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RESUMO

Miconia ligustroides (DC.) Naudim pertencente a familia Melastomataceae, é uma espécie endémica do Brasil, que possui agdo
analgésica, antimicrobiana e esta na lista de espécies recomendadas para recuperagdo de matas ciliares. Objetivou-se estabelecer
protocolos de micropropagacdo para M. ligustroides. As sementes foram desinfestadas e inoculadas em meios de cultura WPM e
MS, suplementados com GA, (0,0; 5,77; 11,54; 17,31; 23,08 uM). Explantes foliares, nodais e radiculares de plantulas in vitro foram
inoculados em meio MS suplementado com BAP (0,0; 13,5; 27,0; 40,5; 54 e 135 uM) e 2,4-D (0,0; 4,5; 13,5; 22,6 e 45,2 uM) para
a indugdo de organogénese indireta. Para o enraizamento das brotagdes foi testado o meio de cultura MS suplementado com AIB
(0,0 e 9,8 uM). As brotagdes enraizadas foram aclimatizadas ex vitro em substrato Tropstrato®. O maior percentual de germinagdo
in vitro foi obtido com o meio de cultura MS isento de GA,. Houve diferenca significativa para formag&o de calos e regenerac&o de
brotagdes quando os explantes foliares e nodais foram cultivados em 54 uM de BAP e 13,5 uM de 2,4-D, respectivamente, e os
explantes radiculares em 135 pM de BAP. O enraizamento das brotagdes foi obtido sem a suplementagdo de AIB. Com o uso de 9,8
UM de AIB observou-se significativo comprimento das raizes, porém para o niumero de raizes ndo houve diferencga significativa. As
etapas de micropropagagdo alcangadas nesse estudo indicam que a germinagdo, multiplicagdo de brotos, enraizamento in vitro e
aclimatizagdo de M. ligustroides podem ser obtidos com sucesso.

Palavras-chave: Cultura de tecidos, espécie florestal, Melastomataceae, micropropagagdo.

ABSTRACT

Miconia ligustroides (DC.) Naudim belonging to the Melastomataceae family, is an endemic species of Brazil, which has analgesic,
antimicrobial and is on the list of recommended species for restoration of riparian forests. The objective was to establish an in vitro
germination and micropropagation protocols for M. ligustroides. The seeds were sterilized and inoculated into culture media, saline
formulations based on MS and WPM medium supplemented with five concentrations of GA, (0.0; 5.77; 11.54; 17.31; and 23.08
uM). Leaf explants and nodal root seedlings were inoculated on MS medium supplemented with different concentrations of BAP
(0.0; 13.5; 27.0; 40.5; 54 and 135 uM) and 2,4-D (0.0; 4.5; 13.5; 22.6 and 45.2 uM) for inducing indirect organogenesis. For rooting
of shoots MS medium supplemented with IBA (0.0 and 9.8 uM) was tested. Rooted shoots were acclimatized ex vitro in Tropstrato®
substrate. Higher germination percentage was obtained with MS medium free of GA,. The highest sprouting rate was observed when
the leaf and nodal explants were cultured in 54 uM BAP and 13.5 pM 2.4-D, respectirely, and in the presence of 135 uM BAP for
root explants. Shoot rooting was obtained without supplemental IBA. The use of 9.8 uM IBA promoted a significant root lenght and
no influence on root number. The micropropagation steps achieved in this study indicate that germination, shoot multiplication, in
vitro rooting and acclimatization of M. ligustroides can be successfully obtained.

Keywords: Tissue culture, forest species, Melastomataceae, micropropagation.

INTRODUCAO

Melastomataceae constitui-se em uma das familias
mais importantes da flora neotropical, com cerca de 2.000
espécies distribuidas entre 30 géneros (Michelangeli et al.,
2004), ocorrendo em praticamente todas as formacgdes
vegetais da América do Sul (Martin et al., 2008). Entre os
géneros que ocorrem no Brasil destaca-se o Miconia, por
ser o maior género com uma alta diversidade de espécies
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(Mendonga et al., 2008). No Brasil, estdo concentradas
cerca de 250 espécies (Mendonga et al., 2008), dentre elas
Miconia ligustroides (DC.) Naudim, espécie endémica do
Brasil de ocorréncia no Cerrado, Mata Atlantica e Caatinga
(Goldenberg et al., 2013), é conhecida popularmente
por jacatirdo-do-brejo e possui agdo analgésica (Cunha
et al., 2003) antimicrobiana e tripanocida (Cunha et al.,
2006). Seus frutos sdo dispersos por animais, sendo um
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importante recurso para a vida selvagem (Chaves et al.,
2012) além de existir um grande numero de bromélias
associadas ao seu tronco (Bonnet & Queiroz, 2006). Outro
ponto relevante é o fato de estar na lista de espécies
recomendadas para a recuperag¢ao de matas ciliares
conforme (SMA 21/01) resolucdo de 21 de Novembro,
2001.

Técnicas de micropropagac¢do tém sido utilizadas
para propagacdao de muitas espécies nativas, e
estabelecimento de bancos ativos de germoplasma. Sendo
o cultivo in vitro uma ferramenta de grande importancia
para espécies que apresentam dificuldades de propagacao
por outros métodos vegetativos ou sexuados (Ferreira
et al., 2015). Assim, estudos envolvendo os processos
de indugdo de calos e a regeneragdo de brotagdes
podem viabilizar a producdo em larga escala da espécie
e explorar caracteristicas importantes no cultivo in vitro,
tal como o potencial medicinal de M. ligustroides. Diante
desse contexto, objetivou-se estabelecer protocolos
de germinagdo in vitro e micropropagacdo para M.
ligustroides.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condigdes de cultivo

Os frutos de M. ligustroides foram coletados
em plantas matrizes localizadas na Floresta Nacional
de Ritapdlis (FLONA/IBAMA) em Ritapolis, MG (21° 3’
21”7 S 44° 15’ 35” O). E os experimentos conduzidos no
Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas, localizado
no Campus CTAN, na Universidade Federal de Sdo Jodo
Del Rei.

Apods a retirada das sementes dos frutos, as
mesmas foram desinfestadas através da imersdo em
alcool 70% por 60 segundos, em solugdo de hipoclorito
de sddio (NaOCl) com 1% de cloro ativo por 10 minutos e,
em seguida trés enxagues em dgua destilada autoclavada.
Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio
contendo diferentes meios de cultura. Ao meio de cultura
basico foram acrescidos 30 g L™ de sacarose e 7 g L' de
agar (Sigma®). O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes
da autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos. Apds
inoculacdo foram mantidas em sala de crescimento sob

irradiancia de fotons de 36 pmol m2 s, temperatura de
25°9C + 2 °C e fotoperiodo de 16 horas de luz.

Germinagao in vitro

Para germinacdo in vitro foram utilizadas duas
formulagdes salinas: MS (Murashige & Skoog, 1962) e
WPM - Woody Plant Medium (Lloyd & Mc Cown, 1980)
combinado com a suplementacdo de cinco concentragdes
de GA, - acido giberélico (0,0; 5,77; 11,54; 17,31; 23,08
MM). Cada unidade experimental foi constituida de cinco
tubos de ensaio com uma semente com quatro repeti¢des
por tratamento, dispostas completamente ao acaso.
As avaliacOes foram realizadas em intervalos de dois
dias durante 30 dias, sendo observada a porcentagem
de sementes germinadas (adotando como critério de
germinacgdo a protrusdo radicular de aproximadamente
2 mm) e o indice de Velocidade de Germinacdo (IVG)
(Maguire, 1962).

Multiplicagao in vitro

Explantes foliares, nodais e radiculares (1 cm?),
obtidos de plantulas cultivadas in vitro, foram excisados
e inoculados em tubos de ensaio contendo meio de
cultura MS suplementado com 6- benzilaminopurina
(BAP) nas concentragdes de 0,0; 13,5; 27,0; 40,5; 54
e 135 uM e 4acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
nas concentragdes de 0,0; 4,5; 13,5; 22,6 e 45,2 uM.
Apods inoculagdo, os tubos contendo os explantes
foram mantidos em sala de crescimento no escuro sob
temperatura de 25 2C £ 2 °C. Cada unidade experimental
foi constituida de 10 tubos de ensaio com um explante,
com trés repeticdes por tratamento, dispostas
completamente ao acaso. Apds 30 dias de cultivo in
vitro, foram avaliadas a porcentagem de formacgao de
calos e a regeneracdo de brotacdes.

Enraizamento in vitro

Brotag¢des (5 cm de altura) oriundas do melhor
tratamento de multiplicacdo foram individualizadas aos 60
dias de cultivo in vitro e transferidas para meio de cultura
MS suplementado com 0,0 e 9,8 UM de acido indolbutirico
(AIB). Cada unidade experimental foi constituida de 10
tubos de ensaio com um explante, com trés repeti¢des
por tratamento, dispostas completamente ao acaso. Apds
30 dias de cultivo in vitro, as varidveis avaliadas foram:



Porcentagem de enraizamento (%), numero de raizes e
comprimento médio da maior raiz (cm).

Aclimatizagdo ex vitro

BrotacOes oriundas de organogénese indireta
e enraizadas in vitro passaram por um periodo de pré-
aclimatizagdo durante 7 dias em recipientes plasticos (50
mL), contendo substrato Tropstrato®, envoltos com saco
plastico transparente. O material vegetal foi mantido
em sala de crescimento na temperatura controlada de
25 °C * 2 °C e irradidncia de fotons de 67 pmol m=2 s
ApOs esse periodo, foi feita a abertura do recipiente de
cultivo e as plantas permaneceram mais 15 dias em sala
de crescimento. Os recipientes com as plantas foram
levados para casa de vegetagdo, onde permaneceram
por mais 15 dias, antes do transplantio para tubetes
contendo substrato Tropstrato’. Apds 30 dias em casa de
vegetacdo, foi realizada a avaliagdo da porcentagem (%)
de sobrevivéncia das plantas.

Analise Estatistica
Os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANAVA) utilizando-se o software estatistico SISVAR

(Ferreira, 2014) e as médias comparadas pelo teste de
Scott-Knott, com probabilidade de 5 %.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Germinagao in vitro

A maior porcentagem de germinacgao (71%)
de M. ligustroides foi observada quando as sementes
foram inoculadas em meio de cultura MS sem regulador
de crescimento. Em relagdo ao IVG houve diferenca

significativa (0,03) para o uso do meio de cultura MS com
auséncia e presenga de GA_ (5,77 uM GA,) (Tabela 1). As
sementes de M. ligustroides iniciaram a germinacdo 18
dias apods a inoculagdo, sendo observado a formagao de
plantas completas em aproximadamente 30 dias, com
parte aérea e raizes secundarias bem desenvolvidas
(Figura 1a).

A maior porcentagem de germinagdo em
meio de cultura MS pode ser justificada pelo fato
de que as sementes de M. ligustroides sdao muito
pequenas (1 mm?), possuindo assim pouca reserva, e
no meio de cultura MS ha uma maior disponibilidade
de macronutrientes, além de micronutrientes, vitaminas
e aminodcidos necessarios ao inicio do processo de
germinagdo (Moreira et al., 2012). Faltou falar que esta
comparando com WPM

As concentragdes de GA, fornecidas ndo
incrementaram na germinagdo das sementes de M.
ligustroides. A concentragdo de GA, adicionada ao
meio de cultura, pode resultar em efeito significativo na
germinagdo in vitro, quando as sementes apresentam
dorméncia primaria, dependendo diretamente da
concentragdo enddgena de GA, presente nas sementes
(Bojérquez-Quintal et al., 2013). Por outro lado, a adicdo
de GA,ao meio de cultura pode proporcionar um atraso
na protrusao radicular, pois podera ocorrer inibicdo
das enzimas hidroliticas induzidas pelo acimulo de GA,
enddgeno (Santos et al., 2013). Assim, é importante
conhecer os fatores que afetam a germinagao de
sementes de cada espécie para se obter sucesso no
processo de estabelecimento de plantas in vitro ou in
vivo.

Tabela 1 — Porcentagem de germinacdo e indice de velocidade de germinacdo (IVG) de sementes de M. ligustroides
cultivadas em meio de cultura WPM, MS e MS suplementado com diferentes concentragbes de GA..

Tratamento Germinacdo (%) IVG
WPM 42 c 0,02 b
MS 71a 0,03a
MS +5,77 uM GA, 50c 0,03a
MS + 11,54 uM GA, 45d 0,02b
MS + 17,31 uM GA, 25e 0,02b
MS + 23,08 uM GA, 40d 0,02b

*Médias seguidas pela mesma letra minUscula em cada coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (p <0,05).
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Figura 1 — Aspecto visual de plantas de M. ligustroides germinadas in vitro em meio de cultura MS isento de
fitorreguladores (a) calos em explantes nodais em meio de cultura MS suplementado com 54 uM de BAP (b) brotacdo
em explantes nodais em meio de cultura MS suplementado com 54 uM de BAP (c) brotacGes obtidas a partir de
organogénese indireta de explantes nodais em meio de cultura MS (d) e brota¢des aclimatizadas ex vitro em substrato

Tropstrato® (e). Barra = 1cm.

Multiplicagado in vitro

Houve formacao de calos em todas as combinacGes
hormonais e explantes utilizados, os quais variaram
em tamanho, textura e subsequente regeneracgdo de
brotagGes (Figura 2). Para os explantes foliares e nodais
as concentragbes de 54 uM de BAP e 13,5 uM de 2,4-D
obtiveram as maiores porcentagens de formagdo de calos
e regeneracao de brotagdes (Figura 2 a-d). J& para os
explantes radiculares a concentracdo de 135 uM de BAP
obteve as maiores porcentagens de formagdo de calos
(figura 2e) e regeneracgdo de brotac¢des (Figura 2e).

Os calos obtidos em todos os tratamentos a partir
de explantes foliares, nodais e radiculares apresentaram
aspecto fridveis, de facil desagregacao e coloragdo
predominante albina com posterior escurecimento
(Figuras 1b e 1c).

O material vegetal utilizado como explante pode
advir de qualquer parte da planta, tendo em vista a
totipoténcia das células vegetais (Pierik, 1990). Contudo,
os explantes podem variar em sua sensibilidade nos
processos de desdiferenciagdo celular, sendo mais
apropriados para a indugdo de calogénese explantes que
contenham maior proporcdo de tecido meristematico ou

oriundos de tecidos jovens, ndo lignificados (Nogueira
et al., 2007). Apresentando também relagdo direta com
o tipo e a concentragao do regulador de crescimento
adicionado ao meio de cultura, devido a diferengas no
teor enddgeno de hormonios em cada explante (Anwar
et al, 2015).

Dentre as citocininas, o BAP tem sido eficaz na
promocdo de desdiferenciacdo celular em diferentes
explantes e espécies de planta. Para M. ligustroides,
sua presenca foi satisfatoria para explantes foliares e
radiculares. A aplicacdo exdgena de auxinas também
pode favorecer a formagdo de calos, pois sdo capazes
de iniciar a divisdo celular e controlar os processos de
crescimento e elongacdo celular (Souza et al., 2006;
Nogueira et al., 2007). O 2,4-D é mais utilizado na indugdo
de calogénese e, no caso de M. ligustroides, explantes
nodais responderam significativamente a sua presenga.

Enraizamento in vitro

Brotacdes oriundas de organogénese indireta,
apresentaram enraizamento in vitro independente da
presenga ou auséncia de AIB (0,0 e 9,8 uM), no meio de
cultura MS em todos os explantes testados: foliares (44,6%),
nodais (74,6%) e radiculares (22,6%) (Figura 3a). Para a
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variavel nimero médio de raizes ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos empregados para os
diferentes explantes (Figura 3b). J& para o comprimento
médio das raizes, houve diferencga significativa para a
concentracdao de 9,8 uM de AIB em todos os explantes
(Figura 3c). Aos 30 dias de cultivo in vitro o enraizamento
das brotag0es ja eram bem evidentes (figura 3d).

O regulador de crescimento AIB possui expressiva
funcionalidade in vitro por provocar menor fitotoxicidade
aos explantes e apresentar eficiéncia em uma ampla
faixa de concentrag¢Ges, garantindo assim, éxito na
formagdo de raizes, o que é fundamental para posterior
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aclimatac¢do as condi¢Bes ex vitro (Bandeira et al.,
2012). Porém no presente estudo, a suplementacdo do
meio de cultura MS com 9,8 UM de AIB n3do apresentou
efeito significativo para a promog¢do do enraizamento,
o que pode ser explicado pelo acimulo de auxinas
enddgenas provenientes da grande quantidade de
folhas e gemas formadas nas brotagcGes regeneradas,
resultando em aumento da atividade metabdlica do
tecido e, consequente translocagdo de auxina enddgena
para as raizes, resultando em formacgdo de raizes sem a
necessidade de suplementar o meio de cultura com AIB
(Vieira et al., 2014).
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Figura 2 — Influéncia do tipo de explante (foliar, nodal e radicular) e suplementagdo de BAP e 2,4-D no meio de cultura
MS na porcentagem de formacgdo de calos e regeneragdao de brotagdes em M. ligustroides. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste de Scott-Knott (p <0,05).
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Figura 3 — Efeito de diferentes concentra¢Ges de AIB na
porcentagem de enraizamento in vitro de brotacdes de
M. ligustroides oriundas de organogénese indireta (a),
numero médio de raizes formadas (b) e comprimento
médio das raizes (cm) (c). Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si de acordo com o teste de Scott-
Knott (p <0,05).

Aclimatizagdo ex vitro

Na etapa de aclimatizagdo ex vitro, o indice de
sobrevivéncia das brota¢des de M. ligustroides oriundas
da organogénese indireta e enraizadas in vitro, ficou em
torno de 55%, quando foram transferidas para a condigdo
ex vitro (Figura 1le). A baixa taxa de sobrevivéncia as
condigGes ex vitro mostra a fragilidade dos tecidos foliares
de M. ligustroides, o que, possivelmente, dificultou seu

estabelecimento ex vitro. Sendo que ainda faltam ajustes
na metodologia de aclimatizac¢do, a fim de garantir, uma
maior porcentagem de sobrevivéncia das plantas de M.
ligustroides a condicdo ex vitro.

CONCLUSOES

Para germinagdo in vitro de sementes de M.
ligustroides recomenda-se meio de cultura MS. Para
inducdo de organogénese indireta e posterior regeneragao
de brotacGes a partir de explantes foliares e nodais
recomenda-se 54 uM de BAP e 13,5 uM de 2,4-D,
respectivamente, e para explantes radiculares 135
UM de BAP, em meio de cultura MS. O enraizamento
das brotagdes é obtido em meio MS sem a adigdo de
reguladores de crescimento, com posterior aclimatizagdo
alcangada. Os resultados obtidos neste estudo sdo
contribuigdes valiosas que no futuro poderdao otimizar
a propagacao in vitro em larga escala de M. ligustroides.
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