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Introdução  

A cobrina - Tabernaemontana catharinensis DC. - é uma espécie lenhosa pertencente 

à família Apocynaceae. Caracteriza-se pelo porte arbustivo, atingindo até dez metros de 

altura. Ocorre frequentemente nas capoeiras e durante os primeiros estágios sucessionais; 

apresenta preferência por solos úmidos (seletiva higrófita), orlas das matas e clareiras da 

região da mata pluvial atlântica (GONÇALVES et al., 2011).  

A espécie tem chamado atenção de pesquisadores por seu potencial farmacêutico, pois 

possui diversas moléculas de interesse. Na medicina popular, seu uso como antídoto para 

picadas de serpentes e insetos é conhecido; na comunidade científica, vem sendo destacadas 

atividades farmacológicas como antileishmanial, antibacteriana, antinflamatória, estrogênica, 

relaxante da atividade muscular, estimulante e depressor do sistema nervoso central, 

antitumoral, hipoglicemiante, analgésica e cardiotônica (BELKE et al., 2011; BOLIGON et 

al., 2011; GINDRI et al., 2011).   

Dentre as várias formas de propagação de plantas, a cultura de tecidos vegetais 

apresenta algumas vantagens. Pode-se destacar a obtenção de um elevado número de plantas 

em espaço reduzido e em curto período de tempo; além disso, permite o aceleramento de 

programas de melhoramento e serve como base para outros processos biotecnológicos, como 

a transformação genética (FERREIRA et al., 1998). 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o estabelecimento in vitro de T. catharinensis a 

partir de explantes de origem seminal oriundos da germinação ex vitro e in vitro. 
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Material e Métodos 

 O trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais in vitro da 

Universidade de Cruz Alta. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente 

casualizado, em arranjo bifatorial 2 x 3, sendo os níveis do fator “A” correspondes a origem 

dos explantes (plântulas germinadas in vitro ou ex vitro) e os níveis do fator “B” 

correspondentes aos diferentes meios de cultivo – meio MS (Murashige; Skoog, 1962), meio 

MS reduzido à metade da concentração de sais [½ MS] e meio WPM (Lloyd; McCown, 

1981). As unidades experimentais foram compostas por um frasco de vidro com capacidade 

para 200 mL, contendo 30 mL do meio nutritivo e dois explantes, com 20 repetições por 

tratamento; totalizando 120 unidades experimentais e 240 explantes inoculados. 

Para obtenção de explantes por meio da germinação in vitro e ex vitro, sementes foram 

coletadas de frutos oriundos de uma única planta matriz, situada no Campus da Universidade 

de Cruz Alta. As sementes foram desinfestadas assepticamente seguindo o seguinte 

procedimento: imersão em álcool etílico a 70% (v/v) por trinta segundos; imersão em solução 

de hipoclorito de sódio (NaOCl) a 5% (v/v) acrescida de duas gotas de detergente comercial, 

por 10 minutos; e triplo enxágue em água destilada estéril. Na sequência, foram inoculadas 

nos meios de cultura, processo este que ocorreu em câmara de fluxo laminar. Após 60 dias de 

cultivo em sala de crescimento, foram obtidos os explantes in vitro. Para obtenção dos 

explantes a partir da germinação ex vitro, as sementes foram germinadas em substrato 

comercial Plantmax® em copos plásticos com capacidade para 200 mL, contendo 150 mL do 

substrado. Foram mantidas em casa de vegetação com temperatura e umidade controladas 

(26ºC e 65% de UR). Aos 60 dias de cultivo, quando as plântulas apresentavam 

aproximadamente oito centímetros de altura, os explantes foram obtidos. Neste caso, foram 

imediatamente imersos em solução fungicida de Benomyl (Benlate500®) a 6 g L
-1

, 

permanecendo assim durante o transporte até o laboratório (30 minutos) onde foi realizado o 

corte do limbo foliar (reduzido pela metade) e imersão em nova solução fungicida (igual a 

anteriormente citada) por 10 minutos; na sequência foram imersos em etanol a 70% (v/v) por 

1 minuto. Seguiu-se o seguinte processo de desinfestação: imersão em álcool etílico a 70% 

(v/v) por trinta segundos; imersão em solução de hipoclorito de sódio (NaOCl) a 5% (v/v) 

acrescida de 2 gotas de detergente comercial, por 10 minutos; e triplo enxágue em água 

destilada estéril. 

Todos os meios de cultura utilizados foram acrescidos de 30 g L
-1

 de sacarose, 100 mg 

L
-1

 de mio-inositol  e 7 g L
-1 

de ágar. O pH foi ajustado em 5,8 (previamente a inclusão do 



 

ágar) e os meios foram esterilizados a 121°C e 1,5 atm de pressão por 20 minutos. Após a 

inoculação dos explantes, os frascos foram mantidos em sala de cultivo com temperatura de 

25 +3 °C, fotoperíodo de 16 horas e intensidade luminosa de 30 μmol m
-2

 s
-1

. 

 Passados 30 dias de cultivo, foram avaliadas as variáveis: sobrevivência (%), 

estabelecimento (%), oxidação fenólica.  Os dados foram submetidos à análise de variância e 

para a comparação múltipla de médias foi utilizado o Teste de Tukey a 5% de probabilidade 

de erro. O programa estatístico SISVAR para Windows (FERREIRA, 2000) foi utilizado para 

processamento dos dados. 

 

Resultados e Discussão                                                                                                                                             

Não foi observada interação entre os fatores testados, tampouco diferenças para os 

níveis isolados do fator “A” (fonte de explantes). Para o fator “B” (meios de cultivo) foram 

observadas diferenças para todas as variáveis analisadas. 

 Para as variáveis estabelecimento e sobrevivência, foi observado que os meios de 

cultivo diferem entre si, sendo que os meios ½ MS mostrou-se mais adequado em relação ao 

meio MS com a concentração normal de sais, porém, não diferiu do meio WPM o qual, por 

sua vez, também não diferiu do meio MS, apresentando-se como um intermediário (Tabela 1).  

No que se refere a variável oxidação fenólica, os meios ½ MS e WPM apresentaram 5% de 

oxidação fenólica, não diferindo entre si. O meio MS não apresentou explantes oxidados.  

Pode-se avaliar que a espécie apresenta preferência por meios de cultura com menor 

concentração iônica para o seu estabelecimento. Vengadensan (2002) relata que o meio de 

cultura WPM possui 45% da capacidade iônica do meio MS; todavia, neste estudo, também 

foi usado o meio MS reduzido, o qual apresenta 50% da capacidade iônica. No entanto, 

observou-se que não houve diferença para as variáveis estabelecimento e sobrevivência 

quanto ao uso dos meios WPM e MS, este último em sua constituição normal de sais. Este 

dado permite inferir que além da menor concentração iônica, a composição do meio MS é 

mais adequada, porém precisa estar reduzida. Embora tenha apresentado oxidação fenólica, o 

índice pode ser considerado baixo, especialmente para espécies lenhosas nativas. 

 

 

 

 

 

 



 

TABELA 1 – Influência do meio nutritivo no estabelecimento in vitro de cultivos assépticos de 

Tabernaemontana catharinensis DC. (Apocynaceae) após 30 dias de cultivo. Foram analisadas as 

variáveis, em porcentagem: sobrevivência (SB), oxidação fenólica (OF) e estabelecimento (EBT). Cruz 

Alta, RS, UNICRUZ, 2014. 

 

Variáveis Analisadas 

Meio de Cultura       SB (%) OF (%) EBT (%) 

MS     55,0 b 0,0 b 55,0 b 

WPM    77,5 ab 

                                 

5,0 a 85,0 ab 

½ MS    82,5 a 

                          

5,0 a 95,0 a 

CV (%)**    20,40 14,35 21,00 
*Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. 

**Coeficiente de variação expresso em porcentagem. 
 

 

Conclusão  

 Para o estabelecimento in vitro de cobrina, o meio MS reduzido à metade da 

concentração de sais é o mais adequado. 
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