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APRESENTAÇÃO

O setor de floricultura no Brasil vem crescendo com o passar dos anos, 
estando o país entre os 15 maiores produtores de flores mundiais. Este crescimento 
de produção está associado ao aumento da qualidade e durabilidade das flores 
produzidas, atribuindo uma maior satisfação aos consumidores. Sendo assim um 
mercado promissor para o agronegócio.

Entretanto, esse ramo da agricultura apresenta diversos desafios, dentre eles 
mão-de-obra capacitada, tecnologias aplicadas, clima e mercado. Diante dessas 
problemáticas, é necessário cada vez mais pesquisas voltadas para o crescimento 
da produção e comercialização de flores e plantas ornamentais dentro do território 
brasileiro, priorizando a qualidade do produto final.

 A obra “Floricultura, Plantas Ornamentais e Cultura de Tecidos de Plantas” 
apresenta trabalhos que visam agregar conhecimentos através de informações 
técnicas sobre propagação, cultivos e comercialização de flores e ornamentais. 
Ressaltando a importância da pesquisa voltada para a propagação das culturas, 
práticas de manejos e tecnologias adequadas.

Os conteúdos presentes nos 13 capítulos da obra têm por objetivo proporcionar 
ao leitor um vasto aprendizado sobre uma temática pertinente para o agronegócio 
brasileiro, visando um conhecimento sobre pesquisas que contribuem com melhorias 
para o desenvolvimento e crescimento deste setor. Desejamos uma ótima leitura.

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Analya Roberta Fernandes Oliveira
Francisca Gislene Albano-Machado
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RESUMO: Meristemas apicais de Pyrostegia 
venusta foram cultivados in vitro para otimizar 
as melhores condições para a proliferação de 
brotações, indução de raízes e subsequente 
regeneração de plântulas. Os efeitos da 
citocinina BAP (6-benzilaminopurina) e das 
auxinas ANA (ácido α-naftaleno acético), 
AIA (ácido indolilacético) e 2,4-D (ácido 
2,4-diclorofenoxiacético) no estabelecimento 
in vitro e na produção de compostos fenólicos 
nas brotações e raízes foram avaliados. Após 
30 dias de incubação, 100% de parte aérea foi 
regenerada a partir dos meristemas apicais na 
presença e ausência de BAP. A utilização de 

meio MS suplementado com 1 mg L-1 de ANA 
promoveu a formação de raízes em 70% dos 
explantes utilizados. A produção de substâncias 
de natureza fenólica nas plântulas regeneradas 
in vitro foi acentuadamente maior, quando 
comparada ao explante inicial. Este trabalho 
mostrou que a regeneração de plântulas de 
P. venusta a partir de meristemas apicais é 
possível por meio da suplementação do meio 
MS com 0,5 mg L -1 de BAP por 30 dias, seguida 
da transferência das brotações para meio MS 
contendo 1 mg L -1 de ANA. 
PALAVRAS-CHAVE: micropropagação, 
auxina, citocinina, planta medicinal, 
Bignoniaceae.

IN VITRO REGENERATION OF Pyrostegia 
venusta FROM APICAL MERISTEM CULTURE

ABSTRACT: Apical meristems of Pyrostegia 
venusta were cultivated in vitro to optimize 
the best conditions for shoot proliferation, 
root induction and subsequent seedling 
regeneration. The effects of cytokinin BAP 
(6-benzylaminopurine) and auxins NAA 
(α-naphthalene acetic acid), IAA (indolylacetic 
acid) and 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic 
acid) in the establishment and production of 
phenolic compounds of cultures were analyzed. 
After 30 days of incubation, 100% of shoots 
from the apical meristems in the presence and 
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absence of BAP were regenerated. The use of MS medium supplemented with 1 mg 
L-1 NAA promoted root formation in 70% of the explants. The production of phenolic 
compunds in in vitro regenerated seedlings was markedly higher when compared with 
the initial explant. This work showed that the regeneration of P. venusta seedlings from 
apical meristem is possible by supplementation of the MS medium with 0.5 mg L-1 BAP 
for 30 days, followed by transfer of shoots to MS medium added of 1 mg L-1 NAA.
KEYWORDS: micropropagation, auxin, cytokinin, medicinal plant, Bignoniaceae.

1 |  INTRODUÇÃO

Pyrostegia venusta (Ker-Gawl.) Miers é uma trepadeira lenhosa, de ramagem 
densa, nativa e com ocorrência em todos os biomas brasileiros (LOHMANN, 2015), 
podendo ser encontrada dispersa em campos, revestindo barrancos, margens de 
estradas e cercas de pastagens (MILANI et al., 2015). P. venusta é uma trepadeira 
lenhosa vigorosa, de crescimento rápido, que floresce no inverno e na primavera com 
vistosas flores alaranjadas, que inclusive a fizeram ser incluída, como Pyrostegia 
ignea, em uma lista das trepadeiras com as mais belas florações do mundo e 
classificada como a mais popular de todas nos trópicos (MENNINGER, 1970; NISHA 
et al., 2012). P. venusta (Bignoniaceae) é popularmente conhecida como “flor-de-
São-João” ou “cipó-de-São-João” e na medicina popular é usada no tratamento 
de tosses, bronquite, resfriados, diarreia e vitiligo (LORENZI, 2008; RODRIGUES; 
CARVALHO, 2001). Existem atividades biológicas atribuídas a P. venusta em estudos 
na literatura não só como melanogênica, antitumoral, anti-helmíntica, antinociceptiva 
e antioxidante, mas também como antimicrobiana e agente imunomodulador (ROY 
et al., 2011; ROY et al., 2012; SILVA et al., 2012; NISHA et al., 2012; VELOSO et al., 
2010, 2012, 2014; MOREIRA et al., 2012, 2015).

A cultura de meristemas apicais é uma técnica importante para a produção 
de plântulas livres de doenças e para a rápida multiplicação clonal (KAUSHAL et 
al., 2015). O desenvolvimento direto de brotações e raízes a partir de meristemas 
apicais evita a formação de calos, garantindo que a instabilidade genética e 
variações somaclonais sejam minimizadas (CHOWDHURY et al., 2004). O processo 
de regeneração in vitro da parte aérea e indução de raízes envolve o cultivo de 
meristemas apicais presentes no ápice do caule ou gemas axilares (SATISH et al., 
2015). Para a indução e regeneração de raízes e brotações, o meio de cultivo deve ser 
otimizado quanto ao tipo, concentração e combinação de reguladores de crescimento 
vegetal. A otimização do meio de cultivo pode ser realizada modificando-se a 
composição mineral e orgânica com atenção especial para o balanço de reguladores 
de crescimento (auxina/citocinina) que governam os mecanismos de diferenciação e 
desdiferenciação celular (GEORGE, 2008). A adição de reguladores de crescimento 
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tem como objetivo principal suprir as possíveis deficiências dos teores endógenos 
de hormônios nos explantes que se encontram isolados das regiões produtoras na 
planta-matriz (WERNER et al., 2009).

Este é o primeiro relato sobre a regeneração direta de meristemas apicais de 
P. venusta e estes podem ser efetivamente utilizados para estudos relacionados à 
obtenção de produtos de origem biotecnológica. Plantas medicinais, como qualquer 
outro medicamento, devem comprovar sua segurança e eficácia para uso, exigindo 
que um elaborado plano de controle de qualidade seja estabelecido em toda a sua 
cadeia produtiva, desde o seu plantio até a droga vegetal ou fitoterápico pronto para 
dispensação (SOUZA-MOREIRA, 2010). Neste contexto, o cultivo in vitro de plantas 
medicinais pode ser uma interessante alternativa, capaz de suprir a qualidade 
sanitária requerida para a obtenção de insumos farmacêuticos de origem vegetal. 

2 |  OBJETIVOS

Estudar os efeitos da citocinina BAP (6-benzilaminopurina) e das auxinas 
ANA (ácido α-naftaleno acético), AIA (ácido indolilacético) e 2,4-D (ácido 
2,4-diclorofenoxiacético) na regeneração de ápices caulinares de P. venusta 
cultivados in vitro e avaliar os teores de fenóis e flavonoides totais, visando a 
conservação da espécie e a futura obtenção de plântulas sadias úteis para estudos 
farmacognósticos e biotecnológicos. 

3 |  MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 Material vegetal

Sementes Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers (Bignoniaceae) foram 
coletadas em área urbana do município de Divinópolis, situado na região centro-
oeste do Estado de Minas Gerais, a 712 m (20º10`45,9”S e 44º55`07,2”W) . A coleta 
foi registrada previamente no SISBIO sob no 24542-6. Após a coleta das sementes, 
estas foram processadas e armazenadas em câmara fria (geladeira) a 4°C, até sua 
utilização. Exsicatas foram preparadas e identificadas pela Dra. Andréia Fonseca 
Silva, curadora do Herbário PAMG e receberam o registro PAMG 56307. Este trabalho 
foi cadastrado na Plataforma SISGEN (Cadastro nº A12A940).

3.2 Germinação in vitro  

As sementes foram desinfestadas em etanol 70%, por 1 minuto e hipoclorito de 
sódio 4% (2% de cloro ativo), por 5 minutos, seguida de tríplice lavagem em água 
destilada e autoclavada. A inoculação se deu em tubos contendo 15 mL de meio 
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MS basal (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L-1 de sacarose 
e solidificados com 7 g L-1 de agar com o pH ajustado para 5,8±0,1. Os tubos foram 
transferidos para sala de crescimento a 25±1oC, fotoperíodo de 16 horas e densidade 
de fluxo de fótons fotossinteticamente ativos de 35 µmol m-2 s-1 (BRAGA et al., 2015).

3.3 Regeneração da parte aérea

Os explantes (ápices caulinares) foram obtidos a partir de plântulas de P. 
venusta oriundas da germinação in vitro. Em câmara de fluxo laminar, os ápices 
caulinares com comprimento de aproximadamente 1 cm foram excisados e isolados 
com o auxílio de pinça e bisturi. Em seguida, foram inoculados em tubos de ensaio 
contendo meio MS basal (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L-1 
de sacarose, solidificados com 7 g L-1 de ágar e acrescidos de 6-benzilaminopurina 
(BAP) nas concentrações de 0; 0,5; 1; 2 µM. O pH foi ajustado para 5,8±0,1. Os 
tubos contendo os ápices foram transferidos para sala de crescimento a 25±1oC, 
fotoperíodo de 16 horas e densidade de fluxo de fótons fotossinteticamente ativos 
de 25 µmol m-2 s-1, por um período de 30 dias. Realizou-se avaliações a cada 3 dias 
para determinar taxa de brotação, contaminação e oxidação.

3.4 Indução de raízes

Brotações obtidas de acordo com o item 3.3 foram transferidas para tubos de 
ensaio contendo meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 30 
g L-1 de sacarose e solidificados com ágar, na proporção de 7 g L-1, acrescidos 
de 2,4-D (ácido 2,4-diclorofenoxiacético), ANA (ácido α-naftaleno acético) e AIA 
(ácido indolilacético), nas concentrações de 0; 0,5; 1 mg L-1.  O pH foi ajustado para 
5,8±0,1. Os tubos inoculados foram transferidos para sala de crescimento a 25±1oC, 
fotoperíodo de 16 horas e densidade de fluxo de fótons fotossinteticamente ativos 
de 25 µmol m-2 s-1, por um período de 30 dias. Foram realizadas avaliações a cada 3 
dias para determinar taxa de enraizamento, contaminação e oxidação.

3.5 Preparo de extrato hidroetanólico

Amostras secas das plântulas foram pulverizadas e em seguida submetidas, 
por três vezes de 25 min, à extração com etanol 70%, sob aquecimento (35ºC) 
e agitação constante em aparelho de ultrassom. O extrato foi concentrado até a 
evaporação total do solvente a 40°C. O extrato bruto seco foi ressuspendido em 
etanol 70% para os ensaios fitoquímicos. 
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3.6 Teores fenóis totais

O teor de compostos fenólicos totais foi determinado usando o método de 
Folin-Ciocalteu descrito por Slinkard e Singleton (1977), utilizando ácido gálico 
como padrão. A absorbância foi medida a 750 nm. As determinações foram feitas em 
triplicata e o resultado foi expresso em microgramas de equivalentes de ácido gálico, 
por miligrama de extrato bruto (μg EqAG mg-1 EB).

3.7 Teores de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado pelo método do cloreto de alumínio 
(BRASIL, 2010) com algumas modificações. Utilizou-se rutina como substância de 
referência. A absorbância foi medida a 425 nm. As determinações foram feitas em 
triplicata e o resultado foi expresso em microgramas de equivalentes de rutina, por 
miligrama de extrato bruto (μg EqRut mg-1 EB).

3.8 Análises estatísticas

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e analisados 
estatisticamente utilizando-se o Sistema de Análise de Variância para Dados 
Balanceados empregando-se o software SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2011). Utilizou-se 
o Teste de Tukey, ao nível de 5% de probabilidade, para comparação dos contrastes 
entre as médias.

4 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Germinação in vitro

A germinação iniciou a partir do 15° dia após a inoculação, com o 
desenvolvimento do primeiro par de folíolos a partir do 21° dia. Padrão similar para a 
germinação in vitro de P. venusta foi descrito por Braga et al. (2015). Estes autores 
sugerem que plântulas de P. venusta não são exigentes quanto às necessidades 
nutricionais para seu desenvolvimento inicial, bastando a suplementação oferecida 
pelo meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962).

4.2 Regeneração da parte aérea

Meristemas apicais de P. venusta foram cultivados in vitro em meio MS 
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com diferentes concentrações de BAP. 
A resposta morfogênica, referente a indução de brotações ocorreu em 100% dos 
explantes em todos os tratamentos avaliados, inclusive na ausência de BAP (Tabela 
1). Na ausência de BAP (T0) observou-se, em 20% dos explantes, a formação de 
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raízes. Assim como para a variável regeneração de parte aérea, não se observou 
diferença significativa para o comprimento da parte aérea regenerada (Tabela 1). 

Tratamento
Concentração de BAP 

(mg L-1)
RPA
(%)

RR 
(%)

CPA
(cm)

CR
(cm)

T0 - 100 20 1,34 a 0,23
T1 0,5 100 - 1,56 a -
T2 1 100 - 1,14 a -
T3 2 100 - 1,17 a -

Tabela 1. Porcentagem de regeneração de parte aérea (RPA); porcentagem de regeneração 
de raiz (RR); comprimento de parte aérea (CPA) e comprimento de raiz (CR) de plântulas de P. 

venusta. 
* Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna não diferem ao nível de 5% de probabilidade pelo teste 

de Tukey.

O acúmulo de biomassa fresca e seca é significativamente superior nos 
tratamentos onde se utilizou o BAP (Tabela 2). Pode-se observar, neste estudo, 
uma relação inversamente proporcional entre a concentração de BAP e o número 
de folíolos obtidos a partir de meristemas apicais de P. venusta cultivados in vitro. 
Na presença de 0,5 mg L-1 de BAP, o número de folíolos foi 2,7 vezes maior, quando 
comparado a ápices caulinares cultivados na presença de 1 mg L-1 de BAP (Tabela 
2).

Aplicações exógenas de citocininas modificam a dominância apical e promovem 
o crescimento das gemas laterais e podem, também, promover o desenvolvimento 
de cloroplastos e expansão de folhas (TAIZ; ZEIGER, 2012). Entretanto, o 
comportamento observado para a espécie estudada sugere que não há necessidade 
de uma fonte exógena de citocinina para estimular a regeneração de parte aérea 
em meristemas apicais de P. venusta, provavelmente devido à existência de 
concentrações endógenas de citocinina suficientes para a indução de brotações 
(FERMINO JUNIOR; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2012). 

Tratamento Concentração de BAP
(mg L-1)

MFPA
(mg)

MFR
(mg)

MSPA
(mg)

MSR
(mg)

Número de 
Folíolos

T0 - 15,93 b 0,55 4,55 b 0,09 4,60 a

T1 0,5 42,14 a - 8,11 ab - 7,60 a

T2 1 26,90 ab - 9,06 a - 2,80 a

T3 2 45,31 a - 5,47 ab - 2,60 a

Tabela 2. Acúmulo de biomassa, matéria fresca da parte aérea (MFPA); matéria fresca da raiz 
(MFR); matéria seca da parte aérea (MSPA); matéria seca da raiz (MSR) e números de folíolos 

de plântulas de P. venusta.
* Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna não diferem ao nível de 5% de probabilidade pelo teste 

de Tukey.
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4.3 Indução de raízes

Após os 30 dias de incubação dos ápices caulinares na presença de auxinas 
(2,4-D; AIA; ANA), realizou-se uma avaliação morfológica das culturas in vitro, sendo 
considerado relevante os aspectos relacionados ao enraizamento, que abrangem 
porcentagem da formação, comprimento e biomassa fresca e seca de raiz. Nos 
tratamentos onde se utilizou ANA e AIA, a formação de raízes foi superior a 40%, 
destacando-se a utilização de 1 mg L-1 de ANA que apresentou taxas de indução de 
raízes de 70% (Tabela 3). Nos meios suplementados com 0,5 e 1 mg L-1 de 2,4-D 
não houve a formação de raízes, havendo apenas o crescimento de calos friáveis. 
Segundo Grattapaglia e Machado (1998), o 2,4-D é utilizado para a indução de calos 
e embriogênese somática o que consolida os resultados obtidos neste teste (Tabela 
3). 

Quanto ao acúmulo de biomassa fresca e seca, de parte aérea e raiz, não 
se observou diferenças significativas entre os tratamentos estudados na presença 
de auxinas. Contudo, pode-se destacar o valor médio de massa fresca de raízes 
induzidas na presença de 1 mg L-1 de ANA e de massa seca de raízes obtidas a partir 
de meristemas apicais cultivados sob a ação de 1 mg L-1 de AIA (Tabela 4).

Tratamento
Regulador de Crescimento

RPA
(%)

RR (%)
CPA
(cm)

CR
(cm)Concentração

(mg L-1)
2,4-D AIA ANA

T0 - 80 20 1,45 a 0,45 a

T1 0,5 + - - - -

T2 1 + - - - -

T3 0,5 + 70 40 1,35 a 0,37 a

T4 1 + 50 60 1,20 a 0,58 a

T5 0,5 + 40 50 1,36 a 0,71 a

T6 1 + 40 70 1,42 a 1,04 a

 Tabela 3. Porcentagem de regeneração de parte aérea (RAP); porcentagem de regeneração 
de raiz (RR); comprimento de parte aérea (CPA) e comprimento de raiz (CR) de plântulas de P. 

venusta. 
* Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna não diferem ao nível de 5% de probabilidade pelo teste 

de Tukey.

Tratamento
Regulador de Crescimento

MFPA
(mg)

MFR
(mg)

MSPA
(mg)

MSR
(mg)

Número 
FolíolosConcentração

(mg L-1)
2,4-D AIA ANA

T0 - 16,33 a 0,35 a 4,63 a 0,6 a 2,7 a

T1 0,5 + - - - - -

T2 1 + - - - - -
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T3 0,5 + 22,06 a 2,12 a 4,26 a 1,26 a 3,7 a

T4 1 + 18,42 a 3,74 a 4,25 a 3,28 a 1,3 a

T5 0,5 + 18,50 a 2,83 a 4,61 a 1,93 a 0,9 a

T6 1 + 16,53 a 4,89 a 4,02 a 3,16 a 1,6 a

 Tabela 4. Acúmulo de biomassa, matéria fresca da parte aérea (MFPA); matéria fresca da raiz 
(MFR); matéria seca da parte aérea (MSPA); matéria seca da raiz (MSR) e números de folíolos 

de plântulas de P. venusta.
* Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna não diferem ao nível de 5% de probabilidade pelo teste 

de Tukey.

Para promover a indução de raízes e melhorar o sistema radicular formado, 
geralmente aos meios de cultura são acrescidos de auxina (SAINI et al., 2013). 
As auxinas têm se mostrado eficientes para a otimização na formação de raízes 
adventícias, sendo seu efeito relacionado à promoção do desenvolvimento das 
mesmas, através do crescimento das células recém-formadas nos meristemas 
(HARTMANN et al., 2002). Entre as auxinas o AIA e o AIB, são geralmente utilizados 
para plantas herbáceas que são de fácil enraizamento, como o bastão-do-imperador 
(SANTOS et al., 2017), enquanto o regulador de crescimento  ANA tem sido 
empregado especialmente em espécies lenhosas, que são mais recalcitrantes à 
formação de raízes (SHARMA, 2006). Esta observação, pôde ser corroborada por 
nossos dados, uma vez que as maiores taxas de formação de raízes em P. venusta, 
uma trepadeira lenhosa, foram obtidas na presença de 1 mg L-1 de ANA.

4.4 Teores fenóis e flavonoides totais

Análises fitoquímicas foram realizadas nas partes aéreas e raízes de plântulas 
regeneradas a partir de meristemas apicais de P. venusta cultivados in vitro (Figura 
1). A utilização de 2 mg L-1 de BAP promoveu a maior produção de compostos 
fenólicos nas partes aéreas regeneradas, encontrando-se valores da ordem de 
13,30 µg EqAG mg-1 EB (Figura 1A). Nas raízes formadas, os maiores teores de 
compostos fenólicos foram detectados no tratamento onde se empregou 1 mg L-1 de 
ANA, sendo a concentração destes metabólitos de 14,30 µg EqAG mg-1 EB (Figura 
1C). Quando comparados aos seus respectivos explantes iniciais, a produção de 
compostos fenólicos totais foi maior em todos os tratamentos avaliados, sugerindo 
que a regeneração de plântulas de P. venusta a partir de meristemas apicais é uma 
importante ferramenta biotecnológica para a produção de compostos de natureza 
fenólica.
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Figura 1. Teores de fenóis e fl avonoides totais em plântulas de P. venusta regeneradas a partir 
de meristemas apicais na presença de citocinina (A e B) e auxinas (C e D). 

Assim como para a regeneração de parte aérea, a produção de fl avonoides totais 
foi afetada pela presença de BAP no meio de cultivo, podendo-se estabelecer, de 
maneira semelhante, uma relação inversamente proporcional entre a concentração 
de BAP e a produção de fl avonoides nas partes aéreas regeneradas a partir de 
meristemas apicais de P. venusta (Figura 1B). Os maiores teores de fl avonoides 
totais no experimento de formação de raízes foram observados na ausência de 
auxinas (Figuras 1B e 1D). Este dado sugere que o procedimento de excisão do 
meristema apical, seguido de inoculação em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) 
e transferência para sala de crescimento, na presença de fotoperíodo é sufi ciente 
para a produção de fl avonoides, sem a necessidade de adição de um regulador de 
crescimento exógeno.

Reguladores de crescimento vegetal, especialmente auxinas e citocininas são 
importantes para o acúmulo de biomassa e produção de metabólitos secundários na 
cultura in vitro de células e tecidos vegetais. Alterações nos tipos e concentrações de 
auxinas e citocininas, associadas à sua interação, desempenham papéis importantes 
no crescimento e formação dos metabólitos nas plantas (JI et al., 2015). Em culturas 
celulares (calos) in vitro de P. venusta, Coimbra et al. (2017) observaram que a 
auxina (2,4-D) e a citocinina (BAP), bem como a presença ou ausência de luz, 
infl uenciam fortemente a produção de compostos fenólicos, assim como a indução e 
crescimento dessas culturas.
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5 |  CONCLUSÃO 

A regeneração de plântulas de Pyrostegia venusta a partir de meristemas 
apicais é possível, por meio da inoculação em meio MS suplementado com 0,5 mg 
L-1 de BAP e incubação por 30 dias, seguida da transferência das brotações para um 
novo meio acrescido de 1 mg L-1 de ANA para enraizamento. 
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