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Micropropagacao e conservacao de Lych-
nophora ericoides Mart.: uma espécie
medicinal do cerrado brasileiro

In vitro propagation and germoplasm conserva-
tion of Lychnophora ericoides Mart: a medicinal
species from the Brazilian cerrado

Resumo

Gema apical e embriées de Lychnophora ericoides foram cultivados in
vitro em meio de cultura suplementado com diferentes concentragées
de benzilaminopurina (BAP) e &cido indolacético (AlA). A concentragéo
de 1.11 M de BAP foi a mais adequada ao desenvolvimento das pléntu-
las (1,02 cm) e a concentragéo de 4,93 M de &cido 3-butil-indolacético
(ABI) promoveu melhor enraizamento. Andlises de extratos de pléntulas
micropropagadas e cultivadas a partir de sementes foram realizadas por
Cromatografia Liquida de Alta Performance (CLAE), e o perfil quimico de
ambos extratos mostraram-se semelhantes quanto a presenca de lactonas
sesquiterpénicas. A conservacéo de plantulas de L. ericoides em banco de
germoplasma in vitro foi realizada em meio de cultura meio de Murashige
and Skoog MS/2, suplementado com 2% de sacarose e 4% de sorbitol
(p/Vv). As pléntulas foram mantidas nesse meio por 10 meses com 96,6 %
de sobrevivéncia.

Abstract

Axillary buds excised from Lychnophora ericoides in vitro plantlets were
inoculated onto MS medium supplemented with different concentrations of
benzylaminopurine (BAP) and indolacetic acid (IAA). Developed plantlets
were transferred to MS medium supplemented with indol-3-butyl-acetic
acid (IBA) or naphtalenacetic acid (NAA) for rooting. BAP at a concentration
of 1,11 M promoted plant growth (1,02 cm). Murashige and Skoog half-
strenght medium (MS/2) medium supplemented with indol-3-butyl-acétic
acid (IBA, 4,93 M) was the most suitable for rooting. High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) analysis of the in vitro and ex vitro plant
extracts showed the presence of sesquiterpene lactones. For germplasm
maintenance, cultures of L. ericoides were stored on MS/2 with 3% (w/v)
sucrose plus 4% (w/v) sorbitol and maintained viable at a low growth rate
with no subcultures during 10 months.

Introdugéao
O género Lychnophora (Asteraceae) tem sido bastante estudado por

conter biomoléculas com atividade antitumoral (PETIT et al., 1990),
tripanocida (OLIVEIRA et al., 1996; GRAEL et al., 2000) e antimicro-
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biana (MIGUEL et al., 1996). Estudos fitoquimicos
com L. ericoides e L. pseudovillosissima levaram ao
isolamento de lactonas sesquiterpénicas, triterpenos
e flavonas (BORELLA et al., 1998). Duas entre as
vérias substancias isoladas, centraterina e goyazen-
solida, mostraram potente acédo antiinflamatéria in
vitro pela inibicdo seletiva de fator de transcricéo
NF-kB (RUNGELER et al., 1999).

A Lychnophora ericoides é conhecida no Brasil como
arnica da serra e a alcoolatura das folhas é indicado
como analgésico e antiinflamatorio. Devido sua efi-
cacia terapéutica, desde o século XVIII L. ericoides
tem sido coletada indiscriminadamente e o nimero
de individuos e populagdes desta espécie no cerrado
brasileiro esté drasticamente reduzido (BASTOS
et.al., 1987). De acordo com a Sociedade Brasileira
de Botanica (SBB, 1992) e o Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(BRASIL, 1992), a erosédo genética causada pela
coleta indiscriminada de plantas e a falta de meto-
dologia de propagacéao apropriada vém levando a L.
ericoides a extingdo. A arnica da serra € um arbusto
que cresce no cerrado, compondo especificamente a
floristica de campo rupestre. O bioma cerrado é con-
siderado um dos reservatérios de plantas e de vida
animal mais ricos e ameagados do planeta e foi clas-
sificado como hotspot (MITTERMEIER et al., 2000).
Diante disto, estudos sobre a biologia reprodutiva de
espécies do cerrado incluindo propagacédo assexu-
ada para conservagdo merecem grande atencéo. O
objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo
otimizado para a propagacéo in vitro e conservacao
do germoplasma de L. ericoides. Este é o primeiro
relato sobre cultura de tecidos de L. ericoides para
o desenvolvimento de tecnologia in vitro, visando a
propagacao e conservagao dessa espécie.

Materiais e Métodos

Assepsia. As sementes (didsporos) e gemas apicais
da espécie L. ericoides foram coletadas em trés dife-
rentes regides do estado de Minas Gerais, proximas
as cidades de lbiraci (20°32 08" S; 47° 08 * 14" W;
altitude 1061 m), Delfin6polis (20° 20 * 33" S; 46°
47 ' 38" W; altitude 839 m) e Furnas (20° 38’ 16" S;
46° 19" 40" W; altitude 873m), (voucher n°s HPMU
054, 018 € 023, respectivamente). O material vege-
tal lavado em agua corrente por 12 h, foi imerso em
solugdo de Benomyl 1% (w/Vv) por 24 h sob agitacéao,
mergulhado em solucéo alcool/agua 70% (v/v) por
1 min, e depois em solucéo de hipoclorito de célcio
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0.5% (w/V) por 30 min. Apds assepsia as sementes
e gemas apicais foram inoculadas em placas de
Petri contendo meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), sem reguladores de crescimento.
Os tratamentos foram repetidos trés vezes com 10
replicatas. O mesmo procedimento de desinfecgao
descrito acima foi repetido para didsporos coletados
no estado de Minas Gerais na regido de Sacramento
(19°54' 27" S; 47° 22" 35" W, altitude 920 m), Sao
Jodo Batista da Gléria (20° 31" 58" S; 46° 24’ 11"
Wi, altitude 1277m), e Araxa (19° 42" 28" S; 46° 51’
06" W; altitude 1363 m) (voucher n°s HPMU 88,
022 e 97, respectivamente). Apds a desinfecgao,
os didsporos foram abertos com bisturi, dentro da
cémara de fluxo laminar e os embrides removidos
foram inoculados em meio de cultura MS/2 sem
reguladores de crescimento, suplementado com
0.5% de PVP (polivinil-2-pirrolidona). Apds 20 dias,
foram verificadas as porcentagens de contaminagao
e germinacéo dos embrides. Os tratamentos foram
repetidos trés vezes com 100 replicatas.

Multiplicacéo. As plantulas propagadas a partir das
sementes coletadas na regido de Ibiraci e as germi-
nadas in vitro colecionadas foram cultivadas durante
trés meses em meio MS suplementado com 10,14
uM de écido naftalenoacético (ANA) e 17,76 pM 6-
benzilaminopurina (BAP). Gemas axilares excisadas
de pléantulas in vitro foram inoculadas em meio MS
suplementado com diferentes concentragdes de BAP
ou com a combinacédo de BAP e acido 3-indolacético
(AIA) (Tabela 2). Apés a selecao do meio de cultura
mais apropriado para multiplicacéo, plantulas propa-
gadas a partir das sementes coletadas na regiéo de
Delfindpolis e Furnas foram cultivadas em meio MS
suplementado com 1,11 uM de BAP e avaliadas para
numero e altura de brotos. Os experimentos foram
conduzidos em frascos de vidro (8.5 cm altura x 5.5
cm i.d.) contendo 30 mL de meio MS suplementado
com 3% (w/v) sacarose, solidificado com 0.2% (w/v)
Phytagel®, com o pH ajustado a 6.0, autoclavado 20
min a 105 kPa. Os frascos de cultura foram fechados
com tampas de polipropileno (Bellco), selados com
filme plastico (Parafilm Rolopac), e mantidos a 25 =+
2 °C e 55-60% umidade relativa, sob fotoperiodo de
16-h dia (40 uMol m2 s, fornecido por 2 lampadas
fluorescentes branca-frias GE, 85 W). Todos os
experimentos desenvolvidos sob condicéo in vitro
foram realizados com 3 repeticoes e 10 replicatas
por tratamento.

Enraizamento. Para promover a formagéo de raizes,
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as plantulas, micropropagadas a partir de semen-
tes coletadas nas trés diferentes regides, com dois
pares de folhas, foram inoculadas em meio MS su-
plementado com diferentes concentracoes de &cido
indol-3-butirico (AIB) ou ANA (Tabela 3).

Conservacéo de Germoplasma. Para o estabeleci-
mento do banco de germoplasma in vitro, as plantu-
las de arnica foram transferidas para o meio MS/2
suplementado com 2% de sacarose mais adigao de
3% de manitol, 4% de sorbitol e 8,3 uM de panto-
tenato de célcio (Tabela 4). As culturas foram incu-
badas por 10 meses a 18°C, sob fotoperiodo de 12h,
fornecido por lampadas fluorescentes branca-fria
GE com baixa luminosidade (23 pMol m? s'). As
plantulas foram entao avaliadas quanto ao nimero
de brotos por gemas, crescimento e sobrevivéncia
das plantulas.

Aclimatagéo. Plantulas enraizadas em meio MS su-
plementados com auxinas e pléntulas sem sistemas
radiculares, cultivadas em meio MS suplementado
com BAP, medindo aproximadamente 4 cm, foram
transplantadas diretamente em vasos esterilizados
(5L), contendo uma mistura de solo/areia (1:1). Du-
rante a primeira semana, as plantulas foram mantidas
em estufa, irrigadas trés vezes ao dia, e borrifadas
diariamente com uma solucéo 0,005% de ampicilina
(w/Vv). Apds o periodo de 3 meses as plantas foram
avaliadas quanto a proliferagéo de brotos e raizes.

Anédlise por CLAE. As folhas (20 mg p.s.) de pléan-
tulas micropropagadas e de plantulas advindas de
sementes foram extraidas com 500 mL de methanol.
Foi preparado um extrato metandlico, o qual foi cen-
trifugado a 10.000 rpm por 5 min. O sobrenadante
(20 mL) foi analisado por CLAE, utilizando-se um
cromatégrafo Shimadzu (LC6A) com detector UV
SPD-6AV, coluna Shim-Pack ODC-18 (4.5 x 250
uM); sistema eluente 30:70 a 60:40 MeOH:H20 (15
min) gradiente linear, visualizagdo a 265 nm, modo
isocratico, mantido por 20 min. O goyazensolide,
centratherine, 15-dioxy-goyazensolide e padrbes
de eremantolide utilizados nesse experimento foram
isolados de L. ericoides in natura, de acordo com a
metodologia descrita por Sakamoto et al. (2003) e
dos Santos et al. (2004).

Resultados e Discussao

O desenvolvimento de protocolos de micropropaga-
cado de plantas é particularmente Gtil em programas
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de conservacado, quando a metodologia para pro-
dugdo em larga escala ainda nao foi estabelecida,
ou quando as sementes da espécie em estudo sdo
recalcitrantes, possuem baixa viabilidade ou perdem
sua viabilidade em pouco tempo (SCHUMACHER,
1991). O experimento realizado com sementes de
L ericoides (Tabela 1) mostrou que a presenca de
embrides nas sementes é baixa (menor que 30%) e a
porcentagem de embrides capazes de se desenvolver
também é reduzida (menor que 50%). Independente
da populagdo analisada, o nimero de individuos
obtidos por sementes foi menor que 10%. Estes
dados estdo de acordo com os obtidos por Paron et
al. (1999), que relatou que apenas 7% das sementes
de L. ericoides sé&o viaveis.

As gemas apicais de plantas coletadas em lIbiraci,
cultivadas em meio de MS sem regulador de cresci-
mento, contaminaram 97% (= 3), as de Delfin6polis
95% (+ 4), e as de Furnas 91% (* 5). Ja os diasporos
coletados em Ibiraci contaminaram 83% (+ 8), os de
Delfinépolis 79% (= 9), e os de Furnas 85% (= 10).
Os embrides isolados mostraram menores percen-
tagens de contaminagdo em relacéo aos explantes
advindos de gemas apicais ou didsporos, portanto
€ recomendado que os primeiros sejam utilizados
como explantes para introducéo de acessos desta
espécie em banco de germoplasma in vitro. O alto
teor de contaminacéo observado para esta espécie
é proprio do ambiente onde ela é encontrada, que
¢ caracterizado por uma grande diversidade de fun-
gos, bactérias, micorriza e liquens. Segundo Leifert
e Waites (1994), explantes de plantas crescidas no
campo podem, em alguns casos, tornarem-se dificeis
ou impossiveis de desinfetar, devido a presenga de
microrganismos endofiticos e epifiticos.

Os resultados obtidos nos experimentos com di-
ferentes concentragoes (1.11 - 8.88 uM) de BAP
mostraram que néo existiu diferenca significativa
qguanto ao numero de brotos, porém concentracdo
mais baixa de BAP propiciou elongacéo de broto
(1,02 cm) e foi portanto considerado o meio mais
apropriado para o desenvolvimento in vitro (Tabela
2). As plantas coletadas em Ibiraci, Delfinépolis ou
Furnas enraizaram in vitro, porém os acessos cole-
tados em Furnas apresentaram um indice mais baixo
de enraizamento e um nimero menor de raizes. O
meio MS suplementado com 4,92 uM ABI foi o meio
mais adequado para induzir o enraizamento (Tabela
3). Tanto as plantulas com ou sem raizes, quando
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transferidas para a casa de vegetagao, mostraram
crescimento semelhante, e depois de 3 meses as
plantulas sem raiz desenvolveram o sistema radicular.
A porcentagem de sobrevivéncia foi de aproxima-
damente 83,3% (= 3) para as plantulas de Ibiraci,
72,4% (+ 5) para as de Furnas e 70,8% (+ 9) para
as de Delfinépolis.

As analises por CLAE dos extratos das pléantulas
micropropagadas e de plantulas advindas de se-
mentes mostraram perfis quimicos semelhantes
(Figuras 1 e 2). Além disso, extratos de plantulas in
vitro mostraram a presenga de goiazensolideo, um
furanoheliangolideo inibidor do fator da transcrigéo
NF-kB, considerado um potente agente antiinflama-
tério (RUNGELER et al., 1999).

Tabela 1 - Porcentagem, desenvolvimento e contaminagéo de embri-
Oes originados de plantas coletadas em diferentes localidades.

Local de coleta
Porcentagem de

embrides Sacramento S.J.B. do Gloria Araxa
% de sementes 28,7£3 27,1£9 9,6*3
contendo embrides
% de embrides que 29,64 36,3*3 n7,7+8
desenvolveram
% de embridces 10,63 6,1%1 7,5%2
contaminados
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A conservacéo de L. ericoides em banco de germo-
plasma in vitro foi possivel, conforme estd demons-
trado na Tabela 4. O crescimento foi limitado em meio
MS/2 contendo 2% sacarose e 4% sorbitol. Collin e
Edwards (1998) recomendaram a redugéo de sais
pela metade como uma forma para reduzir o cresci-
mento. Todavia este ndo foi um procedimento eficaz
para a conservacao in vitro de L. ericoides, uma vez
que a reducéo de sais do meio MS promoveu o de-
senvolvimento de explantes. Contudo, a combinagéo
de MS/2 e sorbitol protegeram 96.6% das pléantulas
das condicoes de estresse do banco de germoplasma.
Todavia, sdo necessarios estudos em longo prazo para
assegurar que estresses abioticos ambientais como
a alta concentracédo de sais e a excessiva presséo
osmética nao induzirdo anomalias morfoldgicas e fisio-
l6gicas. Concluindo, este protocolo é uma ferramenta
Util para propagagdo em massa de arnica-da-serra,
e pode servir como um modelo para conservagao ex
situ de espécies medicinais do cerrado, especialmente
aquelas consideradas em extincéo. Este é o primeiro
relato sobre a propagacéo in vitro da espécie Lych-
nophora ericoides. O banco de germoplasma in vitro
assegurara a preservacao da diversidade de popula-
coes remanescentes dessa espécie.

Tabela 2 - Efeito de benzilaminopurina (BAP) e acido indolacético (AIA) na proliferacao in vitro de L. ericoides
woncenti dgauu,uvu

ae crescimen

Origem das plantas Origem das plantas
Ibiraci |Delfinépolis |Furnas |Ibiraci DElfinopolis Fiirnas
BAP 1,11 87aA 523B 156¢C 1,02aB 1,40B 2,33
BAP 2,22 7.9 ¢ - - 0,56/ b =
BAP 4,44 8,54 - - 0,50 b =
BAP 8,88 9,8 ¢ = = 0,53 b =
BAP + AIA 17,76+11,42 2@ - - 0,50 K = =

Médias seguidas das mesmas letras nado diferem estatisticamente (p<0,05), de acordo com o teste de Tukey. Letras maitisculas comparam médias entre as

linhas e mindsculas comparam médias entre as colunas.

Tabela 3 - Efeito de &cido indol-3-butirico (AIB) e aC|do naftalenoacetlco (ANA) no enraizamento in vitro de L. ericoides
N® de raizes/planta

de crescimento Conceit. \plvu

% de enraizamento

Origem das plantas Origem das plantas
Ibiraci Delfinépolis | Furnas Ibiraci Delfinépolis  Furnas
IBA 0,49 55,6 abB| 66,6 abA 9,6bC | 543 abAl 533aA | 1,26 bB
IBA 4,92 43,6 abB 753aA | 36,6aB| 9,00aA[ 6,10aAB 4,20
ANA 0,53 73,0 aA 47,6 bB | 39,3aB| 7,76 abA| 5,00 aAB| 2,33 bB
ANA 5,87 34,6 bA| 16,0 cA 0 4,43 bA 1,66 bB 0

Médias seguidas das mesmas letras nao diferem estatisticamente (p<0.05) de acordo com o teste de Tukey. Letras maiGsculas comparam medias entre as

linhas e mindsculas comparam médias entre as colunas.
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Tabela 4 - Efeito de diferentes agentes osméticos no desenvolvimento e sobrevivéncia de plantulas de L. ericoides em banco de ger-

Meio de cultura

MS/2 + sorbitol

MS + sorbitol + pantotenato de calcio
MS/2 + sorbitol + pantotenato de célcio
MS 4+ manitol + pantotenato de célcio
MS/2 + manitol + pantotenato de célcio

N° de Brotos/ Altura de % de sobrevivéncia
gema brotos (cm)
23a 0.53 a 43.3 b
3.1a 0.76 a
2.3a 0.46 a 46.6 a
1.7 a 0.41 a 43.3 a
25a 0.26 a 40.4 a
2.1 a 0.39 a 36.6 a

MS = meio Murashige and Skoog; MS/2 = meio Murashige and Skoog com metade da concentragéo dos sais (MURASHIGE; SKOOG 1962).
Médias seguidas das mesmas letras néo diferem estatisticamente (p<0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Figura 1 - Cromatograma de extrato de folhas de pléantulas cultivadas in
vitro (acesso de Ibiraci): 18,017 - goiazensolideo: 21,85 - centraterina;
25,55 - 15-dioxi-goiazensolideo; 32,217 - eremantolideo C

Figura 2 - Cromatograma do extrato de folhas de pléantulas de L. eri-
coides cultivadas ex vitro (acesso de ibiraci) : 21,008 - centraterina;
24,392 - 15-dioxi-goiazensolideo; 29,25 - 15-dioxi-centraterina; 31,401

2

-
Bl
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