 5,9a 3,5a 24a 402 Ta
MS/2 + 0,50mg L 2ip 4,1a 7,1a 3,0a Ta 378 17a
MS/2 +1,00mg L™ 2ip 3,6a 6,1a 3,1a 10a 30° 14a
CV(%) 16,22 20,89 9,59 14,75 16,61 10,14
MS/2 +0,25mg L™ TDZ 3,0a 5,0a 3,0a 7b 278 30a
MS/2 +0,50 mg L* TDZ 2,5b 3,8b 2,5a 10a 302 30a
MS/2 + 1,00 mg L* TDZ 2,1b 3,5b 2,8a 27a 172 7b
CV(%) 16,54 22,80 15,80 11,43 13,83 13,09

Meédias seguidas das mesmas letras ndo diferem significativamente entre si na coluna pelo teste de Scott-Knott (5%).

¢ desejavel, pois pode dificultar o processo de
aclimatizagdo e comprometer também o crescimento da
parte aérea.

A relacdo concentragdo de auxina e tempo
de exposicdo do explante pode ser determinante para o
enraizamento in vitro (NEGASH et al., 2000). Assim,
altas concentrag@es de auxina durante reduzido periodo
e a transferéncia das plantulas para um meio livre de
regulador de crescimento tém sido apontados como
procedimentos adequados para o enraizamento de
varias espécies cultivadas in vitro (TANTOS et al.,
2001).

A aclimatizacdo e enraizamento ex vitro
apresentou maior indice de enraizamento no substrato
Plantmax® (40%), com 3,5 raizes por planta e média de
7,5cm de comprimento.

O Plantmax® é um substrato que apresenta
boa capacidade de reter agua, aeracdo eficiente, contém
significativo teor de matéria organica e também possui
elevada porosidade (KLEIN et al., 2000). E a somatoria
dessas caracteristicas que provavelmente facilitou a
producdo e maior crescimento das raizes de M. velame.

A possibilidade de enraizamento ex vitro de
M. velame é um fator importante a ser considerado no
protocolo de micropropagacéo, pois reduz otempo e 0
custo de producdo, ndo sendo necessario a inducao
do enraizamento in vitro, o que torna ainda mais viavel
economicamente essa tecnologia para a espécie em
estudo.

Conservacéo

Os tratamentos utilizados para obtengéo de
protocolo de conservacdo de germoplasma in vitro de
M. velame responderam de maneira muito semelhante
em relagdo a porcentagem de sobrevivéncia e nimero
de brotos, entretanto o manitol foi melhor que o sorbitol
para reduzir o nimero de gemas por haste. Embora ndo
tenha sido registrada diferenca significativa, o meio de
cultura MS/2 + 2% de sacarose + 4% de manitol + 2mg
L* de pantotenato de célcio foi considerado adequado
para manter plantulas de M. velame em Banco de
Germoplasma in vitro (Tabela 2). Os agentes osméticos
como o manitol e o sorbitol tém sido utilizados com a
finalidade de alterar a disponibilidade de trocas
gasosas, proteger as membranas celulares das baixas
temperaturas e reduzir a hipericidade, evitando a
vitrificacdo (ENGELMAN, 1991).

A manutencdo de plantulas de M. velame
em banco de germoplasma in vitro é um passo
importante no processo de conservacdo da espécie.
Ao mesmo tempo, viabiliza a producéo em larga escala
de plantas com excelente condicdo fitossanitaria, para
atender a demanda da industria de medicamentos
fitoterapicos no Brasil.

CONCLUSAO
E possivel micropropagar M. velame em
meio MS/2 basal sem o uso de reguladores vegetais e

conservar plantulas da espécie em banco de
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Tabela 2 - Efeito de poliamina e agentes osmoéticos na sobrevivéncia de explantes de M. velame mantidos em banco de germoplasma.

Meio de cultura % N N N® Compri~mento da
sobrevivéncia  Brotos Gemas brotagdo (cm)

MS/2 + 2% de sacarose + 4% de manitol 30a 2,2a 4,5b 2,4a

MS/2 + 2% de sacarose + 4% de sorbitol 40a 3,1la 6,6a 3,7a

MS/2 + 2% de sacarose + 4% de manitol + 2mg L™ de pantotenato de calcio 40a 2,6a 4,0b 2,2a

MS/2 + 2% de sacarose + 4% de sorbitol 2mg L™ de pantotenato de célcio 17a 1,7a 4,0b 2,1a

MS/2 + 2% de sacarose + 4 % de manitol + 2mg L™ de espermidina 30a 1,9 4,7b 3,2a

MS/2 + 2% de sacarose + 4% de sorbitol + 2mg L™ de espermidina 44a 2,9a 6,9a 3,6a
CV(%) 25,74 28,21 24,53 29,80

Meédias seguidas das mesmas letras ndo diferem significativamente entre si na coluna pelo teste de Scott-Knott (5%).

germoplasma in vitro. A presenca de auxina no meio de
cultura é fundamental para o enraizamento in vitro de
M. velame e novos estudos deverdo ser realizados
para otimizar o enraizamento in vitro da espécie. O
enraizamento de M. velame pode ser realizado ex vitro
concomitantemente ao processo de aclimatizacao.
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