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Conservacgao in vitro de Cochlospermum regium (Schrank) Pilg.- Cochlospermaceae
sob regime de crescimento minimo
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RESUMO: Cochlospermum regium € uma planta de areas de cerrado, caatinga e pantanal. Na
medicina popular é conhecida por “algoddo-do-campo” e suas raizes sao utilizadas para o tratamento
de infecgbes uterinas, intestinais, gastrite, Ulceras e artrite. Atualmente, o extrativismo e a
destruicdo dos habitats naturais colocaram o algodao-do-campo na lista de espécies medicinais
nativas prioritarias para conservagao ex situ. O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma
metodologia para a conservagao in vitro do algodao-do-campo e fornecer subsidios para estudos
de micropropagacao da espécie. Sementes de algodao-do-campo foram testadas quanto a
germinagao in vitro pela escarificagdo ou ndo das sementes em acido sulfurico e inoculagédo em
meio de cultura MS. Para a conservacgéo in vitro, segmentos nodais retirados das plantulas
germinadas in vitro foram avaliados por 90 dias sob trés regimes de temperatura (10, 20, e 25°C)
e em trés concentracbes de meio WPM ('%, % e pleno). Verificou-se que sementes escarificadas
apresentaram percentual de germinagao in vitro de 93,3% aos 30 dias, valor significativamente
superior aos 13,3% observados nas sementes néo escarificadas. A conservagao da espécie in
vitro mostrou-se viavel, desde que as culturas sejam mantidas em camara de crescimento a
20°C em meio de cultivo 2WPM. Sob estas condi¢des os explantes mantiveram um crescimento
minimo e percentual de sobrevivéncia de 100%, apos trés meses de avaliagao.

Palavras-chave: Algodao-do-campo, conservagao in vitro, micropropagagao, germinagao, plantas
medicinais

ABSTRACT: In vitro conservation of Cochlospermum regium (Schrank) Pilg.-
Cochlospermaceae under minimal growth storage. Cochlospermum regium is a plant from
cerrado, caatinga and pantanal areas. In popular medicine, it is known as “algoddo-do-campo”
and its roots are used to treat uterine and intestinal infections, gastritis, ulcers and arthritis.
Nowadays, extraction activities and the destruction of natural habitats has made “algodao-do-
campo” one of the major native medicinal species for ex situ conservation. The aim of this work
was to develop a methodology for the in vitro conservation of “algoddo-do-campo”, contributing to
studies on the micropropagation of this species. In vitro germination was evaluated in “algodao-
do-campo” seeds subjected to scarification or not with sulfuric acid and inoculation in MS medium.
For in vitro conservation, nodal segments from in vitro-germinated seedlings were evaluated for 90
days at three temperatures (10, 20 and 25°C) and three WPM medium concentrations (Y2, % and
full-strength). Scarified seeds presented 93.3% in vitro germination at 30 days of cultivation, a
significantly higher value than the 13.3% observed for non-scarified seeds. Thein vitro conservation
of “algodao-do-campo” showed to be viable once cultures are kept in a growth chamber at 20°C in
2 WPM medium. Under such conditions, the explants presented a minimal growth and 100%
survival after three evaluation months.

Key words: “Algodao-do-campo”, in vitro conservation, micropropagation, germination, preservation,
medicinal plants
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INTRODUGAO

O cerrado é o segundo maior bioma do Brasil
e de acordo com estudos da Conservation
International restam intactos apenas 20% de sua
cobertura original (Alho, 2005). Mendonga et al. (1998)
relatam a ocorréncia no cerrado de mais de 7.000
espécies de plantas superiores e estima-se que deste
total, cerca de 4.400 sejam endémicas.

Dentre as espécies endémicas do bioma
cerrado pode-se citar o algodédo-do-campo
[Cochlospermum regium (Mart. ex Schrank) Pilger],
que € arbusto de ocorréncia frequiente nas areas de
cerrado da regido centro-oeste do pais. Na medicina
popular as raizes sao utilizadas para o tratamento de
infecgbes uterinas, intestinais e ovarianas, gastrite,
Ulceras, artrite e afecgbes da pele. Analises
fitoquimica e farmacolégica do extrato das raizes do
C. regium demonstraram que o flavonéide kaempferol
(F-52) possui propriedades analgésica e anti-
edematogénica (Lima et al.,1995), anti-bacteriana
(Oliveira et al., 1996), antioxidante, mutagénica e
citotéxica (Toledo et al., 2000; Nunes & Carvalho,
2003; Nunes et al., 2003; Castro et al., 2004).
Ceschini & Campos (2006) demonstraram os efeitos
do extrato aquoso preparado com o pé dasraizes de
C. regium no tratamento de artrite reumatoide.

A crescente demanda da industria
farmacéutica por produtos de origem vegetal constitui
uma ameaga a conservagao de plantas medicinais,
na forma como vem sendo atendida. Alguns dados
sobre comércio de plantas medicinais nativas tém
mostrado que mais de 50% das espécies nativas
exportadas pelo Brasil sdo coletadas em seu
ambiente natural, na forma de um extrativismo
predatorio que pode comprometer a sobrevivéncia
dessas espécies e dos ecossistemas envolvidos,
diante da elevada utilizacdo de componentes das
plantas essenciais para sua reprodugéo, como flores,
frutos, sementes e raizes. Deste modo, algumas
plantas medicinais nativas encontram-se ameagadas
de extingdo, ou mesmo comercialmente extintas em
determinadas regides (Brito, 2003). Nestes casos
faz-se necessario a adocdo de medidas de
conservagao das espécies fora do seu ambiente
natural (ex situ), que podem ser via bancos de
sementes em temperaturas sub-zero ou conservadas
in vitro.

As técnicas de cultura de tecidos em
plantas, em alguns casos, podem representar a unica
estratégia para conservar estas espécies fora do seu
habitat, como no caso de plantas com sementes
recalcitrantes e de dificil propagagao vegetativa por
métodos convencionais (Roca et al., 1991; Ferreira
et al., 1998).

Outra finalidade importante da cultura de
tecidos é facilitar a propagagao em larga escala de
espécies de propagagao vegetativa de importancia
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econdmica, como é feito rotineiramente para culturas
como a banana, batata e cana-de-agucar. Mas a
multiplicagdo em larga escala também pode ser util
para espécies de onde a obtengédo da matéria prima
se da por extrativismo, e o numero de individuos na
populagédo pode nao ser suficiente para atender a
demanda. Neste caso, o cultivo sistematizado in vitro
pode garantir a produgao regular e em larga escala
(Pereira, 2003).

O extrativismo e a destruicdo dos habitats
naturais colocaram o algodéo-do-campo, na lista de
espécies medicinais nativas prioritarias para
conservagao no cerrado. O objetivo deste trabalho foi
adequar uma metodologia para a conservagao in vitro
do algodao-do-campo e fornecer subsidios para
estudos de micropropagacgao da espécie.

MATERIAL E METODO

O trabalho foi conduzido no Laboratério de
Cultura de Tecidos e Conservacao de Germoplasma
Vegetal da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia em Brasilia, DF. As sementes utilizadas
como fontes primarias de explantes foram obtidas de
frutos maduros, em plantas adultas de populagdes
nativas de algodao-do-campo coletadas no entorno
do Distrito Federal. As coletas foram realizadas
semanalmente entre os meses de julho e setembro
de 2006.

Para o teste de germinagao, as sementes
foram imersas em agua destilada por 48 horas, sendo
a desinfestagao realizada em solugéo de hipoclorito
de sodio (2,0% a 2,5% de alvejante sanitario
comercial) por 20 minutos. As sementes foram
divididas em dois sub-lotes de 30 sementes cada,
sendo que no primeiro lote (T1), as sementes foram
submetidas a escarificagdo quimica com acido
sulfarico (H,SO,) por 40 minutos, e no segundo lote
(T2), as sementes foram inoculadas sem tratamento
quimico.

O meio de germinagéo foi o MS (Murashige &
Skoog, 1962), reduzido da metade das concentragdes
de sais de macro e micronutrientes, suplementado
com 20 g L-"de sacarose, 5 g L' de agar (Acumedia)
e 2 g L' de carvao ativado. O pH do meio de cultura
foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem.
As sementes foram mantidas em sala de crescimento
com temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 12 horas
e radiagao luminosa de 30 mmol m2s, fornecidas
por lampadas fluorescentes do tipo luz do dia
(Sylvania, 20W).

As observagoes referentes a germinagao das
sementes foram realizadas diariamente nos primeiros
30 dias de cultivo e mensalmente, durante cinco
meses, totalizando seis meses de avaliagéo. Para
avaliar possiveis diferengas na capacidade de
proliferagdo in vitro do algodado-do-campo, dez
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individuos provenientes de sementes foram
selecionados ao acaso e avaliados comparativamente
quanto ao crescimento e taxa de multiplicagao.
Para os estudos de conservagéo, segmentos
nodais provenientes da etapa de multiplicagao in vitro
foram inoculados em tubos de ensaio (25 x 150 mm)
contendo trés diferentes concentragées de sais do
meio de WPM (%2, % e Plena) (Lloyd & Mccown,
1980), suplementados com 10 g L' de sacarose, 5 g
L' de agar e 1 g L' de carvao ativado, sendo o pH
ajustado para 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem.
Também foram testados trés regimes de temperatura
de conservagdo: 10, 20 e 25°C, em cadmara de
crescimento com fotoperiodo de 12 horas e radiagao
luminosa de 30 mmol m=2 s, fornecidas por lampadas
fluorescentes do tipo luz do dia (Sylvania, 20W). Dados
sobre altura e numero de gemas formadas foram
obtidos mensalmente por um periodo de 90 dias. Ao
final deste periodo, também foi avaliada a
percentagem total de crescimento e sobrevivéncia.
Os dados foram submetidos a analise de
varidncia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa
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estatistico SANEST (Zonta & Machado, 1984).

RESULTADO E DISCUSSAO

O lote de sementes submetido a
escarificagdo quimica com acido sulfurico (T1)
apresentou percentual de germinagéo de 93,3% aos
30 dias apods a inoculagao, contrastando com apenas
13,3% de germinagao no lote nao escarificado (T2)
(Figuras 1 e 3A).

Quando se avaliou o percentual de germinagao
das sementes ao seis meses, verificou-se que a
porcentagem de sementes germinadas em T1
permaneceu constante, porém o percentual obtido em
T2foide 76,6%, sugerindo que as sementes de algodao
do campo apresentam um tipo de dorméncia fisica,
que pode ser superada pelo emprego de escarificagao
quimica, como o uso do acido sulfurico (Figura 2).

A ocorréncia de dorméncia € um fendmeno
bastante comum descrito em sementes de espécies
nativas do cerrado, havendo alguns trabalhos que
descrevem diferentes formas de superar a dorméncia
em sementes para o estabelecimento de cultivos in
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FIGURA 1. Porcentagem de germinagao de sementes de Cochlospermum regium apés 30 dias (A) e 180 dias (B).
O Tratamento 1 (T1) representa as sementes escarificadas em acido sulfurico por 40 minutos e o Tratamento 2

(T2) as sementes inoculadas sem escarificagao.
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vitro (Coelho et al., 2001; Lima et al., 2007). Noleto &
Silveira (2004) escarificaram mecanicamente
sementes de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.)
mediante puncdo na regido da testa da semente,
obtendo aos 22 dias apds a inoculagao in vitro
percentual de germinagéo de 75%. Lima et al. (2007)
observaram um percentual de germinagao in vitroem
torno de 60% em sementes de urucu (Bixa orellana
L.), ap6s remogao do tegumento, em meio de MS.
Coelho et al. (2001) relataram percentuais de
germinacao de até 96,7% em sementes de sucupira-
branca [Pterodon pubescens (Benth.) Benth], quando
estas foram inoculadas em meio de MS liquido por
35 dias, apds a remogéao do tegumento.

Na avaliagao dos individuos foi observado que
houve diferenca significativa entre os mesmos quanto
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a altura das brotagbes e a taxa de multiplicacéo
(Figura 3 B). Aos 60 dias apds a inoculagao foi obtida
uma média de 4,6 gemas formadas, contra apenas
2,7 gemas aos 30 dias de avaliagcdo. A analise da
relagéo entre o0 numero de gemas formadas e o tempo
de avaliagdo, mostrou que, em média, aos 60 dias 0
numero de gemas formadas foi significativamente
maior que aos 30 dias. Contudo, a taxa de
sobrevivéncia dos explantes que aos 30 dias foi em
média de 96,7%, decresceu para 67,6% aos 60 dias.
Esta diferenga no percentual de sobrevivéncia sugere
gue é mais vantajoso realizar subcultivos em intervalos
menores (30 dias), pois embora a quantidade de
gemas obtidas seja menor, o percentual de explantes
vivos resultara num maior nimero de plantas ao final
do processo (Tabela 1).

TABELA 1. Influéncia de plantas originarias de sementes de Cochlospermum regium quanto a altura de brotos, nimero
de gemas formadas e porcentagem de sobrevivéncia de explantes aos 30 e aos 60 dias de avaliagao in vitro

Individuos Altura (cm) Gemas formadas Sobrevivéncia (%)
30 dias 60 dias 30 dias 60 dias 30 dias 60 dias
Gp01 26a 50a 44 a 74 a 83,7 aA 83,7 abA
Gp02 1,1bc 3,4 bed 2,6 abc 4,0 be 87,4 aA 26,8 bcB
Gp03 1,9 abc 4,0 abc 3,1 abc 5,1 abc 100 aA 83,7 abB
Gp07 2,1 abc 47 ab 2,8 abc 5,6 ab 100 aA 60,8 abcB
Gp12 1,4 abc 2,7 cde 2,9 abc 45bc 100 aA 92,4 aA
Gp15 1,0 bc 2,0 de 16 bc 34c 100 aA 512 abcB
Gp17 1,4 abc 3,1cd 23 bc 33c¢c 100 aA 26,0 cB
Gp20 1,8 abc 3,0cd 2,6 abc 4.3 bc 99,1 aA 87 4 aA
Gp21 08¢ 15e 15¢ 3,6 bc 96,6 aA 69,2 abcB
Gp22 2,4 ab 47 ab 3,2ab 5,1 abc 100 aA 94 8 aA
Médias 1,6 B 34A 278B 46 A 96,7 A 67,6 B

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade. As letras minusculas (a,b)
comparam as médias no sentido vertical e as letras maiusculas (A,B) no sentido horizontal

TABELA 2. Conservagao in vitro de C. regium quanto ao percentual de crescimento, altura das plantas e sobrevivéncia
dos explantes submetidos a trés regimes de temperatura e trés concentragdes do meio de cultura WPM.

Crescimento (%) Altura (cm) Sobrevivéncia (%)

Concentragio
WPM 10°C  20°C 25°C 10°C 20°C 25°C 10°C  20°C 25°C
Y2 61,6aB 54,5aB 178,9bA 0,7aB 0,9aA 1,5bA 4,3bB  100aA 90,4bA
Ya 55,8aB 53,1aB 174,5bA 0,7aB 0,9aB 1,4bA 25,0bB 100aA 100aA
Pleno 57,8aB 69,1aB 4525aA 0,7aB 0,9aB 3,17aA 44,8aB 100aA 100aA
Médias 58,3B 58,9B 268,6A 0,7B 09B 20A 247B 100A 96,8A

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade. As letras mindsculas (a,b)
comparam as médias no sentido vertical e as letras maiusculas (A,B) no sentido horizontal.

Rev. Bras. PIl. Med., Botucatu, v.11, n.2, p.184-189, 2009.



188

FIGURA 3. Aspecto de plantas de algodao do campo germinadas in vitro (A), da diferenga individual do crescimento
de plantas originarias de sementes (B) e do crescimento dos explantes quando mantidos em temperaturas de
10°C (C), 20°C (D) e 25°C (E). A, B: barra2 cm; C,D e E: barra 1 cm.

O melhor resultado para conservagao in vitro
foi obtido com a manutengéo dos explantes em meio
de cultura “2WPM e em camara de crescimento com
temperatura de 20°C. Verificou-se que nestas
condicdes a taxa média de crescimento dos
explantes foi de 53,1% e a sobrevivéncia de 100% ao
final de trés meses (Tabela 2 e Figura 3C-E). O meio
de cultura utilizado para o experimento de
conservagao de C. regium foi o WPM, por possuir
apenas 45% da concentragao ibnica total do meio de
MS e concentragbes menores de nitrato (MS 40 pLM;
WPM 9,7 uM) e amébnio (MS 20 uM; WPM 4,9 uM).
De acordo com Nunes et al. (2003), o meio WPM
apresenta ainda, uma baixa concentragcao de
nitrogénio total (14,7 uM) comparado ao MS (60 pM),

promovendo um crescimento mais lento dos explantes
em algumas espécies.

Efeito similar foi observado por Rocha et al.
(2007) na micropropagacao de canjarana [Cabralea
canjerana (Vell.) Mart.]. Ao comparar os meios de
cultura MS e WPM, os autores observaram uma maior
taxa de multiplicagédo (1,7) nos segmentos nodais
mantidos em meio MS e 2,5 uM BAP, em comparagao
a taxa de multiplicagdo obtida em meio WPM (1,2).
No cultivo em meio WPM, as taxas de multiplicagéo
foram inferiores a 1,2 em todos os sub-cultivos e nas
duas concentragbes de BAP (2,5 e 5,0 uM) testadas.
O meio WPM por suas caracteristicas de menor
concentragdes de sais, foi utilizado com bons
resultados na multiplicagdo e conservagao de
espécies nativas, como Zeyheria montana (Mart.)
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(Bertoni, 2003) e Lychnophora pinaster (Mart.) (Souza
et al., 2003). Pereira et al. (2003) estabeleceram um
protocolo para manutengdo de um banco de
germoplasma in vitro de catuaba [Anemopaegma
arvense (Vell.) Stellfeld ex de Souza]. Os resultados
mostraram que plantas cultivadas em meio de MS
suplementando com 3% de sacarose e 4% de sorbitol,
mantidas a temperatura de 18°C e fotoperiodo de 12
horas, podem permanecer no mesmo frasco por 6
meses, sem substituicdo do meio de cultura. Sob estas
condigbes o desenvolvimento dos explantes foi lento e
a porcentagem meédia de sobrevivéncia de 95%. Bertoni
(2003) mostrou que plantas de bolsa-de-pastor (Zeyheria
montana Mart.) podem ser conservadas em banco de
germoplasma in vitro a temperatura de 18°C, em meio
de cultura WPM suplementado com 2% de sacarose
e 4% de sorbitol. Nestas condi¢gbes o indice de
crescimento das plantas foi baixo e com sobrevivéncia
superior a 95%.

Os resultados obtidos no presente trabalho,
permitiram concluir que, a temperatura de 20°C
associado ao meio de cultura %2 WPM é uma condigéo
eficiente para a manutengao e conservagao de explantes
de C. regium sob regime de crescimento minimo in vitro.
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